UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA

FACULTAD DE CIENCIAS

VETERINARIAS

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar al titulo de

DOCTOR EN CIENCIAS VETERINARIAS

Prevalencia de Escherichia coli enterotoxigénico y Escherichia coli productor
de toxina Shiga en cerdos sin manifestacion clinica de diarrea de la provincia

de Buenos Aires
AUTOR: MOREDO, Fabiana Alicia
DIRECTOR: LEOTTA, Gerardo Anibal

CODIRECTOR: QUIROGA, Maria Alejandra

LUGAR DE TRABAJO: Laboratorio de Diagnostico e Investigaciones Bacterioldgicas y

Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos, FCV, UNLP

MIEMBROS DEL JURADO

LOJO, Maria Mercedes

PADOLA, Nora Lia

ZIELINSKY, Gustavo

2012



A mis amores, Cacho, Alicia, Martin, Tomas y Lola

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



AGRADECIMIENTOS

El presente trabajo de tesis es la culminacion de varios afios de trabajo intenso pero muy
gratificante, cuyos resultados espero puedan colaborar con los profesionales sanitaristas a

cargo de las explotaciones porcinas.

En primer lugar quiero agradecer a mi marido Martin por su presencia incondicional,
por su colaboracién en varias tareas relacionadas con este trabajo y especialmente por
bancar mis ausencias de casa. A mis padres, Cacho y Alicia, por haberne educado e

inculcado valores como dedicacion, responsabilidad, honestidad y especialmente amor.

Agradezco al Doctor Carlos Perfumo por haber apoyado mi propuesta de trabajo, sin
el cual no lo hubiesemos podido realizar. Al Doctor Néstor Stanchi por haberme autorizado a
dedicar parte de mi horario laboral, en el desarrollo de este proyecto, y a la Doctora Gabriela
Giacoboni por haberme permitido realizarlo en el Laboratorio de Diagnostico e

Investigaciones Bacteriologicas.

Agradezco a todos mis amigos, colegas y compafieros quienes de alguna manera
colaboraron para llevar a cabo este arduo trabajo: Pablo Pifieyro, Walter y Fabio Nievas.
German Vigo, Gaston Moré, Javier Cappuccio, integrantes del proyecto de incentivos al cual
pertenezco, personal docente y no docente del Laboratorio de Inmunoparasitologia y las
catedras de Virologia y Animales de Laboratorio. Al Médico Veterinario Santiago Corva por

su colaboracion en el analisis de datos.

A los Doctores Sanz y Etcheverria por haber realizado la serotipificacion de los

aislamientos.

A los Doctores Gabriel Gutkin y José Di Conza por habernos permitido utilizar su

programa informatico para el andlisis de los resultados de ERIC-PCR.

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



A Julio Copes, y en su hombre como profesor titular de la Catedra de Tecnologia de
los Alimentos a todo su personal por haber permitido que finalice este trabajo en el
Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos (LaMA). A mi nuevo grupo de trabajo lleno de

vitalidad y autenticidad Victoria, Florencia, Virginia, Lucia, Julian, Emanuel y Luciano.

Agradezco la cordialidad y colaboracion brindada por los doctores Nora Lia Padola,

Gustavo Zielinsky y Mercedes Lojo.

El mas especial de los agradecimientos como director y especialmente amigo, a
Gerardo por su apoyo incondicional en todos los momentos que nos toco atravesar. Y a

Alejandra, que acepté sumarse a nuestro proyecto con sus valiosisimos aportes.

Por fin agradezco a las autoridades de la Facultad de Ciencias Veterinarias, por
permitirnos a sus docentes generar conocimiento a través de nuestras formaciones de
posgrado, con la finalidad de volcarlos a la sociedad, uno de los objetivos principales de las

Universidades Publicas.

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



CITAS BIBLIOGRAFICAS CORRESPONDIENTES A LAS PUBLICACIONES

PARCIALES DEL TRABAJO DE TESIS

MOREDO F; PINEYRO P; QUIROGA MA; LEOTTA G. Toxigenic Escherichia coli, detection
in healthy pigs from Buenos Aires Province, Argentina. 7" International Symposium on Shiga
Toxin (Verocytotoxin) Producing Escherichia coli Infections. 10 al 13 de Mayo de 2009,

Buenos Aires, Argentina.

MOREDO F, PINEYRO P, CAPPUCCIO J, PELLEGRINO F, QUIROGA MA, PERFUMO CJ,
LEOTTA G. Deteccién, caracterizacion genotipica y sensibilidad antimicrobiana de
Escherichia coli enterotoxigénico y productor de toxina Shiga aislados de cerdos con
infeccion subclinica. X° Congreso de la Asociacion Latinoamericana de Veterinarios
Especialistas en Cerdos, X° Congreso Nacional de Produccion Porcina, realizado entre los
dias 8 y 11 de agosto de 2010 en Mendoza. En funcién de sus aportes al conocimiento, a

este trabajo le otorgaron el Primer Premio en el Area Sanidad.

MOREDO F, PINEYRO P, CAPPUCCIO J, QUIROGA MA, LEOTTA G. Deteccion,
caracterizacion genotipica y sensibilidad antimicrobiana de Escherichia coli productor de
toxina Shiga y Escherichia coli O157 no toxigénicos aislados a partir de cerdos sanos de la
Provincia de Buenos Aires. XX Congreso Latinoamericano de Microbiologia. IX Encuentro

Nacional de Microbiologia. 27 al 30 de setiembre de 2010, Montevideo, Uruguay.

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



iINDICE
TABLAS
FIGURAS
IMAGENES
ABREVIATURAS Y SIMBOLOS
1. INTRODUCCION
1.1  Escherichiacoli
1.1.1 Composicion de la pared celular
1.1.2 Membrana externa
1.1.3 Estructuras accesorias: flagelos y fimbrias
1.1.4 Estructura antigénica
1.1.4.1 Antigeno O
1.1.4.2 Antigeno K
1.1.4.3 Antigeno H
1.1.5 Factores de virulencia
1.1.6 Patogenicidad
1.1.7 Escherichia coli enteropatéogeno (EPEC)
1.1.8 Escherichia coli enterotoxigénico (ETEC)
1.1.8.1 Enterotoxinas producidas por ETEC
1.1.8.2 Factores de colonizacion
1.1.9 Escherichia coli enteroagregativo (EAEC)

1.1.10 Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC)

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias

indice

Pagina

VI

Xl
XV

XVII

11
11
11
12
13
14
15
24
25
37
40

44

VI



1.1.11 Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC)
1.1.12 Aislamiento y Tipificacion
1.1.12.1 Métodos tradicionales
1.1.12.2 Métodos moleculares
1.1.13 Subtipificacién
1.1.13.1 Métodos fenotipicos
1.1.13.2 Métodos genotipicos
1.2 Diarreas producidas por E. coli en cerdos
1.2.1 Diarrea neonatal
1.2.2 Diarrea posdestete y enfermedad de los edemas
1.3 Enfermedades Transmitidas por Alimentos
1.3.1 Situacion actual de las ETA causadas por STEC
1.3.2 Reservorios y vias de transmisién de STEC
1.3.3 El cerdo como reservorio de STEC
OBJETIVOS
2.1 Objetivo general
2.2 Objetivos particulares

MATERIALES Y METODOS

3.1 Toma de muestra, cultivos primarios y elaboracion de ADN molde

3.1.1 Toma de muestras
3.1.2 Cultivo primario

3.1.3 Elaboracién del ADN molde

3.2 Deteccion de cerdos portadores de genes de virulencia caracteristicos

de ETEC, STEC y Escherichia coli 0157

3.3 Aislamiento, caracterizacién feno y genotipica y subtipificacién

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias

indice | Vi

46

54

54

55

55

55

56

59

59

61

65

66

68

71

73

73

75

76

77

77

78

82



indice | Vi

molecular de los aislamientos de Escherichia coli toxigénicos y

Escherichia coli 0157 no toxigénicos

3.3.1 Metodologia de recuperacion de aislamientos de Escherichia coli 82

portadores de genes de virulencia

3.3.2 Caracterizacion fenotipica de los aislamientos de Escherichia coli 88
3.3.2.1 Pruebas fisiolégicas y bioquimicas 88
3.3.2.2 Sensibilidad antimicrobiana 89
3.3.2.3 Serotipificacion 90

3.3.3 Caracterizacion genotipica de los aislamientos de Escherichia coli 92

3.3.4 Subtipificacion 96
3.3.4.1 Subtipificacién fenotipica 96
3.3.4.2 Subtipificacién genotipica 96

4. RESULTADOS

4.1 Prevalencia de ETEC, STEC y Escherichia coli O157 no toxigénicos 99

4.2 Asociacion entre la presencia de los distintos genes con los grupos de 105

animales segln la edad de vida

4.3 Recuperacion de STEC, ETEC y Escherichia coli 0157 no toxigénicos 107

4.4 Caracterizacién fenotipica de STEC, ETEC y Escherichia coli O157 no
toxigénicos

4.4.1 Pruebas fisioldgicas y bioquimicas 109

4.4.2 Sensibilidad antimicrobiana 110

4.4.3 Serotipificacion 121

4.4.4 Caracterizacion genotipica 123

4.4.4.1 Caracterizacion genotipica de STEC 123

4.4.4.2 Caracterizacion genotipica de Escherichia coli 0157 124

125

4.4.4.3 Caracterizacion genotipica de EAEC

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



indice | IX

4.4.4.4 Caracterizacion genotipica de ETEC 126
4.4.5 Subtipificacién fenotipica
4.4.5.1 Biotipificacion 128
4.4.5.2 Serotipificacion 130
4.4.6 Subtipificacion molecular
4.4.6.1 STEC portadores de los genes stx; y stx, 131
4.4.6.2 STEC portadores del gen stx,e 134
4.4.6.3 Escherichia coli serotipo 0157 (no ETEC) 137
4.4.6.4 ETEC serotipo 0157 140
4.4.6.5 ETEC 144
4.4.6.6 ETEC portadores del gen stx,e 151
4.4.6.7 EAEC 154

4.4.7 Poder discriminatorio de las pruebas de subtipificacion 157

fenotipicas y genotipicas

. DISCUSION 159
. CONCLUSIONES 174
. BIBLIOGRAFIA 176
. ANEXO 197

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



TABLAS

Tabla 1. Principales patotipos de Escherichia coli asociados con diarrea neonatal en

lechones

Tabla 2. Serogrupos de ETEC frecuentemente asociados a diarrea posdestete en

cerdos

Tabla 3. Secuencia de oligonucleétidos y tamafios de productos amplificados para la
deteccion de ETEC, STEC y Escherichia coli 0157

Tabla 4. Secuencia de oligonucleétidos y tamafios de productos amplificados para la

caracterizacion genotipica de ETEC, STEC y Escherichia coli 0157

Tabla 5. Prevalencia de ETEC, STEC y Escherichia coli 0157 no toxigénicos, en cerdos

sin manifestacion clinica de diarrea

Tabla 6. Prevalencia de genes stxy, StX,, Stxse Y Stxso/Ifbo1s7 €n cerdos sin manifestacion

clinica de diarrea

Tabla 7. Prevalencia de eltA y estl detectados en cerdos sin manifestacién clinica de

diarrea

Tabla 8. Prevalencia de eltA y estl solos 0 combinados con otros genes, detectados en

cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

Tabla 9. Asociacion entre la presencia de los distintos genes con los grupos de

animales segun la edad de vida

Tabla 10. indice de recuperaciéon de cepas ETEC, STEC y Escherichia coli 0157 no

toxigénicos

Tabla 11. Genotipos de Escherichia coli recuperados a partir de cerdos sin

manifestacion clinica de diarrea provenientes de 11 granjas de produccién porcina

Tabla 12. Caracteristicas bioquimicas de STEC, ETEC y Escherichia coli O157 aislados

de cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

Tabla 13. Comportamiento de Escherichia coli toxigénicos y Escherichia coli O157 no
toxigénicos aislados de cerdos sin manifestacion clinica de diarrea frente a diferentes

antimicrobianos

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias

indice

Pagina

60

63

80

94

100

102

103

104

106

107

108

112

113

X



Tabla 14. Comportamiento de STEC, ETEC y E. coli 0157 no toxigénicos aislados de

cerdos sin manifestacion clinica de diarrea frente a diferentes antimicrobianos

Tabla 15. Comportamiento frente a diferentes antimicrobianos de STEC, ETEC y
Escherichia coli O157 no toxigénicos aislados de cerdos sin manifestacion clinica de

diarrea. Discriminacion por granja

Tabla 16. Fenotipos multirresistente de STEC, ETEC y Escherichia coli 0157 no

toxigénicos aislados de cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

Tabla 17. Patrones de resistencia antimicrobiana de STEC aislados de cerdos sin

manifestacion clinica de diarrea

Tabla 18. Patrones de resistencia antimicrobiana de Escherichia coli O157 no

toxigénicos y EAEC aislados de cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

Tabla 19. Patrones de resistencia antimicrobiana de ETEC aislados de cerdos sin

manifestacion clinica de diarrea

Tabla 20. Serotipos de STEC, ETEC y Escherichia coli 0157 no toxigénicos aislados de

cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

Tabla 21. Caracterizacion genotipica y serotipos de Escherichia coli productor de toxina

Shiga aislados de cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

Tabla 22. Caracterizacién genotipica y serotipos de Escherichia coli 0157 aislados de

cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

Tabla 23. Caracterizacién genotipica y serotipos de EAEC aislados de cerdos sin

manifestacion clinica de diarrea

Tabla 24. Caracterizacién genotipica y serotipos de ETEC aislados de cerdos sin

manifestacion clinica de diarrea

Tabla 25. Biotipos de STEC, ETEC y Escherichia coli 0157 no toxigénicos aislados de
cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

Tabla 26. Biotipos de STEC aislados de cerdos sin manifestacion clinica de diarrea
Tabla 27. Biotipos de ETEC aislados de cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

Tabla 28. Poder discriminatorio de las pruebas de subtipificacion fenotipicas y

genotipicas

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias

indice

114

115

116

118

119

120

122

124

125

126

127

128

129

130

158

Xl



indice | X

Tabla 29. Reacciones fisiolégicas y bioquimicas consideradas para la caracterizacién 198

fenotipica de Escherichia coli

Tabla 30. Puntos de corte utilizados para Enterobacterias segin CLSI 199

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



FIGURAS

Figura 1. Estructura de los monémeros de péptidoglicano

Figura 2. Estructura del lipopolisacarido de membrana externa

Figura 3. Esquematizacion del mecanismo de patogenicidad de EPEC y EHEC
Figura 4. Esquematizacion de la estructura de la enterotoxina termolabil (LT)

Figura 5. Esquematizacién del mecanismo de regulacion del operon eltAB

Figura 6. Esquema de un LPS y los posibles sitios de unién con la subunidad B de LT
Figura 7. Esquematizacion del mecanismo de accion de la toxina termoestable STa
Figura 8. Esquematizacién del mecanismo de patogenicidad de ETEC

Figura 9. Esquematizacion del mecanismo de patogenicidad de EAEC

Figura 10. Esquematizacion del mecanismo de patogenicidad de DAEC

Figura 11. Esquematizacién del mecanismo por el cual producen diarrea Escherichia
coli STh/AIDA-I

Figura 12. ETAPA 1: Procesamiento de las muestras
Figura 13. ETAPA 2: Deteccion de cerdos portadores de genes de virulencia

Figura 14a. ETAPA 3: Aislamiento, caracterizacion fenotipica y genotipica,
subtipificacion molecular de Escherichia coli toxigénicos y Escherichia coli O157 no

toxigénicos

Figura 14b. ETAPA 3: Aislamiento, caracterizacion fenotipica y genotipica,
subtipificacién molecular de Escherichia coli toxigénicos y Escherichia coli 0157 no

toxigénicos

Figura 14c. ETAPA 3: Aislamiento, caracterizaciéon fenotipica y genotipica,
subtipificacion molecular de Escherichia coli toxigénicos y Escherichia coli 0157 no

toxigénicos

Figura 14d. ETAPA 3: Aislamiento, caracterizacion fenotipica y genotipica,

subtipificacion molecular de Escherichia coli toxigénicos y Escherichia coli 0157 no

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias

indice

Pagina

22

26

28

30

34

39

43

45

64

78

81

84

85

86

87

Xl



toxigénicos

Figura 14e. ETAPA 3: Aislamiento, caracterizacion fenotipica y genotipica,
subtipificacion molecular de Escherichia coli toxigénicos y Escherichia coli 0157 no

toxigénicos

Figura 15. Distribucion de la prevalencia de cerdos portadores de ETEC, STEC y E. coli

0157 en funcion de la etapa productiva

Figura 16. Prevalencia de genes stx;, Stx, y stx,e €n cerdos sin manifestacion clinica de

diarrea discriminada segun la etapa productiva

Figura 17. Prevalencia de genes eltA y estl en cerdos sin manifestacion clinica de

diarrea discriminada segun la etapa productiva

Figura 18. Dendograma de STEC aislados de cerdos sin manifestacion clinica de

diarrea

Figura 19. Dendograma de STEC portadores del gen stx,. aislados de cerdos sin

manifestacion clinica de diarrea

Figura 20. Dendograma de Escherichia coli 0157 aislados de cerdos sin manifestacion

clinica de diarrea

Figura 21. Dendograma de ETEC 0157 aislados de cerdos sin manifestacion clinica de

diarrea

Figura 22a. Dendograma de ETEC aislados de cerdos sin manifestacion clinica de

diarrea

Figura 22b. Dendograma de ETEC aislados de cerdos sin manifestacion clinica de
diarrea

Figura 23. Dendograma de ETEC portadores del gen stx,. aislados de cerdos sin

manifestacion clinica de diarrea

Figura 24. Dendograma de EAEC aislados de cerdos sin manifestacién clinica de

diarrea

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias

indice

88

100

102

103

133

136

139

143

147

150

153

156

XV



IMAGENES

Imagen 1. Patrones de adherencia de Escherichia coli enteropatégeno

Imagen 2. Lesidn de adhesion y barrido ocasionada Escherichia coli enteropatégeno
Imagen 3. ETEC adheridos a enterocitos porcinos

Imagen 4. Patron de adherencia agregativa en células HEp-2

Imagen 5. Adherencia agregativa que define a EAEC

Imagen 6. Adherencia Difusa tipica de DAEC

Imagen 7. Lesiones de barrido de vellosidades intestinales y formacién de pedestal

producidas por cepas de EHEC
Imagen 8. Ubicacion geografica de las granjas de produccién porcina muestreadas

Imagen 9. Pruebas fisiologicas y bioquimicas utilizadas para la caracterizacion fenotipica de

Escherichia coli

Imagen 10. Pruebas fisiologica y bioquimicas utilizadas para la tipificacion de Escherichia

coli

Imagen 11. Patrones ERIC-PCR de STEC portadores de los genes stx; y stx, aislados de

cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

Imagen 12. Patrones ERIC-PCR de STEC portadores del gen stx,. aislados de cerdos sin

manifestacion clinica de diarrea

Imagen 13. Patrones ERIC-PCR de Escherichia coli 0157 aislados de cerdos sin

manifestacion clinica de diarrea

Imagen 14. Patrones ERIC-PCR de ETEC 0157 aislados de cerdos sin manifestacion clinica

de diarrea

Imagen 15a. Patrones ERIC-PCR de ETEC aislados de cerdos sin manifestacion clinica de

diarrea

Imagen 15b. Patrones ERIC-PCR de ETEC aislados de cerdos sin manifestacion clinica de

diarrea

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias

indice

Pagina
18
22
25
42
42
44

53

76

89

110

131

134

138

142

146

148

XV



indice | XvI

Imagen 16. Patrones ERIC-PCR de ETEC portadores del gen stx,. aislados de cerdos sin 152

manifestacion clinica de diarrea

Imagen 17. Patrones ERIC-PCR de EAEC aislados de cerdos sin manifestacién clinica de 155

diarrea

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Acido desoxirribonucleico
Acido etilendiaminotetraacético
Acido N-acetilmuramico
Acido ribonucleico

Acido ribonucleico ribosémico
Acido sulfhidrico

Adenosin di-fosfato

Adenosin mono-fosfato ciclico
Adenosin mono-fosfato
Adherencia agregativa
Adherencia difusa
Adherencia localizada
Adhesina afimbrial

Adhesina autoaglutinante de STEC

Adhesina envuelta en la adherencia difusa

Adhesién y barrido

Agar Eosina Azul de Metileno
Agar Tripticasa Soya
Bicarbonato

Bundle-forming pilus

Calcio

Caldo Tripticasa Soya

Canales cerrados de nucleétidos ciclicos

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias

XVII

ADN

EDTA

MurNAc

ARN

rRNA

SH,

ADP

CcAMP

AMP

DA

LA

AFA

saa

AIDA-I

AJE

EMB

ATS

HCO3

BFP

Ca++

CTS

CNG



Canales reguladores de la conductancia transmembrana fibrosis quistica
Citotoxina subtilasa

Citotoxinas factor necrotizante tipo |

Cloro

Colonization factor antigens

Complejo aguja

3-deoxy-D-manosa-acido octulosénico
Desoxirribonucledtido trifosfato

Diarrea pos destete

E. coli secreted proteins

Electroforesis en campos pulsados

Enfermedad de los edemas

Enfermedades Transmitidos por Alimentos
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR
Enterotoxina colérica

EPEC adherence factor

Escherichia coli de adherencia difusa

Escherichia coli enteroagregativo

Escherichia coli enterohemorragico

Escherichia coli enteroinvasivo
Escherichia coli enteropatégeno
Escherichia coli enterotoxigénico

Escherichia coli productor de citotoxicidad en células Vero

Escherichia coli productor de toxina Shiga

Factor de necrosis tumoral

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias

CFTR

SubAB

CNF-1

Cr

CFA

CA

Kdo

dNTPs

DPD

Esp

PFGE

EE

ETA

ERIC-PCR

CT

EAF

DAEC

EAEC

EHEC

EIEC

EPEC

ETEC

VTEC

STEC

XVII



Factor porcino asociado a la adhesién-barrido

Fimbrias de adhesion agregativa

Fosfodiesterasas

Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica

Globotriosilceramida

Grados Celcius

Gran fimbria polar

Guanilato ciclasa C

Guanosin mono-fosfato ciclico
Guanosin tri-fosfato

Inmoviles

Interleuquina

Intervalo de confianza

Islas de patogenicidad

Kilo bases

Kilo Dalton

Lipopolisacaridos
L-meso-acido diaminopimélico
Locus of enterocyte effacement
Manosa resistente

Manosa sensible

Mayor

Mega Dalton

Menor

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias

XIX

paa

PDEs

RFLP

Gb

°C

LPF

GC-C

cGTP

GTP

NM

PAls

kb

kDa

LPS

DAP

LEE

MR

MS

MDa



Microgramo

Microlitro

Micrémetro

Mililitro

Molar

Monosialogangliosido Gy

Multi-locus Sequence Typing
N-acetilglucosamina

Nandémetro

Nicotinamida adenina dinucle6tido

Pares de bases

Pili coman de E. coli

Porcentaje

Prostaglandinas E

Proteina del sindrome de Wiskott-Aldrich
Proteina quinasa cGMP dependiente
Proteina quinasa dependiente de cAMP
Reaccion en cadena de la polimerasa
Receptores proteicos bacterianos para cAMP
Revoluciones por minuto

rfb-Restriction Fragment Length Polymorphism
Secretion of E. coli proteins

Secuencia de insercion

Shigella enterotoxina 1

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias

XX

Hg
pl
pm

ml

GMl
MLST
GIcNAc
nm
NAD
bp
ECP
%
PGE
WASP
PKGs
PKA
PCR
CRP
rpm
rfb-RFLP
Sep
SI

ShET1



Similar a la adherencia localizada
Sindrome urémico hemolitico
Sistema de secrecion tipo Il

Sodio

Sodium Dodecyl Sulfate
Subunidad alfa de la proteina GTP
Todo adentro-todo afuera

Toxina codificada en un plasmido
Toxina Shiga

Toxina termoestable

Toxina termolabil

Toxina termoestable enteroagregativa

Translocated intimin receptor
Tris-Acido Acético-EDTA
Tris-EDTA

Unidades formadoras de colonias
Vesiculas de membrana externa

Voltio

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias

XXI

LAL

SUH

SSTT

Na*

SDS

GSu

TA-TF

Pet

Stx

ST

LT

EAST1

Tir

TAE

TE

UFC

OMVs



Prevalencia de Escherichia coli enterotoxigénico y productor de toxina Shiga en

cerdos sin manifestacion clinica de diarrea de la provincia de Buenos Aires

Palabras clave: Escherichia coli toxigénicos, STEC, ETEC, cerdos, ERIC-PCR

Resumen

El objetivo del presente trabajo fue determinar la prevalencia de ETEC y STEC aislados de
cerdos sin manifestacion clinica de diarrea. Entre abril y julio de 2007, se realizdé un
muestreo transversal en 11 establecimientos de produccion porcina. Para la deteccion y
caracterizacion genotipica de los aislamientos se utilizo PCR en tiempo final. La
subtipificacién fenotipica se realiz6 mediante biotipificacion y serotipificacion. La
subtipificacidbn molecular se realiz6 por la técnica ERIC-PCR. Se detectaron 293 cerdos
portadores de al menos un gen caracteristico de STEC, ETEC o E. coli O157. El 8,3 %
portaron stx;, StX, 0 StXze, €l 15 % eltA o estl y el 12,3 % rfbois7. Sobre los 293 animales
detectados como portadores de genes de virulencia, se recuperaron 74 (25,2%)
aislamientos: 21 STEC (7 portaron stx;, dos stx, y 12 stx,.), 40 ETEC, 10 E. coli O157 no
toxigénicos y tres EAEC. Los cerdos de la provincia de Buenos Aires sin signologia clinica
de diarrea son portadores de ETEC, STEC no-0157, E. coli 0157 no toxigénicos y EAEC.
La mayoria de los STEC poseen la variante stx,.. Los serotipos de STEC no estan
asociados con diarrea neonatal, diarrea posdestete, enfermedad de los edemas en cerdos o
diarrea sanguinolenta ni SUH. Los serotipos de ETEC estan asociados con diarrea
neonatal, diarrea posdestete o enfermedad de los edemas. Los E. coli aislados, presentaron
resistencia frente a los antimicrobianos frecuentemente utilizados en las explotaciones
porcinas. ERIC-PCR es un método de subtipificacion util para el estudio de ETEC y STEC
de origen porcino pero no para el estudio de E. coli O157. STEC y ETEC no estan
epidemiolégicamente relacionados. Los resultados obtenidos conforman una base de datos
para colaborar con el mejoramiento de la sanidad animal en las piaras de la provincia de

Buenos Aires y conocer la portacion de STEC patégenos para el ser humano.
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Prevalence of Enterotoxigenic Escherichia coli and Shiga toxin-producing

Escherichia coli from clinical healthy pigs in Buenos Aires Province

Key words: Toxigenic Escherichia coli, STEC, ETEC, pigs, ERIC-PCR

Summary

The objective of this work was to determine the prevalence of ETEC and STEC isolated from
clinical healthy swine. Between April and july of 2007, a cross-sectional study was carried
out in 11 farms. For detection and characterization of E. coli a final time PCR was applied.
For phenotypic characterization, biotyping and serotyping were realized. Molecular
genotyping was carrying out using ERIC-PCR method. A total of 293 pigs samples carried at
least one gene of STEC, ETEC or E. coli 0157. 8.3% of pigs carried stx;, Stx, oOr Stxze, 15 %
eltA or estl and 12.3 % rfbois7,. From 293 swine that carried virulence gene, 74 (25.2%) E.
coli were isolated: 21 STEC (7 with stxy, 2 with stx, and 12 stx,e), 40 ETEC, 10 no toxigenic
E. coli 0157 and 3 EAEC. Clinical healthy pigs from Buenos Aires province carried ETEC,
non-0157 STEC, non toxigenic E. coli 0157 and EAEC. Most of STEC have the stxy
variant. The serotypes of STEC are not associated with neonatal diarrhea, postweaning
diarrhea and edema disease in swines and, bloody diarrhea or SUH in humans. The
serotypes of ETEC are associated with neonatal diarrhea, postweaning diarrhea or edema
disease. The E. coli isolated were resistant to the most frequently used antibiotics. ERIC-
PCR is a molecular genotyping useful method to study swine STEC and ETEC but no to
study E. coli O157. From an epidemiological viewpoint STEC and ETEC are not associated.
The results of this study generate a database to improve animal health in Buenos Aires

province and allow us to detect carrying pathogenic STEC for human.
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1. INTRODUCCION

Escherichia coli es uno de los principales habitantes del tracto intestinal del hombre y de la
mayoria de las especies animales. Se caracteriza por ser un grupo de bacterias
genéticamente heterogéneo, cuyos miembros en general son no-patdégenos. Sin embargo,
una pequefia proporcion de este grupo causa impotantes enfermedades de distribucion
mundial, tanto para el hombre como para los animales. Estas cepas potencialmente
patdgenas se clasifican en categorias en funcion de los factores de virulencia que presentan

y de la manifestacion clinica que ellas causan (Fairbrother y Nadeau, 2006; Gyles, 2007).

1.1- Escherichia coli

Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, tribu Escherichiae.
Morfolégicamente se caracteriza por ser un bacilo recto y cilindrico de 1,1-1,5 por 2-6 um,
que se presenta solo o de a pares. Es gram negativo. Movil debido a la presencia de
flagelos peritricos. Fisiologicamente, E. coli es versétil y bien adaptado a sus hébitats
caracteristicos. Aerobio y anaerobio facultativo; presenta ambos tipos de metabolismo,
respiratorio y fermentativo. E. coli puede crecer tanto en presencia como en ausencia de
oxigeno. Bajo condiciones anaerdbicas, desarrolla por la via fermentativa produciendo las
clasicas combinaciones de acidos y gas como productos finales. Sin embargo, también
puede desarrollar por la via anaerdbica, ya que es capaz de utilizar amoniaco, amonio o
fumarato como aceptor final de electrones de la cadena respiratoria. Es oxidasa negativo y
guimioorganotrofico, ya que puede desarrollar en medios que contienen glucosa como Unico
constituyente organico. En general, fermenta la lactosa y no produce SH,; aunque una
escasa cantidad de aislamientos de origen porcino, pueden hacerlo. Se recuperan con
facilidad a partir de muestras clinicas sembradas en medios comunes o selectivos (agar
MacConkey, agar eosina azul de metileno, etc.) e incubadas a 37° C bajo condiciones

aerbbicas (Scheutz y Strockbine, 2005).
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E. coli, produce gran cantidad de acido y gas a partir de la fermentacién de los
hidratos de carbono (prueba del rojo de metilo positiva) y no utiliza la via que produce acetil-
metil-carbinol (acetoina) (prueba de Voges-Proskauer negativa). Habitualmente, utiliza el
acetato de sodio como Unica fuente de carbono; no ocurre lo mismo con el citrato de sodio
(agar citrato de Simmon’s, negativo). La mayoria de las cepas decarboxilan la lisina. La
excepcion incluye a E. coli “metabdlicamente inactivas” y la mayoria de las E. coli
enteroinvasivas (EIEC). La mayoria de las cepas producen indol por desdoblamiento del

triptéfano (Scheutz y Strockbine, 2005).

1.1.1 Composicion de la pared celular

En las células bacterianas, la pared de peptidoglicanos es la estructura que determina la
morfologia y protege a la bacteria de la lisis osmoética. En bacterias gram negativas es el

sitio de anclaje de la membrana

Figura 1. Estrutura de los mondmeros de péptidoglicano

externa (Ruiz, 2008). En los ultimos

afios, se demostro que la morfologia . ¢ g0 :
d g Monémero de péptidoglicano

celular juega un rol critico en la NAM g

CH,OM M g«u(-é
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NAM: N- acetilmuramico; NAG: N-acetilglucosamina

La rigidez estructural de la pared celular estd dada por saculos de mureina
(peptidoglicano), los cuales consisten principalmente en una lamina simple monomolecular

de mureina, un polimero complejo, compuesto de cantidades iguales de polisacaridos (N-
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acetilglucosamina [GIcNAc] y acido N-acetilmuramico [MurNAc]) y péptidos (L-alanina, D-
acido glutdmico, L-meso-acido diaminopimélico [DAP], D-alanina). Cadenas lineales de
unidades alternadas de GIcNAc y MurNAc estan unidas entre si por puentes glicosilicos y
cadenas cortas de los péptidos anteriormente mencionados, se alternan con isémeros
opticos D y L uniéndose a los azucares a través de enlaces amida de los grupos carboxilo
de cada acido muramico. Glicanos adyacentes estan interconectados a otros péptidos a
través de cadenas laterales, formando una molécula gigante que le provee el soporte
estructural a la célula (Scheutz y Strockbine, 2005). La sintesis de peptidoglicano comienza
en el citoplasma y culmina en el ambiente extracitoplasmico donde ocurre el ensamblaje e
interconexién entre los componentes. En E. coli la biogénesis comienza con la sintesis de
los nucledtido precursores en el citoplasma. Varias son las enzimas que intervienen en este
proceso, glicosiltransferasas, transpeptidasas, DD-carboxipeptidasas, fosfatasas, flipasa del

lipido Il, etc. (Ruiz, 2008) (Figura 1).

11.2 Membrana Figura 2. Estructura del lipopolisacarndo de membrana extema

externa. La membrana externa de E.
coli estd conformada por mas de un
millén de moléculas de

lipopolisacaridos (LPS), formados por
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.. . . . Kdo " interno
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repetidos (1 — 40 unidades) (Scheutz y ﬁ Lipido A

Strockbine, 2005) (Figura 2).
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1.1.3 Estructuras accesorias

Flagelos. Los organismos moviles del género, normalmente poseen entre 5y 10
flagelos por célula, distribuidos al azar alrededor de la superficie (flagelacion peritrica). El
filamento flagelar mide alrededor de 20 nm de diametro y puede alcanzar mas de 20 um de
longitud. Consiste en subunidades de una Unica proteina, flagelina, la cudl esta codificada
en el gen fliC. La mayoria de las cepas de E. coli tiene sélo un gen el cudl no es sometido a

variacion de fase (Scheutz y Strockbine, 2005).

Fimbrias. La adhesividad a los tejidos hospedadores y a los compuestos circulantes,
es una importante caracteristica de E. coli la cual se ve reflejada en el elevado nimero de
tipos de adhesinas y sus altos niveles de expresion sobre la superficie bacteriana. La
capacidad de adhesion es un determinante importante en el tropismo de tejidos, en el
proceso de colonizacion bacteriana y ayuda a E. coli a resistir los mecanismos de defensa
del hospedador. Las fimbrias son largas estructuras filamentosas compuestas por cientos de
copias de una subunidad mayor, denominada fimbrilina. E. coli puede expresar
simultaneamente mas de 200 copias del filamento; representando esta accién el mayor
gasto de energia. La funcién primaria de las fimbrias, ejemplo unién a receptores, en la
mayoria de los casos esta mediada por un componente menor (adhesina) que puede estar
localizado en el extremo del filamento y en algunos sitios a lo largo del mismo. Los
inconvenientes en definir un tipo de fimbria, proceden principalmente de las variaciones
inmunolégicas, dentro y a través de las mismas, asi como de las variaciones en las
secuencias menores de la subunidad adhesina. Mientras que las variaciones serolégicas de
las fimbrias, estdn determinadas por la estructura de la subunidad mayor (fimbrilina), una
pequefia variacion en la secuencia de la subunidad menor (adhesina), puede ocasionar
profundos efectos en la adhesion; por lo tanto, la identidad serolégica y la funcion biol6gica

pueden variar independientemente (Westerlund-Wikstréom y Korhonen, 2005).
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Una de las posibles clasificaciones de las fimbrias, se basa en la especificidad por
sus receptores, por ejemplo, en la capacidad de adhesion sobre glébulos rojos en presencia
de manosa. Segln este método se reconocen dos tipos de fimbrias: manosa-sensibles
(MS), incapaces de aglutinar los glébulos rojos en presencia de D-manosa, y las fimbrias
manosa resistentes (MR), capaces de aglutinar las células sanguineas en presencia del
azucar (Scheutz y Strockbine, 2005).

Las fimbrias MS, incluyen las denominadas tipo 1, que se encuentran en la mayoria
de las cepas de E. coli y comprenden un grupo de antigenos relacionados. Estan
expresadas por organismos patégenos asi como también por comensales; sin embargo, es
dificil establecer su rol en la virulencia. La expresion de las fimbrias tipo 1, esta sujeta a una
variaciéon de fase, resultado de la inversidon de un fragmento de ADN gue contiene la regiéon
promotora de un gen que codifica la subunidad fimbrial mayor (fimA) y est& influenciada por
el ambiente y las condiciones de crecimiento (Scheutz y Strockbine, 2005).

Las fimbrias MR, son serol6gicamente diferentes y a menudo, su funcién como factor
de virulencia esta asociada a la adherencia, que es especie y 6rgano-especifica. Los genes
gue codifican la produccion de estas proteinas pueden ser cromosémicos o plasmidicos.
Cuando se localizan cromosdmicamente estan agrupados con otros genes de virulencia en
regiones denominadas islas de patogenicidad (PAls). Las fimbrias MR de E. coli tienen la
capacidad de adaptarse a los receptores especificos de las células epiteliales de ciertos
hospedadores primarios, a través de la adquisicion horizontal de “gene cassettes”
localizados en plasmidos, fagos u otros elementos de ADN movil, necesarios para la
colonizacion (Scheutz y Strockbine, 2005).

La construccion de las fimbrias requiere el plegamiento coordinado, secrecion y
montaje ordenado de multiples subunidades proteicas. En E. coli las fimbrias pueden
ensamblarse por diversas vias, incluyendo la de las chaperonas (la mas frecuente entre

cepas patdgenas) y la de ensamblaje de pilis tipo IV (Sauer y col., 2000).
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En los Ultimo afos, a partir de E. coli diarreigénicos de origen humano, se
caracterizaron diversas fimbrias MR, como son: a) los factores antigénicos de colonizacion
CFA/l y CFA/Il (colonization factor antigens); b) el antigeno K88 el cual se presenta en
diferentes variantes seroldgicas de cepas patdgenas porcinas; c) el antigeno K99
encontrado en varias cepas de E. coli enterotoxigénicas de bovino, porcino y ovinos; d) el
antigeno F41, normalmente se presenta asociado con el K99, y también se asocia con
cepas enterotoxigénicas de terneros, ovejas y ocasionalmente cerdos; y e) el antigeno 987P
fimbrias especificas de cepas porcinas (Scheutz y Strockbine, 2005).

En 1983, @rskov y @rskov, introdujeron un nuevo sistema simplificado de
nomenclatura, en el cual las fimbrias son denominadas como antigeno F. De acuerdo con
este sistema, las fimbrias tipo 1, CFA/I, CFA/Il, K88, K99 y 987P fueron denominadas como
F1, F2, F4, F5y F6 respectivamente (Van den Broeck y col., 2000).

Algunas cepas de E. coli presentan adhesinas denominadas afimbriales o no
fimbriales, asociadas a una estructura amorfa relacionada con la membrana externa. El
primer grupo de genes involucrados con la produccién de una adhesina no fimbrial fue el
denominado afa, que codifica una estructura adhesiva llamada AFA, adhesina afimbrial
(Labigne-Rousell y col., 1984). Posteriormente, se describieron adhesinas no fimbriales en la
superficie de E. coli de varios patotipos, codificadas por diferentes grupos de genes (Le
Bouguénec y Bertin, 1999). La familia afa incluye grupos de genes estrechamente
relacionados (operones afa, daa, dra), considerandose una excepcion, ya que pueden ser
expresados por cepas uropatogénicas como diarreigénicas humana y animales. Estos
operones comparten una organizacion genética similar y estan relacionados a nivel del ADN.
La familia de adhesinas Afa presenta integrantes fimbriales y no fimbriales (Le Bouguénec,
2005).

Aungue la mayoria de las adhesinas estan compuestas por varias subunidades que

posteriormente se ensamblan, otras estan compuestas por una Unica proteina de membrana
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externa. Estas incluyen adhesinas de la familia autotransporte e intimina y cada una juega
roles muy diferentes en la patogénesis bacteriana (Le Bouguénec, 2005).

El antigeno 43, AIDA-I y TibA, son tres adhesinas de E. coli pertenecientes a la
subclase de autotransporte bacteriano, denominado sistema de secrecion tipo IV. Si lo
comparamos con la via de exportacion de las chaperonas, este sistema es completamente
distinto (Henderson y Nataro, 2001). Toda la informacién necesaria para atravesar la
membrana y llegar a la superficie bacteriana, esta presente en la misma proteina, formada
por dos subunidades a y B. La subunidad 3 es un componente de la membrana externa que
presumiblemente forma un poro a través del cual la subunidad a accede a la superficie
donde permanece adherida. La adhesina AIDA-I y la adhesina/invasina TibA originalmente
se identificaron en el fenotipo de adherencia difusa en aislamientos diarreigénicos humanos
y E. coli enterotoxigénico respectivamente.

La adhesina de membrana externa de E. coli enteropatégeno y enterohemorragico,
se llama intimina e interviene en la adhesién a la célula intestinal hospedadora y en el
barrido de la microvellosidad intestinal (fenédmeno denominado A/E). Todas las intiminas
estan constituidas por una cola periplasmica amino terminal y un dominio transmembrana
conservado, semejante a una porina, que interactida con el receptor sobre la superficie
celular. El dominio extracelular varia entre los integrantes de la familia intimina. Todas las
intiminas estudiadas hasta el momento se adhieren al receptor Tir, una molécula producida
por la bacteria e insertada en la membrana de la célula hospedadora blanco a través de un
sistema de secrecién tipo Ill. La interacciébn entre intimina y Tir desencadena la
condensacion de actina debajo de la bacteria y permite la adhesién al citoesqueleto de la
célula hospedadora. También se describi6é que varios tipos de intimina pueden unirse a
receptores proteicos expresados por las células hospedadoras, integrina 1 (igual que la
invasina producida por Y. pestis y la invasina de E. coli AfaD) y nucleolina (proteina

involucrada en la proliferacion celular) (Sinclair y O"Brien, 2002).
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Cualquiera sea el patotipo de E. coli, la habilidad para adherirse a las células
epiteliales es un factor esencial en el proceso de colonizacién de las células hospedadoras y
en el futuro desarrollo del proceso infeccioso. Esta caracteristica es importante tanto para la
colonizacion del tracto intestinal como urinario. Sin embargo, se demostr6 que esta
caracteristica de adhesion cumple otras funciones importantes en los estadios posteriores
del proceso infeccioso; por ejemplo, durante la formacién de reservorios bacterianos
intracelulares para posteriores ciclos de infeccién, induccion de la sefalizacion celular e
induccion de la respuesta inmune innata. La aclaracion de los aspectos moleculares del
proceso por el cual E. coli se adhiere e ingresa a las células epiteliales podria dar lugar al
desarrollo de estrategias efectivas para prevenir la emergencia y recurrencia de la infecciéon
(Le Bouguénec, 2005).

Un factor de adhesion denominado pili comun de E. coli (ECP), formado por una
subunidad pilina de 21 kDa, cuya secuencia de aminoacidos corresponde al producto del
gen yagZ (renombrado ecpA), esta presente en el genoma de todas las cepas E. coli
secuenciadas hasta la fecha, incluyendo al patotipo enterohemorragico. Se demostré la
produccion de ECP en el 71,6 % de un total de 169 cepas ecpA’, representando a
patdgenos intestinales, extraintestinales y flora normal. Estudios estructurales de alta
resolucion e inmunoflourescencia, demostraron la presencia de estructuras fibrilares,
abundantes y peritricas que emanan desde la superficie bacteriana formando puentes
fisicos entre las bacterias adheridas a los cultivos de células epiteliales. La produccién de
ECP es una caracteristica comun de E. coli que colonizan el intestino y otros tejidos
hospedadores. ECP es un pili de E. coli enterohemorragico O157:H7 con potencial rol en la
colonizacion de las células hospedadoras y también puede representar un mecanismo de

adherencia de E. coli patogenos y comensales (Renddn y col., 2007).
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1.1.4 Estructura antigénica

1.1.4.1 Antigeno O. La determinacion del antigeno O esta basada en la
antigenicidad del lipopolisacarido de membrana externa (LPS); la designacion del grupo O
va del O1 al 0173 (031, 047, 067, O72, 093, 094 y 0122 fueron removidos). Se estan
investigando seis grupos O adicionales, correspondientes a las cepas STEC y recibirdn la
designacién 0176 hasta 0181. Muchos de estos antigenos O tiene reaccion cruzada con
otros antigenos O y puede extenderse a antigenos K dentro de E. coli, con otros miembros
del género y otras enterobacterias. En tipificaciones moleculares utilizando cebadores por
fuera del grupo de genes codificadores de 148 representantes del antigeno O (rfb) se
observé un fragmento amplificado Unico para cada grupo O con tamafio entre 1,7y 2 Kb. La
posterior digestion con Mboll de los productos PCR amplificados resulté en patrones O
reproducibles y claramente identificables, para la gran mayoria de los grupos con variacion
de bandas para cada patron de 5 a 25. Los andlisis identificaron un total de 147 patrones O
y permitieron una subdivision de 13 grupos O. Sin embargo, dos o0 mas grupos O

compartieron el patron con otros 13 patrones O (Scheutz y Strockbine, 2005).

1.1.4.2 Antigeno K. El antigeno K es un polisacarido capsular, que
puede ser separado en dos grupos, designados como grupo | y grupo Il. Los antigenos del
grupo | son polisacéaridos capsulares mayores a 100 kDa, sélo se encontraron en cepas de
los grupos 08, 09, 020 y 0101, y se expresan a 18° C y 37° C. Ciertas porciones del
polisacérido capsular de algunos antigenos del grupo |, estan adheridos a la region core-
lipido A formando una estructura designada como K ps, que se comporta como un antigeno
O tradicional, antigeno K84, el cual operacionalmente se defini6 como un antigeno O y
designado 093 (Scheutz y Strockbine, 2005).
Los antigenos del grupo Il son polisacaridos capsulares menores a 50 kDa

gue se encuentran principalmente en cepas de grupo O asociadas a enfermedades
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extraintestinales. Los polisacaridos capsulares de la mayoria de los antigenos del grupo II
tienen estructura semejante, o muy parecida, al de las bacterias gram positivas. Estos
antigenos difieren enormemente en cuanto a su composicion y caracteristicas estructurales
por lo cual deben ser divididos en subgrupos en base a sus componentes acidos. Entre el 20
y 50 % de las cadenas polisacéaridas se encuentran unidas a fosfolipidos. Son temperatura
dependiente, por lo tanto sélo se expresan a 37° C (Scheutz y Strockbine, 2005).

Hasta el presente se reconocieron 60 antigenos K (Scheutz y Strockbine,

2005).

1.1.4.3 Antigeno H. Los antigenos H o flagelares constituyen el tercer
grupo de antigenos serotipificables. Se describieron 56 antigenos H (H13 y H22 fueron
removidos ya que pertenecen a Citrobacter freundii y H50 fue borrado ya que es idéntico al
H10). Se observaron reacciones cruzadas entre los antigenos H (Scheutz y Strockbine,
2005). Se describieron dos métodos moleculares tentativos para la diferenciacién de los
grupos de antigenos flagelares de E. coli, uno de ellos se basa en fragmentos de restriccion
de longitud polimérfica (RFLP) del gen fliC. Si bien se observdé una gran variedad de
patrones de fragmentos de restriccion cuando se estudiaron aislamientos pertenecientes a
diferentes grupos H, lo contrario ocurrié cuando se estudiaron cepas pertenecientes a un
mismo grupo, lo que sugiere que la secuencia de fliC dentro de ciertos grupos H esta
bastante conservada. RFLP vy tipificacion de secuencias de multiples locus (MLST) son dos
métodos de tipificacion molecular a partir de los cuales se puede realizar un esquema de
tipificacion de antigeno H rapido, refinado y especifico que también pueden contribuir a

determinar la relacién genética entre los diferentes clones de E. coli.
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1.1.5 Factores de virulencia

E. coli, representa uno de los organismos bacterianos mas frecuentes y en términos
generales, mejor estudiado. La mayoria de las cepas de E. coli son no patdgenas y residen
inofensivamente en el lumen intestinal. Sin embargo, en hospedadores inmunosuprimidos o
cuando las barreras gastrointestinales son violadas, estas cepas pueden desencadenar
procesos infecciosos. Las infecciones producidas por E. coli patogénicos, pueden limitarse a
las superficies mucosas o diseminarse a través del organismo. Como consecuencia de esto,
se pueden identificar tres sindromes clinicos diferentes: a) infecciones del tracto urinario, b)
sepsis/meningitis y c¢) diarreas. La diversidad patogénica de estas bacterias, en individuos
aparentemente sanos, esta atribuida a la posesion de una gran variedad de factores de
virulencia (Nataro y Kaper, 1998).

Otra clasificacién posible, basada principalmente, en la presencia o ausencia de
regiones de ADN asociadas con ciertos patotipos, es dividir a E. coli en a) no-patégenas o
comensales, b) patdgenos intestinales y ¢) patdgenos extra-intestinales. En la mayoria de
los casos, esta informacion genética (plasmidos, bacteriofagos e islas gendmicas), se
adquirié horizontalmente y pertenecen al genoma flexible de la bacteria. Estas regiones
gendmicas contribuyen a la rapida evolucion de las variantes de E. coli y frecuentemente,
son objeto de reagrupamiento, escision y transferencia asi como de futura adquisicion de
ADN adicional que contribuye a la creacién de nuevas variantes patogénicas (Dobrindt,

2005).

Se considera que el genoma de E. coli esta compuesto por una region conservada
de genes core, que proveen el esqueleto de la informacion genética requerida para los
procesos celulares esenciales, y un conjunto de genes flexibles no comunes a todas las
cepas, que consiste en una caracteristica individual de informaciébn genética cepa-
especifica, la cual le provee propiedades especiales para adaptarse a condiciones

ambientales determinadas. Por lo tanto, las diferencias en el tamafio del genoma reflejan las
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variaciones que ocurren en el conjunto de genes flexibles y se deben principalmente a la
adquisicion o pérdida de ADN gendmico. Otro constituyente de esta zona es el grupo de
elementos genéticos accesorios moviles: plasmidos, transposones, secuencias de insercion,
profagos e islas genémicas. Estos se pueden integrar al cromosoma o pueden replicarse
independientemente como elementos extra-cromosomales. Varios tipos de estos elementos
se transfieren horizontalmente y probablemente, estén presentes en la mayoria de los
grupos bacterianos filogenéticos, contribuyendo a la variabilidad de contenido gendmico

inter/intra-especie (Dobrindt, 2005).

1.1.6 Patogenicidad
Como otros patdgenos localizados en mucosas, E. coli debe seguir la siguiente estrategia de
infeccion: a) colonizacion de la mucosa, b) evasion de los mecanismos de defensa del
hospedador, ¢) multiplicacion y d) dafio en el hospedador. Una de las caracteristicas mas
conservadas de E. coli diarreigénicos, es su habilidad para colonizar la mucosa de la
superficie intestinal a pesar del peristaltismo y la competencia nutricional con la flora nativa
del intestino, incluyendo otras cepas de E. coli (Nataro y Kaper, 1998).

Las cepas de E. coli aisladas de enfermedades intestinales, se agrupan
principalmente en seis categorias diferentes basadas en las evidencias epidemioldgicas,
caracteristicas fenotipicas, caracteristicas clinicas de la enfermedad ocasionada y factores
de virulencia especificos. Actualmente, las categorias reconocidas son: enteropatégeno
(EPEC), enterotoxigénico (ETEC), enteroinvasivo (EIEC), enteroagregativo (EAEC), de
adherencia difusa (DAEC) y productor de toxina Shiga (STEC), los cuales también pueden
ser denominados como productores de citotoxicidad en células Vero (VTEC). Estas
categorias seran analizadas a continuacion, poniendo énfasis en sus factores de virulencia
(Scheutz y Strockbine, 2005). La denominacién E. coli enterohemorragico (EHEC), hace
referencia a cepas que tienen asociadas las mismas caracteristicas clinicas y patogénicas

gue el organismo prototipo O157:H7. En la practica, EHEC se utiliza para describir a un
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subgrupo de STEC/VTEC causantes de colitis hemorragica (Scheutz y Strockbine, 2005). En
contraposicion, segun la Organizacion Mundial de la Salud, en la categoria de EHEC se
incluye el subgrupo de STEC que produce enteritis hemorragica en el ser humano. Ademas,
los serotipos de EHEC estan asociados a enfermedades severas en el hombre (sindrome
urémico hemolitico SUH, puarpura trombdética trombocitopénica y ocasionalmente, lesiones
en el sistema nervioso central). El serotipo O157:H7 es el prototipo de méas de 150 serotipos
de STEC que comparten el mismo potencial patogénico. Acualmente se considera STEC
como sinénimo de EHEC.

Una vez establecida la colonizacién, las estrategias patogénicas de las cepas de E.
coli diarreigénicas exhiben una marcada variedad. Se describieron tres paradigmas
generales a través de los cuales se produce la diarrea: a) producciéon de enterotoxinas
(ETEC y EAEC), b) invasién (EIEC), y c¢) intima adherencia a membranas (EPEC y EHEC).
Sin embargo, la interaccién entre el microorganismo y la mucosa intestinal es especifica

para cada categoria (Nataro y Kaper, 1998).

1.1.7 Escherichia coli enteropatégeno (EPEC)

Escherichia coli enteropatégeno fue el primer patotipo en describirse y es tal vez, uno de los
microorganismos mas estudiado. A mediados de la década de los cuarenta, se identificaron
en Inglaterra brotes de diarrea en niflos de guarderias asociados a E. coli. Las bacterias se
llamaron enteropatégenas (EPEC) para diferenciar a este tipo virulento de la flora normal
(Vidal y col., 2007). Desde 1995, este término se utiliza para definir cepas que producen un
dafio histolégico caracteristico en las células epiteliales conocido como “efecto de adhesién
y barrido” (attaching and effacing, A/E) y no producen toxinas Shiga (Scheutz y Strockbine,

2005).
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EPEC, se describen como tipico y atipico en funcién de su dotacion de factores de
virulencia. En general, EPEC tipicos son mas homogéneos en cuanto a sus caracteristicas
de virulencia con respecto a los atipicos (Trabulsi y col., 2002). EPEC tipico posee un gran
plasmido de virulencia de 70 — 100 Kb denominado EAF (EPEC adherence factor), que
codifica un pili tipo V llamado pili en “forma de ramillete” (bundle-forming pilus) (BFP) que
media la adherencia entre las bacterias o la adherencia con las células epiteliales. El
plasmido EAF también contiene el locus per (regulador codificado en un plasmido), cuyo
producto regula al operén bfp y Ler (regulador codificado en LEE) (locus of enterocyte
effacement). EPEC atipico, contiene la isla de patogenicidad LEE pero el plasmido EAF esta
ausente (Bolton y col., 2006). Frecuentemente, estas cepas producen una toxina
termoestable enteroagregativa (EAST1) y otros potenciales factores de virulencia no
codificados en LEE (Trabulsi y col., 2002). En LEE se encuentran los genes eae, tir, esp, y
sep. El gen eae (attaching and effacing) codifica una proteina de membrana externa de 94-
kDa llamada intimina que es responsable de la intima adherencia entre la bacteria y la
membrana del enterocito (Trabulsiy col., 2002). Se describieron 19 variantes de eae (al, a2,
B1, a1/B2B, &/k/B20, y1/6/y2, al, R/a2, ¢, n1, n2, T1uRA2, A, uB, of, &B, o) las cuales
codifican diferentes tipos y subtipos de intimina. Estas variaciones pueden dar lugar a la
especificidad por los diferentes tejidos hospedadores y son utilizadas para la subtipificacién
de cepas EPEC y STEC (Bolton, 2011). El gen tir (translocated intimin receptor) codifica el
receptor celular Tir al que se une la intimina. Los genes esp (E. coli secreted proteins)
codifican las proteinas EspA, EspB y EspD involucradas en la produccién de la lesién A/E.
El gen sep (secretion of E. coli proteins) codifica las proteinas involucradas en el sistema de
secrecion tipo Ill, mediante el cual las proteinas Esp y el receptor Tir son transportados al
interior del enterocito (Trabulsiy col., 2002).

Retomando las diferencias entre EPEC tipico y atipico se encuentran los patrones de

adherencia. Las cepas tipicas s6lo muestran el patron de adherencia localizada (LA),
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mientras que las cepas atipicas pueden presentar los patrones de adherencia difusa (DA),
similar a la adherencia localizada (LAL) y la adherencia agregativa (AA). El patrén LAL es
producido por cepas de la mayoria de los serotipos y esta principalmente mediado por la
intimina. El patron DA estd mediado por la adhesina Afa y la AA estd mediada por una
adhesina agregativa (Trabulsi y col., 2002) (Imagen 1). EPEC atipicos podrian ser menos
virulentos que los tipicos. Una razén posible seria la pérdida del plasmido EAF, aunque la
presencia de otros factores de virulencia podria compensar la pérdida del plasmido. Los
serotipos de EPEC tipico no se aislaron a partir de muestras de origen animal, sugiriendo
que los humanos son el Unico reservorio para este microorganismo. En contraposicion, la
mayoria de los serotipos de EPEC atipico se aislaron de diferentes especies animales como
bovinos, cerdos, perros y conejos (Hongyan y col., 2000; Trabulsi y col, 2002; Bolton y col.,

2006).
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Imagen 1. Patrones de adherencia de Escherichia coli enteropatégeno

Adherencia localizada (LA), adherencia difusa (DA), adherencia agregativa (AA), similar a la adherencia
localizada (LAL). Aumento X100. (www.CDC.gov)

La lesion A/E se lleva cabo mediante un complejo mecanismo de virulencia, que
induce la degeneracion de las microvellosidades y altera la morfologia normal de la region
apical del enterocito. Para fines practicos, el modelo de patogénesis de EPEC se divide en
tres fases: a) adherencia inicial localizada, b) inyeccion de factores y transduccion de
sefales y c¢) contacto intimo y formacion de pedestales (Nataro y Kaper, 1998; Vidal y col.,
2007).

a) Adherencia inicial y localizada. La adherencia es un proceso fundamental en la

patogénesis y en ella pueden distinguirse dos fases: la primera implica la adherencia
inicial entre las mismas bacterias, mientras que la segunda supone la adherencia de
las bacterias al enterocito hospedador. Esta accién esta directamente relacionada

con las fimbrias BFP y el flagelo. La expresién de BFP se induce in vitro en la fase de
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crecimiento logaritmico y lo regulan factores fisicoquimicos como la temperatura, el
calcio y los iones amonio. BFP permiten que las bacterias se agrupen entre ellas
formando microcolonias; estos sucesos promueven la adherencia localizada tipica de
EPEC en cultivo de células in vitro y en el intestino delgado. El contacto entre las
bacterias y la célula hospedadora se relaciona directamente con el flagelo de EPEC.
También estan involucrados otros factores como la intimina o los filamentos cortos de
EspA (Vidal y col., 2007).

Inyeccién de factores y transduccion de sefales. Una vez que la bacteria esta

adherida, inyecta a la célula una serie de proteinas mediante un sistema de
secrecion tipo Il (SSTT). La mayor parte de estas proteinas estdn codificadas en
LEE. Las proteinas del SSTT forman un complejo aguja (CA) que atraviesa la
membrana interna, el espacio periplasmico y la membrana externa de la bacteria y
permite la secreciébn de proteinas. EI SSTT de EPEC se ensambla de manera
coordinada al menos con 19 proteinas; la plataforma del CA se inicia con la
localizacion de la proteina EscV en la membrana interna y EscC en la membrana
externa. Posteriormente, se agregan otros componentes de membrana interna
(EscR, EscS, EscT y EscU) que completan la plataforma del CA. La proteina EscN
se agrega como el componente citosélico del SSTT; ésta funciona como una ATP-
asa citoplasmatica para proveer la energia necesaria al sistema. La lipoproteina EscJ
conecta la plataforma en la membrana interna, con la proteina EscC en la membrana
externa y forma un conducto cilindrico que atraviesa el espacio periplasmico, a
través del cual pasa la proteina EscF para establecerse finalmente como la punta del
CA. Este complejo le permite a EPEC secretar proteinas hacia el espacio extracelular
(Vidal y col., 2007).

A través del CA pasan tres proteinas codificadas en LEE, conocidas como

proteinas translocadoras. La primera de ellas, EspA, se ensambla directamente con
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EscF y se polimeriza en la region distal del CA. La polimerizacion permite que la
aguja molecular se extienda y forme un puente fisico, que posibilita el contacto entre
la bacteria y la membrana de la célula. Evidencias ultraestructurales demostraron
gue EspA forma un conducto cilindrico en cuyo interior pasan las proteinas EspB y
EspD. Estas proteinas se encuentran en la membrana de la célula eucariota y
completan el conducto llamado SSTT-translocén, que conecta y permite la
comunicacion molecular entre la bacteria y el enterocito, a través del cual EPEC
inyecta directamente las proteinas efectoras de la virulencia. Estas ultimas se
clasificaron en proteinas codificadas en LEE (EspF, EspG, EspH, EspZ, Map y Tir) y
no codificadas en LEE (Cif, EspG2, NleC y NleD). EspF redistribuye proteinas
importantes de las uniones intercelulares estrechas, con lo que se atenda la
resistencia transepitelial. EspG y EspG2 degradan la red de microtibulos por debajo
de donde se encuentra la bacteria adherida a la célula. Por su parte, EspH modula la
estructura del citoesqueleto de actina, asi como la formacién de filopodios durante la
lesion A/E. La proteina EspZ se acumula en zonas donde se producen los pedestales
de actina; Map se ubica con proteinas de las mitocondrias, en donde altera el
potencial de membrana y propicia la liberacion del citocromo C, induciendo la
apoptosis (Vidal y col., 2007).

Entre estos factores, la inyeccion de Tir en el citosol es un paso crucial
durante la lesion A/E y la formacion de los pedestales. El transporte de Tir a través
del SSTT-translocon se lleva a cabo mediante una chaperona especifica llamada
CesT. Una vez en el citosol, un fragmento central de Tir (dominio hidrofébico) se
inserta dentro de la membrana plasmatica de la célula, con lo que expone hacia el
espacio extracelular un fragmento de 107 aminoéacidos conocido como TIBA (area de
unién a intimina), el cual se une a la proteina de membrana externa de EPEC,

intimina (Vidal y col., 2007).
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c) Contacto intimo y formacién de pedestales. La Ultima etapa se caracteriza por la

union estrecha entre la bacteria y la célula huésped, y la formacién de los pedestales
de actina. Tras la union, Tir-intimina se fosforila por una proteina conocida como c-
Fyn. La forma fosforilada de Tir recluta a la proteina adaptadora Nck, la cual atrae,
interacciona y activa a otras proteinas reguladoras del citoesqueleto, como WASP
(proteina del sindrome de Wiskott-Aldrich) y al complejo Arp2/3. Todas estas
proteinas activadas ocasionan la polimerizacion de actina hacia la zona donde esta
Tir fosforilada, lo que inicia la reorganizacion del citoesqueleto. Los pedestales se
forman por debajo de donde la bacteria est4 adherida y se componen sobre todo de
actina polimerizada y otras proteinas relacionadas con actina, actinaa, fimbria,
miosina, talina y ezrina. La reorganizacion del citoesqueleto altera la morfologia y
fisiologia normal de la region apical de las células, lo que lleva al final, a la pérdida

de las microvellosidades intestinales y su funcion (Vidal y col., 2007).

La unién de EPEC al enterocito produce un desequilibrio electrolitico, permitiendo el
ingreso de iones positivos (Na*) y salida de iones negativos (CI). La secrecién de iones
cloruros puede activar la diarrea acuosa. Asimismo, la destruccion de las microvellosidades
ocasiona una disminucién de la absorcion a nivel del intestino delgado lo que permite

explicar la gran persistencia de este cuadro diarreico.
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Imagen 2. Lesion de adhesion y barrido ocasionada Escherichia coli enteropatégeno

EPEC: E. coli enteropatdégeno. mv: barrido de la microvellosidad; estrella: formacion del pedestal; flecha:

EPEC adherida. (http://www.ppdictionary.com)

Figura 3. Esquematizacion del mecanismo de patogenicidad de EPECy EHEC
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EPEC y EHEC son patégenos productores de una lesién denominada adherencia y barrido (A/E) la

cual consiste en el barrido de la vellosidad intestinal y la formacién de un pedestal de actina en la
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célula hospedadora, inmediatamente por debajo de donde se adhirié la bacteria. Las proteinas
efectoras secretadas a través del sistema de secrecion tipo Il (TTSS), pueden afectar la actividad de
intercambio de iones (CI" - OH y Na’ - H"), inhibir el sistema de cotransporte 1 sodio-D-glucosa
(SGLT1), alterar las porinas del agua. EPEC se adhiere al intestino delgado a través de la proteina
BFP, produciendo un patron caracteristico denominado “adherencia localizada”. Le estrecha adhesion
estd mediada por la interaccion entre la intimina y el receptor Tir (receptor transportado de intimina).
Tir es fosforilado por una tirosina quinasa de la célula hospedadora. La tirosina fosforilada, recluta
Nck, quien activa a la proteina del sindrome neural de Wiskott-Aldrich (N-WASP) y al complejo de
proteinas 2/3 relacionadas con la actina (ARP2/3), produciendo el reagrupamiento de actina y la
formacion del pedestal. A través del TTSS codificado en LEE, se introducen una gran cantidad de
proteinas efectoras dentro del enterocito, alterando sus vias metabdlicas. El mecanismo por el cual se
forma el pedestal en EHEC es ligeramente distinto a EPEC. Tir no se fosforila y la formacién del
pedestal es Nck independiente. La reorganizacion de actina esta mediada por una proteina
denominada Tir cytoskeleton-coupling protein (TccP o EspFy), la cual vincula a Tir con una proteina
receptora de insulina llamada sustrato para la tirosina quinasa (IRTKS o BAIAP2L1) e interactia con
N-WASP para activar al complejo ARP2/3. Complementando esta union intima, EHEC se adhiere al
intestino grueso a través del pili comin de E. coli (ECP) y del pili de coli hemorragico (HCP). EHEC
también inyecta proteinas efectoras para manipular los procesos de la célula hospedadora. La toxina
Shiga se libera como consecuencia del estrés celular, contribuyendo con el desarrollo de la
enfermedad. Los receptores para Stx son la globotriaosilceramida (Gb3s), que se encuentran en las

células de Panet (Croxen y Finlay, 2010 adaptado por Martin Carriquiriborde).
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1.1.8 Escherichia coli enterotoxigénico (ETEC)

Se define como Escherichia coli enterotoxigénico (ETEC), aquellas cepas de E. coli que al
menos elaboran una de las toxinas pertenecientes a los grupos de enterotoxinas
denominados termolabil (LT) y termoestable (ST) (Bolton y col., 2006). En principio, ETEC
se asociaron a diarreas de lechones que podian ocasionar la muerte de animales neonatos.
Los primeros estudios realizados pusieron en evidencia el mecanismo de la enfermedad,
incluyendo la existencia de dos plasmidos que codifican la produccion de las enterotoxinas.
Posteriormente, se observé que también pueden ocasionar diarrea en nifilos y adultos
voluntarios (Nataro y Kaper, 1998).

ETEC es considerado como el prototipo patogénico: las bacterias colonizan la superficie
de la mucosa del intestino delgado y posteriormente elaboran una o ambas enterotoxinas sin
ocasionar lesién aparente (Imagen 3).

Las cepas ETEC de origen humano estan estrechamente relacionadas con los
aislamientos provenientes de cerdos con diarrea, compartiendo caracteristicas patogénicas
y factores de virulencia. Sin embargo, ETEC humanos y porcinos muestran una fuerte
preferencia de hospedador que se debe a la expresién de fimbrias con distinto tropismo

(Fleckenstein y col., 2010).
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Imagen 3. ETEC adheridos a enterocitos porcinos

Acumulo de ETEC adheridos a los enterocitos de un cerdo de 11 semanas con diarrea acuosa aguda
(Tincion H y E; aumento x200)

La gran mayoria de ETEC, presenta plasmidos extracromosomales transportadores de
determinantes de virulencia, los cuales proporcionan a las bacterias genes que codifican la
produccion de toxinas y fimbrias. Estos plasmidos tienen el potencial de movilizarse y crear

nuevas cepas enteropatdgenas (Johnson y Nolan, 2009).

1.18.1 Enterotoxinas producidas por ETEC
Toxina termo-labil (LT). LTs de E. coli son toxinas
oligoméricas estrechamente relacionadas en estructura y funcion con la enterotoxina
colérica (CT) producida por Vibrio cholerae. Hay dos grandes serogrupos de LT, LT-l y LT-1I
los cuales no presentan inmunidad cruzada. LT-l es producida por cepas de E. coli
patégenas para humanos y animales. LT-Il se encontré en aislamientos de origen animal y
escasamente en humanos, en ninguno de los dos casos se asocié con procesos infecciosos

(Nataro, 1998).
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In vitro, LT promueve la adherencia de ETEC a los enterocitos;
mientras que todos los aislamientos de ETEC tienen el potencial de producir diarrea,
aquellos que expresan LT presentan ventajas en términos de colonizacion (Mudrak y Kuehn,
2010).

LT-I. Es una toxina oligomérica de 86 kDa, compuesta por una
subunidad A de 28 kDa y cinco subunidades B idénticas de 11,5 kDa. Las subunidades B
estan agrupadas en forma de anillo y se unen estrechamente al gangliésido Gy, Yy

débilmente al Gp,

Figura 4. Esquematizacion de la estructura de la enterotoxina termolébil (LT) y a algunas

glicoproteinas
intestinales. La
subunidad A es la
responsable de la

actividad

enzimatica de la toxina, y esta proteoliticamente dividida en los péptidos A; y A, unidos por
puentes disulfuro (figura 4). Se describieron dos variantes de LT-I estrechamente
relacionadas, con parcial antigenicidad cruzada. Estas variantes se denominan LTp y LTh ya
gue su primer aislamiento fue a partir de porcinos y humanos respectivamente (Nataro,
1998).

e Actividad catalitica de LT. El péptido A; tiene actividad ADP-
ribosiltransferasa y actla trasfiriendo la mitad de un ADP-ribosil del NAD a la subunidad alfa
de la proteina GTP (Gsy), estimulando la actividad de la adenilato ciclasa. La ADP-
ribosilacién de la subunidad Gs, produce una activacién permanente de la adenilato ciclasa,
incrementando los niveles de AMP ciclico intracelular (cAMP). El incremento de estos

niveles en la célula hospedadora, abre diferentes canales, incluyendo el receptor

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



Prevalencia de ETEC y STEC en cerdos sin manifestacion clinica de diarrea | 27

Introduccién

transmembrana fibrosis quistica, resultando en la pérdida de fluidos y electrolitos en el
lumen intestinal (Mudrak y Kuehn, 2010).

Durante la activacion, LT, es clivada proteoliticamente
liberando un fragmento terminal-C llamado A,; el fragmento polipeptidico A; restante, es el
responsable de los efectos toxicos. Sumado a este evento, el puente disulfuro que une las
subunidades A; y A,, también se reduce luego de ingresar a la célula hospedadora,
separando completamente los dos fragmentos (Mudrak y Kuehn, 2010).

LT esta codificada por un oper6n compuesto por dos genes,
eltA (LT,) el cudl se encuentra superpuesto con el comienzo del gen eltB (LTg) por cuatro
nucleotidos. Estos genes se denominan eltAB. En ETEC, eltAB se encuentran en un
plasmido de virulencia extracromosomal llamado pEnt. Esos genes estan flanqueados por
una secuencia conservada, seguida por una secuencia de insercién (Sl) parcial o intacta.
Elementos similares a estos, se hallan frecuentemente proximos a genes que codifican
fimbrias de adhesion, sugiriendo un mecanismo general de transferencia de genes
asociados con la virulencia. El plasmido pEnt completo puede transferirse a una cepa de E.
coli no patégena transformandola en toxigénica (Mudrak y Kuehn, 2010).

e Regulacién de la producciéon de LT. Varios son los factores que se
encuentra involucrados en la regulacion transcripcional del operén eltAB, a) Condiciones de
crecimiento: el limite de pH en el cual se produce la toxina es 7,5 - 8. En cuanto a la
temperatura se refiere, LT no se produce en cantidades detectables con temperaturas
inferiores a 26° C, observando el pico de produccién a los 37° C. Un compuesto que induce
la liberacién de LT es la glucosa. Los niveles de oxigeno y la osmolaridad también estan
involucrados en la expresion de la toxina. En general, todas estas son condiciones que
imitan a las encontradas en el intestino delgado. La presencia de acidos grasos de cadena
corta, perjudica la producciébn de LT. Estos acidos se encuentran en cantidades

relativamente altas en el colon, estimulando la absorcién por una via independiente al
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cAMP. La presencia de esos componentes en el medio podria servirle a la bacteria, como
sefal de haber llegado al intestino grueso y no tener que producir LT, ya que pasé su sito
blanco, el ileon. b) Regulacién a través de un nucleoide asociado a proteina (H-NS): la
regién conservada upstream de eltA presenta un promotor de consenso fuerte mientras que
la regién downstream de eltB presenta un probable terminador transcripcional, esto indica
que los genes son transcriptos como un mensaje Unico. H-NS es responsable de la
regulacién de LT asociada a la temperatura, pero aun no esté claro cudles son los factores

bacterianos capaces de detectar la condicion osmatica y la concentracion de acidos grasos

Figura 5. Esquematizacion del mecanismo de regulacion del operon eltAB
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Intestino delgado (ducdeno) Intestino delgado (duodeno) Intestino grueso

de cadena corta. c) Retroalimentacion de cAMP: el cAMP es un importante regulador de la
transcripcién de eltAB, conjuntamente con los productos finales de la actividad catalitica de
LT. Parte del cAMP liberado como consecuencia de la actividad catalitica LT4, es vertido en
el lumen intestinal. Se definié un circuito de retroalimentacién por el cual la produccion de LT
puede ser desregulada una vez que cierta cantidad de cAMP fue liberado por los
enterocitos. Para explicar la relacion con la glucosa, se identificaron los receptores proteicos

bacterianos para cAMP (CRP) como reguladores negativos de la sintesis de LT. La glucosa
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inhibe la produccion de cAMP, reduciendo los niveles de CRP activo, de tal modo estimula la
produccién de LT. Como la glucosa se absorbe en el intestino delgado, es probable que
ETEC encuentre elevadas concentraciones de este hidrato de carbono en las primeras
porciones del intestino. En consecuencia, la temprana exposicién a la glucosa podria inducir
la produccion de LT, colaborando con el proceso de adherencia en el ileon (ver figura 5). Es
interesante mencionar, que la produccion de STa es estimulada por CRP, sugiriendo que
ETEC, predominantemente, puede producir sélo un tipo de toxina en el momento de la
infeccién (Mudrak y Kuehn, 2010).

¢ Ensamblaje de la holotoxina. LT, y LTg tienen secuencias sefiales que
las transportan al espacio periplasmico de E. coli, a través del sistema de transporte Sec.
Una vez que las subunidades A y B se encuentran en el espacio periplasmico, se
ensamblan espontdneamente formando la holotoxina (Mudrak y Kuehn, 2010).

e Secrecion. Si bien se consideraba que el espacio periplasmico era el
destino final de la toxina LT, Tauschek y col., 2002, identificaron a un operon que codifica un
sistema de secrecion tipo Il funcional, el cual la exporta. Los genes que codifican este
aparato también estan regulados por H-NS, indicando que se activarian bajo las mismas
condiciones que favorecen la produccion de LT. Otro sistema de secrecién involucrado en la
liberacion de LT es a través de vesiculas de membrana externa (OMVs). Como su nombre lo
indica, OMVs son derivados de la membrana externa y en su lumen también estan
presentes compuestos periplasmicos. En el caso de ETEC, LT activa puede encontrarse
tanto dentro de las vesiculas como asociada a la superficie (Horstman y Kuehn, 2000;
Kuehn y Kesty, 2005).

e Unidn con el gangliésido. a) Interaccién LT/Gy;: el receptor celular por
excelencia para LT es el monosialogangliésido Gy; (GalB3GalNAcB4(NeuAca3)Glcp1-
ceramida). El sitio de unién de la toxina para Gy, esta localizado en la interfase entre dos

subunidades adyacentes. S6lo es capaz de unirse a Gy, la subunidad B pentamérica. Con
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cinco subunidades B, hay cinco sitios de unién disponibles a Gy;. Luego de la unidn, LT es
internalizada y transportada hacia el reticulo endoplasmico. Desde alli, LT, es capaz de
desplazarse por el citosol, buscando su sitio blanco, Gs,; b) Sustratos no Gy;: LTg puede
unirse con gangliésidos adicionales a Gy; (Gpi,, paraglobosido), con muy baja afinidad.
Podrian representar un sustrato poco 6ptimo, el cual permite a LT permanecer cercana a la
superficie de los enterocitos hasta tanto localice Gy; y sea internalizada; c) Hidratos de
carbono sanguineos: el efecto toxico de LT podria no ser especifico Gy;, dado que
probablemente el glicolipido tipo A del grupo sanguineo (y posiblemente B) sirvan como
receptores funcionales para la toxina tanto in vivo como in vitro (Mudrak y Kuehn, 2010).
e Unibén con

Figura 6. Esquema de un LPS y los posibles sitios de union con la subunidad B de LT
lipopolisacaridos (LPS); a) La unién -
de LT a la superficie de E. coli se
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de toxinas sobre las OMVs. Esta )

LipidoA
asociacion es independiente de la
presencia de la subunidad A. El sitio de unién entre el LPS y la subunidad B de LT seria en
el core central, en la region externa del mismo con una molécula de glucosa y en la regiéon

interna con el 3-deoxy-D-manosa-acido octulosénico (Kdo) (figura 6); b) Posibles roles de la

union LPS/LT: existe una cantidad de posibles funciones para la union LPS/LT. Una de ellas
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es la modulacién de los niveles de toxina. Esta interaccidn reduce la cantidad de toxina libre
gue podria ingresar en las células hospedadoras. Sin embargo, esta asociacion, genera las
vesiculas OMVs que transportan moléculas de LT por dentro y fuera de ellas. Dado que LT
puede mediar la internalizacion de vesiculas completas, éstas “bombas ricas en toxinas”
pueden intoxicar a los enterocitos mas rapidamente en un solo evento. Otra funcion de las
OMVs seria proteger a LT de la protedlisis y finalmente una de las mas importante seria la
de evadir o alterar la respuesta inmune del hospedador (Mudrak y Kuehn, 2010).

Si bien el mecanismo anteriormente expuesto es la explicaciéon clasica de accion de
LT y CT, hay evidencias que indican que la respuesta secretoria de estas toxinas es mucho
més compleja. Podrian estar involucradas en la serie E de prostaglandinas (PGE; y PGE,) o
con el sistema nervioso entérico que regula tanto la motilidad intestinal como la secrecion de
iones (Nataro, 1998).

LT-Il. El serogrupo LT-Il también incrementa los niveles
intracelulares de cAMP utilizando mecanismos similares a LT-l. Se diferencia en que LT-II
en lugar de utilizar como receptores a Gy, lo hace con Gp;. Como se menciond
anteriormente, no existen evidencias que relacionen a LT-Il con enfermedades de humanos

y animales (Nataro, 1998).

Toxinas termo-estables (ST). Las enterotoxinas termoestables, son
pequefios péptidos secretados por bacterias enterotoxigénicas. Los péptidos termoestables
son activos aun luego de exponerlos a 95° C durante una hora. Se identificaron dos familias
de enterotoxinas termo-estables (STs) que difieren tanto en estructura como en funcion:
STa, soluble con metanol, resistente a las proteasas con sitio de unién en el receptor
guanilato ciclasa C y STb, insoluble en metanol y sensible a las proteasas, no tiene como
sitio de uniéon GC-C y actda incrementando los niveles intracelulares de Ca™ (Weiglmeier y

col., 2010). Los genes que codifican ambas clases de toxinas se encuentran principalmente
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en plasmidos y en algunos casos, pudieron encontrarse en transposones 0 en secuencias
de insercion. Péptidos con alta homologia con STa, también se identificaron en otras
bacterias entéricas como Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae O1, Vibrio mimicus,
Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae.

STa. Los dos tipos mas comunes de STa producidas por E. coli
son STh y STp. Estas toxinas consisten de 18 (STp) o 19 (STh) aminoacidos incluyendo seis
cisteinas que forman puentes disulfuro intramoleculares. Ambos péptidos tienen un residuo
terminal suficiente para otorgarle enterotoxicidad conociéndoselo como dominio toxico. Este
dominio presenta alta homologia con los péptido enddgenos guanilina, uroguanilina y
linfoguanilina (Weiglmeier y col., 2010). Ambas STa, son traducidas como un péptido
precursor de 72 aminoacidos que se someten a procesos proteoliticos intracelulares, para
activarla como un péptido de 17 a 53 aminoacidos. Esta forma es transportada al
periplasma, donde los puentes disulfuro se forman por wuna proteina DsbA
cromosémicamente codificada. A través de un proceso indefinido, la pro-STa es
transportada al periplasma por una via de exportacién dependiente de SecA. El péptido STa
activo, se cree que es secretado a través de la membrana externa (Weiglmeier y col., 2010).

Las isoformas de STa, comparten una region terminal C
conservada de 13 aminodacidos con tres puentes disulfuro responsables de su termo
estabilidad y actividad biologica. En consonancia con la funcion propuesta para STa como
un factor esencial de supervivencia de las bacterias, facilitando la huida desde ambientes
nutricionalmente pobres a aquellos nutricionalmente ricos, tanto la sintesis como la
secrecion de STa se reducen en medios enriquecidos con glucosa mientras que la falta de
este hidrato de carbono, las estimula. Investigaciones acerca de la patogénesis de la diarrea
producida por STa, revelaron la presencia de las hormonas paracrinas, guanilina y
uroguanilina, y el receptor para estos péptidos homologos, guanilato ciclasa C (GC-C),

codificado en el gen GUCY2C (Lucas y col., 2000; Lin y col., 2010).
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Guanilato ciclasa C, es el Unico receptor identificado para STa,
perteneciente a la familia de receptores guanilato ciclasa que catalizan la conversion de
GTP en cGMP tras su activaciéon. GC-C presenta la estructura de dominio conservado,
incluyendo dominio de unién extracelular, un dominio simple transmembrana, un dominio
intracelular homélogo a una quinasa y un dominio catalitico que produce cGMP (Lucas y
col., 2000). GC-C se expresa principalmente en las células de la mucosa intestinal desde el
duodeno hasta el recto, ubicado en la porcion apical de los enterocitos tanto de las
vellosidades como de las criptas. Los dos ligandos enddgenos de GC-C, guanilina y
uroguanilina, comparten una homologia significativa con STa (estructura terciaria
estabilizada por puentes disulfuro, esenciales para la actividad biologica; también son
sintetizados como pro-péptidos). Esta caracteristica, sugiere que STa y la diarrea
enterotoxigénica son el primer ejemplo de imitacion molecular y la convergencia de la
evolucién. Las bacterias se adaptaron a una funcion fisiolégica normal de las células, la
regulacién del fluido intestinal y homeostasis electrolitica para producir un esquema de
supervivencia evolutiva de la poblaciéon que garantice adecuadas fuentes de nutrientes y
diseminacion en nuevos ambientes y hospedadores (Lin y col., 2010).

La activacion de GC-C estimula el incremento del cGMP
intracelular, el cual se une y activa sus tres efectores: proteina quinasa cGMP dependiente
(PKGs), fosfodiesterasas (PDEs) y canales cerrados de nucleétidos ciclicos (CNG). Altas
concentraciones de cGMP intracelular, también pueden activar una proteina quinasa
dependiente de cAMP (PKA). PKGs son los principales mediadores intracelulares para la

sefializacién de cGMP (Lin y col., 2010).

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



Prevalencia de ETEC y STEC en cerdos sin manifestacion clinica de diarrea | 34

Introduccién

El mantenimiento de la homeostasis de fluidos y electrolitos es fundamental para los

procesos bioquimicos

Figura 7. Esquematizacion del mecanismo de accion de la toxina termoestable STa
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la homeostasis intestinal de fluidos y electrolitos a través de la acumulacién de cGMP, que
activa PKG conduciendo a la fosforilacién de los canales reguladores de la conductancia
transmembrana fibrosis quistica (CFTR), produciendo CI, HCO3 y secrecion de agua
(Lucas y col., 2000). STa induce diarrea secretora utilizando este mecanismo fisiolégico,
dada su alta afinidad por GC-C, ocasionando la induccién suprafisiolégica de acumulacion
de cGMP con una gran secrecidn de agua y electrolitos (Lin y col., 2010) (figura 7).

Igual que con LT, se propusieron mecanismos alternativos de accion, los cuales

involucran prostaglandinas, calcio y al sistema nervioso entérico.

STh. La enterotoxina termoestable STb, se asocia
principalmente con cepas ETEC de origen porcino, aunque también se encontraron
aislamientos humanos y de otras especies animales (pollos, bovinos, perros, hurones y
marmotas) (Dubreuil, 2008). STb, inicialmente es sintetizada como un precursor proteico de

71 aminoécidos, posteriormente procesado a una proteina madura de 48 aminoacidos con
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una masa molecular de 5,2 kDa. Contiene cuatro residuos de cisteina que forman dos
puentes disulfuro. Estos puentes son necesarios para la toxicidad de la molécula. Si bien
esta toxina es termorresistente, es altamente susceptible a la degradacion proteolitica
(Dubreulil, 1997). Taillon y col, 2008, demostraron la presencia de una variante de STb, la
cual se presenta con alta frecuencia y esta distribuida entre diversos virotipos de ETEC,
principalmente en STa:STh:Stx2 y STa:STb no fimbriadas. STb induce dafios histolégicos en
el epitelio intestinal, como pérdida de vellosidades y atrofia parcial de las mismas. STb,
reconoce como su receptor a un glicofingolipido llamado sulfatido. Esta molécula esta
presente en el epitelio intestinal de cerdos y humanos (Rousset y col., 1998). La region de la
toxina involucrada en la unién con el sulfatido, su receptor y/o la expresion de la toxicidad
estd comprendida por un lazo rico en glicina. Para estimular la secrecion de fluidos, la toxina
debe estar internalizada. Una vez dentro de la célula hospedadora, se estimula una proteina
reguladora de unién a GTP sensible a la toxina pertusis, ocasionando la entrada de calcio a
través de la activacion del canal de calcio cerrado receptor-dependiente, por una proteina
guinasa Il, calmodulina dependiente. Esto activa la apertura de un canal intestinal de iones y
puede también activar una proteina quinasa C y consecuentemente CFTR. Los niveles
incrementados de calcio regulan la actividad de las fosfolipasas A y C y la liberacién del
acido araquidénico desde los fosfolipidos de membrana conduciendo a la formacion de
prostaglandina E, (PGE,) y 5-HT que median el transporte de agua y electrolitos fuera de las
células intestinales. STh estimula la secrecidon de bicarbonato desde los enterocitos, lo que
provoca su acumulacién, junto con el aumento de la concentracion de Na*y CI, en el lumen
intestinal (Dubreuil, 1997).

STb esta clasificada como una toxina citotonica y por definicion
este tipo de toxinas no afectan la estructura celular como consecuencia de su accion.
Estudios realizados hasta 1984 corroboraban este concepto. Sin embargo, en 1985, se

publicé el primer trabajo de induccién de alteracién celular por STb (Whipp y col., 1985). STh
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altera la longitud de las vellosidades en el yeyuno porcino pero no afecta la profundidad de
las criptas. STb reduce marcadamente la tasa neta de absorcion de fluidos. La exposicion
del yeyuno porcino a la toxina, induce alteraciones estructurales microscopicas de la
mucosa intestinal, incluyendo el acortamiento de las vellosidades (una reduccion del 11 — 19
%, pérdida de las células de absorcion de las vellosidades y atrofia parcial), un incremento
de las células epiteliales descamadas en el lumen y cambios en el epitelio, que pasa de
columnar a cuboidal, en los extremos de las vellosidades mas cortas consecuente con la
capacidad de absorcion comprometida (Dubreuil, 2008). STb induce la formacion de poros
en vesiculas del ribete en cepillo del yeyuno porcino (Gongalves y col., 2007). Estos poros
podrian explicar la secrecion de electrolitos observada en la colibacilosis ocasionada por
STh. Los poros formados no son especificos, permitiendo el pasaje de aniones y cationes.
Como algunas toxinas formadoras de poros pueden matar células eucariotas, STh podria
ser responsable de la muerte celular, dando por resultado las alteraciones observadas en el

epitelio intestinal (Dubreuil, 2008).

EASTL1. La enterotoxina termoestable | caracteristica de E. coli
enteroagregativa (EAST1), es una toxina de bajo peso molecular, perteneciente a la familia
de las enterotoxinas STa. EAST1 se descubri6 como producto de algunas E. coli
diarreigénicos en humanos. El gen astA, que codifica su produccién, se encontrd distribuido
entre cepas ETEC de origen porcino. Varios de esos estudios, demostraron que el gen se
detectaba cominmente entre cepas ETEC F4 positivas, especialmente pertenecientes al
serogrupo O149. Una combinacién comun entre los ETEC porcinos es LT+/FA4+/EAST1+.
Sin embargo el gen para EAST1 también se detectd en otros virotipos de ETEC F18+
(Fairbrother y col., 2005). El gen astA se encuentra en un gran plasmido de tamafio variable
(58 Kb en ETEC 0141 y 85 Kb en ETEC 0149) presentando 98 % de homologia con el

correspondiente gen perteneciente a aislamientos de origen humano. El gen astA también
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se inform6 en EHEC O157:H7 (en la cual podria permanecer inactivo), en un alto porcentaje
de ETEC y EPEC humanas y en cepas de E. coli de nifios sin diarrea (Fairbrother y col.,
2005).

El papel de EAST1 en el desarrollo de la diarrea es
controversial. EAST1 incrementa la concentracién de cGMP dentro de los enterocitos. Se
cree gue esta toxina, basados en la similitud que presenta con STa (las regiones funcionales
de ambas comparten 50 % de homologia) y la elevacién de los niveles cGMP, podria actuar
de forma similar a STa. El efecto de EAST1 sobre la induccién de pérdida de electrolitos,

aun no se ha demostrado (Dubreuil, 1997).

1.1.8.2 Factores de colonizacién. Los mecanismos por los cuales las
cepas ETEC se adhieren y colonizan la mucosa intestinal, fueron objeto de numerosas
investigaciones. Para producir diarrea, las cepas ETEC deben adherirse a los enterocitos del
intestino delgado a través de sus fimbrias de superficie o adhesinas no fimbriales. Se
caracterizaron una gran cantidad de antigenos fimbriales de ETEC. La heterogeneidad
antigénica conferida por la existencia de multiples antigenos fimbriales es un obstaculo para
el desarrollo de una vacuna efectiva. Las fimbrias le otorgan a las cepas ETEC,
especificidad de especie: las productoras de F5 son patdgenas para bovinos, ovinos y
cerdos mientras que las que expresan F4 son capaces de producir enfermedad sélo en
cerdos. Las cepas humanas de ETEC poseen su propio grupo de fimbrias de colonizacion,
los CFA (colonization factor antigens). Los CFA se pueden dividir en funcion a sus
caracteristicas morfolégicas. Existen tres variedades morfolégicas importantes: bastones
rigidos (CFA/l), bastones flexibles (CFA/IIl) y estructuras delgadas y flexibles (CFA/Il y
CFA/V).
Los genes que codifican estas estructuras estan

localizados en plasmidos, que también llevan los genes para ST y/o LT. Este grupo de
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genes fimbriales codifican para una subunidad fimbrial primaria proteica y para proteinas
accesorias que se requieren para el procesamiento, secrecidbn y conformacion de la
estructura fimbrial (Nataro y Kaper, 1998).

Las fimbrias F4, proteinas de superficie flamentosas y
poliméricas, estan presentes en cepas ETEC responsables de diarrea y mortalidad neonatal
en lechones destetados. Consisten en una subunidad mayor (FaeG) con subunidades
menores (FaeF, FaeH, FaeC y probablemente Fael). Se describieron diferentes serotipos de
F4: F4ab, F4ac y F4ad. Las fimbrias F4 le permiten al microorganismo adherirse a
receptores especificos presentes en las vellosidades de los enterocitos v,
consecuentemente, colonizar el intestino delgado. Al considerar las tres variantes de F4
(F4ab, F4ac y F4ad) y teniendo en cuenta la adhesividad por el ribete en cepillo de los
enterocitos, los cerdos pueden distinguirse en seis fenotipos: fenotipo A, adhiere las tres
variantes; fenotipo B, adhiere F4ab y F4ac; fenotipo C, a F4ab y F4ad; fenotipo D, a F4ad;
fenotipo E a ninguna variante y fenotipo F, adhiere F4ab. Con respecto a los receptores, se
describieron los siguientes modelos: receptor bcd, encontrado en el fenotipo de cerdos A;
receptor bc en cerdos fenotipo A y B; receptor d, en cerdos C y D; y receptor b, en cerdos F

(Van den Broeck y col., 2000).

En las dltimas décadas, se describieron nuevas caracteristicas
potencialmente virulentas, como nuevo pili (tipo 1V) (Pitchel y col., 2002), proteinas para la

invasion celular, proteinas de autotransporte y citolisina (Nagy y Fekete, 2005).

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



Prevalencia de ETEC y STEC en cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

Introduccién

Figura 8. Esquematizacién del mecanismo de patogenicidad de ETEC
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activacion del regulador transmembrana de fibrosis quistica (CFTR) por cAMP y cGMP (Croxen y

Finlay, 2010 adaptado por Martin Carriquiriborde).
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1.1.9 Escherichia coli enteroagregativo (EAEC)

Escherichia coli enteroagregativo (EAEC), es el patotipo méas recientemente descripto. Se
define como una cepa de E. coli que no secreta enterotoxinas LT o ST y que produce un
patrén de adherencia distinto en células Hep-2, denominado adherencia agregativa (AA).
Este patron se distingue por una exacerbada autoaglutinacion bacteriana en la superficie
celular con una configuracién similar a una pila de ladrillos (Nataro y col., 1998; Bolton y col.,
2006). EAEC estéa surgiendo como un patdégeno diarreico significativo en maltiples grupos de
poblacion. Aunque la asociacion mas frecuente es diarrea pediatrica en paises en vias de
desarrollo, EAEC también esta relacionado con diarrea en adultos incluyendo viajeros,
pacientes HIV positivos y fue causa de brotes de enfermedad transmitida por alimentos en el
mundo industrializado. Los datos actuales sugieren que no existe un grupo de factores de
virulencia asociado a todas las EAEC, sino que prevalece la combinacién de multiples
factores. Se cree que en la patogénesis de EAEC estan involucrados tres pasos: a) Se inicia
en la region terminal del ileon y colon con la adherencia de los microorganismos formando el
patron caracteristico a través de una o varias fimbrias de adhesién agregativa hidrofébicas
(AAF); b) Las bacterias producen una pelicula mucosa sobre la superficie de los enterocitos;
c) Las bacterias liberan toxinas que alteran la respuesta inflamatoria, secrecion intestinal y
toxicidad en la mucosa. Los aspectos de cada uno de estos pasos, implican caracteristicas
codificadas en plasmidos (Johson y Nolan, 2009). Los factores de virulencia de EAEC que
pueden participar en la patogénesis son, estructuras fimbriales que forman manojos de finos
filamentos denominadas AAF (aggregative-adherence-fimbriae), codificados por un plasmido
de 65 Kb llamado pAA (Nataro y col.,, 1998; Bolton y col., 2006). Se describieron tres
variantes de AAF en funcion a las variaciones de la secuencia de aminoacidos de la
subunidad mayor de pilina. AAF/I, AAF/Il y AAF/III codificadas por los genes aggA, aafA y
agg3A, respectivamente (Boisen y col., 2008). En estudios epidemioldgicos, las cepas EAEC

no expresan ninguna de las tres variantes AAF conocidas, a pesar de la presencia del
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regulador AggR y otros genes de pAA. Estos hallazgos sugieren la presencia de variantes
de adhesinas adicionales AAF aun no caracterizadas (Harrington y col., 2006; Boisen y col.,
2008). En la mayoria de los casos EAEC expresa solo un posible AAF alelo. Los genes para
la biogénesis de AAF funcionan como una organizacion similar a la de las adhesinas
fimbriales Dr, presentes en E. coli uropatégeno y E. coli de adherencia difusa. Sumado a las
proteinas chaperonas necesarias para el ensamblaje de las estructuras Dr, AFFs incluye un
gen que codificaria una subunidad menor de pilina (aafB), el cual podria mediar la invasion
de la célula epitelial. Si bien algunos investigadores sugieren que EAEC es un patdgeno
invasivo, hay otros tantos que no estan de acuerdo con esta posicion (Harrigton y col.,
2006). La expresion de los genes AAF requiere un activador transcripcional AggR, de la
clase AraC. Esta proteina regula los genes involucrados en la biogénesis fimbrial tanto para
AAF/I como AAF/II (Harrigton y col., 2006). El paradigma patogénico imperante de EAEC,
incluye la colonizacion de la mucosa intestinal seguida por la elaboracion de una o mas
citotoxinas y enterotoxinas, de las cuales ya se describieron tres: Shigella enterotoxina 1
(ShET1), una toxina codificada en un plasmido (Pet) (toxina con masa molecular de
aproximadamente 110 kDa perteneciente a la familia de proteinas denimonada Serinas
Proteasas de Autotransporte de Enterobacteriaceae, SPATE, actla en el citosol de la célula
epitelial hospedadora alterando la arquitectura del citoesqueleto de actina) (Navarro-Garcia
y col., 2010) y la toxina termo estable E. coli enteroagregativa (EAST1). Ninguna de estas
toxinas estan bajo regulacion de AggR, aunque se encuentran con mayor frecuencia en

cepas aggR positivas que en las negativas (Boisen y col., 2008).

Las lesiones histopatologicas causadas por EAEC, se caracterizan por el
acortamiento de las vellosidades intestinales, necrosis de las microvellosidades y una
respuesta inflamatoria leve con edema e infiltracion de la submucosa (Nataro y col., 1998)

(Imagenes 4, 5y Figura 9).
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Imagen 4. Patrén de adherencia agregativa en células HEp-2

(de Nataro y col., 1998)

Imagen 5. Adherencia agregativa que define a EAEC

Las bacterias se adhieren tanto a las células como al cubreobjetos con su tipica apariencia de bloques apilados.

(Aumento: X 1,000) (de Ruttler y col., 2006)
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Figura 9. Esquematizacién del mecanismo de patogenicidad de EAEC
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adaptado por Martin Carriquiriborde).
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1.1.10 Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC)

Este patotipo de Escherichia coli esta caracterizado por su patron de adherencia difusa en
células HEp-2, la presencia de adhesinas de la familia Afa/Dr o la ausencia de otros genes
tipicos de los otros patotipos de E. coli (Bolton y col.,, 2006) (Imagen 6). Aunque el papel
enteropatogénico de DAEC no estd claramente demostrado, se cree que pueden causar
diarrea en nifios mayores de un afio de edad y en adultos (Nataro y Kaper, 1998). El patrén de
adherencia, también observado en cepas EPEC, estd mediado por estructuras fimbriales
(Bolton y col., 2006). Se describieron dos tipos de adhesinas: la fimbria F1845 codificado por
el gen daaC (Bolton y col., 2006) y una proteina de la membrana externa conocida como
AIDA-I (adhesin involved in diffuse adherence). Tras adherirse al epitelio intestinal provocan
una elongacién de las microvellosidades que engloban las bacterias sin que se produzca una
invasion interna (Nataro y Kaper, 1998). Algunas cepas DAEC también pueden llevar un
sistema de secrecion tipo Ill, similar al observado en EPEC y EHEC. También se publico la

presencia del gen gque codifica la produccién de la toxina EAST1 (Bolton y col., 2006).

Imagen 6. Adherencia Difusa tipica de DAEC

Las bacterias se encuentran dispersas sobre la superficie celular. (Aumento: X 1,000) (de Rdittler y col., 2006)
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adhesion (CEACAM). La toxina de autotransporte Sat esta asociada con las lesiones producidas en

las uniones intercelulares (TJs) y con el incremento de la permeabilidad. La infiltracion de leucocitos

polimorfonucleares (PMN), incrementa la cantidad de DAF en la superficie celular (Croxen y Finlay,

2010 adaptado por Martin Carriquiriborde).
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1.1.11 Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC o VTEC)

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) o verotoxina (VTEC), se caracteriza por la
produccién de citotoxinas que inhiben la sintesis proteica. Las toxinas pueden denominarse
indistintamente verotoxina, debido a su actividad sobre células Vero o toxina Shiga, debido a
su similitud con la toxina producida por Shigella dysenteriae. En términos generales, STEC
se utiliza principalmente en Estados Unidos mientras que VTEC se lo emplea en Europa
(Bolton, 2011). La similitud entre la secuencia de aminoacidos de Stx producida por E. coli
es particularmente alta con respecto a la producida por S. dysenteriae (s6lo un aminoacido).
Ademas de E. coli y S. dysenteriae, las toxinas variantes de toxinas Stx también son
expresadas por otros géneros bacterianos como Enterobacter, Citrobacter, Acinetobacter,
Campylobacter y Hamiltonella (Mauro y Koudelka, 2011).

STEC es el grupo mas importante de patdgenos emergentes asociados a
Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA). E. coli O157:H7, fue identificado por
primera vez como patdogeno humano en 1982, durante dos brotes de colitis hemorragica
ocurridos en Oregon y Michigan, Estados Unidos, atribuidos al consumo de hamburguesas
en restaurantes de una cadena de comidas rapidas (Riley y col., 1983). La infeccién por
STEC puede ocasionar casos esporadicos o brotes de diarrea, colitis hemorragica y
sindrome urémico hemolitico (SUH). En Argentina, el SUH es endémico y constituye la
primera causa pediatrica de insuficiencia renal aguda y la segunda de insuficiencia renal
cronica; ademas es responsable del 20 % de los transplantes renales en nifios y
adolescentes (Rivas y col., 2006). Si bien el serotipo O157:H7 es el responsable de la mitad
de las infecciones por STEC confirmadas en Europa, existe una preocupacion creciente
sobre el riesgo de los serotipos de STEC no-0157 para la salud publica (Bolton y col.,
2006).

Los rumiantes, especialmente los bovinos, son la fuente directa e indirecta mas

frecuente de E. coli O157:H7 (Sanz y col., 1998; Parma y col., 2000a). El microorganismo
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coloniza el tracto gastrointestinal de los bovinos, principalmente a través de la internalizacion
en el epitelio de la mucosa adyacente a la region recto-anal, pudiéndose considerar un
organismo comensal que no causa enfermedad (Sheng y col., 2011).

No todas las cepas STEC son perjudiciales para la salud publica, Hussein, 2007,
publicé un listado de serotipos patégenos y no patdgenos. Dentro de los STEC que
producen enfermedad, las diferencias de la virulencia de los distintos serotipos se puede
atribuir a factores especificos codificados en la isla de patogenicidad LEE, adquirida
horizontalmente. En la patogénesis de STEC, ademas de LEE, estan involucrados otros
factores de virulencia (Bolton, 2011).

Los factores de virulencia presentes en STEC pueden tener localizacion cromosomal
o plasmidica. El cromosoma de STEC lleva una serie de genes que codifican la produccién
de diversos factores de virulencia, incluyendo stx,, stx,, genes LEE, ure, hep, ecp, efal, cah,
iha, chuA, efa, fepC, paa, nle, rbc, sety eibG (Bolton, 2011). En general, el fago que codifica
Stx2, tiene una organizacion tipo lambda. Los fagos que codifican Stx1 pueden tener una
organizacion similar a la anterior o pueden estar constituidos por diferentes grupos de genes
homologos. Segun el Manual Bergey, las toxinas Shiga se clasifican en 6 tipos 1, 2, 2c, 2d,
2e y 2f, que agrupan a 22 toxinas. Actualmente, esta clasificacion fue ampliada y se
propusieron 12 tipos de Stx: Stxla, Stxlb, Stxlc, Stxld, Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e,
Stx2f, Stx2g, y Stx2h, y 31 variantes (Scheutz y Strockbine, 2005). Bolton, 2011, menciona
la existencia de dos tipos de toxinas Stx denominadas Stx1 y Stx2. Stx1 con tres variantes
(Stx1, Stxlc y Stx1d), mientras que el grupo Stx2, altamente heterogéneo, que consiste en
Stx2c, Stx2dact, Stx2d, Stx2e, Stx2f y Stx2g. Las cepas productoras de Stx1 se encuentran
principalmente en bovinos con diarrea, mientras que las cepas productoras de Stx2, son las
gue predominan en animales adultos especialmente en Argentina (Sanz y col., 1998; Parma

y col., 2000a; Padola y col, 2004; Bolton, 2011). Las cepas STEC de origen humano, animal
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o de alimentos pueden producir un determinado tipo de Stx, solas 0 en combinacion de dos
0 mas toxinas.

Stx son toxinas tipo ABs (subunidad enzimatica A en asociacién no covalente con
cinco subunidades B, que poseen tres actividades celulares diferentes: a) ARN N-
glicosidasa que inhibe la sintesis proteica; b) Sefial de transduccion que produce apoptosis y
¢) Inhibicion de la replicacion viral (Bolton, 2011). Las diferencias en la especificidad de Stx,
pueden deberse a la variaciéon en los genes que codifican las subunidades B (stxB;, stxBy).
El receptor glicolipidico para Stx es globotriosilceramida (Gb3) (Gb4 en el caso de Stx2e),
que se encuentra sobre las células endoteliales. La toxina es internalizada mediante un
proceso de endocitosis. Un fragmento de la subunidad A con el N-glucésido son liberados al
citosol, removiendo un grupo adenina del rRNA de la célula hospedadora. Esto se traduce
en la inhibicibn de la sintesis proteica, precipitando la apoptosis de la célula eucariota.
Citoquinas como TNF-a e IL1-B, se cree que son producidas por la estimulacién que Stx
realiza sobre los monocitos, potenciando la accion de la toxina sobre las células
endoteliales, a través de la regulacion del receptor celular (Karmali y col., 2010).

Algunas cepas STEC, producen una citotoxina adicional ABs, letal para ratones y que
también produce extenso dafio microvascular, trombosis y necrosis en varios 6rganos,
incluyendo cerebro, rifiones e higado. La nueva toxina se llamé citotoxina subtilasa. La
subunidad B, al igual que lo que ocurre con Stx, forma un pentamero que se une a
receptores glicolipidicos ubicados sobre la superficie celular. El prototipo de citotoxina
subtilasa (SubAB) se detect6 en la cepa STEC 0113:H21 LEE negativa, responsable de un
pequefio brote de SUH en Australia. Est4 codificada por dos genes (subA y subB) ubicados
en el plasmido conjugativo pO113 (Paton y Paton, 2005).

Otros genes que pueden estar presentes en el cromosoma de STEC es el grupo ure,
el cual estda formado por tres genes estructurales ureA, ureB, ureC y cuatro genes

accesorios ureD, ureE, ureF y ureG. Si bien esta establecido su rol en el transporte y
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procesamiento de ureasa, también pueden tener un importante rol en la colonizacién y
patogénesis de E. coli 0157:H7 (Bolton, 2011). Este serotipo también produce un pili tipo IV,
llamado pili de coli hemorragico (HCP), involucrado en el proceso de invasion de los
enterocitos, formacion de biofilm, movilidad, e induccién de la secreciébn de citoquinas
proinflamatorias por parte de las células epiteliales intestinales (Ledesma y col., 2010).
También produce otro pili denominado pili comun de E. coli (ECP), quién juega un rol
importante en la adherencia y colonizacion. STEC LEE-positivas pueden producir otras
adhesinas putativas como Efal y Cah (codificadas por efal y cah). Efal esta asociada con
los serotipos vinculados con brotes epidémicos o enfermedad severa. Cah es una proteina
de autotransporte presente en EHEC. Iha es un gen que regula el hierro (IrgA), presente en
aislamiento LEE positivos y negativos y se relaciona con serotipos especificos. Si bien su
funcién esta esclarecida, podria actuar como una adhesina en lugar de la intimina. El gen
chuA, codifica un receptor proteico de membrana externa que sirve para el transporte de
proteinas y esta involucrado con la utilizaciéon del grupo hem. El gen efa codifica un factor de
adherencia en EHEC y es idéntico a lifA (inhibidor de la activaciéon de linfocitos). Estos
genes se encuentran presentes en aquellas cepas que producen la tipica lesién A/E. El gen
fepC codifica una enterobacterina férrica asociada al transporte de proteinas de union del
ATP. El gen paa, codifica una proteina porcina asociada a lesiones A/E. Las infecciones por
STEC también involucran moléculas efectoras no-LEE (Nle), codificadas en profagos, que
tienen gran variedad de funciones, incluyendo inhibicion de la fagocitosis, invasion,
citotoxicidad, adherencia bacteriana. El gen set (también conocido como ent o sen) codifica
probablemente, una enterotoxina similar a ShET2 producida por Shigella flexneri (Bolton,
2011).
Los plasmidos transportadores de genes de virulencia que presenta STEC son:
a) pO157, es un plasmido de 92 Kb que contiene los genes/operones ehxA,

epC-0O, toxB, espP, kat, stcE y ecf. Su presencia es necesaria para que EHEC exprese
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virulencia completa. El gen ehxA, codifica la produccion de una enterohemolisina (Ehly) cuya
funcién durante la infeccidén es la de liberar la hemoglobina presente en los glébulos rojos,
proveyendo a las bacterias de una fuente de hierro. Es una proteina perteneciente a la
familia de las RTX, citolisinas formadoras de poros (Beutin y col.,, 1989). Ehly es
responsable del fenotipo enterohemolitico observado entre las cepas STEC 0157 y no-
0157, también se observé en STEC eae-positivas y eae-negativas (Schmidt y col., 1995).
Esta toxina es necesaria para el desarrollo de la infeccion en humanos y estd presente en
aislamientos STEC de origen bovino, otorgando mayores evidencias acerca de la relacién
STEC bovinas y enfermedades en humanos (Von Muffling y col., 2007). Los genes etpC al
O, codifican una via de secrecion tipo IlI; toxB, potencial adhesina necesaria para la
completa expresion de adherencia de O157:H7; espP, una serina extracelular y un sistema
de autotransporte EspP, con actividad citotoxica, parecen tener efecto sinérgico con la
enterohemolisina, durante el desarrollo de la enfermedad hemorragica; katP, catalasa-
peroxidasa; stck, inhibidor de estearasa C1. También contiene al operdon ecf que codifica
enzimas modificadoras de la estructura de los lipopolisacaridos, optimizando la estructura e
integridad de las membranas, de esta manera se ve facilitada la supervivencia y persistencia
bacteriana en un amplio rango de ambientes adversos y diversos encontrados en animales,
humanos, granjas y alimentos (Bolton, 2011).

b) pO113, es un megaplasmido que contiene los genes saa, Ipf y sab. El gen
saa, codifica una adhesina autoaglutinante de STEC (Saa) asociada especialmente a cepas
no-O157 LEE negativas, si bien no son muy frecuentes, se asociaron con el serotipo
0113:H12 productor de SUH. Paton y col., 2001, publicaron la presencia de una gran fimbria
polar (LPF) codificada por el operén Ipf. E. coli O157:H7 puede presentar los operones Ipfly
Ipf2 0 ambos, y estdn asociados con el incremento de la adherencia, la habilidad de
colonizacion y la persistencia de la infeccion. En el caso del operdn Ipf2 se asocié con el

desarrollo de diarreas severas (Osek y col., 2003b). Torres y col., 2009, identificaron
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polimorfismo dentro del los genes IpfA, caracteristica utilizada para clasificar a la subunidad
fimbrial mayor en distintas variantes. Galli y col., 2010, analizaron STEC LEE-negativas
aisladas de humanos y bovinos de la Republica Argentina y observaron que la variante mas
comunmente encontrada en las cepas bovinas era la codificada por el gen IpfA2-1 mientras
que el genotipo combinado IpfAl1-2 y IpfA2-1 fue el mas comun en aislamientos humanos. El
gen sab codifica, un sistema de autotransporte involucrado en la formacion de biofilm
(Herold y col., 2009).

Patogénesis. Al igual que la gran mayoria de E. coli, las cepas O157:H7 y otras
STEC, tiene gran resistencia a los ambientes &cidos y con presencia de sales biliares. Este
fenotipo es mediado por el gen rpoS que codifica un factor sigma de fase estacionaria que le
permite sobrevivir largos periodos a pH por debajo de 2,5. Una vez ingeridas, sobreviven sin
dificultad el pasaje a través del estdbmago e intestino delgado, contribuyendo con estas
caracteristicas los productos codificados por los genes ure, ecf, katP y stcE. Una vez
colonizado el intestino grueso, entran en contacto con los enterocitos, a través de las
adhesinas fimbriales codificadas por los genes hep, ecp y efa, desencadenando la expresion
de los genes presentes en LEE (Bolton, 2011). La regulacion de los genes de virulencia es
critico para que la bacteria despliegue sus factores de virulencia en el lugar adecuado, en el
momento adecuado y bajo condiciones ambientales apropiadas. Se realizaron innumerables
investigaciones acerca de la regulacion de los dos principales atributos de virulencia de
STEC, LEE y toxina Shiga. La regulacion de los genes de LEE es compleja, e involucra
reguladores codificados y no codificados por LEE. En general, los reguladores no
codificados, incluye H-NS, el cual actia como represor e IHF, que lo hace como activador
(Barba y col., 2005); dentro de los codificados por LEE se encuentran moléculas
autoinductoras llamadas quorum sensing (Clarke y Sperandio, 2005; Gyles, 2007). ToxB,
también estaria involucrada en la deteccion extracelular de sefiales que estimulan la

expresion de LEE. El TTSS conecta el citoplasma bacteriano con el de la célula
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hospedadora. La proteina Tir (producto de los genes tir/espE) es transportada a través del
TTSS y localizada en la membrana de las células hospedadoras, siendo su funcién ser el
receptor para la intimina. En este momento, se inyectan dentro del enterocito una gran
cantidad de proteinas, incluyendo los productos de rtx, ehxA, fepC y efalllifA
conjuntamente, con moléculas Nle, cuyas funciones se describieron previamente. Dentro de
la célula hospedadora, también se activan otras vias de sefializacién que ocasionan la
destruccion de las microvellosidades y la reestructuracion del citoesqueleto, formando el
tipico pedestal caracteristico de la lesion A/E. En cepas STEC LEE-negativas, la adhesion
esta mediada por Saa y LPF (Bolton, 2011).

Una vez que se produjo la adherencia, se liberan las toxinas Shiga. Como los genes
gue codifican la produccién de estas toxinas se encuentran en un bacteri6fago lisogénico, su
produccién y liberacion, dependen de que el fago active su ciclo litico. Esta induccion, puede
ocurrir luego del dafio del ADN bacteriano ya sea por agentes toxicos o antimicrobianos.
Como consecuencia de la lisis de las células hospedadoras se liberan mas fagos libres que
infectaran a otras bacterias (Bolton, 2011). Luego de la liberacién de las toxinas en el lumen
intestinal, se induce la produccién de interleuquina 8. Durante la inflamacién resultante, la
migracion de los leucocitos polimorfonucleares dentro del lumen intestinal, facilita el pasaje
de toxina Shiga dentro de la submucosa. Las toxinas son transportadas al torrente
sanguineo, posiblemente unidas a leucocitos circulantes, a sitios ricos en receptores Gb3
como son los glomérulos renales, epitelio del tibulo proximal renal, y en el cerebro. Luego
de la unién con su sitio blanco, la toxina es internalizada por un proceso de endocitosis,
desarrollandose la cascada de acontecimientos previamente descriptos (Bolton, 2011).

El borrado de las microvellosidades, la inflamacién y la secrecién activa de cloro en
el intestino grueso, ocasionan diarrea acuosa. El dafio de los pequefios vasos sanguineos
ocasionados por las toxinas produce la diarrea sanguinolenta, mientras que el dafo renal

mediado por las toxinas Shiga es la principal causa de SUH (Gyles, 2007).
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En las siguientes fotografias se observan las tipicas lesiones A/E (barrido de las

vellosidades y formacién del pedestal) producidas por cepas EHEC (Figura 3).

Imagen 7. Lesiones de barrido de vellosidades intestinales y formacion de pedestal

producidas por cepas de EHEC
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1.1.12 Aislamiento y Tipificacién de Escherichia coli

1.1.12.1 Métodos tradicionales

- Cultivo. E. coli patogénico representa un grupo de
bacterias, fenotipicamente diverso. Se describieron varios métodos con la finalidad de
detectar y/o aislar estos microorganismos a partir de diferentes tipos de muestras (FDA

BAM; Konemann y col., 1999).

- Tipificacién bioquimica. El método convencional de
identificacion de E. coli implica la utilizacion de una serie de pruebas bioquimicas
(Konemann y col., 1999), que pueden realizarse de manera tradicional o mediante algun
sistema comercial, como pueden ser las galerias multisustrato API 20E.

— Serotipificacién. La serotipificacion se basa en la
utilizacion de antisueros y la deteccién de los antigenos somaticos O y flagelares H,

presentes en estos microorganismos.

- Ensayos de adherencia en células Hep-2. Uno de los
ensayos fenotipicos mas Utiles para el diagndstico de E. coli diarreigénicos, es el ensayo de
adherencia en céluas Hep-2. Fue descripto por primera vez en 1979, por Cravioto y col. En
la actualidad, el aislamiento y el ensayo de adherencia en células Hep-2, continlan siendo
gold standard para el diagnéstico de EAEC y DAEC (Nataro y Kaper, 1998; Weintraub

2007).

— Ensayos de toxicidad en células Vero. La capacidad
de STEC para producir vero toxinas, puede ser evaluado mediante la capacidad de inducir

efectos citopaticos sobre células Vero.
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1.1.12.2 Métodos moleculares

Las cepas de E. coli diarreigénicas se encuentran dentro de los
primeros patdgenos por los cuales comenzaron a desarrollarse métodos de diagndstico
moleculares. En verdad, estos métodos son las técnicas més difundidas y realizables para
diferenciar cepas diarreigénicas de los miembros no-patégenos de la flora intestinal. La
prueba de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), representa el mayor avance
ocurrido en la biologia molecular para el diagnéstico de microorganismos patégenos en
general y de estas bacterias en particular (Lortie y col., 1991; Woodward y col., 1992; Ojeniyi
y col., 1994; Beutin y col., 1995; Blanco y col., 1997; Fagan y col., 1999; Botteldoorn y col.,

2003; Tomay col, 2003; Vidal y col., 2004; Chapman y col., 2006).

1.1.13 Subtipificacion

Los métodos de subtipificacién son esenciales en estudios de vigilancia
y epidemiologia de infecciones, particularmente en la investigacion de brotes. Los siguientes
métodos se pueden utilizar para demostrar si aislamientos individuales pueden, o no, estar

epidemiol6gicamente relacionados (O"Sullivan y col., 2006).

1.1.13.1 Métodos fenotipicos

- Determinacion de biotipos o perfiles bioquimicos.
Los perfiles bioquimicos involucran las reacciones de aislamientos de Escherichia coli frente

a diversas pruebas bioquimicas, por ejemplo fermentacién de hidratos de carbono.

- Determinacién de serotipos. La serotipificacion se
basa en la utilizacion de antisueros y la deteccion de los antigenos somaticos O y flagelares

H, presentes en estos microorganismos.
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1.1.13.2 Métodos genotipicos

Los métodos de subtipificacion molecular permiten la identificacion de
clones bacterianos. Presentan mayor poder discriminatorio y reproducibilidad que las
técnicas basadas en caracteristicas fenotipicas. Para subtipificar E. coli se utilizaron

diferentes técnicas. Entre ellas se encuentran:

Basadas en restriccidn enzimatica

-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Esta es una
técnica altamente reproducible en la que se generan bandas de restriccibon de ADN,
dependiendo de la localizacion dentro del genoma de dianas de reconocimiento para
endonucleasas de restriccion especificas (Grimm y col., 1995; Osek, 2000b; da Silveira y
col., 2002; Sugimoto y col., 2011). Su desventaja es el bajo poder discriminatorio.

-PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis). Técnica que se basa en la
comparacién de patrones de bandas generadas después de la digestion enzimética de todo
el genoma bacteriano tras someterlo a una electroforesis multidireccional. Se considera el
método de subtipificacion gold standard de E. coli O157 (Osek, 2000a; O Sullivan y col.,

2006; Miko y col., 2010; Lienemann y col., 2012).

Basadas en PCR

-RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA). Mediante esta
técnica se reconocen y amplifican secuencias al azar dentro del ADN gendmico,
obteniéndose patrones de bandas caracteristicos (da Silveira y col., 2002; Leung y col.,
2004; Kim y col., 2005).

-REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic PCR). Esta técnica esta
basada en la amplificacién de elementos palindrémicos extragénicos repetitivos dentro del

genoma bacteriano. Su eleccion se debe, en parte, a su bajo costo, operatividad sencilla y
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exitoso poder de discriminacion (Borges y col., 2003; Hahm y col., 2003; Lu y col., 2005;
Duan vy col., 2009).

-ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR). Las
secuencias repetitivas intergénicas de consenso de las enterobacterias, son regiones de 126
bp, altamente conservadas y localizadas en regiones no codificantes de los integrantes de la
familia Enterobacteriaceae (Meacham y col., 2003). En el genoma de E. coli, existen entre
30 y 50 copias de la secuencia ERIC, las que presentan potenciales estructuras de ansa.
Las unidades ERIC tienden a presentarse solas (Hulton y col.,, 1991). La secuencia
palindrémica y la habilidad para formar un marco, son la clave para que los elementos ERIC
presenten altos niveles de conservacion (Yuan y col., 2010). Estos elementos se pueden
amplificar, utilizando uno o mas pares de cebadores disefiados en funciéon de las zonas
ERIC, con la finalidad de generar un patron de bandas electroforético basado en la
frecuencia y orientacién de secuencias ERIC del genoma bacteriano. Este método de
subtipificacién genotipico, tiene la ventaja de ser practico, simple, rapido y econémico (da
Silveira y col., 2002; Meacham y col., 2003; Leung y col., 2004; Wieczorek y col., 2004; Lu y
col., 2005; da Costa y col., 2006; Namvar y col., 2006; Duan y col., 2009; Yuan y col., 2010).
Para muchos microorganismos, este método posee un poder discriminatorio mas alto que

otros métodos de subtipificacion (Meacham y col., 2003).

Combinadas

-AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Este método esta
basado en la amplificacién selectiva de fragmentos de ADN generados mediante digestién
con enzimas de restriccion (Hahm y col., 2003; Leung y col., 2004).

-MLST (Multi-locus Sequence Typing). Con este método se detectan las
variaciones en las secuencias de aminoacidos de diferentes enzimas, mediante la

secuenciacion de ADN de genes seleccionados (generalmente housekeeping). Es un
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método altamente reproducible y de alto poder discriminatorio (Spratt, 1999). Sin embargo,
MLST no discrimina cepas con clonalidad altamente conservada, pero epidemiolégicamente
no relacionadas (Adiri y col., 2003; Ziebell y col., 2008; Miko y col., 2010).

-MLVA (Multiple-locus variable number of tAndem-repeats analysis).
Esta técnica se estd estudiando como una posible alternativa de MLST y PFGE. MLVA se
basa en la amplificacion y analisis del tamafio de los fragmento de regiones polimorficas de
ADN que contienen un nimero variable de secuencias repetidas al azar (Lindstedt, 2005).
Este método resultdé muy util para discriminar tipos de organismos altamente clonales. En la
actualidad, el sistema de subtipificacion MLVA se describié para E. coli genéricos (Lindstedt
y col., 2007) y E. coli 0157, 026 (Lindstedt y col., 2004; Miko y col., 2010). MLVA se utilizé
con éxito, para el estudio retrospectivo de brotes y reservorios de cepas EHEC 0157 y 0103

de origen humano, animal y de alimentos (Murphy y col., 2008; Schimmer y col., 2008).
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1.2.- Diarreas producidas por E. coli en cerdos
Las enfermedades diarreicas en los animales de granja y en el hombre, frecuentemente son
producidas por alguno de los patotipos de E. coli (EPEC, ETEC, STEC, EHEC, EAEC,
EIEC). De éstos, ETEC es una causa importante y global de diarrea acuosa y severa en la
descendencia de algunas especies animales como terneros y lechones pre y posdestete

(Nagy y Fekete, 2005).

Las infecciones por ETEC, se caracterizan por presentar cierta especificidad de
especie, esto se debe a la presencia de receptores especificos en las células hospedadoras
de una especie animal 0 en un ndmero limitado de ellas. Por lo tanto, las cepas ETEC de
origen animal no representarian una amenaza real al hombre no debiéndoselas considerar

como zoonoticas, a diferencia de STEC o EHEC (Nagy y Fekete, 2005).

En la produccion porcina, a partir del incremento de los sistemas de cria de tipo
intensivos, las diarreas pasaron a tomar un lugar preponderante ya que ocasionan grandes
pérdidas econdmicas. En los cerdos se pueden clasificar en tres grupos principales: diarrea
neonatal (de 0 a 4 dias de nacimiento), diarrea de los lechones (desde la primera semana
de vida hasta finalizar la lactancia) y diarrea posdestete (Bertschinger y Fairbrother, 1999).

E. coli, es la principal causa de diarrea neonatal y posdestete.

1.2.1 Diarrea neonatal

El patotipo de E. coli asociado con la diarrea neonatal del cerdo es ETEC. Este
microorganismo se adhiere a la mucosa del intestino delgado a través de una o més
adhesinas fimbriales F4, F5, F6 o F41. Una vez efectuada la colonizacién, comienza a
producir las enterotoxinas STa, STb y/o LT. En principio, las cepas de ETEC comunmente
asociadas a casos de diarrea neonatal, pertenecian a los clasicos serogrupos 0149, 08,
0147 y 0157, positivas a F4 y productoras de enterotoxinas LT y STh. Posteriormente,

comenzaron a aislarse ETEC de los serogrupos 08, 09, 064 y 0101, positivas a F5, F6 o
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F41 y productoras de STa y menos frecuentemente STb. Estas cepas producen diarrea
principalmente en lechones de 0 a 6 dias de edad y en menor proporcién en animales
mayores, mientras que las F4 positivas a menudo son aisladas de cerdos diarreicos desde
el nacimiento hasta la lactancia (Bertschinger y Fairbrother, 1999). La tabla 1 muestra los
principales patotipos asociados con diarrea neonatal de lechones.

La colibacilosis entérica complicada con shock también puede presentarse en
animales jovenes, pre y posdestete. Las cepas de E. coli asociadas con esta enfermedad
pueden ser: a) ETEC perteneciente a los serogrupos 0149, 0157 y 08, F4 positivas,
productoras de toxinas STb y LT y so6lo ocasionalmente productora de toxina Stx2e, o b)
Productora de Stx2e y asociada a enfermedad de los edemas (Bertschinger y Fairbrother,

1999).

Tabla 1. Principales patotipos de Escherichia coli asociados con diarrea neonatal en
lechones

Toxina(s) Adhesinas fimbriales Serogrupos O
STa F5; F5+F41; F6; F6 + F41; F41;, F5 + F6; 08, 09, 020, 064, 0101, 0141
F5+F6+F41
STa+ STb F4; FA+F5; F5+F6; F6; desconocidas 020, 064, 0141
LT + STh F4; F4+F6 08, 0147, 0149, 0157
LT + STa+ STb F4; FA+F6 08, 0147, 0149, 0157
STh F4; F6; desconocidas 0149

(Bertschinger y Fairbrother, 1999).
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1.2.2 Diarrea posdestete y enfermedad de los edemas

A menudo, la diarrea posdestete por E. coli (DPD) y la enfermedad de los edemas (EE) se
presentan en un mismo grupo productivo de animales y su manifestacion, depende de la
edad en la cual fueron destetados. Habitualmente, se presenta dentro de los 14 dias
posteriores al destete, aunque también se puede observar cuando los animales son
trasferidos a los corrales de engorde (Bertschinger y Fairbrother, 1999; Fairbrother y col.,
2005).

Se caracteriza por diarrea acuosa, deshidratacion, pérdida de peso y en algunos
casos, ocasiona la muerte de los animales enfermos. Es de distribucién mundial. Numerosos
estudios demostraron que las cepas de E. coli productoras de la enfermedad pertenecen a
un numero limitado de serogrupos, entre ellos 0138, 0139 y O141. Cepas con estos
serogrupos, también fueron aisladas de animales con EE. La distribucién y frecuencia de los
serogrupos pueden variar considerablemente de una regién a otra, y en una misma region,
en el transcurso del tiempo. E. coli productor de ambas enfermedades del destete, producen
una toxina Shiga variedad 2e (Stx2e) y poseen el factor de colonizacién fimbrial F4 y F18. A
partir de cerdos con diarrea, también se pudieron recuperar E. coli productores de toxinas
LT o ST (ETEC). STEC (Stx2e), produce lesiones vasculares en el intestino, subcutaneo y
cerebro, ocasionando diarrea o enfermedad de los edemas (Frydendahl, 2002; Zweifel y
col., 2006).

Otra toxina termoestable que se encontré con alta prevalencia, en cepas ETEC
aisladas a partir de humanos y animales con DPD, fue EAST1 (Bertin y col., 1998; Osek,
1999; Osek, 2000a; Choi y col., 2001; Frydendahl, 2002; Ngeleka y col., 2003; Noamani y
col., 2003; Osek, 2003a). Se demostré que el 31,3 % de las cepas de E. coli aisladas a partir
de lechones destetados con diarrea y/o enfermedad de los edemas y el 66 % de las cepas

de E. coli productoras de citotoxinas factor necrotizante tipo | (CNF1) aisladas de bovinos
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con diarrea o septicemia, trasportan el gen para la toxina EAST1 (astA) (Bertin y col., 1998;
Choiy col., 2001).

Independientemente a las adhesinas fimbriales F18 y F41, la diarrea porcina fue
asociada a dos potenciales factores de virulencia de E. coli: la adhesina envuelta en la
adherencia difusa (AIDA-I) y el factor porcino asociado a la adhesion-barrido (paa) (An 'y
col., 1999; Ha y col., 2003; Ngeleka y col., 2003; Sherlock y col., 2004; Leclerc y col., 2007;
Zhang y col., 2007; Ravi y col., 2007). Batisson y col. (2003), propusieron que es necesaria
la presencia del factor Paa para el desarrollo de la lesion A/E por cepas EPEC de origen
humano. Sin embargo, el significado del factor Paa en cepas ETEC asociadas a diarreas en
cerdos es aun desconocido. Otro posible factor de virulencia en las E. coli productoras de
DPD es el de adhesion y barrido (A/E) (An y col.,, 2000; Donnenberg y Whittam, 2001;
Ngeleka y col., 2003). Sin embargo, ninguno de estos potenciales factores de virulencia
fueron lo suficientemente caracterizados para involucrarlos en la diarrea porcina (Chapman
y col., 1993; Ngeleka y col., 2003; Cheng y col., 2006).

AIDA-I, la forma madura de la adhesina, participa en el proceso de colonizacién de
ciertas cepas ETEC. Se trata de una proteina de autotransporte distribuida sobre la
membrana externa de las bacterias, responsable de la adhesién a los enterocitos que
antecede a la colonizacién del intestino grueso, la auto-agregacién previa a la formacion de
biofilm y el desarrollo de diarrea en lechones neonatos (Ravi y col., 2007). Los genes para
AIDA-I fueron asociados con aislamientos F18", y se demostr6é que la presencia de AIDA-I
fue similar en aislamientos fimbriados y no fimbriados (24,8 % y 26,9 %, respectivamente).
Sin embargo, la prevalencia del gen que codifica Paa fue diferente entre los aislamientos
fimbriados y no fimbriados (60,0 % y 21,7 %, respectivamente). El gen paa estuvo presente
en mas de la mitad de las cepas F4*, mostrando una estrecha asociacion con los genes que

codifican para LT y STh.
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Tabla 2. Serogrupos de ETEC frecuentemente asociados a diarrea posdestete en

cerdos
Serogrupo O Antigenos fimbriales asociados Antigenos H asociados Observaciones
8 F4ab, F4ac H19

138 F18, F4ac* H, H4 A veces stx2e+
139 F18 H1 Asociado a ED
141 F18, F4ab, F4ac H4 A veces stx2e+
147 F4dac, F18 H6, H19 A veces stx2e+
149 F4dac, F18* H10, H19, H43, H Ocasionalmente stx2e+
157 Fdac H19, H43 Ocasionalmente stx2e+

*Infrecuente. ED: enfermedad de los edemas. (Fairbrother y col., 2005)

Se describi6 un subgrupo emergente de ETEC porcinos, negativos para los
antigenos fimbriales clasicos (F4, F5, F6, F18 y F41) pero que expresan AIDA-I (Ngeleka y
col., 2003). El gen que codifica AIDA-I se detectd en E. coli de lechones con DPD o con EE
(Hay col., 2003; Ngeleka y col., 2003, Dubreuil, 2010). Hasta el momento, el mecanismo por
el cual se produce la induccién de la diarrea es desconocido. Sin embargo, se describi6é un
nuevo virotipo de E. coli portador de STh y AIDA-I asociado a importantes diarreas (Ngeleka
y col.,, 2003). La patofisiologia observada no es tipica de una enfermedad clasicamente
asociada a ETEC con la colonizacion del intestino delgado y produccién de diarrea acuosa.
En contraposicion, se observa una masiva colonizacion del intestino grueso con formacién
de biofilm, seguido por diarrea pastosa (Dubreuil, 2010). El linaje STb/AIDA-I podria haber
sido, hasta el momento, el eslabén perdido en cuanto a informacién de la colibacilosis
porcina. Por las similitudes observadas entre AIDA-I porcina y humana, podria representar
un potencial riesgo de infeccién cruzada entre cerdos y humanos. Esa infeccion podria
adquirirse como una zoonosis luego de gque el hospedador disemine las bacterias (Dubreull,

2010).
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Figura 11. Esquematizacién del mecanismo por el cual producen diarrea Escherichia
coli STb/AIDA-I
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autoagregacion y biofilm. Posteriormente se establece una estrecha asociacion entre la bacteria y el
enterocito, lo que favorece, una vez comenzada la produccién de toxinas, el reconocimiento y la union
a los receptores especificos de éstas Ultimas (en caso de toxina STh, sulfatidos). Como consecuencia
de la actividad toxica, se produce la liberacion de electrolitos desde los enterocitos y la disminucién de
la absorcion de agua. Por AIDA-I, se observd la disminucidon de la absorcion de nutrientes y la
produccién de diarrea pastosa. Todo este proceso tiene lugar en la regiéon proximal del colon
(Dubreuil, 2010 adaptado por Martin Carriquiriborde).
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1.3 Enfermedades Transmitidas por Alimentos

En el siglo XXI, las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) siguen constituyendo
uno de los principales desafios para la salud publica. ElI desarrollo de estrategias de
prevencion y control requiere un trabajo colaborativo entre el campo de la medicina humana
y veterinaria, los organismos reguladores de la produccion, la industria alimentaria, la
vigilancia epidemioldgica y el desarrollo de redes de laboratorios y de informatica, y sobre
todo la educacion de la comunidad sobre seguridad alimentaria.

Las ETA se definen como un conjunto de sintomas y signos clasicos originados por
el consumo de productos alimenticios e ingredientes, especias, bebidas y agua, que
contienen agentes patdgenos o sustancias toxicas en cantidades tales que afectan la salud
de una persona o grupo de personas en forma aguda o crénica.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las ETA constituyen uno de los
problemas de salud mas relevantes, tanto en los paises desarrollados, como en los paises
en vias de desarrollo. Cada afio, la OMS recibe informes sobre la ocurrencia de cientos de
casos de ETA en todo el mundo, siendo los mas frecuentes los ocasionados por alimentos
que sufrieron contaminacion bioldgica.

Entre las bacterias asociadas a ETA se incluyen Salmonella spp., Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus y Clostridium perfringens. Sin embargo, en los Ultimos afios se
presentaron brotes ocasionados por patdgenos emergentes y reemergentes que pusieron de
manifiesto la fragilidad de los programas de proteccion de alimentos para prevenir y
controlar las ETA. Esto aumento los riesgos para la poblacion y afectd el comercio nacional
e internacional de alimentos.

Entre los patdgenos bacterianos emergentes se destacan: Salmonella Enteritidis, S.
Typhimurium fagotipo 104 (DT 104), Escherichia coli productor de toxina Shiga, Listeria
monocytogenes, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, Shigella dysenteriae y

Cronobacter sakazakii, entre otros.
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1.3.1 Situacién actual de las ETA causadas por STEC

La notificaciéon de las infecciones por STEC experimenté un aumento exponencial a partir de
su primera descripcién en 1982. Este comportamiento de patégeno emergente refleja, tanto
un aumento real en el nimero de infecciones, como asi también una mejora en los sistemas
de vigilancia de las enfermedades asociadas y de los métodos de deteccién. Su emergencia
generd una gran preocupacion a nivel mundial por el nimero de personas afectadas y por
los distintos vehiculos de transmision identificados (carnes, vegetales, alimentos acidos,
aguas de consumo y recreacion, etc.), lo que llevé a la OMS a promover estrategias de
prevencién y control.

En Europa continental, las infecciones por cepas STEC no-O157 son mas
frecuentes, mientras que en Gran Bretafia STEC 0157 aparece asociado a casos
esporadicos y brotes, fundamentalmente por productos carnicos. En Alemania, cepas de E.
coli 0157 son causa frecuente de casos esporadicos y brotes de diarrea y SUH. En Asia hay
pocos reportes de infecciones por STEC 0157, salvo en Japdn a partir del brote masivo con
mas de 10.000 afectados en 1996, posiblemente por falta de sistemas de vigilancia. En
Australia, las infecciones por STEC no-0157, fundamentalmente O111:NM, son mas
frecuentes que las de O157. En Canada, la incidencia de las infecciones por E. coli O157:H7
es de 5,3 casos/100.000 habitantes, siendo la exposicion a carne molida mal cocida,
contacto directo con el ganado, agua de consumo contaminada y un medio ambiente rural
contaminado los factores de riesgo mas importantes.

En EEUU, las infecciones por E. coli O157:H7 contindan siendo un problema
importante de salud a pesar de la implementacion de sistemas de vigilancia de los
patdgenos asociados a las ETA y un estricto control de la produccion de alimentos a partir
del brote multi-estado ocurrido en 1993. Si bien se identificaron nuevos vehiculos de
transmisiébn como vegetales, jugos de manzana no pasteurizados, aguas de consumo y

recreacionales, los productos a base de carne molida como las hamburguesas siguen
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siendo la principal fuente de infeccion. EI CDC estimé que STEC 0O157:H7 causa 73.000
casos de enfermedad anuales, mientras que STEC no-O157 causa al menos 37.000
enfermos por afio, ocasionando mas de 2.000 hospitalizaciones y 60 muertes por afio en
EEUU (Mead y Griffin, 1998).

En América del Norte, en funcién de los hallazgos observados en diferentes estudios,
los cuales indican que los serotipos no-O157 serian la causa del 30 % al 50 % de
enfermedad por STEC, el dominio del serogrupo O157:H7 esta siendo cuestionando (Gill y
Gill, 2010).

En América del Sur, existen diferencias importantes en la incidencia de infecciones
por STEC y SUH. Alun no existe una red regional de vigilancia y s6lo hay datos de unos
pocos paises. Los Laboratorios de Referencia Nacionales participan de una red regional
llamada PulseNet América Latina y Caribe. Algunos paises crearon Base de Datos
Nacionales. SUH es endémico en algunos paises del cono sur y es de declaracion
obligatoria en Argentina, Chile y Paraguay. Si comparamos la situacion de SUH, la
incidencia anual en Argentina es cinco veces mayor que en Chile, sin embargo, la magnitud
del problema es desconocido en otros paises (Guth y col., 2010).

En Paraguay, la declaracién de SUH es obligatoria desde 2005. En los ultimos dos
afios, se informaron quince casos. La incidencia anual fue de 0,6 casos cada 100.000 nifios
menores de 5 afios. En la ciudad de Asuncion, se establecieron tres sitios centinelas. Se
cred una base de datos nacional con fines de vigilancia molecular, pero s6lo unas pocas
cepas 0157 y no-O157 se aislaron a partir de casos de SUH y diarrea (Guth y col., 2010).

En Uruguay, la declaracion de SUH no es obligatoria y sélo se reconocen unos pocos
casos al afio. En 2002, se declard el primer caso de SUH asociado a STEC 0157 (Guth y
col., 2010).

En Chile, en 1999, se establecio el Sistema Nacional de Vigilancia obligando a todos

los laboratorios clinicos a informar y enviar los aislamientos al Laboratorio de Referencia. En
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los dltimos dos afios, se caracterizaron 96 cepas, siendo el serotipo predominante el
0157:H7 con mas del 60 % de los aislamientos y el genotipo stx, el que prevalecié (Guth y
col., 2010).

En algunas regiones de Brasil, las infecciones por STEC son un problema importante
dentro de la salud publica. En los ultimos afios, cepas STEC 0157 y no 0157, se
recuperaron a partir de enfermedades humanas severas como diarrea sanguinolenta,
anemia hemolitica y SUH, de alimentos y de animales. La prevalencia de STEC entre nifios
con diarrea aguda, varia dependiendo de la regién en estudio, pero en general, la incidencia
es relativamente baja (Guth y col., 2010).

En Argentina, el SUH pos-diarrea es endémico. En los ultimos 10 afios, se informan
aproximadamente, 500 casos por afio. La incidencia varia entre 7,8 y 17 casos cada
100.000 nifios de menos de 5 afios y la letalidad varia entre 2 y 5 %. Esta tasa, si la
comparamos con paises industrializados, es diez veces mas alta. El 60 % de los casos
argentinos de SUH se asociaron con STEC, siendo E. coli O157:H7, el serogrupo
predominante (Guth y col., 2010).

Si bien las cepas de STEC estan distribuidas por América del Sur, infectando
humanos y animales y contaminando productos alimenticios, la magnitud del problema es

particular de cada pais (Guth y col., 2010).

1.3.2 Reservorios y vias de transmision de STEC

En distintos paises, entre los que se incluye a la Argentina, se realizaron numerosos
estudios sobre la prevalencia de STEC que permitieron confirmar el rol del ganado vacuno
como principal reservorio, aunque resulta dificil realizar comparaciones entre dichos
estudios por las diferencias en las metodologias utilizadas y el muestreo (Jdrskov y col.,

1987; Wells y col., 1991; Beutin y col., 1993; Chapman y col., 1993; Parma y col., 2000b;
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Meichtri y col., 2004; Masana y col., 2010; Masana y col., 2011). A diferencia de lo que
ocurre con las infecciones causadas por otras cepas de E. coli enteropatégeno, aquellas
asociadas a STEC poseen un caracter zoonotico demostrado. Aunque la mayoria de los
animales son portadores asintomaticos de STEC, se reportaron casos de diarrea en
terneros, perros y gatos (Abaas y col., 1989; Hammermueller y col., 1995; Silva de Paula y
Marin, 2008). Los rumiantes en general, y el ganado vacuno en particular, son los
principales reservorios de STEC. Sin embargo, en diferentes estudios de investigacion se
demostré que pueden encontrarse cepas de STEC en el tracto gastrointestinal de animales
domésticos como ovejas, cabras, bufalos, cerdos, perros y gatos (Beutin y col., 1993;
Caprioli y col., 2005; Bentancor y col., 2007). También pueden encontrarse STEC en

animales de vida silvestre (Leotta y col., 2006).

Tanto el ganado de carne como el ganado lechero son portadores de STEC. La
bacteria no es patdgena para el ganado y la colonizacion es de menos de 2 meses de
duracién. Ademas, la portacion fecal es mas frecuente en el ganado joven (2 a 24 meses)
que en el ganado adulto. Los animales engordados en sistemas de cria intensiva tienen una
prevalencia de STEC tres veces superior a la observada en animales alimentados solo con
pastura, probablemente debido a alteraciones de la microbiota normal, el pH y la
concentracion de acidos grasos. La presencia en los feedlot de estas cepas se debe a la
resistencia acida de algunas cepas de STEC. Sobre un total de 59 animales engordados en
un feedlot Padola y col., 2004 recuperaron 44 aislamientos de STEC, de los cuales 27 (45,8
%) fueron portadores de stx,, 3 (5,1 %) de stx; y 7 (11,9 %) de stx; y stx,. En el mismo
estudio, se identificaron 10 serogrupos O diferentes (02, 015, 025, 0103, 0145, 0146,
0157, 0171, O174, O175) y 6 antigenos H (H2, H7, H8, H19, H21, H25). También se
demostré6 que los animales de feedlot de Argentina pueden ser portadores de EHEC
0145:H- (Padola y col., 2002). En un estudio realizado en nueve plantas de faena de

Argentina, se obtuvo una prevalencia de STEC 0157 de 4,1 % en muestras de materia fecal
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y de 2,6 % en muestras de carcasa bovina, mientras que la prevalencia de STEC no-0157
fue de 22,3 % y 9 %, respectivamente (Masana y col.,, 2010; Masana y col., 2011). Se
propuso que la utilizacion de granos para engordar rapidamente al ganado en sistemas de
cria intensiva es un factor que favorece al patégeno. Sin embargo, la evidencia cientifica
sobre la controversia entre la alimentacion con granos o pastos no es concluyente (Hovde y

col., 1999).

La principal via de transmisién de STEC son los alimentos contaminados, como por
ejemplo, carne molida, productos carnicos crudos o insuficientemente cocidos,
hamburguesas, embutidos fermentados, morcilla, leche no pasteurizada ni hervida, yogur,
guesos, papas, lechuga, brotes de soja y rdbano, jugos de manzana no pasteurizados, y
agua, entre otros (Blanco y col., 2004; Kaper y col., 2004; Caprioli y col., 2005; Oteiza y col.,

2006; Tanaro y col., 2010).

La contaminacion de los alimentos se debe principalmente al contacto con las heces
de los animales. El consumo de carne molida o hamburguesas mal cocidas es la principal
causa de infeccién por STEC. Durante la faena se contamina la superficie de la res, y en el
procesamiento se transfiere la contaminacion bacteriana al interior de la carne, donde los
microorganismos pueden resistir una coccién insuficiente. En Argentina, se detect6é un 8,4 %
de STEC no-0157 en hamburguesas congeladas (Gémez y col., 2002); un 6,8 % de STEC
0157:H7 en hamburguesas crudas y cocidas (Chinen y col., 2001); y un 13,2 % de STEC en

productos céarnicos a nivel de boca de expendio (Jure y col., 2010).

Otras formas de transmision incluyen la contaminacion cruzada durante la
preparacion de los alimentos, el contacto directo del hombre con los animales y persona a
persona por la ruta fecal-oral. Es importante destacar que la dosis infectiva capaz de

ocasionar enfermedad por parte de este grupo bacteriano es entre 10 y 100 bacterias.
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1.3.3 El cerdo como reservorio de STEC

Se realizaron diferentes estudios para determinar la prevalencia de STEC en cerdos. En
nuestro pais, en un periodo de 5 afios se aisl6 un 5 % de STEC y ETEC a partir de
hisopados rectales de cerdos con diarrea. Aunque no se aislaron cepas toxigénicas, ni E.
coli 0157 en animales clinicamente sanos (Parmay col., 2000b). En Bélgica, se describio la
presencia de STEC y E. coli O157 en materia fecal, hisopados rectales y muestras
ambientales de granjas productoras de cerdos, en contenido cecal y en carcasas a nivel de
frigorificos. Sin embargo, en ningln caso los aislamientos poseian la combinacion de
factores de virulencia indicadores de patogenicidad (stx;, stx,, eae y ehxA), por lo cual
fueron consideradas como cepas no patdgenas para el hombre (Botteldoorn y col., 2003).
En Chile, demostraron que la incidencia de STEC en cerdos puede llegar al 69 % (Borie y
col., 1997; Rios y col., 1999). En Italia se describié un 7,8 % de STEC en muestras fecales
de cerdos sanos, (Caprioli y col., 1993). Mientras que en 2003, Bonardi y col., a partir del
mismo tipo de muestras, recuperaron 2,7 % de cepas de E. coli O157 pero que no portaban
los genes para produccién de toxinas Shiga. En EEUU, en el marco del Sistema Nacional
de Monitoreo de Salud Animal de Cerdos (National Animal Health Monitoring System’s
Swine 2000 Study), se postulé que los cerdos podrian ser un potencial reservorio de cepas
STEC productoras de enfermedad en humanos (Fratamico y col., 2004). En dicho estudio, el
13,2y 6,4 % de los aislamientos estudiados poseian los genes stx; y stx,, respectivamente.
El 80 % de los aislamientos analizados presentaron el gen stx,.. En Noruega se reporté una
baja prevalencia de O157:H7 a partir de muestras de cerdos (Johnsen y col., 2001). En
Suiza, sobre un total de 630 muestras tomadas en frigorifico se aislé6 un 7,5 % de cepas
0157 y un 22 % productoras de toxina Shiga. Si bien, algunas presentaban otros factores de
virulencia como intimina, hemolisina, proteina esencial para la intima adhesién y la
formacion de las lesiones A/E, proteina EAST1, ninguna de las cepas 0157 eran

productoras de toxina Shiga. La caracterizacién de los factores de virulencia revelé que la
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mayoria de las cepas STEC habian perdido la combinacion de genes a partir de los cuales
se las relaciona con enfermedades severas en humanos (Kaufmann y col., 2006).

Cornick y Helgerson (2004), en un estudio experimental, determinaron que los cerdos
no presentan resistencia innata a la colonizacion por O157:H7 y que bajo condiciones
favorables podrian servir como reservorio.

Dean-Nystrom y col. (2003), en un estudio comparativo de patogenicidad en cerdos
neonatos, entre E. coli O157 y E. coli no-O157 intimina negativa y productor de toxina Shiga,
observaron que la ausencia de intimina, hemolisina o motilidad tienen poco impacto en el
proceso de patogénesis de enfermedades sistémicas durante la infeccion por STEC. La
diferencia mas importante entre los cerdos inoculados con cepas STEC no-O157 y los

inoculados con STEC 0157 fue la ausencia de lesiones A/E intestinales.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

El objetivo del trabajo de tesis fue determinar la prevalencia de ETEC y STEC aisladas de
cerdos sin manifestacion clinica de diarrea, como instrumento para mejorar la sanidad
animal en las piaras de la provincia de Buenos Aires y conocer la portacién de cepas STEC
patdgenas para el ser humano.

Para ello nos planteamos estudiar centralmente dos aspectos: uno referido a
conocer la prevalencia de ETEC en las distintas etapas de la produccion porcina; y dos,
conocer la portacion de STEC.

Creemos que el conocimiento preciso de la prevalencia de ETEC y STEC en los
sistemas de produccién porcina, puede contribuir al disefio de estrategias de control y
prevencion viables destinadas a mejorar la sanidad en las piaras y de esta manera disminuir
las pérdidas econdmicas ocasionadas por las diarreas de origen bacteriano. Asimismo, y
desde el punto de vista de la salud publica, consideramos sumamente importante contribuir

a esclarecer el rol de los cerdos como reservorio de STEC.

2.2 Objetivos particulares

o Estandarizar las técnicas de PCR destinadas a la deteccion y caracterizacion
genotipica de los aislamientos de ETEC y STEC.

¢ Realizar estudios moleculares de tamizaje a partir de cultivos primarios de materia
fecal de cerdos, con el fin de detectar la presencia de los genes de virulencia que

caracterizan a ETEC y STEC.
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Aislar y caracterizar feno-genotipicamente las cepas de ETEC y STEC detectadas
por PCR a partir de los cultivos primarios.

Determinar la prevalencia de los serotipos de ETEC y STEC.

Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de E. coli
toxigénicos y O157 no toxigenicos.

Analizar la diversidad genética de los aislamientos de E. coli toxigénicos y 0157 no
toxigénicos.

Determinar la asociacién entre la presencia de E. coli toxigénicos y O157 no

toxigénicos con la edad de los animales.
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3. MATERIALES Y METODOS

El trabajo de tesis se desarroll6 en tres etapas:

¢ 3.1. Toma de muestra, cultivos primarios y elaboracion de ADN molde.

o 3.2. Deteccién de cerdos portadores de genes de virulencia mediante PCR.

e 3.3. Aislamiento, caracterizacion fenotipica, genotipica y subtipificacion molecular

de aislamientos de E. coli toxigénicos y E. coli 0157 no toxigénicos.

3.1. Toma de muestra, cultivos primarios y elaboracion de ADN molde

Entre los meses de abril y julio de 2007, se realiz6 un muestreo de tipo transversal
en 11 establecimientos de produccién porcina ubicados en el polo de produccién porcina de
Argentina: 10 se encontraban localizados en el norte de la provincia de Buenos Aires y uno
en el sur de Santa Fé. Por motivos de confidencialidad, se enumeraron del 1 al 11. La

fotografia satelital, indica la ubicacion geografica de los mismos (Imagen 8).

Las granjas seleccionadas para el muestreo, contaban con 235 madres (SD +
111,48). Tenian implementado un sistema de cria intensiva en confinamiento. El manejo de
la maternidad era “todo adentro-todo afuera” (TA-TF) y los destetes se realizaban a los 21
dias de edad. Los sistemas de manejo en las etapas de recria, desarrollo y terminaciéon

variaban entre flujo continuo o TA-TF, dependiendo del establecimiento.
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Imagen 8. Ubicacion geografica de las granjas de produccién porcina muestreadas
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3.1.1. Toma de muestras: en funcion de la edad, la poblacién animal se

dividié en tres grupos:

a) M3, lechones de 21 + 3 dias de vida (Ultimos dias en maternidad)
b) M6, animales de 86 + 3 dias de vida

c) M8, animales de 165 * 3 dias de vida (dias previos a la faena)
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En una séla visita por granja, se tomaron muestras de 30 animales/grupo/granja
utilizando hisopados rectales (EUROTUBO® Collection swab. DELTALAB. Espafia) (Meichtri
y col., 2004). Los mismos se mantuvieron a 4° C, hasta su procesamiento, el que se realizé
no mas alla de las 24 horas. En total, se procesaron 990 hisopados rectales (90 muestras

por granja).

La cantidad de animales a muestrear por grupo, se determiné asumiendo una

prevalencia del E. coli toxigénicos del 50 % con un IC de 95 %.

3.1.2. Cultivo primario: los hisopados rectales se sembraron en agar Mac
Conkey (Britania, Buenos Aires, Argentina) y se incubaron durante 24 horas a 37° C. Con
intencion de obtener una suspension bacteriana uniforme, se repicé una ansada cargada de
la primera estria de crecimiento confluente en 3 ml de caldo tripticasa soya (CTS) (Britania).
Esta seccion del cultivo se eligié para la deteccion de los genes de virulencia, destacando la
mayor sensibilidad que presenta para el andlisis de un cultivo primario (Silva y col., 2002;
Fratamico y col.,, 2004). Posteriormente, se tomaron 700 pl de esta suspension y se

colocaron en 300 pl de glicerol (Anedra, Buenos Aires, Argentina), conservandose a —70° C.

3.1.3. Elaboracién del ADN molde: a partir de la confluencia
homogeneizada, se tomé 1 ml, centrifugandose durante 5 minutos a 12.000 rpm. El
sedimento se resuspendié con 150 pl en buffer Triton X-100 al 1 % en buffer Tris-EDTA 1X
(Ultra Pure ™ Tris, Invitrogen, California, USA; EDTA, Bio-Rad Laboatories Inc, California,
USA; Tritdn® X-100, Promega, USA). Las muestras se colocaron en bafio de agua hirviente
durante 15 minutos y se mantuvieron a - 20° C hasta su procesamiento, previa

centrifugacion durante 5 minutos a 12.000 rpm.
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Figura 12. ETAPA 1: Procesamiento de las muestras

ETAPA 1. Procesamiento de las muestras
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|
-70°C -20°C

3.2 Deteccion de cerdos portadores de genes de virulencia caracteristicos de

ETEC, STEC y Escherichia coli 0157

Para la deteccion de los cerdos portadores de ETEC, STEC y E. coli 0157 se buscé por
PCR en tiempo final, la presencia de los siguientes genes de virulencia: eltA (toxina termo
labil LT), estl (toxina termoestable STa), stx;, Stx,, StX,e (StX;, StX, Y StXye) Y €l gen rfbois;.
Para la deteccion de genes caracteristicos de ETEC se utilizé la PCR multiple descripta por
Toma y col. (2003). Los genes rfbois7, Stxi, Stx, se detectaron segun la PCR multiple

validada por Leotta y col. (2005), y el gen stx,. segun la PCR descripta por Blanco y col.
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(1997). En la tabla 3 se describen las secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la

deteccion de cada gen y el tamafio de cada producto amplificado.

Para la preparacion de la mezcla PCR se utilizé el Buffer PCR 10 X (Invitrogen Life
Technologies, Brasil), mezcla de dNTPs (Invitrogen, California, USA), oligonucle6tidos
(Invitrogen, USA), Taq DNA polimerasa (Invitrogen, Brasil) y 2 pyl de ADN molde. Las
concentraciones utilizadas de cada reactivo se detallan en los protocolos descriptos en la
seccion ANEXO. Se utilizé un termociclador My Cycler™ Thermal Cycler (Bio-Rad, USA). La
visualizacién de los productos amplificados se realizé6 sembrando 10 ul del producto PCR
con 2 ul de una solucién de xilene cyanol (Sigma, St. Louis, USA) 0,25 % y glicerol (Anedra,
Buenos Aires, Argentina) en agua 30 %, en gel de agarosa (Biodynamics S.R.L., Buenos
Aires, Argentina) al 2 % en buffer Tris Acetato EDTA (TAE) 1 X (Tris 0, 48 %; &cido acético
glacial 0,11 %, DORWK, Quimica Analitica, Argentina; 0,5 M EDTA pH 8 0,2 %) adicionado
con 0,5 pg de bromuro de etidio/ml (Sigma, St. Louis, USA). La corrida electroforética se
realizé durante 40 minutos a 100 V en una cuba ADVANCE Co., Ltd. (Tokio, Japén). Como
marcador de peso molecular se utilizé CienMarker (Biodynamics). Para documentar los
geles se utilizd un transiluminador Foto/UV®21 (Fotodyne, USA) y el sistema Foto/Analyst

Express (Fotodyne).
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Figura 13. ETAPA 2: Deteccion de cerdos portadores de genes de virulencia

ADN
molde

PCRs para la deteccion de genes de virulencia
caracteristicos de ETEC, STEC y E. coli 0157

Pl !

ETEC: eltA/est! STEC: sbty/stxa/oss: STEC: stz

Andlisis estadistico. La prevalencia de ETEC, STEC y E. coli no toxigénico
en los diferentes periodos de produccién se calcul6 dividiendo la cantidad de muestras
positivas para cada gen, por la cantidad total de muestras procesadas. Para determinar la
posible asociacion entre la presencia o ausencia de los distintos genes con respecto a la
edad de los animales, se utilizd un analisis de regresion logistica considerando la deteccién

de cerdos portadores de los genes que caracterizan ETEC, STEC y E. coli 0157, como
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variable de respuesta y la edad de los animales y la granja a la cual pertenecian, como

variables predictoras.

3.3 Aislamiento, caracterizacion fenotipica, genotipica y subtipificacion
molecular de los aislamientos de Escherichia coli toxigénicos y Escherichia coli 0157

no toxigénicos

3.3.1 Metodologia de recuperacion de aislamientos de Escherichia coli
portadores de genes de virulencia. Para la recuperacion de las cepas portadoras de los
genes de virulencia detectados en la segunda etapa de la tesis doctoral, se organizd un

esquema de trabajo distribuido en seis pasos:

e Primer paso: se trabajé con los cultivos primarios conservados a — 70° C, con la
intencion de corroborar la presencia de las bacterias portadoras de los genes
detectados en la Etapa 2 caracteristicos de ETEC, STEC y E. coli 0157 no

toxigénico.

e Seqgundo paso: analisis de la confluencia resultante del repique desde el medio

liquido al solido.

e Tercer paso: analisis de pooles de colonias aisladas.

e Cuarto paso: analisis de sub-pooles de colonias aisladas.

e Quinto paso: deteccion de colonias portadoras de los genes buscados.

e Sexto paso: reaislamiento de la colonia portadora del gen detectado para su posterior

caracterizacion fenotipica, genotipica y subtipificacion molecular.

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



Prevalencia de ETEC y STEC en cerdos sin manifestacion clinica de diarrea | 83

Materiales y Métodos

Primer paso: se sembré el volumen total de la suspension bacteriana almacenada a - 70° C
en 3 ml de CTS (Britania), incubandose a 42° C durante 24 horas. Posteriormente, a partir
de 1 ml del cultivo en ATS, se realiz6 la extraccion del ADN molde segun lo descripto en la
Etapa 1. Este primer paso concluyé con la realizacion de la PCR correspondiente. En caso
de obtener la amplificacion del gen buscado, se continué con el siguiente paso. Los

resultados negativos fueron considerados como “cepas no recuperadas”.

Sequndo _paso: en aquellos casos en los cuales se detectaron los genes buscados, se

procedi6 al aislamiento de las cepas portadoras desde el medio liquido a medio sélido. Con
la finalidad de concentrar la masa bacteriana, se centrifugé 1 ml del cultivo en CTS durante
15 minutos a 5000 rpm. Posteriormente, se colocaron 10 pl de sedimento en una placa de
agar Mac Conkey y se realiz6 la siembra por agotamiento en la misma placa y en tres placas
de EMB (Agar Eosina Azul de Metileno) (Britania). Se repitieron las condiciones de
incubacién previamente mencionadas. A partir de la estria inicial en agar Mac Conkey, se
tomd una ansada y se coloc6 en 150 ul de buffer Tris-EDTA-Tritdn 1X con la intencion de
preparar el ADN molde, realizdndose nuevamente la PCR correspondiente. En caso de
obtener la amplificacion del gen buscado, se continué con el siguiente paso. El resultado

negativo fue considerado como “cepa no recuperada”.

En este paso, se tomaron 700 pl del cultivo en CTS y se adicionaron 300 pl de

glicerol conservandose nuevamente a — 70° C.
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Figura 14a. ETAPA 3: Aislamiento, caracterizacion fenotipica y genotipica,
subtipificacion molecular de Escherichia coli toxigénicos y Escherichia coli 0157 no

toxigénicos

Primer paso
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PCR tamizaje
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\ Amplificacién -- no recuperada.

Segundo paso

PCR tamizaje Amplificacion +: se
continlo con el
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M313 | \ Amplificacién - no

recuperada.

Tercer paso: andlisis de pooles de colonias aisladas. De aquella confluencia positiva al o a
los genes detectados, a partir de las placas de EMB, se repicaron en ATS 60 colonias
caracteristicas de E. coli (brillo verde metalizado). Se mantuvieron las mismas condiciones
de incubacion previamente descriptas. El tercer paso, se produjo preparando los ADN
moldes a partir de seis pooles de 10 colonias cada uno, realizandose nuevamente la PCR
correspondiente. En caso de obtener la amplificacion del gen buscado, se continué con el

siguiente paso. El resultado negativo fue considerado como “cepa no recuperada”.
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Figura 14b. ETAPA 3: Aislamiento, caracterizacidon fenotipica y genotipica,
subtipificacion molecular de Escherichia coli toxigénicos y Escherichia coli 0157 no

toxigénicos

Tercer paso
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recuperada.

Cuarto _paso: analisis de sub-pooles de colonias aisladas. Se prepararon nuevos ADN
moldes a partir de las colonias que conformaron el pool positivo al gen buscado. En este
cuarto paso, los pooles estuvieron conformados con 5 colonias. Se realizé nuevamente la
PCR correspondiente. En caso de obtener la amplificacién del gen buscado, se continué con

el siguiente paso. El resultado negativo fue considerado como “cepa no recuperada”.
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Figura 14c. ETAPA 3: Aislamiento, caracterizacion fenotipica y genotipica,
subtipificacion molecular de Escherichia coli toxigénicos y Escherichia coli 0157 no

toxigénicos

Cuarto paso
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Quinto paso: deteccién de colonias portadoras de los genes buscados. Las colonias que
conformaron el sub-pool en el cual se produjo la amplificacion del gen buscado, se repicaron
en ATS incubandose durante 24 horas a 37° C. Se realizaron los ADN moldes de cada una
de las colonias individualmente, tomando una ansada de las mismas en 150 pl de buffer
Tris-EDTA-Tritén 1X. Luego de colocarlas durante 15 minutos en bafio de agua hirviente y
centrifugarlas segin lo anteriormente descripto, se realizd6 nuevamente la PCR
correspondiente. En caso de obtener la amplificacion del gen buscado, se continué con el

siguiente paso. El resultado negativo fue considerado como “cepa no recuperada”.
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Figura 14d. ETAPA 3: Aislamiento, caracterizacion fenotipica y genotipica,
subtipificacion molecular de Escherichia coli toxigénicos y Escherichia coli 0157 no

toxigénicos

Quinto paso: Deteccidn de colonias portadoras del gen buscado
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Sexto paso: re-aislamiento de la colonia portadora del gen detectado, para su posterior
caracterizacion fenotipica, genotipica y subtipificacion molecular. La colonia detectada como
portadora del gen buscado se repic6 en ATS y se incub6 bajo las mismas condiciones
descriptas en el quinto paso. A partir de una colonia aislada se continu6 realizando la
metodologia correspondiente para el desarrollo de los pasos siguientes: conservacion a —
70° C e ingreso al cepario, siembra de pruebas fisioldgicas y bioquimicas, siembra en CTS
para la realizacion de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana y extraccion de ADN,

siembra en agar semiblando para las pruebas seroldgicas.
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Figura 14e. ETAPA 3: Aislamiento, caracterizacion fenotipica y genotipica,
subtipificacion molecular de Escherichia coli toxigénicos y Escherichia coli 0157 no

toxigénicos

Sexto paso: Reaislamiento de la colonia portadora del gen buscado para su posterior caracterizacion
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3.3.2 Caracterizacion fenotipica de los aislamientos de Escherichia coli

3.3.2.1 Pruebas fisiolégicas y bioguimicas. Para caracterizar
fenotipicamente las cepas de E. coli se utilizaron las siguientes pruebas fisiolégicas y
bioquimicas: fermentacién de glucosa, lactosa y produccion de acido sulfhidrico (T.S.I. agar,
Britania), utilizacion de citrato de sodio (agar citrato de Simmons, Britania), produccién de
lisina decarboxilasa (agar lisina hierro, Britania), fermentacién de sorbitol, sacarosa y
celobiosa (caldo rojo de fenol, Difco Laboratories, Detroit, USA; sorbitol, Anedra; celobiosa,
MP Biomedicals, LL.C, Ohio, USA), produccién de ornitina decarboxilasa (medio MIO, Difco,
Becton Dickinson), produccién de B-glucuronidasa e indol (Colibrit Test, Britania), produccién
de B-hemdlisis (agar sangre base, Britania, adicionado con 5 % de sangre caprina

desfibrinada).
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Imagen 9. Pruebas fisiolégicas v bioguimicas utilizadas para la caracterizacién

fenotipica de Escherichia coli

Caracterizacion fenotipica. Pruebas fisioldgicas y bioquimicas

3.3.2.2 Sensibilidad antimicrobiana. Para la determinacion de la
sensibilidad antimicrobiana se utilizé la técnica de difusién en agar de acuerdo a las normas
del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) documento M31-A3. Se evaluaron los
siguientes antimicrobianos: ampicilina (10 pg) (Britania), cefalotina (30 ug) (Britania),
cefotaxima (30 pg) (Britania), cefoxitina (30 ug) (Britania), amoxicilina/acido clavulanico
(20/10 pg) (Britania), gentamicina (10 pg) (Britania), amicacina (30 ug) (Britania),
estreptomicina (10 pg) (Oxoid), tetraciclina (30 pg) (Britania), acido nalidixico (30 pg)
(Britania), ciprofloxacina (5 ug) (Britania), cloranfenicol (30 pg) (Britania), florfenicol (30 ug)
(Britania para Laboratorio Cevasa), trimetoprima-sulfametoxazol (1,25/23,75 ug) (Britania),
nitrofurantoina (300 pg) (Britania), fosfomicina (200 ug) (Britania para Laboratorio Bedson) y
colistina (10 pg) (Oxoid). La interpretacion de resultados se realizé segun los puntos de corte

indicados por los documentos M31-A3 y M100-S19. Se definieron como multirresistentes
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aguellos aislamientos que presentaron resistencia a cuatro 0 mas grupos de

antimicrobianos. Se utiliz6 como cepa control E. coli 25922.

3.3.2.3 Serotipificacion. La determinacion del antigeno O se realizd
mediante el método descripto por Guinée y col. (1981); modificado por Blanco y col. (1996).
Se utilizaron todos los antisueros O disponibles (01-0181). La determinacion del antigeno H
se realiz6 por la técnica de aglutinacién en tubo, utilizando los antisueros H (H1-H56)
(Drskov y @rskov, 1984). El kit completo de antisueros O y H se produjo en el Laboratorio de

Referencia de E. coli (LREC, Lugo, Espafia).

Para la serotipificacion de los aislamientos ETEC, STEC y E. coli O157 no
toxigénicos, se procedio de la siguiente manera. Se repicaron en ATS, e incubaron durante
24 horas a 37° C, las cepas aisladas y tipificadas fenotipica y genotipicamente, mantenidas
a -70° C en glicerol al 30 %. A partir del desarrollo en ATS, se repic6 una colonia aislada en
agar semiblando (ATS, Britania; adicionado con Agar-Agar al 0,7 %, Britania). Luego de la
incubacién durante 24 horas a 37° C, las cepas se reservaron a 4° C hasta su

procesamiento.

La serotipificacion se realizé en el Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia-

Depto SAMP-FCV-UNCPBA, utilizando el siguiente protocolo:

Determinacion del antigeno O

Los aislamientos se cultivaron en ATS a 37° C durante 18 horas. Posteriormente se
suspendieron en 2 ml se solucién salina, ajustandose la concentracién bacteriana a 1,8 x 10°
UFC/ml, por comparacién con el tubo N° 6 de la escala de Mc Farland. Se incubaron en
bafio de agua a 100° C durante 60 minutos. Una vez frio, se agregd a cada tubo 2 ml de

solucién salina formolada (0,5 % v/v) conteniendo violeta de genciana (0,005 %, p/v).
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Para la determinacion del seroagrupado orientativo, se efectué una dilucién 1/80 de

los 9 antisueros polivalentes (A, G, H, |, J, K, M, N, O) en solucién salina estéril con azida
sédica. Posteriormente, se sembraron las placas enfrentando 50 pl de cada antisuero

polivalente con 50 pl de cada aislamiento. A las 24 horas se realizo la lectura de las placas.

La formacién de botdn indicé que el aislamiento no fue reconocido por el o los
antisueros en estudio. Cuando las bacterias permanecieron en suspension en presencia de
un antisuero, el resultado se considerd positivo, enfrentdndose entonces a los sueros
individuales que conforman el policlonal. Si un aislamiento fue reconocido por dos o mas
anticuerpos polivalentes, se efectud la titulacién para ver a cual correspondia, a efectos de

hacer el seroagrupado definitivo.

Para la determinacién del seroagrupado definitivo, se enfrentaron 50 ul de la

suspension bacterana problema con 50 yl de cada uno de los antisueros monovalentes, en

una dilucién 1/80.

La formacion de botdn indicé que la cepa no fue reconocida por el o los antisueros
monovalentes. Cuando las bacterias permanecieron en suspension en presencia del suero
monovalente, ese ensayo determinaba el serogrupo. Si un aislamiento fue reconocido por
dos o mas sueros monovalentes se efectud la titulacion para determinar el antigeno O

definitivo.

Determinacion del antigeno H

Se utilizé la técnica de aglutinaciéon en tubo, utilizando los antisueros H (H1-H56)
descripta por @rskov y @rskov (1984). Los antisueros se obtuvieron del Statens
Seruminstitut (Copenhagen, Dinamarca). Cuando de un mismo animal se aislaron varias
cepas con igual serogrupo, la serotipificacién se practicd en aquellas que diferian al menos

en algun factor de virulencia.
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Se estimuld la movilidad de cada cepa mediante 3 a 6 pasajes en Bacto Mil Medium
(Difco, Becton Dickinson), en tubos U a 37° C durante 18 horas. Posteriormente, se sembro
cada aislamiento en 8 ml de caldo cerebro corazén. Luego de 6 horas de incubacion, se
adicion6 a cada tubo 8 ml de solucion salina formolada al 0,5 % y se dejo en reposo 18
horas. Se prepararon los antisueros H diluyendo 1 pl en 200 pl en solucion fisioldgica.
Posteriormente, se enfrentaron 200 pl de cada antisuero con 200 pl suspension bacteriana

inactivada. Se efectud la lectura por precipitacion, luego de incubar 2,5 horas a 45° C.

3.3.3 Caracterizacion genotipica de los aislamientos de Escherichia coli.
Para realizar la caracterizacién genotipica de los aislamientos identificados como ETEC,
STEC y E. coli 0157 no toxigénicos, se realizaron las PCR correspondientes con la finalidad
de poner en evidencia la presencia de los genes que codifican los factores de colonizacion
fimbriales: faeG (F4 o K88), fedA (F18), fanC (F5 o K91), fasA (F6) y F41 (que codifica la
expresion de la adhesina fimbrial); factores de colonizacion no fimbriales: paa, eae

(intimina), aidA. Genes que codifican la produccién de toxinas STb (estll) y EAST1 (astA).

Caracterizacion genotipica de STEC. Sumados a los genes citados en el parrafo
anterior, la caracterizacion genotipica de STEC concluyd con la busqueda de los genes
ehxA (codifica la produccién de una enterohemolisina) y saa (codifica una adhesina

autoaglutinante).

Caracterizacién genotipica de E. coli O157 no toxigénicos y ETEC O157. Sumados a
los genes citados en el parrafo precedente, la caracterizacion genotipica de E. coli 0157 no
toxigénicos y ETEC O157 concluyé con la busqueda de los genes ehxA, fliCH7 (antigeno
flagelar H7) y saa. Este ultimo gen solo se buscé en aquellas cepas en las cuales no se

determingd la presencia del gen eae.
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En la tabla 4 se describen los oligonucledétidos utilizados para la deteccidon de cada
gen, asi como el tamafio de los productos amplificados y los trabajos que se consideraron
como referencia. Para la mezcla PCR se utilizé el Buffer PCR 10 X (Invitrogen), mezcla de
dNTPs (Invitrogen), oligonucleétidos (Invitrogen), Taq DNA polimerasa (Invitrogen). Se

utilizé el mismo equipamiento y procedimiento que en el punto 3.2.

Se utilizaron como cepas de referencia: E. coli ATCC 33965 (eltAlestl) y E. coli
EDL933 (eae/paa) cepario propio. E. coli 7805 (eltA/estl/estll/faeG/astA), E. coli 81-603 A
(fasA), E. coli 1073 B44 (fanC/F41) y E. coli 88-1199 (fedA) gentilmente provista por el Dr.

Gustavo Zielinsky y E. coli LS77-1 | (stx,¢) cedida por la Dra. Nora Lia Padola.
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3.3.4 Subtipificacion
Los métodos de subtipificacién, fenotipicos y genotipicos, se utilizaron con la

finalidad de establecer la relacién epidemioldgica de los microorganismos estudiados.

3.3.4.1 Subtipificacion fenotipica. Para la subtipificacion fenotipica se

utilizaron pruebas fisiologicas y bioquimicas (biotipificacion) y serotipificacion.

3.3.4.2 Subtipificacion genotipica. La subtipificacion genotipica se

realiz6 mediante la técnica de secuencias repetitivas intergénicas de consenso de las

enterobacterias (ERIC-PCR).

Extraccion de ADN. Para la obtencién del ADN bacteriano total, las cepas caracterizadas

feno-genotipicamente fueron descongeladas en ATS (Britania) y se incubaron durante 24
horas a 37° C. A partir de la placa de ATS se repic6é una colonia aislada en 3 ml de CTS
(Britania), incubandose bajo las mismas condiciones previamente descriptas. Se centrifugd 1
ml del cultivo bacteriano durante 5 minutos a 10.000 rpm. Posteriormente, se descarté el
sobrenadante y al sedimento se le adiciond 450 ul de buffer de lisis (400 pl de buffer TE; 40
pl de 10 % SDS, Wako Pure Chemical Industries LTD., Japén; 10 ul de proteinasa K,
concentracion stock 20 mg/ml, Promega, Wisconsin, USA) incubandose durante 2 horas a
37° C. La precipitacidon de proteinas se realiz6 con acetato de amonio 10M durante 5
minutos, obteniéndose una concentracion final de 2,5M (en 450 pl de buffer de lisis, 150 ul
de acetato de amonio 10M (Biopack, Buenos Aires, Argentina). Se realiz6 una nueva
centrifugacion durante 5 minutos a 14.000 rpm. Se recuper6 el sobrenadante en un nuevo
tubo tipo eppendorf. La precipitacion del ADN se realizé con etanol 100 % (Dorwil Quimica
Analitica, Buenos Aires, Argentina) a - 20° C, concentracion final de 2 volumenes (ej.: 200 pl

del sobrenadante, 400 pl de etanol 100 %). Se realizé6 una nueva centrifugacién a 14.000
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rpm durante 15 minutos. Se descart6 el sobrenadante. El sedimento se lavé con 500 ul de
etanol 70 % y se centrifugd a la misma velocidad durante 5 minutos. Se descartd
nuevamente el sobrenadante y el sedimento se secd, invirtiendo el tubo sobre un papel
absorbente durante 20 minutos. Finalmente el ADN se resuspendié con 100 ul de TE,
incubandose a 37° C durante 24 horas.

ERIC-PCR. Se realizé segun el protocolo descripto por Amonsin y col. (2002), modificado
por Leotta y col. (2006). Los oligonucleotidos utilizados para generar los perfiles de ADN
fueron: ERIC1 (5 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 3’) y ERIC2 (5° AAGTAAGTGAC
TGGGGTGAGCG 3’) (Biodynamics, Florida, EEUU) (Versalovic y col., 1991). Para la mezcla
PCR se utilizo el Reactivo Buffer 5 X, suministrado con la enzima GoTaq, (Biodynamics) 1 X,
mezcla de dNTPs (Invitrogen) 0,2 mM, MgCl, 3,5 mM, oligonucleétidos (Invitrogen) 1
pmol/ul, GoTag DNA polimerasa (Biodynamics) 2,5 U. La amplificacion se realiz6 en un
termociclador My Cycler™ Thermal Cycler (Bio-Rad, USA) con una desnaturalizacion inicial
a 95° C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos (desnaturalizacion 94° C durante 30
segundos, pegado de cebadores a 40° C durante 3 minutos y extension a 72° C durante 2
minutos. Finalmente un periodo Unico de extension a 72° C durante 7 minutos. La
visualizacién de los productos amplificados se realizé sembrando 10 pl del producto PCR
directamente en la agarosa (Biodynamics) al 2 % sumergida en buffer TAE 1 X, adicionado
con 0,5 pg de bromuro de etidio/ml (Sigma). El Reactivo Buffer 5 X utilizado, contiene dos
colorantes, azul y amarillo, y una sustancia que incrementa la densidad de la mezcla. Segun
los fabricantes, el colorante azul migra conjuntamente con los fragmentos de tamafio
aproximado a 3 — 5 kb, mientras que el amarillo lo hace con los fragmentos menores a 50
pb. La corrida se realizé6 durante 55 minutos a 80 V en una cuba electroforética BIO-RAD
Wide mini-subcell GT con una fuente de poder BIORAD PowerPac Basic (BIORAD). Como
marcador de peso molecular se utilizé Cien Marker (Biodynamics). Para documentar los

geles se utilizé un transiluminador Benchtop Variable Transilluminator (Upland, CA, USA) y
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el sistema de adquisicion de imagenes Life Sciences Software from UVP DOC-It®LS Image

Acquisition Sofware (Upland, CA, USA).

Los perfiles moleculares obtenidos se analizaron con el software Quantity One 4.6.1
(BIORAD). La relacion entre los perfiles se estim6 por la proporcién de bandas compartidas
utilizando el programa TREECON para Windows y se generaron dendogramas basados en
el método Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Mean (UPGMA) (Van de Peer y

De Wachter, 1994).

Poder discriminatorio. El poder discriminatorio (D) de las técnicas de
subtipificacién, se determind mediante el indice de Simpson, segun la siguiente formula

(Hunter y Gaston, 1988).

indice de Simpson D=1- 1 2 Xj (xj—1)

N: nimero total de aislamiento estudiados
Xj: nimero de aislamientos en el tipo j

s: namero de tipos diferentes
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4. RESULTADOS

La expresion de los resultados del trabajo de tesis doctoral esta organizada en etapas, de la

misma manera que en la seccion Materiales y Métodos.

Etapa 1: Toma de muestras, cultivos primarios v elaboracién de ADN molde

De las 990 muestras procesadas, se observé desarrollo bacteriano en 986 (99,6 %).
Discriminando los resultados por grupos, M3 (21 + 3 dias de vida): 328 muestras
M6 (86 + 3 dias de vida): 328 muestras

M8 (165 + 3 dias de vida): 330 muestras

Etapa 2: Deteccidon de cerdos portadores de genes de virulencia caracteristicos de

ETEC, STEC vy Escherichia coli 0157 no toxigénicos

4.1 Prevalencia de ETEC, STEC y Escherichia coli 0157 no toxigénicos
En el presente estudio se detectaron 353 (35,8 %) cerdos portadores de, al menos, un gen
marcador de virulencia, caracteristico de STEC (stx;, StX,, Stx,e), ETEC (eltA y estl) o E. coli
0157 (rfbosis7). ElI 17 % (56/328) se detectd en el grupo M3, el 67 % (220/328) en M6 y el
23,3 % (77/330) en M8. Aquellos animales portadores de los genes eltA y estl solos o
combinados con stxye 0 rfbois7 se incluyeron dentro del grupo ETEC. Los animales que
portaron Unicamente del gen rfbois; fueron considerados portadores de E. coli O157 no

toxigénico.

Se detectaron STEC, ETEC y E. coli 0157 no toxigénicos en 8,3 % (82/986), 15,2 %
(150/986) y 12,3 % (121/986) de las muestras, respectivamente. La tabla 5 detalla la

prevalencia de cada categoria detectada en los diferentes grupos de cerdos.
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Tabla 5. Prevalencia de ETEC, STEC y Escherichia coli 0157 no toxigénicos, en cerdos

sin manifestacién clinica de diarrea

M3 M6 M8 Prevalencia
Categoria
(21 + 3dias de vida) (86 + 3 dias de vida) (165 * 3 dias de vida)
STEC 13/328 (4 %) 40/328 (12,2 %) 29/330 (8,8 %) 82/986 (8,3 %)
ETEC 25/328 (7,6 %) 99/328 (30 %) 26/330 (7,8 %) 150/986 (15,2 %)
E. coli 0157 18/328 (5,5 %) 81/328 (24,7 %) 22/330 (6,7 %) 121/986 (12,3 %)

STEC: Escherichia coli productor de toxina Shiga. ETEC: Escherichia coli enterotoxigénico. M3: 21 + 3 dias de

vida; M6: 86 + 3 dias de vida; M8: 165 + 3 dias de vida

Figura 15. Distribucion de la prevalencia de cerdos portadores de ETEC, STEC y
Escherichia coli 0157 en funcién de la etapa productiva

30

24,7

mSTEC
mETEC
E.coliO157

STEC: Escherichia coli productor de toxina Shiga. ETEC: Escherichia coli enterotoxigénico. M3: 21 + 3 dias de

vida; M6: 86 + 3 dias de vida; M8: 165 * 3 dias de vida
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Con respecto a la prevalencia de los genes detectados, el comportamiento fue el

siguiente:

— los genes stx; y stx, soOlo se detectaron en 13 lechones de 21 dias de vida
(M3), 1 % (10/986) y 0,3 % (3/986), respectivamente. No se detectaron en los grupos M6 y

M8.

— no se observé la combinacién entre los genes stx; y stx, con rfbois7

— el gen stxy, se detectd en 69 (7 %) cerdos de los grupos M6 (86 dias de vida)

y M8 (165 dias de vida), s6lo o conjuntamente con otros genes.

En el presente estudio, no se detectaron combinaciones entre los genes stx.

— los genes eltA, estl y la combinacion entre ambos, se detectaron en 17 (1,6
%), 124 (12,6 %) y 9 (0,9 %) de los cerdos, respectivamente. A diferencia de lo observado
con los genes stx, estos se detectaron en los tres grupos de animales: M3, M6 y M8. La
prevalencia de eltA y la combinacién eltA/estl fue muy parecida en los grupos M3, M6 y M8
(tabla 7). No ocurrié lo mismo con el gen estl, observandose un incremento de la prevalencia

en M6 (4,3 %; 28 %y 5,4 %).

En la tabla 6 se detalla la prevalencia de los genes stx detectados en los diferentes

grupos de animales. En la figura 16 se grafican estos datos.

En la tabla 7 se describe la prevalencia de los genes eltA y estl, en la tabla 8 la
prevalencia de estos genes discriminando segun si fueron detectados solos o combinados.

En la figura 17 se grafican los datos previamente mencionados.
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Tabla 6. Prevalencia de genes stx;, StX;, StXpze Y StXoe/rfboisz en cerdos sin

manifestacion clinica de diarrea

M3 M6 M8 Prevalencia
Genes
(21 + 3 dias de vida) (86 + 3 dias de vida) (165 + 3 dias de vida)

Stx, 10/328 (3 %) - - 10/986 (1 %)
Stxp 3/328 (0,9 %) - - 3/986 (0,3 %)
Stoe - 40/328 (12,2 %) 29/330 (7,8 %) 69/986 (7 %)

M3: 21 + 3 dias de vida; M6: 86 + 3 dias de vida; M8: 165 + 3 dias de vida

Figura 16. Prevalencia de genes stxy, Stx, ¥ stX,. en cerdos sin manifestacion clinica

de diarrea discriminada segun la etapa productiva
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M3: 21 + 3 dias de vida; M6: 86 + 3 dias de vida; M8: 165 + 3 dias de vida
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Tabla 7. Prevalencia de eltA y estl detectados en cerdos sin manifestacion clinica de

diarrea
M3 M6 M8 Prevalencia
Genes
(21 £ 3 dias de vida) (86 + 3 dias de vida) (165 + 3 dias de vida)
eltA 6/328 (1,8 %) 5/328 (1,5 %) 6/330 (1,8 %) 17/986 (1,6 %)
estl 14/328 (4,3 %) 92/328 (28 %) 18/330 (5,4 %) 124/986 (12,6 %)
eltA/estl 5/328 (1,5 %) 2/328 (0,6 %) 2/330 (0,6 %) 9/986 (0,9 %)

Figura 17. Prevalencia de genes eltA y estl en cerdos sin manifestacién clinica de

diarrea discriminada segun la etapa productiva
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M3: 21 + 3 dias de vida; M6: 86 + 3 dias de vida; M8: 165 + 3 dias de vida

Los genes stx; y stx, (incluyendo su variante stx,.) se detectaron en 4 granjas (36,6
%) y 10 (91 %) de las granjas, respectivamente. Los tres animales portadores del gen stx, se

detectaron en una sola granja. En ninguna de las granjas muestreadas se detect6 el gen
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stX,e €n la categoria M3, siendo 7 de 11 (63,6 %) y 6 de 11 (54,4 %) positivas para este gen

en M6 y M8, respectivamente.

En el total de las granjas analizadas se detect6 el gen rfboss7, en 7/11 (63,6 %), 10/11
(90,9 %) y 4/11 (6,4 %) en M3, M6 y M8, respectivamente. No se detectaron combinaciones
entre los genes stxy, stx, y rfbois7. ENn 5 (45,4 %) de las granjas se detectaron animales

portadores de la combinacién de genes rfbo;s7/StXe.

El gen estl se detect6 en las 11 granjas de produccién porcina analizadas, 6/11 (54,4
%), 10/11 (90,1 %) y 5/11 (45,4 %) de las granjas en las categorias M3, M6 y M8,

respectivamente.

El gen eltA se detectdé en 8 (72,7 %) de las 11 granjas de produccion porcina
analizadas. En 5/11 (45,4 %); 3/11 (27,3 %) y 4/11 (36,4 %) de las granjas en las categorias
M3, M6 y M8, respectivamente.

Tabla 8. Prevalencia de eltA y estl solos 0 combinados con otros genes detectados en

cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

M3 M6 M8 Prevalencia
Genes
(21 £ 3 dias de vida) (86 + 3 dias de vida) (165 + 3 dias de vida)
eltA 5/328 (1,5 %) 4/328 (1,2 %) 3/330 (0,9 %) 12/986 (1,2 %)
estl 14/328 (4,3 %) 41/328 (12,5 %) 14/330 (4,2 %) 69/986 (7 %)
eltA/estl 5/328 (1,5 %) 2/328 (0,6 %) - 7/986 (0,7 %)

estl/rfb0157

eItA/estI/rfb0157

eItA/rfb0157

estl/stxge

estl/rfbois7/stXoe

eltA/stxze

eltAlestl/ stxze

1/328 (0,3 %)

26/328 (7,9 %)

13/328 (4 %)
8/328 (2,4 %)

1/328 (0,3 %)

3/330 (0,9 %)

1/330 (0,3 %)

3/328 (0,9 %)

3/328 (0,9 %)

1/328 (0,3 %)

29/986 (2,9 %)

1/986 (0,1 %)

1/986 (0,1 %)

13/986 (1,3 %)

11/986 (1,1 %)

4/986 (0,4 %)

1/986 (0,1 %)
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4.2 Asociacién entre la presencia de los distintos genes con los grupos de

animales segln la edad de vida.

Para estimar la probabilidad del hallazgo de individuos positivos a los distintos genes, se
calcul6 el valor de odds ratio (OR) para cada gen, con anidamiento de granja en cada grupo,

segun la edad (M3, M6 y M8). En la tabla 9 se muestran los resultados correspondientes.

El comportamiento de la probabilidad para de detectar los genes eltA y estl, no fue
similar. Con respecto a estl, M6 mostrg ser el grupo en el cual se observaron valores OR
con intervalo de confianza de relevancia y estadisticamente significativos. Debe aclararse,
que ademas se detectd una situacion dispar entre las granjas, aunque no fue asi para los
grupos M3 y M8. Para el gen eltA, la probabilidad de detectar cerdos positivos fue tan baja

que no puede ser determinada con exactitud y precision.

Los valores OR para la decteccion de cada uno de los genes que caracterizan STEC
(stxy, Stx, Yy stxye), al igual de lo que ocurrié con ETEC, fueron distintos. Con respecto a los
genes stx; Yy stx, la probabilidad de detectar cerdos positivos fue tan baja que no puede ser
determinada con exactitud y precision. Para stx,,, M6 mostré ser el grupo en el cual se
observaron valores OR con intervalo de confianza de relevancia y estadisticamente
significativos. Debe aclararse, que ademas se detectd una situacidon dispar entre granjas,

aungue no fue asi para los grupos M3 y M8.

A diferencia de lo observado con los genes que caracterizan ETEC y STEC, con
rfbo1s; se hallaron dos grupos con valores de OR de significancia estadistica (M6 y M8),

observandose también disparidad, en cuanto al hallazgo de positivos, a nivel de granja.
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Tabla 9. Asociacién entre la presencia de los distintos genes con los grupos de

animales segln la edad de vida

Gen Grupo/granja OR IC 95 % Valor P
Stxy - ND - -
Stxz - ND - -
StXze M6/1 6,57 2,49 - 17,27 <0,05
M6/2 3,28 1,29 -8,35 < 0,05
M6/10 4,29 1,68 — 10,49 < 0,05
eltA - ND - -
estl M6/1 13,5 3,3-54,6 <0,05
M6/3 11,76 2,9 -47,45 <0,05
M6/5 5,21 1,27 - 21,23 <0,05
M6/10 521 1,27 - 21,23 <0,05
M6/11 10,28 2,55 -41,37 <0,05
rfbo1sz M6/2 43,5 5,2-3,63 <0,05
M6/5 33,14 3,9-2,75 <0,05
M6/6 10,5 1,22 - 90,66 <0,05
M6/8 10,5 1,22 - 90,66 <0,05
M6/10 95,28 10,9 - 830 < 0,05
M8/1 16,78 2-140 <0,05

OR: odds ratio (riesgo relativo aproximado). IC: intervalo de confianza. ND: no disponible (la probabilidad de

detectar cerdos positivos es tan baja que no puede ser determinada con exactitud y prevision).
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Etapa 3: Aislamiento, caracterizacién fenotipica, genotipica y subtipificacidn

molecular de los aislamientos de Escherichia coli toxigénicos y Escherichia coli 0157

no toxigénicos

4.3 Recuperacién de STEC, ETEC y Escherichia coli O157 no toxigénicos

Sobre un total de 353 animales detectados como portadores de genes caracteristicos de
STEC, ETEC Yy E. coli 0157 no toxigénicos, se recuperaron 74 (21%) aislamientos (indice de
recuperacion 0,21). En la tabla 10 se describe los indices de recuperacion de cada uno de

ellos.

De los aislamientos recuperados, 21 se identificaron como STEC (7 presentaron stxg,
dos stx, y 12 stxy.); 40 se identificaron como ETEC (se incluyeron los que presentaron
alguno de los genes que caracterizan ETEC solos 0 combinados con el stx,); 10 E. coli
0157 no toxigénicos y 3 EAEC (s6lo presentaron como indicador de virulencia el gen astA).
En la tabla 11 se expresa la cantidad de cepas aisladas por granja, asi como los genotipos

observados.

Tabla 10: indice de recuperacion de cepas ETEC, STEC y Escherichia coli 0157 no

toxigénicos
Genotipo Detectados Recuperados indice de recuperacion

STEC 82 21 0,26

StX; 10 7 0,7

stx, 3 2 0,66

StXoe 69 12 0,17

ETEC 150 43° 0,29

E. coli 0157 121 26° 0,21

STEC: Escherichia coli productor de toxina Shiga. ETEC: Escherichia coli enterotoxigénico. a: Inicialmente las

tres cepas EAEC se recuperaron como ETEC. b: incluye E. coli no toxigénicos y ETEC.
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Tabla 11. Genotipos de Escherichia coli recuperados a partir de cerdos sin

manifestacion clinica de diarrea provenientes de 11 granjas de produccidn porcina

Granja Patotipos (cantidad de cepas)

1 STEC:StXpe (1)

2 STEC: stxye (3); ETEC/stxze (1); E. coli 0157 (1)

3 STEC: stx; (4); STEC: stxs. (4); ETEC/stx,e (1); ETEC (10); E. coli O157 no
toxigénico (1); EAEC (2)

4 ETEC (2)

5 STEC: Stxpe (1); ETEC/stXpe (1); ETEC (14)

6 ETEC (1); E. coli 0157 no toxigénico (1)

7 STEC: stx; (1), stx, (2); ETEC (1)

8 STEC:stx,e (2); ETEC (2); E. coli 0157 no toxigénico (1)

9 STEC: stx; (1); STEC:stxye (1); ETEC (5); EAEC (1)

10 ETEC (1); E. coli 0157 no toxigénicos (6)

11 STEC: stx; (1); ETEC (1)

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



Prevalencia de ETEC y STEC en cerdos sin manifestacion clinica de diarrea | 109

Resultados

4.4 Caracterizaciéon fenotipica de STEC, ETEC y E. coli O157 no toxigénicos

4.4.1 Pruebas fisiolégicas y bioquimicas. El total de los aislamientos (74)
ferment6 la glucosa, con producciéon de gas, la lactosa y produjeron lisina decarboxilasa.
Ningun aislamiento fermenté la celobiosa ni utilizé al citrato de sodio como Unica fuente de
carbono. No se observé produccion de acido sulfhidrico ni pigmento. Una de las diferencias
fenotipicas observadas fue en relacién con la fermentacién del sorbitol, 64 (86,5 %) de los
aislamientos lo utilizaron, los patotipos que no lo hicieron fueron ocho STEC (stx;, StX,, StXoe,

Stx,e/astA) y dos EAEC.

Otra diferencia se observé en cuanto a la produccion de indol, 59 (79,7 %)
aislamientos fueron positivos. Los genotipos que no lo pudieron hacer son stXy. (2
aislamientos), estll/rfbgis; (1 aislamiento), astAlestll/rfboiss/aidA (2  aislamientos),

estll/rfbors7/aidA (9 aislamientos) y stx,./astA (1 aislamiento).

De los 74 aislamientos analizados, 64 (86,5 %) decarboxilaron la ornitina. Los
genotipos que no lo pudieron hacer son estl/estll (7), estll/astA/aidA (1), estl/estll/stx,e (1) ¥

rfbois7 (1).

Con respecto a la produccién de la enzima B-glucuronidasa, 52 aislamientos (70,3 %)
la produjeron. Dieciséis E. coli rfbgis; toxigénicos, 1 E. coli rfbois7 no toxigénico, 4 ETEC y 1
astA/aidA fueron negativos. Este (ltimo aislamiento no fermenté el sorbitol. Siete
aislamientos de la granja 7 pertenecientes al grupo M6, compartieron la caracteristica de ser

rfboss7/estll/aidA; indol y B-glucuronidasa.

Sélo tres (4,2 %) aislamientos fueron B-hemoliticos: dos STEC (stx,e) y uno EAEC

(astA).

En la tabla 12 se detalla la cantidad de aislamientos con comportamiento positivo a

las diferentes pruebas fisiolégicas y bioquimica realizadas, discriminados por granja.
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Imagen 10. Pruebas fisioldgica y biogquimicas utilizadas para la tipificacién de

Escherichia coli

Citrato S SOR CEL B-Gluc Indol

LIA: agar lisina hierro. TSI: agar hierro triple azlcar. MIO: agar movilidad, indol, ornitina. SOR:
fermentacién de sorbitol. CEL: fermentacion de celobiosa. f-gluc: produccion de B-glucuronidasa. Indol:
produccion de indol.

4.4.2 Sensibilidad antimicrobiana. El total de los aislamientos (74) fue
sensible a cefotaxima (CTX), cefoxitina (FOX), colistina (COL) y amicacina (AKN). El
porcentaje de sensibilidad observado frente al resto de los beta lactdmicos probados fue
83,8 % frente a ampicilina (AMP), 94,6 % cefalotina (CEF) y 95,9 % amoxicilina/acido
clavulanico (AMC). Con respecto a los aminoglucosidos, gentamicina (GEN) vy
estreptomicina (S) el valor de aislamientos sensibles fue de 98,6 % y 48,6 %,
respectivamente. El 94,6 % mostré sensibilidad frente a nitrofurantoina (NIT). El 79,7 %
frente a fosfomicina (FOSF) y el 67,6 % frente a trimetoprima-sulfametoxazol (TMS). El

menor porcentaje de sensibilidad se observo frente a tetraciclina 2,7 %.

Con respecto al comportamiento de los 74 aislamientos frentre al acido nalidixico

(NAL) y ciprofloxacina (CIP), fueron sensibles 46 (62,2 %) y 66 (89,2 %) respectivamente.
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Mostraron sensibilidad frente al cloranfenicol (CMP), 50 aislamientos (67,6 %)

mientras que 33 (44,6 %) lo fueron frente al florfenicol (FLOR).

En la tabla 13 se muestra el comportamiento del total de los aislamientos frente a los
17 antimicrobianos. En la tabla 14, se observa el comportamiento de las diferentes
categorias de E. coli estudiados y en la tabla 15, se detalla el porcentaje de aislamientos

sensibles encontrados por granja.

De los 74 E. coli, sélo tres fueron sensibles a los 17 antimicrobianos analizados. Los
E. coli que fueron clasificados como multirresistentes fueron 30 (40,5 %). En la tabla 16, se
muestra la cantidad de este tipo de aislamientos observados por granja, asi como sus

fenotipos.
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Tabla 13. Comportamiento de Escherichia coli toxigénicos y Escherichia coli 0157 no
toxigénicos aislados de cerdos sin manifestacion clinica de diarrea frente a diferentes

antimicrobianos

Antimicrobiano Cantidad de cepas Cantidad de cepas con Cantidad de cepas
Sensibles (%) Sensibilidad Intermedia (%) Resistentes (%)

AMP 62 (83,8) 2(2,7) 10 (13,5)
AMC 71 (95,9) 1(1,3) 2 (2,6)
CEF 70 (94,6) 2(2,7) 2(2,7)
CTX 74 (100) 0 0

FOX 74 (100) 0 0

GEN 73 (98,6) 0 1(1,3)
AKN 74 (100) 0 0

S 36 (48,6) 2(2,7) 36 (48,6)

TET 2(2,7) 3(4) 69 (93,2)
NAL 46 (62,2) 5(6,7) 23 (31,1)
CIP 66 (89,2) 1(1,3) 7 (9,5)
COoL 74 (100) 0 0

NIT 70 (94,6) 1(1,3) 3(4)

CMP 50 (67,6) 2(2,7) 22 (29,7)
FLOR 33 (44,6) 13 (17,6) 28 (37,8)
T™S 50 (67,6) 7(9,4) 17 (23)
FOSF 59 (79,7) 6 (8,1) 9 (12,2)

AMP: ampicilina. AMC: amoxicilina-acido clavulanico. CEF: cefalotina. CTX: cefotaxima. FOX: cefoxitina. GEN:
gentamicina. AKN: amicacina. S: estreptomicina. TET: tetraciclina. NAL: acido nalidixico. CIP: ciprofloxacina.
COL: caolistina. NIT: nitrofurantoina. CMP: cloranfenicol. FLOR: florfenicol. TMS: trimetoprima-sulfametoxazol.

FOSF: fosfomicina.
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Tabla 14. Comportamiento de STEC, ETEC y Escherichia coli 0157 no toxigénicos
aislados de cerdos sin manifestacion clinica de diarrea frente a diferentes

antimicrobianos

ATM STEC (stx1/stX,/stxze) (n 21) ETEC/EAEC (n 43) E. coli 0157 (n 10)
Cepas Sensibles (%) Cepas Sensibles (%) Cepas Sensibles (%)

AMP 16 (76) 40 (93) 8 (80)

AMC 21 (100) 41 (95) 10 (100)

CEF 20 (95) 42 (98) 10 (100)

CTX 21 (100) 43 (100) 10 (100)

FOX 21 (100) 43 (100) 10 (100)
GEN 21 (100) 42 (98) 10 (100)
AKN 21 (100) 43 (100) 10 (100)

S 6 (28) 24 (56) 1(10)

TET 3(14) 3(7) 0
NAL 15 (71) 27 (63) 7 (70)

CIP 18 (86) 38 (88) 9 (90)

COoL 21 (100) 43 (100) 10 (100)

NIT 20 (95) 41 (95) 10 (100)
CMP 17 (81) 30 (70) 8 (80)
FLOR 16 (76) 26 (60) 7 (70)

T™S 14 (67) 36 (84) 8 (80)
FOSF 20 (95) 37 (86) 8 (80)

MRT StXq: 0/7; stXo: 2/2; StXoe: 8/12 18 (42) 3 (30)

STEC: Escherichia coli productor de toxina Shiga. ETEC: Escherichia coli enterotoxigénico. ATM: antimicrobiano.
(n) cantidad de cepas. AMP: ampicilina. AMC: amoxicilina-acido clavulanico. CEF: cefalotina. CTX: cefotaxima.
FOX: cefoxitina. GEN: gentamicina. AKN: amicacina. S: estreptomicina. TET: tetraciclina. NAL: acido nalidixico.
CIP: ciprofloxacina. COL: colistina. NIT: nitrofurantoina. CMP: cloranfenicol. FLOR: florfenicol. TMS:

trimetoprima-sulfametoxazol. FOSF: fosfomicina. MRT: cepas multirresistentes.
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Tabla 16. Fenotipos multirresistente de STEC, ETEC y Escherichia coli O157 no

toxigénicos aislados de cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

Granja Aislamientos Fenotipo multirresistente

multirresistentes

1(1) 0

2 (5) 4 AMP, S, TET, CMP, FLOR, TMS; S, TET, CMP, FLOR, TMS, FOSF;
AMP, AMC, S, TET, FOSF

3(22) 17 S, TET, CMP, FLOR; S, TET, CMP, FLOR, TMS; S, TET, NAL, CMP,
FLOR; S, TET, NAL, CIP, CMP, FLOR; S, TET, NAL, CMP, FLOR,
TMS; S, TET, NAL, CIP, CMP, FLOR, TMS

4 (2) 0

5 (16) 0

6(2) 1 AMP, S, TET, FLOR

7 (4) 2 S, TET, NAL, TMS; S, TET, NAL, TMS, FLOR

8 (5) 6 S, TET, NAL, CIP; AMP, TET, NAL CIP, TMS; AMP, CEF, TET, NAL,
TMS; AMP, TET, NAL, CIP, CMP, FLOR, TMS

9 (8) 1 AMP, AMC, CEF, TET, FLOR

10 (7) 0

11 (2) 0

STEC: Escherichia coli productor de toxina Shiga. ETEC: Escherichia coli enterotoxigénico. (n): cantidad de
cepas analizadas. AMP: ampicilina. CEF: cefalotina. AMC: amoxicilina-acido clavulanico. S:
estreptomicina. TET: tetraciclina. TMS: trimetoprima-sulfametoxazol. CMP: cloranfenicol. FLOR:
florfenicol. FOSF: fosfomicina. NAL: acido nalidixico. CIP: ciprofloxacina.

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



Prevalencia de ETEC y STEC en cerdos sin manifestacion clinica de diarrea | 117

Resultados

Resistencia antimicrobiana. Sobre la base de las pruebas de sensibilidad
antimicrobiana, se determinaron 35 patrones de resistencia, 34 aislamientos (45,9 %)
agruparon en cinco patrones: 16,2 % TET; 9,4 % S, TET; 8,1 % S, TET, CMP, FLOR; 6,7 %

TET, FOSF; 5,4 % S, TET, NAL, CMP, TMS, FLOR.

Analizando las 21 STEC, se observaron 16 patrones diferentes (tabla 17).

Las 3 cepas EAEC pertenecieron a los patrones 11, 14 y 17 (tabla 18).

E. coli O157 no toxigénicos se agruparon en seis patrones: 13, 14, 16, 18, 19y 20

(tabla 18).
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Tabla 17. Patrones de resistencia antimicrobiana de STEC aislados de cerdos sin

manifestacion clinica de diarrea

STEC
Patrones Total de
sba sbee Stxze aislamientos
1:S, TET 4 - - 2
24: S, TET, NAL 1 - - 1
4: NIT 1 - - 1
2: sin resistencia 1 - - 1
5: S, TET, NAL, TMS, FLOR - 1 - 1
6: S, TET, NAL, TMS - 1 - 1
7: AMP, S, TET - - 1 1
8: AMP, S, TET, CMP, TMS, FLOR - - 2 2
9: S, TET, CMP, TMS, FOSF, FLOR - - 1 1
10: S, TET, CMP, TMS, FLOR - - 1 1
11: S, TET, CMP, FLOR - - 2 2
12: S, CMP, FLOR - - 1 1
13: TET, NAL - - 1 1
14: TET - - 1 1
15: AMP, TET, NAL, TMS - - 1 1
16: AMP, CEF, TET, NAL, TMS - - 1 1

STEC: Escherichia coli productor de toxina Shiga. S: estreptomicina; TET: tetraciclina; NAL: acido nalidixico; NIT:

nitrofurantoina; TMS: trimetoprima-sulfametoxazol; FLOR: florfenicol; AMP: ampicilina; CMP: cloranfenicol;

FOSF: fosfomicina.
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Tabla 18. Patrones de resistencia antimicrobiana de Escherichia coli O157 no

toxigénicos y EAEC aislados de cerdos sin manifestacién clinica de diarrea

Patrones E. coli 0157 EAEC Total de cepas
11: S, TET, CMP, FLOR - 1 1
13: TET, NAL 1 - 1
14: TET 3 2 5
16: S, TET, NAL, CMP, TMS, FLOR 1 - 1
17: S, TET, NAL, CIP, CMP, TMS, FLOR - 1 1
18: AMP, S, TET, FLOR 1 - 1
19: AMP, TET, NAL, CIP, CMP, TMS, FOSF 1 - 1
20: TET, FOSF 2 - 2

EAEC: Escherichia coli enteroagregativo. S: estreptomicina; TET: tetraciclina; CMP: cloranfenicol; FLOR:
florfenicol; NAL: acido nalidixico; AMP: ampicilina; CEF: cefalotina; CIP: ciprofloxacina; TMS: trimetoprima-

sulfametoxazol; FOSF: fosfomicina.

ETEC se distribuyé en 23 patrones. S6lo compartieron STEC, EAEC y E. coli O57 no
toxigénicos, 8 patrones: 1, 2, 3, 10, 11, 13, 14 y 20. El patrén 14 (TET), presentd 15 % de
cepas, siendo este el mayor valor observado. Lo siguieron con 7,5 % los patrones 11, 13y
20. Coincidentemente, los patrones 11 y 13 se observaron en STEC, EAEC y E. coli O57 no
toxigénicos. La tabla 19 describe los patrones de resistencia observados discrimidos por
cada grupo ETEC analizado: ETEC, ETEC/stx,,, ETEC/O157. Tanto el grupo ETEC/O157
como ETEC se distribuyeron en 10 patrones, aunque es importante mencionar que solo

compartieron 2 (13 y 14).
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Tabla 19. Patrones de resistencia antimicrobiana de ETEC aislados de cerdos sin

manifestacion clinica de diarrea

ETEC
retrones ETEC/Stxze ETEC ETEC/rfbogsy ais-ll—:;ijlileifos
1: S, TET - 1 - 1
2: sin resistencia 1 1 - 2
3: TET, FLOR - - 1 1
10: S, TET, CMP, TMS, FLOR - 2 - 2
11: S, TET, CMP, FLOR - 3 - 3
13: TET, NAL - 1 2 3
14: TET - 2 4 6
20: TET, FOSF - - 3 3
21: AMP, AMC, S, TET, FOSF 1 - - 1
22: S, TET, NAL, CIP, CMP, FLOR 1 1 - 2
23: S, TET, NAL, CMP, FLOR - 2 - 2
24: S, TET, NAL - - 1 1
25: TET, NIT - - 1 1
26: TET, NAL, FOSF - - 1 1
27: TET, TMS - - 1 1
28: TET, NIT, FOSF - - 1 1
29: S, TET, FLOR - - 1 1
30: AMP, TET, TMS - 1 - 1
31: NAL - 1 - 1
32: AMP, AMC, CEF, TET, FLOR - 1 - 1
33: S, TET, NAL, CIP - 2 - 2
34: GEN, TET, FLOR - 1 - 1
35: AMP, CEF, TET, NAL, TMS - 3 - 3
ETEC: Escherichia coli enterotoxigénico. S: estreptomicina; TET: tetraciclina; FLOR: florfenicol; CMP:

cloranfenicol; TMS: trimetoprima-sulfametoxazol; NAL: &cido nalidixico: FOSF: fosfomicina; AMP: ampicilina;

AMC: amoxicilina-acido clavulanico; CIP: ciprofloxacina; NIT: nitrofurantoina; GEN: gentamicina; CEF: cefalotina.
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4.4.3 Serotipificacion. La distribucion de los serogrupos entre los 74
aislamientos de E. coli se muestran en la tabla 20. Se pudieron serotipificar 56 cepas (76 %),
clasificandose como antigeno O no tipificables a 18 (24 %) (ONT). En el presente trabajo se
encontraron 12 serogrupos, siendo el dominante O157 en 24 aislamientos (32,4 %); seguido
por O8 (18,9 %); 020 (5,4 %); O7 (4 %); 02, 036 y 0120 (2,7 %); O54, 060, O8/060, 0115

y 0149 (1,3 %).

Con respecto al antigeno H, se determind en 36 cepas (48,6 %), el mas
frecuentemente encontrado fue H19 (21,6 %), asociado con 0157 y 0O36. Seguido por H31
(5,4 %), asociado con O8. La distribucion de los antigenos O y H conjuntamente con su
asociacion a los diferentes patotipos (STEC, ETEC, EAEC y E. coli 0157 no toxigénicos), se

describen en la tabla 20.

En las tablas 21, 22, 23 y 24 se menciona la distribucion de los serotipos en los

diferentes patotipos (STEC, ETEC, EAEC y E. coli O157) y por granja.
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Tabla 20. Serotipos de STEC, ETEC y Escherichia coli 0157 no toxigénicos aislados

de cerdos sin manifestacién clinica de diarrea

Grupo O Grupo H Cantidad de Patotipo
aislamientos

02 H 2 STEC (2)

07 H (1); H15 (2) 3 ETEC

08 H™ (8); H26 (2); H31 (4) 14 ETEC

020 H 4 STEC (3); EAEC (1)

036 H19 2 STEC

054 H2 1 ETEC

060 H 1 ETEC

08/060 H23 1 EAEC

0115 H 1 ETEC

0149 H 1 ETEC

0120 H 2 STEC (1); EAEC (1)

0157 H16 1 E. coli 0157 no toxigénico
H19 14 ETEC
H21 1 E. coli O157 no toxigénico
H 6 E. coli 0157 no toxigénico (6)
H’ 1 E. coli 0157 no toxigénico
H42 1 EAEC

ONT H 11 ETEC (5); STEC (6)
H14 3 STEC
H17 1 STEC
H19 1 STEC
H45 2 STEC

STEC: Escherichia coli productor de toxina Shiga. ETEC: Escherichia coli enterotoxigénico. ONT: serogrupo no

tipificable

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



Prevalencia de ETEC y STEC en cerdos sin manifestacion clinica de diarrea | 123

Resultados

4.4.4 Caracterizaciéon genotipica

4.4.4.1 Caracterizacion genotipica de STEC. Se recuperaron 21
STEC: siete portadoras del gen stx; y 14 stx, de las cuales 12 pertenecieron a la variante
stx,e. Sumados a los genes anteriormente citados, la caracterizacion genotipica concluy6

con la busqueda de ehxA (enterohemolisina) y saa (adhesina autoaglutinante).

De las siete STEC/stx;, se observo el mismo perfil genotipico en seis, presentando
como marcadores de virulencia los genes que codifican la produccién de la toxina Stx1 y la
enterohemolisina (ehxA). Estas se aislaron de las granjas 3, 9 y 11, ubicadas en las
localidades de Salto, Henderson y Pergamino. La restante, se aisl6 de una granja localizada
en Carmen de Areco (Granja 7) y solo presenté como marcador de virulencia al gen stx;. De
este Ultimo establecimiento, también se aislaron las dos STEC/stx,, siendo, el Unico
marcador de virulencia. Todos estos aislamientos se obtuvieron a partir de animales de

maternidad (M3) (tabla 21).

A partir de seis granjas ubicadas en la provincia de Buenos Aires (identificadas como
1, 2,3,5,8y9), se aislaron las 12 STEC/stx,., de las cuales cinco presentaron como Unico
marcador de virulencia al gen citado y cuatro (33 %) la combinacion stx,./astA. De los 12
aislamientos, en uno sélo se detectd la presencia del gen que codifica la adhesina fimbrial
F18 (fedA) conjuntamente con el gen aidA. En 3 STEC/stx,, (25 %), se observo la presencia
del gen aidA. En la tabla 21 se describe la caracterizaciébn genotipica de este grupo de
aislamientos. En ninguna se detectd la presencia de los genes ehxA, eae, saa, paa, faeG,

fanC, fasA ni F41.
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Tabla 21. Caracterizacion genotipica y serotipos de Escherichia coli productor de

toxina Shiga aislados de cerdos sin manifestacién clinica de diarrea

Granja Localizacién Serotipo Genotipo (n)
1 Marcos Paz ONT:H17 stx,/fedAlaidA (1)
2 Salto ONT:H19; O36:H19 StXze (2)
036:H19 stX,e/aidA (1)
3 Salto ONT:H stx,/ehxA (4)
020:H" stx,e/aidA/astA (1)
020:H stX,e/astA (2)
ONT:H’ Stx,c/aidA/astA (1)
5 Inés Indart 0120:H stx,e/astA (1)
7 Carmen de Areco ONT:H14 stx; (1)
ONT:H45 stx, (2)
8 Saladillo Oo2:H StXze (2)
9 Henderson ONT:H14 stx,/ehxA (1)
9 Henderson ONT:H’ StXze (1)
11 Pergamino ONT:H14 stx,/ehxA (1)

ONT: serogrupo no tipificable.

4.4.4.2 Caracterizacién genotipica de Escherichia coli 0157. La

caracterizacién genotipica de E. coli O157 no toxigénicos y ETEC 0157 concluyé, con la

busqueda de los genes ehxA, fliCy; y saa. Este Ultimo so6lo se buscoé en aquellos

aislamientos en los cuales no se determind la presencia del gen eae. Se caracterizaron

como E. coli 0157 no toxigénicos nueve aislamientos, uno como EAEC (presenté como gen

marcador de virulencia astA) (tabla 22) y 16 como ETEC 0157. Seis E. coli 0157 no
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toxigénicos fueron portadores del gen eae. ETEC O157 fueron negativos para este Ultimo

gen. E. coli 0157 no toxigénicos y ETEC 0157 fueron negativos para los genes ehxA, fliCy-

y saa.

4.4.4.3 Caracterizacion genotipica de EAEC. Se tipificaron como E.

coli enteroagregativo, cuatro aislamientos. Tres de ellos se aislaron como ETEC portadores

del gen estl, finalmente se re-tipificaron como EAEC portadores del gen astA y en uno de los

casos astA/aidA (tabla 23).

Tabla 22. Caracterizacidén genotipica y serotipos de Escherichia coli 0157 aislados de

cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

Granja Localizacion Serotipo Genotipo (n)
3 Salto 0157:H16 rfbo1s7 (1)
6 Venado Tuerto 0157:H21 rfbosis7/eaelaidA (1)
8 Saladillo O157:Hnt rfbo1s7 (1)
10 San Andrés de Giles O157:H rfboss7/eaelaidA (5); rfbos7/aidA (1)

Hnt: antigeno H no tipificable.
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Tabla 23. Caracterizacion genotipica y serotipos de EAEC aislados de cerdos sin

manifestacion clinica de diarrea

Granja Localizacién Serogrupo Genotipo (n)
2 Salto 0157:H42 rfboisz/astA (1)
3 Salto 020:H astA (1)
08/060:H23 astA (1)
9 Henderson 0120:H astA/aidA (1)

EAEC: Escherichia coli enteroagregativo

4.4.4.4 Caracterizacion genotipica de ETEC. En total, se tipificaron
como ETEC a 40 aislamientos. Estos se encontraron distribuidos en 10 de las 11 granjas
muestreadas (91 %). Los genotipos rfbois7/estll/aidA y estl/estll de ETEC fueron los que se
encontraron en mayor cantidad: 13 (32,5 %) y 10 (25 %), respectivamente. No se observé la
combinacién de genes eltA/estl (LT/STa) en ninguno de los aislamientos analizados. El gen
gue se identific6 con mayor frecuencia fue estll (38/40), observandose en todos los casos,
combinado con algunos de los otros genes buscados; seguido por estl (14/40), astA (9/40) y

eltA (5/40) (tabla 24).

Con respecto a la presencia de los genes que codifican los factores de adhesion

fimbriales y no fimbriales se obtuvieron los siguientes resultados:

Factores de adhesiéon fimbriales: de las 40 ETEC analizadas, se detectaron

los genes que codifican las fimbrias F5, F6 y F18 en un aislamiento cada uno
(estl/estll/fanC; estll/astA/fasA; eltAlestll/astA/aidA/fedA). Los genes que codifican las

fimbrias F4 y F41 no se detectaron en ninguno de los aislamientos.
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Factores de adhesién no fimbriales: en 31 ETEC se detectd el gen aidA, en

todos los casos asociado al gen estll. Los genes eae y paa ho se detectaron en ninguno de

los aislamientos analizados.

Tabla 24. Caracterizacién genotipica y serotipos de ETEC aislados de cerdos sin

manifestacion clinica de diarrea

Granja Localizacion Serotipo Genotipo (n)

2 Salto 054:H21 stxze/estl/estll (1)

3 Salto 08:H- (6); 0O8:H26 (2) stxze/estl/estll (1); estl/estll (7)
060:H estl/estll (1)
0149:H estl/estll/fanC (1)
O7:H15 eltA/estll/astA/aidA (1)

4 Chacabuco 0157:H19 rfbozisz/estll/astA/aidA (2)

5 Inés Indart 0157:H19 rfboisz/estll/aidA (11); rfboisz/estll (1)
0115:H rfbois7/estll/aidA (1)
ONT:H estl/stxze (1); rfboisz/estll/aidA (1)

6 Venado Tuerto 08:H21 estl/estll (1)

7 Carmen de Areco ONT:H estll/astA/fasA (1)

8 Saladillo O7:H15 eltA/estll/astA/aidA (1)
O7:H eltA/estll/astA/aidA/fedA (1)

9 Henderson 08:H31 estll/astA (1); estll/astA/aidA (1)
ONT:H estll/astA/aidA (1)
08:H31 eltA/estll (2)

10 San Andrés de Giles ONT:H estl (1)

11 Pergamino O8:H estl/estll (1)

ETEC: Escherichia coli enterotoxigénico. ONT: serogrupo no tipificable
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4.4.5 Subtipificacién fenotipica

4.4.5.1 Biotipificacion. Para establecer los diferentes patrones se observo el
comportamiento de las cepas estudiadas en las pruebas de fermentacion de sorbitol,
produccién de: indol, B-glucuronidasa y ornitina decarboxilasa. Se determinaron en total 8

biotipos (tabla 25).

Tabla 25. Biotipos de STEC, ETEC y Escherichia coli 0157 no toxigénicos aislados de

cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

Pruebas fisiolégicas y bioquimicas Cantidad de cepas

Biotipos
Indol B-glucuronidasa oDC Sorbitol (%0)
1 + + + + 27174 (36,5)
2 - + + - 8/74 (10,8)
3 + - + + 12174 (16,2)
4 + + + - 9/74 (12,1)
5 + + - + 9174 (12,1)
6 - - + + 7174 (9,4)
7 + - + - 1/74 (1,3)
8 + - - - 1/74 (1,3)

STEC: Escherichia coli productor de toxina Shiga. ETEC: Escherichia coli enterotoxigénico. ODC: Ornitina

decarboxilasa.

El total de STEC aislados (21), pertenecieron a 3 biotipos: 11 (52,3 %) al biotipo 1; 8
(38 %) al biotipo 4 y 2 (9,5 %) al biotipo 2. STEC portadores del gen stx, pertenecieron el
biotipo 1, los portadores del gen stx, al biotipo 4 y los portadores del gen stx,., a los tres

biotipos mencionados (tabla 26).
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Tabla 26. Biotipos de STEC aislados de cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

STEC
Biotipos
Sstxq StXs StXoe Total de cepas
1 7 - 4 11
2 - - 2 2
4 - 2 6 8

STEC: Escherichia coli productor de toxina Shiga. Biotipo 1: produccién de indol, B-glucuronidasa, ornitina
decarboxilasa y fermentacion de sorbitol. Biotipo 2: producciéon B-glucuronidasa, ornitina decarboxilasa y
fermentacién de sorbitol; no producen indol. Biotipo 4: produccion de indol, B-glucuronidasa, ornitina

decarboxilasa y no fermentacién de sorbitol.

Con respecto a E. coli O157 no toxigénicos, seis pertenecieron al biotipo 3, tres al

biotipo 1 y uno al biotipo 5.

Las tres EAEC pertenecieron a biotipos diferentes: 1,4y 7.

Las cepas ETEC estuvieron distribuidas entre 6 biotipos. Pertenecieron al biotipo 1:
13 aislamientos; al biotipo 5: ocho ETEC; al biotipo 6: siete aislamientos; a los biotipos 2 y 3:
seis ETEC para cada uno y al biotipo 8: un aislamiento. En la tabla 27 se describen los

resultados obtenidos en cada uno de los grupos que conforman la categoria ETEC.

De los 25 aislamientos que presentan el gen rfbois; (15 ETEC/rfbois; v 10 E. coli
0157 no toxigénicos), 16 pertenecieron a alguno de los biotipos que no presentan actividad

B-glucuronidasa.
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Tabla 27. Biotipos de ETEC aislados de cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

ETEC
Biotipos
ETEC/stX2e ETEC ETEC/rfbossy Total de cepas
1 1 11 1 13
2 1 - 5 6
3 - 3 3 6
5 1 7 - 8
6 - - 7 7
8 - 1 - 1

ETEC: Escherichia coli enterotoxigénico. ETEC/stxze: ETEC portador del gen stxze. ETEC/rfbo1s7: ETEC portador
del gen rfbois7. Biotipo 1: produccién de indol, B-glucuronidasa, ornitina decarboxilasa y fermentacion de sorbitol.
Biotipo 2: produccién B-glucuronidasa, ornitina decarboxilasa y fermentacién de sorbitol; no producen indol.
Biotipo 3: produccién de indol, ornitina decarboxilasa, fermentacion de sorbitol y no producen B-glucuronidasa.
Biotipo 5: produccién de indol, B-glucuronidasa, fermentacién de sorbitol y no producen ornitina decarboxilasa.
Biotipo 6: produccién ornitina decarboxilasa y fermentacion de sorbitol, no producen indol ni B-glucuronidasa.

Biotipo 8: produccion de B-glucuronidasa y ornitina decarboxilasa, no producen indol ni fermentan sorbitol.

4.4.5.2 Serotipificacion. Considerando los resultados obtenidos a
partir de la determinacion de los antigenos somatico (O) y flagelar (H), se establecieron 25
patrones, siendo el predominante el serotipo O157:H19 observado en 14 ETEC, seguido por
O8:H (8 ETEC), O157:H (6 E. coli O157 no toxigénico). En la tabla 20 se expresa la
distribucién de los serogrupos y serotipos para cada patotipo. La distribucién de los patrones

por genotipo, puede observase en las tablas 21, 22, 23 y 24.
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4.4.6 Subtipificacién molecular. ERIC-PCR

4.4.6.1 STEC portadores de los genes stx; y stx,

Sobre un total de nueve STEC, portadores de los genes stx; y stx,, se establecieron seis
patrones ERIC-PCR (A-F) con 59 % de similitud, los cuales presentaron entre 5 y 9 bandas
en un rango comprendido entre 300 y 1500 pb (Imagen 11). Los patrones A — E
corresponden a STEC portadores del gen stx; mientras que el patron F pertenece a una

cepa portadora del gen stx,.

Imagen 11. Patrones ERIC-PCR de STEC portadores de los genes stx; Y Stx, aislados de cerdos

sin manifestacién clinica de diarrea

MTM EC399 EC401 EC404 EC400 MTM EC402

Lineas 1-4, 6 - 8: STEC portadores del gen stxs. Lineas 9y 11: STEC portadores del gen stx,. Lineas

5y 10: marcador de tamafio molecular Cien Marker (MTM).

Los patrones que se describen a continuacion, corresponden a STEC aislados de
diferentes animales de 21 dias de vida (M3). Los patrones A (EC 399y EC 404) y B (EC 396

y EC 397) agruparon los cuatro STEC/stx;/ehxA, provenientes de la granja 3, ubicada en la
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ciudad de Salto. Entre Ay B se observé una similitud de 87 %. Los patrones C (EC 391) y D
(EC 398) agruparon a dos cepas con una similitud de 83 %. El primero, corresponde a un
STEC/stx;/ehxA aislado en el partido de Henderson mientras que el segundo corresponde a
uno aislado de una granja, localizada en el partido de Pergamino. Las dos presentaron el
mismo genotipo y biotipo pero diferente perfil de resistencia antimicrobiana. El patrén E (EC
401) corresponde a un STEC/stx; aislado en Carmen de Areco Yy tiene una similitud de 66 %

con los patrones previamente descriptos.

Finalmente, el patron F corresponde a dos STEC portadores del gen stx, (EC 400 y
EC 402). Se aislaron en una granja de Carmen de Areco. Entre ambos, sélo se observé

diferencia en el perfil de resistencia antimicrobiana.

La figura 18 corresponde al dendograma generado a partir de los patrones ERIC-
PCR, incluyéndose origen, biotipo, perfil de resistencia antimicrobiana y genotipo de cada

uno de los aislamientos.

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



133

Prevalencia de ETEC y STEC en cerdos sin manifestacion clinica de diarrea

Resultados

UBlUS W) £ BSE)M00/EISp BUIWD ‘BsEplucnon|G-g ‘jopul ap sescponpod sedso ‘| Eodnolg oulwefisd || ‘UOSISpUSH § ‘0020 Sp USWIED 4 ‘O)es ¢ EEIUE

w.xum

w.xum

_..xum

VXYE* G2

WXyt Ge

WXyt Ge

wXyatge

wxiatgs

wxiatgs

odiousn

SIL YN L3LS

HO1d 'SIWL TYN L3LS

LM

9N L3L'S

131°s

131°s

131°s

131°s

BIOUB)SISa) ap IUad

SFH-LNO

SFH-LNO

FLHLNO

FEHLNO

FLEHLNO

“H-1MO

“H-1MO

-H-1MO

-H-1MO

odnolas

"[0ZEX0}E WEHNS-BWUd0}a L ‘S | BUIOIUEINoNIU | |1 DIIPIEN 0PIy Tyl SBUREeE 131
‘eupnuopdagse ‘s EI0URIsIEal ap Iag 2qeaudy ou o odnubBoses | o DOTOIES H0LQI0S UBLLSIWIS) OU A BSEI0IEIS P BULILO ‘Bsepucnan|B-4 jopu 2p sesoponpord sedes v ofouglos

1170

L¥0

tED

920

¥ L Tor um_
¥ L 00F ,._m_
b L 10F 23
A e og6£01
L B 1623
L £ L6EDT
L £ 96623
L £ For 231
L £ 66F 21

EL0

odinmyg elueig

ra £0

BaLIB|p 3p E2IUI[2 UQIDEISIJIUBLU UIS SOpJad ap sope|sie 7315 @p eweibopuaq gl eanbi4

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



Prevalencia de ETEC y STEC en cerdos sin manifestacion clinica de diarrea | 134

Resultados

4.4.6.2 STEC portadores del gen stX,e

Sobre un total de 12 STEC portadores del gen stx,,, se establecieron 10 patrones ERIC-
PCR (A-J) con 27 % de similitud, los cuales presentaron entre 4 y 11 bandas en un rango

comprendido entre 120 y 1500 pb aproximadamente (Imagen 12).

Imagen 12. Patrones ERIC-PCR de STEC portadores del gen sStx,e aislados de cerdos sin

manifestacién clinica de diarrea

MTM  EC415 EC417 [EC418 EC424 MTM EC425 EC430 [EC433 EC443 MTM EC450 [EC477 [EC483 [EC485

BH | ]

MTM: marcador de tamafio molecular Cien Marker. Lineas 2 -5, 7-10, 12 - 15: STEC portadores del gen stxz..
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En el patron A agruparon dos aislamientos (EC 418 y EC 424), provenientes de dos
animales del grupo M6 (86 dias de vida). Entre Ay B (EC 417) se observd una similitud de
86 %. Si bien, EC 424 (0O36:H19; stx,./aidA) y EC 417 (ONT:H19; stx,,) se aislaron a partir
de un mismo animal, sus caracteristicas fenotipicas (serotipo y perfil de resistencia) y
genotipo difieren, observandose entre ellos una similitud de 86 %. Estos tres aislamientos se

obtuvieron en una granja localizada en Salto, provincia de Buenos Aires.

Los patrones C (EC 433) y D (EC 430) corresponden a dos aislamientos
provenientes de un mismo cerdo de 86 dias de vida (M6), presentando un 52 % de similitud.
Conjuntamente con los patrones E (EC 425) y F (EC 443), provenientes de distintos
animales del grupo M6, se aislaron de la granja identificada como 3, localizada en Salto,
provincia de Buenos Aires. EC 433, EC 425 y EC 443, compartieron el mismo biotipo y

serotipo (O20:H-).

El patréon | agrupa a dos STEC (EC 483 y EC 485), aislados en la granja 8, ubicada
en el partido de Saladillo, a partir de cerdos del grupo M8 (165 dias de vida). Comparten

serotipo y genotipo, sin embargo difieren en biotipo y perfil de resistencia antimicrobiano.

El patrén G (EC 477) corresponde a un aislamiento proveniente de un animal del

grupo M8, de la granja identificada como 9, localizada en el partido de Henderson.

Los patrones H (EC 450) y J (EC 415) corresponden a dos aislamientos provenientes
de cerdos del grupo M6 (86 dias de vida), de las granjas 5 y 1, ubicadas en los partidos de

Inés Indart y Marcos Paz, respectivamente.

La figura 19 corresponde al dendograma generado a partir de los patrones ERIC-
PCR, incluyendosé origen, biotipo, perfil de resistencia antimicrobiana y genotipo de cada

uno de los aislamientos.
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4.4.6.3 Escherichia coli serotipo 0157 (no ETEC)

Sobre un total de 10 E. coli 0157 no ETEC analizadas, se establecieron cinco patrones
ERIC-PCR (A-E) con 46 % de similitud, los cuales presentaron entre 6 y 10 bandas en un

rango comprendido entre 150 y 1500 pb (Imagen 13).

En el patrén A, agruparon con 100 % de similitud, seis aislamientos (EC 452, EC
453, EC 454, EC 455, EC 575y EC 576), provenientes de cuatro cerdos de 86 dias de edad
(M6), de la granja 10 (San Andrés de Giles). EC 575 y EC 576 comparten biotipo (3),
serotipo (0157:H-), perfil de resistencia (TET, FOSF) y genotipo (rfbois//eaelaidA) pero
fueron aislados de diferentes animales. EC 454 y EC 455 se aislaron de un mismo animal,
comparten biotipo, serotipo y genotipo entre ellos, y con los dos anteriores, pero difieren en
el perfil de resistencia (TET y TET, NAL). EC 452 y EC 453 se aislaron de un mismo animal,
comparten el mismo biotipo (1), serotipo (0157:H-) y perfil de resistencia (TET) pero difieren

en su genotipo (rfbois;/eaelaidA y rfbois/aidA).

El patrén B (EC 567), corresponde a un aislamiento proveniente de un animal del
grupo M6 de la granja localizada en Venado Tuerto, Santa Fé. Presenta 80 % de similitud
con el patron A, aunque sélo comparte genotipo (rfboiss/eae/aidA) con alguno de sus
integrantes. Pertenece al biotipo 5, serotipo 0157:H21, perfil de resistencia AMP, S, TET,

FLOR.

El patrén C (EC 423), corresponde a un aislamiento proveniente de un animal del
grupo M6 de la granja 2, localizada en Salto. Presenta 57 % de similitud con los patrones
anteriores (A y B). Pertenece al biotipo 3, serotipo O157:H42, perfil de resistencia TET;

genotipo rfbos7/astA.

El patrén D (EC 573), corresponde a un aislamiento proveniente de un animal del

grupo M6 de la granja 3, localizada en Salto. Presenta 49 % de similitud con los patrones
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anteriores (A, B y C). Pertenece al biotipo 3, serotipo 0157:H16, perfil de resistencia S, TET,

NAL, CMP, TMS, FLOR; genotipo rfbo;s7.

El patron E, es el Unico aislamiento que corresponde a un animal del grupo M3 (21
dias de vida) de la granja 8, localizada en el partido de Saladillo. Presenta 46 % de similitud
con los patrones anteriores (A, B, C y D). Pertenece al biotipo 1, serotipo O157:H?, perfil de

resistencia AMP, TET, NAL, CIP, CMP, TMS, FLOR; genotipo rfbo;sz.

La figura 20 corresponde al dendograma generado a partir de los patrones ERIC-
PCR, incluyendosé origen, biotipo, perfil de resistencia antimicrobiana y genotipo de cada

uno de los aislamientos.

Imagen 13. Patrones ERIC-PCR de Escherichia coli O157 aislados de cerdos sin manifestacién

clinicade diarrea

MTM EC423 EC573 EC567 EC548 MTM EC575 EC576 EC452 EC453 MTM EC454 EC455

’

= e ¢
- = 14

MTM: marcador de tamafio molecular Cien Marker. Lineas 2 -5, 7-10, 12 y 13: E. coli 0157
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4.4.6.4 ETEC serotipo 0157

Sobre un total de 16 cepas de ETEC 0157 analizadas, se establecieron seis patrones ERIC-
PCR (A-F) con 45 % de similitud, los cuales presentaron entre 6 y 10 bandas en un rango

comprendido entre 300 y 1500 pb aproximadamente (Imagen 14).

El patron A, agrupd cinco ETEC (EC 447, EC 547, EC 571, EC 549 y EC 570),
aislados a partir de distintos cerdos de 86 dias de edad, provenientes de la granja 5
(localizada en Inés Indart). Estos aislamientos compartieron serotipo (0157:H19) y genotipo
(rfbo1s7/estll/aidA), mostrando diferencias entre ellos, a nivel de biotipo (3, 2 y 5) y perfil de

resistencia antimicrobiana (TET, NAL; TET, FOSF; TET; TET, NIT, FOSF).

El patrén B agrup6 dos ETEC 0157 (EC 543 y EC 545), los Unicos que no
pertenecieron a la granja 5. En este caso, se aislaron de animales de 165 dias de edad
(M8), perteneciente a la granja 4, localizada en el partido de Chacabuco. La Unica diferencia
observada entre ellos fue el patron de resistencia antimicrobiana (TET, FLOR; TET).
Compartieron biotipo (2), serotipo (0157:H19) y genotipo (rfboiss/estll/aidA/asta). Entre los

patrones Ay B se observé 87 % de similitud.

El patrén C corresponde a EC 568, aislado del mismo cerdo que EC 570 incluido en
el patron A. Entre ellos se observo 83 % de similitud. La diferencia entre ellos se observo a

nivel de perfil de resisencia (TET, NIT, FOSF; TET, FOSF).

El patron D agrup6 seis ETEC (EC 546, EC 550, EC 445, EC 446, EC 448 y EC 451)
aislados de animales pertenecientes al mismo grupo productivo y granja que las agrupadas

en los patrones A,C,Ey F.

Las cepas EC 447 y EC 448 estan incluidas en los patrones A y D respectivamente y
se aislaron del mismo animal, observandose entre ellas 79 % de similitud, diferenciandose

en el biotipo (3 y 5) y perfil de resistencia antimicrobiana (TET, NAL; TET). EC 571 y EC
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572, pertenecen a los patrones A y F respectivamente. Al igual que en el caso anterior, se
aislaron de un mismo cerdo. El porcentaje de similitud es 45 %, y las diferencias son a nivel
fenotipico: serotipo (O157:H19; ONT:H-) y resistencia antimicrobiana (TET, FOSF; S, TET,
NAL). Otros ejemplos de ETEC 0157 aislados a partir de un mismo animal son EC 549 (A) —
EC 550 (D), difieren en perfil de resistencia (TET; TET, TMS); EC 451 (D) - EC 449 (E)
presentan 65 % de similitud y difiere el serotipo (0115:H-; 0O157:H19) y EC 445 - EC 446.
Estas ultimas difieren con las demas, en que presentan 100 % de similitud (patrén D) pero

difieren su biotipo (2 y 3) y perfil de resistencia antimicrobiana (S, TET, NAL; TET, NAL).

La figura 21 corresponde al dendograma generado a partir de los patrones ERIC-
PCR, incluyendosé origen, biotipo, perfil de resistencia antimicrobiana y genotipo de cada

uno de los aislamientos.
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Imagen 14. Patrones ERIC-PCR de ETEC 0157 aislados de cerdos sin manifestacién clinica de

diarrea
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4.46.5ETEC

Por cuestiones relacionadas con el andlisis de las imagenes, los ETEC se dividieron

en dos grupos.

1° grupo ETEC. Sobre un total de 12 ETEC analizados, se establecieron 10 patrones
ERIC-PCR (A-K) con 38 % de similitud, los cuales presentaron entre 6 y 15 bandas en un

rango comprendido entre 80 y 1500 pb aproximadamente (Imagen 15a).

Los patrones A, B, C, D, F, G, H e |, pertenecen a un aislamiento cada uno,
correspondientes a distintos cerdos de 86 dias de vida (M6), de la granja 3 (Salto). Los
patrones A (EC 440) y B (EC 557) presentan 82 % de similitud. Comparten el mismo biotipo
(5), serotipo (08:H-) y genatipo (estl/estll) pero difieren en cuanto a su perfil de resistencia
antimicrobiano (S, TET, CMP, TMS, FLOR; S, TET, NAL, CMP, TMS, FLOR). El patron C
(EC 441) corresponde a un aislamiento con 79 % de similtud con los anteriores,
compartiendo biotipo, serotipo y genotipo, pero difieriendo también, su perfil de resistencia
(S, TET, CMP, FLOR). Los patrones D y E presentan 77 % de similitud. Corresponden a
aislamientos (EC 439 y EC 523) de diferentes granjas 3 y 6 respectivamente (Salto y
Venado Tuerto). Comparten serotipo (O8:H-) y genotipo (estl/estll) pero difieren su biotipo (5
y 1) y perfil de resistencia antimicrobiano (S, TET, NAL, CIP, CMP, FLOR; AMP, TET, TMS).
El patron F corresponde al aislamiento EC 436. Si bien su origen y sus caracteristicas
fenotipicas y genotipicas son exactamente iguales a EC 557 (granja 3, biotipo 5, serotipo
08:H-, perfil de resistencia antimicrobiana S, TET, NAL, CMP, TMS, FLOR; genotipo

estl/estll) presentan una similitud de sélo 68 %.

Entre los patrones G (EC 561) y H (EC 562) se observo un similitud de 71 % y 59 %
con los patrones precedentes. Estos patrones corresponden a aislamientos provenientes de
distintos animales de la granja 3 y grupo M6. Difieren entre ellos en todas las caracteristicas

fenotipicas y genotipicas analizadas: biotipo (1 y 5), serotipo (0149:H- y O8:H26), perfil de
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resistencia antimicrobiano (S, TET, NAL, CMP, FLOR y S, ET, NAL, CMP, FLOR) y genotipo

(estl/estll/fanC y estl/estll).

El patron | (EC 541) presenta 53 % de similitud con el resto de los patrones
precedentes y corresponde a un aislamiento obtenido a partir de un cerdo del grupo M6 de
la granja 3, cuyo biotipo fue 1, serotipo O7:H16, perfil de resistencia S, TET, CMP, FLOR y

genotipo eltAlestll/astA/aidA.

El patrén J (EC 551) corresponde al Unico ETEC aislado en la granja 7 (Carmen de
Areco) a partir de un animal del grupo M6. Presenta 46 % de similitud con los precedentes.
Su biotipo es el 1, antigeno O no tipificable e inmovil, resistente a tetraciclina y genotipo

estl/astA/fasA.

El patron K agrupa dos aislamientos (EC 478 y EC 479) provenientes de un nico
animal del grupo M8 (165 dias de vida), de la granja 9, pero que muestran diferentes biotipo
(1 y 3), perfil de resistencia antimicrobiano (TET, NAL; TET) y genotipo (estll/astA y

estll/astA/aidA).

La figura 22a corresponde al dendograma generado a partir de los patrones ERIC-
PCR, incluyendosé origen, biotipo, perfil de resistencia antimicrobiana y genotipo de cada

uno de los aislamientos.
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Imagen 15a. Patrones ERIC-PCR de ETEC aislados de cerdos sin manifestacién clinica de

diarrea

Lineas 1-4, -9, 11y 14: ETEC. MTM: marcador de tamafio molecular Cien Marker.
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2° grupo ETEC. Sobre un total de nueve ETEC analizados, se establecieron nueve
patrones ERIC-PCR (A-l) con 22 % de similitud, los cuales presentaron entre 8 y 13 bandas

en un rango comprendido entre 90 y 1500 kb aproximadamente (Imagen 15b).

Imagen 15b. Patrones ERIC-PCR de ETEC aislados de cerdos sin manifestacidn clinica de
diarrea

MTM ECS539 ECS502 ECS577 EC501 EC435

i i ‘:..

MTM: marcador de tamario molecular Cien Marker. Lineas 2-6, 8- 11: ETEC.

Los patrones A (EC 435) y B (EC 427) corresponden a dos aislamientos provenientes
de la granja 3, de dos cerdos del grupo M6 (86 dias de vida). Entre ellas hay una similitud de
73 %. Comparten genotipo (estl/estll), pero sus caracteristicas fenotipicas difieren (biotipo 5
y 1, serotipo O8:H- y O8:H26; perfil de resistencia antimicrobiano S, TET, NAL, CMP, TMS,

FLORYS, TET, CMP, FLOR).

El patron C (EC 531) corresponde al Unico ETEC aislado a partir de un cerdo del

grupo M6, de la granja 11, localizada en el partido de Pergamino. Tiene 60 % de similitud
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con las precedentes. Comparte con las anteriores el genotipo (estl/estll). Pertenece al

biotipo 1, serotipo O8:H-, perfil de resistencia antimicrobiano S, TET.

El patrén D (EC 501) corresponde al tnico ETEC aislado a partir de un cerdo del
grupo M3 (21 dias de vida), de la granja 10, localizada en el partido de San Andrés de Giles.
Tiene 33 % de similitud con las precedentes. Su genotipo es estl, pertenece al biotipo 1,

antigeno O no tipificable e inmovil, fue sensible a todos los antimicrobianos probados.

Los ETEC EC 502 y EC 577 pertenecen a los patrones F y G respectivamente,
presentan 91 % de similitud. Ambos se aislaron de animales pertenecientes a la granja 8,
EC 502 de un lech6n de 21 dias de vida (M3) y EC 577 de un animal del grupo M8 (165 dias
de vida). Comparten biotipo (1) y perfil de resistencia antimicrobiano (S, TET, NAL, CIP).
Difiere su serotipo (O7:H- y O7:H16) y genotipo (eltA/estll/astA/aidA/fedA vy

eltA/estll/astA/aidA).

Los patrones E (EC 524), H (EC 539) e | (EC 538), corresponden a ETEC aislados a
partir de animales de la granja 9 (Henderson). EC 524 se aislé de un animal del grupo M6 y
mostrd 22 % de similitud con EC 539 y EC 538 que se aislaron a partir de un mismo cerdo
del grupo M8 (165 dias de vida). EC 524 (E), pertenece al biotipo 8, antigeno O no tipificable
e inmovil, resistente a TET y genotipo estll/astA/aidA. Los patrones H e | presentaron 67 %
de similitud. Comparten biotipo (3), serotipo (0O8:H31) y genotipo (estl/estll). Difieren en el

perfil de resistencia antimicrobiano (GEN, TET, FLOR y AMP, AMC, CEF, TET, FLOR).

La figura 22b corresponde al dendograma generado a partir de los patrones ERIC-
PCR, incluyendosé origen, biotipo, perfil de resistencia antimicrobiana y genotipo de cada

uno de los aislamientos.
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4.4.6.6 ETEC portadores del gen stX,e

Sobre un total de tres ETEC portadores del gen stx,, analizados, se establecieron
tres patrones ERIC-PCR (A-C) con 17 % de similitud, los cuales presentaron entre 8 y 10

bandas en un rango comprendido entre 180 y 1500 kb aproximadamente (Imagen 16).

Los patrones A, B y C corresponden a aislamientos provenientes de tres cerdos de
diferentes granjas 5, 2 y 3 respectivamente (Inés Indart y Salto). El patron A corresponde EC
552, aislado a partir de un animal del grupo M6, perteneciente al biotipo 2, antigeno O no
tipificable e inmdévil, sensible a todos los antimicrobianos probados cuyo genotipo es
estl/stx,.. El patrén B corresponde a EC 537, aislado de un animal del grupo M8. Presenta
50 % de similitud con el precedente. Pertenece al biotipo 1, serotipo O54:H21, perfil de
resistencia antimicrobiano AMP, AMC, S, TET, FOSF, genotipo estl/estll/stx,.. El patrén C
presenta 17 % de similitud con los precedentes, corresponde a EC 434, aislado de un
animal del grupo M6, biotipo 5, serotipo O8:H-, perfil de resistencia antimicrobiano S, TET,

NAL, CIP, CMP, FLOR. Tiene el mismo genotipo que el aislamiento EC 537.

La figura 23 corresponde al dendograma generado a partir de los patrones ERIC-
PCR, incluyéndose origen, biotipo, perfil de resistencia antimicrobiana y genotipo de cada

uno de los aislamientos.
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Imagen 16. Patrones ERIC-PCR de ETEC portadores del gen stx,. aislados de cerdos sin
manifestacion clinica de diarrea

MTM

MTM: marcador de tamafio molecular Cien Marker. Lineas 2 - 4: ETEC portadores del gen stxz.
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4.4.6.7 EAEC

Sobre un total de tres cepas de EAEC analizadas, se establecieron tres patrones ERIC-PCR
(A-C) con 17 % de similitud, los cuales presentaron entre 8 y 9 bandas en un rango

comprendido entre 120 y 1500 kb aproximadamente (Imagen 17).

Los patrones Ay C (EC 554 y EC 435) representan dos aislamientos procedentes de
la granja 3 (Salto), de dos animales del grupo M6 (86 dias de vida). Entre ellos presentan 17
% de similitud. S6lo comparten genotipo (astA), difieren en cuanto a su biotipo 1 vy 4,
serotipo 08/60:H23 y 020:H-, perfil de resistencia antimicrobiano S, TET, NAL, CIP, CMP,

TMS, FLOR Yy S, TET, CMP, FLOR.

El patron B (EC 476) corresponde a un aislamiento proveniente de la granja 9
(Henderson), de un animal del grupo M8. Presenta 37 % de similitud con el patron A.
Pertenece al biotipo 7, serotipo O120:H-, perfil de resistencia antimicrobiano TET y genotipo

astA/aidA.

La figura 24 corresponde al dendograma generado a partir de los patrones ERIC-
PCR, incluyéndose origen, biotipo, perfil de resistencia antimicrobiana y genotipo de cada

uno de los aislamientos.
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Imagen 17. Patrones ERIC-PCR de EAEC aislados de cerdos sin manifestacion clinica de
diarrea

MTM EC438 EC554 EC476

. :
. .
- -

MTM: marcador de tamafio molecular Cien Marker. Lineas 2 - 4: EAEC
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4.4.7 Poder discriminatorio de las pruebas de subtipificacion fenotipicas y

genotipicas

Segun Hunter y Gaston (1988) el poder discriminatorio que debe presentar una técnica de
subtipificacion molecular debe ser al menos del 90 % (D= 0,9). Para cumplir con el 5 % de
probabilidad aceptable, el valor ideal de D debe ser > 0,95, aunque las técnicas de
subtipificacion que presentan un poder discriminatorio < 0,95 pueden ser utilizadas en

combinacién con otras técnicas para lograr un valor de D= 0,95.

De los métodos de subtipificacion fenotipica seleccionados, no se obtuvo valor de
poder discriminatorio ideal para STEC, ETEC y E. coli O157 con ninguno de ellos. Con la
serotipificacion, los valores fueron: 90 %, 80 % y 77 % para STEC, ETEC y E. coli O157
respectivamente. Mientras que en la biotipificacion los valores fueron de 60 % para STEC y

E. coli 0157 y 80 % para ETEC.

El poder discriminatorio de ERIC-PCR para STEC fue de 97 %, para ETEC de 96 % y

para E. coli 0157 de 66 %.

Los valores D para STEC y ETEC fueron ideales. No ocurrio lo mismo con el poder
discriminatorio de ERIC-PCR para E. coli 0157 (D= 0,66). Si dentro de la categoria ETEC,
analizamos los aislamientos pertenecientes al serotipo 0157, el poder discriminatorio fue de

78 % (tabla 28).
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Tabla 28. Poder discriminatorio de las pruebas de subtipificacion fenotipicas y

genotipicas

Poder discriminatorio (%)

Prueba STEC ETEC Escherichia coli 0157
Biotipificacion 0,6 (60) 0,8 (80) 0,6 (60)
Serotipificacion 0,9 (90) 0,8 (80) 0,77 (77)
ERIC-PCR 0,97 (97) 0,96 (96) 0,66 (66)

STEC: Escherichia coli productor de toxina Shiga. ETEC: Escherichia coli enterotoxigénico
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5. DISCUSION

Determinar la prevalencia de ETEC y STEC en cerdos sin manifestacion clinica de diarrea,
asi como establecer el rol de esta especie de consumo humano como reservorio de las
mismas, fue una de las motivaciones para el desarrollo de este trabajo. Dada la importancia
que presentan estas categorias de E. coli tanto para la salud publica como animal, en este
Gltimo caso debido a las grandes pérdidas econdémicas que generan, se dispone de
informacién a nivel nacional (Notario y col., 2000; Parma y col.,, 2000b) e internacional
(Blanco y col., 1997; Rios y col., 1999; Frydendahl, 2002; Kwon y col., 2002; Bonardi y col.,
2003; Botteldoorn y col., 2003; Fratamico y col., 2004; Chapman y col., 2006; Cheng vy col.,
2006; da Costa y col., 2006; Kaufmann y col., 2006; Khac y col., 2006; Schierack y col.,

2006; von Muffling y col., 2007; Wu y col., 2007; Zhang y col., 2007; Madoroba y col., 2009).

Comparar los valores de prevalencia obtenidos entre los diferentes autores es
dificultoso, debido a la heterogeneidad de las poblaciones analizadas o de las metodologias
analiticas utilizadas. En algunos casos, la prevalencia de cerdos portadores de ETEC y
STEC se obtuvo a partir de animales con signologia clinica de diarrea o enfermedad de los
edemas, en otros, difirid el origen de las muestras (hisopados rectales/materia fecal en
granja o carcasa/contenido cecal en frigorifico), la edad de los animales muestreados, la

metodologia de procesamiento de las muestras.

Parma y col. (2000b), publicaron resultados obtenidos a partir de animales
clinicamente sanos y con diarrea, enfermedad de los edemas o decaimiento generalizado.
En contraposicion con nuestros resultados, en los cerdos identificados como clinicamente
sanos, no se detectaron animales portadores de los genes que caracterizan ETEC y STEC.
Informaron los resultados de prevalencia a partir de los aislamientos provenientes de
animales enfermos; cantidad de cerdos con diarrea a partir de los cuales se dectaron los

genes: stXo, (5/127) y stx,e (3/127); cantidad de cerdos con decaimiento general a partir de
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los cuales se detectaron los genes stx; (1/48), stx,q (5/48) y stx,e (3/48)). El gen que codifica
la toxina STa se detectd en 27/127 (21,2 %) de los lechones con diarrea en comparacion
con el gen que codifica la toxina LT que fue detectado en el 3,1 % (4/127) de los
aislamientos. La deteccion de genes de virulencia se realiz6 a partir cinco colonias
caracteristicas de E. coli seleccionadas al azar por cada animal. En un trabajo previo
(Moredo y col., 1998), realizado con aislamientos de E. coli provenientes de cerdos con
diarrea posdestete, se observd una prevalencia de 23 % ETEC/estl y 4 % de ETEC/eltA.
Como punto en comun entre el presente estudio y los dos mencionados, prevalecié el gen
que codifica la toxina STa (12,6 %) sobre el que codifica LT (1,6 %). Osek (1999), analizé
muestras de 46 cerdos clinicamente sanos, de aproximadamente 86 dias de vida (M6) y
encontrdé que, en coincidencia con este estudio, el 2,2 % de los animales poseian el gen que
codifica LT mientras que el 2,2 % presentaban el gen que codifica STa y el 4,3 % el que
codifica Stx2e. Estos ultimos valores, difieren con nuestro trabajo ya que observamos en

cerdos de la misma edad, que el 28 % eran portadores de estl y 12,2 % de Stxye.

En el marco de un programa nacional de monitoreo en Estados Unidos, Fratamico y
col. (2004), detectaron los genes que codifican las toxinas Shiga en el 70 % de las muestras
fecales provenientes de cerdos de 20 semanas de vida (stx;, 54 %; stx,, 64 %; 38 % ambos
genes). En nuestro estudio, en los animales de la misma edad (aproximadamente 165 dias)
no se detectaron los genes stx; ni stx,. Sin embargo, se detectd el gen stx,. en el 7,8 % de
los animales. Otra discrepancia se observo con respecto a los aislamientos pertenecientes
al serogrupo O157. Fratamico y col. (2004), no detectaron animales portadores mientras que
en nuestro trabajo, el 6,7 % de los cerdos fueron portadores del gen rfbo;s7, resultado similar
al observado por Bonardi y col. (2003). Kaufmann y col. (2006), en Suiza, también
obtuvieron el mismo resultado, aislamiento E. coli 0157 no toxigénicos y cerdos portadores
del stx,. Botteldoorn y col. (2003), publicaron que en el 31 % de los animales muestreados

detectaron el gen stx,e valor cuatro veces superiores al obtenido en el presente estudio (7
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%) y que en el 30 % detectaron E. coli O157 no toxigénicos, valor que duplica nuestro

hallazgo (12,3 %).

En el presente estudio, el gen stx,,, N0 se detectd en combinacion con otros genes

stx. Similar hallazgo fue informado por Beutin y col. (2008).

SALUD PUBLICA

STEC son considerados patdgenos zoonéticos transmitidos por alimentos y agua que
causan serios problemas en la salud publica, incluyendo brotes de SUH. Si bien el serotipo
de STEC mas comunmente asociado con enfermedad en humanos es 0O157:H7, los
serotipos reconocidos no-O157 que también pueden estar involucrados en procesos
infecciosos son mas de 100 (Coombes y col., 2011). De las cepas STEC aisladas a partir de
hisopados rectales porcinos, siete portaron el gen stx; y 14 stx,, de las cuales 12
presentaron la variante stx,.. Los aislamientos STEC portadores de genes stx; y stx,
porcinos (ONT:H, ONT:H14 y ONT:H45), no pertenecieron a ninguno de los grupos
descriptos por Bettelheim (2007) como patégenos. Meichtri y col. (2004) y Hussein (2007)

mencionan al ganado bovino como portador de STEC ONT:H14.

En nuestro estudio, en los STEC aislados, no se detectaron los genes que codifican
factores de adhesion como intimina (eae) o la adhesina autoaglutinante de STEC (saa),
estos resultados coinciden con los publicados por Zweifel y col. (2006). La mayoria de los
STECI/stx,, presentaron la combinacion de genes stx;/ehxA, difiriendo con lo propuesto por
Naylor y col., 2005, quienes sostienen que sélo los aislamientos de rumiantes presentan el
gen que codifica la enterohemolisina EhxA. Dean-Nystrom y col. (2003), observaron que la
ausencia de intimina en STEC no-O157 tendria un bajo impacto en el desarrollo de la

patogénesis de la enfermedad sistémica durante la infeccién por STEC en cerdos neonatos.
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Considerando este hallazgo, los aislamientos STEC portadores de genes stx; 0 stx, de

origen porcino, deberian ser considerados potencialmente patégenos para los humanos.

A diferencia de lo observado en Chile por Rios y col.,, (1999) y en Argentina por
Notario y col.,, (2000), nuestros resultados indican que los cerdos no son el principal
reservorio animal de EHEC, coincidiendo con la informacion publicada por Ferens y Hovde

(2011).

Si bien el indice de recuperacion promedio de STEC fue de 0,25, el rango fue de
0,16 a 0,7 dependiendo de los patotipos. Nuestro valor promedio es similar al citado por
Botteldoorn y col. (2003) y Fratamico y col. (2004), quienes aislaron STEC a partir de un
tercio de las muestras PCR-positivas. La principal diferencia se observé entre los indices de
recuperacion de STEC portadores de stx; y stx, (0,7) con respecto a STEC portadores de
stX,e (0,2). Esto podria deberse a la cantidad de colonias que se repicaron en cada caso,
con la finalidad de aislar la portadora de los genes en cuestion. Para la busqueda de las
colonias portadoras de los genes stx; y stx, se repicd un promedio de 250 colonias mientras
gue para el gen stx,e, Se repicaron 60 colonias. Otra gran diferencia entre los autores citados
y nuestro trabajo, se observa en la metodologia utilizada en el procesamiento de las

muestras.

En el presente estudio, se analiz6 un aislamiento bacteriano por muestra, salvo en
aquellos casos en los cuales se observaron diferencias fenotipicas o genotipicas entre los
aislamientos de una misma muestra. Estos se enumeran a continuacion: (1) EC 417
(stx2e/ONT) y EC 424 (stx/aidA, 036); (2) EC 430 (stxp./astA, SOR-, ONT), EC 433
(stxze/astA, SOR-, 020 ) y EC 435 (estl/estll, SOR+, 08); (3) EC 438 (astA, SOR-, 020), EC
439 (estl/estll, O8), EC 443 (stxyc/astA, SOR-, 020); (4) EC 445 (rfboiss/estll/aidA, idol’, B-
glucuronidasa+), EC 446 (rfbos/estli/aidA, idol+, [B-glucuronidasa-); (5) EC 447

(rfborss/estll/aidA, idol+, B-glucuronidasa-), EC 448 (rfboiss/estll/aidA, idol-, B-glucuronidasa-)
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y EC 450 (stx,e/astA); (6) EC 449 (rfbosiss/estll/aidA, idol-, B-glucuronidasa-) y EC 451
(rfborss/estll/aidA, idol+, B-glucuronidasa+); (7) EC 547 (rfboiss/estll, aidA) y EC 552
(stxzelestl); (8) EC 549 (TET) y EC 550 (TET, TMS); (9) EC 568 (TET, FOSF) y EC 570
(TET, NIT, FOSF); (10) EC 571 (TET, FOSF, Indol-, B-glucuronidasa-) y EC 572 (S, TET,
FLOR, Indol+, B-glucuronidasa-); (11) EC 476 (astA/aidA), EC 477 (stx,), EC 478
(estll/astA) y EC 479 (estll/astA/aidA); (12) EC 538 (AMP, AMC, CEF, TET, FLOR) y EC 539
(GEN, TET, FLOR). (13) EC 454 (TET) y EC 455 (TET, NAL); (14) EC 452 (rfbo;s,/eaelaidA)
y EC 453 (rfboiss/aidA). Esta particularidad coincide con lo publicado por Schierack y col.
(2006), quienes a partir de la determinacion de genes de virulencia presentes en E. coli
aislados a partir de cerdos clinicamente sanos observaron, en al menos seis muestras, la
presencia de diferentes genotipos, variando entre tres y siete. Esta variabilidad podria
explicarse como consecuencia de la alta tasa de transferencia horizontal de genes que

puede observarse en la poblacién de E. coli en el ambiente intestinal.

Los serogrupos de STEC/stx,, coinciden en su totalidad con los publicados por
Fratamico y col. (2004) en el marco de un monitoreo nacional de salud animal en Estados
Unidos y parcialmente con Beutin y col. (2007) en Alemania. La mayoria de ellos se
encuentran en la lista de serotipos informados menos de 30 veces a partir de pacientes
humanos enfermos (Bettelheim, 2007). El impacto que puedan tener los aislamientos de
origen porcino en los humanos es controversial. Sonntag y col. (2005), compararon
aislamientos STEC/stx,,, provenientes de pacientes humanos con diarrea leve o
asintomaticos frente a aislamientos de origen porcino con diarrea posdestete o enfermedad
de los edemas, demostrando que estos aislamientos presentaban determinantes de
virulencia especificos, los cuales les permitirian adaptarse a su hospedador definitivo,
pudiendo desencadenar diferentes formas de enfermedad. Los resultados obtenidos por
Beutin y col. (2008) sugieren que la toxina Stx2e, no tendria participacion relevante como

factor de patogenicidad para desencadenar diarrea y sindrome urémico hemolitico en
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humanos. Sin embargo, Zweifel y col. (2006) sugieren que, a pesar de ser poco probable
gue los aislamientos de E. coli/stx,, ocasionen enfermedad severa en humanos, los cerdos
clinicamente sanos no deben ser excluidos como potenciales reservorios de STEC/stX,e. LOS
aislamientos obtenidos en nuestro trabajo, carecieron de genes indicadores de
patogenicidad para humanos (eae, saa, ehxA). La mayoria de ellos presentaron la
combinacién de genes indicadores de patogenicidad para el ganado porcino (aidA, fedA y

astA).

En la actualidad, es discutible si los aislamientos de E. coli que tiene al menos un
gen de virulencia, representan clones patdgenos que perdieron otros genes 0 son
comensales que estan en proceso de adquisiciéon (Chapman y col., 2006). La afirmacién que
la diferencia entre E. coli patégenos y comensales es la presencia de genes asociados con
la virulencia, fue rebatida por Schierack y col. (2006), quienes demostraron que cerdos
clinicamente sanos, son portadores de gran cantidad de genes de virulencia no asociados a
patogenicidad; lo mismo observaron con respecto a la actividad hemolitica. Sugieren que
para verificar la virulencia de un clon de E. coli como agente etiolégico de una enfermedad y
realizar la distincion entre clones comensales y patégenos, se requiere de otros enfoques
incluyendo la determinacion de la relacion entre el aislamiento de E. coli analizado con

respecto al total de la poblacion intestinal.

Nuestros hallazgos coinciden con lo postulado por Gyles (2007) y Kaufmann y col.
(2006), quienes describen que en el ganado porcino es frecuente el aislamiento de E. coli
0157 con antigeno flagelar no H7 y Stx-negativos. EHEC 0O157:H7/H" (inmdviles) se
encuentran dentro las causas mas importantes de enfermedades transmitidas por alimentos
(Karch y col., 2005). Un modelo evolutivo por etapas, postula que el grupo clonal 0157 se
dividié en un linaje principal O157:H7 sorbitol negativo y una rama secundaria de cepas

0157:H sorbitol positiva (Stephan y col., 2009). Friedrich y col. (2007), compararon la
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prevalencia de E. coli 0157 stx-negativas fermentadoras y no fermentadoras de sorbitol (SF
y nSF), aisladas de materia fecal de pacientes con diarrea esporadica o SUH. Observaron
que la proporcion de aislamientos SF 0O157:H" fue significativamente mas alto que nSF
0157:H7/H", 12,7 % y 0,8 % respectivamente. Estos mismos autores identificaron cepas E.
coli 0157 SF stx-negativas, de materia fecal de pacientes humanos, durante tres brotes de
SUH y uno de diarrea, documentando la pérdida de los genes stx durante el transcurso del
brote (Bielaszewska y col., 2006; Lee y Choi, 2006; Orth y col., 2006; Friedrich y col., 2007;
Stephan y col., 2009 Lefebvre y col., 2010). Por otro lado, a diferencia de lo que ocurre con
el ganado bovino, ovino y lechones, la adhesina intimina no es necesaria para que E. coli
0157:H7 persista su colonizacion en cerdos mayores de 12 semanas (Jordan y col., 2005) y
se mantiene viable en la materia fecal de los porcinos durante mas de 21 dias (Williams y

col., 2008).

Desde el punto de vista de la salud publica es importante considerar que en la
poblacion de riesgo (M8), sélo se detectaron E. coli 0157:H9 no productores de toxina
Shiga. Este hallazgo es interesante, ya que un producto o subproducto alimenticio elaborado
con carne de cerdo podria estar contaminado con E. coli O157:H9 no toxigénico. En este
caso todos los métodos rapidos de deteccion inmunoldgica que tienen como blanco el LPS
0157 van a dar resultado positivo. Los resultados positivos si ho son confirmados pueden
ocasionar el decomiso de estos productos y subproductos alimenticios ocasionando
pérdidas econdmicas a los elaboradores. Es por ello que se recomienda la confirmacién de
todos los resultados positivos obtenidos con métodos rapidos de deteccién de 0157 (USDA

2010).
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SANIDAD ANIMAL

Desde el punto de vista de la sanidad animal, la presencia de los genes stx,, €ltA y estl en
las categorias M6 y M8, carecen de importancia clinica, ya que no es edad susceptible de
padecer diarrea neonatal, diarrea posdestete o enfermedad de los edemas. La prevalencia
del gen eltA, se mantuvo constante en el transcurso de las diversas etapas: 1,8 %, 1,5 % y
1,8 % en M3, M6 y M8, respectivamente. La diferencia se observé con la prevalencia del
gen estl: 4,3 %, 28 % y 5,4 % en M3, M6 y M8, respectivamente. El incremento encontrado,

no estuvo relacionado con el incremento de signos clinicos.

E. coli con actividad hemolitica, son habitantes habituales del intestino de cerdos
clinicamente sanos y con diarrea (Chapman y col., 2006; Schierack y col., 2006; Schierack y
col.,, 2011) y a menudo no poseen genes asociados a virulencia, tipicos de aislamientos de
patdgenos intestinales como estl, estll, eltA y faeG habitualmente vinculados a ETEC, y los
genes stx,e y fedA, caracteristicos de los E. coli productores de enfermedad de los edemas
(Schierack y col.,, 2011). Segun Frydendahl (2002), la expresién de la hemolisina y la
actividad hemolitica estan relacionadas con la patogenicidad de E. coli. Casi todos los
aislamientos provenientes de cerdos con diarrea neonatal o diarrea posdestete son
hemoliticos, siendo esta caracteristica un importante marcador para la deteccién de este
patdgeno en el diagndstico de laboratorio. En contraposicion, a este concepto, Schierack y
col. (2006) postularon que la actividad hemolitica de los clones de E. coli por si misma, no
es evidencia suficiente para establecer la patogenicidad de estos aislamientos. En el
presente estudio solo tres aislamientos presentaron actividad hemolitica: dos STEC
portadores del gen stx,e (ONT:H17 y ONT:H") y un EAEC (0120:H"). El gen que codifica la
hemolisina esta localizado en un pldsmido conjuntamente con los genes que codifican la
adhesina fimbrial F18 y enterotoxinas (Fekete y col., 2002). Por lo cual las cepas pueden

perder esta habilidad, no pudiendo ser detectada, vale decir, no deberia utilizarse como
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indicador primario de virulencia en la rutina de los laboratorios de diagnostico microbiolégico

(Frydendahl, 2002).

Los serogrupos de STEC/stx,., detectados en el presente estudio no son los que
estan frecuentemente asociados con la diarrea posdestete o enfermedad de los edemas

(0138, 0139, 0141, 0149) (Osek, 2000a).

Serogrupos especificos de ETEC a menudo estan asociados con grupos particulares
de genes de virulencia, con una mayor variacion entre los genes que codifican toxinas mas
gue en los que codifican fimbrias. Clones diferentes dentro de un serogrupo, pueden haber
evolucionado a través de la adquisicion de diferentes genes de virulencia, produciendo una

variacion clonal asociada a una regién o pais en particular (Fairbrother y col., 2005).

De los 40 ETEC aislados, 36 pudieron ser seroagrupados mientras que sélo 4 se
clasificaron como no tipificables. Frydendahl, 2002, publicé otros serogrupos asociados con
DPD vy EE, los cuales se observan con diversa frecuencia (08, 045, 0138, 0139, 0141,
0147, O157). El serotipo ETEC gue se observo con mayor frecuencia fue 0157:H19 (16/40),
segun Bertschinger y Fairbrother (1999) y Fairbrother y col. (2005) es uno de los descriptos
con mayor asiduidad como causante de diarrea neonatal porcina, DPD y EE. En segundo
lugar, se encontré el serogrupo O8 en 35 % (14/40) de los aislamientos, combinado con tres
antigenos H diferentes: O8:H31 (4), 08:H26 (2), 08:H21 (1) y O8:H" (7). El serogrupo 8 esta
descripto dentro de los asociados a diarrea neonatal porcina y DPD (Frydendahl, 2002;
Fairbrother y col., 2005). Los restantes ETEC pertenecieron a los serotipos O7:H15, O7:H",
0115:H (en coincidencia con Frydendahl, 2002); O54:H21 y OG60:H- serogrupos no
asociados con diarrea o enfermedad de los edemas, aunque este Ultimo esta mencionado
dentro los asociados con septicemia (Bertschinger y Fairbrother, 1999). El serogrupo
predominante de E. coli, a nivel mundial, asociado con DPD es 0149 (Fairbrother y col.,

2005). En el presente estudio, sélo un aislamiento de ETEC (estl/estll/fanC) pertenecié a
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este serogrupo, siendo un microorganismo inmovil (0149:H’). Yamamoto y Nakazawa, en
1997, describieron ETEC con similares caracteristicas. El 94 % (34/36) de los ETEC
serotipificables aislados de cerdos sin manifestacion clinica de diarrea, pertenecieron a
serotipos asociados con diarrea neonatal porcina, diarrea posdestete o enfermedad de los

edemas.

Ubicandose bajo la premisa que, para que E. coli sea patogénico, se requiere de
multiples factores (Schierack y col.,, 2006), y considerando los resultados obtenidos con
aislamientos provenientes de cerdos con DPD o EE, por Frydendahl (2002) y datos propios
(2012), la presencia de adhesinas fimbriales (y no fimbriales) y toxinas estan
correlacionadas con la patogenicidad de E. coli en cerdos. En el presente estudio, sélo el 5,4
% (4/74) de los aislamientos presentaron los genes que codifican las adhesinas fimbriales
F5, F6 y F18. El 42 % (31/74) de los E. coli toxigénicos aislados, eran portadores del gen

aidA.

Coincidiendo una vez mas con los postulados realizados por Schierack y col. (2006),
y considerando que los ETEC analizados se aislaron de cerdos sin manifestacion clinica de
diarrea, se podria sugerir que los genes de virulencia presentes en estos microorganismos,
no se estarian expresando o lo estarian haciendo débilmente, por lo cual la capacidad de
éstos para causar enfermedad estaria suprimida. Otra opcién seria que estos aislamientos
de E. coli representan una pequefia fraccion del total de la microflora intestinal. En tercer
lugar, el hecho que la mayoria de los E. coli toxigénicos analizados carecen de las
principales estructuras de adhesion fimbriales, por lo cual a pesar de estar presentes en el
contenido intestinal, no serian capaces de adherirse a la mucosa intestinal y desencadenar
la patogenia tipica de estas bacterias. Sin embargo, si consideramos los resultados
obtenidos por Harel y col. (1991) y por Raviy col. (2007), quienes informan que cepas ETEC

sin adhesinas fimbriales F4, F5, F6 y F41 producen diarrea en lechones deberiamos
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desestimar la tercer hipétesis planteada. En este sentido, Ravi y col. (2007), demostraron
qgue la expresién de AIDA-I es esencial para que se produzca la colonizacién intestinal,
autoagregacion bacteriana in vitro y formacion de biofilm. De esta manera, AIDA-I puede
considerarse un determinante de virulencia significativo en lechones, para el desarrollo de la

diarrea causada por E. coli porcinos diarreigénicos AIDA-I+.

Choi y col., (2001), sugieren que los E. coli portadores del gen astA deberian ser
objeto de estudio considerando que pueden representar un determinante adicional en la
patogénesis de la diarrea en cerdos. Para hacer esta afirmacion, se basan en la alta
prevalencia de E. coli/astA aislados de cerdos con diarrea posdestete o enfermedad de los
edemas (31,3 %). Nuestros resultados difieren con los de Choi y col. (2001), en 7 %, pero
cabe resaltar que ellos analizaron aislamientos provenientes de animales con signologia
clinica y en este trabajo, el estudio se realiz6 a partir de cerdos sin manifestacion clinica de
diarrea o enfermedad de los edemas. De los 74 aislamientos analizados, 18 mostraron ser
portadores del gen astA (24,3 %). Su distribucién dentro de las diferentes categorias fue
22,5 % (9/40) de los ETEC y 41,6 % (5/12) de STEC %. Los cuatro aislamientos faltantes se
clasificaron como EAEC ya que presentaron como unico marcador de virulencia al gen astA.
Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Ngeleka y col.,, 2003, quienes
observaron que el 40 % de los aislamientos analizados presentaron el gen astA, sélo o
combinado con otros genes codificadores de toxinas (13,5 %), adhesinas fimbriales y no
fimbriales. Ngeleka y col. (2003) estdn en desacuerdo con la opinion de Choi y col. (2001),
manifestando que como el gen astA se detectdé en similar proporcion en aislamientos
provenientes de lechones diarreicos y no diarreicos, dada la situacion que este gen se
encuentra como Unico marcador de virulencia, es probable que su expresion sea insuficiente
para causar diarrea. Analizando los resultados del presente trabajo, se observa que el 77,8
% de los aislamientos portadores del gen eastl, lo hicieron en combinacién con con otros

genes, claramente indicadores de patogenicidad: en STEC: stx,/astA/aidA (1), stx,/astA (4)
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y ETEC: estll/astA/aidA (4), eltAlestll/astA (1), estll/astA/fasA (1), estll/astA (1),
eltA/estll/astA/aidA (1) y eltAlestll/astA/aidA/fedA (1). Por lo que, mediante esta observacion,
y en funcién de lo postulado por Ngeleka y col. (2003) y ya previamente enunciado, puede
deducirse el potencial patdbgeno de nuestros aislamientos. Zajacova y col., 2012 encontraron
una alta asociacion entre el gen astA y eltA; mientras que Choiy col. (2001) lo hicieron entre
los genes astA y estl. Los resultados obtenidos por estos autores no se relacionan con los
nuestros, ya que la fuerte asociacion que observamos fue entre los genes estll y astA. Otra
asociacion gue se realiza es entre los aislamientos astA positivos con adhesinas fimbriales y
no fimbriales, con respecto a los aislamientos astA positivos sin ningun tipo de adhesinas.
En contraposicion con los resultados informados por Frydendahl y col., 2002; Osek y col.,
2003a, Lee y col., 2008 y Zajacova y col., 2012, nuestros aislamientos eastl positivos no
estuvieron asociados con los genes que codifican las adhesinas fimbriales F4, F5y F41 y
las no fimbriales paa e intimina (Leclerc y col., 2007; Zhang y col., 2007). Un aislamiento
presentd el gen que codifica la fimbria F6 y otro el gen que codifica F18. Lo que si se pudo
reconocer, fue la clara asociaciéon con el gen aidA, observandose en el 44 % (8/18) de los
aislamientos. Nuestros resultados coinciden con la informacién publicada por Dubreuil
(2010) que describe, a partir de una revisioén bibliografica, la aparicion de un subgrupo de
ETEC porcinos, negativos para las adhesinas fimbriales clasicas pero que expresan la
adhesina no fimbrial involucrada en la adherencia difusa (AIDA). Recientemente, Ravi y col.
(2007), establecieron claramente la importancia de la adhesina AIDA-I en conjuncién con la
produccion de la toxina STb en el desarrollo de la diarrea porcina. Dubreuil (2010) sugiere
que la asociacion STb/AIDA podria ser el eslabon perdido en la informacién acerca de la
colibacilosis porcina. Las similitudes observadas entre AIDA-I de origen humano y porcino,
podria representar un potencial riesgo de infeccidon cruzada entre los humanos y los cerdos.
Esta infeccién, muy probablemente podria ser adquirida como una zoonosis, luego de la

diseminacion de la bacteria por su hospedador.
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Chapman y col. (2006) a partir de su trabajo realizado con aislamientos provenientes
de cerdos con diarrea y clinicamente sanos, demostraron que los genes presentes no
pueden definir con claridad cada categoria de E. coli diarreigénicos. Determinaron que la
presencia de genes de virulencia para humanos, en aislamientos de E. coli porcinos, no
deberia ser interpretado como un proceso de transferencia activa de genes. En cambio, sus
cambios sugieren que tanto los aislamientos comensales y clinicos porcinos, durante afios
adquirieron y mantuvieron estos genes como parte de su mecanismo de supervivencia
generando una gran diversidad genética y por lo tanto incrementando su capacidad para

sobrevivir en el hospedador animal.

Schierack y col. (2006), concluyen que los aislamientos de E. coli portadores de
genes de virulencia, pero aislados a partir de animales sin signologia clinica, deben

considerarse flora normal hasta tanto desencadenen un proceso infeccioso.

ANTIMICROBIANOS

Como consecuencia del incremento en la utilizacion de antimicrobianos, la emergencia de la
resistencia se transformé en un problema de indole mundial que afecta la salud publica y
animal. Debido a ello, en numerosos paises se implementaron programas de vigilancia y
monitoreo de resistencia antimicrobiana. En Argentina, si bien aun no se desarrollé ningan
programa con estas caracteristicas para aislamientos de origen animal, hay publicaciones
previas, acerca del comportamiento de E. coli aislados de cerdos clinicamente sanos como
bacterias indicadoras de la flora intestinal normal, frente a diferente antimicrobianos (Moredo
y col., 2007; Pantozzi y col., 2010; Moredo y col., 2010). Se observa en el transcurso del
tiempo (afio 2005, 2006, 2007 y 2010), que el comportamiento de los E. coli analizados
frente a los diferentes antimicrobianos, en algunos casos cambié. En general, en la mayoria

de los antimicrobianos analizados, se observé la disminucion del porcentaje de resistencia.
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Como ejemplo més notorio de esto, se puede mencionar el caso de la ampicilina, variando el
porcentaje de resistencia en el transcurso de los afios mencionados de la siguiente manera:
74 %, 53 % y 13,5 %. Una de las posibles explicaciones para justificar estas diferencias
podria ser la presidbn de seleccion. Debido a la alta resistencia observada en los
aislamientos del afio 2005, el uso de ampicilina dejé de ser tan masivo, por lo cual la
resistencia disminuy6. Esta misma observacion podria realizarse en relacion a cefalotina,
cuyos porcentajes de resistencia disminuyeron de la siguiente manera: 13 %, 4,6 % y 2,7 %.
Con respecto a la cefotaxima y la cefoxitina los aislamientos mostraron ser sensibles, no
observdndose modificacion en el transcurso del tiempo. Dentro del grupo de los beta-
lactamicos, la gran diferencia se presentd con amoxicilina/acido clavulanico, cuyo porcentaje
de resistencia, aumentd de 0 a 6,9 %, probablemente como consecuencia de su
incorporacién al grupo de drogas utilizadas que en la actualidad se utilizan con fines
terapeuticos o profilacticos. Otros antimicrobianos que disminuyeron su porcentaje de
resistencia son los aminoglucésidos: gentamicina, amicacina y estreptomicina. Con respecto
a las quinolonas, con el acido nalidixico el porcentaje se mantuvo practicamente igual (38 %
en 2005 y 31 % en 2007) mientras que con ciprofloxacina se observé un claro aumento
(2005: 14 %, 2007: 9,5 % y 2010: 51 %). En el afio 2010 no se estudié el comportamiento de
los aislamientos frente a acido nalidixico y ampicilina. Otro antimicrobiano con el cual se
observé aumento del porcentaje de resistencia fue florfenicol variando de 37,5 % en el 2007
a 47,6 en 2010. La tetraciclina, antimicrobiano ampliamente difundido dentro de las
explotaciones porcinas a nivel mundial (Rosengren y col., 2009), mantuvo su porcentaje de
resistencia en 93 % en el transcurso del tiempo. Con respecto al porcentaje de aislamientos
multirresistentes, disminuy6 el porcentaje entre los afios 2005 y 2007 de 62 % a 42 %,

respectivamente.

Si bien el andlisis global de los porcentajes de resistencia obtenidos, indican el

estado de situacién a nivel general del grupo de granjas seleccionadas, evaluando los

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



Prevalencia de ETEC y STEC en cerdos sin manifestacion clinica de diarrea | 173

Discusién

resultados observados intra-granja, y de acuerdo con lo postulado por Rosengren y col.
(2008), no deberian subestimarse los valores observados en particular, ya que el manejo
que se realiza en cada granja en particular, se manifiesta en la aparicion de resistencia

antimicrobiana.

SUBTIPIFICACION MOLECULAR

Existe una gran controversia acerca de las técnicas de subtipificacion molecular para el
estudio de las diferentes categorias de E. coli. Los valores de poder discriminatorio de ERIC-
PCR, obtenidos para STEC y ETEC en el presente estudio, coinciden con los observados
por Wieczorek y col., 2004 (D= 0,96), quienes determinaron la relacion entre caracteristicas
fenotipicas y genotipicas de E. coli 0149:K91, F4 aisladas a partir de cerdos con diarrea.
Yuan y col. (2010) la citan como una técnica apropiada para estudiar la diseminacion de E.
coli a través de aerosoles desde el interior de los galpones de produccién hacia el exterior
de los mismos, inclusive zonas aledafias a las granjas. Resultado contrario obtuvieron
Leung y col. (2004) quienes observaron que ERIC-PCR obtuvo un poder discriminatorio bajo

para distinguir E. coli de origen bovino, humano y porcino.

En el presente trabajo, ERIC-PCR no mostr6 ser efectiva para discriminar entre
aislamientos de E. coli 0157, enterotoxigénicos y no toxigénicos, por lo cual deberia

utilizarse una combinacién con otra técnica de subtipificacion como PFGE.

Por otro lado, se demostr6 el valor de ERIC-PCR para complementar estudios
epidemioldgicos de ETEC y STEC. Sin embargo, seria apropiado evaluar otras técnicas
para la subtipificacion molecular de aislamientos de E. coli toxigénicos y no toxigénicos de

origen porcino, entre las cuales podria incluirse PFGE o MLST.
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6. CONCLUSIONES

v

Los cerdos de la provincia de Buenos Aires sin signologia clinica de diarrea son
portadores de ETEC, STEC y EAEC.

La prevalencia de ETEC y STEC, en los cerdos de la provincia de Buenos Aires,
esti asociada a la edad de los animales.

Los cerdos de la provincia de Buenos Aires son portadores de E. coli 0157 no
toxigénicos.

Los cerdos de la provincia de Buenos Aires son portadores de STEC no-0157.
La mayoria de los STEC aislados de materia fecal porcina, poseen la variante
StXoe.

Los serotipos de ETEC aislados de cerdos de la provincia de Buenos Aires sin
signologia clinica de diarrea, estdn asociados a diarrea neonatal, diarrea
posdestete o enfermedad de los edemas.

Los serotipos de STEC aislados de cerdos de la provincia de Buenos Aires sin
signologia clinica de diarrea, no estdn asociados a diarrea neonatal, diarrea
posdestete o enfermedad de los edemas.

Los serotipos de STEC aislados de cerdos de la provincia de Buenos Aires sin
signologia clinica de diarrea, no estan asociados a diarrea sanguinolenta o SUH.
E. coli toxigénicos y E. coli O157 no toxigénicos presentan multirresistencia frente
a los antimicrobianos frecuentemente utilizados en las explotaciones porcinas de
la provincia de Buenos Aires.

La biotipificacién y serotipificacion, no presentan poder discriminatorio apropiado
para ser utilizados como métodos de subtipificacion fenotipicos, para el estudio

de STEC, ETEC, EAEC y E. coli no toxigénicos de origen porcino.
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v ERIC-PCR es un método de subtipificacién molecular rapido, econémico y Uutil
para el estudio de ETEC y STEC de origen porcino, aunque no resulté apropiado
para el estudio de E. coli 0157.

v' ETEC aislados de cerdos sin manifestacion clinica de diarrea en la provincia de

Buenos Aires no estan epidemiol6gicamente relacionados.
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ANEXO
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Anexo

Tabla 29. Reacciones fisioldgicas y bioquimicas consideradas para la caracterizacién

fenotipica de Escherichia coli

Reaccion

Escherichia coli

Produccién de indol

Citrato (Simmons)

Hidrégeno sulfurado (TSI)
Lisina decarboxilasa

Ornitina decarboxilasa
Movilidad

D-glucosa, acidificacion
D-glucosa, produccion de gas
Lactosa, fermentacion
D-manitol, fermentacion
Celobiosa, fermentacion
Produccién de pigmento amarillo

Produccién de B-glucuronidasa

98

90

65

95

100

95

95

98

Los valores corresponden al porcentaje de reacciones positivas luego de 2 dias de incubacion a 36° C.
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Anexo
Tabla 30. Puntos de corte utilizados para Enterobacterias segin CLSI
Antimicrobiano Sensible Sensibilidad Resistente
Intermedia

Ampicilina” >17 14-16 <13

Amoxicilina/acido clavulanico* 218 14-17 <13

Cefalotina* >18 15-17 <14

Cefotaxima* 223 15-22 <14

Cefoxitina* =218 15-17 <14

Gentamicina® >15 13-14 <12

Amicacina® >17 15-16 <14

Estreptomicina* 215 12-14 <M

Tetraciclina® =19 15-18 <14

Acido nalidixico* >19 14-18 <13

Ciprofloxacina* =21 16-20 <15
Trimetoprima/Sulfametoxazol* 216 11-15 <10

Cloranfenicol* >18 13-17 <12

Florfenicol® =222 19-21 <18 Puntos de corte para

enfermedades
respiratorias de los cerdos

Fosfomicina* 216 13-15 <12

Nitrofurantoina* 217 15-16 <14

Colistina* =11 - <10 Puntos de corte para

Pseudomonas aeruginosa

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute. *Puntos de corte que sélo se encuentran en la guia M100-S19
Tabla 2A M02-MO07. 1 Los puntos de corte son iguales en ambas guias. 2 Los puntos de corte son los pertenecientes
a la guia M31-A3.
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Anexo

PCR multiple utilizada para la deteccién de cerdos portadores y posterior aislamiento
de ETEC mediante la demostracion de los genes elt y estl que codifican la produccion

de las toxinas LT y STa

Genes de virulencia Primer Secuencia DNA (5'- 3") Producto amplificado
(bp)
elt LTe TCTCTATGTGCATACGGAGC 322

LTr CCATACTGATTGCCGCAAT
estl ALGS TTAATAGCACCCGGTACAAGCAGG 147

AL125 CCTGACTCTTCAAAAGAGAAAATTAC

Mezcla PCR Condiciones de PCR para la amplificacion
Volumen final: 50 pl Desnaturalizacion Inicial: 3 min a 95° C

10x PCR buffer: 5 ul (Invitrogen) Desnaturalizaciéon: 1 min a 95° C

dNTPs: 0,2 uM de cada uno Pegado de cebadores: 1 min a 52° C \\ 30 ciclos
MgCly: 1,5 uM Extension: 1 mina 72° C

Cebadores: LTgy LT 0,25 uM de cada uno Extensién final: 10 mina 72° C

AL65 y AL125 0,5 uyM de cada uno
Taq polimerasa (Invitrogen): 1,25 U

ADN molde: 2 pl

Control positivo: Escherichia coli ATCC 33965
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Anexo

Gel de Agarosa al 2 %

147 pb

Productos amplificados por PCR para la deteccion de los genes eltA y estl en

Escherichia coli de origen porcino. Lineas 1 y 2: E. coli/estl aislados de cerdos clinicamente

sanos. Linea 3: marcador de tamafio molecular Cien Marker. Linea 4: control positivo E. coli ATCC
33965 eltAlestl. Lineas 5, 6 y 7: E. coli/eltA aislados de cerdos clinicamente sanos. Linea 8: control de

reactivo (mezcla sin ADN molde).

Referencia: Toma C, Lu Y, Higa N, Nakasone N, Chinen |, Baschkier A, Rivas M, Iwanaga M.

Multiplex PCR assay for identification of human diarrheagenic Escherichia coli. J Clin Microbiol 2003;

41: 2669-2671.
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Anexo

PCR multiple utilizada para la deteccién de cerdos portadores y posterior aislamiento

de STEC y Escherichia coli 0157 no toxigénicos mediante la demostracion de los

genes stXy, stx, Yy rfbogsz

Genes de virulencia Primer Secuencia DNA (5'- 3") Producto amplificado
(bp)
Stx Stxla GAAGAGTCCGTGGGATTACG 130
Stx1b AGCGATGCAGCTATTAATAA
stx, Stx2a TTCACCACACCCCACCGGGCAGT 346
Stx2b GCTCTGGATGCATCTCTGGT
rfbosss O157F CGGACATCCATGTGATATGG 259
O157R TTGCCTATGTACAGCTAATCC
Mezcla PCR Condiciones para la amplificacion

Volumen final: 50 pl
10x PCR buffer: 5 pl (Invitrogen)
dNTPs: 0,1 mM de cada uno

MgCly: 1,5 uM

Desnaturalizacion Inicial: 5 min a 94° C

Desnaturalizacion: 30 seg a 94° C

Pegado de cebadores: 30 seg a 58°C \ 30 ¢iclos

Extensién: 30 seg a 72° C

Cebadores: Stxla y Stx1b 2 pmol/ul de cada uno Extensién final: 2 mina 72° C

Stx2a, Stx2b, O157F y O157R 0,4 pmol/ul de c/u

Taq polimerasa (Invitrogen): 1U

ADN molde: 2 pl

Control positivo: Escherichia coli ED933
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Anexo
Gel de Agarosa al 2 %
346 pb
259 pb
130 pb

Productos amplificados por PCR para la deteccidn de los genes stx;, stx, y rfboisz en

Escherichia coli de origen porcino. Lineas 1, 2 y 3: E. coli/stx, aislados de cerdos clinicamente

sanos. Lineas 4 y 5: E. coli/stx," aislados de cerdos clinicamente sanos. Linea 6: control positivo E.
coli EDL933 stxy/stx,/rfbois7. Lineas 7, 8, 9, 10 y 11: E. coli rfbgys, aislados de cerdos clinicamente

sanos. Linea 12: marcador de tamafio molecular Cien Marker.

Referencia: Leotta GA, Chinen I, Epszteyn S, Miliwebsky E, Melamed IC, Motter M, Ferrer M, Marey

E, Rivas M. Validacién de una técnica de PCR miultiple para la deteccién de Escherichia coli productor

de toxina Shiga. Rev Arg Microbiol 2005; 37: 1-10.
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Anexo

PCR utilizada para la deteccion de cerdos portadores y aislamiento de Escherichia

coli portadores del gen stxy

Gen de virulencia Primer Secuencia DNA (5- 3") Producto amplificado
(bp)
StXoe Stx2eA CCTTAACTAAAAGGAATATA 230

St2ep CTGGTGGTGTATGATTAATA

Mezcla PCR Condiciones de PCR para la amplificacion
Volumen final: 50 pl Desnaturalizacion Inicial: 3 min a 94° C

10x PCR buffer: 5 ul (Invitrogen) Desnaturalizacién: 1 min a 94° C

dNTPs: 0,2 uM de cada uno Pegado de cebadores: 1 min a 55° C \_ 30 ciclos
MgCly: 1,5 uM Extension: 1 mina 72° C

Cebadores: 450 ng (de cada uno) Extensién final: 5 mina 72° C

Taq polimerasa (Invitrogen): 1U

ADN molde: 2 pl

Control positivo: Escherichia coli LS-77-6 |
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Anexo

Gel de Agarosa al 2 %

230pb

Productos amplificados por PCR para la deteccidn del gen stx,. en Escherichia coli de

origen porcino. Linea 1: control positivo E. coli LS 77-6 | stx,.". Linea 2: control de reactivo (mezcla

sin ADN molde). Lineas 3, 4, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 14 y 15: STEC/ stx,s aislados de cerdos

+

clinicamente sanos. Linea 9: E. coli/stx,. aislado de un cerdo clinicamente sano. Linea 7: marcador

de tamafio molecular Cien Marker.

Referencia: Blanco M, Blanco J, Gonzalez E, Mora A, Jansen W, Gomes T, Zerbini F, Yano T,

Pestana de Castro AF, Blanco J. Genes coding for enterotoxins and verotoxins in porcine Escherichia
coli strains belonging to different O:K:H serotypes: relationship with toxic phenotypes. J Clin Microbiol

1997, 35: 2958-2963.
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Anexo

PCR utilizada para la caracterizacién genotipica de STEC, ETEC y Escherichia coli

0157 no toxigénicos determinando la presencia del gen eae

Gen de virulencia Primer Secuencia DNA (5- 3") Producto amplificado
(bp)
eae SK1 CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC 864

SK2 CCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG

Mezcla PCR

Volumen final: 50 pl

10x PCR buffer: 5 ul (Invitrogen)
dNTPs: 0,1 mM de cada uno

MgCly: 1 mM

Cebadores: 0,4 pmol/ul (de cada uno)
Taq polimerasa (Invitrogen): 1U

ADN molde: 2 pl

Control positivo: Escherichia coli ED933

Condiciones de PCR para la amplificacién

Desnaturalizacion Inicial: 5 min a 94° C

Desnaturalizacion: 30 seg a 94° C

Pegado de cebadores: 1 min a 54° C \_ 30 ciclos

Extensién: 2 mina 72° C

Extensién final: 2 min a 72° C
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Anexo

Gel de Agarosa al 1 %

Productos amplificados por PCR para la deteccion del gen eae en E. coli O157 no

toxigénicos de origen porcino. Linea 1: control de reactivo (mezcla sin ADN molde). Lineas 2, 3

y 4: E. coli 0157 no toxigénicos eae’ aislados de cerdos clinicamente sanos. Lineas 5y 6: E. coli no
toxigénicos eae” aislados de cerdos clinicamente sanos. Linea 7: control positivo ED933 eae’. Linea

8: marcador de tamafo molecular Cien Marker.

Referencia: Karch H, Bohm H, Schmidt H, Gunzer F, Aleksic S, Heesemann J. Clonal structure and

pathogenicity of Shiga-like-producing, sorbitol-fermenting Escherichia coli O157:H". J Clin Microbiol

1993; 31: 1200-1205.

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



Prevalencia de ETEC y STEC en cerdos sin manifestacion clinica de diarrea | 208

Anexo

PCR utilizada para la caracterizacion genotipica de STEC y Escherichia coli 0157 no

toxigénicos determinando la presencia del gen ehxA

Gen de virulencia Primer Secuencia DNA (5- 3") Producto amplificado
(bp)
ehxA ehxAl GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG 1551

ehxA4 TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA

Mezcla PCR

Volumen final: 50 pl

10x PCR buffer: 5 ul (Invitrogen)
dNTPs: 0,1 mM de cada uno

MgCl,: 1,5 mM

Cebadores: 0,4 pmol/ul (de cada uno)
Taq polimerasa (Invitrogen): 2U

ADN molde: 2 pl

Control positivo: Escherichia coli E32511

Condiciones de PCR para la amplificacién

Desnaturalizacion Inicial: 5 min a 94° C

Desnaturalizacion: 30 seg a 94° C

Pegado de cebadores: 90 seg a 58° C\ 30 ciclos

Extension: 90 seg a 72° C

Extensién final: 3 mina 72° C
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Anexo

Gel de Agarosa al 0,8 %

1551
pb

Productos amplificados por PCR para la deteccién del gen ehxA en STEC de origen

porcino. Linea 1: marcador de tamafio molecular Cien Marker. Lineas 2, 3y 4: STEC ehxA" aislados

de cerdos clinicamente sanos. Linea 5: control positivo E. coli E32511 EHEC- ehxA". Linea 6: control

de reactivo (mezcla sin ADN molde).

Referencia: Schmidt H, Beutin L, Karch H. Molecular analysis of the plasmid-encoded hemolysin of

Escherichia coli 0157:H7 strain EDL 933. Infect Immun 1995; 63: 1055-1061.
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Anexo

PCR utilizada para la caracterizacion genotipica de EPEC y Escherichia coli 0157 no

toxigénicos determinando la presencia del gen fliCy;

Gen de virulencia Primer Secuencia DNA (5'- 3") Producto amplificado
(bp)
flich7 FLICH7-F GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC 625

FLICH7-R CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC

Mezcla PCR Condiciones de PCR para la amplificacion
Volumen final: 50 pl Desnaturalizacion Inicial: 1min a 94° C

10x PCR buffer: 5 ul (Invitrogen) Desnaturalizacion: 15 seg a 94° C

dNTPs: 0,15 mM de cada uno Pegado de cebadores: 15 seg a 60° C L35 ciclos
MgCl,: 1,5 mM Extension: 75 seg a 72° C

Cebadores: 0,6 pmol/ul (de cada uno) Extension final: 5 mina 72° C

Taq polimerasa (Invitrogen): 1U

ADN molde: 2 pl

Control positivo: Escherichia coli ED933
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Anexo

Gel de Agarosa al 2 %

625pb

Productos amplificados por PCR para la deteccion del gen fliCH7 en E. coli O157 no

toxigénicos de origen porcino. Linea 1: marcador de tamafio molecular Cien Marker. Lineas 2:

control de reactivo (mezcla sin ADN molde). Linea 3: control positivo E. coli ED933. Lineas 4y 5: E.

coli 0157 no toxigénicos fliCH7".

Referencia: Gannon VP, D"Souza S, Graham T, King RK, Rahn K, Read S. Use of the flagellar H7

gene as a target in multiplex PCR assay and improved specificity in identification of

enterohemorrhagic Escherichia coli strains. J Clin Microbiol 1997; 35: 656-652.

Trabajo de Tesis realizado como requisito para optar por el titulo de Doctor en Ciencias Veterinarias



Prevalencia de ETEC y STEC en cerdos sin manifestacion clinica de diarrea | 212

Anexo

PCR utilizada para la caracterizacion genotipica de STEC y Escherichia coli 0157 no

toxigénicos determinando la presencia del gen saa

Gen de virulencia Primer Secuencia DNA (5- 3") Producto amplificado
(bp)
saa SAAD-F CGTGATGAACAGGCTATTGC 119

SAAD-R  ATGGACATGCCTGTGGCAAC

Mezcla PCR

Volumen final: 50 pl

10x PCR buffer: 5 ul (Invitrogen)
dNTPs: 0,1mM de cada uno

MgCl,: 1,5 mM

Cebadores: 0,5 pmol/pl (de cada uno)
Taq polimerasa (Invitrogen): 1,5 U

ADN molde: 2 pl

Control positivo: Escherichia coli 14426

Condiciones de PCR para la amplificacién

Desnaturalizacion Inicial: 5 min a 93° C

Desnaturalizacion: 1 min a 93° C

Pegado de cebadores: 1 min a 55° C \ 25 ciclos

Extensiéon: 1 mina 72° C

Extension final: 2 min a 72° C
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Anexo

Gel de Agarosa al 2 %

Referencia: Paton AW, Srimanote P, Woodrow MC, Paton JC. Characterization of Saa, a

novel autoagglutinating adhesion produced by locus of enterocyte effacement negative shiga-
toxigenic Escherichia coli strains that are virulent for humans. Infect Immun 2001; 69: 6999-

7009.
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Anexo

PCR multiple utilizada para la caracterizacién genotipica de ETEC, STEC y Escherichia

coli 0157 no toxigénicos determinando la presencia de los genes eltA, fasA y estll que

codifican la produccion de las toxinas LT, STb y la adhesina fimbrial F6

Genes de virulencia  Primer Secuencia DNA (5'- 3") Producto amplificado
(bp)
eltA LTA-1 GGCGACAGATTATACCGTGC 696
LTA-2
CCGAATTCTGTTATATATGTC
fasA F6-Fw TCTGCTCTTAAAGCTACTGG 333
F6-Rv
AACTCCACCGTTTGTATCAG
estll STh-1 ATCGCATTTCTTCTTGCATC 172

STh-2 GGGCGCCAAAGCATGCTCC

Mezcla PCR

Volumen final: 25 pl

10x PCR buffer: 2,5 pl (Invitrogen)
dNTPs: 200 pM

MgCl,: 2 mM (Invitrogen)
Cebadores: 3,2 pmol (de cada uno)
Taq polimerasa (Invitrogen): 1,25 U

ADN molde: 2 pl

Controles positivos: E. coli 81603 A fasA'/estll”

Condiciones de PCR para la amplificacion

Desnaturalizacion Inicial: 5 min a 94° C

Desnaturalizacion: 1 min a 94° C

Pegado de cebadores: 1 min a58° C >30 ciclos

Extensién: 1 mina 72° C

Extension final: 7 min a 72° C

E. coli 7805 estl/faeG'/eltA’/estll*/astA.
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Anexo
Gel de Agarosa al 2 %
696 ph
333pb
172pb

Productos amplificados por PCR para la deteccion de los genes eltA, estll, fasA en

ETEC de origen porcino. Linea 1: ETEC fasA" aislado de un cerdo clinicamente sano. Lineas 2,

3, 4,5y 6: ETEC eltA/estll*, aislados de cerdos clinicamente sanos. Linea 7: control positivo E. coli
81603 A fasA'/estll”. Linea 8: marcador de tamafio molecular Cien Marker. Linea 9: control positivo E.
coli 7805 eltA'/estll”. Lineas 10, 11, 12, 13, 14 y 15 ETEC estll*, aislados de cerdos clinicamente

sanos.

Referencia: Chapman T, Wu X, Barchia |, Bettelheim K, Driesen S, Trott D, Wilson M, Chin JJ.

Comparison of virulence gene profiles of Escherichia coli strains isolated from healthy and diarrheic

swine. Appl Environ Microbiol 2006; 72: 4782-4795.
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Anexo

PCR multiple utilizada para la caracterizacién genotipica de ETEC, STEC y Escherichia

coli 0157 no toxigénicos determinando la presencia de los genes faeG, fanC y estl que

codifican la produccion de las adhesinas fimbriales F4, F5y la toxina STa

Genes de virulencia  Primer Secuencia DNA (5'- 3") Producto amplificado
(bp)
faeG F4-Fw GGTGATTTCAATGGTTCG 764
FARV  ATTGCTACGTTCAGCGGAGCG
fanC F5-Fw TGGGACTACCAATGCTTCTG 450
F5-Rv TATCCACCATTAGACGGAGC
estl STa-1 TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG 166
STb-2  ACAGGCAGGATTACAACAAAG
Mezcla PCR Condiciones de PCR para la amplificacién

Volumen final: 25 pl

Desnaturalizacion Inicial: 5 min a 94° C

10x PCR buffer: 2,5 pl (Invitrogen) Desnaturalizacion: 1 min a 94° C

dNTPs: 200 uM

MgCl,: 2 mM (Invitrogen)

Pegado de cebadores: 1 min a 58° C > 30 ciclos

Extensién: 1 mina 72° C

Cebadores: 3,2 pmol (de cada uno) Extension final: 7 mina 72° C

Taq polimerasa (Invitrogen): 1,25 U

ADN molde: 2 pl

Controles positivos: E. coli 7805 estl*/faeG /eltA/estll*/astA.

E. coli 1073 B44 estl*/fanC/F41*
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Anexo

Gel de Agarosa al 2 %

764 pb

450 pb

166 pb

Productos amplificados por PCR para la deteccion de los genes estl, faeG vy fanC en

ETEC de origen porcino. Lineas 1: control de reactivo (mezcla sin ADN molde). Linea 2: ETEC

estl’/fanC” aislado de un cerdo clinicamente sano. Lineas 3, 4, 10 13: ETEC estl/faeG/fanC" aislados
de cerdos clinicamente sanos. Linea 5: control positivo E. coli 7805 estl*/faeG". Linea 6: control
positivo E. coli 1073 B44 estl’/fanC”. Lineas 7, 9, 11, 12, 14 y 15: ETEC estl” aislados de cerdos

clinicamente sanos. Linea 8: marcador de tamafio molecular Cien Marker.

Referencia: Chapman T, Wu X, Barchia I, Bettelheim K, Driesen S, Trott D, Wilson M, Chin JJ.

Comparison of virulence gene profiles of Escherichia coli strains isolated from healthy and diarrheic

swine. Appl Environ Microbiol 2006; 72: 4782-4795.
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Anexo

PCR multiple utilizada para la caracterizacién genotipica de ETEC, STEC y Escherichia

coli 0157 no toxigénicos determinando la presencia de los genes faeG, fanC y estl que

codifican la produccion de las adhesinas fimbriales F18 y F41

Genes de Primer Secuencia DNA (5'- 3") Producto amplificado
virulencia (bp)
fedA FedA-1 GTGAAAAGACTAGTTTATTTC 510

FedA-2 CTTGTAAGTAACCGCGTAAGC

F41 F41-Fw GAGGGACTTTCATCTTTTAG 431
F41-Rv  AGTCCATTCCATTTATAGGC

Mezcla PCR

Volumen final: 25 pl

10x PCR buffer: 2,5 pl (Invitrogen)
dNTPs: 200 uM

MgCl,: 2 mM (Invitrogen)
Cebadores: 3,2 pmol (de cada uno)
Taq polimerasa (Invitrogen): 1,25 U

ADN molde: 2 pl

Controles positivos: E. coli 1033 88-1199 fedA*

Condiciones de PCR para la amplificacién

Desnaturalizacion Inicial: 5 min a 94° C

Desnaturalizaciéon: 1 min a 94° C

Pegado de cebadores: 1 min a 58° C > 30 ciclos

Extensién: 1 mina 72° C

Extensién final: 7 mina 72° C

E. coli 1073B44 F41/estl*/fanC*
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Productos amplificados por PCR para la deteccion de los genes fedA v F41 en ETEC

de origen porcino. Linea 1: marcador de tamario molecular Cien Marker. Linea 2: control positivo

E. coli 1033 88-1199 fedA". Linea 3: control positivo E. coli 1073B44 F41". Linea 4: ETEC fedA"
aislada de un cerdo clinicamente sano. Lineas 5 y 6: ETEC fedA'F41  aislados de cerdos

clinicamente sanos. Linea 7: control de reactivo (mezcla sin ADN molde).

Referencia: Chapman T, Wu X, Barchia |, Bettelheim K, Driesen S, Trott D, Wilson M, Chin JJ.

Comparison of virulence gene profiles of Escherichia coli strains isolated from healthy and diarrheic

swine. Appl Environ Microbiol 2006; 72: 4782-4795.
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Anexo

PCR multiple utilizada para la caracterizacion genotipica de ETEC, STEC y Escherichia
coli O157 no toxigénicos determinando la presencia del gen astA que codifican la

produccién de la toxina termoestable EAST

Gen de virulencia Primer Secuencia DNA (5'- 3") Producto amplificado
(bp)
astA east 11a CCATCAACACAGTATATCCGA 111
east 11b

GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT

Mezcla PCR Condiciones de PCR para la amplificacion

Volumen final: 50 pl Desnaturalizacidn Inicial: 3 min a 94° C

10x PCR buffer: 5 pl (Invitrogen) Desnaturalizacion: 30 seg a 94° C

dNTPs: 200 pM Pegado de cebadores: 30 seg a 45° C 30
ciclos

MgCl,: 1,5 mM (Invitrogen)

Extensién: 30 seg a 72° C
Cebadores: 50 pmol (de cada uno)

Extensién final: 10 mina 72° C
Taq polimerasa (Invitrogen): 1 U

ADN molde: 2 pl

Control positivo: E. coli 7805 estl'/faeG*/eltA’/estll"/astA
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Productos amplificados por PCR para la deteccion del gen astA en ETEC de origen

porcino. Linea 1: ETEC astA" aislado de un cerdo clinicamente sano. Linea 2: EAEC astA aislado

de un cerdo clinicamente sano. Lineas 3 y 4: STEC astA" aislado de cerdos clinicamente sanos.
Linea 5: E. coli astA™ aislado de un cerdo clinicamente sano. Linea 6: control de reactivo (mezcla sin
ADN molde). Linea 7: control positivo E. coli 7805 astA®. Linea 8: marcador de tamafio molecular Cien

Marker.

Referencia: Chapman T, Wu X, Barchia |, Bettelheim K, Driesen S, Trott D, Wilson M, Chin JJ.
Comparison of virulence gene profiles of Escherichia coli strains isolated from healthy and diarrheic

swine. Appl Environ Microbiol 2006; 72: 4782-4795.
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PCR utilizada para la caracterizacién genotipica de ETEC, STEC y Escherichia coli
0157 no toxigénicos determinando la presencia del gen paa que codifican la

produccién de la adhesina no fimbrial Paa

Gen de virulencia Primer Secuencia DNA (5'- 3) Producto amplificado
(bp)
paa Paa-Fw ATGAGGAAACATAATGGCAGG 350
PaaRY  rcrGGTCAGGTCGTCAATAC

Mezcla PCR Condiciones de PCR para la amplificacion
Volumen final: 50 pl Desnaturalizacidn Inicial: 2 min a 94° C
10x PCR buffer: 5 pl (Invitrogen) Desnaturalizacion: 30 seg a 94° C
dNTPs: 400 pl Pegado de cebadores: 45 seg a 62° C > 30 ciclos
MgCl,: 4 mM (Invitrogen) Extensiéon: 30 seg a 72° C
Cebadores: 50 pmol (de cada uno) Extensién final: 7 mina 72° C

Taq polimerasa (Invitrogen): 1 U

ADN molde: 2 pl

Control positivo: E. coli ED933
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Producto amplificado por PCR para la deteccién del gen paa. Lineas 1y 2: ETEC porcinos

paa’. Linea 3: control positivo E. coli ED933. Linea 4: marcador de tamafio molecular Cien Marker.

Linea 5: control de reactivo (mezcla sin ADN molde).

Referencia: Chapman T, Wu X, Barchia I, Bettelheim K, Driesen S, Trott D, Wilson M, Chin JJ.
Comparison of virulence gene profiles of Escherichia coli strains isolated from healthy and diarrheic

swine. Appl Environ Microbiol 2006; 72: 4782-4795.
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Anexo

PCR utilizada para la caracterizacién genotipica de ETEC, STEC y Escherichia coli
0157 no toxigénicos determinando la presencia del gen aidA que codifican la

produccién de la adhesina no fimbrial AIDA-I

Gen de virulencia Primer Secuencia DNA (5'- 3") Producto amplificado
(bp)
aidA AIDA-I-F ACAGTATCATATGGAGCCA 585
AIDATR  1GTGCGCCAGAACTATTA

Mezcla PCR Condiciones de PCR para la amplificacion
Volumen final: 50 pl Desnaturalizacidn Inicial: 3 min a 94° C
10x PCR buffer: 5 pl (Invitrogen) Desnaturalizacion: 30 seg a 94° C
dNTPs: 0,2 uM de cada dNTP Pegado de cebadores: 30 seg a 60° C » 35 ciclos
MgCl,: 2,5 uM Extensiéon: 30 seg a 72° C
Cebadores: 40 pmol (de cada uno) Extensién final: 5 mina 72° C

Taq polimerasa (Invitrogen): 1,25 U

ADN molde: 2 pl

Control positivo: ETEC 0157 aidA*
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Productos amplificados por PCR para la deteccion del gen aidA en E. coli O157

toxigénicos y no toxigénicos de origen porcino. Linea 1: marcador de tamafio molecular Cien

Marker. Lineas 2, 8 y 9: STEC aidA". Lineas 3y 7: ETEC aidA". Linea 4: control positivo ETEC 0157
aidA’. Linea 5: E. coli 0157 no toxigénico aidA’. Linea 6: ETEC aidA". Linea 10: control de reactivo

(mezcla sin ADN molde).

Referencia: Ngeleka M, Pritchard J, Appleyard G, Middleton D, Fairbrother J. Isolation and
association of Escherichia coli AIDA-1/STb, rather than EAST1 pathotype, with diarrhea in piglets and

antibiotic sensitivity of isolates. J Vet Diagn Invest 2003; 15: 242-252.
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