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ABREVIATURAS 

 

A      Adenina 

aaiC  Gen de una proteína secretada por Escherichia coli enteroagregativos. 

Ing.: secreted protein of EAEC 

aggR  Gen de una proteína activadora presente en un plásmido pAA.  

ADN      Ácido desoxirribonucleico 

A/E      Ing.: attaching and effacing   

BA      Badajoz 

C      Citosina 

CC      Cáceres 

CH      Colitis hemorrágica 

CRISPR  Secuencia con repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente 

interespaciadas  (ing:  clustered  regularly  interspaced  short  palindromic 

repeat). 

CSB      Tampón para suspensiones celulares (ing.: cell suspension buffer) 

DLV      Ing.: double locus variant 

eae      Gen intimina. Ing.: E. coli attaching and effacing 

ECAI      Escherichia coli con adherencia invasiva 

ECAD      Escherichia coli con adherencia difusa 

ECDC      Centro Europeo para la Prevención y el Control de las Enfermedades 

ECCDC      Escherichia coli con capacidad para desprender células 

ECEA      Escherichia coli enteroagregativos 

ECEAVT     Escherichia coli enteroagregativos y productores de verotoxinas 

ECEH      Escherichia coli enterohemorrágicos 

ECEI      Escherichia coli enteroinvasivos 

ECEP      Escherichia coli enteropatogénicos 

ECET      Escherichia coli enterotoxigénicos 
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ECMN      Escherichia coli asociadas a la meningitis neonatal 

ECNT      Escherichia coli necrotóxicas 

ECPA      Escherichia coli patogénicos aviares 

ECSeP      Escherichia coli septicémicos o bacteriémicos 

ECVT      Escherichia coli verotoxigénicos 

ECUP      Escherichia coli uropatogénicos 

EDTA      Ácido etilendiaminotetraacético 

EFSA  Agencia  Europea  de  Seguridad  Alimentaria  (ing.:  European  Food  Safety 

Autorithy) 

EpeA  Proteína autotrasportadora 

ER  Retículo endoplasmático 

Esp  Proteína serina proteasa 

E‐Hly  Enterohemolisina 

ehxA  Gen de la enterohemolisina 

FVCC  Aislado  de  Escherichia  coli  O157:H7  de  la  Facultad  de  Veterinaria  de 

Cáceres  

FCVTEC  Aislado  de  Escherichia  coli  verotoxigénico  no‐O157  de  la  Facultad  de 

Veterinaria de Cáceres 

G  Guanina 

Gb  Globotetraosilceramida 

HAS      Serotipo asociado a SUH, del inglés: HUS associated serogroup) 

Hes      Hemaglutinina de Escherichia coli productores de toxina Shiga 

ID      Índice de diversidad 

IUPAC  Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (ing: International Union of 

Pure and Applied Chemistry) 

KatP      Proteína con actividad catalasa‐peroxidasa 

kb      Kilobase 

kDa      KiloDalton 

LAA      Ing.: locus of adhesion and autoaggregation 
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LB      Medio de cultivo Luria Bertani 

LEE      Ing.: locus of enterocyte Effacement 

LPS      Lipopolisacárido 

LREC  Laboratorio  de  Referencia  para  Escherichia  coli  de  la  Universidad  de 

Santiago de Compostela, con sede en Lugo, España 

M  En  secuencias  de  ácido  nucleico.  Base  con  residuo  amino  (adenina  o 

citosina) 

Mb  Megabase 

MLVA      Técnica del análisis de secuencias repetitivas en tándem 

nm      Nanómetro 

MST      Árbol de mínima expansión 

NM      Antígeno H ausente (cepa no móvil) 

NT      No tipable 

O‐rough  Ing.: áspero. Denominación para cepas de Escherichia coli que carecen de 

cadenas O en el lipopolisacárido 

pb      Pares de bases 

PCR      Reacción en cadena de la polimerasa (ing.: polymerase chain reaction) 

PFGE  Electroforesis en campo pulsante (ing.: pulsed‐field gel electrophoresis) 

PPT      Púrpura trombocitopénica trombótica 

R  En secuencias de ácido nucleico. Residuo con base púrica no especificado 

(adenina o guanina) 

RFLP  Técnica  de  análisis  del  polimorfismo  de  la  longitud  de  fragmentos  de 

restricción 

Saa      Proteína adhesina autoaglutinante 

SE      Ing.: subtilase‐encoding 

ShiA  Proteína de estructura similar a la descrita en cepas del género Shigella con 

capacidad para modular la respuesta inflamatoria 

SLT      Toxina Shiga‐like 

SLV      Ing.: single locus variant 
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STEC  Escherichia coli productores de toxinas Shiga  (ing.: Shiga toxin‐producing   

E. coli) 

Stx      Toxina Shiga 

stx      Gen de la toxina Shiga 

SubAB      Citotoxina subtilasa 

SUH      Síndrome urémico hemolítico 

T      Timina 

TAE      Tampón de acetato y ácido etilendiaminotetraacético 

TBE      Tampón tris‐borato‐ácido etilendiaminotetraacético 

TE      Tampón tris‐ácido etilendiaminotetraacético 

Tia      Factor de invasión toxigénico 

Tir      Proteína receptor traslocado de intimina 

ToxB  Proteína asociada a capacidad de adhesión a células en cultivos, homóloga 

a las descritas en clostridios 

TR      Repetición en tándem 

TSA      Agar triptona‐soja 

TSB      Caldo de triptona‐soja 

UEx      Universidad de Extremadura 

USC      Universidad de Santiago de Compostela 

UV      Luz ultravioleta 

VNTR      Ing.: Variable Number of Tandem Repeats 

VT      Verotoxina 

W  En secuencias de ácido nucleico. Base con enlace débil (adenina o timina)  

WGS  Secuenciación del genoma completo (ing.: whole genome sequencing) 

x  Concentración de la disolución 

Y  En  secuencias  de  ácido  nucleico.  Residuo  con  base  pirimidínica  no 

especificado (citosina o timina) 
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RESUMEN 

 

Los Escherichia coli verotoxigénicos (ECVT) son importantes patógenos para los seres humanos, 

responsables de procesos patológicos graves como la colitis hemorrágica o el síndrome urémico 

hemolítico.  La  electroforesis  en  campo  pulsante  (PFGE)  es  la  técnica  de  referencia  para  la 

subtipificación  de  esta  bacteria  y  de  otros  enteropatógenos.  No  obstante,  presenta  algunas 

limitaciones como son: su laboriosidad, incapacidad para caracterizar algunas cepas, el coste de los 

equipamientos  y  su  interpretación,  por  lo  que  se  sigue  investigando  para  encontrar  métodos 

alternativos de tipado. La técnica de análisis de secuencias repetitivas en tándem (MLVA) basada 

en  la  amplificación  de  secuencias  repetitivas  en  tándem  mediante  PCR,  ha  sido  empleada 

igualmente con éxito para el estudio de aislados ECVT. Sin embargo, se necesitan estudios con un 

mayor número de aislados y diferentes situaciones epidemiológicas que permitan demostrar su 

aplicabilidad. 

 

Para abordar estas necesidades, se estudió la aplicabilidad de la técnica de MLVA empleando 

dos protocolos para la subtipificación de 181 aislados de E. coli O157:H7 y ECVT no‐O157 de los 

serogrupos  O5,  O91  y  O146,  obtenidos  a  partir  de  distintos  orígenes  con  y  sin  información 

epidemiológica conocida.  

 

Ambos protocolos de la técnica de MLVA demostraron su aplicabilidad para la subtipificación 

de aislados de E. coli O157:H7. Además, el protocolo de la técnica de MLVA descrito por Noller et 

al. (2003), empleado en combinación con la técnica de PFGE, aumentó su poder de discriminación, 

mejorando la capacidad del PFGE para diferenciar entre aislados con y sin relación epidemiológica.  

 

Sin embargo, el protocolo de la técnica de MLVA descrito por Lindstedt et al. (2007) empleado 

para la subtipificación de aislados ECVT no‐O157 de los serogrupos O5, O91 y O146 no permitió una 

discriminación apropiada para su aplicación sistemática, siendo incapaz de clasificar clones de ECVT 

identificados mediante la técnica de PFGE presentes en individuos de una misma explotación. No 

obstante,  la  técnica  ha  permitido  el  seguimiento  de  aislados  secuenciales  temporales  de  los 

serogrupos O5, O91 y O146 procedentes de un mismo individuo. Se necesitan nuevos protocolos 

de la técnica de MLVA con secuencias repetitivas que aumenten el poder de discriminación de la 

misma para el análisis de aislados ECVT no‐O157. Éstos podrían diseñarse gracias a la generalización 

de nuevas técnicas como la WGS, ya que se dispone de una mayor cantidad de genomas completos 

de ECVT no‐O157.    
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SUMMARY 

 

Verotoxigenic  Escherichia  coli  (VTEC)  are  important  pathogens  for  humans,  responsible  for 

serious pathological processes such as haemorrhagic colitis or haemolytic uremic syndrome. The 

Pulsed‐Field Gel Electrophoresis (PFGE) is the current “gold standard” technique for the genotypic 

characterization of this bacterium and other enteropathogens. However,  it has some limitations 

such  as  laboriousness,  inability  to  characterize  some  strains,  high  cost  of  equipment  and  hard 

interpretation, so that research continues to find other alternative typing methods. The Multiple‐

Locus Variable number tandem repeat Analysis (MLVA) technique is based on the amplification of 

repetitive  sequences  by  PCR.  It  has  also  been  successfully  used  for  the  study  of  VTEC  isolates. 

However,  studies  with  greater  number  of  isolates  and  different  epidemiological  situations  are 

needed to demonstrate its applicability. 

 

To  address  these  needs,  the  applicability  of  the  MLVA  technique  was  studied  using  two 

protocols for the genotypic characterization of 181 isolates of E. coli O157:H7 and VTEC non‐O157 

of serogroups O5, O91 and O146. Isolates were obtained from different origins and had known and 

unknown epidemiological information. 

 

Both MLVA protocols demonstrated its applicability for the genotypic characterization of E. coli 

O157:H7 isolates. Moreover, the MLVA protocol described by Noller et al.  (2003), together with 

PFGE technique, increased its discriminative power, improving PFGE ability to differentiate among 

isolates with and without known epidemiological information. 

 

However,  the  MLVA  protocol  described  by  Lindstedt  et  al.  (2007)  for  the  genotypic 

characterization  of  VTEC  isolates  non‐O157  of  serogroups O5,  O91  and O146  did  not  allow  an 

appropriate discrimination for its systematic application. It was unable to classify clones of VTEC 

strains  identified  by  PFGE  that  were  present  in  animals  from  the  same  herd.  However,  the 

technique  has  allowed  the  monitoring  over  time  isolates  from  serogroups  O5,  O91  and  O146 

belonging to the same animal. Therefore, new MLVA protocols with other repetitive sequences are 

needed in order to increase the discrimination power of the technique for the analysis of non‐O157 

VTEC strains. These could be designed thanks to the generalization of new techniques such as WGS, 

since a greater number of complete genomes of non‐O157 ECVT are available. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Características de Escherichia coli 

 

Escherichia coli (E. coli) es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo, incluido en la familia 

Enterobacteriaceae (Ewing, 1986; Pohl, 1993; Gyles, 1994), que a su vez engloba a otros géneros 

como  Salmonella,  Shigella,  Citrobacter  y  Enterobacter,  entre  otros  muchos.  Esta  bacteria  fue 

descrita en 1885 por el pediatra alemán Theodor Escherich después de aislarla en heces de un niño 

sano, denominándose inicialmente con el nombre de Bacterium coli commune  (Escherich, 1885; 

Sussman, 1985). 

 

Esta bacteria puede encontrarse en el tracto digestivo de la mayor parte de los mamíferos, ya 

que forma parte de la microbiota normal aerobia y anaerobia facultativa comensal y saprofita (Hartl 

and Dykhuizen, 1984; Berg, 1996; Gordon and Cowling, 2003; Kaper et al., 2004; Vogeleer et al., 

2014). Dentro del tracto digestivo, se localiza en el intestino grueso, sobre todo en ciego y colon 

(Tenaillon et al., 2010), donde se desarrolla en la capa de mucus que recubre las células epiteliales 

y es excretada junto con esta capa ya degradada a través de las heces (Poulsen et al., 1994). 

 

E. coli es una de las primeras bacterias que coloniza el  intestino humano durante la infancia 

(Tenaillon  et  al.,  2010).  La  relación  entre  E.  coli  y  el  hospedador  puede  definirse  como 

comensalismo, ya que la bacteria obtiene nutrientes (Conway et al., 2004), un ambiente estable y 

protección frente a determinados estreses, así como transporte y diseminación (Tenaillon et al., 

2010). Por otro lado, la microbiota intestinal entre la que se encuentra E. coli también ofrece ciertos 

beneficios  al  hospedador,  previniendo  la  colonización  por  otras  bacterias  patógenas  mediante 

distintos mecanismos (Rastegar Lari et al., 1990; Vollaard and Clasener, 1994; Hudault et al., 2001; 

Schamberger et al., 2004). 

 

La facilidad para cultivar esta bacteria en el laboratorio ha motivado que se use como modelo 

microbiano en estudios bioquímicos  y  genéticos, destacando por ello especialmente  la  cepa no 

patógena K‐12 (Bachmann, 1972). De igual forma, debido a su localización en el  intestino y a su 

abundante excreción con las heces, su presencia en el medio ambiente, agua y alimentos, se emplea 

como un indicador de contaminación fecal reciente (Clesceri et al., 1998). 
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Por otra parte, algunas cepas de E. coli han adquirido ciertos atributos de virulencia que les 

otorgan la capacidad de adaptarse a nuevos nichos y causar una amplia variedad de enfermedades 

(Kaper  et  al.,  2004).  Esta  patogenicidad  no  se  debe  a  un  solo  factor  de  virulencia,  sino  a  una 

combinación de genes que codifican toxinas, factores de colonización y otras funciones requeridas 

para  causar  infección  (Kaper  et  al.,  2004).  Las  cepas  patógenas  de  E.  coli  presentes  en  seres 

humanos  y  animales  suelen  albergar  diferentes  factores  de  virulencia  y  pertenecer  a  serotipos 

distintos, por  lo que generalmente no suelen producir  infecciones cruzadas. No obstante, se ha 

demostrado  que  los  animales  pueden  actuar  como  reservorio  de  cepas  patógenas  para  el  ser 

humano, como por ejemplo las cepas verotoxigénicas de E. coli que causan colitis hemorrágica (CH) 

y síndrome urémico hemolítico (SUH) en personas, pero están presentes como comensales en la 

microbiota intestinal normal de los rumiantes (Blanco et al., 2003; Sánchez, 2008). 

 

Las cepas patógenas de E. coli pueden clasificarse en dos grupos principales: las que originan 

procesos de tipo entérico, causantes de diarrea, disentería, CH, SUH, enfermedad de los edemas; y 

las  extra‐intestinales,  que producen  infecciones del  tracto urinario,  bacteriemias o  septicemias, 

meningitis, peritonitis, mastitis, e infecciones pulmonares y de heridas (Kaper et al., 2004; Clements 

et al., 2012). Tradicionalmente, el primer grupo, causante de procesos entéricos, se ha clasificado 

en distintos  subgrupos  en  función  de  la  patología  que  provocan  (patotipos),  de  los  factores  de 

virulencia presentes (virotipos) y de su filogenia (filotipos) (Vogeleer et al., 2014). Según Clements 

et al. (2012), entre ellos estarían: 

 

•  E. coli con adherencia invasiva (ECAI). 

•  E. coli con adherencia difusa (ECAD). 

•  E. coli enteroagregativos (ECEA). 

•  E. coli enterotoxigénicos (ECET). 

•  E. coli enteropatogénicos (ECEP). 

•  E. coli enteroinvasivos (ECEI). 

•  E. coli verotoxigénicos (ECVT), que englobarían a su vez a  los E. coli enterohemorrágicos 

(ECEH). 
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Para el segundo grupo de cepas patógenas, las clasificadas como extra‐intestinales, no se han 

descrito unos factores de virulencia concretos que definan cada patotipo como en el caso de las 

que causan patología entérica, si bien pueden subdividirse también en distintos subgrupos (Kaper 

et al., 2004; Pitout, 2012): 

 

•  E. coli uropatogénicos (ECUP). 

•  E. coli septicémicos o bacteriémicos (ECSeP). 

•  E. coli asociadas a la meningitis neonatal (ECMN). 

•  E. coli patogénicos aviares (ECPA). 

 

Además, se han descrito otros potenciales grupos patógenos tales como los E. coli necrotóxicos 

(ECNT) y los E. coli con capacidad para desprender células (ECCDC) (Kaper et al., 2004). 

 

Los  distintos  patotipos  de E.  coli  son  grupos  clonales  que  se  caracterizan  por  compartir  los 

antígenos O (lipopolisacárido, LPS) y H (flagelar), que definen el serogrupo (si se determina sólo el 

antígeno O) o el serotipo (si se determinan ambos antígenos) (Whittam, 1996; Nataro and Kaper, 

1998). Estos antígenos se  identifican empleando tanto técnicas convencionales, como el uso de 

antisueros  específicos  (mediante  reacciones  antígeno‐anticuerpo)  (Kauffmann,  1947),  como 

técnicas moleculares, ya sea mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o secuenciación 

del genoma completo (WGS). Algunos serotipos se asocian con mayor frecuencia a determinadas 

manifestaciones clínicas (Lior, 1994), como sucede con los serotipos O157:H7 y O157:H‐ y el SUH 

(EFSA and ECDC, 2012). 

 

1.2. Características de los E. coli verotoxigénicos 

 

En este grupo se engloba a todas aquellas cepas de E. coli capaces de producir verotoxinas (VT) 

(Donnenberg and Whittam, 2001), que son potentes citotoxinas que inhiben la síntesis proteica en 

sus células diana (Hayashi et al., 2008) y que reciben su nombre por ser capaces de destruir in vitro 

las células de la línea Vero (células de riñón de mono verde africano) (Konowalchuk et al., 1977). 

Las  VT  son  también  conocidas  como  toxinas  Shiga  (Stx)  o  toxinas  Shiga‐like  (SLT),  debido  a  su 

similitud con la toxina Shiga de Shigella dysenteriae tipo I (O’Brien et al., 1982) que fue descrita 

mucho antes por distintos  investigadores  (Conradi, 1903; Neisser and Shiga, 1903). Por ello,  los 

ECVT también se denominan E. coli productores de toxinas Shiga‐like (ECSLT) o E. coli productores 

de toxinas Shiga (STEC). Las Stx son codificadas por los genes stx, que se localizan en bacteriófagos 

integrados en el genoma de los ECVT (Andreoli et al., 2002). Esta integración puede producirse en 
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distintos puntos, por lo que es posible la presencia de varios bacteriófagos cada uno portando un 

gen stx, incluso de subtipos distintos de verotoxina (Krüger and Lucchesi, 2015). 

 

Como ya se ha mencionado en el apartado anterior, dentro de los ECVT se incluyen los ECEH. 

Los ECEH, por su parte, integran a distintos serotipos que han sido fehacientemente identificados 

como causantes de CH y SUH, siendo el serotipo O157:H7 (conocido popularmente como “bacilo 

O157” o “bacteria de  las hamburguesas”) el más  frecuentemente asociado a brotes epidémicos 

(Vogeleer et al., 2014). Sin embargo, se han descrito otros serogrupos distintos a éste, denominados 

ECEH  no‐O157,  que  son  también  clínicamente  relevantes  pero  que  se  detectan  con  distinta 

frecuencia según el país. Por ejemplo, en Estados Unidos (EE.UU.), son los serogrupos O26, O103, 

O111, O121, O45 y O145 (ordenados según frecuencia)  los que adquieren mayor relevancia. De 

hecho, estos serogrupos causan juntos más infecciones en seres humanos que el ECVT O157:H7, 

por  lo que son denominados “Big Six”  (Mathusa et al., 2010; Wang et al., 2012). En Europa, en 

cambio, según datos de la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) publicados en 2017, 

los serogrupos ECVT no‐O157 más frecuentes entre los casos humanos de infección son O26, O103, 

O91, O145, O146, O111 y O113 (ordenados según frecuencia) (EFSA and ECDC, 2018). 

 

1.3. Situación en Europa de los E. coli verotoxigénicos 

 

Desde su identificación como patógeno y agente causal de CH y de SUH a principios de la década 

de 1980 en EE.UU. (Riley et al., 1983), la prevalencia de ECVT O157:H7 y ECVT en general se ha visto 

incrementada  hasta  situarse  entre  los  principales  agentes  infecciosos  responsables  de 

gastroenteritis tanto en la Unión Europea (UE) como en EE.UU. (Slutsker et al., 1997; Andreoli et 

al.,  2002;  J.  E.  Blanco  et  al.,  2004;  CDC,  2017;  EFSA  and  ECDC,  2018)  gracias  a  la  mejora  y 

generalización de su diagnóstico. Entre los años 2007 y 2013, la incidencia y el número de casos 

confirmados de  infecciones por ECVT en  la UE ha  ido en aumento  (EFSA, 2013; EFSA and ECDC, 

2015), estabilizándose entre 2013 y 2017 (EFSA and ECDC, 2018). En la secuencia temporal destaca 

el año 2011, ya que se produjo un brote causado por un ECEAVT O104:H4 que afectó principalmente 

a Alemania. En este país se registró el mayor número de casos confirmados de infección, con 9485 

casos. Este brote supuso un incremento de casos del 159.4% con respecto al año 2010 (EFSA and 

ECDC, 2013). En el periodo comprendido entre 2013 y 2017, se confirmaron alrededor de 6000 

casos anuales de infección (EFSA and ECDC, 2018). 
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Según la EFSA y el Centro Europeo para la Prevención y el Control de las Enfermedades (ECDC), 

en el año 2017 el cuarto agente zoonótico más importante en cuanto a incidencia fue ECVT (1.66%) 

con  6073  casos  confirmados  y,  el  séptimo  en  importancia  en  cuanto  a  su  relación  con  brotes 

acaecidos en  la UE  (EFSA and ECDC, 2015)  (Ilustración 1). Como se observa en  la  Ilustración 2, 

aparecen diferencias evidentes  en el número de  casos  registrados  y  tasas de notificación entre 

países de la UE, debido a la heterogeneidad de los protocolos de detección (más exhaustivos en 

algunos países miembros) y a los protocolos de monitorización estatales. 

 

Ilustración 1. Número de casos confirmados y tasas de notificación de zoonosis en la UE en 2017 (EFSA and ECDC, 

2018). 

 

 

Entre paréntesis, y al final de cada barra se indica el número total de casos confirmados. (1) Para la fiebre West Nile se 

ha usado el número total de casos; (2) Para la toxoplasmosis congénita se ha usado la tasa de notificación 

por cada 100 000 nacimientos. 
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Tabla 1. Casos y tasas de notificación por cada 100 000 habitantes de infecciones humanas por ECVT entre 2013 y 2017 

en países miembros y asociados a la UE (EFSA and ECDC, 2018). 

País 

2017  2016 2015 2014  2013 

Cob. 

Nac. (a) 

Form. 

Datos 

(a) 

Cas. 

Tot. 

(e) 

Casos 

Confir. y 

Tasas (f) 

Casos 

Confir. y 

Tasas 

Casos 

Confir. y 

Tasas 

Casos 

Confir. y 

Tasas 

Casos 

Confir. y 

Tasas 

Cas Tas Cas Tas Cas Tas Cas Tas  Cas  Tas

Austria  Y  C 250  250  2.85  177  2.04  107  1.25  131  1.54  130  1.54 

Bélgica  Y  C 123  123  1.08  119  1.05  100  0.89  85  –  117  – 

Bulgaria  Y  A 0  0  0.00  0  0.00  0  0.00  0  0.00  1  0.01 

Croacia  Y  C 7  7  0.17  9  0.21  0  0.00  4  0.09  0  0.00 

Chipre  Y  C 0  0  0.00  0  0.00  0  0.00  0  0.00  0  0.00 

Rep. 

Checa 
Y  C  37  37  0.35  28  0.27  26  0.25  29  0.28  17  0.16 

Dinamarca  Y  C 344  263  4.57  210  3.68  201  3.55  226  4.02  191  3.41 

Estonia  Y  C 3  3  0.23  5  0.38  8  0.61  6  0.46  8  0.61 

Finlandia  Y  C 124  123  2.24  139  2.53  74  1.35  64  1.17  98  1.81 

Francia (b)  N  C 303  260  –  302  –  262  –  221  –  218  – 

Alemania  Y  C 2098  2065  2.50  1843  2.24  1616  1.99  1663  2.06  1639  2.00 

Grecia  Y  C 3  3  0.03  2  0.02  1  0.01  1  0.01  2  0.02 

Hungría  Y  C 12  12  0.12  12  0.12  15  0.15  18  0.18  13  0.13 

Irlanda  Y  C 804  795  16.62  737  15.60  598  12.92  572  12.42  564  12.29 

Italia (b)  N  C 111  94  –  78  –  59  –  68  –  64  – 

Letonia  Y  C 1  1  0.05  1  0.05  4  0.20  0  0.00  0  0.00 

Lituania  Y  C 0  0  0.00  4  0.14  3  0.10  1  0.03  6  0.20 

Luxem‐

burgo 
Y  C  1  1  0.17  4  0.69  4  0.71  3  0.55  10  1.86 

Malta  Y  C 9  9  1.96  4  0.92  4  0.93  5  1.18  2  0.48 

Holanda  Y  C 392  392  2.29  665  3.92  858  5.08  919  5.46  1184  7.06 

Polonia  Y  C 6  4  0.01  4  0.01  0  0.00  5  0.01  5  0.01 

Portugal  Y  C 2  1  0.01  0  0.00  0  0.00  –  –  –  – 

Rumania  Y  C 11  11  0.06  29  0.15  0  0.00  2  0.01  6  0.03 

Eslova‐

quia 
Y  C  3  3  0.06  2  0.04  1  0.02  2  0.04  7  0.13 

Eslovenia  Y  C 33  33  1.60  26  1.31  23  1.11  29  1.41  17  0.83 

España (c)  N  C 86  86  –  51  –  86  –  50  –  28  – 

Suecia  Y  C 504  504  5.04  638  6.48  551  5.65  472  4.89  551  5.77 

Reino 

Unido 
Y  C  993  993  1.51  1367  2.09  1328  2.05  1324  2.06  1164  1.82 

Total EU  –  – 6260  6073  1.66  6456  1.77  5929  1.65  5900  1.75  6042  1.80 

Islandia  Y  C 3  3  0.89  3  0.90  1  0.30  3  0.92  3  0.93 
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País 

2017  2016 2015 2014  2013

Cob. 

Nac. (a) 

Form. 

Datos 

(a) 

Cas. 

Tot. 

(e) 

Casos 

Confir. y 

Tasas (f) 

Casos 

Confir. y 

Tasas 

Casos 

Confir. y 

Tasas 

Casos 

Confir. y 

Tasas 

Casos 

Confir. y 

Tasas 

Cas Tas Cas Tas Cas Tas Cas  Tas  Cas  Tas

Noruega  Y  C  381  381  7.25  239  4.59  221  4.28  151  2.96  103  2.04 

Suiza (d)  Y  C  696  696  8.23  463  5.47  315  3.77  125  1.52  82  1.53 

(a): Cobertura Nacional. Formato de datos: Y: sí; N: no; A: datos agregados; C: datos basados en casos; –: sin 

información. (b): Vigilancia centinela; solo se notifican casos con SUH. (c): Vigilancia centinela; no existe información 

sobre la cobertura, de modo que las tasas no pueden ser estimadas. (d): Suiza aporta los datos directamente a la 

EFSA. Los datos humanos de Suiza incluyen información de Liechtenstein. (e) Casos totales. (f) Casos confirmados y 

tasas. Cas: Casos. Tas: Tasas. 

 

Como puede apreciarse en la Ilustración 1, al comparar a este grupo de patógenos con otros 

causantes  de  toxiinfecciones  alimentarias,  como  Salmonella  spp.  y  Campylobacter  spp.,  ECVT 

permanecen  en  una  significativa minoría,  de manera  que  el  interés  suscitado  por  este  tipo  de 

infecciones se debe principalmente a la gravedad de las complicaciones que suelen llevar asociadas 

y a su mayor letalidad (Sánchez et al., 2010a).  Havelaar et al. (2012) estimaron que la carga por 

caso  (en  DALY,  que  es  un  indicador  que  estima  los  años  de  vida  potencialmente  perdidos 

http://www.who.int/healthinfo/global_burden_disease/metrics_daly/en/#),  es  aproximadamente  tres  veces 

mayor  para  la  enfermedad  causada  por  ECVT  en  comparación  con  la  salmonelosis  y  la 

campilobacteriosis. Un ejemplo es el ya citado brote de CH y SUH ocurrido en mayo de 2011 y 

causado por un ECEAVT O104:H4. Durante el brote, y hasta el final de julio de 2011, se produjeron 

un total de 4321 casos confirmados de infección por este patógeno, con 852 casos de SUH y 54 

muertes entre los 14 países de la UE afectados, EE.UU. y Canadá (Buchholz et al., 2011; Karch et al., 

2012).  En  el  mismo,  un  porcentaje  inusualmente  alto  de  adultos  sobre  el  total  (casi  un  25%) 

desarrolló un SUH, debido probablemente a la fuente de infección (brotes germinados). En algunos 

casos apareció incluso sintomatología neurológica (Frank et al., 2011b). Esta clínica se debió a la 

combinación de características típicas de una cepa de ECEA y la capacidad de producir verotoxinas 

(Frank et al., 2011b). Tras un análisis del genoma completo de este patógeno, se ha concluido que 

algunos de estos factores de patogenicidad fueron adquiridos mediante transferencia horizontal 

(Frank et al., 2011a, 2011b).  

 

En cuanto a la presencia de brotes de enfermedad por ECVT asociados al consumo de alimentos 

en Europa, se notificaron un total de 42 brotes en 2016. En nueve de ellos se logró determinar el 

alimento implicado, y se trató en todos los casos de carne de bovino o vegetales (EFSA and ECDC, 

2017). El número de brotes notificados en 2017 aumentó hasta 48, si bien de nuevo sólo en nueve 
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de ellos se determinó con claridad el alimento implicado (EFSA and ECDC, 2018). Con respecto a la 

presencia  de  brotes  de  enfermedad  por  ECVT  asociados  exclusivamente  al  consumo  de  agua 

contaminada, la mayor parte de los casos se han detectado en Irlanda. En 2011 hubo tres casos 

asociados a ECVT O157, y en 2012 declararon 10 brotes de enfermedad. Un año más tarde, en la 

UE se notificaron nueve brotes de enfermedad por consumo de aguas contaminadas. Sólo uno de 

los  brotes,  detectado  en  Austria,  fue  asociado  a  un  ECVT O128.  (EFSA  and  ECDC,  2014,  2015). 

Finalmente, en 2017, se declararon hasta 11 brotes por consumo de aguas asociados a ECVT, si bien 

sin evidencias claras (EFSA and ECDC, 2018).  

 

En  el  periodo  comprendido  entre  2015  y  2017,  los  cinco  serogrupos  de  ECVT  más 

frecuentemente asociados a casos humanos de enfermedad fueron O157, O26, O103, O91 y O145, 

con  frecuencias de aparición que varían poco entre  los años de estudio  (Tabla 2). Como puede 

observarse en la Tabla 2, la implicación de las cepas ECVT no‐O157 en casos de infección en seres 

humanos ha ido en aumento en los últimos años, debido sobre todo a una mejora y generalización 

en los protocolos de detección de estos patógenos.  

 

Tabla 2. Distribución de los 20 serogrupos más frecuentes entre los casos humanos de infección por VTEC confirmados 

en la UE entre 2015 y 2017 (EFSA and ECDC, 2018). 

Serogroupo 
2017  2016 2015 

Casos MS(c)  % Casos MS % Casos  MS  %

O157  1304 24  31.9 1552 22 38.6 1510  21  42.1

O26  582  18  14.3 671 19 16.7 537 16  15.0

NT(a)  493  11  12.1 335 12 8.3 397 10  11.1

O103  245  14  6.0 218 18 5.4 172 14  4.8

O91  179  14  4.4 149 11 4.0 114 12  3.2

O145  150  14  3.7 121 12 3.7 95 12  2.6

O146  140  10  3.4 158 11 3.0 75 10  2.1

O111  94  18  2.3 57 14 1.6 42 11  1.2

O113  56  8  1.4 60 11 1.5 25 7  0.7

no‐O157  48  4  1.2 25 5 1.4 29 3  0.8

O128  46  12  1.1 65 13 1.0 49 12  1.4

O80  42  7  1.0 42 8 0.8 24 4  0.7

O‐rugoso (b)  37  3  0.9 26 4 0.7 44 8  1.2

O128ab  33  2  0.8 9 1 0.7 2 6  0.1

O76  31  7  0.8 20 6 0.6 31 9  0.9

O121  30  7  0.7 24 5 0.6 17 4  0.5

O55  30  9  0.7 34 10 0.6 28 8  0.8

O63  30  6  0.7 24 4 0.6 8 4  0.2
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Serogroupo 
2017  2016 2015 

Casos  MS(c)  % Casos MS % Casos  MS  %

O117  29  4  0.7 28 7 0.6 23  7  0.6

O8  28  7  0.7 25 10 0.5 20  9  0.6

Otros  455  –  11.1 369 – 7.8 348  –  9.7

Total  4082  25  100.0 4012 25 100.0 3590  21  100.0

(a): ECVT no tipable, se refiere a aquellas cepas en las que no se ha podido establecer el serogrupo (O), pese a haberlo intentado. 
Esto depende de cuántos sueros o marcadores hayan sido incluidos en el panel de tipado. (b): O‐rough es la denominación 
para cepas que carecen de cadenas O en el lipopolisacárido, provocando la auto‐aglutinación en los test de aglutinación 

empleados para determinar el serogrupo o serotipo. (c) Países miembros. Fuente: 25 miembros y 2 no miembros de la UE: 

Austria, Bélgica, Croacia, Rep. Checa, Dinamarca, Estonia, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungría, Irlanda, Italia, 
Lituania, Luxemburgo, Malta, Holanda, Polonia, Portugal, Rumania, Eslovaquia, Eslovenia, España, Suecia y Reino Unido, e 

Islandia y Noruega.

 

No obstante, como puede verse en las Ilustraciones 2 y 3, no todas las cepas que se aíslan en 

casos  de  infección  por  ECVT  se  serotipan  al  completo,  quedando  la  identificación  a  nivel  de 

serogrupo. 

 

Ilustración 2. Casos de infección humana confirmados en la UE (a) por serogrupo entre 2007 y 2010 (EFSA, 2013). 

 

 

Ilustración 3. Serotipos más frecuentemente confirmados y notificados en casos de infección en seres humanos entre 

2007 y 2010 (basado en datos de TESSy suministrados por el ECDC) y en 2011 (basados en datos de la EFSA y el ECDC) 

en la UE (EFSA, 2013). 
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Algunos de estos serotipos se asocian más frecuentemente con SUH y CH. Karmali et al. (2003) 

definieron así el concepto de seropatotipo, como un esquema de clasificación de los serotipos de 

ECVT basado en la frecuencia de casos de enfermedad notificados (en términos cualitativos como 

alta, moderada y baja) y su asociación con brotes y casos de enfermedad grave, como SUH y CH. De 

esta forma, revisando la bibliografía disponible los serotipos fueron clasificados en cinco grandes 

seropatotipos (de la A a  la E) (Tabla 3). No obstante, el brote de infección por ECAEVT O104:H4 

sucedido en Europa en 2011 ha puesto de manifiesto que dicho esquema presenta limitaciones a 

la hora de clasificar cepas ECVT emergentes y, desde la EFSA, han sido propuestos nuevos esquemas 

de clasificación. Uno modificando el esquema propuesto por Karmali et al. (2003), que clasifica los 

serotipos según el  resultado de salud de  los casos humanos confirmados en  la UE entre 2007 y 

2010.  De  este modo,  de  todos  los  casos  en  los  que  se  haya  realizado  el  serotipado  completo, 

aquellos que además hayan sido asociados con enfermedad grave serán considerados dentro del 

grupo  HAS  (serotipo  asociado  a  SUH,  del  inglés:  HUS  associated  serogroup).  El  otro,  aunque 

provisional, se fundamenta en la presencia de factores de virulencia adicionales a las verotoxinas, 

cuya combinación es más frecuentemente asociada con alto riesgo de diarrea y SUH. En concreto, 

considera la presencia de otros genes como eae, aaiC y aggR. Este último esquema es provisional 

porque estos genes mencionados no son identificados de forma rutinaria, aunque tiene la ventaja 

de  que  no  es  necesario  conocer  el  serotipo  completo.  Para  que  se  afiance,  deberá  verificarse 

comparando  aislados  bien  caracterizados  de  aislados  procedentes  de  origen  humano,  animal  y 

alimentario (EFSA, 2013). Además, durante el análisis de los esquemas propuestos, se han incluido 

nuevos serotipos asociados a casos de SUH los serotipos O145:H28, 091:H10, O111:H8, O128:H2, 

O121:H2,  O76:H19,  O174:H21,  O174:H2,  O1:H42,  O86:H27,  O80:H2,  O123:H2,  O105:H18,  and 

O7:H6 (EFSA, 2013). 

 

Tabla 3. Clasificación de ECVT en seropatotipos. Tabla basada en el trabajo de Karmali et al. (2003). 

Seropatotipo  Incidencia relativa 
Frecuencia de 
presentación 
en brotes 

Asociación con 
enfermedad 

grave 
Serotipos 

A  Alta  Común  Si  O157:H7, O157:NM 

B  Moderada  Poco común  Si 
O26:H11, O103:H2, O111:NM, 

O121:H19 O145:NM 

C  Baja  Rara  Si 
O91:H21, O104:H21, O113:H21, 
O5:NM, O121:NM and O165:H25 

D  Baja  Rara  No  Múltiples (12 serotipos) 

E 
No presente en 
seres humanos 

No aplicable  No aplicable  Múltiples (14 serotipos) 
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En  Europa,  entre  2007  y  2010,  se  han  asociado  con  casos  de  SUH  los  serotipos  O157:H7, 

O157:H‐, O121:H19, O26:H11, O174:H2, O111:H‐, O145:H‐, O145:H28, O1:H42, O128:H2, O111:H8, 

O104:H21, O174:H21, O7:H6, O76:H19, O80:H2, O86:H27, O121:H2, O123:H2, O105:H18, O91:H10 

(EFSA, 2013). No obstante, conviene destacar que en muchos de los casos de infección por ECVT 

notificados  (11 488 casos entre 2007 y 2010),  los aislados obtenidos no  fueron serotipados por 

completo (EFSA, 2013). 

 

En cuanto a  las presentaciones clínicas, entre 2007 y 2010, hubo 13 545 casos humanos de 

enfermedad causados por ECVT confirmados en el laboratorio en toda la UE. Entre ellos, un total 

de  5405  casos  tuvieron  algún  tipo  de  manifestación  clínica,  que  en  un  65%  de  los  casos  fue 

únicamente  diarrea.  Entre  los  que  desarrollaron  SUH,  la  diarrea  fue  principalmente  de  tipo 

hemorrágico (Ilustración 4). En 2011, el número de casos que desarrollaron SUH se elevó a 1006, 

de los cuales se estima que más de 700 casos se produjeron durante el desarrollo del brote causado 

por un ECEAVT O104:H4 que afectó principalmente a Alemania (EFSA, 2013). 

 

Ilustración 4. Presentación clínica de las infecciones por ECVT en seres humanos confirmadas en la UE en el periodo 

2007‐2010 (basado en datos de TESSy aportados por ECDC) (EFSA, 2013). 

 

 

En  los  últimos  años,  el  número  de  casos  de  SUH  por  año  ha  disminuido.  En  2016  se 

contabilizaron  un  total  de  390  casos  de  SUH,  siendo  por  primera  vez  el  serogrupo  O26  el 

responsable de la mayoría de los casos (33%). En 2017 se detectaron 429 casos de SUH (un aumento 

del 10% con respecto al año anterior) con los serogrupos O157 y O26 como responsables del 64% 

de los casos. 

 

Como  ya  se  ha  comentado  al  inicio  de  este  apartado,  existen  diferencias  entre  los  países 

miembros a la hora de monitorizar y aportar la información relativa a estos patógenos y, ya que los 

datos se basan en una vigilancia pasiva, estos tienden a subestimar la incidencia de las infecciones 

humanas  por  ECVT.  Por  ejemplo,  los  métodos  de  detección  son  diferentes  entre  los  países 

miembros, identificándose con mayor facilidad los casos causados por ECVT O157 que por ECVT no‐
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O157 en cultivo, gracias al uso de medios con sorbitol, elemento que el ECVT O157 es incapaz de 

fermentar salvo algunas excepciones. Por todo ello, la EFSA ha estimado la incidencia real en la UE 

mediante  el  uso  de  un  factor  “multiplicador  de  enfermedad”  (que  expresa  el  grado  de 

subestimación de casos de enfermedad) (Ilustración 5). De esta forma, los casos de enfermedad 

alcanzarían casi 510 000 casos en toda la UE entre 2007 y 2011, apreciándose de forma más acusada 

las diferencias entre casos por ECVT O157:H7 y no‐O157 (EFSA, 2013). 

 

Ilustración 5. Estimación de casos reales de enfermedad por ECVT al año en la UE, basados en la aplicación de factores 

multiplicadores de enfermedad (EFSA, 2013). 

 

 

1.4. Situación en España de los E. coli verotoxigénicos 

 

En nuestro país, las infecciones por ECVT son relativamente frecuentes. En cuanto a los casos 

esporádicos de infección, los estudios llevados a cabo por el Laboratorio de Referencia para E. coli 

(LREC)  de  la  Universidad  de  Santiago  de  Compostela  (USC)  entre  1992  y  2011,  han  puesto  de 

manifiesto  que  en  España  las  cepas  de  ECVT  constituyen  el  tercer  patógeno  bacteriano  más 

frecuentemente  aislado  de  coprocultivos  de  pacientes  con  diarrea  u  otras  alteraciones 

gastrointestinales, después de Salmonella spp. y Campylobacter spp. (M. Blanco et al., 2004; Mora 

et al., 2011). 

 

En los últimos doce años, según datos de la EFSA, se declararon un total de 457 casos humanos 

de infección confirmados (Tabla 4), por lo que España tendría una tasa de infección anual por cada 

cien mil habitantes de menos de 0.1 casos (EFSA and ECDC, 2011, 2012, 2013, 2014, 2015, 2017, 

2018), si bien este dato proviene de un cálculo poco fiable, ya que el número de casos notificados 

no  corresponde  al  100% de  la  población. No  obstante,  hasta  2015  esta  enfermedad  no  era  de 

declaración obligatoria, por lo que sólo una pequeña proporción de los casos habría sido analizada 

en  un  laboratorio  con  capacidad  diagnóstica  (Sánchez  et  al.,  2014b).  En  2015  pasó  a  ser  de 

declaración obligatoria (Orden SSI/445/2015, de 9 de marzo,  https://www.boe.es/diario_boe/txt.php?id=BOE‐A‐2015‐
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2837), y desde entonces es obligatorio notificar todos los casos detectados y establecer medidas de 

control  de  los  mismos.  Pese  a  ello,  dado  que  esta  declaración  obligatoria  no  conlleva 

necesariamente una búsqueda activa, hoy día la incidencia sigue estando infravalorada. 

 

Tabla 4. Casos de infección por cepas de ECVT en seres humanos declarados por España entre 2005 y 2013. Datos 

basados en los informes de la EFSA y el ECDC (EFSA y ECDC, 2011, 2012, 2013, 2014, 2015). 

  2017  2016  2015  2014  2013  2012  2011  2010  2009  2008  2007  2006  2005 

Nº casos  86  51  86  50  28  32  20  18  14  24  19  13  16 

 

Al  margen  de  los  datos  oficiales  de  notificación,  se  han  realizado  varios  estudios 

epidemiológicos para establecer la prevalencia de infección por ECVT en coprocultivos en nuestro 

país.  Entre  1992  y  2011,  el  LREC‐USC  en  colaboración  con  el  Hospital  Xeral‐Calde  de  Lugo, 

procesaron un total de 13 962 muestras de heces de pacientes hospitalizados y no hospitalizados 

de distintas edades que en su mayoría mostraban síntomas de diarrea o gastroenteritis. Del total 

de muestras analizado, detectaron ECVT en 393 muestras (2.8%), de las cuales 63 (0.5%) fueron 

positivas a ECVT O157:H7 y 251 (1.8%) positivas a ECVT no‐O157, siendo O26:H11 el serotipo no‐

O157 más frecuentemente identificado (Mora et al., 2011). En otro estudio realizado entre 2005 y 

2011,  el  LREC‐USC  en  colaboración  con  el  Servicio  de Microbiología  del  Complejo  Hospitalario 

Universitario  de  Santiago  de  Compostela  analizaron  un  total  de  1479  muestras  de  heces  de 

pacientes  internos  y  externos  de  distintas  edades  que  presentaban  en  su  mayoría  diarrea 

hemorrágica. Se detectaron ECVT en 32 (2.2%) muestras, de las que 13 (0.9%) resultaron positivas 

a ECVT O157:H7, y 16 (1.1%) positivas a ECVT no‐O157, siendo O146:H21 el el serotipo no‐O157 

más frecuentemente identificado (Mora et al., 2011). Nuestro grupo de investigación realizó entre 

2006 y 2007 un estudio epidemiológico para detectar ECVT O157:H7 en colaboración con el Servicio 

de Microbiología del Hospital San Pedro de Alcántara de Cáceres, en el que se procesaron un total 

de 1675 coprocultivos procedentes de pacientes internos y externos de todas las edades aquejados 

de  procesos  gastroentéricos.  En  el  transcurso  del  estudio  se  detectó  ECVT  O157:H7  en  8 

coprocultivos, lo que representó una prevalencia del 0.5% (Martínez et al., 2010). Con todo ello, se 

ha  estimado que  en  España  se  producen  al  año  alrededor  de  500  casos  de  infección  por  ECVT 

O157:H7 y más de 2000 debidos a otros serotipos (Blanco, 2012). 

 

En cuanto a la aparición de brotes de enfermedad en España, según la bibliografía disponible, 

se ha identificado un total de 10 desde 1986, siete asociados a ECVT O157:H7, uno a ECVT O111:H‐ 

y otro a ECVT O26:H11 (Tabla 5). Adicionalmente, de acuerdo con los datos del Centro Nacional de 

Microbiología  (Instituto  de  Salud  Carlos  III),  se  han  identificado  otros  cuatro  brotes  más  con 
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posterioridad, dos asociados a ECVT O111:H8, uno a ECVT O26:H11 y otro con participación tanto 

de ECVT O157:H7 como de ECVT O108:H25 (Sánchez et al., n.p.). 

 

Tabla 5. Relación de brotes causados por ECVT en España. Tabla modificada de Sánchez (2008). 

Lugar (Referencia)  Año  Circunstancias 

Serotipo 

Perfil toxigénico 

Fagotipo 

Nº afectados 

Ibiza (Smith et al., 1987)   1986 
Turistas británicos en 

un hotel 
O157:H7 Stx2  3 (+3 asintomáticos) 

Islas Baleares (Willshaw et al., 

1996) 
1994  Turistas británicos 

O157:H7 Stx2 

Fagotipo 2 
6 (1 con SUH) 

Álava (Blanco et al., 1996)  1995 
Chicos en una casa de 

campo 
O111:H‐ Stx1  13 

Fuerteventura (Pebody et al., 

1999)  
1997 

Turistas europeos en 4 

hoteles 

O157:H7 Stx2 

Fagotipo 2 
14 (3 con SUH) 

Guipúzcoa (Gomariz et al., 

2000) 
1999 

Niños en una 

guardería 
O157:H7 

8 (1 con SUH) (+6 

asintomáticos) 

Guipúzcoa (Gomariz et al., 

2000) 
1999  NP  O157:H7 

2 (1 con SUH) (+2 

asintomáticos) 

Barcelona (Anónimo, 2001; 

Muniesa et al., 2003) 
2000  Niños en 3 colegios 

O157:H7 Stx2 

Fagotipo 2 
175 (6 con SUH) 

Lugo (Mora et al., 2004)  2003  Brote familiar 
O157:H7 Stx1 Stx2 

Fagotipo 8 
3 

Lugo (Mora et al., 2004)  2003  Brote familiar  O26:H11 Stx1  4 

Cáceres (Martínez et al., 2010)  2007  NP 
O157:H7 Stx1 Stx2 

Fagotipo 14 
3 

Navarra (Sánchez et al., n.p.)  2012  Brote familiar  O111:H8 Stx1 Stx2  2 (1 con SUH) 

Málaga (Sánchez et al., n.p.)  2013  Brote familiar  O26:H11 Stx1 Stx2 
2 (2 con SUH) (+1 

asintomático) 

 San Fernando (Cádiz) (Sánchez 

et al., n.p.) 
2014 

Niños sin relación 

aparente 
O111:H8 Stx1 Stx2  8 (5 con SUH) 

Chiclana de la Frontera (Cádiz) 

(Sánchez et al., n.p.) 
2015 

Miembros de 2 

familias sin relación 

aparente 

O157:H7 Stx2 

Fagotipo 2 

O108:H25 Stx1 

6 (2 con SUH) (+2 

asintomáticos) 

NP: dato no publicado; Stx: toxinas Shiga; SUH: síndrome urémico hemolítico 

 

En España se identifican los mismos serotipos causantes de enfermedad en seres humanos que 

los ya descritos en el apartado anterior para la UE. Los serotipos con cierta relevancia (tal y como 

ya se ha expuesto en  la Tabla 5) son O157:H7 y O26:H11, si bien otros han sido repetidamente 

aislados  en  diversos  estudios  como:  O5:H‐,  O103:H2,  O11:H‐,  O113:H2,  O118:H6,  O145:H‐, 

O146:H21, O128:H2 y O76:H19 (Mora et al., 2011; Sánchez et al., 2012, 2014a, 2019). 
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1.5. Factores de virulencia de E. coli verotoxigénicos 

 

Las técnicas de análisis genómico han demostrado que el ADN bacteriano es altamente variable 

y dinámico (Schmidt and Hensel, 2004). Estos cambios pueden deberse a mutaciones puntuales y 

conversión de genes, reorganizaciones (inversiones o traslocaciones), deleciones e inserciones de 

ADN externo (integración de plásmidos, transducciones o transposiciones)  (Schmidt and Hensel, 

2004). De hecho, incluso dentro de una misma especie pueden observarse variaciones importantes 

en  el  tamaño  del  genoma  entre  cepas  (Hayashi  et  al.,  2008).  Por  ejemplo,  la  secuenciación  ha 

permitido comparar los genomas de las cepas O157:H7 Sakai y EDL933 y la cepa K‐12 (no patógena), 

observándose que el cromosoma de las cepas O157:H7 tiene un tamaño aproximado de 5.5 Mb, 

unas 860 kb más grandes que el de K‐12 (Blattner et al., 1997). También se ha demostrado en estas 

cepas la presencia de 4.1 Mb de secuencias cromosómicas altamente conservadas, siendo el resto 

del genoma (1.4 Mb en el caso de O157, y 0.5 Mb en el caso de K‐12) secuencias específicas de cada 

cepa. En cuanto a genes se refiere, se han comparado genomas completos de cepas comensales de 

E. coli con cepas de diferentes patotipos (incluyendo ECVT) concluyendo que muchos de los genes 

presentes en  los E. coli patógenos analizados están también presentes en  las cepas comensales 

(Rasko et al., 2008). Se estima que E. coli tiene aproximadamente 5000 genes, de los cuales entre 

2000  y  3000  aproximadamente  se  corresponden  con  el  genoma  altamente  conservado  (core 

genome en inglés) (Rasko et al., 2008). Aunque se describen genes conservados específicos de cada 

patotipo, sólo el genoma de ECVT los contiene en una proporción significativa (más de 120 genes). 

Además, el 43% de estos genes está asociado a profagos, confirmando el papel significativo de los 

mismos  en  la  evolución  de  este  patotipo  (Rasko  et  al.,  2008).  Desde  el  punto  de  vista  de  la 

virulencia, la capacidad más relevante que caracteriza a las ECVT es la producción de toxinas Shiga 

(Stx), verotoxinas (VT) o toxinas Shiga‐like (SLT). No obstante, las cepas ECVT se diferencian tanto 

de otros patotipos como de otras cepas comensales de E. coli no sólo por la presencia de los genes 

que  codifican  las  verotoxinas  (genes  stx),  sino  por  una  extensa  maquinaria  de  determinantes 

genéticos  accesorios  asociados  a  su  virulencia,  incluyendo  aquéllos  que  codifican  factores  que 

intervienen en la colonización o en la producción de otras toxinas e inmunomoduladores (Morabito 

et al., 2003; Tozzoli et al., 2005; Imamovic et al., 2010). 
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Algunos genes de virulencia se localizan en elementos genéticos móviles, tales como plásmidos, 

transposones, bacteriófagos, elementos de inserción e islas genómicas de patogenicidad (Milkman, 

1999; Hacker and Carniel, 2001; Hayashi et al., 2008). El ejemplo más claro son los genes stx, que 

se  localizan  en  bacteriófagos  capaces  de  integrarse  en  el  genoma  bacteriano  y  permanecer  de 

forma latente en él por tiempo indefinido (lisogenia), transmitiendo de esta forma a la bacteria la 

capacidad toxinogénica (Andreoli et al., 2002). 

 

1.5.1. Factores de virulencia codificados en el cromosoma bacteriano: isla de patogenicidad LEE, 

intimina y otras islas de patogenicidad 

 

La  isla  de  patogenicidad  denominada  Locus  of  Enterocyte  Effacement  (LEE)  es  una  región 

cromosómica de entre 35 y 45 Kb compuesta por varios genes implicados en la adherencia íntima 

a  las células del epitelio  intestinal  (McDaniel et al., 1995; Perna et al., 1998; Mainil and Daube, 

2005), el inicio de las vías de transducción de señales con la célula hospedadora y el desarrollo de 

la  lesión  histopatológica  conocida  como  attaching  and  effacing  (A/E)  que  aparece  durante  la 

colonización del epitelio intestinal por parte de muchos ECVT (Nataro and Kaper, 1998; Kaper et al., 

2004). En el caso concreto de la cepa ECVT O157:H7 EDL933, la isla de patogenicidad presenta un 

tamaño de 43 359 pb, contiene 54 marcos abiertos de lectura de los cuales 41 son genes altamente 

conservados y similares a los de otras cepas EPEC, mientras los 13 genes restantes pertenecen al 

profago 933L que va insertado en uno de los extremos de LEE (Perna et al., 1998). Además, se ha 

observado que la composición de bases y el uso de los codones en LEE no son similares a los del 

resto  del  cromosoma  de  E.  coli,  lo  que  sugiere  que  este  elemento  ha  sido  transferido 

horizontalmente procedente de otras especies bacterianas (Perna et al., 1998). 

 

La  expresión  de  la  isla  de  patogenicidad  LEE  se  considera  necesaria  y  suficiente  para  el 

desarrollo de la lesión A/E (McDaniel and Kaper, 1997; Mainil and Daube, 2005), y las cepas ECVT 

que la presentan desarrollan una adhesión íntima a la membrana de la célula del epitelio intestinal, 

provocando posteriormente un borrado o destrucción de  las microvellosidades  (Sánchez, 2008). 

Durante el desarrollo de la lesión aparecen cambios estructurales en el citoesqueleto de la célula 

afectada, en la que se acumula actina polimerizada entre otros componentes (Knutton et al., 1989), 

justo por debajo de la bacteria adherida, dando origen a la estructura típica en forma de pedestal 

(Caron et al., 2006). 
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Diversos estudios epidemiológicos han demostrado que las cepas de ECVT que presentan la isla 

LEE están asociadas con casos de enfermedad grave en seres humanos (Boerlin et al., 1999). Dicha 

isla,  aparte  de  gobernar  el  mecanismo  de  adhesión  mediante  A/E,  está  constituida  por  tres 

diferentes módulos: uno que codifica el sistema de secreción tipo III; otro que codifica las proteínas 

EspA, B y D, que forman parte también del sistema secreción tipo III; y otro que codifica la adhesina 

intimina o Eae y el receptor translocado de intimina o Tir, que es transportado al citoplasma de la 

célula hospedadora por el sistema de secreción tipo III (Delahay et al., 2001). 

 

La intimina es una proteína de membrana externa de 94‐97 KDa, codificada por el gen eae (E. 

coli attaching and effacing), que actúa como factor de adherencia para fijar la bacteria a la célula 

epitelial.  Se  trata de una proteína con dos  zonas muy diferenciadas, una altamente conservada 

entre cepas de un mismo serotipo, en  la región N‐terminal, y otra muy variable, en  la región C‐

terminal (con 280 aminoácidos) cuyos cambios en la secuencia aminoacídica originan variaciones 

antigénicas (Caprioli et al., 2005). Son estas variaciones las que originan distintos tipos de intimina 

(al menos hasta 21 tipos y subtipos) distinguibles mediante PCR: α1, α2, β1, ξR/β2B, δ/β2O, κ, γ1, 

γ2, θ, ε1, νR/ε2, ζ, η1, η2, ι1, μR/ι2, λ, μB, νB, ξB y ο (Mora et al., 2007). Algunos tipos y subtipos de 

intimina se asocian con los serotipos más frecuentemente implicados en brotes de CH y SUH. Este 

es el caso de γ1, γ2/θ y β1 en O157:H7, O145:H28, O111:H8 y O26:H11 (Blanco et al., 2005; Caprioli 

et al., 2005; Sánchez, 2008). 

 

La isla de patogenicidad LEE está presente en las cepas del ECVT O157:H7 y en muchas otras 

no‐O157 asociadas con enfermedad en el hombre (Kaper et al., 1998). No obstante, algunas cepas 

de ECVT no‐O157 no presentan dicha isla y sin embargo han sido relacionadas con brotes o casos 

esporádicos  de  enfermedad  (Kaper et  al.,  2004),  lo  que demuestra  que  aunque  importante,  su 

presencia  no  es  estrictamente  necesaria  para  que  exista  patogenicidad.  En  esta  línea,  se  han 

descrito  otras  islas  de  patogenicidad  como  las  denominadas  Locus  of  Adhesion  and 

Autoaggregation (LAA) (Montero et al., 2017) y Subtilase‐Encoding (SE) (Michelacci et al., 2013), 

presentes exclusivamente en cepas ECVT sin la isla de patogenicidad LEE y otros mecanismos de 

adhesión alternativos. 

 

La isla de patogenicidad LAA, de 86 kb, se compone de cuatro módulos que codifican 80 genes, 

incluyendo a factores de virulencia como la hemaglutinina de E. coli productores de toxina Shiga 

(Hes),  la  adhesina  homóloga  a  la  proteína  de  adquisición  de  hierro  A  (Iha)  y  la  proteína 

autotransportadora Ag43. Debido a esta composición modular, puede estar presente en forma de 

estructura  completa  (con  los  cuatro módulos)  o  incompleta  (con  uno,  dos  o  tres módulos)  en 
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diferentes cepas (Montero et al., 2017). Cabe destacar que sólo las cepas cuya estructura de la isla 

de patogenicidad LAA está completa han sido asociadas con casos de enfermedad y que ha sido 

propuesta  como  marcador  para  la  identificación  de  cepas  patógenas  de  ECVT  sin  la  isla  de 

patogenicidad LEE (Montero et al., 2017). 

 

La  isla  de  patogenicidad  SE,  de  8  kb,  contiene  genes  que  codifican  la  citotoxina  subtilasa 

(concretamente  el  subtipo  SubAB2),  un  factor  de  invasión  toxigénico  (Tia)  y  una  proteína  con 

capacidad para modular la respuesta inflamatoria (ShiA) (Michelacci et al., 2013). SubAB2 es una 

proteína de la familia de las citoxinas AB5, constituida por una subunidad A (35 KDa) con actividad 

serina proteasa y cinco subunidades B que forman un pentámero que media la unión a receptores 

de la superficie celular (Byres et al., 2008). Por su parte, Tia es una proteína de 25 kDA cuya actividad 

permite  la  adhesión e  invasión de  células  (Fleckenstein et al.,  1996), mientras que  ShiA es una 

proteína  de  estructura  similar  a  la  descrita  en  cepas  del  género  Shigella,  con  capacidad  para 

modular la respuesta inflamatoria producida por este patógeno (Ingersoll et al., 2003).  

 

1.5.2. Factores de virulencia codificados en plásmidos 

 

 Las cepas de ECVT, en particular los ECEH, portan grandes plásmidos como el pO157 (90 kb), 

que contienen genes de virulencia, como el que codifica la enterohemolisina (E‐Hly) (Caprioli et al., 

2005), una proteína de membrana externa capaz de lisar los eritrocitos (Beutin et al., 1990). Otros 

genes presentes  codifican proteínas  con actividad  catalasa‐peroxidasa  (KatP)  y  serina proteasas 

(EspP) (Schmidt et al., 2001) y  la proteína ToxB, homóloga a  las descritas en algunos clostridios, 

cuya presencia se ha asociado con la capacidad de adhesión a células en cultivos (Tatsuno et al., 

2001), a la inhibición de la activación de linfocitos del hospedador (Klapproth et al., 2000) y a la 

modulación de la expresión y secreción de otras proteínas de la isla de patogenicidad LEE (Tatsuno 

et al., 2001; Stevens et al., 2004). 

 

Otro plásmido que contribuye a la patogenicidad de ECVT es el pO113, descrito por primera vez 

en una cepa del serotipo O113:H21 causante de un brote de SUH (Newton et al., 2009). Es de mayor 

tamaño que el pO157, con 165 kb, y  tiene muchos genes de virulencia en común, como el que 

codifica la proteína EspP, si bien no posee otros como el que codifica el homólogo de la proteína 

ToxB. Además, presenta otros factores de virulencia como la proteína auto‐trasportadora EpeA y la 

adhesina autoaglutinante Saa, así como la ya descrita subtilasa (en este caso, el subtipo plasmídico 

SubAB1) (Newton et al., 2009). 
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1.5.3. Factores de virulencia codificados por bacteriófagos: toxinas Shiga 

 

Las  toxinas  Shiga  (Stx),  verotoxinas  (VT)  o  toxinas  Shiga‐like  (SLT)  son  el  principal  factor  de 

virulencia en las infecciones producidas por ECVT (Gyles, 2007). Con respecto a su estructura, las 

toxinas Shiga pertenecen a la familia de las proteínas tóxicas AB5 (≃70 KDa) (Melton‐Celsa, 2014), 

que están  compuestas por dos  subunidades:  la A  (32 KDa y entre 293 y 297 aminoácidos),  con 

actividad catalítica y responsable de la interrupción de funciones esenciales en el hospedador, y la 

B (7.7 KDa y entre 69 y 71 aminoácidos), que se encuentra en forma pentamérica y que permite la 

unión a receptores específicos de glucanos presentes en la superficie de la célula diana (Beddoe et 

al., 2010; Melton‐Celsa, 2014) (Ilustración 6). 

 

La subunidad A es un polipéptido compuesto por dos dominios: A1 (28 KDa) y A2 (4 KDa), que 

están  unidos  mediante  un  enlace  disulfuro.  El  dominio  A1  contiene  el  dominio  catalítico 

responsable de la toxicidad para la célula hospedadora, mientras que el dominio A2, que consiste 

en una alfa‐hélice, penetra en el poro central de la subunidad pentamérica B para originar el anclaje 

entre ambas subunidades que componen la holotoxina (Beddoe et al., 2010).  El efecto tóxico de la 

subunidad A de las toxinas Shiga se basa en su actividad ARN N‐glicosidasa que inhibe la síntesis 

proteica  de  las  células  eucariotas  mediante  la  escisión  de  una  base  adenina  específica  de  la 

subunidad 28S del ARN ribosomal, causando la muerte celular (Beddoe et al., 2010; Melton‐Celsa, 

2014). 

 

La  subunidad  pentamérica  B  se  une  al  receptor  globotriaosilceramida  (Gb3),  que  es  un 

glicoesfingolípido presente en las membranas de una gran cantidad de tipos celulares eucariotas 

(Melton‐Celsa, 2014). Además de con este receptor, ciertas variantes de las Stx, como Stx1a y Stx2a, 

interaccionan débilmente con la globotetraosilceramida (Gb4) (Nakajima et al., 2001), mientras que 

la variante Stx2e se une preferentemente a Gb4 (DeGrandis et al., 1989; Samuel et al., 1990). 
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Ilustración 6. Estructura de la toxina Shiga determinada por cristalografía de rayos X (Fraser et al., 1994) (PDB ID: 

1DM0). Subunidad A en rojo, subunidades B en verde y puente disulfuro en azul. Original de Bergan et al. (2012).  

 

 

La  familia  de  las  Stx  se  divide  en  varios  tipos  y  subtipos  de  toxinas  según  su  secuencia 

aminoacídica y su reactividad inmunológica. Una misma cepa de ECVT puede expresar uno o varios 

tipos de toxina, y distintos subtipos de una misma toxina (Karch et al., 2005; Scheutz et al., 2012). 

 

Ante la existencia de diferentes nomenclaturas para estas toxinas en la bibliografía, en 2012, 

Scheutz  et  al.  las  clasificaron  según  su  filogenia  y  propusieron  una  nomenclatura  común.  En 

concreto se han definido dos tipos de toxina, Stx/Stx1 y Stx2, cada uno de los cuales se divide a su 

vez en subtipos. Para Stx/Stx1 se han definido tres: Stx de S. dysenteriae  tipo 1  junto con Stx1a 

(prácticamente  idénticas), Stx1c y Stx1d. Para Stx2 se han definido al menos siete: Stx2a, Stx2b, 

Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f y Stx2g. Las distintas variantes poseen distinta actividad biológica tanto in 

vitro como in vivo y se asocian a enfermedad con distinta frecuencia. Concretamente, la toxina Stx2 

se relaciona con los casos más graves de enfermedad (SUH) (EFSA, 2013). Por ejemplo, los subtipos 

Stx1c y Stx1d son raramente detectados en casos humanos de enfermedad y, cuando lo son, suelen 

ser  casos  leves  (Friedrich  et  al.,  2003;  Kumar et  al.,  2012),  siendo más  común  encontrarlos  en 

aislados  de  origen  ovino  (W.  Zhang  et  al.,  2002).  Por  el  contrario,  el  subtipo  Stx2a  es 

frecuentemente detectado en seres humanos enfermos, al igual que Stx2c y Stx2d, que han sido 

asociadas con los casos más graves de enfermedad (SUH) (Friedrich et al., 2002; Bielaszewska et al., 

2006; Bosilevac and Koohmaraie, 2011). Esta última variante muestra una alta citotoxicidad para 

células Vero en presencia de la elastasa del mucus intestinal, por lo que es considerada altamente 

virulenta (Kokai‐Kun et al., 2000) siendo descrita en seres humanos enfermos (Bielaszewska et al., 

2006; Mariani‐Kurkdjian et al., 2014; Delannoy et al., 2015; Sánchez et al., 2017). Por otro lado, la 

variante Stx2e es producida principalmente por los serotipos de ECVT asociados con la enfermedad 

de los edemas en los cerdos (Marques et al., 1987; Moxley, 2000) y no tiene repercusión clínica en 

infecciones humanas. En cuanto al subtipo Stx2f, si bien se ha descrito tradicionalmente en cepas 

ECVT  aisladas  de  palomas,  cada  vez  se  detecta  con más  frecuencia  en  cepas  aisladas  de  casos 

humanos de diarrea, y se ha vinculado incluso con algunos casos de SUH (Friesema et al., 2014; 

Grande et al., 2016). 
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El  mecanismo  de  acción  de  estas  toxinas  se  fundamenta,  como  ya  se  ha mencionado  con 

anterioridad, en su capacidad para  inhibir  la síntesis proteica en la célula diana. Sin embargo,  la 

forma en que la toxina traspasa la barrera intestinal no es conocida, contemplándose diferentes 

modelos (Schüller, 2011). Uno de los mecanismos propuestos se basa en la interacción entre las 

subunidades B y los receptores Gb3 (Schüller, 2011) que activan el traslado mediante endocitosis 

de este complejo al interior de la célula. La toxicidad de Stx está correlacionada con la cantidad de 

receptores Gb3 expresados en la membrana celular, la densidad de estos receptores, la presencia 

de subtipos distintos de Gb3 y su asociación a  lípidos como el colesterol (Schüller, 2011). Según 

estos elementos,  se pueden  clasificar  las  células en  resistentes o  sensibles a  las  toxinas  Stx.  En 

células resistentes, las vesículas que se originan pueden fusionarse con lisosomas, lo que termina 

con  la  destrucción  de  las  toxinas  (Law,  2000;  Hoey  et  al.,  2003).  Sin  embargo,  en  células 

susceptibles,  dichas  vesículas  acaban  en  el  citosol mediante  un  transporte  retrógrado  hacia  el 

aparato de Golgi, el retículo endoplasmático (ER) y la membrana nuclear (Sandvig et al., 1992). En 

el ER se separa la subunidad A1, que es retro‐translocada al citoplasma, donde se une a la subunidad 

28S del ribosoma e  inhibe  la síntesis proteica (Hoey et al., 2003). Además de estos mecanismos 

propuestos, dado que la infección por ECVT va acompañada de inflamación y daño en la mucosa 

intestinal, es posible que las toxinas atraviesen directamente la barrera a través del epitelio dañado 

en las fases más tardías de la infección (Schüller, 2011). 

 

Los genes stx se localizan en bacteriófagos atemperados de tipo lamboide pertenecientes a la 

familia Siphoviridae, Myoviridae o Podoviridae (Rooks et al., 2012) que, a su vez, se integran en el 

genoma de la bacteria (Andreoli et al., 2002). Estos bacteriófagos son responsables de la adquisición 

de la capacidad toxinogénica de las cepas de E. coli que antes no tenían, y contribuyen al progreso 

de la infección, ya que cuando se induce el ciclo lítico del fago se expresan los genes stx y, por tanto, 

se produce y libera la toxina. Además, provocan la muerte de la bacteria y la liberación de muchos 

fagos con el gen stx capaces de infectar otras bacterias (Herold et al., 2004). El tamaño de estos 

bacteriófagos varía entre 29.7 y 68.7 Kb (Krüger and Lucchesi, 2015) y, si bien todos presentan una 

estructura genómica similar, existe una gran diversidad de secuencias incluso en bacteriófagos que 

portan el mismo subtipo de stx (Smith et al., 2012; Steyert et al., 2012; Tozzoli et al., 2014). También 

presentan diferencias en cuanto a la morfología de la cabeza (de hexágono regular o alargada) y la 

cola  (corta  o  larga)  (Muniesa  et  al.,  2004b;  Karama  and  Gyles,  2008),  así  como  una  gran 

heterogeneidad en su rango de infección de bacterias hospedadoras (Gamage et al., 2003; Muniesa 

et al., 2004a). 
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Los  bacteriófagos  presentan  un  ciclo  con  dos  estados  claramente  diferenciados:  el  estado 

lisogénico (fase de latencia), en el que el bacteriófago se encuentra integrado en el genoma de la 

bacteria y la expresión de muchos de sus genes (incluyendo el gen stx) está inhibida; y el estado 

lítico,  donde  la  represión  es  anulada,  los  genes  se  expresan  de  forma masiva  y  se  produce  la 

liberación  de  grandes  cantidades  de  bacteriófagos,  con  genes  stx  integrados  y  con  capacidad 

infectiva para otras células tras la lisis bacteriana (Wagner et al., 2001; Gamage et al., 2003; Krüger 

and Lucchesi, 2015). El cambio de un estado a otro se denomina  inducción y, si bien a veces se 

produce de forma espontánea (Krüger and Lucchesi, 2015), puede aparecer como consecuencia de 

determinados estímulos o factores, tales como el peróxido de hidrógeno (Wagner et al., 2001), la 

temperatura elevada y luz ultravioleta (Yue et al., 2012), el cloruro de sodio (Harris et al., 2012), el 

óxido nítrico (Vareille et al., 2007) o antibióticos como las quinolonas (Kimmitt et al., 2000; Zhang 

et al., 2000; Gamage et al., 2004; Bielaszewska et al., 2012). 

 

La  integración  de  los  bacteriófagos  en  el  genoma  puede  producirse  en  distintos  puntos, 

existiendo una gran diversidad de sitios de  inserción entre  las cepas ECVT no‐O157  (Krüger and 

Lucchesi, 2015). Por tanto, es posible la presencia de varios bacteriófagos (cada uno portando un 

gen stx) en la misma célula hospedadora, de hecho, se han descrito hasta tres subtipos distintos de 

genes stx en una misma cepa (Bertin et al., 2001; Eklund et al., 2002; Krüger et al., 2011). 

 

Los bacteriófagos no sólo tienen un papel en la presencia y producción de las toxinas Stx, sino 

que también pueden regular algunos pasos de la interacción que se produce entre las cepas ECVT 

y  el  epitelio  intestinal  del  hospedador,  aportando  ventajas  selectivas  para  la  colonización  y  la 

persistencia de estas cepas (Krüger and Lucchesi, 2015), como por ejemplo regulando la expresión 

del sistema de secreción tipo III (Tozzoli et al., 2014). 

 

Distintos trabajos han detectado y aislado bacteriófagos de vida libre en diferentes ambientes 

como heces bovinas y aguas fluviales y residuales (Muniesa et al., 2004b; Oot et al., 2007; McDonald 

et al.,  2010), presentando una alta persistencia en el medio ambiente y  capacidad para  resistir 

frente a desinfectantes (Muniesa et al., 1999; Kajiura et al., 2001; Rode et al., 2011). Por todo ello, 

la difusión de los mismos no sólo se produce en el intestino, sino que es posible en otros entornos 

como  agua  y  alimentos  (Imamovic  et  al.,  2009;  Picozzi  et  al.,  2012),  lo  que  los  convierte  en 

reservorios de bacteriófagos stx que pueden facilitar la persistencia y emergencia de nuevas cepas 

de ECVT. 
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1.6. Presentaciones clínicas de la infección por E. coli verotoxigénicos 

 

El  interés  de  las  infecciones  por  ECVT  se  debe,  como  ya  se  ha mencionado,  no  tanto  a  su 

prevalencia como a la gravedad de las complicaciones que originan y a su mayor letalidad (Sánchez 

et al., 2010a). En este sentido,  las  infecciones humanas producidas por este  tipo de patógenos, 

pueden  provocar  desde  diarrea  no  sanguinolenta  hasta  CH,  SUH  o  púrpura  trombocitopénica 

trombótica (PPT). 

 

En su presentación más habitual la infección cursa con CH, caracterizada por dolor abdominal 

y diarrea sanguinolenta, generalmente sin fiebre. Hasta un 15% de los pacientes que comienzan 

con esta sintomatología termina desarrollando SUH (Tarr et al., 2005). 

 

El SUH afecta sobre todo a niños, siendo considerado una de las causas más comunes de fallo 

renal agudo (Andreoli et al., 2002), si bien en algunos brotes se ha observado una alta proporción 

de pacientes adultos afectados  (Frank et al.,  2011b).  Se  caracteriza por  la presencia de anemia 

hemolítica microangiopática,  trombocitopenia  y  fallo  renal  agudo, que puede  requerir diálisis  e 

incluso trasplante renal, con mortalidades de hasta el 10% y graves secuelas en hasta en el 30% de 

los afectados (Karmali, 1989; Slutsker et al., 1997; Nataro and Kaper, 1998; Andreoli et al., 2002; 

Johnson et al., 2006). En pacientes adultos puede aparecer PTT posdiarreica que cursa con fiebre 

con mayor frecuencia que el SUH, además de marcados síntomas neurológicos (Paton and Paton, 

1998). 

 

1.7. Reservorio animal de E. coli verotoxigénicos 

 

Las  cepas  de  ECVT  pueden  encontrarse  en  el  intestino  de  múltiples  especies  animales 

domésticas y salvajes (Caprioli et al., 2005; Persad and LeJeune, 2014). Muchas de estas especies 

carecen de receptores específicos para las verotoxinas, por lo que no sufren enfermedad, aunque 

pueden mantener  las  bacterias  de  forma  continua  o  intermitente  en  el  tracto  gastrointestinal 

(Persad and LeJeune, 2014) y eliminarlas al medio junto con las heces. 

 

Cabe por tanto distinguir entre reservorios, que son especies capaces de mantener ECVT en 

ausencia  de  exposición  continua  o  que  están  continuamente  expuestos  a  partir  de  fuentes  de 

contagio ambientales y, hospedadores por desbordamiento, que son especies susceptibles de ser 

colonizadas  por  cepas  de  ECVT  y  transmitirlas,  pero  no  de mantenerlas  en  su  tracto  intestinal 

durante largos periodos (Persad and LeJeune, 2014).  
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El ganado bovino está considerado el principal reservorio de ECVT O157 y la principal fuente de 

infección para el hombre, ya que este patógeno forma parte de la microbiota intestinal normal del 

ganado bovino, que lo excreta de forma asintomática (Caprioli et al., 2005). En la misma línea, los 

pequeños rumiantes, como el ganado ovino y caprino, son importantes reservorios de ECVT (Blanco 

et al., 2003; Orden et al., 2003; Rey et al., 2003; Cortés et al., 2005; Sánchez, 2008),  incluyendo 

cepas altamente patógenas para seres humanos. También se ha descrito la presencia de ECVT en 

leche y otros productos lácteos procedentes de estos rumiantes (Rey et al., 2006). Así mismo, otras 

especies de rumiantes como búfalo de agua, ciervo y bisonte, también han sido identificadas como 

excretoras de ECVT e implicadas en brotes de enfermedad en seres humanos (Caprioli et al., 2005; 

Persad and LeJeune, 2014). Concretamente en el caso del ciervo, se han detectado ECVT en  las 

heces de distintas especies (Renter et al., 2001; Sánchez et al., 2009a; Bardiau et al., 2010), así como 

en canales, carne y productos cárnicos (Díaz‐Sánchez et al., 2012; Sauvala et al., 2019) y se han 

descrito  brotes  asociados  al  consumo  de  carne  de  ciervos  y/o manipulación  de  canales  sin  las 

medidas higiénicas apropiadas (Keene et al., 1997; Rounds et al., 2012; McElhiney et al., 2018) 

 

Otras  especies  como  cerdo,  jabalí,  conejo,  perro,  gato  y  caballo,  así  como  distintas  aves  y 

roedores e insectos pueden ser consideradas como hospedadores por desbordamiento (Persad and 

LeJeune,  2014).  En  estas  especies  se  han  detectado  ECVT  con  distinta  prevalencia  y  han  sido 

asociadas puntualmente con casos humanos de enfermedad (Jay et al., 2007; Trotz‐Williams et al., 

2012). 

 

Finalmente, los seres humanos pueden ser reservorios de ECVT, desempeñando un papel clave 

en su epidemiología como consecuencia de la existencia de portadores asintomáticos (Karch et al., 

2005;  Beutin  and  Martin,  2012).  La  contaminación  ambiental  y  de  alimentos  con  ECVT  como 

resultado  de  la  excreción  a  partir  de  manipuladores  de  alimentos  asintomáticos,  así  como  la 

transmisión  de  persona  a  persona,  son  la  causa  de  muchos  brotes  y  casos  esporádicos  de 

enfermedad  de  origen  desconocido  (Persad  and  LeJeune,  2014)  y  que  afectan  sobre  todo  a  la 

población especialmente susceptible (niños y ancianos). 
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1.8. Técnicas de subtipificación de E. coli verotoxigénicos 

 

1.8.1. Electroforesis en campo pulsante 

 

La  electroforesis  en  campo  pulsante  (PFGE)  es  la  técnica  de  referencia  o  “gold  standard” 

empleada para la subtipificación genotípica de cepas ECVT, así como otros patógenos bacterianos 

transmitidos a través de los alimentos y otras bacterias (Barrett et al., 1994; Streulens et al., 2001; 

Swaminathan et al., 2001; Goering, 2004). Es la técnica, junto con la WGS, que ha mostrado mejores 

resultados  para  establecer  las  relaciones  clonales  entre  aislados  relacionados 

epidemiológicamente, dado su elevado poder de discriminación y reproducibilidad (Sánchez, 2008).  

 

Fue empleada por primera vez para la subtipificación genotípica del ECVT O157:H7 por Böhm 

and Karch  (1992) y  se  fundamenta en  la  técnica del análisis del polimorfismo de  la  longitud de 

fragmentos  de  restricción  (RFLP).  Se  resuelve  mediante  una  electroforesis,  que  va  alternando 

progresivamente  la  dirección  del  campo  eléctrico  de  forma  que  permita  la  separación  de 

fragmentos de ADN de gran tamaño. Separa hasta 20 y 25 fragmentos del cromosoma bacteriano 

de 20 a 800 kb (Lukinmaa et al., 2004; van Belkum et al., 2007) generados tras la digestión con una 

enzima de  restricción,  de  corte poco  frecuente,  una  vez que ésta ha  reconocido una  secuencia 

específica. La comparación de estos patrones permite establecer  la similaridad entre dos o más 

aislados, considerando que los patrones indistinguibles o con alta similaridad son indicativos de un 

origen común de los aislados.  

 

Existen desde hace años protocolos estandarizados para la realización de la técnica en ECVT, 

como el  propuesto por Pulsenet  International  (www.pulsenetinternational.org/assets/PulseNet/uploads/pfge/PNL05_Ec‐Sal‐

ShigPFGEprotocol.pdf).  Esta  entidad  es  una  red  internacional  de  laboratorios  nacionales  y  regionales 

dedicada  a  la  vigilancia  de  infecciones  transmitidas  por  alimentos  en  todo  el  mundo.  Estos 

protocolos  tienen  por  objeto  que  los  resultados  de  la  técnica  puedan  ser  comparados  entre 

laboratorios bajo unos estándares de calidad (Fisher and Threlfall, 2005; Gerner‐Smidt et al., 2006; 

Nielsen et al., 2006; Swaminathan et al., 2006; Terajima et al., 2006). En dicho protocolo, la enzima 

de  restricción  de  elección  es  XbaI,  pudiendo  emplearse  como  segunda  enzima  BlnI/AvrII  para 

incrementar el poder de discriminación en caso de obtener perfiles indistinguibles con XbaI (Hyytiä‐

Trees et al., 2006; Rivas et al., 2006; Arthur et al., 2007; Pei et al., 2008). 
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Los criterios para  la  interpretación de  los resultados de esta técnica fueron establecidos por 

Tenover et al. (1995) y revisados posteriormente por Barret et al. (2006), aunque no son específicos 

para ECVT sino recomendaciones generales para la interpretación de la técnica en distintas especies 

bacterianas.  Barret  et  al.  (2006)  recomiendan  tener  en  cuenta  distintos  factores  a  la  hora  de 

interpretar los resultados, como son la calidad del gel, la prevalencia y la variabilidad del organismo 

sometido  a  estudio,  que  puede  observarse  incluso  entre  serotipos.  Otro  factor  relevante  es  el 

tiempo transcurrido en caso de brotes prolongados con transmisión continuada, ya que a mayor 

duración  hay  mayor  probabilidad  de  que  aparezcan  diferencias  entre  perfiles  de  aislados 

relacionados. Finalmente, estos autores recomiendan interpretar siempre los resultados dentro de 

un contexto epidemiológico, ya que los resultados de PFGE por sí mismos no permiten establecer 

una  relación  entre  aislados.  Teniendo  en  cuenta  los  mencionados  factores,  estos  autores 

recomiendan  considerar  como  “diferentes”  aquellos  perfiles  de  PFGE  entre  los  que  se  observe 

cualquier diferencia. Igualmente, consideran que debe aceptarse más variabilidad (diferencias en 

el perfil de PFGE de hasta dos y tres fragmentos de restricción) si la duración del brote es sostenida 

en el tiempo, e incluso, considerar como pertenecientes a una misma cepa perfiles de PFGE con 

mayor  número  de  fragmentos  de  restricción  de  diferencia,  si  la  información  epidemiológica 

disponible es lo suficientemente fuerte. Estas variaciones entre perfiles de PFGE pueden deberse a 

mutaciones puntuales en el sitio de reconocimiento de  la enzima de restricción, a  inserciones o 

deleciones  de  grandes  fagos  o  elementos  móviles,  a  la  ganancia  o  pérdida  de  plásmidos  o  a 

reordenamientos en el ADN (Barrett et al., 2006). De hecho, se ha demostrado que los cambios en 

perfiles de PFGE entre aislados de ECVT O157:H7 relacionados se producen con mayor frecuencia 

como  consecuencia  de  inserciones  y  deleciones  que  por mutaciones  puntuales  en  los  sitios  de 

reconocimiento de las enzimas de restricción (Kudva et al., 2002). Todas estas causas de variación 

de perfiles podrían explicar diferencias de entre uno y tres fragmentos de restricción entre aislados 

pertenecientes a una misma cepa responsable de un brote (Barrett et al., 2006). 
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1.8.2. Análisis de secuencias repetitivas en tándem 

 

La técnica del análisis de secuencias repetitivas en tándem (MLVA), del inglés Multiple‐Locus 

Variable‐number  tandem‐repeats Analysis,  se  fundamenta en  la  amplificación mediante PCR de 

determinadas regiones repetitivas dispersas en el genoma bacteriano y el análisis del número de 

repeticiones detectado en cada una de esas regiones. Dichas secuencias repetitivas de ADN, que 

varían en tamaño, localización y número de repeticiones, se denominan repeticiones variables en 

tándem  o  VNTR  (del  inglés  Variable  Number  of  Tandem  Repeats)  (Nakamura  et  al.,  1987).  Es 

justamente  esta  última  característica,  la  variabilidad  en  el  número  de  repeticiones  que  puede 

albergar la VNTR, lo que permite la discriminación bacteriana (Karama and Gyles, 2010). Una vez 

amplificadas las VNTR, se puede determinar el número de repeticiones que alberga cada una de 

ellas mediante  tres  vías:  electroforesis  en  geles  de  agarosa/acrilamida  (Kawamori  et  al.,  2008; 

Bustamante et al., 2009a), electroforesis capilar (Lindstedt et al., 2007) o secuenciación tipo Sanger 

(Noller et al., 2003). Aunque es infrecuente, pueden darse situaciones como que dos productos de 

PCR con distinta longitud de fragmento de ADN presenten el mismo número de repeticiones de las 

VNTR (Bustamante et al., 2009b), o que se observe un producto de PCR sin secuencia de repetición 

(Hyytiä‐Trees et al., 2006; Løbersli et al., 2012) o con repeticiones incompletas (Holmes et al., 2015). 

Es por ello que la secuenciación tipo Sanger es la más precisa a la hora de determinar el número de 

repeticiones que albergan las VNTR. 

 

Las  VNTR  se  consideran  entre  las  regiones más  variables  del  genoma  en muchas  especies 

bacterianas  (van  Belkum  et  al.,  1998),  ya  que  pueden  surgir  como  consecuencia  de 

recombinaciones,  defectos  en  el  sistema  de  reparación  o  mutaciones  o  defectos  durante  la 

replicación del ADN. En este último caso puede deberse a errores de emparejamiento (mispairing 

en inglés), o al deslizamiento de las hebras (slippage en inglés), a causa de disociaciones de la ADN 

polimerasa (van Belkum et al., 1998; Viguera et al., 2001a, 2001b). El deslizamiento de las hebras 

puede  llegar  a  causar  errores  de  varias  repeticiones.  Si  se  produce  hacia  adelante  da  lugar  a 

deleciones en la VNTR, mientras que si se produce hacia atrás da como resultado inserciones (Lovett 

and  Feschenko,  1996).  Otro  proceso  que  puede  originar  una  deleción  es  la  formación  de  una 

estructura terciaria en la hebra de ADN molde durante la replicación, mientras que si la estructura 

terciaria se formara en la hebra de ADN nueva se produciría la inserción de una o varias repeticiones 

(Noller et al., 2006). Existen múltiples factores que influyen en la frecuencia y el tipo de mutaciones 

que pueden aparecer en una VNTR, como el número de repeticiones que alberga, su composición 

en nucleótidos y el tamaño de la unidad de repetición. Cuanto mayor sea el número de repeticiones, 

mayor  es  la  tasa  de mutación  por  deslizamiento  de  la  hebra  de  ADN  debido  a  la  inestabilidad 
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estructural  (Lai  and  Sun,  2003).  Por  otro  lado,  la  existencia  de  múltiples  repeticiones  de  G‐T 

(guaninas y timinas) o de poli‐pirimidinas, se ha asociado a una mayor tasa de mutación (Levinson 

and Gutman, 1987). En cuanto al tamaño de la unidad de repetición, aquéllas que tienen menos de 

seis pares de bases son más propensas a sufrir variaciones debido al deslizamiento de las hebras, 

mientras que las que poseen más de ocho pares de bases suelen presentar mayor frecuencia de 

mutación (van Belkum et al., 1998). Por otra parte, en particular en ECVT O157:H7, se ha observado 

que  la  tasa  de  mutación  en  las  VNTR  está  relacionada  con  el  estrés  causado  por  cambios  en 

condiciones ambientales, como la temperatura o la disponibilidad de nutrientes, de manera que las 

altas  temperaturas  y  la  falta de nutrientes  aumentan  la  tasa de mutación en  las  cepas de este 

serotipo (Cooley et al., 2010). 

 

Los primeros protocolos de MLVA adaptados para ECVT O157:H7 fueron publicados en 2003 

(Lindstedt  et  al.,  2003;  Noller  et  al.,  2003),  a  partir  de  la  información  obtenida  a  partir  de  la 

secuenciación  del  genoma  completo  de  las  cepas  de  ECVT O157:H7  EDL933  y  Sakai  (Lindstedt, 

2005). Desde entonces, se han desarrollado distintos protocolos de MLVA para la subtipificación, 

tanto de E. coli en general (Lindstedt et al., 2007; Løbersli et al., 2012) como de ECVT O157 y no‐

O157  (Keys  et  al.,  2005;  Hyytiä‐Trees  et  al.,  2006;  Cooley  et  al.,  2007;  Kawamori  et  al.,  2008; 

Bustamante et al., 2009a; Manges et al., 2009; Izumiya et al., 2010; Sakai et al., 2010a; Timmons et 

al., 2016; Caméléna et al., 2019). A partir de estos protocolos, se han subtipificado tanto aislados 

ECVT O157 y no‐O157 de origen animal, ambiental y humano (Jay et al., 2007; Cooley et al., 2007; 

Murphy et al., 2008; Pei et al., 2008; Urdahl et al., 2008; Bustamante et al., 2009b, 2009a, 2012; 

Jenke et al., 2010, 2011; Miko et al., 2010; Sakai et al., 2010a, 2010b; Döpfer et al., 2010; Haugum 

et al., 2011, 2014; Konno et al., 2011; Prager et al., 2011; Prendergast et al., 2011; Sekse et al., 

2011; Wahl et al., 2011; Yun et al., 2011; Franci et al., 2011; Amézquita‐López et al., 2012; Brandal 

et al., 2012; Løbersli et al., 2012; Mellor et al., 2013; Williams et al., 2013; Fernández et al., 2013; 

González  et  al.,  2014;  Kumar  et  al.,  2014c,  2014a;  Söderlund  et  al.,  2014;  Swirski  et  al.,  2014; 

Watahiki et al., 2014; Byrne et al., 2014; Krüger et al., 2015; Reyes‐Rodríguez et al., 2015; Widgren 

et al., 2015; Sharapov et al., 2016; Jones et al., 2017; Hernández et al., 2018; Sanso et al., 2018), 

como aislados de E. coli pertenecientes a otros grupos patogénicos o aislados multirresistentes de 

E. coli (Börjesson et al., 2016; Visvalingam et al., 2016; Helldal et al., 2017). 

 

El  protocolo  de  la  técnica  de  MLVA  descrito  por  Noller  et  al.  (2003)  incluye  siete  VNTR 

identificadas  en  el  genoma  de  E.  coli  O157:H7.  Por  tanto,  estas  han  sido  seleccionadas 

específicamente  para  la  subtipificación  de  aislados  de  este  serotipo.    Este  protocolo  y  otros 

descritos que incluyen una o varias de las VNTR seleccionadas por Noller et al. (2003) han permitido 
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subtipificar con éxito aislados de brotes y casos esporádicos de infección (Noller et al., 2003; Keys 

et al., 2005; Hyytiä‐Trees et al., 2006; Pei et al., 2008; Bustamante et al., 2009a; Sakai et al., 2010b; 

Izumiya et al., 2010; Jenke et al., 2010; Yun et al., 2011; Dyet et al., 2011; Konno et al., 2011; Mellor 

et al., 2013; Perry et al., 2013; Söderlund et al., 2014; Watahiki et al., 2014; Byrne et al., 2014; 

Berenger  et  al.,  2015;  Dallman  et  al.,  2015;  Rumore  et  al.,  2016).  También  han  servido  para 

establecer dinámicas y vías de diseminación de cepas de E. coli O157:H7 en estudios longitudinales 

realizados en explotaciones bovinas  (Murphy et al.,  2008; Williams et al.,  2013; Widgren et al., 

2015;  Jones  et  al.,  2017),  así  como  para  la  subtipificación  de  colecciones  con  aislados  de  este 

serotipo  obtenidos  a  partir  de  otras  especies  domésticas  (oveja  y  cerdo)  (Urdahl  et  al.,  2008; 

Prendergast et al., 2011; Yun et al., 2011) y salvajes (estorninos) (Williams et al., 2011; Swirski et 

al., 2014). 

 

El protocolo de la técnica de MLVA descrito por Lindstedt et al. (2007) fue desarrollado para la 

subtipificación de aislados de E. coli en general independientemente de su serotipo. Ha servido para 

subtipificar tanto aislados ECVT O157:H7 como no‐O157 procedentes de brotes y casos esporádicos 

de infección (Schimmer et al., 2008; Bustamante et al., 2009b; Miko et al., 2010; Jenke et al., 2011; 

Prager et al., 2011; Brandal et al., 2012; Staples et al., 2012; Haugum et al., 2014; Kumar et al., 

2014a, 2014c; Krüger et al., 2015; Timmons et al., 2016). También ha permitido subtipificar aislados 

ECVT  procedentes  de  ganado  bovino  (Bustamante  et  al.,  2009b,  2012;  Fernández  et  al.,  2013; 

Kumar et al., 2014c; Krüger et al., 2015; Wang et al., 2017; Hernández et al., 2018; Nakamura et al., 

2018; Sanso et al., 2018) y ganado ovino  (Sekse et al., 2011; Brandal et al., 2012). Además,  fue 

empleado en un estudio longitudinal realizado en ovino para establecer la transferencia horizontal 

de genes de virulencia (Döpfer et al., 2010), así como subtipificar aislados obtenidos a partir de 

alimentos (Manges et al., 2009; Miko et al., 2010; Franci et al., 2011; González et al., 2014; Kumar 

et  al.,  2014c;  Krüger  et  al.,  2015;  Hernández  et  al.,  2018;  Sanso  et  al.,  2018)  y  de  muestras 

ambientales  (Cooley  et  al.,  2013;  Reyes‐Rodríguez  et  al.,  2015).  Estos  trabajos  se  centraron 

principalmente  en  la  subtipificación  de  colecciones  con  un  importante  número  de  aislados  de 

serogrupos como O26, O111, O113, O145 y O157. 

 

Al igual que la técnica de PFGE, la técnica de MLVA ha sido propuesta como herramienta de 

subtipificación para su uso en ECVT O157 por Pulsenet International, que dispone de protocolos 

estandarizados  para  distintas  plataformas  de  electroforesis  capilar 

(http://www.pulsenetinternational.org/assets/Uploads/PNL19‐MLVA‐Beckman‐Protocol.pdf, 

http://www.pulsenetinternational.org/assets/Uploads/PNL28‐MLVA‐ABI‐3500‐Protocol.pdf  y 

http://www.pulsenetinternational.org/assets/Uploads/PNL23‐MLVA‐ABI‐3130‐Protocol.pdf),  con 
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objeto de que los resultados puedan ser comparados entre laboratorios bajo unos estándares de 

calidad (Hyytia‐Trees et al., 2010). 

 

Aunque la técnica de MLVA se ha venido empleando en la subtipificación de E. coli desde el año 

2003,  hasta  el  momento  no  se  han  establecido  unos  criterios  de  interpretación  comunes  y 

consensuados entre los distintos laboratorios, como ha sucedido, por ejemplo, para la técnica de 

PFGE. No obstante, a raíz de  la experiencia adquirida mediante  la subtipificación de aislados de 

ECVT O157:H7 obtenidos en situaciones de brote, Noller et al.  (2003 y 2006) establecieron que 

aislados epidemiológicamente relacionados con perfiles de MLVA indistinguibles pertenecen a un 

mismo clon, y sugirieron que aislados con variaciones en una o dos repeticiones en una sola VNTR 

(SLV, del inglés Single Locus Variant) pueden tener un origen común y por tanto pertenecer a un 

mismo clon. Este criterio ha sido confirmado en distintos trabajos realizados con colecciones de 

aislados de ECVT O157:H7 pertenecientes a brotes, comparando los resultados con los obtenidos 

mediante otras técnicas como PFGE (Noller et al., 2003; Hyytiä‐Trees et al., 2006; Dallman et al., 

2015).  No  obstante,  estos  mismos  autores  advirtieron  de  que  si  un  aislado  presuntamente 

relacionado con un brote presenta diferencias en dos VNTR (DLV, del inglés Double Locus Variant) 

con respecto a la cepa del brote, debería tenerse en cuenta tanto el número de repeticiones de 

variación en ambas VNTR como las características de los mismos en cuanto a su tasa de mutación 

para considerar que efectivamente comparten el mismo origen. 

 

En este sentido, dos trabajos publicados en 2006 (Noller et al., 2006; Vogler et al., 2006) y otro 

publicado en 2013 (Bustamante et al., 2013) estudiaron la presencia de mutaciones en las VNTR 

descritas en ECVT O157:H7. En todos ellos se concluyó que no se observan diferencias significativas 

en  favor  de  las  deleciones  o  inserciones  de  repeticiones  en  las  VNTR. Además,  se  observó que 

alrededor de un 80% de las mutaciones observadas se debieron a variaciones de una repetición en 

una sola VNTR y que estas se explicaban por el deslizamiento de las hebras. El resto de mutaciones 

(20% aproximadamente) se debieron a deleción o inserción de múltiples repeticiones en una VNTR, 

que se explicaban por otros mecanismos de mutación como  la  recombinación. Por  todo ello,  la 

aparición de variaciones de una o varias repeticiones en una sola VNTR (SLV), o incluso en dos (DLV) 

sería asumible entre aislados con un origen común. 



 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS 

 

   



 

Página | 70  

 

 

 

 

 

 

 



Objetivos 

 
Página | 71  

 

2. OBJETIVOS 

 

Los objetivos perseguidos en la presente Tesis Doctoral fueron: 

 

‐ Evaluar  la  aplicabilidad  de  la  técnica  de  MLVA  para  subtipificar  genotípicamente  una 

colección  de  aislados  de  E.  coli  O157:H7  de  origen  animal  y  humano  con  y  sin  relación 

epidemiológica conocida y establecer las relaciones clonales existentes entre ellos, empleando la 

técnica de PFGE como referencia. 

 

‐ Evaluar  la  aplicabilidad  de  la  técnica  de  MLVA  para  subtipificar  genotípicamente  una 

colección de aislados de ECVT no‐O157 de origen animal con y sin relación epidemiológica conocida 

pertenecientes a tres serogrupos distintos (O146, O91 y O5) y establecer  las relaciones clonales 

existentes entre ellos, empleando la técnica de PFGE como referencia. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Aislados objeto de estudio 

 

Los aislados objeto de estudio pertenecen a la colección de aislados de E. coli O157:H7 y ECVT 

no‐O157  de  la  Unidad  de  Patología  Infecciosa  del  Departamento  de  Sanidad  Animal  de  la 

Universidad de Extremadura,  integrada por 275 aislados de origen humano y animal, obtenidos 

estos últimos a partir de distintas especies de rumiantes tanto domésticos (ganado bovino, ovino y 

caprino) como salvajes (ciervo) y otras especies de interés cinegético (jabalí y conejo), en diversos 

estudios llevados a cabo en la Unidad entre los años 1997 y 2008. Los aislados de la colección se 

conservan a ‐80 °C en crioviales. 

 

En total, este estudio se ha realizado con 181 aislados, distribuidos en dos grupos: 

 

•  63 aislados de E. coli del serotipo O157:H7 bien caracterizados en estudios previos (Rey et 

al.,  2003, 2006; García‐Sánchez et al.,  2007; Martínez et al.,  2010, 2011; Sánchez et al.,  2010e, 

2010d,  2010b),  cuyas  características  genotípicas  y  fenotípicas  e  información  epidemiológica 

disponible se presentan en la Tabla 6. Dentro de la selección se incluyen aislados con y sin relación 

epidemiológica conocida. Concretamente, entre los aislados con relación epidemiológica conocida, 

se  estudiaron  36  aislados  procedentes  de  tres  explotaciones  de  ganado  ovino,  una  ganadería 

bovina, dos fincas de caza de ciervo y jabalí, un brote de infección con tres personas afectadas de 

la misma Área de salud y un caso esporádico de  infección. Por otra parte, entre  los aislados sin 

relación epidemiológica conocida, se estudiaron 27 de origen humano y animal (ganado bovino, 

ovino y caprino, ciervo y jabalí) obtenidos en momentos y localizaciones geográficas distintas. 

 

•  115 aislados de ECVT pertenecientes a los serogrupos O5 (24 aislados), O91 (52 aislados)  y 

O146  (39  aislados),  caracterizadas  en  estudios  previos  (Sánchez,  2008;  Sánchez  et  al.,  2009b, 

2010c), cuyas características genotípicas e información epidemiológica se presentan en las Tablas 

7,  8  y  9.  Se  trata  de  aislados  obtenidos  durante  un  estudio  longitudinal  realizado  en  12 

explotaciones ovinas, en las cuales se monitorizó la presencia y persistencia de cepas ECVT durante 

un año completo en varios animales de cada una de las 12 explotaciones. De entre todos los aislados 

obtenidos en el estudio longitudinal, se seleccionaron para su inclusión en este estudio los aislados 

de los serogrupos O5, O91 y O146 obtenidos a partir de un mismo animal de manera secuencial 

que  mostraron  perfiles  de  la  técnica  de  PFGE  indistinguibles  y/o  altamente  similares  (con 

diferencias como máximo en tres fragmentos de restricción).  
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Tabla 6. Características fenotípicas y genotípicas de los aislados de E. coli O157:H7 estudiados. 

Referencia  Fechaa  Localidad (Provincia)  Origen  stx1  stx2 
eae 

(tipo) 
ehxA 

Fermentación 

del sorbitol 

Actividad β‐

Glucuronidasa 
PFGEb  Epidemiología 

FVCC1  ‐‐/97  Badajoz (BA)  Ovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  13  Sin relación conocida 

FVCC2  ‐‐/97  Badajoz (BA)  Ovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  4  Sin relación conocida 

FVCC3  ‐‐/97  Badajoz (BA)  Ovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  29  Sin relación conocida 

FVCC4  ‐‐/97  Badajoz (BA)  Ovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  15  Sin relación conocida 

FVCC5  ‐‐/97  Badajoz (BA)  Ovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  16  Sin relación conocida 

FVCC6  ‐‐/97  Badajoz (BA)  Ovino  ‐  ‐  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  27  Sin relación conocida 

FVCC7  ‐‐/97  Badajoz (BA)  Ovino  ‐  ‐  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  29  Sin relación conocida 

FVCC8  ‐‐/97  Badajoz (BA)  Ovino  ‐  ‐  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  30  Sin relación conocida 

FVCC9  ‐‐/97  Badajoz (BA)  Ovino  ‐  ‐  + (γ‐1)  ‐  ‐  ‐  28  Sin relación conocida 

FVCC10  ‐‐/97  Cáceres (CC)  Humano  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  12  Sin relación conocida 

FVCC11  ‐‐/97  Cáceres (CC)  Humano  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  10  Sin relación conocida 

FVCC12  12/03  Badajoz (BA)  Ovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  21  Sin relación conocida 

FVCC13  01/04  Cáceres (CC)  Ciervo  ‐  +  + (γ‐1)  ‐  +  +  41  Sin relación conocida 

FVCC14  03/04  Cáceres (CC)  Caprino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  14  Sin relación conocida 

FVCC15  04/04  Badajoz (BA)  Ovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  8  Sin relación conocida 

FVCC16  12/04  Cáceres (CC)  Ciervo  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  40  Sin relación conocida 

FVCC17  01/05  Cáceres (CC)  Ciervo  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  11  Sin relación conocida 

FVCC18  04/07  Villanueva de la Serena (BA)  Ovino  ‐  ‐  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  19  Explotación 1 

FVCC19  05/07  Badajoz (BA)  Bovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  36  Ganadería 1 

FVCC20  05/07  Badajoz (BA)  Bovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  34  Ganadería 1 

FVCC21  05/07  Badajoz (BA)  Bovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  34  Ganadería 1 

FVCC22  05/07  Badajoz (BA)  Bovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  34  Ganadería 1 

FVCC23  06/07  Villanueva de la Serena (BA)  Ovino  ‐  ‐  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  18  Explotación 1 

FVCC24  06/07  Villanueva de la Serena (BA)  Ovino  ‐  ‐  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  17  Explotación 1 

FVCC25  06/07  Villanueva de la Serena (BA)  Ovino  ‐  ‐  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  17  Explotación 1 

FVCC26  06/07  Villanueva de la Serena (BA)  Ovino  ‐  ‐  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  20  Explotación 1 

FVCC27  06/07  Villanueva de la Serena (BA)  Ovino  ‐  ‐  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  17  Explotación 1 

FVCC28  06/07  Villanueva de la Serena (BA)  Ovino  ‐  ‐  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  17  Explotación 1 

FVCC29  06/07  Villanueva de la Serena (BA)  Ovino  ‐  ‐  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  17  Explotación 1 
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Referencia  Fechaa  Localidad (Provincia)  Origen  stx1  stx2 
eae 

(tipo) 
ehxA 

Fermentación 

del sorbitol 

Actividad β‐

Glucuronidasa 
PFGEb  Epidemiología 

FVCC30  06/07  Villanueva de la Serena (BA)  Ovino  ‐  ‐  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  17  Explotación 1 

FVCC31  07/07  Valverde de Leganés (BA)  Ovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  37  Explotación 2 

FVCC32  07/07  Valverde de Leganés (BA)  Ovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  37  Explotación 2 

FVCC33  07/07  Valverde de Leganés (BA)  Ovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  37  Explotación 2 

FVCC34  07/07  Campanario (BA)  Ovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  39  Sin relación conocida 

FVCC35  07/07  Cáceres (CC)  Bovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  22  Sin relación conocida 

FVCC36  07/07  Cáceres (CC)  Bovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  2  Sin relación conocida 

FVCC37  07/07  Cáceres (CC)  Bovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  22  Sin relación conocida 

FVCC38  07/07  Badajoz (BA)  Bovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  35  Ganadería 1 

FVCC39  07/07  Badajoz (BA)  Bovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  34  Ganadería 1 

FVCC40  07/07  Badajoz (BA)  Bovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  34  Ganadería 1 

FVCC41  09/07  Valverde de Leganés (BA)  Ovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  38  Explotación 2 

FVCC42  10/07  Cáceres (CC)  Bovino  ‐  ‐  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  24  Sin relación conocida 

FVCC43  10/07  Madrid (Madrid)  Jabalí  ‐  ‐  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  1  Sin relación conocida 

FVCC44  11/07  Cáceres (CC)  Humano +  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  3  Brote (Humano 1) 

FVCC45  11/07  Cáceres (CC)  Humano +  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  3  Brote (Humano 2) 

FVCC46  11/07  Cáceres (CC)  Humano  +  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  3  Brote (Humano 3) 

FVCC47  11/07  Cáceres (CC)  Humano  +  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  3  Brote (Humano 1) 

FVCC48  11/07  Cáceres (CC)  Humano  +  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  3  Brote (Humano 1) 

FVCC49  11/07  Membrío (CC)  Jabalí  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  31 
Posible relación caso 

esporádico (Humano 4) 

FVCC50  11/07  Villanueva de la Serena (BA)  Ovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  25  Explotación 3 

FVCC51  11/07  Villanueva de la Serena (BA)  Ovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  26  Explotación 3 

FVCC52  12/07  Cedillo (CC)  Jabalí  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  5  Finca 2 

FVCC53  12/07  Cedillo (CC)  Jabalí  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  6  Finca 2 

FVCC54  12/07  Cedillo (CC)  Jabalí  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  7  Finca 2 

FVCC55  12/07  Membrío (CC)  Humano  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  31 
Caso esporádico 

(Humano 4) 

FVCC56  12/07  Membrío (CC)  Humano  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  31 
Caso esporádico 

(Humano 4) 
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Referencia  Fechaa  Localidad (Provincia)  Origen  stx1  stx2 
eae 

(tipo) 
ehxA 

Fermentación 

del sorbitol 

Actividad β‐

Glucuronidasa 
PFGEb  Epidemiología 

FVCC57  12/07  Membrío (CC)  Humano  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  31 
Caso esporádico 

(Humano 4) 

FVCC58  02/08  Alía (CC)  Jabalí  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  5  Sin relación conocida 

FVCC59  02/08  Puebla de Obando (BA)  Ciervo  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  32  Finca 1 

FVCC60  02/08  Puebla de Obando (BA)  Ciervo  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  33  Finca 1 

FVCC61  02/08  Membrío (CC)  Jabalí  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  23  Sin relación conocida 

FVCC62  02/08  Castuera (BA)  Ovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  9  Sin relación conocida 

FVCC63  05/08  Villanueva de la Serena (BA)  Ovino  ‐  +  + (γ‐1)  +  ‐  ‐  5  Sin relación conocida 
a Fecha: mes/año. b Denominación de perfiles de la técnica de PFGE correspondiente a la asignación realizada en el presente estudio. 
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Tabla 7. Características genotípicas de los aislados de ECVT del serogrupo O5 estudiados. 

Referencia  Fechaa  Explotación  Animal  stx1  stx2  eae  ehxA  PFGEb 

FCVTEC31  07/04  1  8  +  ‐  ‐  +  C7 

FCVTEC33  09/04  1  8  +  ‐  ‐  +  C7 

FCVTEC42  05/04  1  10  +  ‐  ‐  +  C9 

FCVTEC44  06/04  1  10  +  ‐  ‐  +  CI0 

FCVTEC45  10/04  1  10  +  ‐  ‐  +  C9 

FCVTEC58  05/04  2  2  +  ‐  ‐  +  C8 

FCVTEC59  06/04  2  2  +  ‐  ‐  +  C7 

FCVTEC64  11/03  2  5  +  ‐  ‐  +  C12 

FCVTEC68  04/04  2  5  +  ‐  ‐  +  C7 

FCVTEC89  11/03  2  12  +  ‐  ‐  +  C4 

FCVTEC90  01/04  2  12  +  ‐  ‐  +  C5 

FCVTEC92  03/04  2  12  +  ‐  ‐  +  C1 

FCVTEC94  05/04  2  12  +  ‐  ‐  +  C2 

FCVTEC95  06/04  2  12  +  ‐  ‐  +  C6 

FCVTEC96  07/04  2  12  +  ‐  ‐  +  C1 

FCVTEC97  09/04  2  12  +  ‐  ‐  +  C1 

FCVTEC98  10/04  2  12  +  ‐  ‐  +  C2 

FCVTEC99  02/04  2  12  +  ‐  ‐  +  C1 

FCVTEC141  03/04  11  2  +  ‐  ‐  +  C1 

FCVTEC142  04/04  11  2  +  ‐  ‐  +  C1 

FCVTEC143  05/04  11  2  +  ‐  ‐  +  C3 

FCVTEC144  07/04  11  2  +  ‐  ‐  +  C1 

FCVTEC148  05/04  11  9  +  +  ‐  +  C13 

FCVTEC149  07/04  11  9  +  +  ‐  +  C13 
a Fecha: mes/año. b Denominación de perfiles de PFGE correspondientes a la asignación realizada inicialmente 

en estudios previos. 
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Tabla 8. Características genotípicas de los aislados de ECVT del serogrupo O91 estudiados. 

Referencia  Fechaa  Explotación  Animal  stx1  stx2  eae  ehxA  PFGEb 

FCVTEC6  12/03  1  2  +  +  ‐  ‐  B5 

FCVTEC7  03/04  1  2  +  +  ‐  ‐  B6 

FCVTEC8  09/04  1  2  +  +  ‐  ‐  B5 

FCVTEC11  10/03  1  4  +  +  ‐  ‐  B2 

FCVTEC12  01/04  1  4  +  +  ‐  ‐  B1 

FCVTEC13  04/04  1  4  +  +  ‐  ‐  B1 

FCVTEC14  06/04  1  4  +  +  ‐  ‐  B1 

FCVTEC15  07/04  1  4  +  +  ‐  ‐  B1 

FCVTEC22  03/04  1  7  +  +  ‐  ‐  B1 

FCVTEC23  05/04  1  7  +  +  ‐  ‐  B1 

FCVTEC24  07/04  1  7  +  +  ‐  ‐  B1 

FCVTEC36  01/04  1  9  +  +  ‐  ‐  B9 

FCVTEC37  02/04  1  9  +  +  ‐  ‐  B8 

FCVTEC38  03/04  1  9  +  +  ‐  ‐  BI0 

FCVTEC39  05/04  1  9  +  +  ‐  ‐  B8 

FCVTEC49  01/04  1  12  +  +  ‐  ‐  B2 

FCVTEC50  02/04  1  12  +  +  ‐  ‐  B1 

FCVTEC62  01/04  2  3  +  +  ‐  ‐  B11 

FCVTEC65  03/04  2  5  +  +  ‐  ‐  B20 

FCVTEC66  11/03  2  5  +  +  ‐  ‐  B20 

FCVTEC67  12/03  2  5  +  +  ‐  ‐  B20 

FCVTEC69  04/04  2  5  +  +  ‐  ‐  B21 

FCVTEC71  04/04  2  6  +  +  ‐  ‐  B7 

FCVTEC73  12/03  2  8  +  +  ‐  +  B18 

FCVTEC74  01/04  2  8  +  +  ‐  +  B17 

FCVTEC75  04/04  2  8  +  +  ‐  +  B17 

FCVTEC76  05/04  2  8  +  +  ‐  +  B17 

FCVTEC77  07/04  2  8  +  +  ‐  +  B17 

FCVTEC79  12/03  2  9  +  +  ‐  +  B13 

FCVTEC80  01/04  2  9  +  +  ‐  +  B12 

FCVTEC81  06/04  2  9  +  +  ‐  +  B12 

FCVTEC82  01/04  2  10  +  +  ‐  ‐  B24 

FCVTEC83  01/04  2  10  +  +  ‐  +  B25 

FCVTEC84  12/03  2  11  +  +  ‐  ‐  B19 

FCVTEC85  01/04  2  11  +  +  ‐  +  B19 

FCVTEC86  03/04  2  11  +  +  ‐  +  B19 

FCVTEC87  04/04  2  11  +  +  ‐  +  B19 

FCVTEC91  01/04  2  12  +  +  ‐  ‐  B22 

FCVTEC93  03/04  2  12  +  +  ‐  ‐  B23 

FCVTEC100  01/04  7  1  +  +  ‐  +  B29 

FCVTEC101  04/04  7  1  +  +  ‐  +  B28 

FCVTEC102  05/04  7  1  +  +  ‐  +  B28 

FCVTEC108  04/04  7  3  +  +  ‐  ‐  B14 

FCVTEC109  09/04  7  3  +  +  ‐  ‐  B15 

FCVTEC115  06/04  7  6  +  +  ‐  +  B28 

FCVTEC116  10/04  7  6  +  +  ‐  +  B30 

FCVTEC119  02/04  7  7  +  +  ‐  +  B30 

FCVTEC120  05/04  7  7  +  +  ‐  +  B31 
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Referencia  Fechaa  Explotación  Animal  stx1  stx2  eae  ehxA  PFGEb 

FCVTEC121  06/04  7  7  +  +  ‐  +  B32 

FCVTEC130  11/03  7  10  +  +  ‐  +  B32 

FCVTEC131  12/03  7  10  +  +  ‐  +  B32 

FCVTEC135  10/04  7  10  +  +  ‐  +  B33 
a Fecha: mes/año. b Denominación de perfiles de PFGE correspondiente a la asignación realizada inicialmente en 

estudios previos. 
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Tabla 9. Características genotípicas de los aislados de ECVT del serogrupo O146 estudiados. 

Referencia  Fechaa  Explotación  Animal  stx1  stx2  eae  ehxA  PFGEb 

FCVTEC1  11/03  1  1  +  +  ‐  +  A4 

FCVTEC2  12/03  1  1  +  +  ‐  +  A4 

FCVTEC3  01/04  1  1  +  +  ‐  +  A4 

FCVTEC4  02/04  1  1  +  +  ‐  +  A4 

FCVTEC5  03/04  1  1  +  +  ‐  +  A4 

FCVTEC19  06/04  1  6  +  +  ‐  +  A17 

FCVTEC20  07/04  1  6  +  +  ‐  +  A17 

FCVTEC21  09/04  1  6  +  +  ‐  +  A17 

FCVTEC26  01/04  1  8  +  +  ‐  +  A5 

FCVTEC27  02/04  1  8  +  +  ‐  +  A5 

FCVTEC28  03/04  1  8  +  +  ‐  +  A5 

FCVTEC29  04/04  1  8  +  +  ‐  +  A5 

FCVTEC30  05/04  1  8  +  +  ‐  +  A5 

FCVTEC34  06/04  1  8  +  +  ‐  +  A7 

FCVTEC32  07/04  1  8  +  +  ‐  +  A5 

FCVTEC40  01/04  1  10  +  +  ‐  +  A5 

FCVTEC41  02/04  1  10  +  +  ‐  +  A6 

FCVTEC46  04/04  1  10  +  +  ‐  +  A5 

FCVTEC51  05/04  1  12  +  +  ‐  +  A15 

FCVTEC55  06/04  1  12  +  +  ‐  +  A15 

FCVTEC52  07/04  1  12  +  +  ‐  +  A15 

FCVTEC53  09/04  1  12  +  +  ‐  +  A15 

FCVTEC54  10/04  1  12  +  +  ‐  +  A15 

FCVTEC112  02/04  7  5  +  +  ‐  +  A1 

FCVTEC113  04/04  7  5  +  +  ‐  +  A1 

FCVTEC114  01/04  7  6  +  +  ‐  +  A16 

FCVTEC117  02/04  7  6  +  +  ‐  +  A16 

FCVTEC123  12/03  7  8  ‐  +  ‐  +  A18 

FCVTEC124  01/04  7  8  ‐  +  ‐  +  A19 

FCVTEC125  12/03  7  9  +  +  ‐  +  A2 

FCVTEC126  01/04  7  9  +  +  ‐  +  A1 

FCVTEC127  02/04  7  9  +  +  ‐  +  A1 

FCVTEC128  07/04  7  9  +  +  ‐  +  A1 

FCVTEC129  09/04  7  9  +  +  ‐  +  A1 

FCVTEC132  01/04  7  10  +  +  ‐  +  A1 

FCVTEC133  02/04  7  10  +  +  ‐  +  A3 

FCVTEC136  04/04  7  10  +  +  ‐  +  A1 

FCVTEC154  04/04  11  12  +  +  ‐  +  A10 

FCVTEC155  09/04  11  12  +  +  ‐  +  A12 
a Fecha: mes/año. b Denominación de perfiles de PFGE correspondiente a la asignación realizada inicialmente en 

estudios previos. 
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3.2. Cepas control 

 

En el ensayo de la técnica de MLVA con el protocolo de Lindstedt et al. (2007) se empleó la cepa 

EDL933 (ECVT O157:H7) (W. L. Zhang et al., 2002) como control positivo, y en el ensayo de PFGE se 

empleó  la  cepa  H9812  (Salmonella  enterica  serovar  Braenderup)  (Hunter  et  al.,  2005)  como 

referencia para la normalización de los distintos geles analizados. 

 

3.3. Cultivo y extracción de ADN para el análisis de secuencias repetitivas en tándem 

 

Los aislados se sembraron en agar Luria Bertani (LB) (Scharlab) e incubaron a 37 °C durante 18‐

24 h. Para extraer el ADN de cada aislado se recogió el crecimiento aproximado de un cuadrado de 

1 cm de lado con un asa y se suspendió en 250 μl de agua bidestilada estéril contenidos en un tubo 

eppendorf. Se calentó la suspensión a 100 °C (ebullición) durante 3‐5 min para liberar el ADN y se 

centrifugó la suspensión tras el calentamiento (10.000 rpm/5 min) para extraer el sobrenadante, 

que se almacenó a −20 °C hasta su posterior uso. 

 

3.4. Análisis de secuencias repetitivas en tándem siguiendo el protocolo de Noller et al. (2003) 

para E. coli O157:H7 

 

Este protocolo consiste en la amplificación mediante PCR de siete VNTR, cuyas secuencias se 

obtuvieron  a  partir  de  los  genomas  de  las  primeras  cepas  de  E.  coli  O157:H7  secuenciadas  al 

completo. Los cebadores empleados en la reacción de PCR se muestran en la Tabla 10. 

  
Tabla 10. Cebadores empleados en el protocolo de la técnica de MLVA descrita por Noller et al. (2003). 

VNTR  Otros nombres* 
Cebador 

5’ – 3’ 

Cebador 

3’ – 5’ 

Secuencia repetitiva 

5’ – 3’ 

TR1  Vhec4 / O157‐9  ACTGCATGATAAGCCTCAGG  CACTGAAGCCTGTTCCGTTC  AAATAG 

TR2  Vhec1 / O157‐10  CGCAGTTGATACCTACGG  GGAAGGAAGCTGATAGGT  TGGCTC 

TR3   O157‐17  TCTTGTCAATATAGATTGG  TGATTAAGCGTGTACTGA  TATCTT 

TR4   O157‐25  GGTGATGGCTTGATATTGA  GCCACACTGCGAGTATAGAG  TGCAAA 

TR5  Vhec3 / O157‐3  GTTGATTATCATGGTATGTC  GGACAACTTGTAGTACAAG  AAGGTG 

TR6  Vhec2 / O157‐34  GATGGTTCGACTAACCGTTAT  TAGCAGATGTTCGTTCCT  TTAAATAATCTACAGAAG 

TR7  O157‐19  CGCAGTGATCATTATTAGC  TGCTGAAACTGACGACCAGT  GACCAC 

* Vhec y O157 son denominaciones de Lindstedt et al. (2003) y Keys et al. (2005) respectivamente 
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Para llevar a cabo la PCR se empleó el kit Ilustra PureTaq Ready‐to‐go PCR beads (GE Health‐

Care) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para cada reacción se añadieron 5 μl de ADN y 1 μl 

de cada cebador (0.33 μM) y agua bidestilada estéril hasta completar los 25 μl de volumen final. La 

amplificación se llevó a cabo en un termociclador iCyclerTM Thermal Cycler (Bio‐Rad), donde las 

mezclas de reacción se sometieron a las siguientes condiciones: 

 

•  1 ciclo de desnaturalización (94 °C/4 min). 

•  30 ciclos de desnaturalización – acoplamiento – polimerización (94 °C/45 s – 50 °C/45 s – 

72 °C/1 min). 

•  1 ciclo final de polimerización (72 °C/5 min). 

 

Los productos amplificados en la reacción de PCR se separaron mediante electroforesis en gel 

de agarosa (Agarosa MS‐8, Pronadisa) al 1.8% en tampón TAE al 1% (Tris 40 mM, Acetato 20 mM y 

EDTA 1 mM). En cada pocillo del gel se añadieron 10 μl de muestra y 2 μl de tampón de carga y, 

como marcador de pesos moleculares se usaba el ADN del bacteriófago ΦX174 cortado con HaeIII 

(fragmentos  de  1353,  1078,  872,  603,  310,  281,  271,  234,  194,  118  y  72  pb)  (Promega).  La 

electroforesis se realizó aplicando 95 V y 152 mA durante el tiempo necesario para que las muestras 

alcanzaran  el  extremo  del  gel.  A  continuación,  los  geles  se  teñían  en  un  baño  con  1  μg/ml  de 

bromuro de etidio (USB) y se observaron bajo la luz ultravioleta (transiluminador modelo MacroVue 

UV‐20, Hoefer). 

 

Una vez comprobada la obtención de un producto de PCR, se procedió a la purificación de los 

mismos  mediante  el  kit  de  purificación  Invisorb  Fragment  Clean  Up  (Invitek),  siguiendo  las 

instrucciones  del  fabricante.  Para  comprobar  la  presencia  de  ADN  purificado  se  realizó  una 

electroforesis en gel de agarosa con las mismas condiciones antes descritas, empleando 4 μl del 

producto de purificación. 
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Los productos fueron secuenciados con el kit de secuenciación Big Dye® Terminator Cycle v3.1 

(Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones del fabricante usando un secuenciador 3700 DNA 

sequencer (Applied Biosystems). Ambas secuencias (sentido y anti‐sentido) del producto de PCR 

fueron  obtenidas  añadiendo  1  μl  de  cebador  (sentido  o  anti‐sentido),  5  μl  de  agua  bidestilada 

estéril, 2 μl de la mezcla del tampón del kit y 2 μl de ADN purificado. Las mezclas de reacción se 

sometieron a las siguientes condiciones: 

 

•  1 ciclo de desnaturalización (94 °C/3 min). 

•  25 ciclos de desnaturalización – acoplamiento – polimerización (96 °C/1 min – 58 °C/5 s – 

60 °C/4 min). 

•  1 ciclo final de polimerización (72 °C/1 min). 

 

El análisis de  las secuencias obtenidas para  la determinación del número de repeticiones de 

cada VNTR y la asignación de perfiles alélicos se realizó con el software DNA Star (Lasergene). Las 

repeticiones parciales fueron redondeadas hasta la repetición más cercana tal y como se ha descrito 

previamente (Hyytiä‐Trees et al., 2006). Para un mejor seguimiento de los datos, el perfil de MLVA 

de cada aislado consistirá en el número de repeticiones identificado en cada VNTR del esquema, de 

acuerdo al siguiente orden: TR1, TR2, TR3, TR4, TR5, TR6, TR7. 

 

3.5. Análisis de secuencias repetitivas en tándem siguiendo el protocolo modificado de Lindstedt 

et al. (2007) para E. coli O157:H7 y ECVT no‐O157 

 

Este protocolo consiste en la amplificación mediante PCR de siete VNTR mediante cebadores 

diseñados a partir de los genomas completos de cepas de E. coli disponibles en GenBank, seguida 

de  la  resolución  de  los  productos  obtenidos  mediante  electroforesis  capilar.  Los  cebadores 

empleados  para  las  reacciones  de  PCR  en  el  presente  estudio  se  basan  en  las  secuencias  de 

cebadores diseñadas por Lindstedt et al. (2007), con modificaciones en los fluoróforos empleados 

para  adaptar  el  protocolo  a  las  condiciones  disponibles  en  nuestro  laboratorio  tal  y  como  se 

muestran en la Tabla 11. 
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Para llevar a cabo la PCR se empleó el kit de polimerasa BIOTAQ™ DNA Polymerase (Bioline) 

siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante.  El  diseño  de  los  cebadores  permitió  agrupar  en  3 

reacciones todas las PCRs, como a continuación se detalla: 

 

 Reacción 1: 0.3 μl (10 pmol) de cada cebador de las VNTR CVN003 y CVN014. 

 Reacción 2: 0.3 μl  (10 pmol) de cada cebador de  las VNTR CVN001, CVN004, CVN007 y 

CVN015. 

 Reacción 3: 0.3 μl (10 pmol) de cada cebador de la VNTR CVN002. 

 

A cada mezcla de reacción se le añadieron 5 μl de ADN (de la extracción obtenida el apartado 

3.3) y fueron sometidas a las siguientes condiciones: 

 

 Mezclas de reacción 1 y 2: 

 

o Un ciclo de desnaturalización (94 °C/2 min). 

o 35 ciclos de desnaturalización – acoplamiento – polimerización (94 °C/1 min – 56 

°C/1 min – 72 °C/1 min). 

o Un ciclo final de polimerización (72 °C/7 min). 

 

 Mezcla de reacción 3: 

 

o Un ciclo de desnaturalización (94 °C/2 min). 

o 25 ciclos de desnaturalización – acoplamiento – polimerización  (94 °C/30 s – 50 

°C/30 s – 72 °C/1 min). 

o Un ciclo final de polimerización (72 °C/7 min). 

 

Los productos amplificados en la reacción de PCR se separaron mediante electroforesis en gel 

de agarosa (Agarosa MS‐8, Pronadisa) al 2.5% en tampón TAE al 1% (Tris 40 mM, Acetato 20 mM y 

EDTA 1 mM). En cada pocillo del gel se añadieron 10 μl de muestra y 2 μl de tampón de carga y, 

como marcador de pesos moleculares se usaba el ADN del bacteriófago ΦX174 cortado con HaeIII 

(fragmentos  de  1353,  1078,  872,  603,  310,  281,  271,  234,  194,  118  y  72  pb)  (Promega).  La 

electroforesis se realizó aplicando 95 V y 152 mA durante el tiempo necesario para que las muestras 

alcanzaran  el  extremo  del  gel.  A  continuación,  los  geles  se  teñían  en  un  baño  con  1  μg/ml  de 
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bromuro de etidio (USB) y se observaron bajo la luz ultravioleta (transiluminador modelo MacroVue 

UV‐20, Hoefer). 

 

Una vez comprobada la obtención de un producto de PCR, se preparó una placa de 96 pocillos 

con 1 μl de cada producto de PCR en dos mezclas: 

 

 Mezcla de reacción A: con los componentes de la mezcla de reacción 2. 

 Mezcla de reacción B: con los componentes de las mezclas de reacción 1 y 3. 

 

Además, se incorporó en cada pocillo 1 μl del marcador de peso molecular GeneScantm 600 

LIZ® (Life Techonologies) (Ilustración 7) y 12 μl de formamida. La mezcla fue centrifugada y se le 

aplicó  un  protocolo  térmico  de  desnaturalización  durante  2 min  a  94  °C  para  posteriormente, 

enfriarla hasta ‐20 °C durante 3 min, antes de realizar la electroforesis capilar en un equipo ABI‐

3130 Genetic Analyzer (Applied‐Biosystems). La electroforesis se llevó a cabo a 60 °C durante 35 

min  empleando  el  polímero  POP7  (Applied‐Biosystems)  con  un  voltaje  de  inyección  de  15  kV 

durante 5 s, manteniendo un voltaje de 15 Kv hasta el final. Cada pico fue identificado con respecto 

al  color del  fluoróforo y el  tamaño. En cada placa de  reacción  se empleó  la  cepa EDL933 como 

control. 

 

Ilustración 7. Electroferograma del marcador de peso molecular GeneScantm 600 LIZ® (Life Technologiestm). 

 

 

En los casos en los que no se obtuvo producto de PCR se repitieron las reacciones de forma 

individual  aumentando el  tiempo de extensión,  con objeto de  amplificar posibles productos de 
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mayor tamaño debido a la presencia de posibles elementos de inserción u otros eventos genéticos. 

Sin embargo, en ninguno de los casos se consiguió la amplificación. 

 

Los productos de electroforesis  capilar de  la  cepa control EDL933  fueron secuenciados, y  la 

asignación de alelos en cada uno de los aislados se realizó con respecto al número de repeticiones 

obtenidas en la cepa control. Por tanto, se asumió como limitación del presente trabajo que, en 

algún caso puntual, las repeticiones estimadas pudieran no reflejar el número real de repeticiones 

presentes en la VNTR estudiada. 

 

Para un mejor  seguimiento de  los datos,  el  perfil  de MLVA de  cada aislado  consistirá  en el 

número de repeticiones identificado en cada VNTR del esquema, de acuerdo con el siguiente orden: 

CVN001, CVN002, CVN003, CVN004, CVN007, CVN014, CVN015. 
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Tabla 11. Cebadores empleados para amplificar las VNTR basados en el protocolo de la técnica de MLVA descrito por Lindstedt et al. (2007). 

 

VNTR 
Cebador 

5’ – 3’ * † 

Cebador 

3’ – 5’ 
Secuencia repetitiva 5’ – 3’ 

CVN001 PET‐AACCGGCTGGGGCGAATCC  GGCGGCGGTGTCAGCAAATC  CAGCAGCCGCAACAACCGGTTGCGCCGCAGCAGCAATAT

CVN002 NED‐AACCGTTATGAARGRAAGTCCT  TCGCCCAGTAAGTATGAAATC  TTAAATAATCCACAGGAG 

CVN003 6FAM‐AAAAATCCGGATGAGWTGGTC  TTGCGTTGTCAGTAATTTGTTCAG  TGCTACCCCGGACGG 

CVN004 VIC‐MGCTGCGGCRCTGAAGAAGA  CCCGGCAGGCGAAGCATTGT  AGCAGCAAAAGCGGC 

CVN007 6FAM‐ACCGTGGCTCCAGYTGATTTC  ACCAGTGTTGCGCCCAGTGTC  ACCACG 

CVN014
6FAM‐

TCCCCGCAATCAGCAAMACAAAGA 
GCAGCRGGGACAACGGAAGC  TGCAGG 

CVN015
NED‐

TAGGCATAGCGCACAGACAGATAA 
GTACCGCCGAACTTCAACACTC  CATCAC 

* Las letras en negrita representan el fluoróforo empleado para marcar el cebador. 
† Las letras en cursiva y negrita representan las distintas bases degeneradas, según el código de la IUPAC: M=A ó C; R=A ó G; W=A ó T; Y=C ó T. 
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3.6. Análisis de los datos de secuencias repetitivas en tándem obtenidos con ambos protocolos 

 

El número de repeticiones en cada VNTR y alelos asignados fueron incorporados al software 

InfoQuestTM FP (Bio‐Rad). Cuando no se obtuvo producto de PCR o bien cuando, a pesar de haberlo 

obtenido, no se encontraron las secuencias repetitivas esperadas, se asignó un alelo nulo, que fue 

designado como “0”. Dichos alelos se han tenido en cuenta a la hora de contabilizar el número de 

alelos identificados para cada VNTR. El perfil de MLVA de cada aislado obtenido con el protocolo 

de la técnica de Noller et al. consistirá en el número de repeticiones identificado en cada VNTR del 

esquema, de acuerdo con el siguiente orden: TR1, TR2, TR3, TR4, TR5, TR6, TR7. Por su parte, el 

perfil de MLVA de cada aislado obtenido con el protocolo de la técnica de Lindstedt et al. consistirá 

en el número de repeticiones identificado en cada VNTR del esquema, de acuerdo con el siguiente 

orden: CVN001, CVN002, CVN003, CVN004, CVN007, CVN014, CVN015. Se consideró como criterio 

de discriminación entre perfiles cualquier diferencia apreciable, es decir una diferencia de una sola 

repetición en una VNTR. 

 

Con los datos obtenidos, se generaron tanto dendrogramas como árboles de mínima expansión 

(MST)  empleando  el  software  InfoQuestTM  FP  (Bio‐Rad)  y  se  realizó  el  cálculo  del  índice  de 

diversidad (ID) (Noller et al., 2003) y el poder de discriminación de las técnicas (Hunter and Gaston, 

1988;  Hunter,  1990)  sin  considerar  los  alelos  nulos  empleando  el  software  “V‐Dice” 

(http://www.hpa‐bioinfotools.org.uk/cgi‐bin/DICI/DICI.pl).  Los  dendrogramas  se  generaron 

tratando  los  valores  como  categóricos  y  usando  el método  de  UPGMA.  Los MST  se  generaron 

tratando los valores como categóricos y considerando como prioritarios los perfiles de MLVA con 

el mayor número de SLV, los perfiles con mayor número de DLV y empleando el mayor número de 

perfiles posible. En el MST, los perfiles se agruparon siguiendo el criterio de que los componentes 

del mismo grupo presentaran como máximo una SLV y que  tuvieran como mínimo un perfil  de 

MLVA. 
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3.7. Técnica de Electroforesis en campo pulsante 

 

Los perfiles de PFGE de los aislados objeto de estudio fueron obtenidos aplicando el protocolo 

estandarizado descrito por Pulsenet International (www.pulsenetinternational.org/assets/PulseNet/uploads/pfge/PNL05_Ec‐

Sal‐ShigPFGEprotocol.pdf), que se compone de los siguientes pasos: 

 

 Siembra de las cepas en TSA e incubación a 37 °C durante 18‐24 h. 

 

 Preparación de suspensiones bacterianas en tampón CSB (Tris 100 mM, EDTA 100 mM) a pH 8, 

a razón de 2 ml por cepa, con proteinasa K (Roche), a razón de 0.5 mg/ml. 

 

 Ajuste de la densidad celular, haciendo una lectura de la absorbancia de las suspensiones a 420 

nm en el espectrofotómetro y ajustando a una absorbancia final de 0.8. Para diluir se usaba la 

solución de CSB a pH 8 con proteinasa K. 

 

 Preparación  de  los  bloques  de  agarosa,  empleando  una  agarosa  para  PFGE  (Pulsed  Field 

Certified Agarose, Bio‐Rad) al 1% en tampón TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) a pH 8. Se atemperaba 

en un baño  térmico a 54  °C  y  se mezclaba en proporción 1:1  con  la  suspensión bacteriana 

(tomando 500 µl de cada), se homogenizaba y se repartía en los moldes, dejando solidificar en 

nevera a 4 °C o en bandeja sobre hielo. 

 

 Lisis bacteriana en los bloques de agarosa, colocando los bloques ya solidificados en 2 ml de 

tampón de lisis (Tris 50 mM, EDTA 50 mM, sarkosyl 1%) a pH 8, a razón de 2 ml por cepa, con 

proteinasa K (añadida justo antes de su uso), a razón de 0.1 mg/ml. Se incubaba durante un 

mínimo de 2 h en un baño térmico en agitación a 54 °C. 

 

 Lavado de los bloques de agarosa, mediante 2 lavados en 5 ml de agua miliQ estéril y 5 lavados 

en 5 ml de tampón TE a pH 8 (7 lavados en total), todos ellos con el baño a 50 °C y en agitación. 

Una vez finalizado el último lavado los bloques de agarosa se guardaban en tampón TE fresco 

a 4 °C. 

 

 Digestión del ADN genómico, para lo cual se cortaba un tercio (inserto) del bloque de agarosa 

(los  dos  tercios  restantes  se  guardaban  en  TE  fresco  a  4  °C  por  si  era  necesario  repetir  la 

digestión), en dos fases: 
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o Pre‐incubación: por cada muestra se mezclaban 90 µl de agua miliQ estéril comercial 

(Sigma) con 10 µl de tampón H (Roche) y se incubaba a 37 °C durante 30 min. 

 

o Digestión: por cada muestra se mezclaban 90 µl de agua miliQ estéril comercial con 10 

µl de tampón H y 5 µl de enzima XbaI (Roche) (50 U por bloque) y se incubaba a 37 °C 

durante un mínimo de 4 h. 

 

 Preparación del gel de agarosa, empleando la misma agarosa que para los bloques, pero al 1.2% 

en tampón TBE 0.5x (Tris 44 mM, ácido bórico 44 mM, EDTA 1 mM). Una vez solidificado se 

colocaban  los  insertos de agarosa en  sus  correspondientes pocillos del gel  y  se  sellaban  los 

pocillos con agarosa al 1% en tampón TBE 0.5x. En las posiciones 1, 8 y 15 se colocaba un inserto 

de la cepa H9812 como referencia para la normalización del gel durante su análisis (Ilustración 

8). 

 

 Electroforesis, que se llevaba a cabo en un equipo CHEF Mapper® (Bio‐Rad), llenando la cubeta 

con 2.5 l de tampón TBE 0.5x y ajustando su temperatura a 14 °C, durante un total de 22 h con 

pulsos de 2.2 a 54.2 s en progresión lineal. Condiciones de la electroforesis: 

 

o Pulso inicial: 2.2 s. 

o Pulso final: 54.2 s. 

o Rampa: lineal. 

o Temperatura del tampón: 14 °C. 

o Tiempo: 22 h. 

o Voltaje: 6 V/cm. 

o Ángulo: 120º (60º/‐60º). 

 

 Tinción del gel en un baño con 1 µg/ml de bromuro de etidio (USB), añadiendo 50 µl de bromuro 

de  etidio  10  mg/ml  (USB)  a  500  ml  de  tampón  TBE  extraído  de  la  cubeta,  durante 

aproximadamente 45‐60 min en agitación suave. Transcurrido ese tiempo se procedía a lavar 

el gel en 500 ml de agua destilada durante otros 15‐30 min en agitación suave. 

 

 Adquisición de imágenes en formato TIFF empleando un equipo de fotocaptura Gel Doc XR (Bio‐

Rad). 
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 Análisis de  los archivos TIFF obtenidos se realizó mediante el software  InfoQuestTMFP (Bio‐ 

Rad),  usando  el  coeficiente  de  similaridad  de  Dice  y  el  método  UPGMA  para  generar 

dendrogramas. El valor de tolerancia fue calculado comparando los perfiles obtenidos en cada 

gel para la cepa H9812. En la asignación de bandas para la constitución de los distintos perfiles 

de PFGE,  los  fragmentos  con un peso molecular  inferior  a 33.3  kb  (situados por debajo del 

decimosexto  fragmento  en  el  patrón  de  la  cepa  H9812)  fueron  ignorados  en  el  análisis. 

Siguiendo las indicaciones del sistema PulseNet, se consideró como criterio de discriminación 

entre perfiles cualquier diferencia apreciable, es decir, una diferencia de un solo fragmento de 

restricción (Barrett et al., 2006). Las denominaciones de los perfiles de PFGE en aislados de E. 

coli O157:H7 mostradas en  la  tabla del apartado 3.1  son  las  asignadas en este estudio.  Sin 

embargo, las denominaciones de los perfiles de PFGE en aislados no‐O157 de los serogrupos 

O5, O91 y O146 mostradas en  las  tablas del apartado 3.1  son  las asignadas  inicialmente en 

estudios previos. Además, se realizó el cálculo del ID tal y como se menciona en el apartado 

3.6. 

 

Ilustración 8. Tamaño aproximado (en kb) de las bandas correspondientes al perfil de la cepa 

H9812 sometida a restricción con XbaI y electroforesis en las condiciones estándar de PFGE de 

PulseNet específicas para E. coli O157:H7. 

 

Fuente: (Hunter et al., 2005) 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Subtipificación de aislados de E. coli O157:H7 mediante la técnica de MLVA con el protocolo 

de Noller et al. (2003) 

 

Se identificó un total de 35 perfiles entre los 63 aislados analizados con este protocolo (Tabla 

12). Algunos de estos perfiles aglutinaron un gran número de aislados, como por ejemplo el perfil 

10 con 9 aislados, mientras que otros perfiles únicamente incluyeron un aislado (Ilustración 10). En 

todos los casos se consiguió la amplificación mediante PCR, si bien en el caso de TR1 en el aislado 

FVCC13 no se observaron repeticiones de la secuencia esperada al secuenciar el producto. 

 

Tabla 12. Perfiles de MLVA asignados a los aislados de E. coli O157:H7 aplicando el protocolo de MLVA de Noller et al. 

(2003). 

Referencia 
Nº de repeticiones

Perfil de MLVA 
TR1  TR2  TR3 TR4 TR5 TR6 TR7

FVCC1  9 25  6 4 5 2 7 5 

FVCC2  6 34  3 2 12 1 5 35 

FVCC3  8 18  4 2 5 2 8 4 

FVCC4  8 17  4 2 5 2 7 1 

FVCC5  8 17  4 2 5 2 7 1 

FVCC6  6 33  4 3 12 2 6 14 

FVCC7  8 17  4 2 5 2 7 1 

FVCC8  8 17  4 2 5 2 7 1 

FVCC9  6 32  4 3 12 2 6 15 

FVCC10  9 30  5 4 20 2 6 32 

FVCC11  9 27  5 4 20 2 6 33 

FVCC12  7 37  4 3 15 2 6 11 

FVCC13  0 18  4 1 4 2 4 6 

FVCC14  5 24  7 3 5 1 6 26 

FVCC15  9 30  5 5 20 2 4 34 

FVCC16  10  27  5 3 13 2 7 23 

FVCC17  11  26  5 3 13 2 7 24 

FVCC18  7 11  4 3 13 2 6 10 

FVCC19  13  14  6 4 8 2 8 27 

FVCC20  13  14  6 4 8 2 8 27 

FVCC21  13  14  6 4 8 2 8 27 

FVCC22  13  14  6 4 8 2 8 27 

FVCC23  7 11  4 3 13 2 6 10 

FVCC24  7 11  4 3 13 2 6 10 

FVCC25  7 11  4 3 13 2 6 10 



Resultados 

Página | 98  

Referencia 
Nº de repeticiones

Perfil de MLVA 
TR1  TR2  TR3 TR4 TR5 TR6 TR7

FVCC26  7  11  4  3 13 2 6 10 

FVCC27  7  11  4  3 13 2 6 10 

FVCC28  7  11  4  3 13 2 6 10 

FVCC29  7  11  4  3 13 2 6 10 

FVCC30  7  11  4  3 13 2 6 10 

FVCC31  7  28  6  3 5 2 6 19 

FVCC32  7  29  6  3 5 2 6 18 

FVCC33  7  28  6  3 5 2 6 19 

FVCC34  11  34  6  3 5 2 6 20 

FVCC35  6  27  3  3 17 2 7 25 

FVCC36  12  48  4  5 3 2 8 9 

FVCC37  8  58  3  3 9 2 6 22 

FVCC38  13  14  6  4 8 2 8 27 

FVCC39  13  14  6  4 8 2 8 27 

FVCC40  13  14  6  4 8 2 8 27 

FVCC41  7  29  6  3 5 2 6 18 

FVCC42  10  24  4  3 8 2 6 17 

FVCC43  13  17  5  3 9 2 6 21 

FVCC44  5  12  6  3 19 2 8 28 

FVCC45  5  12  6  3 19 2 8 28 

FVCC46  5  12  6  3 19 2 8 28 

FVCC47  5  12  6  3 19 2 8 28 

FVCC48  5  12  6  3 19 2 8 28 

FVCC49  8  20  4  2 5 2 7 3 

FVCC50  11  17  4  3 8 2 6 16 

FVCC51  11  17  4  3 8 2 6 16 

FVCC52  13  35  3  5 8 2 7 7 

FVCC53  13  35  3  5 8 2 7 7 

FVCC54  8  35  3  5 8 2 7 8 

FVCC55  8  18  4  2 5 2 7 2 

FVCC56  8  18  4  2 5 2 7 2 

FVCC57  8  18  4  2 5 2 7 2 

FVCC58  15  29  5  5 7 2 4 31 

FVCC59  8  34  5  6 18 2 4 29 

FVCC60  8  34  5  6 18 2 4 29 

FVCC61  6  22  4  3 16 2 6 12 

FVCC62  7  22  4  3 16 2 6 13 

FVCC63  11  24  4  5 18 2 4 30 
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Los IDs observados en cada una de las VNTR incluidas en este protocolo variaron entre 0.062 y 

0.939  (TR6  y  TR2  respectivamente)  (Tabla  13).  TR2  presentó  un  total  de  21  alelos  distintos, 

aportando junto con TR5 y TR1 la mayor diversidad. El poder de discriminación de la técnica de 

MLVA con el protocolo de Noller et al. (2003) fue de 0.959, con 35 perfiles distintos entre los 63 

aislados estudiados (Tabla 6 e Ilustración 9 y 10), mientras que para la técnica de PFGE fue de 0.975 

con 41 perfiles distintos (Tabla 6 e Ilustración 11). 

 

Tabla 13. Características de las VNTR y resultados obtenidos en los aislados de E. coli O157:H7 aplicando el protocolo de 

la técnica de MLVA descrito por Noller et al. (2003). 

VNTR 
Tamaño 

(pb) 

Secuencia repetitiva 

5’ – 3’ 

Nº de repeticiones  Nº 

alelos* 

Alelos 

nulos 
ID** 

Mínimo  Máximo 

TR1  6  AAATAG  5  15  11  +  0.862 

TR2  6  TGGCTC  11  58  21  ‐  0.939 

TR3  6  TATCTT  3  7  5  ‐  0.688 

TR4  6  TGCAAA  1  6  6  ‐  0.672 

TR5  6  AAGGTG  3  20  14  ‐  0.860 

TR6  18  TTAAATAATCTACAGAAG  1  2  2  ‐  0.062 

TR7  6  GACCAC  4  8  5  ‐  0.712 

* Número de alelos contando la presencia de alelos nulos. 

** ID: índice de diversidad sin considerar la presencia de alelos nulos. 

 

De acuerdo con la bibliografía consultada, tal y como se ha expuesto anteriormente, el criterio 

que se aplicó para el análisis de los resultados de la técnica de MLVA fue considerar como aislados 

con  un  origen  común,  o  pertenecientes  a  un mismo  clon,  aquéllos  cuyos  perfiles  presentaban 

variaciones de una o varias repeticiones en una sola VNTR (SLV) o incluso en dos (DLV), además de 

información  epidemiológica  que  lo  apoyara.  En  el  caso  de  la  técnica  de  PFGE,  empleada  como 

referencia en el análisis, de acuerdo con los criterios de Tenover et al. (1995) y Barrett et al. (2006), 

se consideraron como aislados con un origen común o pertenecientes a un mismo clon, aquéllos 

cuyos  perfiles  presentaban  diferencias  de  hasta  tres  fragmentos  de  restricción,  además  de 

información epidemiológica que lo apoyara. 

 

El análisis de los resultados se llevó a cabo considerando globalmente los 63 aislados objeto de 

estudio  (Ilustración  9‐11)  y  considerando  de  forma  separada  los  36  aislados  con  información 

epidemiológica disponible (Tabla 6, Ilustración 12‐19) por un lado y los 27 aislados sin información 

epidemiológica disponible (Tabla 6, Ilustración 20‐23) por otro. 
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De una parte, al considerar los aislados con información epidemiológica disponible se observó 

que  los  aislados  pertenecientes  a  las  explotaciones  1  (Ilustración  12)  y  3  (Ilustración  13),  la 

ganadería  1  (Ilustración  14)  y  la  finca  1  (Ilustración  15),  presentaron  perfiles  de  MLVA 

indistinguibles entre ellos. Al comparar los resultados con los obtenidos mediante PFGE (Ilustración 

11 a 15), aunque con esta técnica se obtuvo un mayor número de perfiles en todos los casos, éstos 

mostraron siempre diferencias de entre 1 y 3 fragmentos de restricción (similaridad > 91%). Éste es 

el caso, por ejemplo, de la explotación 1 (Ilustración 12), donde aislados con un solo perfil de MLVA 

(perfil 0010) presentaron hasta cuatro perfiles distintos de PFGE (0017, 0018, 0019 y 0020) aunque 

con una alta similaridad entre todos ellos (96.6%). 

 

De igual forma, entre los cinco aislados obtenidos a partir de tres pacientes implicados en un 

brote de infección ocurrido en un intervalo de aproximadamente 15 días (Ilustración 16) se observó 

un solo perfil de MLVA (perfil 0028). Tres de los aislados (FVCC44, FVCC47 y FVCC48) procedían del 

mismo paciente y fueron obtenidos a partir de muestras tomadas secuencialmente con varios días 

de diferencia. Este mismo hecho se apreció entre  los aislados FVCC55, FVCC56 y FVCC57  (perfil 

0002), procedentes de un caso esporádico de infección, obtenidos a partir de muestras del paciente 

tomadas también de manera secuencial (Ilustración 17). Además, al comparar este perfil (8‐18‐4‐

2‐5‐2‐7)  con  los  del  resto  de  la  colección,  se  identificó  un  perfil  (perfil  0003)  con  una  SLV  de 

diferencia (8‐20‐4‐2‐5‐2‐7) correspondiente a un aislado (FVCC49) obtenido a partir de las heces de 

un jabalí abatido un mes antes en la misma área de salud (Tabla 6). En ambas situaciones (brote y 

caso esporádico de infección), los aislados anteriormente mencionados mostraron perfiles de PFGE 

indistinguibles, incluso entre los aislados del caso esporádico y el aislado de jabalí (Ilustración 16 y 

17). 

 

Finalmente, entre los aislados pertenecientes a la explotación 2 (Ilustración 18) se obtuvieron 

dos perfiles de MLVA [perfil 0018: (7‐29‐6‐3‐5‐2‐6) y perfil 0019 (7‐28‐6‐3‐5‐2‐6)] con una SLV de 

diferencia y dos perfiles de PFGE (0037 y 0038) con dos fragmentos de restricción de diferencia 

entre ellos (93,7% de similaridad). De igual forma, los aislados obtenidos en la finca 2 (Ilustración 

19) presentaron dos perfiles distintos de MLVA [perfil 0007 (13‐35‐3‐5‐8‐2‐7) y perfil 0008 (8‐35‐3‐

5‐8‐2‐7)]  con  una  SLV  de  diferencia  y  tres  perfiles  distintos  de  PFGE  (0005,  0006  y  0007)  con 

diferencias de entre uno y dos fragmentos de restricción entre ellos (>95% de similaridad). 
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De otra parte, al considerar los aislados sin información epidemiológica disponible, aunque con 

ambas  técnicas  se  obtuvo  el  mismo  número  de  perfiles  (24  en  total)  (Ilustración  20  y  21),  se 

observaron discrepancias entre las técnicas en dos sentidos. Por un lado, se observaron casos de 

SLV o DLV entre perfiles de MLVA en aislados con perfiles de PFGE con más de 3 fragmentos de 

restricción de diferencia. Éste es el caso, por ejemplo, de  los perfiles de MLVA obtenidos en  los 

aislados FVCC3 [perfil 0004 (8‐18‐4‐2‐5‐2‐8)], FVCC4, FVCC5, FVCC7 y FVCC8 [perfil 0001 (8‐17‐4‐2‐

5‐2‐7)], que presentaron una DLV de diferencia, aunque se correspondieron con cuatro perfiles 

distintos de PFGE (0015, 0016, 0029 y 0030) con hasta seis fragmentos de restricción de diferencia 

entre ellos (85,7% de similaridad) (Ilustración 21). Este grupo de perfiles de MLVA mostraba a su 

vez una SLV de diferencia con los aislados del caso esporádico de infección (FVCC55 – FVCC57, perfil 

0002) y el aislado de  jabalí posiblemente relacionado con él  (FVCC49, perfil 0003), y en algunos 

casos  (perfiles  0029,  0030  y  0031)  se  correspondían  con  perfiles  de  PFGE  con  menos  de  tres 

fragmentos  de  restricción  de  diferencia  entre  ellos  (>92%  de  similaridad)  (Ilustración  22).  No 

obstante, la distancia temporal de los aislados y la falta de información epidemiológica impidieron 

establecer conclusiones acerca de sus relaciones clonales (Tabla 6). 

 

Por otro lado, se observaron perfiles de MLVA claramente diferentes en aislados con perfiles 

de PFGE  indistinguibles.  Éste es el  caso, por ejemplo, de  los perfiles de MLVA obtenidos en  los 

aislados FVCC52 [perfil 0007 (13‐35‐3‐5‐8‐2‐7)], FVCC63 [perfil 0030 (11‐24‐4‐5‐18‐2‐4)] y FVCC58 

[perfil  0031  (15‐29‐5‐5‐7‐2‐4)],  que  se  diferenciaron  en  cuatro  o  cinco  VNTR,  aunque  se 

correspondieron con un mismo perfil de PFGE (0005) (Ilustración 23). Es  también el caso de  los 

perfiles de MLVA obtenidos en los aislados FVCC35 [perfil 0025 (6‐27‐3‐3‐17‐2‐7)] y FVCC37 [perfil 

0022 (8‐58‐3‐3‐9‐2‐6)], que se diferenciaron en cuatro VNTR, aunque se correspondieron con un 

mismo perfil de PFGE (0022) (Ilustración 23). No obstante, la distancia temporal de los aislados y la 

falta de  información epidemiológica de nuevo  impidieron establecer conclusiones acerca de sus 

relaciones clonales (Tabla 6). 
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Ilustración 9. Dendrograma basado en los coeficientes categóricos correspondiente a los 63 aislados de E. coli O157:H7 

estudiados con el protocolo de la técnica de MLVA de Noller et al. (2003). 
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Ilustración 10. Árbol de mínima expansión correspondiente a los 63 aislados de E. coli O157:H7 estudiados mediante el protocolo de la técnica de MLVA de Noller et al. (2003). 

 

Círculo blanco: perfil representado por un solo aislado. Círculo morado: perfil representado por dos aislados. Círculo azul claro: perfil representado por 3, 4 o 5 aislados. Círculo azul 

oscuro: perfil representado por hasta 10 aislados.
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Ilustración 11. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice correspondiente a los 63 aislados de E. coli 

O157:H7 estudiados mediante PFGE. 
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Ilustración 12. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice de los nueve aislados de E. coli O157:H7 de 

origen ovino estudiados de la explotación 1 con el protocolo de la técnica de PFGE. 

 

 

 

 

Ilustración 13. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice de los dos aislados de E. coli O157:H7 de 

origen ovino estudiados de la explotación 3 con el protocolo de la técnica de PFGE. 

 

 

 

 

Ilustración 14. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice de los siete aislados de E. coli O157:H7 de 

origen bovino estudiados de la ganadería 1 con el protocolo de la técnica de PFGE. 
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Ilustración 15. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice de los dos aislados de E. coli O157:H7 

procedentes de ciervos estudiados de la finca 1 con el protocolo de la técnica de PFGE. 

 

 

 

 

Ilustración 16. Dendrograma basado en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de Noller et 

al. (2003) de los cinco aislados de E. coli O157:H7 estudiados en pacientes hospitalizados con gastroenteritis. 

 

 

 

 

Ilustración 17. Dendrograma basado en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de Noller et 

al. (2003) de los tres aislados de E. coli O157:H7 de origen humano y un aislado de origen suido estudiados. 
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Ilustración 18. Dendrogramas basados en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de Noller 

et al. (2003) y en el coeficiente de Dice (PFGE) de los cuatro aislados de E. coli O157:H7 de origen ovino estudiados de la 

explotación 2. 

 

 

 

 

Ilustración 19. Dendrogramas basados en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de Noller 

et al. (2003) y en el coeficiente de Dice (PFGE) de los tres aislados de E. coli O157:H7 de origen suido estudiados de la 

finca 2. 
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Ilustración 20. Dendrograma basado en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de Noller et 

al. (2003) correspondiente a los 27 aislados de E. coli O157:H7 sin relación epidemiológica conocida. 
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Ilustración 21. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice correspondiente a los 27 aislados de E. coli 

O157:H7 sin relación epidemiológica conocida con el protocolo de la técnica de PFGE. 
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Ilustración 22. Dendrogramas basados en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de Noller 

et al. (2003) y en el coeficiente de Dice (PFGE) de cuatro aislados de E. coli O157:H7 de origen ovino, tres aislados de 

origen humano y un aislado procedente de jabalí. 

 

 

 

Ilustración 23. Dendrogramas basados en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de Noller 

et al. (2003) y en el coeficiente de Dice (PFGE) de cuatro aislados de E. coli O157:H7 de origen ovino, tres aislados de 

origen humano y un aislado procedente de jabalí. 
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4.2. Subtipificación de aislados de E. coli O157:H7 mediante la técnica de MLVA con el protocolo 

de Lindstedt et al. (2007) 

 

Como ya se ha comentado en el punto 3.5 del Materiales y Métodos,  los productos de PCR 

obtenidos con la cepa control EDL933 fueron secuenciados y los resultados obtenidos se recogen 

en la Tabla 14. Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Lindstedt et al. (2007) a partir 

de la secuencia del genoma completo de la cepa EDL933 (número de acceso a GenBank: AE005174). 

El aislado de la cepa EDL933 empleado en el laboratorio mostró una repetición menos en la VNTR 

CVN001 y 22 repeticiones menos en CVN004. 

 

Tabla 14. Número de repeticiones en tándem y tamaño del producto de electroforesis capilar obtenidos en cada VNTR 

aplicando el protocolo de la técnica de MLVA de Lindstedt et al. (2007) con la cepa EDL933. 

Referencia 
Nº de repeticiones en tándem / Tamaño de producto de electroforesis capilar (pb)

CVN001  CVN002 CVN003 CVN004 CVN007 CVN014  CVN015

EDL933  6  477  12  446  4  433  7  311  14  392  6  137  10  230 

 

Tal y como se ha explicado en el punto 3.5 del Materiales y Métodos, a partir de los resultados 

obtenidos  con  la  cepa  EDL933,  se  estimaron  las  repeticiones  en  tándem  del  resto  de  aislados 

analizados. El tamaño de los productos de PCR obtenidos y su conversión en alelos se exponen en 

la Tabla 15. 

 

Tabla 15. Conversión en alelos de los productos de PCR obtenidos en la electroforesis capilar aplicando el protocolo de 

la técnica de MLVA de Lindstedt et al. (2007), tomando como referencia los productos obtenidos y secuenciados a partir 

de la cepa EDL933. 

Nº de 

repeticiones 

Tamaños de producto de electroforesis capilar (pb)* 

CVN001  CVN002 CVN003 CVN004 CVN007 CVN014  CVN015

1      386‐390         

2      401‐405    318‐322     

3    282‐286  416‐420    324‐328  117‐121   

4    300‐304  431‐435    330‐334  123‐127   

5  436‐440  318‐322  446‐450    336‐340  129‐133   

6  475‐479  336‐340  461‐465  294‐298  342‐346  135‐139  204‐208 

7  514‐516  352‐358  476‐480  309‐313  348‐352  141‐145  210‐214 

8    372‐376  491‐495  324‐328  354‐358  147‐151  216‐220 

9    390‐394  506‐510  339‐343  360‐364  153‐157  222‐226 

10    408‐412    354‐358  366‐370  159‐163  228‐232 

11    426‐430    369‐373  372‐376  165‐169  234‐238 

12    444‐448    384‐388  378‐382  171‐175   

13    462‐466    399‐403  384‐388  177‐181   

14          390‐394  183‐187   

15          396‐400  189‐193   

16          402‐406  195‐199   

17          408‐412  201‐205   
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Nº de 

repeticiones 

Tamaños de producto de electroforesis capilar (pb)* 

CVN001 CVN002  CVN003 CVN004 CVN007 CVN014  CVN015

18            207‐211   

19            213‐217   

20            219‐223   

21            225‐229   

22            231‐235   

23            237‐241   

24               243‐247   

25               249‐253   

* En negrita los productos obtenidos y secuenciados a partir de la cepa de referencia EDL933. 

 

Se identificó un total de 26 perfiles entre todos los 63 aislados analizados con este protocolo 

(Tabla 16). Algunos de estos perfiles aglutinaron un gran número de aislados, como por ejemplo el 

perfil 4 con 9 aislados, mientras que otros perfiles únicamente incluyeron un aislado (Ilustración 

25). 

 

Tabla 16. Perfiles de la técnica de MLVA asignados a los aislados de E. coli O157:H7 aplicando el protocolo de Lindstedt 

et al. (2007). 

Referencia 
Nº de repeticiones

Perfil de MLVA 
CVN001  CVN002  CVN003 CVN004 CVN007 CVN014 CVN015

FVCC1  6  10  6  9  15  9  10  20 

FVCC2  6  9  2  9  13  9  10  25 

FVCC3  6  9  5  7  15  7  10  12 

FVCC4  6  9  5  7  15  7  10  12 

FVCC5  6  9  5  7  15  7  10  12 

FVCC6  6  11  6  7  14  14  10  5 

FVCC7  6  9  5  7  15  7  10  12 

FVCC8  6  9  5  7  15  7  10  12 

FVCC9  6  11  6  7  14  14  10  5 

FVCC10  6  10  8  13  14  4  10  13 

FVCC11  6  10  8  13  14  4  10  13 

FVCC12  6  11  6  7  14  10  10  6 

FVCC13  6  11  3  7  14  5  7  8 

FVCC14  6  9  4  9  14  9  10  24 

FVCC15  6  10  3  9  12  9  10  15 

FVCC16  6  11  4  9  15  12  10  26 

FVCC17  6  11  4  9  15  12  10  26 

FVCC18  6  11  6  7  14  16  10  4 

FVCC19  6  10  5  9  16  6  10  21 

FVCC20  6  10  5  9  16  6  10  21 

FVCC21  6  10  5  9  16  6  10  21 
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Referencia 
Nº de repeticiones

Perfil de MLVA 
CVN001  CVN002  CVN003 CVN004 CVN007 CVN014 CVN015 

FVCC22  6  10  5  9  16  6  10  21 

FVCC23  6  11  6  7  14  16  10  4 

FVCC24  6  11  6  7  14  16  10  4 

FVCC25  6  11  6  7  14  16  10  4 

FVCC26  6  11  6  7  14  16  10  4 

FVCC27  6  11  6  7  14  16  10  4 

FVCC28  6  11  6  7  14  16  10  4 

FVCC29  6  11  6  7  14  16  10  4 

FVCC30  6  11  6  7  14  16  10  4 

FVCC31  6  9  4  9  14  7  10  23 

FVCC32  6  9  4  9  14  7  10  23 

FVCC33  6  9  4  9  14  7  10  23 

FVCC34  6  10  3  9  14  7  10  17 

FVCC35  6  11  6  7  15  19  10  7 

FVCC36  6  10  3  9  16  9  10  18 

FVCC37  6  11  6  7  14  14  10  5 

FVCC38  6  10  5  9  16  6  10  21 

FVCC39  6  10  5  9  16  6  10  21 

FVCC40  6  10  5  9  16  6  10  21 

FVCC41  6  9  4  9  14  7  10  23 

FVCC42  6  11  5  7  14  18  10  1 

FVCC43  6  11  5  7  14  18  10  1 

FVCC44  6  9  6  9  16  6  10  22 

FVCC45  6  9  6  9  16  6  10  22 

FVCC46  6  9  6  9  16  6  10  22 

FVCC47  6  9  6  9  16  6  10  22 

FVCC48  6  9  6  9  16  6  10  22 

FVCC49  6  10  5  7  15  11  10  11 

FVCC50  6  11  6  7  14  15  10  3 

FVCC51  6  11  6  7  14  15  10  3 

FVCC52  6  10  3  9  12  7  10  14 

FVCC53  6  10  3  9  12  7  10  14 

FVCC54  6  10  3  9  12  7  10  14 

FVCC55  6  10  4  7  15  11  10  10 

FVCC56  6  10  4  7  15  11  10  10 

FVCC57  6  10  4  7  15  11  10  10 

FVCC58  6  10  3  9  12  8  10  16 

FVCC59  6  10  4  7  15  16  10  9 

FVCC60  6  10  4  7  15  16  10  9 
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Referencia 
Nº de repeticiones

Perfil de MLVA 
CVN001  CVN002  CVN003 CVN004 CVN007 CVN014 CVN015

FVCC61  6  11  5  7  14  12  10  2 

FVCC62  6  11  6  7  14  14  10  5 

FVCC63  6  10  3  9  12  8  8  19 

 

Los IDs observados en cada una de las VNTR incluidas en este protocolo variaron entre 0 y 0.888 

(CVN001 y CVN014 respectivamente) (Tabla 17). CVN14 presentó un total de 14 alelos distintos, 

aportando junto con CVN003 y CVN007 la mayor diversidad. El poder de discriminación de la técnica 

de MLVA con el protocolo de Lindstedt et al. (2007) fue de 0.9488, con 26 perfiles distintos entre 

los 63 aislados estudiados (Tabla 6 e Ilustración 24 y 25), mientras que para la técnica de PFGE fue 

de 0.975, con 41 perfiles distintos (Tabla 6 e Ilustración 26). 

 

Tabla 17. Características de las VNTR y resultados obtenidos en los aislados de E. coli O157:H7 aplicando el protocolo de 

la técnica de MLVA de Lindstedt et al. (2007). 

VNTR 
Tamaño 

(pb) 

Secuencia repetitiva 

5’ – 3’ 

Nº  de 

repeticiones 
Nº 

alelos* 

Alelos 

nulos 
ID** 

Mínimo  Máximo 

CVN001  39  CAGCAGCCGCAACAACCGGTTGCGCCGCAGCAGCAATAT 6  6  1  ‐  0 

CVN002  18  TTAAATAATCCACAGGAG  9  11  3  ‐  0.668 

CVN003  15  TGCTACCCCGGACGG  2  8  6  ‐  0.756 

CVN004  15  AGCAGCAAAAGCGGC  7  13  3  ‐  0.538 

CVN007  6  ACCACG  12  16  5  ‐  0.705 

CVN014  6  TGCAGG  4  19  14  ‐  0.888 

CVN015  6  CATCAC  7  10  3  ‐  0.063 

* Número de alelos contando la presencia de alelos nulos. 

** ID: índice de diversidad sin considerar la presencia de alelos nulos. 

 

Los criterios empleados para el análisis de los resultados de la técnica de MLVA obtenidos con 

este segundo protocolo y de PFGE fueron los descritos en el punto 4.1 de Resultados. De nuevo, el 

análisis de los resultados se llevó a cabo considerando globalmente los 63 aislados objeto de estudio 

(Ilustración  24‐26)  y  considerando  de  forma  separada  los  36  aislados  con  información 

epidemiológica disponible (Tabla 6, Ilustración 27‐34) por un lado y los 27 aislados sin información 

epidemiológica disponible (Tabla 6, Ilustración 35‐39) por otro. 
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De una parte, al considerar los aislados con información epidemiológica disponible, se observó 

que todos los aislados pertenecientes a una misma explotación (Ilustración 27, 28 y 29), ganadería 

(Ilustración 30) o  finca  (Ilustración 31 y 32), presentaron perfiles de MLVA  indistinguibles entre 

ellos. Al comparar los resultados con los obtenidos mediante PFGE (Ilustraciones 26 a 32), aunque 

con  esta  técnica  se  obtuvo  un mayor  número  de  perfiles,  en  todos  los  casos  éstos mostraron 

siempre diferencias de entre 1 y 3 fragmentos de restricción (> 91% de similaridad). Este es el caso, 

por ejemplo, de la explotación 1 (Ilustración 27), donde aislados con un solo perfil de MLVA (perfil 

0004), presentaron hasta cuatro perfiles distintos de PFGE (0017, 0018, 0019 y 0020) aunque con 

una alta similaridad entre todos ellos (96.6% de similaridad). 

 

De igual forma, entre los cinco aislados obtenidos de tres pacientes implicados en un brote de 

infección hospitalizados en un intervalo de aproximadamente 15 días (Ilustración 33) se observó 

un solo perfil de MLVA (perfil 0022). Tres de los aislados (FVCC44, FVCC47 y FVCC48) procedían del 

mismo paciente y fueron obtenidos a partir de muestras tomadas secuencialmente con varios días 

de diferencia. Este mismo hecho se apreció entre  los aislados FVCC55, FVCC56 y FVCC57  (perfil 

0010), procedentes de un caso esporádico de infección, obtenidos a partir de muestras del paciente 

tomadas también de manera secuencial (Ilustración 34). Además, al comparar este perfil (6‐10‐4‐

7‐15‐11‐10) con los del resto de la colección, se identificaron dos perfiles [perfil 0011 (6‐10‐5‐7‐15‐

11‐10)  y  perfil  009  [6‐10‐4‐7‐15‐16‐10])  con  una  SLV  de  diferencia.  El  perfil  0011,  con  una  SLV 

consistente en una repetición más en CVN003, correspondió a un aislado (FVCC49) obtenido a partir 

de las heces de un jabalí abatido un mes antes en la misma área de salud (Tabla 6). El perfil 0009, 

con  una  SLV  consistente  en  cinco  repeticiones más  en  CVN014,  correspondió  con  dos  aislados 

obtenidos a partir de heces de ciervos abatidos en una finca de caza (Finca 1), pero sin relación 

epidemiológica conocida con los aislados del caso y del jabalí abatido. En ambas situaciones (brote 

y caso esporádico de infección y aislado del jabalí abatido), los aislados anteriormente mencionados 

mostraron perfiles de PFGE indistinguibles, salvo en el caso de los aislados de la Finca 1, que se 

diferenciaron en dos fragmentos de restricción entre ellas (94.7% de similaridad), y en más de tres 

fragmentos  de  restricción  con  respecto  a  los  aislados  del  caso  y  el  aislado del  jabalí  (84.8% de 

similaridad) (Ilustración 33 y 34). 
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De otra parte, al considerar los aislados sin información epidemiológica disponible, empleando 

la  técnica de MLVA con el protocolo de Lindstedt et al.  (2007)  se obtuvo un menor número de 

perfiles con respecto a  la  técnica de PFGE (17 frente a 24), ya que  la  técnica de MLVA con este 

protocolo agrupaba en un mismo perfil aislados con perfiles de PFGE con diferencias de hasta siete 

fragmentos de restricción (> 81.1% similaridad) y sin relación epidemiológica conocida. Éste es el 

caso, por ejemplo, de  los aislados FVCC42 y FVCC43,  cuyo perfil de MLVA  resultó  indistinguible 

(perfil 0001) aunque los aislados se obtuvieron a partir de una vaca y un jabalí, respectivamente, 

en dos Comunidades Autónomas distintas (Cáceres y Madrid) (Tabla 6) y sus perfiles de PFGE se 

diferenciaron hasta en cinco fragmentos de restricción (87.2% de similaridad) (Ilustración 37). En 

otro ejemplo de la misma situación, los aislados FVCC6, FVCC9, FVCC37 y FVCC62 presentaron un 

perfil  de  MLVA  indistinguible  (perfil  0005)  (Ilustración  38)  aunque  se  obtuvieron  a  partir  de 

animales (ganado ovino, a excepción del FVCC37, de origen bovino) situados en localizaciones muy 

distantes (Tabla 6) y sus perfiles de PFGE se diferenciaron hasta en cinco fragmentos de restricción 

(88.2% de similaridad). De igual forma, los aislados ovinos FVCC3, FVCC4, FVCC5, FVCC7 y FVCC8 

presentaron un perfil de MLVA indistinguible (perfil 0012) (Ilustración 39) pese a no tener ningún 

vínculo espacial ni temporal y presentar cuatro perfiles de PFGE con hasta cuatro fragmentos de 

restricción de diferencia entre ellos.  
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Ilustración 24. Dendrograma basado en los coeficientes categóricos correspondiente a los 63 aislados de E. coli 

O157:H7 estudiados con el protocolo de la técnica de MLVA de Lindstedt et al. (2007). 
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Ilustración 25. Árbol de mínima expansión correspondiente a los 63 aislados de E. coli O157:H7 estudiados mediante el protocolo de la técnica de MLVA de Lindstedt et al. (2007). 

 

Círculo blanco: perfil representado por un solo aislado. Círculo morado: perfil representado por dos aislados. Círculo azul claro: perfil representado por 3, 4 o 5 aislados. 

Círculo azul oscuro: perfil representado por hasta 10 aislados. 
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Ilustración 26. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice correspondiente a los 63 aislados de E. coli 

O157:H7 estudiados con el protocolo de PFGE. 
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Ilustración 27. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice de los nueve aislados de E. coli O157:H7 de 

origen ovino estudiados de la explotación 1 con el protocolo de PFGE. 

 

 

Ilustración 28. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice de los cuatro aislados de E. coli O157:H7 

de origen ovino estudiados de la explotación 2 con el protocolo de PFGE. 

 

 

Ilustración 29. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice de dos aislados de E. coli O157:H7 de 

origen ovino estudiados de la explotación 3 con el protocolo de PFGE. 

 

 

Ilustración 30. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice de los siete aislados de E. coli O157:H7 de 

origen bovino estudiados de la ganadería 1 con el protocolo de PFGE. 
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Ilustración 31. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice de dos aislados de E. coli O157:H7 

procedentes de ciervo estudiados de la finca 1 con el protocolo de PFGE. 

 

 

Ilustración 32. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice de tres aislados de E. coli O157:H7 

procedente de jabalí estudiados de la finca 2 con el protocolo de PFGE. 

 

 

Ilustración 33. Dendrograma basado en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de 

Lindstedt et al. (2007) de los cinco aislados de E. coli O157:H7 estudiados en pacientes hospitalizados con 

gastroenteritis. 

 

 

Ilustración 34. Dendrograma basado en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de 

Lindstedt et al. (2007) y en el coeficiente de similaridad de Dice (PFGE) de tres aislados de E. coli O157:H7 de origen 

humano, un aislado procedente de jabalí y dos procedentes de ciervo estudiados. 
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Ilustración 35. Dendrograma basado en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de 

Lindstedt et al. (2007) correspondiente a los 27 aislados de E. coli O157:H7 sin relación epidemiológica conocida. 

 

Ilustración 36. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice correspondiente a los 27 aislados de E. coli 

O157:H7 sin relación epidemiológica conocida con el protocolo de PFGE. 
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Ilustración 37. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice de dos aislados de E. coli O157:H7 sin 

relación epidemiológica procedentes de ganado bovino y jabalí con el protocolo de PFGE. 

 

 

 

Ilustración 38. Dendrogramas basado en el coeficiente de Dice (PFGE) de cuatro aislados de E. coli O157:H7 de origen 

ovino y bovino. 

 

 

Ilustración 39. Dendrograma basado en el coeficiente de Dice (PFGE) de cinco aislados de E. coli O157:H7 de origen 

ovino. 
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4.3. Análisis combinado de los resultados obtenidos para la subtipificación de aislados de E. coli 

O157:H7 con todas las técnicas empleadas 

 

4.3.1. Subtipificación de aislados de E. coli O157:H7 combinando el protocolo de  la  técnica de 

MLVA de Noller et al. (2003) con la técnica de PFGE 

 

Los resultados obtenidos combinando el protocolo de la técnica de MLVA de Noller et al. (2003) 

con la técnica de PFGE pueden observarse en la Ilustración 40. Se identificó un total de 47 perfiles, 

lo que aumentó el poder de discriminación de cada técnica por separado hasta 0.98. Como ya se ha 

comentado al analizar los resultados obtenidos con cada técnica por separado, los aislados de E. 

coli O157:H7 con información epidemiológica disponible fueron clasificados de manera congruente 

con ambas técnicas, por lo que en este caso el análisis combinado no supuso ninguna mejora en la 

clasificación de estos aislados. 

 

Sin  embargo,  en  el  caso  de  los  aislados  de  E.  coli  O157:H7  sin  información  epidemiológica 

disponible, el análisis combinado sí supuso una mejora en su clasificación con respecto a la obtenida 

con  cada  técnica  por  separado  (Ilustración  11).  Concretamente,  ya  no  se  observaron  perfiles 

indistinguibles y aumentaron las diferencias en porcentaje de similaridad entre aislados con y sin 

relación epidemiológica conocida. Por ejemplo, los tres aislados de la finca 2 (FVCC52, FVCC53 y 

FVCC54) se agruparon con una similaridad del 90.8% (perfiles 0042, 0043 y 0044), separando de 

dicha agrupación a dos aislados sin relación epidemiológica conocida (FVCC58 y FVCC63) pero con 

un perfil indistinguible de PFGE (perfil 0005). Se observó además una reducción de la similaridad 

con  respecto  a otros  aislados  sin  relación epidemiológica  conocida  (FVCC11,  FVCC15,  FVCC17  y 

FVCC62). 

 

No obstante, pese al análisis combinado persistió la duda relativa a la clasificación de los grupos 

de aislados FVCC3, FVCC4, FVCC5, FVCC7 y FVCC8, por un lado, FVCC61 y FVCC62, por otro, y FVCC6 

y FVCC9, por otro, que, según los resultados obtenidos con cada técnica por separado presentaron 

una alta similaridad. 
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Ilustración 40. Dendrograma basado en la media de los resultados obtenidos aplicando el protocolo de la técnica de 

MLVA de Noller et al. (2003) y técnica de PFGE correspondiente a los 63 aislados de E. coli O157:H7 estudiados. 
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4.3.2. Subtipificación de aislados de E. coli O157:H7 combinando el protocolo de  la  técnica de 

MLVA de Lindstedt et al. (2007) con la técnica de PFGE 

 

Los resultados obtenidos combinando el protocolo de la técnica de MLVA de Lindstedt et al. 

(2007) con la técnica de PFGE pueden observarse en la Ilustración 41. Se identificó un total de 45 

perfiles,  lo que aumentó el poder de discriminación de  cada  técnica por  separado hasta 0,979. 

Como ya se ha comentado al analizar los resultados obtenidos con cada técnica por separado, de 

nuevo,  los  aislados  de  E.  coli  O157:H7  con  información  epidemiológica  disponible  fueron 

clasificados  de  manera  congruente  con  ambas  técnicas,  por  lo  que  en  este  caso  el  análisis 

combinado no supuso ninguna mejora en la clasificación de estos aislados. 

 

Sin  embargo,  en  el  caso  de  los  aislados  de  E.  coli  O157:H7  sin  información  epidemiológica 

disponible, el análisis combinado sí supuso una mejora en su clasificación con respecto a la obtenida 

con cada técnica por separado (Ilustración 26). Concretamente, al combinar ambas técnicas ya no 

se observaron perfiles  indistinguibles y aumentaron  las diferencias en porcentaje de similaridad 

entre aislados con y sin relación epidemiológica conocida, si bien este aumento en los porcentajes 

de  similaridad  fue menos  acusado  que  en  el  apartado  anterior,  al  combinar  el  protocolo  de  la 

técnica de MLVA de Noller et al. (2003) y la técnica de PFGE. Por ejemplo, los tres aislados de la 

finca 2  (FVCC52, FVCC53 y FVCC54) se agruparon con una similaridad mayor del 97.9% (perfiles 

0001,  0002  y  0003),  separando  también  de  dicha  agrupación  a  dos  aislados  sin  relación 

epidemiológica conocida (FVCC58 y FVCC63) pero con un perfil indistinguible de PFGE (perfil 0005). 

En  este  caso,  el  análisis  combinado  sólo  permitió  reducir  la  similaridad  con  respecto  al  aislado 

FVCC15. 

 

De  nuevo,  como  ocurría  en  el  punto  anterior,  pese  al  análisis  combinado  persistió  la  duda 

relativa  a  la  clasificación  de  los  aislados  FVCC3,  FVCC4,  FVCC5,  FVCC7  y  FVCC8,  que,  según  los 

resultados obtenidos con cada técnica por separado, presentaron una alta similaridad. Lo mismo 

sucedió  con  otros  grupos  de  aislados  (FVCC10  y  FVCC11,  FVCC16  y  FVCC17,  FVCC37  y  FVCC62, 

FVCC6  y  FVCC9,  FVCC43  y  FVCC62),  que  presentaron  una  alta  similaridad  en  ausencia  de 

información epidemiológica. 
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Ilustración 41. Dendrograma basado en la media de los resultados obtenidos aplicando el protocolo de la técnica de 

MLVA de Lindstedt et al. (2007) y la técnica de PFGE correspondiente a los 63 aislados de E. coli O157:H7 estudiados. 
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4.3.3. Subtipificación de aislados de E. coli O157:H7 combinando los protocolos de la técnica de 

MLVA de Noller et al. (2003) y Lindstedt et al. (2007) 

 

Los  resultados obtenidos combinando  los protocolos de  la  técnica de MLVA de Noller et al. 

(2003) y Lindstedt et al. (2007) pueden observarse en la Ilustración 42. Se identificó un total de 35 

perfiles, lo que redujo el poder de discriminación del protocolo de la técnica de MLVA de Noller et 

al. (2003) por separado, aunque aumentó ligeramente el del protocolo de la técnica de MLVA de 

Lindstedt  et  al.  (2007)  por  separado  hasta  0.959.  Como  ya  se  ha  comentado  al  analizar  los 

resultados obtenidos con cada técnica por separado, de nuevo, los aislados de E. coli O157:H7 con 

información  epidemiológica  disponible  fueron  clasificados  de  manera  congruente  con  ambas 

técnicas, por lo que en este caso el análisis combinado no supuso ninguna mejora en la clasificación 

de estos aislados. 

 

Sin  embargo,  en  el  caso  de  los  aislados  de  E.  coli  O157:H7  sin  información  epidemiológica 

disponible, el análisis combinado sí supuso una mejora en su clasificación con respecto a la obtenida 

con cada técnica por separado (Ilustración 26). Concretamente, al combinar ambas técnicas ya no 

se observaron perfiles  indistinguibles y aumentaron  las diferencias en porcentaje de similaridad 

entre aislados con y sin relación epidemiológica conocida, si bien este aumento en los porcentajes 

de similaridad fue menos acusado que en el apartado 4.3.1, al combinar el protocolo de la técnica 

de MLVA de Noller et al. (2003) y la técnica de PFGE. Por ejemplo, los tres aislados de la finca 2 

(FVCC52, FVCC53 y FVCC54) se agruparon con una similaridad mayor del 92.9% (perfiles 0032 y 

0033), separando también de dicha agrupación a dos aislados sin relación epidemiológica conocida 

(FVCC58 y FVCC63) pero con un perfil indistinguible de PFGE (perfil 0005). En este caso, el análisis 

combinado sólo permitió reducir la similaridad con respecto al aislado FVCC15. 

 

De  nuevo,  como  ocurría  en  el  punto  anterior,  pese  al  análisis  combinado  persistió  la  duda 

relativa  a  la  clasificación  de  los  aislados  FVCC3,  FVCC4,  FVCC5,  FVCC7  y  FVCC8,  que,  según  los 

resultados obtenidos con cada técnica por separado, presentaron una alta similaridad. Lo mismo 

sucedió con otros grupos de aislados (FVCC6 y FVCC9, FVCC10 y FVCC11, FVCC16 y FVCC17), que 

presentaron una alta similaridad en ausencia de información epidemiológica. 
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Ilustración 42. Dendrograma basado en los coeficientes categóricos aplicando el protocolo de la técnica de MLVA de 

Noller et al. (2003) y Lindstedt et al. (2007) correspondiente a los 63 aislados de E. coli O157:H7 estudiados. 
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4.3.4. Subtipificación de aislados de E. coli O157:H7 combinando los protocolos de la técnica de 

MLVA de Noller et al. (2003) y Lindstedt et al. (2007) y la técnica de PFGE 

 

Los resultados obtenidos combinando los protocolos de Noller et al. (2003) y Lindstedt et al. 

(2007) con la técnica de PFGE pueden observarse en la Ilustración 43. Se identificó un total de 47 

perfiles, lo que aumentó el poder de discriminación de cada técnica por separado hasta 0.98. Como 

ya se ha comentado al analizar los resultados obtenidos con cada técnica por separado, de nuevo, 

los aislados de E. coli O157:H7 con información epidemiológica disponible fueron clasificados de 

manera congruente con ambas técnicas, por lo que en este caso el análisis combinado no supuso 

ninguna mejora en la clasificación de estos aislados. 

 

Sin  embargo,  en  el  caso  de  los  aislados  de  E.  coli  O157:H7  sin  información  epidemiológica 

disponible, el análisis combinado sí supuso una mejora en su clasificación con respecto a la obtenida 

con cada técnica por separado (Ilustración 26). Concretamente, al combinar ambas técnicas ya no 

se observaron perfiles  indistinguibles y aumentaron  las diferencias en porcentaje de similaridad 

entre aislados con y sin relación epidemiológica conocida, si bien este aumento en los porcentajes 

de similaridad fue menos acusado que en el apartado 4.3.1, al combinar el protocolo de la técnica 

de MLVA de Noller et al. (2003) y la técnica de PFGE. Por ejemplo, los tres aislados de la finca 2 

(FVCC52, FVCC53 y FVCC54) se agruparon con una similaridad mayor del 93.9% (perfiles 0004, 0005 

y  0006),  separando  también  de  dicha  agrupación  a  dos  aislados  sin  relación  epidemiológica 

conocida (FVCC58 y FVCC63) pero con un perfil indistinguible de PFGE (perfil 0005). En este caso, el 

análisis combinado sólo permitió reducir la similaridad con respecto al aislado FVCC15. 

 

De  nuevo,  como  ocurría  en  el  punto  anterior,  pese  al  análisis  combinado  persistió  la  duda 

relativa  a  la  clasificación  de  los  aislados  FVCC3,  FVCC4,  FVCC5,  FVCC7  y  FVCC8,  que,  según  los 

resultados obtenidos con cada técnica por separado, presentaron una alta similaridad. Lo mismo 

sucedió con otros grupos de aislados (FVCC10 y FVCC11, FVCC6 y FVCC9, FVCC59 y FVCC60), que 

presentaron una alta similaridad en ausencia de información epidemiológica. 
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Ilustración 43. Dendrograma basado en la media de los resultados obtenidos aplicando el protocolo de la técnica de 

MLVA de Noller et al. (2003) y Lindstedt et al. (2007) y la técnica de PFGE correspondiente a los 63 aislados de E. coli 

O157:H7 estudiados. 
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4.4. Subtipificación de aislados ECVT de los serogrupos O5, O91 y O146 mediante la técnica de 

MLVA con el protocolo de Lindstedt et al. (2007) 

 

El número de repeticiones en cada VNTR se estimó tal y como se ha explicado en el punto 4.2 

de esta misma sección de Resultados. En total se identificaron 20 perfiles distintos entre los 115 

aislados estudiados: 11 perfiles en ECVT O91, seis perfiles en ECVT O5 y cinco perfiles en ECVT O146. 

Las Tablas 18, 19 y 20 muestran el número de repeticiones obtenido para cada aislado en cada una 

de las VNTR incluidas en este protocolo. Algunos de estos perfiles aglutinaron un gran número de 

aislados,  como por ejemplo el perfil A4‐C4 o el perfil A5 con 19 y 17 aislados  respectivamente, 

mientras  que  otros  perfiles  únicamente  incluyeron  un  aislado  (Ilustración  47).  No  se  obtuvo 

producto de PCR para la VNTR CVN003 en ninguno de los aislados. 

 

Tabla 18. Perfiles de la técnica de MLVA asignados a los aislados de ECVT O5 aplicando el protocolo de Lindstedt et al. 

(2007). 

Referencia 
Nº de repeticiones  Perfil de la técnica de 

MLVA* CVN001  CVN002  CVN003  CVN004 CVN007 CVN014 CVN015

FCVTEC31  6  4  0  12  10  10  7  C4 

FCVTEC33  6  4  0  12  10  10  7  C4 

FCVTEC42  6  4  0  12  10  15  7  C2 

FCVTEC44  6  4  0  12  10  16  7  C1 

FCVTEC45  6  4  0  12  10  16  7  C1 

FCVTEC58  6  4  0  12  10  16  7  C1 

FCVTEC59  6  4  0  12  10  16  7  C1 

FCVTEC64  6  4  0  12  10  17  7  C6 

FCVTEC68  6  4  0  12  10  18  7  C5 

FCVTEC89  6  4  0  12  10  10  7  C4 

FCVTEC90  6  4  0  12  10  10  7  C4 

FCVTEC92  6  4  0  12  10  10  7  C4 

FCVTEC94  6  4  0  12  10  10  7  C4 

FCVTEC95  6  4  0  12  10  10  7  C4 

FCVTEC96  6  4  0  12  10  10  7  C4 

FCVTEC97  6  4  0  12  10  10  7  C4 

FCVTEC98  6  4  0  12  10  11  7  C3 

FCVTEC99  6  4  0  12  10  10  7  C4 

FCVTEC141  6  4  0  12  10  11  7  C3 

FCVTEC142  6  4  0  12  10  11  7  C3 

FCVTEC143  6  4  0  12  10  11  7  C3 

FCVTEC144  6  4  0  12  10  11  7  C3 

FCVTEC148  6  4  0  12  10  15  7  C2 

FCVTEC149  6  4  0  12  10  15  7  C2 

* En negrita, perfiles de la técnica de MLVA compartidos con aislados de ECVT O146. 
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Tabla 19. Perfiles de la técnica de MLVA asignados a los aislados de ECVT O91 aplicando el protocolo de Lindstedt et al. 

(2007). 

Referencia 
Nº de repeticiones  Perfil de la técnica de 

MLVA CVN001  CVN002  CVN003 CVN004 CVN007 CVN014 CVN015

FCVTEC6  7  4  0  12  3  14  7  B7 

FCVTEC7  7  4  0  12  3  13  7  B9 

FCVTEC8  7  4  0  12  3  13  7  B9 

FCVTEC11  7  4  0  12  3  14  7  B7 

FCVTEC12  7  4  0  12  3  14  7  B7 

FCVTEC13  7  4  0  12  3  14  7  B7 

FCVTEC14  7  4  0  12  3  14  7  B7 

FCVTEC15  7  4  0  12  3  14  7  B7 

FCVTEC22  7  4  0  12  3  7  7  B2 

FCVTEC23  7  4  0  12  3  7  7  B2 

FCVTEC24  7  4  0  12  3  7  7  B2 

FCVTEC36  7  4  0  12  3  12  7  B8 

FCVTEC37  7  4  0  12  3  12  7  B8 

FCVTEC38  7  4  0  12  3  12  7  B8 

FCVTEC39  7  4  0  12  3  12  7  B8 

FCVTEC49  7  4  0  12  3  9  7  B1 

FCVTEC50  7  4  0  12  3  9  7  B1 

FCVTEC62  7  4  0  12  3  9  7  B1 

FCVTEC66  7  4  0  12  3  24  7  B6 

FCVTEC67  7  4  0  12  3  24  7  B6 

FCVTEC65  7  4  0  12  3  24  7  B6 

FCVTEC69  7  4  0  12  3  24  7  B6 

FCVTEC71  7  4  0  12  3  13  7  B9 

FCVTEC73  7  4  0  12  3  6  7  B4 

FCVTEC74  7  4  0  12  3  6  7  B4 

FCVTEC75  7  4  0  12  3  6  7  B4 

FCVTEC76  7  4  0  12  3  6  7  B4 

FCVTEC77  7  4  0  12  3  6  7  B4 

FCVTEC79  7  4  0  12  3  5  7  B5 

FCVTEC80  7  4  0  12  3  5  7  B5 

FCVTEC81  7  4  0  12  3  5  7  B5 

FCVTEC82  7  4  0  12  3  8  7  B3 

FCVTEC83  7  4  0  12  3  8  7  B3 

FCVTEC84  7  4  0  12  3  5  7  B5 

FCVTEC85  7  4  0  12  3  5  7  B5 

FCVTEC86  7  4  0  12  3  5  7  B5 

FCVTEC87  7  4  0  12  3  5  7  B5 

FCVTEC91  7  4  0  12  3  13  7  B9 

FCVTEC93  7  4  0  12  3  13  7  B9 

FCVTEC100  7  4  0  7  3  11  7  B11 

FCVTEC101  7  4  0  7  3  11  7  B11 

FCVTEC102  7  4  0  7  3  11  7  B11 

FCVTEC108  7  4  0  12  3  8  7  B3 

FCVTEC109  7  4  0  12  3  8  7  B3 

FCVTEC115  7  4  0  7  3  11  7  B11 

FCVTEC116  7  4  0  7  3  11  7  B11 

FCVTEC119  7  4  0  7  3  12  7  B10 

FCVTEC120  7  4  0  7  3  12  7  B10 



Resultados 

Página | 134  

Referencia 
Nº de repeticiones  Perfil de la técnica de 

MLVA CVN001  CVN002  CVN003  CVN004 CVN007 CVN014 CVN015

FCVTEC121  7  4  0  7  3  12  7  B10 

FCVTEC130  7  4  0  7  3  11  7  B11 

FCVTEC131  7  4  0  7  3  11  7  B11 

FCVTEC135  7  4  0  7  3  11  7  B11 

 

Tabla 20. Perfiles de la técnica de MLVA asignados a los aislados de ECVT O146 aplicando el protocolo de Lindstedt et 

al. (2007). 

Referencia 
Nº de repeticiones 

Perfil de MLVA* 
CVN001  CVN002  CVN003 CVN004 CVN007 CVN014 CVN015

FCVTEC1  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC2  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC3  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC4  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC5  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC19  6  4  0  12  10  10  7  A4 

FCVTEC20  6  4  0  12  10  10  7  A4 

FCVTEC21  6  4  0  12  10  10  7  A4 

FCVTEC26  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC27  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC28  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC29  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC30  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC34  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC32  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC40  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC41  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC46  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC51  6  4  0  12  10  9  7  A3 

FCVTEC55  6  4  0  12  10  9  7  A3 

FCVTEC52  6  4  0  12  10  9  7  A3 

FCVTEC53  6  4  0  12  10  9  7  A3 

FCVTEC54  6  4  0  12  10  9  7  A3 

FCVTEC112  6  4  0  12  10  10  7  A4 

FCVTEC113  6  4  0  12  10  10  7  A4 

FCVTEC114  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC117  6  4  0  12  10  4  7  A5 

FCVTEC123  6  4  0  12  10  9  7  A3 

FCVTEC124  6  4  0  12  10  9  7  A3 

FCVTEC125  6  4  0  12  10  10  7  A4 

FCVTEC126  6  4  0  12  10  10  7  A4 

FCVTEC127  6  4  0  12  10  8  7  A2 

FCVTEC128  6  4  0  12  10  10  7  A4 

FCVTEC129  6  4  0  12  10  10  7  A4 

FCVTEC132  6  4  0  12  10  8  7  A2 

FCVTEC133  6  4  0  12  10  8  7  A2 

FCVTEC136  6  4  0  12  10  8  7  A2 

FCVTEC154  6  4  0  12  10  11  7  A1 

FCVTEC155  6  4  0  12  10  11  7  A1 

* En negrita, perfiles de la técnica de MLVA compartidos con aislados de ECVT O5. 
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Los  IDs  observados  en  cada  una  de  las  VNTR  incluidas  en  este  protocolo  variaron  entre  0 

(CVN002 y CVN015) y 0.912 (CVN014) (Tabla 21). CVN014 presentó un total de 16 alelos distintos 

aportando la mayor diversidad, mientras que, como ya se ha comentado, no se consiguió amplificar 

CVN003 en ninguno de los aislados. El poder de discriminación de la técnica fue de 0.9275, con 20 

perfiles distintos entre los 115 aislados estudiados (Tablas 18, 19 y 20 e Ilustraciones 44, 45, 46 y 

47), mientras que para la técnica de PFGE fue de 0.975, con 54 perfiles distintos (Tablas 7, 8 y 9 e 

Ilustraciones 48, 49 y 50). 

 

Tabla 21. Características de las VNTR y resultados obtenidos en los aislados de ECVT O5, O91 y O146 aplicando el 

protocolo de la técnica de MLVA de Lindstedt et al. (2007). 

VNTR 
Tamaño 

(pb) 

Secuencia repetitiva 

5’ – 3’ 

Nº repeticiones  Nº 

alelos* 

Alelos 

nulos 
ID** 

Mínimo  Máximo 

CVN001  39  CAGCAGCCGCAACAACCGGTTGCGCCGCAGCAGCAATAT 6  7  2  ‐  0.500 

CVN002  18  TTAAATAATCCACAGGAG  4  4  1  ‐  0 

CVN003  15  TGCTACCCCGGACGG  ‐  ‐  ‐  +  ‐ 

CVN004  15  AGCAGCAAAAGCGGC  7  12  2  ‐  0.175 

CVN007  6  ACCACG  3  10  2  ‐  0.500 

CVN014  6  TGCAGG  4  24  16  ‐  0.912 

CVN015  6  CATCAC  7  7  1  ‐  0 

* Número de alelos contando la presencia de alelos nulos. 

** ID: índice de diversidad sin considerar la presencia de alelos nulos. 

 

Los criterios empleados en el análisis de los resultados de las técnicas de MLVA y PFGE fueron 

los ya descritos en el punto 4.1 de Resultados. De acuerdo con la bibliografía consultada, tal y como 

se ha expuesto anteriormente, el criterio que se aplicó para el análisis de los resultados de la técnica 

de MLVA fue considerar como aislados con un origen común, o pertenecientes a un mismo clon, 

aquéllos cuyos perfiles presentaban variaciones de una o varias repeticiones en una sola VNTR (SLV) 

o  incluso en dos  (DLV), además de  información epidemiológica que  lo apoyara. En el caso de  la 

técnica de PFGE, empleada como referencia en el análisis, de acuerdo con los criterios de Tenover 

et  al.  (1995)  y  Barrett  et  al.  (2006),  se  consideraron  como  aislados  con  un  origen  común,  o 

pertenecientes  a  un mismo  clon,  aquéllos  cuyos  perfiles  presentaban  diferencias  de  hasta  tres 

fragmentos de restricción, además de información epidemiológica que lo apoyara. 

 

El  protocolo  de  la  técnica  de MLVA descrito  por  Lindstedt et  al.  en  2007  tan  sólo  permitió 

clasificar en un solo clúster los aislados de ECVT O91, ya que como puede observarse en la Tabla 22 

e Ilustración 47, dos perfiles de la técnica de MLVA de aislados de ECVT O5 fueron indistinguibles 

de los obtenidos en aislados de ECVT O146 (C4‐A4 y C3‐A1). Por el contrario, esta situación no se 
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dio al estudiar los mismos aislados mediante la técnica de PFGE, que clasificó en distintos clústeres 

los aislados de cada serogrupo. 

 

Tabla 22. Número de aislados, distribución de alelos y perfiles de la técnica de MLVA asignados a los aislados de ECVT 

O5, O91 y O146 aplicando el protocolo de Lindstedt et al. (2007). 

Serogrupo  Nº de aislados  Secuencia de alelos  Perfil de la técnica de MLVA 

O5 

10  6‐4‐0‐12‐10‐10‐7  C4 

5  6‐4‐0‐12‐10‐11‐7  C3 

3  6‐4‐0‐12‐10‐15‐7  C2 

4  6‐4‐0‐12‐10‐16‐7  C1 

1  6‐4‐0‐12‐10‐17‐7  C6 

1  6‐4‐0‐12‐10‐18‐7  C5 

O91 

8  7‐4‐0‐7‐3‐11‐7  B11 

3  7‐4‐0‐7‐3‐12‐7  B10 

7  7‐4‐0‐12‐3‐5‐7  B5 

5  7‐4‐0‐12‐3‐6‐7  B4 

3  7‐4‐0‐12‐3‐7‐7  B2 

4  7‐4‐0‐12‐3‐8‐7  B3 

3  7‐4‐0‐12‐3‐9‐7  B1 

4  7‐4‐0‐12‐3‐12‐7  B8 

5  7‐4‐0‐12‐3‐13‐7  B9 

6  7‐4‐0‐12‐3‐14‐7  B7 

4  7‐4‐0‐12‐3‐24‐7  B6 

O146 

17  6‐4‐0‐12‐10‐4‐7  A5 

4  6‐4‐0‐12‐10‐8‐7  A2 

7  6‐4‐0‐12‐10‐9‐7  A3 

9  6‐4‐0‐12‐10‐10‐7  A4 

2  6‐4‐0‐12‐10‐11‐7  A1 

* En negrita, perfiles de la técnica de MLVA compartidos entre ECVT del serogrupo O5 y O146. 

 

Del serogrupo O5, se analizaron 24 aislados procedentes de siete animales distintos de  tres 

explotaciones (Tabla 7). Empleando la técnica de MLVA, estos aislados se clasificaron en un total 

de seis perfiles distintos (C1‐C6) (Tabla 22) con una similaridad del 85.7% (Ilustración 44), que sólo 

presentaron diferencias en CVN014, mientras que la técnica de PFGE identificó 12 perfiles distintos 

con una similaridad del 82.9% (Ilustración 48). 

 

Del serogrupo O91, se analizaron 52 aislados procedentes de 18 animales de tres explotaciones 

(Tabla 8). Empleando la técnica de MLVA, estos aislados se clasificaron en 11 perfiles distintos (B1‐

B11)  (Tabla  22)  con  una  similaridad  del  71.5%  (Ilustración  45),  que  presentaron  diferencias 

principalmente  en  CVN004  y  CVN014.  Tan  sólo  en  un  caso  (Perfil  B10)  se  observó  una  SLV  en 

CVN007. Empleando la técnica de PFGE se identificaron 29 distintos con una similaridad del 74.7% 

(Ilustración 49). 
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Finalmente, del serogrupo de ECVT O146 se analizaron 39 aislados procedentes de 11 animales 

de tres explotaciones (Tabla 9). Empleando la técnica de MLVA, estos aislados se clasificaron en 

cinco  perfiles  distintos  (A1‐A5)  (Tabla  22)  con  una  similaridad  del  85.7%  (Ilustración  46),  que 

presentaron diferencias únicamente en CVN014. De nuevo, la técnica de PFGE identificó un mayor 

número de perfiles, 14 en total, con una similaridad del 85.4% (Ilustración 50). 

 

En  la  Tabla  23  puede  apreciarse  la  correspondencia  entre  los  perfiles  obtenidos mediante 

ambas técnicas en los aislados de cada explotación. Por una parte, se observa un mayor número de 

perfiles en la técnica de PFGE frente a la técnica de MLVA. Por otra, aparecen perfiles indistinguibles 

y altamente similares en aislados obtenidos en explotaciones distintas (Tabla 22 y 23). Por ejemplo, 

el perfil C1 de PFGE se identificó en las explotaciones 2 y 11 (Tabla 23 e Ilustración 48). De igual 

forma, los perfiles C1, C3 y C4 de la técnica de MLVA se identificaron en las explotaciones 1 y 2, 2 y 

11, y 1 y 2, respectivamente (Tabla 23 e Ilustración 44). De la misma manera, los perfiles A1 y A4 

de PFGE identificados en aislados de las explotaciones 1 y 7 se diferenciaron en un solo fragmento 

de restricción (96.8% de similaridad) (Tabla 23 e Ilustración 50). Este mismo hecho, se observó de 

forma más acusada entre perfiles de la técnica de MLVA, con diferencias de SLV o DLV entre aislados 

obtenidos en distintas explotaciones (Tablas 22 y 23). Por ejemplo, los perfiles C1 a C6 identificados 

en  aislados  del  serogrupo O5  (Tabla  22 e  Ilustración  44)  se  diferenciaron  por  SLVs  de  distinto 

número de copias en CVN014. No obstante, la falta de información epidemiológica que vinculara 

las explotaciones impidió establecer conclusiones acerca de sus relaciones clonales. 

 

Tabla 23. Correspondencia entre perfiles de las técnicas de PFGE y MLVA con el protocolo de Lindstedt et al. (2007) 

identificados en los aislados de cada explotación 

Serogrupo  Explotación  Perfiles de PFGE  Perfiles de MLVA 

O5 

1  C7, C9, C10  C1, C2, C4 

2  C1, C2, C4, C5, C6, C7, C8, C12  C1, C3, C4, C5, C6 

11  C1, C3, C13  C2, C3 

O91 

1  B1, B2, B5, B6, B8, B9, B10  B1, B2, B7, B8, B9 

2  B7, B11, B12, B13, B17, B18, B19, B20, B21, B22, B23, B24, B25  B1, B3, B4, B5, B6, B9 

7  B14, B15, B28, B29, B30, B31, B32, B33  B3, B10, B11 

O146 

1  A4, A5, A6, A7, A15, A17  A3, A4, A5 

7  A1, A2, A3, A16, A18, A19  A2, A3, A4, A5 

11  A10, A12  A1 

* En negrita, perfiles de la técnica de MLVA compartidos entre ECVT O5 y O146. 
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Ilustración 44. Dendrograma basado en los coeficientes categóricos correspondiente a los 24 aislados de ECVT O5 

estudiados con el protocolo de la técnica de MLVA de Lindstedt et al. (2007). 
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Ilustración 45. Dendrograma basado en los coeficientes categóricos correspondiente a los 52 aislados de ECVT O91 

estudiados con el protocolo de la técnica de MLVA de Lindstedt et al. (2007). 
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Ilustración 46. Dendrograma basado en los coeficientes categóricos correspondiente a los 39 aislados de ECVT del 

serogrupo O146 estudiados con el protocolo de la técnica de MLVA de Lindstedt et al. (2007). 
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Ilustración 47. Árbol de mínima expansión correspondiente a los 115 aislados de ECVT O5, O91 y O146 estudiados 

mediante el protocolo de la técnica de MLVA de Lindstedt et al. (2007). 

 

 

El tamaño de los círculos es proporcional al número de aislados. 

En verde: serogrupo O91. En rojo: serogrupo O146. En verde: serogrupo O5. 

 

 

Ilustración 48. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice correspondiente a los 24 aislados de ECVT 

O5 estudiados mediante PFGE. 
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Ilustración 49. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice correspondiente a los 52 aislados de ECVT 

O91 estudiados mediante PFGE. 
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Ilustración 50. Dendrograma basado en el coeficiente de similaridad de Dice correspondiente a los 39 aislados de ECVT 

O146 estudiados mediante PFGE. 
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Al  analizar  la  distribución  de  clones  entre  aislados  procedentes  de  animales  de  una misma 

explotación, se observó un escaso poder de discriminación de la técnica de MLVA, con el protocolo 

empleado, con respecto a  la técnica de PFGE (Ilustraciones 44 a 46 e  Ilustraciones 48 a 50). En 

todas las explotaciones en las que mediante PFGE se identificaron dos o más clones diferentes de 

un  mismo  serogrupo,  la  técnica  de  MLVA  fue  incapaz  de  distinguirlos.  Por  ejemplo,  entre  los 

aislados del serogrupo O5 de la explotación 2 se detectaron dos clones: los perfiles C1‐C2‐C4‐C5‐C6 

en el animal 12 y C7‐C8‐C12 en los animales 2 y 5. Mediante la técnica de MLVA, los aislados fueron 

clasificados en cinco perfiles (C1, C3, C4, C5 y C6) con una SLV de diferencia (Ilustración 52). En 

serogrupo O91, entre aislados de la explotación 1 se observaron dos clones: B1‐B2‐B5‐B6 en los 

animales 2, 4, 7 y 12 y B8‐B9‐B10 en el animal 9 (Ilustración 54). Mediante la técnica de MLVA, los 

aislados de ambos grupos de perfiles fueron clasificados en cinco perfiles (B1‐B2‐B7‐B8‐B9) con una 

SLV de diferencia. En el serogrupo O146, entre los aislados de la explotación 1 se detectaron dos 

clones: A4‐A5‐A6‐A7‐A15 en  los animales 1,8, 10 y 12, y A17 en el animal 6  (Ilustración 57). De 

nuevo, mediante MLVA ambos grupos de perfiles fueron clasificados en tres perfiles (A3‐A4‐A5) con 

una SLV de diferencia. 

 

 No obstante, la técnica de MLVA, con el protocolo empleado fue capaz de agrupar los aislados 

obtenidos a partir de un mismo animal de forma secuencial en un mismo clon, tal y como lo hizo la 

técnica de PFGE (Ilustraciones 44 a 46 e Ilustraciones 48 a 50). Esta situación se observó en todos 

los  aislados  secuenciales  de  cada  animal  en  todas  las  explotaciones  y  en  todos  los  serogrupos 

(Ilustraciones 51‐ 59). Por ejemplo, en la explotación 1, los tres aislados secuenciales del serogrupo 

O5 del animal 10 fueron clasificados en un mismo clon por ambas técnicas (Ilustración 51). En este 

mismo sentido, en el serogrupo O91, los cinco aislados secuenciales del animal 4 de la explotación 

1 (Ilustración 54), y en el serogrupo O146, los siete aislados secuenciales del serogrupo O146 del 

animal 8 en la explotación 1, fueron clasificados en un mismo clon por ambas técnicas (Ilustración 

57).  

 



Resultados 

Página | 145  
 

Ilustración 51. Dendrogramas basados en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de 

Lindstedt et al. (2007) y en el coeficiente de Dice (PFGE) correspondientes a la relación de aislados de ECVT del 

serogrupo O5 de la explotación 1 estudiados. 

 

 

 

Ilustración 52. Dendrogramas basados en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de 

Lindstedt et al. (2007) y en el coeficiente de Dice (PFGE) correspondientes a la relación de aislados de ECVT del 

serogrupo O5 de la explotación 2 estudiados. 
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Ilustración 53. Dendrogramas basados en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de 

Lindstedt et al. (2007) y en el coeficiente de Dice (PFGE) correspondientes a la relación de aislados de ECVT del 

serogrupo O5 de la explotación 11 estudiados. 

 
 

Ilustración 54. Dendrogramas basados en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de 

Lindstedt et al. (2007) y en el coeficiente de Dice (PFGE) correspondientes a la relación de aislados de ECVT del 

serogrupo O91 de la explotación 1 estudiados. 
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Ilustración 55. Dendrogramas basados en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de 

Lindstedt et al. (2007) y en el coeficiente de Dice (PFGE) correspondientes a la relación de aislados de ECVT del 

serogrupo O91 de la explotación 2 estudiados. 
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Ilustración 56. Dendrogramas basados en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de 

Lindstedt et al. (2007) y en el coeficiente de Dice (PFGE) correspondientes a la relación de aislados de ECVT del 

serogrupo O91 de la explotación 7 estudiados. 
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Ilustración 57. Dendrogramas basados en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de 

Lindstedt et al. (2007) y en el coeficiente de Dice (PFGE) correspondientes a la relación de aislados de ECVT del 

serogrupo O146 de la explotación 1 estudiados. 
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Ilustración 58. Dendrogramas basados en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de 

Lindstedt et al. (2007) y en el coeficiente de Dice (PFGE) correspondientes a la relación de aislados de ECVT del 

serogrupo O146 de la explotación 7 estudiados.  

 

Ilustración 59. Dendrogramas basados en los coeficientes categóricos con el protocolo de la técnica de MLVA de 

Lindstedt et al. (2007) y en el coeficiente de Dice (PFGE) correspondientes a la relación de aislados de ECVT del 

serogrupo O146 de la explotación 11 estudiados. 
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5. DISCUSIÓN 

 

La técnica de PFGE fue empleada por primera vez para la subtipificación del ECVT O157:H7 por 

Böhm  and  Karch  (1992)  y  es  considerada  el  método  de  referencia  o  “gold  standard”,  para  la 

subtipificación  tanto  de  esta  bacteria  como  de  mucho  otros  enteropatógenos  bacterianos 

(Lindstedt, 2005). Esta  técnica presenta una gran congruencia con  los datos epidemiológicos en 

situaciones de brote, es posible aplicarla en la subtipificación de distintas bacterias con un simple 

cambio  en  la  elección  de  las  enzimas  de  restricción  y  una  optimización  de  las  condiciones  de 

electroforesis,  y  produce  patrones  de ADN estables  y  reproducibles.  Sin  embargo,  aunque esta 

técnica ha sido ampliamente empleada presenta algunas limitaciones, como el tiempo que requiere 

su desempeño (entre 2 y 4 días), el coste inicial del equipamiento necesario y su laboriosidad para 

ser empleada en estudios con un amplio número de aislados (Cooley et al., 2007). 

 

Otra limitación importante es la interpretación de los resultados de la técnica de PFGE. Barret 

et  al.  (2006)  describen  la  presencia  de  perfiles  de  PFGE  no  reproducibles  debido  a  causas 

relacionadas con  la digestión  incompleta del ADN, con  la electroforesis y por trabajar, de forma 

accidental, con cultivos que no son puros. Según estos autores, la digestión incompleta del ADN es 

la que más frecuentemente provoca variaciones, con incrementos en el número de fragmentos de 

restricción de un perfil de PFGE. Además, la presencia de metilaciones del ADN en las secuencias 

de  reconocimiento  de  las  enzimas  de  restricción  también  puede  hacer  variar  el  número  de 

fragmentos en un perfil de PFGE (Sales et al., 2007). Por otro lado, si la electroforesis no se realiza 

correctamente,  la  identificación de  los  fragmentos de restricción puede ser complicada por una 

incorrecta  separación.  Cuando  ello  sucede,  dos  fragmentos  demasiado  juntos  podrían  ser 

interpretados como uno, produciendo una variación en el perfil de PFGE. 

 

Además, algunas cepas de ECVT O157 y no‐O157 no pueden ser subtipificadas mediante esta 

técnica (Lindstedt et al., 2007) debido a que presentan excesivas endonucleasas endógenas que 

degradan el ADN (Johnson et al., 1995; Izumiya et al., 1997; Pradel et al., 2001; Mora et al., 2004; 

Nielsen et al., 2004; Shima et al., 2004; Heinikainen et al., 2007). En algunos casos, la adición de 

tiourea  en  el  tampón  durante  la  electroforesis  previene  la  degradación  del  ADN  por  estas 

endonucleasas. En otras ocasiones,  la  técnica de PFGE no ofrece  la  capacidad de diferenciación 

necesaria. Un ejemplo de ello es la base de datos nacional del CDC PulseNet, que en 2006 contenía 

4 585 perfiles de PFGE únicos empleando la enzima XbaI de más de 15 000 aislados (Gerner‐Smidt 

et al., 2006). Aproximadamente el 53% de estos perfiles únicos de PFGE estaban representados por 

un  solo  aislados  (Hyytiä‐Trees  et  al.,  2006).  Además,  según  Hyytiä‐Trees  et  al.  (2006)  existen 
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muchos clústeres en  los que no es posible establecer  relaciones epidemiológicas, por  lo que es 

necesario el empleo de otras enzimas de restricción u otros métodos de subtipificación que están 

siendo desarrollados, como pueden ser la técnica de MLVA o la WGS. 

 

Igualmente, la técnica de MLVA, ha sido empleada con éxito para la subtipificación de aislados 

de ECVT (van Belkum et al., 1998; Lindstedt et al., 2013). Esta técnica ofrece potenciales ventajas 

sobre la técnica de PFGE, incluyendo la reducción de tiempo en ensayos y el bajo coste de algunos 

protocolos  (Caméléna et al.,  2019),  y  comparte  con ella  la posibilidad de  transferir datos entre 

laboratorios. 

 

Desde la publicación de los primeros protocolos de la técnica de MLVA para la subtipificación 

de  cepas  de  ECVT O157:H7  en  el  año  2003  (Lindstedt et  al.,  2003; Noller et  al.,  2003),  se  han 

optimizado protocolos tanto para ECVT O157 como no‐O157 (Keys et al., 2005; Hyytiä‐Trees et al., 

2006; Lindstedt et al., 2007; Kawamori et al., 2008). Los protocolos de la técnica de MLVA descritos 

por Keys et al. (2005) y Hyytiä et al. (2006) emplean 32 y 9 VNTR respectivamente, incluyendo las 

seleccionadas por Noller et al. (2003). 

 

En la primera parte de este estudio, se evaluó la aplicabilidad del protocolo de la técnica de 

MLVA de Noller et al.  (2003) para  la subtipificación de 63 aislados de E. coli O157:H7 de origen 

animal  y  humano,  con  y  sin  relación  epidemiológica  conocida.  Con  los  criterios  aplicados  en  el 

presente  trabajo,  en  todas  las  explotaciones,  ganaderías,  fincas,  brotes  y  casos  esporádicos  de 

infección  en  las  que  mediante  PFGE  se  identificaron  uno  o  más  clones  entre  los  aislados  con 

información epidemiológica disponible, el protocolo de la técnica de MLVA descrito por Noller et 

al.  (2003)  estableció  las mismas  relaciones  clonales  entre  los  aislados.  En  cuanto  al  análisis  de 

aislados sin  información epidemiológica disponible, ambas  técnicas clasificaron algunos aislados 

estableciendo  relaciones  clonales  no  explicables  con  la  información  existente.  No  obstante,  a 

diferencia de la técnica de PFGE, los resultados de este protocolo de la técnica de MLVA fueron más 

precisos a la hora de diferenciar aislados con y sin información epidemiológica, tal y como se deduce 

del  análisis  combinado  de  ambas  técnicas,  razón  por  la  cual  puede  ser  empleado  como 

complemento de la técnica de PFGE.  

 

Distintos trabajos han comparado la aplicabilidad de la técnica de MLVA en E. coli O157 con 

otras como PFGE y WGS (Lindstedt et al., 2004, 2007; Noller et al., 2003; Lindstedt et al., 2003; Keys 

et al.,  2005; Cooley et al.,  2007;  Kawamori et al.,  2008;  Izumiya et al.,  2010; Dyet et al.,  2011; 

Eriksson et al., 2011; Dallman et al., 2015; Butcher et al., 2016; Rowell et al., 2016; Rumore et al., 
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2016; Nakamura et al., 2018; Caméléna et al., 2019). Si bien no sería esperable una concordancia 

exacta entre  las  técnicas de PFGE, WGS y MLVA, dado que  los  fundamentos de  las mismas son 

distintos (Hyytiä‐Trees et al., 2006; Rowell et al., 2016), en muchos de estos trabajos comparativos 

se ha observado una buena congruencia entre ambas técnicas y la técnica de MLVA con protocolos 

que incluyeron las VNTR descritas por Noller et al. (2003), tal y como se ha puesto de manifiesto 

asimismo en esta primera parte del presente estudio. 

 

En este sentido, Noller et al. (2003) establecieron las mismas relaciones clonales en 21 aislados 

de E. coli O157:H7 de cinco brotes distintos mediante  las  técnicas de PFGE y MLVA. Además,  la 

técnica de MLVA clasificó igual que la técnica de PFGE 35 casos esporádicos de E. coli O157:H7, y 

fue  capaz  de  diferenciar  24  aislados  de  E.  coli  O157:H7  con  perfiles  de  PFGE  de menos  de  un 

fragmento de restricción de diferencia sin información epidemiológica disponible, tal y como se ha 

observado en nuestro estudio. Por tanto, esta es una de las ventajas relevantes que ofrece el uso 

de la técnica de MLVA para el subtipado de aislados de E. coli O157:H7. Asimismo, Keys et al. (2005), 

emplearon un protocolo de la técnica de MLVA con 37 VNTR que incluyó las descritas por Noller et 

al.  (2003)  y  establecieron  relaciones  clonales  similares  a  las  obtenidas  con  la  técnica  de  PFGE. 

Igualmente, observaron que la técnica de PFGE no fue capaz de diferenciar entre algunos aislados 

que, sin pertenecer a un mismo brote, presentaron cercanía temporal o geográfica, mientras que 

la técnica de MLVA sí lo hacía. No obstante, también apreciaron casos en los que la técnica de MLVA 

no fue capaz de diferenciar entre aislados claramente distintos mediante la técnica de PFGE. 

 

De la misma manera, en 2006, Hyytiä‐Trees et al. analizaron 44 aislados de E. coli O157:H7 de 

ocho brotes distintos, y observaron las mismas relaciones clonales que mediante la técnica de PFGE. 

El protocolo de la técnica de MLVA empleado incluyó las VNTR descritas por Noller et al. (2003) y 

dos VNTR más  (VNTR‐36 y VNTR37).  En este caso encontraron mayor congruencia entre ambas 

técnicas  cuando  se  incluyeron  los  resultados  de  PFGE  empleando  una  segunda  enzima  de 

restricción. Con este protocolo, la técnica de MLVA fue capaz de diferenciar los aislados de casos 

esporádicos indistinguibles mediante PFGE. En 2010, en Japón, Sakai et al. (2010b) estudiaron diez 

aislados de E. coli O157:H7 relacionados con un brote empleando un protocolo de la técnica de 

MLVA con nueve VNTR que incluyó las descritas por Noller et al. (2003). Dichos aislados presentaron 

perfiles de PFGE con un fragmento o menos de diferencia entre ellos, salvo un aislado con más de 

tres fragmentos de diferencia. El protocolo de la técnica de MLVA empleado permitió establecer 

las mismas relaciones clonales que la técnica de PFGE, ya que todos los aislados menos uno, con 

diferencias de repetición en ocho VNTR, fueron clasificados como un mismo clon. 
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Igualmente, en 2011, Konno et al. analizaron 18 aislados de E. coli O157:H7 de distintos casos 

de la Prefectura de Akita en Japón empleando las técnicas de PFGE y MLVA. Para la realización de 

la técnica de MLVA emplearon un protocolo con nueve VNTR que incluyó las descritas por Noller et 

al.  (2003).  Las  relaciones  clonales  establecidas  por  ambas  técnicas  fueron  similares,  si  bien  la 

técnica  de  MLVA  con  el  protocolo  descrito  fue  capaz  de  diferenciar  tres  casos  esporádicos 

identificados  como  un  clon mediante  PFGE.  Dyet  et  al.  (2011)  identificaron  relaciones  clonales 

empleando la técnica de MLVA y la técnica de PFGE. En este caso, los autores estudiaron 80 aislados 

de casos con enfermedad gastrointestinal en Nueva Zelanda. Entre estos aislados, analizaron 24 

con información epidemiológica disponible vinculado a ocho brotes familiares. El protocolo de la 

técnica de MLVA empleado incluyó todas las VNTR descritas por Noller et al. (2003) salvo TR2. Con 

la  técnica  de  MLVA  identificaron  ocho  clones  que  incluyeron  a  los  aislados  con  información 

epidemiológica disponible, mientras que con la técnica de PFGE, uno de los clones compuesto por 

dos aislados no fue detectado. Además, la técnica de MLVA consiguió diferenciar dos aislados sin 

información  epidemiológica  disponible,  pero  con  perfiles  indistinguibles  de  PFGE,  del  resto  de 

aislados pertenecientes a dos brotes domésticos. Watahiki et al. en 2014 analizaron 39 aislados de 

E. coli O157:H7 pertenecientes a un mismo brote mediante la técnica de PFGE y un protocolo de la 

técnica de MLVA que incluye las VNTR descritas por Noller et al. (2003) y dos VNTR más (VNTR‐36 

y VNTR37). De nuevo, ambas técnicas establecieron las mismas relaciones clonales. 

 

Al aplicar el protocolo de la técnica de MLVA descrito por Noller et al. (2003) sobre la colección 

de aislados estudiados se obtuvieron valores de ID más elevados en TR2, TR1 y TR5, hecho que ha 

sido descrito previamente por otros autores (Lindstedt et al., 2003; Noller et al., 2003; Keys et al., 

2005; Murphy et al., 2008; Urdahl et al., 2008; Dyet et al., 2011). Por el contrario, el menor valor 

de  ID  se  encontró  en  TR6  y  TR4,  hecho  que  también  ha  sido  observado  por  distintos  autores 

(Lindstedt et al., 2003; Dyet et al., 2011). El valor del ID refleja la diversidad de alelos que aporta 

cada una de las VNTR del protocolo estudiado y, por tanto, el poder de discriminación entre aislados 

que posee dicho protocolo. En el presente trabajo, la diversidad observada en TR2, TR1 y TR5 ha 

permitido  diferenciar  aislados  con  y  sin  relación  epidemiológica  evidente  que  sin  embargo 

presentaban perfiles de PFGE indistinguibles (Ilustración 23), por lo que estas han demostrado ser 

relevantes para la subtipificación genotípica de los aislados estudiados. En este mismo sentido, Keys 

et al. (2005) observaron que al comparar el poder de discriminación de las técnicas de MLVA y PFGE, 

las VNTR con valores de ID bajos o medios contribuyeron a diferenciar aislados de forma similar a 

la  técnica  de  PFGE,  mientras  que  las  VNTR  como  el  TR2  con  ID  elevados,  fueron  los  que 

desempeñaron  un  papel  más  relevante  para  discriminar  aislados  genéticamente  similares.  Por 

tanto, un protocolo ideal de la técnica de MLVA debería contener el número mínimo necesario de 
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VNTR con distintas tasas de mutación de forma que permita proporcionar una alta discriminación 

entre aislados no relacionados ni genética ni epidemiológicamente, a la vez que permita subtipificar 

de manera correcta aislados genéticamente similares y con relación epidemiológica. Las VNTR con 

tasas  de mutación  altas  pueden  discriminan  entre  relacionados  genéticamente  próximos,  pero 

pueden tener un valor limitado entre cepas no relacionadas debido a la homoplasia. Combinar estas 

VNTR con otras que dispongan de tasas de mutación bajas mitiga  los efectos de  la homoplasia, 

aunque estas proporcionen una menor discriminación entre aislados. 

 

Entre los aislados estudiados, tan sólo reparamos en la ausencia de repeticiones en la VNTR TR1 

del aislado FVCC13. En el mismo sentido, otros autores han observado la ausencia de repeticiones 

o de producto en esta misma VNTR (Keys et al., 2005; Hyytiä‐Trees et al., 2006; Murphy et al., 2008; 

Urdahl  et  al.,  2008;  Jenke  et  al.,  2010;  Prendergast  et  al.,  2011;  Yun  et  al.,  2011),  incluso  con 

frecuencias de aparición de un 80% y un 31% de alelos nulos en TR1 entre los aislados en los trabajos 

de Jenke et al. (2010) y Yun et al. (2011), respectivamente. Según Hyytiä‐Trees et al. (2006), estos 

resultados podrían responder a distintas situaciones, como fallos en la amplificación por PCR debido 

a mutaciones en las secuencias donde se unen los cebadores, o incluso, deleciones completas de la 

región VNTR y las secuencias flanqueantes. 

 

El análisis de los resultados de la técnica de MLVA permitió observar SLV con entre una y cinco 

repeticiones de diferencia entre aislados relacionados epidemiológicamente procedentes de una 

misma explotación de ganado ovino, una misma finca o en aislados secuenciales obtenidos a partir 

de un paciente y un jabalí abatido en la misma área de salud. En cuanto a la interpretación de la 

técnica de MLVA, no existen unos criterios comunes entre laboratorios, no obstante, Noller et al. 

(2003)  propusieron  que  aislados  con  variaciones  de  una  o  dos  repeticiones  en  una  sola  VNTR 

pueden tener un origen común y por tanto pertenecer a un mismo clon. Posteriores estudios sobre 

la presencia de mutaciones en las VNTR descritas en el protocolo de la técnica de MLVA de Noller 

et al. (2003) han demostrado que pueden observarse variaciones de múltiples repeticiones en una 

VNTR en aislados con un origen común (Noller et al., 2006; Vogler et al., 2006). Noller et al. (2006) 

observan mutaciones sobre todo en TR2, aunque también en TR5 y TR1. Casi todas las variaciones 

fueron incrementos de una copia de repetición, si bien observaron también deleciones de una copia 

e incrementos de dos y tres copias en TR2.  Por otro lado, Vogler et al. (2006) observan en su estudio 

que un 25.3% de las mutaciones (47/186) se debieron a cambios de entre dos y 20 repeticiones en 

una misma VNTR. Además, 12 de las 47 repeticiones incluyeron variaciones, casi todas deleciones, 

de más de cuatro repeticiones en una misma VNTR. Estos mismos resultados fueron confirmados 

en  2013  por  Bustamante  et  al.  que  obtuvieron  hasta  un  48%  de  variaciones  de  múltiples 
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repeticiones en una VNTR  (27/57). Además, un 57%  (14/27) de estas variaciones  se debieron a 

cambios de más de cuatro repeticiones en una misma VNTR.  

 

Varios autores han observado que la aceptación de SLV de una o dos repeticiones entre aislados 

pertenecientes a una misma cepa, criterio expuesto por Noller et al. (2003), no resultaba apropiado 

para la  interpretación de los resultados obtenidos. En 2008, Murphy et al. realizaron un estudio 

empleando el protocolo de  la  técnica de MLVA descrito por Noller et al.  (2003) para  identificar 

posibles  rutas  de  diseminación  de  E.  coli  O157  dentro  de  una  explotación  bovina.  Debido  a  la 

variabilidad  observada,  sobre  todo  en  TR2,  pocos  de  los  aislados  cumplían  el  criterio  de  SLV 

propuesto  por Noller et  al.  (2003).  Sin  embargo,  los  resultados obtenidos  en  el MST  (Figura  1) 

expuesto  por Murphy  et  al.  (2008)  sí  serían  congruentes  aplicando  el  criterio  empleado  en  el 

presente trabajo. Ese mismo año, Pei et al. 2008, realizaron un análisis empleando las técnicas de 

MLVA  y  PFGE  de  100  aislados  de  casos  esporádicos  de  infección  y  brotes  causados  por  ECEH 

O157:H7. En su trabajo, dos aislados (con referencias 051376 y 051377) de un brote intrafamiliar 

(F103) con perfiles de PFGE indistinguibles empleando dos enzimas de restricción, no cumplían el 

criterio de Noller et al. ya que presentaban un SLV con cuatro repeticiones de diferencia, por lo que 

podrían haber sido contemplados como aislados no relacionados analizando los datos obtenidos 

mediante la técnica de MLVA. Sin embargo, al aplicar los criterios empleados en el presente trabajo 

para la técnica de MLVA, dicho brote intrafamiliar sería correctamente clasificado. En los mismos 

términos, Sakai et al. (2010) encontraron variaciones de más de una copia en TR1 y TR2 de aislados 

con perfil  indistinguible de PFGE con XbaI asociados a un mismo brote. De nuevo, aplicando  los 

criterios  empleados  en  el  presente  trabajo  para  la  técnica  de  MLVA,  dichos  aislados  serían 

correctamente clasificados.  

 

Con estos precedentes, otros autores emplearon el mismo criterio que hemos asumido para la 

interpretación de la técnica de MLVA en este estudio. Un ejemplo de ello es el trabajo publicado 

por Butcher et al. (2016), en el que utilizan la técnica de MLVA con un protocolo que incluye las 

VNTR  descritas  por Noller et  al.  (2003),  sin  incluir  TR2  y  añadiendo  dos  VNTR más  (VNTR‐36  y 

VNTR37),  para  la  identificación  de  casos  de  infección  en  un  brote  de  ECVT  O157  asociado  al 

consumo de leche cruda de vaca. Los aislados obtenidos (tres a partir de heces de vaca y 14 aislados 

clínicos) presentaron perfiles indistinguibles o con SLV y DLV de varias repeticiones de diferencia 

con respecto al perfil de MLVA causante del brote. Otro ejemplo es el estudio realizado por (Rowell 

et  al.,  2016),  en  el  que  describen  y  estudian  un  brote  de  ECVT O157  asociado  al  contacto  con 

corderos empleando el mismo protocolo que en el trabajo anterior. Los 14 aislados obtenidos de 

pacientes afectados por el brote presentaron perfiles de MLVA indistinguibles o con SLV, mientras 
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que, de siete aislados de origen ovino, seis presentaron perfiles de MLVA indistinguibles con el perfil 

causante del brote y uno presentó DLV con varias repeticiones de diferencia. Estos resultados, los 

obtenidos  en  el  presente  trabajo  y  la  información  disponible  hasta  la  fecha  sobre  las  tasas  de 

mutación de las VNTR, indican que es necesario ampliar el criterio propuesto por Noller et al. (2003) 

para considerar que dos aislados pueden tener un origen común y por tanto pertenecer a un mismo 

clon. 

 

En la segunda parte de este estudio se evaluó la aplicabilidad del protocolo de la técnica de 

MLVA de Lindstedt et al. (2007) para la subtipificación genotípica de 63 aislados de E. coli O157:H7 

de origen animal y humano, con y sin relación epidemiológica conocida. Con los criterios aplicados 

en el presente trabajo, en todas las explotaciones, ganaderías, fincas, brotes y casos esporádicos 

de  infección en  las que mediante PFGE se  identificaron uno o más clones entre  los aislados con 

información epidemiológica disponible, el protocolo de la técnica de MLVA descrito por Lindstedt 

et al. (2007) estableció las mismas relaciones clonales entre los aislados. En cuanto al análisis de 

aislados sin  información epidemiológica disponible, ambas  técnicas clasificaron algunos aislados 

estableciendo relaciones clonales no explicables con la información existente, pero al contrario de 

lo que sucedía al aplicar el protocolo de la técnica de MLVA descrito por Noller et al.  (2003), se 

observó un número inferior de perfiles MLVA al comparar con PFGE, por lo que se obtuvo menor 

precisión a la hora de establecer relaciones clonales entre aislados sin información epidemiológica 

existente. No obstante, a diferencia del PFGE, los resultados de la técnica de MLVA con el protocolo 

descrito por Lindstedt et al. (2007) fueron más precisos a la hora de diferenciar aislados con y sin 

información epidemiológica, razón por la cual este protocolo puede ser igualmente empleado como 

complemento de la técnica de PFGE.  

 

En la bibliografía consultada, pocos estudios han aplicado el protocolo de la técnica de MLVA 

de  Lindstedt  et  al.  (2007)  para  la  subtipificación  genotípica  de  aislados  de  ECVT  O157:H7  de 

distintos  orígenes  como  en  el  presente  trabajo.  Cuando  se  ha  llevado  a  cabo,  ha  sido  sobre 

colecciones de ECVT de distintos serogrupos en las que había pocos aislados del serotipo O157:H7 

(menos de 15 aislados) y no se compararon los resultados con la técnica de PFGE (Bustamante et 

al., 2009b, 2012; Løbersli et al., 2012; Reyes‐Rodríguez et al., 2015) salvo en uno de ellos (Nakamura 

et al., 2018). No obstante, los estudios analizados obtienen resultados similares a los ya expuestos 

en esta segunda parte de nuestro estudio. 
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En este sentido, Bustamante et al. (2009b) estudiaron la aplicabilidad de este protocolo de la 

técnica de MLVA en 14 aislados ECVT O157:H7, de origen humano y bovino, y en aislados de otros 

serogrupos  ECVT.  Los  autores  destacaron  la  existencia  de  clonalidad  entre  los  aislados 

pertenecientes a varios serotipos incluyendo el ECVT O157:H7. Al analizar los resultados empleando 

el criterio expuesto en esta tesis doctoral, entre estos 14 aislados con y sin relación epidemiológica 

conocida (espacial y temporal) se observan seis clones. Los aislados con relación epidemiológica 

son correctamente clasificados, mientras que se establecen relaciones clonales no explicables entre 

aislados sin aparente relación epidemiológica (obtenidos en años distintos). 

 

En  2011,  Jenke  et  al.  estudiaron  42  aislados  de  la  colección  HUSEC,  que  incluye  todos  los 

serotipos  de  ECEH  causantes  de  SUH  aislados  en  Alemania  entre  1996  y  2006,  empleando  el 

protocolo de la técnica de MLVA de Lindstedt et al. (2007). Entre otros ECEH, incluyeron un aislado 

del serotipo O157:H7 y dos del serotipo O157:H‐. Aplicando el criterio empleado en el presente 

trabajo,  este  protocolo  de  la  técnica  de  MLVA  establecería  igualmente  relaciones  clonales  no 

explicables  entre  los  dos  aislados  del  serotipo  O157:H‐  (dos  perfiles  con  un  SLV  de  varias 

repeticiones) sin relación epidemiológica conocida, ya que fueron aislados en años distintos. Ya en 

2015, Reyes‐Rodríguez et al. analizaron, aplicando este mismo protocolo de la técnica de MLVA,  31 

aislados ECVT de distintos orígenes en México, entre los que había seis ECVT O157:H7 procedentes 

de ganado bovino de un mismo matadero. Todos los aislados ECVT O157:H7 menos uno, con tres 

VNTR de varias repeticiones de diferencia, serían clasificados como un mismo clon aplicando los 

criterios del presente trabajo.  

 

En 2018, Nakamura et al. estudiaron la clonalidad de 73 aislados ECVT de distintos serotipos 

obtenidos a partir de heces de bovino mediante la técnica de MLVA con el protocolo descrito por 

Lindstedt et al. (2007), y compararon los resultados con las técnicas PFGE y MLST. Entre los aislados 

analizados incluyeron nueve ECVT O157:H7 con relación epidemiológica conocida. Al igual que los 

resultados  observados  en  el  presente  trabajo,  establecieron  las  mismas  relaciones  clonales 

empleando las técnicas de PFGE y MLVA. 

 

Los resultados obtenidos al secuenciar los productos de PCR correspondientes a la cepa EDL933 

no coincidieron con los descritos por Lindstedt et al. (2007) obtenidos a partir de la secuencia del 

genoma completo de  la cepa EDL933 (número de acceso a GenBank: AE005174). Este hecho no 

resulta sorprendente, ya que se han descrito en varias publicaciones distintos perfiles de la técnica 

de MLVA para esta cepa empleando éste (Lindstedt et al., 2007; Bustamante et al., 2009b) y otros 

protocolos (Lindstedt et al., 2003; Keys et al., 2005; Hyytiä‐Trees et al., 2006; Yun et al., 2011) e 
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incluso haciendo análisis in silico a partir de la secuencia del genoma completo de la cepa EDL933 

(Bustamante et al., 2013). Estas diferencias pueden deberse a la presencia de cambios espontáneos 

en el genoma de la cepa de referencia a causa de variaciones en la temperatura de conservación y 

al número de ciclos de congelación‐descongelación y pases sucesivos a los que se ha visto expuesta 

esta cepa o la alta tasa de mutación detectada en algunas de sus VNTR (Bustamante et al., 2013). 

Estos problemas ya han sido resaltados a partir de  la experiencia de estudios entre  laboratorios 

para la estandarización de protocolos de la técnica de MLVA (Holmes et al., 2015). De hecho, en 

posteriores  trabajos  del  grupo  de  investigación  de  Lindstedt  han  empleado  otras  cepas  de 

referencia como la cepa HS de E. coli (número de acceso a GenBank: CP000802), ya que el aislado 

de la cepa EDL933 que tenían en el laboratorio presentaba variaciones con respecto a la secuencia 

depositada en GenBank. 

 

El número de repeticiones en tándem se estimó a partir de los resultados obtenidos en la cepa 

control. Al no haber realizado la secuenciación tipo Sanger de todos los productos de PCR obtenidos 

para cada aislado, asumimos el riesgo de que alguno de estas estimaciones pueda no coincidir con 

el  número  real  de  repeticiones  en  una  VNTR.  No  obstante,  en  la  bibliografía  consultada  es 

infrecuente observar estas discrepancias a la hora de determinar el número de repeticiones de una 

VNTR. De hecho, la mayoría de los protocolos de la técnica de MLVA propuestos emplean, igual que 

en el presente trabajo, la electroforesis capilar o la electroforesis en geles de agarosa o acrilamida 

(Hyytiä‐Trees et al., 2006; Lindstedt et al., 2007; Kawamori et al., 2008; Løbersli et al., 2012). 

 

Al  aplicar  el  protocolo  de  la  técnica  de MLVA  descrito  por  Lindstedt  et  al.  (2007)  sobre  la 

colección de aislados estudiados, se obtuvo el valor de ID más elevado en la VNTR CVN014, lo cual 

concuerda con lo descrito previamente por otros autores (Bustamante et al., 2009b, 2012; Jenke et 

al., 2011; Reyes‐Rodríguez et al., 2015). Por el contrario, la menor ID se obtuvo en las VNTR CVN001 

y CVN015, lo cual concuerda de nuevo con los estudios previos revisados (Bustamante et al., 2009b, 

2012;  Jenke  et  al.,  2011;  Reyes‐Rodríguez  et  al.,  2015).  Al  comparar  los  IDs  obtenidos  con  los 

observados en el protocolo de la técnica de MLVA de Noller et al., se aprecia la existencia de algunas 

VNTR con bajo valor de ID entre los aislados de E. coli O157:H7. Sin duda, este hecho es debido a 

que el protocolo de la técnica de MLVA de Lindstedt et al. (2007) fue diseñado para la subtipificación 

de aislados de E. coli en general,  independientemente de su serotipo, a diferencia del protocolo 

para esta técnica de Noller et al., diseñado para la subtipificación de E. coli O157:H7. Esta selección 

de  VNTR más  generalista  permite  su  aplicación  en  un  amplio  espectro  de  serotipos  de  E.  coli, 

perdiendo  capacidad  de  discriminación  en  serotipos  concretos.  Por  ejemplo,  esto  sucede  en 

serotipos  como  O20:H19,  O91:H21,  O113:H21,  O117:H7,  O145:H‐,  O171:H2,  O174:H21 
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(Bustamante et al.,  2009b;  Sanso et al.,  2018),  y  en menor medida,  en el O157:H7,  tal  y  como 

describen Bustamante et al. (2009b). Este hecho también se observó en nuestros resultados, ya que 

al emplear el protocolo de la técnica de MLVA de Lindstedt et al. (2007) se obtuvo un menor poder 

de  discriminación  con  respecto  al  protocolo  de  Noller  et  al.  (2003).  A  pesar  de  ello,  como 

demuestran distintos autores (Lindstedt et al., 2007; Bustamante et al., 2009b) y se observó en el 

presente trabajo (datos no mostrados), este protocolo de la técnica de MLVA dispone de poder de 

discriminación  suficiente  para  clasificar  todos  los  aislados  del  serotipo  O157:H7  en  un  clúster 

distinto con respecto al resto. 

 

En la tercera parte de este estudio se evaluó el análisis combinado de las técnicas empleadas 

(PFGE  y  los  protocolos  de  MLVA  estudiados)  con  respecto  a  la  técnica  de  PFGE  sola,  para  la 

subtipificación genotípica de 63 aislados de E. coli O157:H7 de origen animal y humano, con y sin 

relación epidemiológica conocida. Con los criterios aplicados en el presente trabajo, la combinación 

de la técnica de PFGE y el protocolo de la técnica de MLVA de Noller et al. (2003) fue la que ofreció 

mejoras con respecto al análisis de la subtipificación de aislados mediante la técnica de PFGE sola. 

Si bien el uso combinado de ambas técnicas no supuso mejora con respecto a la técnica de PFGE 

sola en la clasificación de los aislados E. coli O157:H7 con información epidemiológica disponible, 

el  uso  combinado  de  ambas  técnicas  sí  ofreció  una  mejor  clasificación  de  los  aislados  sin 

información epidemiológica disponible, aumentando el número de perfiles obtenidos. Ello supuso 

un incremento en el poder de discriminación de la combinación de las técnicas PFGE y MLVA con el 

protocolo de Noller et al. (2003) con respecto a la técnica de PFGE sola. 

 

Además  de  los  casos  ya  descritos  en  los  que  se  obtuvieron  resultados  similares,  en  2016, 

Rumore et al. ya destacaron esta capacidad de la técnica de MLVA para refinar los resultados de la 

técnica de PFGE en la subtipificación genotípica de aislados de E. coli O157:H7. En concreto, el uso 

de la técnica de MLVA con un protocolo que incluye las VNTR descritas por Noller et al. (2003) y dos 

VNTR más (VNTR‐36 y VNTR37) además de la técnica de PFGE, si bien estableció prácticamente las 

mismas  relaciones  clonales  que  la  técnica  de  PFGE  sola,  permitió  excluir  aislados  sin  relación 

epidemiológica en cerca de un 28% de los brotes estudiados. Estos resultados son coherentes con 

trabajos previos, que destacan la utilidad de la técnica de MLVA con protocolos que incluyen las 

VNTR  descritas  por  Noller  et  al.  (2003),  para  discriminar  entre  aislados  no  relacionados 

epidemiológicamente (Keys et al., 2005; Hyytiä‐Trees et al., 2006; Izumiya et al., 2010; Konno et al., 

2011). Estos resultados indican la aplicabilidad de la técnica por sí misma e incluso la conveniencia 

de su uso en combinación con la técnica de PFGE para facilitar la subtipificación de aislados de E. 

coli O157:H7. 
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En la cuarta parte de este estudio, se evaluó la aplicabilidad del protocolo de la técnica de MLVA 

de Lindstedt et al. (2007) para la subtipificación genotípica de 115 aislados ECVT de los serogrupos 

O5, O91 y O146,  todos de origen ovino,  con  relación epidemiológica  conocida  (aislados de una 

misma explotación y de un mismo animal dentro de la explotación) y sin relación epidemiológica 

conocida (aislados de distintas explotaciones). Con los criterios aplicados en el presente trabajo, 

tanto  la  técnica  de MLVA,  con  el  protocolo  empleado,  como  la  técnica  de  PFGE  establecieron 

relaciones  clonales  entre  aislados  de  distintas  explotaciones  no  explicables  con  la  información 

existente. Dentro de una misma explotación, cuando mediante la técnica de PFGE se identificaron 

uno o más clones entre los aislados con información epidemiológica disponible, el protocolo de la 

técnica de MLVA descrito por Lindstedt et al. (2007) fue incapaz de establecer las mismas relaciones 

clonales entre los aislados. No obstante, la técnica de MLVA, con el protocolo empleado, fue capaz 

de agrupar los aislados obtenidos a partir de un mismo animal de forma secuencial en un mismo 

clon, tal y como lo hizo la técnica de PFGE. 

 

Los  serogrupos O5, O91  y O146  han  sido  relacionados  con  brotes  de  enfermedad  en  seres 

humanos en Europa  (EFSA, 2013; EFSA and ECDC, 2018) y España  (Mora et al.,  2011).  Según  la 

bibliografía consultada, estos serogrupos han sido estudiados con la técnica de MLVA incluidos en 

colecciones  de  aislados,  pero  en  escaso  número  (menos  de  cinco  aislados)  (Bustamante  et  al., 

2009b, 2012; Döpfer et al., 2010; Jenke et al., 2011; Amézquita‐López et al., 2012; Cooley et al., 

2013; González et al., 2014; Haugum et al., 2014; Kumar et al., 2014c, 2014b; Wang et al., 2017; 

Nakamura et al.,  2018).  Tan  sólo un estudio  realizado por Hernández et  al.  en 2018 empleó el 

protocolo de la técnica de  MLVA descrito por Lindstedt et al. (2007) para la subtipificación de una 

colección de 22 aislados ECVT O91.  

 

Entre los resultados obtenidos, se observó la ausencia de amplificación de la VNTR CVN003 en 

todos los aislados de ECVT de los tres serogrupos estudiados. Hernández et al. (2018) también han 

observado recientemente dicha ausencia en ECVT O91 procedentes de ganado bovino y carne de 

origen bovino y aviar. De hecho, tal y como se observa en la Tabla 24, esta ausencia de amplificación 

de CVN003 ha  sido destacada  con  frecuencia  en  la  bibliografía.  Ya  en  2007,  Lindstedt et  al.,  al 

publicar su protocolo, apreciaron que esta VNTR no amplificaba en aislados de algunos serotipos, 

situación que fue confirmada en la posterior publicación de Løbersli et al. (2012), donde destacaron 

que CVN003 amplificó en serotipos concretos como O145:H8, O55:H7 y O157:H7. En este sentido, 

Sekse  et  al.  (2011),  Brandal  et  al.  (2012)  y  Krüger  et  al.  (2015)  fueron  incapaces  de  amplificar 

CVN003 en aislados del serotipo O26:H11, si bien Miko et al. (2009) sí lo consiguieron en el serotipo 
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O26:H32. Ello supone que CVN003 sea de utilidad sólo para la subtipificación de serotipos concretos 

de E. coli. 

 

Además, otros autores observaron ausencia de amplificación de otras VNTR de este protocolo 

cuando se ha aplicado en aislados de ECVT no‐O157 (Bustamante et al., 2009b, 2012; Prager et al., 

2011; Amézquita‐López et al., 2012; González et al., 2014; Kumar et al., 2014c; Reyes‐Rodríguez et 

al., 2015; Timmons et al., 2016; Wang et al., 2017). Por ejemplo, se ha destacado la ausencia de 

amplificación de CVN007 en aislados O103 (Lindstedt et al., 2007; Schimmer et al., 2008), O113 

(Sanso et al., 2018), O117 y O174 (Bustamante et al., 2009b), así como de CVN002 en aislados de 

O20 (Bustamante et al., 2009b) y de CVN0014 en aislados del serotipo O130:H11 (Fernández et al., 

2013). 
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Tabla 24. Referencias bibliográficas, serogrupos y antígeno H de E. coli en los que se ha estudiado la amplificación en la VNTR CVN003. 

¿Amplifica CVN003? Serogrupo  Antígeno H Referencia

No 

ONT 
NT/NM*/H2/H4*/H6/H7/H8/H10*/H12/H16*/H19/

H21/H34*/H40/ H42/H45/H51 

(Prager et al., 2011; Amézquita‐López et al., 2012; Bustamante et al., 2012; González et al., 

2014; Kumar et al., 2014c; Reyes‐Rodríguez et al., 2015; Wang et al., 2017) 

OR*  No analizado (Kumar et al., 2014c; Reyes‐Rodríguez et al., 2015)

O1  NT (Wang et al., 2017)

O2  NM/H25 (Prager et al., 2011; González et al., 2014; Kumar et al., 2014c)

O3  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O5  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O8  NT/H12/H16/H19/H25/H40 
(Amézquita‐López et al., 2012; Bustamante et al., 2012; González et al., 2014; Kumar et al., 

2014c; Reyes‐Rodríguez et al., 2015; Wang et al., 2017) 

O11  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O12  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O15*  NM/NT/H16 (Prager et al., 2011; Amézquita‐López et al., 2012)

O18  NT/H9/H12/H21 (Reyes‐Rodríguez et al., 2015; Wang et al., 2017)

O20*  NT/H12/H19 (Bustamante et al., 2009b, 2012; González et al., 2014; Wang et al., 2017)

O21  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O22*  H8 
(Bustamante et al., 2012; González et al., 2014; Kumar et al., 2014c; Reyes‐Rodríguez et al., 

2015) 

O25  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O26*  NM/H11/H32* (Miko et al., 2010; Sekse et al., 2011; Brandal et al., 2012; Krüger et al., 2015)

O27  NM (Wang et al., 2017)

O28*  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O30  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O33  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O35  No analizado (Kumar et al., 2014c)
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¿Amplifica CVN003? Serogrupo  Antígeno H Referencia

O37  H10 (Reyes‐Rodríguez et al., 2015)

O40  NM (Reyes‐Rodríguez et al., 2015)

O41  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O43  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O48  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O52  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O55*  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O60  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O63  H42 (Wang et al., 2017)

O64  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O69  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O73*  NT (Amézquita‐López et al., 2012)

O74  NT (Wang et al., 2017)

O75  H8 (Amézquita‐López et al., 2012)

O76  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O79  H19 (González et al., 2014)

O85*  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O88  H21 (González et al., 2014)

O91  NT/H8/H14/H21/H28/H40 
(Bustamante et al., 2009b, 2012; González et al., 2014; Wang et al., 2017; Hernández et al., 

2018) 

O93  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O95  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O97  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O102  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O103  NT/H2/H25 (Schimmer et al., 2008; Kumar et al., 2014c; Wang et al., 2017)
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¿Amplifica CVN003? Serogrupo  Antígeno H Referencia

O104  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O110*  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O111  H8 (Amézquita‐López et al., 2012)

O112**  H2/H21** 
(Bustamante et al., 2012; González et al., 2014; Kumar et al., 2014c; Reyes‐Rodríguez et al., 

2015) 

O113  NM/H2/H21 
(Bustamante et al., 2009b, 2012; González et al., 2014; Kumar et al., 2014c; Sanso et al., 

2018) 

O115  NT (Wang et al., 2017)

O116  H21 (González et al., 2014)

O117  H4/H7 (Bustamante et al., 2009b, 2012; González et al., 2014)(Reyes‐Rodríguez et al., 2015) 

O118  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O119  H45 (Wang et al., 2017)

O126  NT (Wang et al., 2017)

O127  NT (Wang et al., 2017)

O130  H11 (Bustamante et al., 2012; Fernández et al., 2013)

O136***  NM/H12/H16*** (Prager et al., 2011; Kumar et al., 2014c)

O141  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O146  H8/H21 (Amézquita‐López et al., 2012)

O152  H12 (Kumar et al., 2014c; Wang et al., 2017)

O153  H9 (Wang et al., 2017)

O154  H53 (Reyes‐Rodríguez et al., 2015)

O165  H16 (Kumar et al., 2014c)(Reyes‐Rodríguez et al., 2015)

O168  NT (Amézquita‐López et al., 2012; Kumar et al., 2014c)

O171  NM/NT/H2 (Bustamante et al., 2009b, 2012; González et al., 2014)

O172  No analizado (Kumar et al., 2014c)
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¿Amplifica CVN003? Serogrupo  Antígeno H Referencia

O173  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O174  H21 (Bustamante et al., 2009b, 2012; González et al., 2014)

O175  H28 (Prager et al., 2011)

O178  H19 (Bustamante et al., 2012; Fernández et al., 2013; González et al., 2014)

O185  H7 (González et al., 2014; Reyes‐Rodríguez et al., 2015)

Si 

ONT*  NM*/H4*/H10/H16/H34/H41 (Prager et al., 2011; Amézquita‐López et al., 2012; Kumar et al., 2014c; Wang et al., 2017) 

OR*  H7 (Reyes‐Rodríguez et al., 2015)

O7  H30 (Reyes‐Rodríguez et al., 2015)

O15*  H6 (Wang et al., 2017)

O20*  H4 (Amézquita‐López et al., 2012)

O22*  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O26*  H32* (Miko et al., 2010)

O28*  H16 (Wang et al., 2017)

O55*  H7 (Løbersli et al., 2012)

O73  H4 (Amézquita‐López et al., 2012)

O85  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O110*  No analizado (Kumar et al., 2014c)

O118*  H21 (Reyes‐Rodríguez et al., 2015)

O124  NT (Wang et al., 2017)

O136*/**

* 
H16*/***  (Reyes‐Rodríguez et al., 2015) 

O145  NM/H8 (Bustamante et al., 2009b, 2012; Løbersli et al., 2012)

O148  NT (Wang et al., 2017)

O157  H7 
(Bustamante et al., 2009b, 2012; González et al., 2014; Kumar et al., 2014c; Reyes‐Rodríguez 

et al., 2015) 
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¿Amplifica CVN003? Serogrupo  Antígeno H Referencia

O158  H9 (Wang et al., 2017)

O165  No analizado (Kumar et al., 2014c)

NT: No tipable y NM: antígeno H ausente (no móvil)

Los serotipos de E. coli de la colección ECOR empleados en la publicación de Lindstedt et al. (2007) no se incluyen en la tabla. 

*En estos serogrupos/serotipos de E. coli, tanto la presencia como la ausencia de amplificación en CVN003, ha sido observada en la bibliografía consultada. 

**Aparece en el texto de la publicación de González et al. (2014), pero no coincide con los datos presentados en la figura 1 (Dendrograma) del mismo trabajo. 

***Aparece en el texto de la publicación de Reyes‐Rodríguez et al. (2015), pero no coincide con los datos presentados en la figura 1 (Dendrograma) del mismo trabajo. 
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Al  aplicar  el  protocolo  de  la  técnica  de MLVA  descrito  por  Lindstedt  et  al.  (2007)  sobre  la 

colección de aislados estudiados, se obtuvo el valor de ID más elevado en VNTR CVN014, tal y como 

se observó entre los aislados de E. coli O157:H7 en el presente trabajo, circunstancia ya señalada 

por otros autores (Keys et al., 2005; Lindstedt et al., 2007; Bustamante et al., 2009b, 2012; Miko et 

al., 2010; Sekse et al., 2011; Franci et al., 2011; González et al., 2014; Krüger et al., 2015; Hernández 

et al., 2018; Sanso et al., 2018). Por el contrario, el menor ID se observó en las VNTR CVN002 y 

CVN015. En este caso, hay disparidad de resultados en la bibliografía consultada, ya que según el 

origen y  serogrupo de  los aislados analizados  la VNTR con menor  ID varió. No obstante, ambas 

suelen  aparecer  entre  las  que  menor  diversidad  ofrecieron  en  los  distintos  trabajos  que  han 

empleado este protocolo de la técnica de MLVA (Bustamante et al., 2009b; Franci et al., 2011; Jenke 

et al., 2011; Amézquita‐López et al., 2012; González et al., 2014; Hernández et al., 2018). 

 

El poder de discriminación de la técnica de MLVA con el protocolo empleado fue inferior al de 

la técnica de PFGE, y se obtuvieron 20 perfiles distintos entre los 115 aislados de ECVT estudiados. 

Esto  fue  debido  al  escaso  ID  de  las  VNTR  de  este  protocolo  de  la  técnica  de MLVA,  ya  que,  a 

excepción de VNTR CVN014, se observaron pocas diferencias entre los aislados analizados, hecho 

que dificultó el análisis de las relaciones clonales entre los mismos. Además, esta escasa diversidad, 

impidió separar en distintos clústeres los tres serogrupos analizados. Tan solo los aislados de ECVT 

O91  fueron  clasificados aparte,  ya que  se  identificaron perfiles  indistinguibles entre aislados de 

ECVT O5 y de ECVT O146 (C4‐A4 y C3‐A1). 

 

La escasa diversidad que ofrece este protocolo de la técnica de MLVA en algunos serogrupos 

ya  ha  sido  destacada  por  algunos  autores.  Recientemente,  Sanso  et  al.  (2018),  en  un  estudio 

realizado con 34 aislados de ECVT O113:H21, encontraron que la mayoría de los perfiles presentaba 

poca variación, con cambios tan solo debidos a  la VNTR CVN014. Por su parte, Hernández et al. 

(2018), en un estudio realizado con 22 aislados de ECVT O91, aunque obtuvieron diferentes perfiles 

de MLVA, éstos se diferenciaron en muchos casos debido a SLV de una sola repetición en la misma 

VNTR. Igualmente, la incapacidad de este protocolo de la técnica de MLVA para diferenciar entre 

serogrupos ya ha sido observada por otros autores previamente (Döpfer et al., 2010; Franci et al., 

2011; Jenke et al., 2011; Prager et al., 2011; González et al., 2014; Kumar et al., 2014c). 

 

Debido  a  resultados  similares  observados  por  otros  autores,  en  2012,  Løbersli  et  al. 

incorporaron dos VNTR adicionales (CVN016 y CVN017) al protocolo de la técnica de MLVA descrito 

por Lindstedt et al.  (2007), además de una secuencia CRISPR  (repeticiones palindrómicas cortas 

agrupadas  y  regularmente  interespaciadas,  del  inglés:  clustered  regularly  interspaced  short 
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palindromic repeat). Ello permitió incrementar el poder de discriminación de este protocolo de la 

técnica de MLVA, especialmente en los serogrupos O55, O103, O145 y O157 (Løbersli et al., 2012). 

No  obstante,  esta  mejora  no  se  observó  en  algunos  casos  ni  para  CVN017,  ni  para  el  CRISPR 

(Amézquita‐López et  al.,  2012).  Concretamente,  no  se  obtiene producto para CVN017 en O113 

(Sanso et  al.,  2018)  ni  en O91  (Hernández et  al.,  2018),  así  como  en muchos  otros  serogrupos 

(González et al., 2014; Timmons et al., 2016; Wang et al., 2017). Estas experiencias sugieren que 

para garantizar un mayor poder de discriminación habría de diseñar protocolos específicos de la 

técnica de MLVA para distintos conjuntos de serogrupos de E. coli no O157, lo cual limita mucho su 

aplicación. 

 

La técnica de MLVA ha resultado una herramienta útil para establecer las rutas de diseminación 

y  patrones  de  excreción,  subtipificar  cepas  de  ECVT  O157:H7  obtenidas  de  distintas  especies 

animales y realizar estudios longitudinales en explotaciones tanto de ganado bovino como ovino 

(Murphy et al., 2008; Urdahl et al., 2008; Kondo et al., 2010; Williams et al., 2013;  Jones et al., 

2017). En el caso de ECVT no‐O157, según la bibliografía consultada, la técnica no ha sido empleada 

para realizar estudios longitudinales. No obstante, algunas publicaciones sí que han subtipificado 

aislados  de  ECVT  no‐O157  de  origen  animal,  obtenidos  en  distintas  granjas  o  localizaciones, 

empleando la técnica de MLVA con el protocolo de Lindstedt et al. (2007) o con las modificaciones 

propuestas por Løbersli et al. (2012). En 2011, Sekse et al. aplicaron la técnica de MLVA sobre 129 

aislados del serotipo O26:H11, procedentes de 80 explotaciones ovinas de Noruega, y compararon 

los resultados con los obtenidos mediante la técnica de PFGE. A pesar de ser un serogrupo distinto 

a  los estudiados en el presente  trabajo, aplicando  los mismos  criterios de  interpretación de  las 

técnicas, los resultados que obtuvieron fueron similares. Por un lado, observaron poca diversidad 

de perfiles de MLVA entre los aislados de ECVT, en concreto, 16 perfiles con SLV o DLV en la VNTR 

CVN0014, principalmente. Por otro  lado, ambas técnicas establecieron relaciones clonales entre 

aislados de distintas explotaciones no explicables con la información existente. Finalmente, dentro 

de una misma explotación, cuando  identificaron mediante  la  técnica de PFGE uno o más clones 

entre los aislados con información epidemiológica disponible, el protocolo de la técnica de MLVA 

empleado fue incapaz de establecer las mismas relaciones clonales. 

 

En 2012, Amézquita‐López et al. aplicaron las técnicas MLVA y PFGE, empleando dos enzimas 

de restricción, sobre 37 aislados de ECVT de distintos serotipos, de origen ovino y bovino, obtenidos 

a  partir  de  cinco  lugares  de  muestreo.  Dentro  de  los  serotipos  estudiados,  analizaron  cuatro 

aislados del serotipo O146:H21. De nuevo, obtuvieron resultados similares. Empleando los mismos 

criterios  de  interpretación  que  en  el  presente  trabajo,  ambas  técnicas  establecieron  relaciones 
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clonales  entre  aislados,  del  mismo  serotipo  y  de  serotipos  distintos,  no  explicables  con  la 

información existente. De  forma análoga a  lo obtenido en el presente  trabajo, entre puntos de 

muestreo distantes y sin aparente relación, cuando la técnica de PFGE identificó clones distintos 

entre aislados de un mismo serotipo (como por ejemplo en aislados ECVT del serotipo O146:H21), 

la técnica de MLVA fue incapaz de diferenciarlos. Además, entre aislados de un mismo punto de 

muestreo y mismo serotipo, la técnica de MLVA fue incapaz de diferenciar aislados pertenecientes 

a clones distintos según la técnica de PFGE.  

 

Fernández  et  al.  (2013)  estudiaron,  mediante  la  técnica  de  MLVA,  37  aislados  de  ECVT 

O130:H11 y 25 aislados de ECVT O178:H19 obtenidos a partir de bovino lechero de cinco granjas 

sin aparente relación epidemiológica. Los resultados observados son similares a los del presente 

trabajo. En concreto, los autores encontraron una escasa diversidad de perfiles entre los aislados 

estudiados. En los aislados de ECVT O130:H11 sólo observaron un perfil de MLVA (5‐2‐30‐9‐8‐30‐

6), por lo que, según los autores, este protocolo no parece ser indicado para la subtipificación de 

este serotipo. Entre los aislados ECVT O178:H9, aplicando los criterios empleados en el presente 

trabajo, la técnica de MLVA con el protocolo de Lindstedt et al. (2007) clasificaría todos los aislados 

como pertenecientes a un mismo clon,  independientemente de  su granja de origen,  ya que  los 

perfiles se distinguen únicamente por SLV o DLV en las VNTR CVN001, CVN004 y CVN014. Por lo 

que, de nuevo, los resultados indican que el protocolo empleado tampoco sería adecuado para la 

subtipificación de aislados ECVT O178:H9. 

 

A tenor de los resultados obtenidos, cabe resaltar que ambos protocolos de la técnica de MLVA 

empleados para la subtipificación de E. coli O157 han demostrado su aplicabilidad en aislados con 

información  epidemiológica  disponible,  siendo  capaces  de  establecer  las  mismas  relaciones 

clonales que  la  técnica de PFGE. Además,  la  aplicación  conjunta de ambas  técnicas ofreció una 

mejor  clasificación  de  los  aislados  sin  información  epidemiológica  disponible,  en  especial  el 

protocolo de  la  técnica de MLVA descrito por Noller et  al.  en  2003.  Por  el  contrario,  según  los 

resultados  obtenidos,  la  técnica  de  MLVA  con  el  protocolo  empleado  no  es  aplicable  para  la 

subtipificación de aislados ECVT de los serogrupos O5, O91 y O146. La escasa diversidad observada 

entre las VNTR que componen el protocolo de la técnica de MLVA empleado dio como resultado 

una  falta  de  poder  de  discriminación  de  la  técnica,  que  fue  incapaz  de  establecer  las  mismas 

relaciones clonales que la técnica de PFGE entre aislados de una misma explotación. No obstante, 

la técnica de MLVA fue capaz de agrupar los aislados obtenidos a partir de un mismo animal de 

forma  secuencial  en  un mismo  clon,  tal  y  como  lo  hizo  la  técnica  de  PFGE.  Con  la  bibliografía 

consultada y los resultados observados parece evidente que para poder subtipificar aislados ECVT 
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no O157 empleando la técnica de MLVA, sería necesario ensayar protocolos con nuevas VNTR más 

apropiadas  y  específicas  capaces  de  discriminar  en  un  amplio  rango  de  serogrupos  o  incluso 

serotipos de ECVT. Esta  selección puede hacerse en  la actualidad gracias a  la generalización de 

nuevas técnicas como la WGS, ya que se dispone de una mayor cantidad de genomas completos de 

E. coli de distintos serogrupos. 
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6. CONCLUSIONES 

 

1. El  presente  trabajo  confirma  la  aplicabilidad  de  la  técnica  de  MLVA,  con  los  protocolos 

empleados, para la subtipificación de aislados de E. coli O157:H7 de origen animal y humano 

con y sin relación epidemiológica conocida, así como para el establecimiento de las relaciones 

clonales existentes entre ellos. 

 

2. El protocolo de la técnica de MLVA descrito por Noller et al.  (2003) puede ser empleado en 

paralelo al PFGE para aumentar el poder de discriminación del mismo, permitiendo establecer 

relaciones clonales más coherentes con la información epidemiológica disponible o en ausencia 

de dicha información. 

 

3. El protocolo de la técnica de MLVA de Lindstedt et al. (2007) empleado para la subtipificación 

de ECVT no‐O157 de los serogrupos O5, O91 y O146 no permite una discriminación apropiada 

para su aplicación sistemática en la subtipificación genotípica aislados de origen animal con y 

sin relación epidemiológica, ni para establecer las relaciones clonales existentes entre ellos. 

 

4. No obstante, a pesar del escaso poder de discriminación, este protocolo de la técnica de MLVA 

ha permitido el seguimiento de aislados de ECVT de los serogrupos O5, O91 y O146 obtenidos 

de manera secuencial a partir de un mismo individuo. 

 

5. Las limitaciones observadas en el uso del protocolo de la técnica de MLVA de Lindstedt et al. 

(2007) para  la subtipificación genotípica de aislados ECVT no‐O157 podrían superarse con la 

selección de nuevas VNTRs capaces de discriminar específicamente en cada serotipo. En este 

sentido,  la  generalización de  la  secuenciación masiva,  a  la que estamos asistiendo en estos 

últimos años, y  la  consiguiente publicación de genomas completos de aislados de E.  coli de 

diferentes serotipos en repositorios de acceso libre, facilitarán esta labor en un futuro próximo. 
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