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RESUMEN Y PALABRAS CLAVES

Deteccion y caracterizacion de Escherichia coli O157 de ganado bovino faenado en
frigorificos de la Argentina.

Prevalencia — Bovinos — Escherichia coli O157 — Genotipos — PFGE — Resistencia acida

El principal objetivo fue estimar la prevalencia y caracterizar las E. coli O157 de ganado
vacuno faenado en Argentina. Se recolectaron un total de 1622 muestras de heces y carcasas
en 9 frigorificos de exportacion. Todas las muestras se sometieron a separacion
inmunomagnética y las cepas fueron identificadas por PCR multiple (rfbois7, stxi, stxz). Se
aislaron 54 STEC O157 y 48 E. coli O157 toxina Shiga negativas (EC O157 TSN), de las que
se establecieron sus caracteristicas fenotipicas, genotipicas y las variantes szx. La prevalencia
promedio de STEC O157 en materia fecal fue de 4,1% y 2,6% en carcasa; mientras que para
EC O157 TSN la incidencia fue de 4,7 y 2,6%; respectivamente. No se observaron diferencias
significativas por el género o raza de los animales. Los terneros y vaquillonas presentaron
mayores porcentajes de prevalencia de STEC O157 en heces (10,5 y 8,5%, respectivamente).
Todas las STEC O157 aisladas albergaban los genes stx,, eae, ehxA, y fliCy; y solo el 16,7%
presento el gen stx;. El genotipo prevalente fue el stxy/stxocvn-a), que también es frecuente en
los casos de SUH. Mediante Xbal-PFGE se obtuvieron 29 patrones diferentes y 11 clusters.
En cinco oportunidades, las cepas de STEC O157 aisladas de las carcasas fueron idénticas a
las cepas de materia fecal. También 7 cepas idénticas se aislaron de carcasas muestreadas en
dos visitas consecutivas a dos frigorificos. Cinco perfiles de fago tipo-PFGE-stx fueron
coincidentes con perfiles de cepas recuperadas de SUH. Las técnicas de subtipificacion
molecular mostraron que las cepas EC O157 TSN presentan un origen filogenético diferente a
STEC O157. Se cuantifico la resistencia acida (RA) por 3 mecanismos y se determiné que el
sistema Glutamato-dependiente proporciona mejor proteccion en desafio acido. Las EC O157
TSN fueron, en promedio, mas resistentes que las cepas STEC OI157 por los sistemas

descarboxilasa dependientes.



SUMMARY AND KEYWORDS

Detection and characterization of Escherichia coli Q157 isolated from cattle of abattoirs
of Argentina.

Prevalence- Cattle —Escherichia coli O157 — Genotypes — PFGE — Acid resistance

The main objective was to estimate the prevalence and characteristics of E. coli O157 in beef
cattle at slaughter in Argentina. For this purpose, a total of 1,622 fecal and carcass samples
were collected in nine beef exporting abattoirs. All samples were subjected to
immunomagnetic separation. Identification was performed by multiplex PCR (7fbo;s7, Stx,
stx>). Fifty four STEC O157 and 48 Shiga toxin negative E. coli O157 (EC O157 TSN) strains
were isolated. Phenotypic and genotypic features were established, and the stx variants were
determined. Average prevalence of STEC O157 in the fecal content was 4.1% and 2.6% in
carcasses; while for EC O157 TSN the incidence was 4.7 and 1.1%, respectively. Significant
difference between gender and breed of cattle were not observed. Calves and heifers
presented higher percentages of STEC O157 prevalence in feces, 10.5 and 8.5%, respectively.
All STEC 0157 isolated harbored stx,, eae, ehxA, and fliCy; genes, while stx; was present in
16.7% of the strains. The prevalent genotype was stxs/stXacvh-a), Which is also prevalent in
HUS cases. Twenty nine different patterns were obtained by Xbal-PFGE and were grouped in
11 clusters. In five cases, STEC O157 strains isolated from carcasses were identical by PFGE
to strains of the fecal content. Seven identical strains were isolated from carcasses sampled in
two consecutive slaughter visits. Five phage type-PFGE-stx profiles matched with profiles of
strains recovered from HUS cases. Molecular subtyping techniques showed that EC O157
TSN strains were a set apart from STEC O157. The variation in acid resistance (AR) for the
strains was quantified by three mechanisms of AR. The glutamate systems provided the best
protection in the most acidic environment. EC O157 TSN strains were, on average, more acid

resistant than the STEC O157 strains using amino acid descarboxylase-dependent systems.



1. INTRODUCCION

1.1. Escherichia coli como agente de enfermedad humana

Escherichia coli pertenece a la Familia Enterobacteriaceae y es habitante normal de la
flora intestinal de humanos y animales de sangre caliente. La mayoria de las cepas de E. coli
no son patdgenas, sin embargo existen cepas patogénicas que producen enfermedades
intestinales y extra intestinales. Las cepas asociadas a enfermedades gastrointestinales se
agruparon en seis patotipos diferentes basados en factores de virulencia especificos, pruebas
fenotipicas, mecanismos de patogenicidad y sintomas clinicos que producen. Los patotipos de
las E. coli diarragénicos incluye: E. coli enteropatdogeno (EPEC), E. coli enterotoxigénico
(ETEC), E. coli enteroinvasivo (EIEC), E. coli enteroagregativo (EAEC), E. coli de
adherencia difusa (DAEC), y por ultimo, E. coli productor de toxina Shiga (STEC) o de
Verotoxina (VTEC). En humanos, ETEC, EPEC y EAEC colonizan el intestino delgado,
mientras que EIEC y STEC colonizan el intestino grueso.

Las STEC se caracterizan por producir una clase de citotoxinas que tienen capacidad de
inhibir la sintesis de proteinas en células eucariotas. Estas toxinas fueron denominadas en un
primer momento como Verotoxinas (VT) por su efecto citotoxico sobre células Vero
(Knowalchuk y col., 1977). Pocos afos después, se observd que también tenian efecto sobre
c¢lulas Hela, el que podia ser neutralizado por anticuerpos contra la toxina de Shigella
dysenteriae tipo 1 (O’Brien y col., 1982), y se las denomind toxinas Shiga (Stx). Por lo tanto,
la denominacion VTEC o STEC, son equivalentes. Dentro de esta ultima categoria se
encuentra un subgrupo denominado E. coli Enterohemorragico (EHEC). Este descriptor se
refiere estrictamente a las cepas que producen colitis hemorragica (CH) o Sindrome Urémico
Hemolitico (SUH) en seres humanos. Las EHEC ademés de expresar Stx, poseen muy

frecuentemente factores de virulencia adicionales como la isla de patogenicidad LEE (Locus



for Enterocyte Effacement) y un plasmido de virulencia de que codifica para una
enterohemolisina. El prototipo de las EHEC es E. coli O157:H7 (Scheutz y Strockbine, 2005).
Las cepas EHEC LEE positivas se adhieren intimamente a las células huésped a través de un
mecanismo conocido como “attachment/effacement” (A/E), mecanismo que comparten con el
patotipo EPEC. Sin embargo, las E. coli EPEC s6lo producen diarreas acuosa en nifios. Por
otra parte, existen en menor medida cepas EHEC, productoras de toxina Shiga, LEE
negativas, capaces de causar enfermedad (CH 6 SUH), en combinacion con otros factores de
virulencia o colonizacion. Por eso se utiliza el término STEC para este patotipo, aunque
muchos autores utilizan de forma equivalente STEC o EHEC (Naylor y col., 2005).

El patotipo EHEC fue identificado por primera vez como patégeno humano en 1982,
cuando el serotipo O157:H7 fue asociado a dos brotes de CH en los estados de Michigan y
Oregon (EEUU), causados por el consumo de hamburguesas (Riley y col., 1983). A partir de
entonces, la importancia de este grupo bacteriano para la Salud Publica a nivel mundial
aumento, ya que se estima que so0lo en Estados Unidos mas de 265.000 personas por afio
sufren una infeccion originada por STEC, con mas de 3.600 hospitalizaciones y producen
aproximadamente 30 muertes por ano (CDC, 2011). Por lo tanto, los Escherichia coli
pertenecientes al patotipo EHEC son considerados patdégenos emergentes que se transmiten
por alimentos y se asocian a brotes y casos de diarrea y CH, siendo el principal agente
etiologico del SUH. Si bien, el serotipo O157:H7 es el prevalente, existen otros serotipos de
STEC, tales como 026, 0103, O111, 0145, 045, y O121, entre otros, asociados también a
enfermedad severa (Karmali y col., 2003 y CDC, 2011).

En este trabajo nos focalizaremos especialmente en el serotipo O157, tanto del grupo
productor de toxina Shiga (STEC O157), como asi también en las cepas de este serogrupo que

no producen toxina Shiga (E. coli O157 Toxina Shiga negativas, EC O157 TSN).



1.2. Manifestaciones clinicas de STEC O157

De la poblacion que puede ser afectada por STEC O157, los nifios menores de 5 afios y
los adultos mayores de 65 afios, son los individuos que se encuentran en mayor riesgo. La
principal manifestacion clinica de gravedad es la colitis hemorragica (CH), la cual se puede
complicar con parpura trombética trombocitopénica (PTT), sobre todo en adultos y ancianos,
o con SUH principalmente en nifios menores de 5 afos.

La Colitis hemorragica (CH) tiene un periodo de incubacion de 2 a 10 horas y comienza
con fuerte espasmos abdominales seguidos de una diarrea acuosa sin sangre que después de 3
dias (rango de 1 a 8 dias), y aproximadamente en el 80% de los casos (en Argentina),
evoluciona a diarrea sanguinolenta. Puede presentarse o no con nduseas, vomitos, cefaleas y
en los casos mas graves las heces se presentan como “melenas”, pero no es frecuente la fiebre.
Aunque en la mayoria de los casos de CH la evolucion es favorable y espontanea,
aproximadamente entre un 5-10% de los nifios infectados evolucionan a SUH (Rivas y col.,
2011).

El SUH es una entidad clinica y anatomopatoldgica caracterizada por la aparicion brusca
de anemia hemolitica, trombocitopenia e insuficiencia renal aguda, como consecuencia de una
destruccion intravascular de los globulos rojos (microangiopatia) de localizacion
predominantemente renal pero que puede afectar también otros parénquimas tales como
sistema nervioso central (SNC), intestino, pancreas e higado. En el rifidn se producen lesiones
microangiopaticas y tromboticas a nivel glomerular, o necrosis cortical que llevan a una
insuficiencia renal aguda. En la mitad de los casos, el trastorno renal es tan severo que puede
causar oligo-anuria, requerir dialisis y, sobre todo en nifios, el desenlace puede ser fatal.
También la microangiopatia puede afectar a otros organos internos produciendo pancreatitis

aguda en el 20% de los casos, afectar el higado con una marcada hepatomegalia en el 40% de



los casos, en menos del 1% se produce una afeccion cardiaca. También se puede observar en
un 20% de los casos, enfermedad del SNC dando lugar a convulsiones, coma y llevar incluso
la muerte. Este sindrome puede tener diversas etiologias, pero el origen mas frecuente son las
enfermedades infecciosas bacterianas como las producidas por STEC, Shigella spp.,
Salmonella spp., Campylobacter spp., entre otras bacterias gram-negativas (Karmali y col.,
1983). En el caso de SUH posentérico, el mismo estd precedido de diarrea, generalmente
sanguinolenta que se puede presentar también con fiebre, vomitos y dolor abdominal. En la
mayoria de los casos de diarrea por STEC es autolimitada pero se estima que
aproximadamente un 5-10% de los pacientes infectados evolucionan a SUH (Rivas y col.,
2011). Un tercio de los pacientes infectados con E. coli O157:H7 requieren hospitalizacion. El
75% de los pacientes que sufren SUH requieren transfusiones y el 50%, requieren dialisis por
el resto de sus vidas. En los tltimos afios, el diagnostico precoz de la enfermedad y el mejor
manejo de la insuficiencia renal aguda y de la anemia, disminuyo6 la letalidad durante el
periodo agudo, siendo en la actualidad del 3 al 5%. Sin embargo, un 5% de niflos con SUH
desarrolla insuficiencia renal crénica, requiriendo en pocos afos procedimientos dialiticos o
trasplante renal. Otro 20% continila con microhematuria y grados variables de proteinuria,
pudiendo desarrollar insuficiencia renal cronica terminal (Spizzirri y col., 1997).

La PTT es una afeccion que se presenta en adultos y afecta sobre todo a ancianos. Se
caracteriza por una anemia hemolitica microangiopatica (hematocrito <30%), trombocitopenia
(<150000 plaquetas/mm’) y fiebre, pudiendo llegar a producir trastornos neurologicos e
insuficiencia renal aguda. La diarrea prodromica esta generalmente ausente. La duracion de la
enfermedad puede ser de unas horas o hasta algunas semanas, dependiendo del estado del
paciente. Si la enfermedad progresa al SNC y a los rifiones, se observan algunos signos

neurolégicos como modificacion en el comportamiento, confusion y delirio que pueden



presentarse con crisis de epilepsia, y anomalias en el campo visual, pudiendo terminar en
estado de coma y la evolucion puede ser fatal (Doyle y col., 1997).
1.3. Patogénesis de STEC

La patogénesis de STEC es un proceso de muchos pasos que involucran una compleja
interaccion entre la bacteria y el huésped. Para que se produzca la infeccion y la enfermedad,
existen etapas esenciales del proceso (Figura 1). Después de la ingestion de las bacterias con
el alimento, las mismas deben resistir la acidez estomacal y luego colonizar el tubo digestivo
para lo cual las bacterias deben adherirse al epitelio. La acidez del tracto gastrointestinal
constituye un importante mecanismo de defensa del hospedador, pero en general se puede
decir que STEC tiene una gran resistencia a ambientes acidos y con presencia de sales
biliares, permitiéndole la supervivencia al pH bajo del estdémago y al pasaje por el intestino
delgado (Large y col., 2005). Una vez en el intestino grueso entran en contacto con los
enterocitos a través de las adhesinas fimbriales y se desencadena la expresion de los genes de
virulencia para la adherencia a las células epiteliales intestinales. El patrén de adherencia e
interaccion con las células epiteliales es notablemente diferente entre las cepas LEE-positivas
y LEE-negativas. En las cepas LEE-positivas, la adherencia es mediada por una fimbria polar
larga (Lpf), seguida por la produccion de una histologia caracteristica de adhesion bacteriana
y erosion o borramiento de las microvellocidades (A/E), que involucra cambios estructurales
en las células epiteliales y una adherencia intima de la bacteria al enterocito. Estas lesiones
A/E se limitan a la region del ciego en el colon y se caracterizan por la intima union entre la
bacteria y la superficie epitelial, y por la pérdida o erosion de las microvellosidades del
epitelio intestinal en el sitio de contacto con la bacteria, donde se forma una estructura con
forma de pedestal, constituida internamente de actina polimerizada, donde la bacteria parece

“asentarse” de forma muy estrecha (Abe y col., 1998; Frankel y col., 2001). Esta lesion



provoca una disminucion de la superficie de absorcion produciendo probablemente la diarrea
acuosa inicial observada en la infeccion.

Figura 1: Proceso de patogénesis de STEC
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Por el contrario, las cepas LEE-negativas no se presenta la lesion A/E, sino que la
adhesion esta mediada por otros factores de virulencia (Dytoc y col., 1994). Aunque la lesion
A/E no es esencial para la aparicion de CH y SUH en humanos, la gran mayoria de las cepas
implicadas en estas patologias son STEC LEE-positivas (Paton y col., 1999).

Una vez que se produjo la adherencia, las bacterias liberan toxina Shiga en el lumen del
intestino. La adherencia a las células epiteliales induce una respuesta inflamatoria en el
hospedador, la cual a su vez facilita el pasaje de la toxina Shiga dentro de la submucosa, y de
alli es transportada por el torrente sanguineo a los 6rganos blanco (principalmente intestino,
riién, cerebro) donde afecta a las células endoteliales de pequeios vasos sanguineos ricos en

el receptor globotriosilceramida (Gb3). Este receptor es especifico para Stx, y una vez unido a



¢él, ejerce su efecto citotoxico (Paton y Paton, 1998). El dafio en los pequefios vasos

sanguineos del colon por las toxinas Shiga parece ser la principal causa de la CH. Igualmente

el SUH esta asociado a las lesiones glomerulares renales por el dafio en las células
endoteliales, las cuales se hinchan y se desprenden de la membrana basal, produciendo
trombos, estrechamientos u oclusion de la luz capilar, con la consiguiente pérdida de la

funcion renal (Gyles, 2007).

1.3.1. Marcadores de virulencia de STEC

Para que ocurra la colonizaciéon y la infeccion por STEC, estas cepas poseen distintos
factores de virulencia. Si bien el principal factor de virulencia de STEC es la produccion de
toxinas Stx, no son las Unicas responsables de la patogenicidad bacteriana, se describen
ademas factores de virulencia adicionales, incluyendo adhesinas, proteasas, lipopolisacaridos
(LPS), flagelos, sistemas de captura de hierro y otras toxinas (Gyles, 2007; Guth y col., 2011).

Factores de adherencia intestinal:

Las cepas STEC con capacidad de adherirse al intestino y producir lesiones A/E,
comparten esa caracteristica con los EPEC. Las proteinas que participan en esta lesion A/E
estan codificadas por genes que se encuentran en el locus cromosémico LEE, y entre ellos, los
de mas importancia para producir la lesion, son el gen eae (E. coli attaching and effacing), el
gen tir (traslocated intimine receptor) y los genes esp (EPEC-secreted protein) que codifican
para un sistema de secrecion particular y tres tipos de proteinas.

- El gen eae codifica para una proteina de membrana externa denominada Intimina cuya
funcion es la adhesion a la célula eucariota. La Intimina se une de forma especifica a un
receptor llamado Tir (Receptor traslocado de Intimina).

- El gen tir codifica para el co-receptor especifico de la Intimina, Tir, que es una proteina

que se inyecta en el citoplasma de la célula eucariota a través de un sistema de secrecion
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formado por las proteinas Esp (Proteina de secrecion de Escherichia coli). Una vez

dentro del enterocito, las proteinas Tir se insertan en la membrana citoplasmatica del

mismo para actuar como receptores de la Imtimina bacteriana. Finalmente cuando el

receptor se une a la Intimina, nuclea Actina en el interior de la célula huésped (Kenny y

col., 1997).

- Los genes esp (espA, espB, espD) codifican para una “jeringa molecular” de proteinas
Esp, implicada en la traslocacion de efectores en la membrana a la célula huésped. Entre
los efectores que transfiere se encuentra el receptor Tir.

- Sistema de secrecion de tipo III estd codificado por los genes sep (Secretion E. coli
protein) y esc (E. coli secretion). El cual es responsable de la secrecion de la bacteria de
los factores de virulencia como las proteinas Esp y Tir (De Grado y col., 1999).

El aparato secretor consiste en una estructura molecular tipo aguja que comienza en el
interior del citoplasma bacteriano, atraviesa la membrana interna y externa, y pasa a través de
la membrana celular del hospedador formando un poro. Las proteinas secretadas son
trasferidas por esta estructura desde el citoplasma bacteriano hasta la célula huésped, tal como
ocurre con la proteina Tir, que una vez que se encuentra en el interior de la célula huésped se
inserta en la membrana plasmatica exponiendo su region extracelular que funciona como
receptor de Intimina (Kaper y col., 2004). Tras la uniéon de Tir-Intimina, se reclutan,
interaccionan y activan otras proteinas reguladoras del citoesqueleto. Todas estas proteinas
activadas ocasionan la polimerizacion de Actina hacia donde se encuentra Tir enclavado. De
esta manera, se forman los pedestales principalmente de Actina polimerizada por debajo de
donde se encuentra la bacteria adherida. La reorganizacion del citoesqueleto altera la
morfologia y fisiologia normal de la region apical de las células, lo que lleva a la pérdida de

las microvellocidades intestinales y su funcion. La unidn de la bacteria al enterocito produce
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un desequilibrio electrolitico, permitiendo el ingreso de iones positivos (Na") y la salida de
iones cloruros negativos (Cl"). Asimismo, la destruccion de las microvellocidades ocasiona
una disminucion en la absorcion. Todo lo cual induce a la diarrea acuosa inicial (Vidal y col.,
2007). Los mecanismos de activacion y regulacion de los genes y la traduccion de las sefiales
responsables del reordenamiento del citoesqueleto en la célula huésped, ain no son conocidos
en detalle.

Aunque se considera que los STEC LEE-positivos son altamente virulentos y estan
asociados a brotes y casos de enfermedad severa, las cepas LEE-negativas también son
capaces de causar enfermedad grave en humanos (Paton y col., 1999), donde participan otros
factores de adherencia. Dentro de estos encontramos una Fimbria polar larga, Lpf (Long
Polar Fimbria), la cual se encuentra en dos locus, /pf1 y Ipf2 que estan codificadas en islas
gendmicas de patogenicidad uUnicas de O157, denominadas OI-141 y OI-154,
respectivamente. Las Lpf ademdas de participar en la adhesion, podrian promover
interacciones bacterianas para formar microcolonias (Doughty y col, 2002), también median
el tropismo intestinal de STEC O157 (Fitzhenry y col, 2006) y contribuyen a la colonizacién
en animales (Torres y col., 2007). La presencia del factor de E. coli enterohemorragico para la
adherencia, Efal, cuyo gen efal (EHEC factor for adherence) se encuentra tanto en EPEC
como en STEC O157, induce una elevada capacidad de adherencia pero no interviene en la
lesion A/E (Nicholls y col., 2000). También existe un gen homologo a efal, denominado toxB
cuya proteina ToxB contribuye a la adherencia a células epiteliales intestinales (Tatsuno y
col., 2001) y ademas la proteina Sfp (Sorbitol fermenting plasmad) (Jenkins y col., 2003), las
cuales estan codificadas en el megaplasmido de STEC (pO157).

Una cepa de STEC no-O157, LEE-negativa y causante de un brote de SUH, exhibi6 una

capacidad de adherencia in vitro similar a las STEC LEE-positivas. Estudios posteriores
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mostraron la existencia de un megaplasmido que codifica para una proteina denominada Saa,
Adhesina autoaglutinante de STEC (Paton y col., 1999). La mutagénesis del gen saa (STEC
autoagglutinating adhesin) o la eliminacion del megaplasmido, reduce significativamente la
capacidad de adherencia de las cepas LEE-negativas (Paton y col.,, 2001). También se
hallaron dos cdésmidos que contenian un gen cromosomal que codificaba para una proteina
similar a IrgA (lron regulated gene A), y cuyo producto fue denominado Tha (Adhesina
homologa a IrgA), el cual participa en un patron de adherencia difuso en cultivos celulares
(Tarr y col., 2000).

Tanto cepas patdgenas, como comensales necesitan adherirse y colonizar la mucosa
intestinal. Las fimbrias son estructuras filamentosas cuya funcién primaria es la uniéon a
receptores mediante adhesinas localizadas generalmente en los extremos del filamento. La
gran mayoria de las cepas de E. coli puede expresar la fimbria de tipo 1, la cual interviene en
la adherencia manosa-sensible a las células epiteliales de mamiferos, permitiendo la
colonizacidn del tracto intestinal (Edwards y Puente, 1998). La expresion de esta fimbria es
variable y esta asociada a la inversion de un pequeiio elemento de ADN, sin embargo parece
estar regulada de forma diferente en los serogrupos patogenos (Iida y col., 2001).

Todos los organismos moviles del género poseen flagelos distribuidos al azar en la
superficie de las células (peritricos). Los flagelos se encuentran formados por una proteina
denominada Flagelina, la cual esta codificada por el gen fliC Los flagelos de las cepas de E.
coli O157, en particular el antigeno H7, juega un rol importante en la adherencia y
colonizacidn intestinal en bovinos (Erdem y col., 2007), sin embargo no debe ser esencial en
la patogénesis en humanos ya que se encontraron cepas no moéviles fermentadoras de sorbitol

asociadas a muchos casos de SUH en Alemania (Karch y Bielaszewska, 2001).
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Toxina Shiga:

Las toxinas Shiga (Stx) son el principal factor de virulencia y las que definen las
caracteristicas de la enfermedad producida por STEC. Estas fueron reportadas por primera vez
por O’Brien y col. (1982). Las Stx estdn codificadas por los genes stx presente en
bacteriofagos insertos en el cromosoma bacteriano. Los miembros de la familia Stx poseen
una estructura conservada heteropolimérica ABs, constituidos por una subunidad A (33 kDa)
y por cinco subunidades B (7,5 kDa). La subunidad A es la parte biol6gicamente activa, tiene
actividad N-glicosidasa sobre ARN y actia especificamente sobre el ARN ribosémico 28S
inhibiendo la sintesis proteica y de esta manera se produce la apoptosis celular (Smith y col.,
2003). Mientras que la subunidad B es la responsable de la union al receptor glicolipidico
especifico, Gb3 (O’Brien y Holmes, 1987). Las células endoteliales de la vasculatura del
colon, las del parénquima renal y del sistema nervioso central, son particularmente ricas en
receptores Gb3, lo cual explica las principales manifestaciones clinicas observadas
(insuficiencia renal, trastornos neuroldgico, diarrea sanguinolenta).

Aunque todas las Stx comparten algunas propiedades como su estructura terciaria de
aminoacidos, su disposicion genética tipo operon y las propiedades biologicas, como la
actividad enzimatica y la union a receptores especificos, la familia de toxina Shiga se pueden
clasificar en dos ramas, Stx1 y Stx2, porque el antisuero policlonal producido contra un tipo
no neutralizan las toxinas del tipo heterdlogo (Scheutz y col., 2001). Cada uno de estos grupos
a su vez posee un creciente numero de variantes, algunas toxinas difieren en la secuencias y
en la actividad biologica de los prototipos de Stx1 y Stx2, y estos subtipos se denotan por
letras a continuacion del nombre principal. El grupo de las Stx1 tiene una estructura altamente
conservada y estd compuesto por los subtipos Stx1la, que es idéntica a Stx de Sh. dysenteriae

tipo 1 (Strockbine y col., 1986); Stxlc (Zhang y col., 2002); y Stx1d (Biirk y col., 2003). A
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pesar que Stx1 y Stx2 poseen el mismo mecanismo de accion, estructura y funcion; comparten
solo un 55% de similitud en la secuencia aminoacidica y cada uno de los subtipos presenta
diferencias en su toxicidad en los tejidos celulares y animales, en sus propiedades
inmunolégicas y en la forma en que atraviesan el epitelio intestinal (Schmidt y col., 2000). El
grupo de las Stx2 es mas heterogéneo, y comprende a los subtipos Stx2a (O'Brien y col.,
1984), Stx2b (Melton-Celsa y col., 1996; Pierard y col., 1998), Stx2¢ (Schmitt y col., 1991),
Stx2d (Kokai-Kun y col., 2000), Stx2e (Weinstein y col., 1988), Stx2f (Schmidt y col., 2000)
y Stx2g (Leung y col, 2003). La falta de directrices uniforme para la definicion y
denominacién de los subtipos y la gran diversidad de secuencias, ha generado mucha
confusion por lo que se ha recomendado que los miembros de la familia de toxina Shiga se
clasifiquen en funcion de las diferencias fenotipicas, actividad bilégica y propiedades de
hibridacion. Algunos subtipos son clinicamente relevantes, las variantes de Stx2 parecen estar
altamente asociadas a secuelas graves como el SUH. Otros subtipos de Stx1 se asocian con
enfermedad de curso més leve, mientras que se encontraron subtipos de Stx en algunas cepas
de STEC que probablemente no son patégenas para humanos (Scheutz y col., 2001). De todas
las variantes de toxina Shiga reportadas hasta el momento, las asociadas a enfermedad
humana son la Stx1 (casi idéntica a la Stx producida por Sh. dysenteriae serotipo 1), Stxlc
(variante asociada a humanos con diarrea leve o ningun sintoma) y las variantes Stx2
(Prototipo de Stx asociada con enfermedad grave en el hombre), Stx2¢ (asociada con diarrea y
SUH en seres humanos), Stx2d (asociada con STEC eae-negativa y enfermedad leve en seres
humanos), Stx2d-activable (Citotoxicidad en células Vero se aumenta de 10 a 1000 veces por
la elastasa del moco intestinal de raton, las cepas con esta toxina son altamente virulentas). La
variante Stx2e es responsable de la enfermedad de edema en cerdos y muy rara en la

enfermedad humana y Stx2f es una variante aislada de excremento de paloma y no asociada a
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enfermedad humana (Gyles, 2007). Por lo tanto, la caracterizacion del subtipo de toxina posee
un importante valor predictivo de la evolucion a SUH de los pacientes infectados con STEC
(Friedrich y col., 2002).

Las estrategias de subtipificacion de las variantes de las toxinas son esenciales para la
vigilancia y para predecir los riesgos asociados con infecciones particulares con STEC. Estas
diferencias derivan de variaciones en secuencias nucleotidicas por lo que las variantes se
establecen segin la neutralizacion del efecto citotoxico en células Vero o Hela con
anticuerpos especificos, y por la deteccion de los genes stx por técnicas tales como el andlisis
de polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion (Scheutz y col., 2001; Gannon y
col., 1990; Ito y col., 1990; Tyler y col., 1991; Calderwood y col., 1996; Bertin y col., 2001).

Plasmido pO157:

La mayoria de las cepas STEC O157:H7 presentan un megapldsmido de 90 Kb que
contiene diversos genes u operones que codifican para diferentes factores de virulencia: esxA,
etpC-0, toxB, espP, kat, stcE y ecf (Law, 2000; Schmidt y col., 1995). Su presencia es
necesaria para que los EHEC expresen su virulencia completa.

- Enterohemolisina (EHEC-Hly): Algunos serotipos de STEC tienen un fenotipo
hemolitico y sus cultivos pueden lisar eritrocitos por su capacidad de formacion de poros
(Cavalieri y col., 1984). Por lo tanto, se rompe el equilibrio osmoético de las células atacadas,
las cuales se lisan. Esto permite a las bacterias extraer hierro de los globulos rojos liberados al
intestino (Beutin y col., 1989). La proteina estd codificada por el gen ehxA dentro de un
operon formado por otros genes ehx implicados en la sintesis y secrecion de la
enterohemolisina.

- Serina proteasa extracelular: Los genes espP codifican una serina extracelular y un

sistema de autotransporte EspP, la cual inhibe el factor cinco de coagulacion favoreciendo el
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sangrado. Parecen tener efecto sinérgico con la enterohemolisina durante el desarrollo de la
enfermedad hemorragica.

- Catalasa-peroxidasa: codificada por el gen karP

- Sistema de secrecion tipo II: diversos genes etp, desde el C al O, estan implicados en
la via de secrecion tipo 1.

También contiene al operdn ecf que codifica enzimas modificadoras de la estructura de los
lipopolisacéridos y a un inhibidor de estearasa C1, stcE.

Otros factores de virulencia:

En algunos serotipos de STEC no-O157 se identificaron plasmidos de secuencia
similar al pO157. El megaplasmido pO113 contiene los genes saa, Ipf'y sab. El gen saa
codifica una adhesina autoaglutinante de STEC (Saa) asociada especialmente a cepas no-
0157 LEE-negativas, mas especificamente con el serotipo O113:H12. El gen Ipf asociado a
una Fimbria polar larga que incrementa la adherencia, la habilidad de colonizacion y la
persistencia de la infeccion de STEC O157 (Paton y col, 2001).

Si bien los aislamientos de STEC difieren en su virulencia, la incidencia y la severidad de
las infecciones, no pueden atribuirse unicamente a los factores de virulencia, sino que son el
resultado de la interaccion del patdégeno con factores del huésped y del ambiente.

1.4. Resistencia y adaptacion al estrés

La palabra “estrés” en el campo de la biologia se refiere a la exposicion a condiciones
nutricionales minimas, a condiciones quimicamente toxicas o a condiciones fisicas
subdptimas (Yousef y Courtney, 2003). En este trabajo, nos referiremos a estrés como algun
factor deletéreo o alguna condicidon adversa que afecte el crecimiento o supervivencia de los
microorganismos. Entonces, de acuerdo con esta definicion, las bacterias presentes en los

alimentos pueden estar expuestas a diferentes estreses a lo largo de toda la cadena alimenticia,
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desde la produccion de un alimento hasta su consumo. Algunos ejemplos de los tipos de estrés
que pueden sufrir los microorganismos son la aplicacion de procesos de refrigeracion o
térmicos, la acidificacion, la desecacion, o el uso de atmoésferas modificadas, entre otros.
Estas condiciones pueden provocar el dafio subletal (injuria) o la muerte de las bacterias. Sin
embargo, algunas bacterias pueden poseer una tolerancia natural a ciertos factores de estrés,
es decir pueden ser naturalmente mas “tolerantes” o “resistentes” a un factor deletéreo en
particular (por ejemplo pH bajo) y sobrevivir en esa condicién debido a su constitucion
genética. Por otro lado, los factores de estrés pueden inducir cambios fisiologicos en algunos
microorganismos, incluyendo alteraciones del metabolismo y cambios estructurales, que
ayudan a las bacterias a adaptarse al nuevo ambiente. Estos poseen lo que se denomina
“respuesta adaptativa al estrés o adaptacion” y les confiere habilidad para sobrevivir a
condiciones extremas. Por otra parte, el estrés inducido por factores fisicoquimicos puede
incrementar la virulencia en las células adaptadas (McClure, 2005). Una caracteristica
importante de la respuesta adaptativa es la proteccion cruzada ya que la adaptacion a un estrés
puede inducir una respuesta generalizada en la célula que protege tanto contra el factor
inductor como contra otros tipos de estrés (Cheville y col., 1996).

Existe un mecanismo regulatorio comun involucrado en general en todas las respuestas al
estrés y que también estd involucrado en la regulacion de la fase estacionaria de crecimiento
donde las bacterias tienen que adaptarse a condiciones adversas para seguir creciendo. En este
mecanismo estd involucrado un factor sigma alternativo (proteina RpoS). El factor sigma es la
sexta subunidad de la ARN polimerasa y su funcion es reconocer y unirse a promotores
especificos en la secuencia de ADN y proveer el alineamiento apropiado para la polimerasa.
Las bacterias codifican diferentes factores sigmas intercambiables y el principal es el factor

sigma 70 (6'°) que es responsable del reconocimiento de la mayoria de los promotores (factor
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housekeeping), pero también existe el factor sigma “s” sustituto o alternativo (¢°) que tiene
especificidad para diferentes promotores que dirigen la expresion de un regulén (gran nimero
de genes coordinadamente controlados) especialmente involucrado en los cambios fisioldgico
de la fase estacionaria y en la regulacion y expresion de muchas proteinas que participan en la
respuesta general al estrés (Hengge-Aronis, 2000; Loewen y col., 1998). Los cambios que
induce el factor sigma en las células para mantener su viabilidad durante la fase estacionaria,
a su vez aumentan la resistencia en general a diferentes obsticulos ambientales. RpoS
controla la expresion de més de 50 genes en E. coli involucrados en la respuesta al estrés
térmico, al estrés osmotico, oxidativo, a la falta de nutriente, al ambiente 4cido, a la luz UV y
al etanol (Cheville y col, 1996). Sin embargo, una red compleja de reguladores adicionales,
dependiendo del tipo de estrés, se activan y llevan a la expresion de otros genes y a
variaciones en el estado de la resistencia al estrés (Waterman y Small, 1996).

Escherichia coli O157 y el estrés acido

Una propiedad importante de los organismos patogenos asociados a enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA), es su capacidad para sobrevivir en ambientes
extremadamente acidos tales como el ambiente gastrico (normalmente alrededor de pH 1-2),
primera linea de defensa contra las ETA. Esta capacidad les permite también resistir entornos
de acidez, la supervivencia, e inclusive el desarrollo, en determinados alimentos de acidez
moderada que normalmente inactivarian a otras bacterias patogenas. Por lo tanto, la
Resistencia Acida (RA) es una caracteristica importante de los patogenos gastrointestinales
(Lin y col., 1996). La resistencia al estrés acido es un fenomeno complejo que varia segun las
especies bacterianas y es dependiente de la fase de crecimiento en que se encuentren, como
asi también del tipo de acido con el que se disminuya el pH y de la forma de exposicion

(Buchanan y Edelson, 1999; Ryu y col., 1998).
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E. coli es una bacteria muy versatil que se ha adaptado a una variedad de condiciones

ecologicas adversas tanto en animales hospedadores como en el medio ambiente externo.
Tanto cepas patdégenas como comensales tienen capacidad para sobrevivir a condiciones
acidas; sin embargo, se demostr6 que las EHEC son sustancialmente mas resistentes a
condiciones acidas y a otros tipos de estrés que las cepas no patogénicas (Benjamin y Datta,
1995) y particularmente las cepas de E. coli del serotipo O157:H7 tiene una capacidad
superior para sobrevivir en ambientes 4cidos similares a las condiciones gastricas, en
comparacion con otros serotipos no-O157 (Bergholz y Whittam., 2007).
Por otro lado, se han reportado varios brotes de enfermedad producida por el serotipo
patégeno O157:H7, donde estuvieron implicados alimentos &acidos tales como mayonesa,
yogurt, jugo de manzana sin pasteurizar, salame y salchicha fermentada, entre otros (Steele y
col., 1982; Griffin y Tauxe, 1991; Besser y col., 1993; Morgan y col., 1993). Se considera que
este patogeno de alimentos, debido a su capacidad para sobrevivir en alimentos 4cidos y su
baja dosis infectiva, ha desarrollado multiples mecanismos para sobrevivir en pH
extremadamente bajo, volviéndose altamente resistente a estrés acido en comparacion con
otras bacterias patogenas, tales como Salmonella, Shigella o Listeria (Gorden y Small, 1993;
Armold y Kaspar, 1995; Buchanan y Edelson, 1996 y 1999; Roering y col., 1999). Estas
caracteristicas, estimularon el interés de algunos autores en la determinacion de dichos
mecanismos implicados en la RA de E. coli O157:H7 (Benjamin y Datta, 1995; Large y col.,
2005; Leyer y col., 1995; Lin y col., 1996; Waterman y Small, 1996).

Cuando una bacteria se encuentra en un ambiente acido, ya sea por el efecto de un 4cido
inorganico o por la presencia de acidos organicos débiles, debe enfrentarse con diferentes
problemas, uno de los principales es mantener la fuerza protomotriz a nivel de la membrana

plasmatica, la cual es una forma importante de energia disponible para las funciones celulares.
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Entonces, la afluencia de protones y aniones puede perturbar la estabilidad de su condicion
interna y producir la disminucion del pH interno de la bacteria, el cual a su vez puede
producir la pérdida de funciébn o desnaturalizacion de proteinas y enzimas. La
desnaturalizacion enzimatica deriva en que muchos procesos fisiologicos no pueden
producirse. Asi mismo, el exceso de acido puede producir dafios a nivel de ADN y de
membrana.

Para prevenir el decrecimiento del pH dentro de la célula, E. coli posee varios
mecanismos para mantener el pH interno, de ser necesario, hasta dos unidades mas alto que el
pH externo. Varios autores reportaron que tras la entrada de E. coli en fase estacionaria, las
células se vuelven mas acido resistentes mediante al menos 3 sistemas de RA, genética y
fisiologicamente distintos que se activan en ese momento. Brevemente, el mecanismo de
resistencia acida 1 (RA1), también denominado sistema oxidativo, es un mecanismo de fase
estacionaria, inducido por acido, reprimido por glucosa y que requiere la presencia de un
factor sigma alternativo RpoS para poder expresarse. El sistema RA2 o Glutamato
dependiente, también es inducido fisiologicamente en fase estacionaria pero requiere la
expresion de una glutamato descarboxilasa, un glutamato putativo y Glutamato exdgeno para
funcionar en condiciones extremadamente acidas. El sistema RA3 es Arginina dependiente,
requiere la presencia de una arginina descarboxilasa 4acido inducible y funciona s6lo en
presencia de Arginina extracelular (Richard y Foster, 2003).

Estos tres sistemas de RA inducidos en fase estacionaria son los principales mecanismos de la
resistencia acida de E. coli y en los cuales nos enfocaremos en la tercera parte del presente
trabajo, pero ademads se conocen otros dos sistemas de RA a base de enzimas descarboxilasa;
el sistema Lisina descarboxilasa dependiente (RA4) y el Ornitina descarboxilasa dependiente

(RAS), que requieren la presencia del aminoacido especifico, Lisina y Ornitina
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respectivamente, y del antiporte que intercambia el producto descarboxilado por un nuevo
sustrato. Los sistemas Glutamato y Arginina dependientes (RA2 y 3, respectivamente)
permiten a la bacteria sobrevivir a condiciones extremadamente acidas (aproximadamente pH
2,5), mientras que los sistemas Lisina y Ornitina dependientes, trabajan en un pH acido
externo moderado (pH aproximado 4,5) (Peng y col., 2011). El modo de accion de los cuatro
sistemas de resistencia acida basados en descarboxilasas es reemplazar el grupo a-carboxilo
del aminodcido sustrato con un protoén del citoplasma, asi un protén es consumido y una
molécula de dioxido de carbono es generada junto con el producto amino final. Estos
productos son trasportados fuera de la célula por los antiportes especificos que ingresan
simultaneamente el sustrato correspondiente. El consumo de protones disminuye la cantidad
de protones libres en el citoplasma, aumentando asi el pH interno (Figura 2). Las vias de
regulacion de estos sistemas no son aun bien conocidas, pero el principal factor para su
activacion es el descenso de pH (Peng y col., 2011).

Ademas, se conoce que si el pH externo se disminuye utilizando 4cidos orgéanicos o
débiles, estos son mas efectivos para inhibir el crecimiento bacteriano que los acidos
inorganicos. Esto se debe a que a pH bajo los 4cidos orgdnicos penetran la membrana
plasmatica en su forma no disociada (pH externo < pKa del 4cido en cuestion) y luego dentro
del citoplasma, con un pH interno cercano a la neutralidad (pH interior > pKa), se disocian y
liberan protones (H"), entonces se acumula tanto el catién como el anién y de esta manera se

disminuye rapidamente el pH interno (Forsythe, 2000).



22

Figura 2: Modo de accion de los sistemas de RA basados en la descarboxilacion de aminoacidos
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(Adaptado de: Forsythe (2000) y, Richard y Foster (2003))

La respuesta al estrés acido por el mecanismo RA1 es el menos comprendido pero se
conoce que la activacion de este sistema ocurre cuando las células son cultivadas hasta fase
estacionaria en un medio complejo (Luria Bertani, LB) de acidez moderada (pH 5,5), en
ausencia de glucosa. Cultivada en esas condiciones, las bacterias luego son capaces de
sobrevivir bien a un desafio a pH 2,5 en un medio minimo y sin suministro de aminoacidos
exogenos. Este mecanismo se encuentra regulado por el factor sigma RpoS, y ademés por
AMPc y la proteina receptora de AMPc (CRP). Debido a esto, el sistema RA1 es reprimido
por glucosa, como también se lo denomina (Castanie-Cornet y col., 1999).

El sistema RA2 es el mas estudiado de los mecanismos de resistencia acida. La activacion
de este sistema ocurre cuando las células son cultivadas hasta fase estacionaria en un medio

de cultivo complejo (LB) conteniendo glucosa. De esta manera, la glucosa reprime el sistema
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RA1 y permite estudiar RA2. En estas condiciones las células sobreviven a un desafio de pH
2 en medio minimo con Glutamato. La Glutamato descarboxilasa cataliza la conversion del
Glutamato en acido gamma-amino butirico (GABA) y en el proceso se consume un proton
(H") y se libera dioxido de carbono (CO,). El GABA producido por descarboxilacion es
transportado fuera de la célula por un antiporte putativo (GadC), con el concomitante ingreso
de Glutamato exdgeno. Este antiporte es electrogénico en condiciones de pH acido (Figura 2)
(Richard y Foster, 2003).

El sistema de resistencia acida 3 es Arginina dependiente y sus componentes estructurales
son similares a los del sistema RA2; requiere Arginina descarboxilasa y se también se ha
identificado un antiporte Arginina-Agmatina. Este antiporte también es electrogénico ya que a
pH 2,5 externo, Arginina tiene una carga neta +1, mientras que Agmatina sale con una carga
+2 y de esta manera contribuyen a la fuerza protomotriz (Igual en RA2).

Ademas de los sistemas de Resistencia Acida, también han sido reportados otros sistemas
de “tolerancia acida” o “adaptacion” menos eficaces. La respuesta de Tolerancia Acida (TA)
inducida ha sido reportada por varios autores en diferentes microorganismos entéricos tales
como Salmonella, Shigella y E. coli (Buchanan y Edelson, 1996; Gorden y Small, 1993;
Samelis y col., 2003). Se demostré que la exposicion de estas bacterias a pH subletales (4,5-
5,5) permite la adaptacion o habituacion de estos microorganismos a condiciones acidas, de
manera tal que se induce en ellos una TA que los protege de desafios a pH tan bajos como
2,5-3,7 por determinados periodos de tiempo. Las cepas de EHEC tienen un alto grado de
tolerancia acida y pueden sobrevivir hasta 7 horas a una exposicion a pH 2,5 6 3 a 37°C,
luego de crecer en condiciones de acidez moderada (Benjamin y Datta, 1995; Buchanan y
Edelson, 1996; Del Castillo y col., 2004). Uno de los mecanismos de proteccion es por una

disminucién de la permeabilidad de la membrana a los protones a través de la produccion de
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acidos grasos de cadena corta (Richard y Foster, 2003). La TA es un fenomeno complejo que
puede inducirse tanto en fase estacionaria como en fase exponencial de crecimiento y varia
ampliamente segun las especies bacterianas o entre cepas de una misma especie y también en
relacion al tipo de acidulante usado en el desafio (Samelis y col., 2003). Richard y Foster
(2003) distinguen la respuesta de &cido tolerancia producida en fase logaritmica de
crecimiento de los sistemas de resistencia acida de fase estacionaria, donde la diferencia mas
importante radica en que la TA de fase logaritmica, no protege a las células a desafios por
debajo de pH 3, la proteccion es efectiva en un plazo de tiempo mas breve y no requiere de la
presencia de aminoéacidos exdgenos como sucede en los sistemas RA. Por otra parte, las
células en fase estacionaria son 1000 a 10000 veces mas resistentes a acido que los
organismos creciendo en fase exponencial y también pueden exhibir la TA 4cido inducible
que ademads incrementa la RA 4cido independiente (Samelis y col., 2003; Waterman y Small,
1996).

Los microorganismos que producen acido como consecuencia del metabolismo de
carbohidratos, experimentan una gradual disminucion del pH en el medio. Esta acidificacion
induce una tolerancia acida durante la fase estacionaria que permite desarrollar una tolerancia
a pH 4cidos como asi también a otros factores deletéreos tales como osmolaridad alta y/o
temperaturas sub-Optimas, luz UV, estrés oxidativo, etc. Es decir que la TA induce en los
microorganismos una proteccion cruzada contra diferentes factores de estrés que debe ser
considerado en el procesamiento de alimentos (Leyer y col., 1995; Cheville y col., 1996). En
especial porque puede contribuir a su potencial patogénico permitiendo que algunas de sus
células resistan el ambiente acido del estdmago, resultando patogénicas en bajas dosis
infectivas (Doyle y col., 1997). Esta induccion de TA también podria producirse en alimentos

ligeramente acidos tales como carne, quesos y otros alimentos fermentados, en condiciones
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normales de produccion, si se encuentran contaminados con bacterias como EHEC, y
aumentar el riego de infeccion (Miller y Kaspar, 1994; Riordan y col., 2000; Peng y col.,
2011; Zhao y Doyle, 1994).

Como se detallard posteriormente, E. coli EHEC, especialmente el serotipo O157:H7, se

encuentran almacenados en el intestino grueso principalmente de ganado bovino. Dentro del
tracto intestinal de los animales, las bacterias pueden encontrarse en fase estacionaria y estar
expuestas a acidos grasos de cadena corta, dos condiciones que pueden inducir los sistemas de
resistencia acida (Lin y col., 1996; Saridakis y col., 2004). Estos sistemas permaneceran
activos hasta que las células vuelvan a entrar en fase de crecimiento. Si esos organismos
eliminados por materia fecal contaminan un alimento que se conserva refrigerado, los
mecanismos de RA permanecen activos por al menos un mes (Lin y col., 1996; Price y col.,
2004). Por lo tanto, estos patogenos estaran preparados para resistir el pasaje por el estdmago
humano, y ademas el alimento ingerido con ellos, puede proporcionar niveles suficientes de
Glutamato o de Arginina para el funcionamiento de los sistemas de RA.
Por otra parte, los sistemas de RA1 y 2 también contribuyen a la supervivencia de los
organismos dentro del tracto gastrointestinal del reservorio bovino, mientras que RA3 no se
ha encontrado que colabore en este nivel (Price y col., 2004; Richard y Foster, 2003). Algunos
estudios sugieren que la dieta de los animales también influye en la respuesta al estrés acido
de las EHEC, ya que algunos alimentos disminuyen el pH en el colon de los animales (Diez-
Gonzalez y col., 1998).

Como se comentd mas arriba, la mayoria de los brotes descriptos de EHEC son
producidos por carne contaminada. En la industria carnica es muy comun el uso de acidos
organicos, tales como acido lactico o acético, para reducir la contaminacion microbiana de las

carcasas. El alto nivel de RA de cepas de EHEC encontrado en algunos estudios (Benjamin y
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Datta, 1995), pone en duda la eficacia del lavado con &cidos organicos y su efecto bactericida
sobre E. coli O157:H7 en particular. La adaptacion a condiciones acidas en el tracto
gastrointestinal bovino posiblemente induzca a una mayor resistencia microbiana en la
decontaminacion con acido de las canales (Berry y Cutter, 2000). Estos estudios subrayan
también la importancia de la resistencia acida de E. coli en la patogénesis humana.
1.5. Evolucion de la Escherichia coli O157:H7

Estudios filogenéticos muestran que las bacterias entéricas partieron de un ancestro
comun e indican que Salmonella spp y Escherichia spp se diferenciaron hace
aproximadamente 120-160 millones de afios, coincidiendo con la aparicién de los mamiferos.
Sin embargo Shigella spp se diferencio de E. coli hace 80 millones de afios, coincidiendo con
la evolucion de los primates. Luego la insercion de la isla de patogenicidad LEE en el
cromosoma de E. coli comensal dio lugar a la aparicion de E. coli enteropatdégeno (EPEC),
fermentador de sorbitol (Sor (+)) y con actividad B-glucoronidasa (B-glu (+)). En el modelo
evolutivo de Feng y col. (1998), se hipotetizoé que el grupo O157:H7 se desarrollo a través de
una serie de etapas a partir de este antecesor tipo EPEC, no toxigénico (Figura 3). El modelo
predice que el antecesor comin mas reciente de la cepa O157:H7 y de la O55:H7 (A1) (Wick
y col., 2005), contenia el LEE y podia provocar diarrea a través de una mecanismo A/E.
Luego Al adquiri6 el gen de la toxina Stx2, a través de un proceso de transduccion, lo que
resulté en un O55:H7 Stx2+ (A2). En la siguiente etapa se adquirio el gran plasmido de
virulencia pO157 y entonces el antigeno somatico O55 cambi6 a O157 (A3) y también junto
con el plasmido se adquirieron otros factores de virulencia tal como el gen de la hemolisina
(ehxA). A partir de esa etapa, dos lineas separadas evolucionaron, una rama perdi6 la
motilidad por mutaciéon en el operdn flagelar, resultando en O157 Sor (+) (también llamadas

fermentadoras de sorbitol, FS O157). Este clon fue descubierto en Alemania en algunos casos
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de SUH vy por eso también se lo denomina clon alemén (A4). El primer hallazgo de este clon
se produjo en 1988, durante un brote de SUH (Karch y col., 1993) y se caracteriz6 por diferir
en los 3 rasgos mas importantes del serotipo O157:H7: fermentaban sorbitol, producian B3-
glucoronidasa y no eran méviles. La otra rama, de donde descienden las cepas O157 B-glu
(+), perdieron la capacidad de fermentar sorbitol y ganaron el gen de la toxina Shiga 1 (AS5).
Posteriormente, una inactivacion mutacional del gen wuidA, resulté en la pérdida de la
actividad B-glucoronidasa, transformandose finalmente en el fenotipo Sor (-) y B-glu (-),
tipico de E. coli O157:H7 (A6). Los descendientes clonales de A6 fueron los que se
expandieron y extendieron geograficamente y por ello ahora representan la mayoria de las
cepas de EHEC O157. Estas cepas pueden perder los genes de Stx o de movilidad en la
naturaleza o durante el aislamiento y cultivo, lo que explica las variantes se pueden encontrar
(Feng y col., 1998).

Por otro lado, en Alemania en la ultima década se han encontrado cepas de E. coli
O157:H7/H’, fermentadoras y no fermentadoras de Sorbitol (FS y nFS) aisladas de pacientes
con SUH vy diarrea con sangre, que son toxina Shiga negativas y se ha probado que estas
cepas han perdido los genes stx durante la infeccion (Bielaszewska y col., 2007; Friedrich y
col., 2007) y otras cepas fueron inherentemente stx-negativas, FS, asociadas a casos y brotes

de diarrea no sanguinolenta (Friedrich y col., 2007).
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Figura 3: Modelo evolutivo propuesto por Feng y col. (1998) en la emergencia de E. coli O157:H7
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1.6. Herramientas epidemioldgicas actuales

La vigilancia de las infecciones bacterianas es un componente fundamental de la Salud
Publica ya que con la continua y sistematica coleccion, analisis e interpretacion de datos se
pueden monitorear la tendencia de las enfermedades, estimar la magnitud de problema de
salud y realizar evaluaciones de riesgo, detectar brotes de enfermedades, evaluar programas
de intervencion e identificar las necesidades de investigacion. Toda esta informacion ayuda a
identificar e implementar politicas de Salud. Dentro de la vigilancia de las enfermedades
transmitidas por alimentos es muy importante el rol del laboratorio ya que muchos patdégenos
presentan manifestaciones clinicas similares y el laboratorio ayuda a conocer la etiologia,

diseminacion, distribucion y reservorio de los microorganismos. Para obtener esta
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informacion es necesario no sélo aislar el germen en cuestion, sino también caracterizarlo y
compararlo con otros relacionados.

Algunos métodos primarios de tipificacion estan basados en las caracteristicas fenotipicas
bacterianas, como caracteristicas morfologicas, de coloracion, crecimiento y diferenciacion en
medios selectivos. También dentro de la caracterizacion fenotipica se pueden explorar las
propiedades bioquimicas y fisiologicas expresadas por los microorganismos, entre las que se
incluyen la determinacion de biotipos, perfil de resistencia a antibidticos, serotipos, perfiles
electroforéticos y produccion de enzimas o toxinas, entre otros.

Puesto que E. coli es una bacteria comensal del intestino grueso humano, el aislamiento y
diferenciacion de las cepas patogenas de esta especie se constituye en un problema
fundamental en el andlisis. Afortunadamente, en el caso de STEC O157, algunas de sus
caracteristicas bioquimicas resultan claves para su diferenciacion ya que, contrariamente a lo
que ocurre con la mayor parte de las cepas de E. coli, las del serotipo O157:H7 en general no
fermentan sorbitol, no tienen B-glucoronidasa, y crecen a 42°C. Por ello inicialmente se
modificd el agar MacConkey, sustituyendo la lactosa por el sorbitol como carbohidrato
fermentecible, en el medio de cultivo diferencial para E. coli O157. Ademas, en el paso de
aislamiento, la técnica de separacion inmunomagnética, basada en el antigeno superficial
0157, se utiliza en todo el mundo con un significativo aumento en la recuperacion de E. coli
O157:H7 (Forsythe, 2000).

Los métodos se subtipificacion son esenciales en estudios de vigilancia y epidemiologia
de investigaciones, en particular en casos de brotes. Existen varios métodos que se pueden
utilizar para demostrar si aislamientos individuales pueden, o no, estar epidemioldégicamente
relacionados. En la actualidad, se utilizan ademéas métodos de subtipificacion molecular que

permiten identificar clones bacterianos. Estos métodos presentan mayor poder discriminatorio
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y reproductibilidad que las técnicas fenotipicas. Durante las ultimas décadas, se han
desarrollado métodos genotipicos, mayormente basados en PCR, que analizan caracteristicas
mucho mas estables que las fenotipicas y que pueden ser mas discriminatorias ya que el
genoma de cada cepa es unico. Para la subtipificacion de STEC se investiga muy
frecuentemente el anélisis de los genes de virulencia tales como las variantes de los genes de
las toxinas (stx), del gen de adhesion (eae) o de la hemolisina (esxA) (Gyles, 2007).

Unas de las principales técnicas moleculares utilizadas para subtipificar E. coli es la
electroforesis de campos pulsados (PFGE: Pulsed-Field Gel Electrophoresis), que permite
observar el polimorfismo genético existente en una poblacion bacteriana mediante el andlisis
de los patrones de restriccion del ADN cromosomico (Strockbine y col., 1998). Esta
metodologia se basa en la utilizaciéon de enzimas de restriccion de corte poco frecuente
(macrorrestriccion), que generan de diez a veinte fragmentos grandes (40 a 500 kb) del ADN,
los cuéles son luego separados por la aplicacion de campos eléctricos alternados durante la
electroforesis en gel de agarosa (PFGE). La comparacion de los patrones de fragmentos de
ADN obtenidos permite determinar las relaciones entre los aislamientos, y juega un papel
importante en la identificacion de las fuentes de infeccidon mediante la comparacion de los
aislados de alimentos o animales con los de pacientes, de manera de detectar brotes o casos
esporadicos de infeccion.

El PFGE se considera el método de subtipificacion Gold Standard para E. coli O157
(O’Sullivan y col., 2006), y es la técnica estandarizada utilizada en la Red Internacional de
vigilancia epidemioldgica de ETA, denominada PulseNet (Gyles, 2007). Cada patron de
PFGE, ya sean tnicos por aislamiento o el mismo patrén para un grupo de cepas (clusters),
recibe un cddigo identificatorio univoco y universal dentro de la red PulseNet, definidos por

12 caracteres de la siguiente forma: ZZXXXYYY.0000, donde los 2 primeros caracteres
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representan el pais donde fue hallado, los 3 segundos al patdgeno, los 3 siguientes referencian
la enzima de restriccion utilizada y los ultimos 4 son caracteres numéricos que designan el
numero de patréon de PFGE, los cuales se asignan secuencialmente a los nuevos patrones
encontrados (Swaminathan y col., 2006).

En nuestro pais, el Servicio de Fisiopatogenia del Departamento de Bacteriologia, del
INEI-ANLIS “Dr. C. G. Malbran”, es el laboratorio de Referencia Nacional de vigilancia
epidemioldgica de SUH, diarreas por STEC y E. coli diarragénicos, y participa en la base de
Datos de la red regional PulseNet de América Latina y Caribe. En este Servicio, se realizo la
subtipificacion de los aislamientos obtenidos en este trabajo de Tesis.

1.7. Ecologia de E. coli O157
1.7.1. Reservorio y vias de transmision de E. coli O157

Aunque la mayoria de los animales pueden ser portadores asintomdticos de STEC, es
reconocido internacionalmente que el tracto intestinal bovino es el principal reservorio de este
grupo patogénico y que estaria involucrado también en la diseminacion de las mismas (Doyle
y col., 1997). Algunos hechos conocidos del ganado como reservorio de STEC son: a) la
bacteria no es patdgena para el ganado, con excepcion de casos en neonatos bovinos (Dean-
Nystrom y col., 1997), b) la colonizacion es transitoria, de menos de 2 meses de duracion, c)
la portacion fecal es mas frecuente en el ganado joven (2 a 24 meses) que en el ganado adulto,
d) los animales engordados en sistemas de cria intensiva, alimentados o suplementados con
granos, tienen una prevalencia superior a la observada en animales de sistemas de pastoreo,
probablemente esto se deba a alteraciones de la flora normal, el pH y la concentracion de
acidos grasos en el tracto digestivo de los animales, sin embargo la evidencia cientifica no es

concluyente al respecto (Hovde y col., 1999).
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Historicamente, las vias de transmision de STEC (O157 y otros serotipos) son los
alimentos contaminados, principalmente se han vinculado con carne molida o productos
carnicos crudos o insuficientemente cocidos, hamburguesas en particular (Doyle y col., 1997).
Sin embargo, mas recientemente este patrén ha variado con un mayor numero de productos
alimenticios tales como embutidos fermentados, morcilla, leche no pasteurizada o hervida,
yogur, quesos, papas, lechuga, brotes de soja y alfalfa, jugos de manzana no pasteurizados, y
agua (Karper y col., 2004; Caprioli y col., 2005). También se reportaron brotes por vegetales
en ensaladas y por espinacas (Erickson y Doyle, 2007). La contaminacioén de estos alimentos
se debe principalmente a que durante la produccidon primaria estuvieron en contacto con heces
de ganado bovino, con aguas contaminadas, o por contaminaciéon cruzada durante la
preparacion de los alimentos. Ademas, otro modo de transmision es el contacto directo del
hombre con los animales y la transmision que se produce de persona a persona siguiendo la
via fecal-oral ya que este microorganismo puede eliminarse con las heces de una persona
infectada durante unos 20 dias en promedio, siendo esta la razéon de los casos humanos
secundarios. También se han visto caso de contaminacion por aguas de recreacion (Figura 4)

(Doyle y col., 1997 y Gyles, 2007).
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Figura 4: Formas de transmision de STEC, rol central del ganado como reservorio
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Es importante destacar que la dosis infectiva capaz de ocasionar enfermedad por parte de
este grupo bacteriano es muy baja. Algunos estudios epidemiolégicos indican que tan pocas
células de E. coli O157:H7, como entre 10 a 100, son suficientes para producir enfermedad, lo
cual posibilita la contaminacion de persona a persona (Doyle y col., 1997).

La contaminacion de la carne probablemente comience durante las actividades propias de
la faena donde inicialmente se contamina la superficie de la res, y luego, durante el
procesamiento se transfiere la contaminacion bacteriana al interior de la carne, donde los
microorganismos pueden resistir una coccion insuficiente. El tratamiento térmico es el
meétodo recomendado para asegurar la eliminacion de STEC de los alimentos. La
pasteurizacion es un meétodo efectivo para eliminar este microorganismo. En los alimentos
carnicos molidos es necesario alcanzar una temperatura interna de coccion de 68,3°C como
punto critico recomendado por la Administracion de Alimentos y drogas de EEUU (FDA,
Food and Drug Administration) para la inactivacion de E. coli O157:H7 (Griffin y col.,

1994).
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1.8. El SUH y la cadena de la carne en la Argentina
1.8.1. Situacion actual del SUH

En la Argentina, la incidencia de SUH es una de las mas altas del mundo y ha sido
reconocido como la causa mas frecuente de insuficiencia renal aguda en los primeros afios de
vida, la segunda causa de insuficiencia renal cronica (Spizzirri y col., 1997), y es responsable
del 20% de los trasplantes renales en nifios y adolescentes, constituyendo una enfermedad
endémica (Calletti y col., 2006). La incidencia de la enfermedad ha aumentado a través de los
afios registrandose actualmente aproximadamente 500 casos nuevos por afo, con una tasa de
hospitalizacion en el afo 2008 de 17 casos cada 100.000 nifios menores de 5 afios. Se
notificaron ese afio 543 casos de los cuales el 54% correspondio al sexo femenino y el 54% de
los sujetos tenian menos de 2 afios, con una edad promedio de 36 meses. La mayoria de los
casos (70%) ocurrieron durante los mese calidos (desde octubre a marzo). La letalidad en la
fase aguda fue del 2%. Algunos estudios muestran que en la mayoria de los casos de SUH
posentérico (75%), el serogrupo prevalente fue E. coli O157:H7 (Rivas y col., 2011). En
nuestro pais el SUH se produce mas frecuentemente como casos esporadicos. Debido a la
dificultad para rastrear las vias de infeccion en los casos de SUH, se realizaron estudios
tratando de establecer la etiologia de la enfermedad y se encontrdé que algunos hébitos de
consumo de alimentos se han relacionado con un mayor riesgo de infeccion por STEC, tales
como comer carne mal o poco cocida, vivir o visitar un lugar con granja de animales, y el
contacto con nifilos menores de 5 afios de edad con diarrea (Rivas y col., 2008). En el afio
2002 se pudo establecer una asociacion entre un caso de SUH y el consumo de una
hamburguesa casera contaminada (Rivas y col., 2003).

Aunque la incidencia de SUH fue aumentando a través de los afos, la letalidad de la

enfermedad fue disminuyendo debido al diagnostico precoz de la misma y a la instauracién
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temprana de tratamientos paliativos. El tratamiento comprende medidas terapéuticas
destinadas a corregir las alteraciones hidroelectroliticas, hematologicas, neurologicas y de
hipertension arterial durante el periodo agudo. Hasta el presente no existe una terapia
especifica para las infecciones por STEC y si bien E. coli O157:H7 es susceptible a la
mayoria de los agentes antimicrobianos utilizados comunmente, el uso de antibioticos como
terapia no es recomendado ya que podria precipitar la evolucion a SUH. Algunos estudios in
vitro muestran que el uso de antibidticos estimulan la liberacion de Stx (Wong y col., 2000).
1.8.2. Antecedentes de E. coli O157 en la cadena de la carne
Debido a la importancia de los productos cérnicos en los brotes de SUH, el ganado

bovino ha sido foco de numerosos estudios para determinar su participacion en la transmision
de la enfermedad. Desde el primer reporte de Orskov en 1987 (Orskov y col., 1987), en la que
se inform6 que E. coli O157:H7 fue aislada de un ternero con diarrea en la provincia de
Buenos Aires, se han realizado numerosos estudios en todo el mundo que han permitido
confirmar al ganado vacuno como el principal reservorio de STEC O157 (Ferens y Hovde,
2011). Sin embargo, son menos los estudios que han evaluado la contaminacion con STEC
0157 en las distintas etapas de la faena, mediante el analisis de diferentes tipos de muestras,
tales como el contenido fecal, la carcasa o el cuero de los animales (Elder y col., 2000;
O’Brien y col., 2005). Recientemente, Rhoades y col. (2009), han examinado los datos de
prevalencia de STEC y otros patégenos en la cadena de produccion de la carne. Este tipo de
estudios, sirven de base para evaluar el riesgo de STEC en esta cadena alimentaria (Cassin y
col., 1998; Cummins y col., 2008; Rhoades y col. 2009).

En EEUU, luego de un gravisimo brote de enfermedad en 1993 causado por E. coli
O157:H7 asociado al consumo de hamburguesas poco cocidas de una cadena de comidas

rapidas, el Servicio de Inspeccion de Alimentos (FSIS, Food Safety and Inspection Service)
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(1994) declar6 a este microorganismo como un adulterante en carne picada e inicidé un
programa de deteccion en carne molida cruda a nivel de plantas de procesamientos y en
comercios minoristas. Sin embargo, para poder bajar la incidencia de enfermedad de E. coli
O157:H7, en 1997 cambi6 la metodologia de laboratorio, aumentando la cantidad de muestra
de carne analizada de 25 a 325 g (tolerancia cero en 5 muestras de 65 g de carne molida).
También en Septiembre de 1999, introdujo una prueba de laboratorio mas sensible para la
recuperacion de E. coli O157:H7 basada en la separacion inmunomagnética. Por estas
razones, se aumentd la deteccidbn de esta bacteria que se encuentra en muy bajas
concentraciones y con ello también se incremento el niimero de recalls o retiros de carne del
mercado. El numero de recalls bajoé y se mantuvo controlado a partir del ano 2002, a raiz de la
reevaluacion de los planes HACCP y de otras estrategias de mitigacion tomadas por el FSIS
para reducir la prevalencia de E. coli O157:H7, tales como procedimientos sanitarios de
dressing e intervenciones con antimicrobianos (USDA, 2013).

A pesar de los numerosos antecedentes internacionales, en Argentina al inicio de este
trabajo habia relativamente muy pocos trabajos respecto de la incidencia y caracterizacion de
cepas STEC O157 en el ganado bovino en pie y sobre todo durante su industrializacién en
frigorificos locales. Hasta el momento la informacion disponible estd basada en estudios
parcializados, limitados por la focalizacion en ciertos aspectos y con metodologias empleadas
que no tienen la sensibilidad requerida. Algunos estudios en carne picada indican un 32% de
contaminacion de la misma con STEC (Parma y col., 2000). Otro estudio realizado en el afio
2001 por Chinen y col., mostré que la prevalencia del serotipo O157:H7 en carne picada fue
del 3,8% de las muestras tomadas en comercios minoristas. Con respecto a la prevalencia en
bovinos, un estudio epidemiologico realizado por Sanz (Sanz y col., 1998) en vacunos adultos

sanos y terneros con diarrea a nivel de finca, utilizando PCR para detectar los genes stx, se
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detectd un 38% de STEC, sin embargo en este trabajo no detectd la presencia del serotipo
O157:H7. Estudios posteriores confirmaron la prevalencia de STEC no-O157, en 15,8% en
terneros (Mercado y col., 2004), 26,6% en ganado de carne y leche (Parma y col., 2000),
mientras que Meichtri y col. (2004), estudiaron la prevalencia de STEC en materia fecal de
200 novillos jovenes previo a su faena y detectaron STEC de distintos serotipos en un 39% de
los animales y solamente en un 0,5%, el serotipo fue O157:H7. Cabe destacar que uno de los
factores determinantes en la estimacion de STEC y en particular de de E. coli O157:H7, es la
metodologia utilizada en los diferentes estudios.
1.8.3.Situacién de la Cadena de la Carne Argentina

Seglin datos estadisticos del USDA la region contribuye con 10,25 millones de toneladas
de carne. Alrededor del 20% de la produccion mundial; 49,748 millones de toneladas. De
acuerdo con los datos del Instituto de Promocion de la Carne Vacuna Argentina (IPCVA), en
nuestro pais la faena de bovinos alcanza mas de 15 millones de cabezas por afio. Lo cual
implica que se elaboraron alrededor de 2.452 mil de Tn, es decir una produccion de 4.632
millones de dodlares. La exportacion de carne vacuna fresca y procesada alcanzan las 480 mil
toneladas por afio, equivalente a mas de 1300 millones de dolares anuales (3000 u$s/Tn). Esta
situacion coloca a nuestro pais como el 5to productor y como 7mo exportador de carne
vacuna a nivel mundial (Fuente: [IPCVA).

Por otra parte, la carne vacuna es un componente tradicional de la dieta argentina, y
aunque el consumo promedio fue bajando por razones econdmicas siendo en el afio 2007 de
alrededor de 69,4 kg per capita al aio y llego en el afio 2012 a 59,0 kg promedio (Fuente:
IPCVA). Atn el consumo sigue siendo alto en comparacion con otros paises y la demanda

esta cubierta por una dindmica industria de ganado vacuno.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

El objetivo del trabajo de tesis fue determinar el nivel de contaminacion con E. coli O157
del ganado vacuno faenado en nuestro pais y evaluar la resistencia acida de los aislamientos
obtenidos de E. coli O157 en las plantas frigorificas. Para ello, se plantearon tres objetivos

generales:

A. Estimar de forma representativa la Prevalencia de E. coli O157 en ganado bovino

faenado en frigorificos de la Argentina.

B. Caracterizar los aislamientos de E. coli O157 obtenidos para conocer su potencial

patogénico y sus caracteristicas epidemiologicas.

C. Estimar la influencia de la respuesta al estrés acido de los aislamientos obtenidos.

2.2. Objetivos especificos

Enmarcados dentro de los objetivos generales definimos los siguientes objetivos

especificos:

Objetivo A:

Al. Determinar de forma representativa la prevalencia de STEC O157 en materia fecal de
bovinos de abasto a la entrada de la linea de faena y el grado de contaminacion con EC O157

TSN.

A2. Estimar los indices de contaminacion con STEC O157 y EC O157 TSN de las

carcasas durante su procesamiento en los frigorificos
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A3. Establecer si existen patrones de incidencia de acuerdo con origen de las muestras.

Objetivo B:

B1. Caracterizar feno y genotipicamente los aislamientos obtenidos.

B2. Estimar el potencial patogénico de las cepas de acuerdo a los factores de virulencia

que presentan.

B3. Determinar la relacion clonal de los aislamientos mediante técnicas de subtipificacion

molecular

Objetivo C:

Cl1. Cuantificar la respuesta al estrés acido de los clones aislados de materia fecal y

carcasa.

C2. Estimar la relacion de la respuesta al estrés acido y el perfil patogénico de las cepas

estudiadas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Estimacion de la Prevalencia de E. coli O157 en ganado bovino faenado en
frigorificos de la Argentina

3.1.1. Determinacion de Prevalencia en Materia Fecal y Carcasa. Disefio del ensayo

Para disefiar un muestreo estadisticamente representativo de la faena en nuestro pais se
supuso una incidencia de STEC O157 del 5% en materia fecal en base al dato del 0,5% de
prevalencia previamente obtenido por Meichtri y col. (2004). Este valor fue multiplicado por
un factor de 10 como estimacion del incremento en la sensibilidad esperado por el uso de la
metodologia de inmunocaptura. De acuerdo a esta frecuencia estimada, y considerando una
precision del 1,5% con un indice de confianza del 95%, se determiné utilizando el programa
de estadistica epidemiologica (OpenEpi, version 2.3), analizar un total de 811 bovinos, 1622
muestras en total, 811 carcasas (CA) y 811 materias fecales (MF).

Desde Noviembre de 2006 hasta Abril de 2008 se colectaron muestras en nueve
frigorificos de exportacion de Argentina seleccionados por la cantidad de ganado promedio
faenado y también teniendo en cuenta las condiciones higiénico-sanitarias de los mismos. Se
desarrollé un procedimiento de muestreo acordado con los frigorificos y se brind6 asistencia
al personal designado por cada frigorifico para tal fin, a través de visitas, guias (Anexo 1) y
videos demostrativos con el fin de homogeneizar el procedimiento de toma de muestra.

De cada lote de animales de procedencia conocida (30-60 animales) se analizaron las
materias fecales y carcasas de 6 animales consecutivos en la linea de faena. Acorde a esto, en
cada frigorifico se muestrearon de 14 a 18 lotes durante el periodo de estudio. Cada lote se
identifico mediante un codigo compuesto por una letra correspondiente al frigorifico y un

numero de la visita a ese frigorifico, por ejemplo A-1, D-9, etc.
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En cada muestreo se consigné una planilla acompafiante con los siguientes datos:
procedencia, raza, sexo, denticion, peso de la media res, localizacion geografica de origen de
la hacienda, asi como también informacion respecto de régimen alimentario en campo y otras
informaciones que se pudieran considerar a priori significativas en la incidencia de STEC
0157 en las muestras (Anexo 2).

Previamente a cada jornada de toma de muestras, se enviaron a los frigorificos las bolsas
de muestreo con esponja, el caldo de hidratacion para cada una (25 ml de agua peptonada), las
bolsas de muestreo de MF, guantes descartables y todo el material extra necesario para el
adecuado envi6 de las muestras al laboratorio.

3.1.2. Procedimiento de Muestreo de Materia Fecal (MF)

Las muestras de MF se tomaron en la bandeja de visceras verdes. Alli se cortaron las
ligaduras del recto de cada animal muestreado y se estrujo esta porcion de intestino para
producir la salida del contenido fecal. Luego se procedid a retirar en bolsas estériles tipo
Whirl-Pak (Nasco, EEUU) una cantidad suficiente de MF, dentro de lo posible entre 30 a 50
g. Las bolsas se cerraron y se rotularon adecuadamente para ser enviadas al laboratorio. El

procedimiento se observa en las imagenes de la Figura 5.
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Figura 5: Toma de muestra de MF en la bandeja de visceras verdes

& b - i I'ET}

= 5 S

@ Entrada de las visceras a la bandeja. @ Corte de la ligadura del recto. ® Estrujado para producir la
salida de MF. @ Salida de MF. ® Toma de MF con la bolsa estéril. ® Cerrado de la bolsa.

3.1.3. Procedimiento de muestreo de Carcasa (CA)

En el lapso de aproximadamente una hora después de la toma de muestra de materia
fecal, las carcasas sin ninglin tratamiento de descontaminacion y provenientes de los mismos
6 animales, fueron esponjadas luego del lavado de las canales, y previo a la entrada a la
camara frigorifica. El muestreo de las carcasas consistio en esponjar 8000 cm” de la media
res, 4000 cm” de la regién anterior y 4000 cm” del cuarto posterior (Figura 6). Para esto, se
sigui6 la técnica del Departamento de Agricultura de Estados Unidos para la investigacion de
incidentes de contaminacion (USDA; U. S. Department Agriculture, Food Safety and

Inspection Service (FSIS) methodology, 2005).
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Figura 6: Esquema de la superficie de esponjado de la zona anterior y posterior de la carcasa

CUARTO
POSTERIOR

CUARTO
ANTERIOR

Para el esponjado se utilizaron bolsas de muestreo con esponja estériles (Whirl-Pak speci-
sponge, Nasco, EEUU), rehidratadas con 25 ml agua peptonada. Primeramente se muestreo
4000 cm® del cuarto anterior, con la esponja escurrida, realizando aproximadamente 10
barridos de derecha a izquierda. Luego se invirtio la cara utilizada de la esponja y con la otra
cara se esponjo el cuarto posterior de forma similar al anterior (otros 4000 cm?). Finalmente
se cerrd la bolsa asegurandose que la esponja de muestreo quede en contacto con el liquido
remanente y se rotuld. Todo el procedimiento se realizd con guantes descartables estériles

como se observa en las iméagenes (Figura 7).
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Figura 7: Toma de muestra de CA
— e S —

@ Hidratacion de la esponja. @ Esponjado del cuarto anterior. @ Barridos de derecha a izquierda.
@ Inversion de la esponja. ® Esponjado del cuarto posterior. ® Cerrado de la bolsa.

Las muestras obtenidas fueron correctamente rotuladas, numeradas consecutivamente,
refrigeradas y despachadas inmediatamente al laboratorio junto con la planilla de registro
fueron, donde fueron procesadas para la deteccion de E. coli O157. El muestreo fue realizado
por investigadores del ITA o por los veterinarios consignados en cada planta, debidamente
entrenados de acuerdo al procedimiento descripto en la “Guia para los veterinarios de
frigorificos” (Anexo 1).

3.1.4. Método de deteccion de E. coli O157
En el laboratorio las muestras fueron procesadas para la deteccion de E. coli O157

siguiendo el esquema simplificado de procedimiento que se observa en la siguiente figura

(Figura 8):
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Figura 8: Esquema simplificado del tratamiento de las muestras en el laboratorio

w GN+ N Deteccion (z.c.)
novobiocina CT-SMAC

Stomacher, | /
37°C ON . ' illl '

i — ECm + ID-O157 Confirmacién
novobiocina colonias

p

Enriquecimiento Aislamiento

lojo Mol JNoj

Caracterizacion
aislamientos

El procedimiento consta de cuatro pasos basicos: a) enriquecimiento de las muestras para
la recuperacion y aumento del numero de las bacterias, b) el aislamiento de forma selectiva y
la diferenciacion de las E. coli O157, ¢) la deteccion y seleccion especifica de dicho serotipo y
d) la caracterizacion y la subtipificacion de las cepas (Apartado 3.2). A continuacion se
describen los tres primeros pasos:

a) Enriquecimiento

Para el enriquecimiento de la MF se pesaron 10 g de muestra en bolsas con filtro (Whirl-
Pack, Nasco, EEUU) y se homogeneizaron en 90 ml de caldo para Gram negativos, GN
Hajna, (Difco, EEUU). Se incubaron a 37°C durante 5 h.

Las muestras de CA fueron enriquecidas por el agregado de 90 ml de caldo ECm (E. coli
modificado, Difco, Becton-Dickinson and Company (BD), Francia) en las bolsas con esponja
utilizadas. Luego fueron homogeneizadas en stomacher (Lab-Blender 400) e incubadas a 37°C
durante 2 horas.

Luego de esta incubacion, se adiciond6 Novobiocina (20 pg/ml, concentracion final)
(Merck KGaA, Alemania) en ambos caldos de enriquecimiento y se continud la incubacion

por 18 hmas a 37°C.
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b) Aislamiento

A partir de un mililitro del caldo de enriquecimiento se realizo la técnica de Separacion
Inmunomagnética (SIM), de acuerdo con una adaptacion del método USDA/FSIS para el
aislamiento de STEC O157:H7/NM en alimentos (USDA/ FSIS, 2002).

Técnica de Separacion Inmunomagnética (SIM):

El fundamento de la SIM es la separacion de E. coli O157:H7/NM mediante la utilizacion
de anticuerpos anti-O157 purificados, adsorbidos y unidos covalentemente a la superficie de
particulas esféricas paramagnéticas, uniformes y microscopicas de poliestireno. Estas
particulas son incubadas con el caldo enriquecimientos. Durante esta incubacion, los
anticuerpos se unen al antigeno somadtico presente en la pared bacteriana de E. coli
O157:H7/NM. Luego, mediante utilizacion de un imén es posible concentrar las perlas con las
bacterias adheridas. El concentrado es resuspendido en un buffer y a continuacion, el mismo
es sembrado para el aislamiento diferencial de E. coli O157:H7/NM en medios cromogénicos
selectivos.

El procedimiento para realizar la SIM se esquematiza en la figura 9 y se ilustra en la
figura 10. Se mezcld6 1 ml del caldo de enriquecimiento, con 20 ul de perlas
inmunomagnéticas (Neogen Corp., Lansing, MI) en un tubo eppendorf estéril. Se agitd 15
segundos en vortex y se colocaron los tubos en un agitador rotatorio a 18 rpm durante 30
minutos, a temperatura ambiente. Luego, se colocaron los tubos en una gradilla imantada y se
agitaron suavemente por inversion durante 5 minutos hasta observar un boton en la pared del
tubo que se encuentra en contacto con el imédn. Se extrajo el sobrenadante con precaucion de
no desprender las perlas de la pared y se quitoé el iman de la gradilla. Luego, se procedié al
lavado de las perlas agregando 1 ml de buffer PBS-Tween 20 al 0,02% (PBS, solucion salina

bufferada con fosfatos pH 7,2; Bio Rad Life Science, Florida, EEUU y Tween 20; USB



47

Corporation, Ohio, EEUU) y se resuspendieron las perlas. Se colocaron nuevamente los tubos
en la gradilla con iman y se agitaron durante 3 minutos hasta observar de nuevo el botén en la
pared. Se realizo de esta forma varios lavados (2 0 3). Finalmente, se resuspendieron las
perlas en 100 pul de PBS 1X y se dispensaron 50 pl en una placa de agar MacConkey Sorbitol
(SMAC, Difco, BD, Le Pont de Claix, Francia) suplementadas con Cefixime-Telurito
(BioMerieux, Francia) (CT-SMAC) y los otros 50 pl restantes en una placa de agar ID-O157
(Chrom ID™ 0157:H7, BioMerieux, Francia). Las placas se sembraron una mitad en forma
confluente y luego la otra mitad en forma diseminada para obtener colonias aisladas. Las
placas se incubaron a 37°C durante 18 a 24 h.

Figura 9: Diagrama del procedimiento de STM

Cultivo enriquecido Perlas inmunomagnéticas
(GN para MF 6 ECm g paraE. coli 0157,
paraCA), 1ml 20 pl
| J
I

Agitadorrotatorio
18 rpm, 30 min

v

Gradillaimantada
agitacién porinversion
5min

Descaste de SN Lavados con Buffer

PBS-Tween 20

Resuspencidnde perlas
100ul Buffer PBS

Y

Siembrade 50ul en placasde
ID-0157 y CT-SMAC
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Figura 10: Procedimiento para realizar la separacion inmunomagnética (SIM) de las E. coli
O157:H7/NM en el laboratorio

Sl

® Dispensacion del enriquecido en un tubo eppendorf. @ y ® Agregado de las perlas
inmunomagnéticas @ Incubacion en un agitador rotatorio. ® Colocacion de los tubos en la gradilla
imantada y agitacion por inversion. ® Formacion del boton de perlas en la pared del tubo y
eliminacion del liquido. @ Extraccion del iman de la gradilla. ® Agregado del buffer de lavado. ®
Siembra en las placas de las perlas resuspendidas.

¢) Deteccion

La deteccion de STEC O157, a partir del crecimiento de las zonas de confluencia de las
placas de medios selectivos y diferenciales CT-SMAC y ID-O157, se realizé por PCR
multiple mediante una técnica validada por Leotta y col. (2005) para confirmar la portaciéon de
los genes stxi, stxa y rfbois7.

Reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) multiple:

Se utilizaron tres pares de oligonucleotidos cebadores, un par amplifica un fragmento de

130 pb del gen stx;, correspondiente a la subunidad B de la toxina Stx1, otro par amplifica un
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fragmento de 346 pb del gen stx;, correspondiente a la subunidad A de Stx2 y el tercer par de
cebadores que amplifican un fragmento de 259 pb del gen rfbo;s7 correspondiente a una
proteina involucrada en la sintesis del LPS O157 (Karch y col., 1989). La cepa de referencia
E. coli EDL933 (O157:H7, Stx1+/Stx2+) fue utilizada como control positivo de la reaccion,
como control negativo se empled E. coli ATCC 25922 (sin factores de virulencia) y como
control de reactivos se utiliz6é una mezcla sin templado.

Para obtener el templado de ADN se tom¢ una ansada del cultivo y se resuspendi6 en 150
ul de buffer Triton X-100 (USB Corporation, Ohio, EEUU) al 1% en buffer TE 1X [10 mM
Tris-HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA (pH 8,0)] y luego la mezcla se llevé a 100°C, durante 15
minutos y se centrifugd a 12000 rpm durante 5 minutos. De esta manera se obtuvo un pellet
correspondiente al debris bacteriano y un sobrenadante donde se encuentra el ADN. Este
extracto de ADN se conservo a 4°C para ser utilizado en la reaccion de PCR 6 se almaceno a -
20°C si no se utiliz6 inmediatamente.

La mezcla de amplificacion para una determinacion consistié en Sul de buffer de PCR
10X (provisto junto con la enzima); 1,5mM de MgCl,; 0,1 mM de cada uno de los
desoxinucleotidos trifosfato (ANTP, Invitrogen, Brasil); 0,2-1 pmol/ul de cada primer, 1U de
Taq (Thermus aquaticus) ADN polimerasa recombinante (Invitrogen, Brasil), 2ul de templado
y agua tridestilada para alcanzar 50ul de volumen final.

Para las reacciones de amplificacion se utilizé un termociclador My Cycler™ Thermal
Cycler (Bio-Rad Life Science, CA, EEUU). Las condiciones de amplificacion consistieron en
un paso inicial de desnaturalizacion a 94°C durante 5 min y 30 ciclos de: 30 seg a 94°C
(desnaturalizacion), 30 seg a 58°C (hibridacion) y 30 seg a 72°C (extension); y un paso final

de 72°C por 2 min (Leotta y col., 2005).
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Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa
(Invitrogen, Espafia) al 2% en buffer TAE 1X [40 mM Tris; 20 mM acido Acético; 1 mM
EDTA (pH 8,0), Bio-Rad Life Science, Florida, EEUU), adicionado con Bromuro de Etidio
(BrEt 0.5pg/ml final, Promega, Madison, EEUU), junto con un marcador de peso molecular
de 100pb (Cienmarker, Biodynamics SRL, Argentina). Se utilizé como buffer de siembra y
frente de corrida 10pl Azul de Bromofenol al 0,25% en solucion acuosa con glicerol al 30%,
en 50 pl del ADN amplificado. La electroforesis se llevd a cabo en una cuba (Bio-Rad Life
Science, CA, EEUU), con una fuente de poder PowerPac HC (Bio-Rad Life Science, CA,
EEUU), a 80 v/cm durante 50 min y se utilizéo como buffer de corrida TAE 1X. Los resultados
se observaron en un transiluminador (UVP M20, Cambrigde, Inglaterra). De esta manera se
pudieron diferenciar los tres productos de amplificacion de acuerdo con los diferentes pesos
moleculares como se observa en la figura 11.

Figura 11: Productos de amplificacion por PCR para la deteccion de los genes stxy, stx, y rfbois; en
cepas de referencia y en STEC

Calles 6: control positivo E. coli EDL933 stx/stx,/rfbo1s;. Calles 3y 4: E. coli O157:H7 stx,/rfbois.
Calles 1: STEC stx,. Calles 2 y 5: STEC O157 negativas. Calle 7: Control de reactivos sin templado.
Calle 8: Marcador de peso molecular CienMarker.

Las condiciones individuales de amplificacion y las secuencias de los cebadores de las

PCR utilizadas se describen en el Anexo 3.
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A partir de aquellas placas cuya zona de confluencia mostraron bandas de amplificacion
por PCR multiple (positivo presuntivo), se repicaron al menos 20 colonias a una placa grillada
de SMAC para su aislamiento e identificacion de cepas (positivo confirmado) como se
muestra en el esquema de recuperacion (Figura 12). En los casos donde la zona de
confluencia resultd positiva para rfbo;s7 y stx, se tomaron las colonias caracteristicas en cada
medio de cultivo, en ID-O157, se repicaron colonias color verde a verde-azulado, y colonias
incoloras en CT-SMAC. Mientras que en los casos donde la zona de confluencia resultd
positiva solo para rfbo;s7, se repicaron distintos tipos de colonias caracteristicas de E. coli
O157:H7 en los medios de cultivos utilizados pero también colonias caracteristicas de E. coli
genérico, es decir, colonias rosadas a violeta en ID-O157 y colonias de color rosa a rojas en
CT-SMAUC, con el objetivo de recuperar de estas muestras, cepas EC O157 TSN. Las colonias
aisladas se analizaron en 2 pooles de 10 colonias sospechosas cada uno. En los casos donde el
resultado de la PCR multiple de la zona de crecimiento confluente fue negativo, se considerd
que la muestra era negativa para E. coli O157. Por el contrario, si la zona de confluencia fue
positiva y también uno de los pooles, cada una de las colonias presuntivas se analizé por PCR
multiple para identificar la colonia portadoras del gen rfbo;s7, las cuales se reaislaron en agar
Tripteina de Soja (TSA, Oxoid LTD, Hampshire, Inglaterra) para su confirmacion (Figural2).
Una vez aislada y confirmada como E. coli O157 por PCR multiple, se considero como una
cepa Unica a la cual se la rotulo con la nomenclatura definida del laboratorio y se almaceno
adecuadamente para su posterior caracterizacion. Las cepas aisladas fueron mantenidas a -
70°C en crioperlas (AES Laboratoire, Ker Lann, Francia) y también en caldo Tripteina de
Soja (TSC, Oxoid LTD, Hampshire, Inglaterra) con 30% de glicerol a -20°C, como cultivo de
trabajo. E1 ADN obtenido a partir de las mismas fue almacenado a -20°C por un periodo no

mayor a tres meses.
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Figura 12: Esquema de recuperacion de cepas y confirmacion de muestras presuntivamente E. coli
0157 positivas (STEC O157 y EC 0157 TSN) por PCR multiple a partir de las zonas de confluencia
de los medios selectivos

PCR
CT-SMAC y 0157 ID multiple

CA 6 MF

Z.C.
() | E coliO157 ()

(+)

b CA 6 MF
\\ E. coli 0157 (+)
N Prestntiva PCR miiltiple

2 pools 10 A

PCR multiple /

10 A del pool (+) A aisladay

confirmada
\ ()

(_) CA 6 MF
E. coli O157 (-)**

* muestra presuntiva y confirmada.
** muestra presuntiva. No confirmada.

3.2. Caracterizacion de los aislamientos de E. coli O157 obtenidos para conocer su

potencial patogénico y sus caracteristicas epidemiologicas

Las cepas rfbois7 positivas, aisladas y confirmadas por PCR (Figura 12), fueron rotuladas
y mantenidas en condiciones adecuadas de conservacion para su caracterizacion feno-
genotipicas.

Caracterizacion fenotipica de los aislamientos

La caracterizacion fenotipica se realizo mediante pruebas tintoriales, morfologicas y
bioquimicas para identificar E. coli y las pruebas especificas para el serotipo O157 (Ewing,
1986), serotipificacion, citotoxicidad especifica en células Vero, sensibilidad a antibioticos y

hemolisis de globulos rojos.
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3.2.1. Identificacioén bioquimica general

A los aislamientos presuntivos de E. coli se les realizd una identificacion bioquimica
basica con las siguientes pruebas: Produccion de Indol, movilidad y produccién de acido
sulfhidrico en agar Indol Movilidad Sulfuro (IMS, Laboratorios Britania, Argentina),
fermentacion de Glucosa, Lactosa y produccion de gas en agar Triple Azucar Hierro (TSI,
Laboratorios Britania, Argentina), descarboxilacion de Lisina (en agar Lisina Hierro, LIA,
Laboratorios Britania, Argentina), fermentacion 4cido mixta (en caldo rojo de metilo-Voges
Proskauer, RM/VP, Oxoid LTD, Hampshire, Inglaterra), descarboxilacion de Ornitina (agar
Movilidad Indol Ornitina, MIO, Laboratorios Britania, Argentina), produccion de Ureasa
(agar Urea de Christensen (UC), Oxoid LTD, Hampshire, Inglaterra), produccion de
Fenilalanina Desaminasa (medio con agar fenilalanina, Laboratorios Britania, Argentina),
utilizacion de Citrato como fuente de carbono (agar Citrato de Simmons (CS), Oxoid LTD,
Hampshire, Inglaterra), fermentacion de hidratos de carbono: Rafinosa, Sorbitol, Celobiosa,
Ramnosa, Dulcitol, Lactosa, Sacarosa (Sigma Chemical CO, St. Louis, EEUU) y Glucosa
(Merck KGaA, Alemania), en caldo Rojo Fenol (RF, Difco, Becton-dickinson and Company
(BD), Francia) conteniendo un 1% del azucar correspondiente, actividad B-glucoronidasa
(disco con Glucorénido, MUG, Lab. Biokar, Argentina), actividad B-galactosidasa (disco con
ONPG, Lab. Britania) y produccion de pigmento amarillo. Las pruebas se realizaron
siguiendo las técnicas como indica MacFadin (3° Ed.) o en algunos casos el fabricante del
medio de cultivo y se diferencid E. coli genérico, el serotipo O157:H7/NM y E. hermanii de
acuerdo con la clasificacion del Manual de Procedimiento para la deteccion de STEC O157 en

Alimentos (2008, pag. 74) (Tabla 1).
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Tabla 1: Pruebas bioquimicas basicas para diferenciar cepas del género Escherichia

Bacteria
Pruebas Bioquimicas Medio utilizado E. coli 0151;3.: ﬁ(;leM E.hermanii
Fermentacion de glucosa TSI/RF + + +
Fermentacion de lactosa TSI/RF + + -
Fermentacion de sacarosa TSI/RF + + +
Formacion de ac. Sulthidrico TSI/IMS - - -
Produccion de gas TSI + + +
Utilizacion de citrato CS - - -
Produccion de indol IMS + + +
Movilidad IMS/MIO M/NM M/NM M
Fermentacion de sorbitol RF + - -
Actividad B-glucoronidasa MUG + - -
Actividad lisina descarboxilasa LIA +(90%) + (100%) - (6%)
Actividad ornitina descarboxilasa MIO +(95%) + (100%) + (100%)
Fermentacion de celobiosa RF - (2%) - (2%) + (97%)
Produccion de ureasa ucC -/+ -+ -
Produccion de pigmento amarillo TSA - (0%) - (0%) +(98%)

3.2.2. Biotipificacion

Las cepas de E. coli O157:H7/NM se clasifican en los biotipos A, B, C, D, segin la
capacidad de fermentar los azucares rafinosa, dulcitol y ramnosa. Para tal fin se procedio
como se describio anteriormente en la fermentacion de hidratos de carbono y se clasificaron
los aislamientos de acuerdo con la tabla 2.

Tabla 2: Biotipos de E. coli O157:H7 de acuerdo a la fermentacion de azucares

Biotipo E. coli O157:H7

Prueba
A B C D
Rafinosa + + + +
Dulcitol - + + -
Ramnosa - - + +
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3.2.3. Produccion de Enterohemolisina

Para la determinacion de las cepas productoras de enterohemolisina (EHEC-Hly) se
siguid la técnica propuesta por Beutin y col. (1989), para lo cual se emplearon placas con agar
Base Triptosa (Difco, Becton-Dickinson and Company (BD), Francia) suplementado con 10
mM de Cl,Ca (Sigma) y 5% de sangre de oveja desfibrinada lavada con PBS estéril, pH 7.2.
Como control se emplearon placas de agar Base Triptosa con 5% de sangre desfibrinada de
oveja sin lavar y sin el agregado de Cl,Ca. Se sembraron ambas placas en paralelo con
cultivos jovenes de las cepas a investigar y a las tres horas de incubacion a 37°C se realizé una
primera lectura para la deteccion de a-hemolisis (a-Hly) y se volvid a incubar hasta 18 h para
una segunda lectura de hemdlisis para EHEC-Hly. El aislamiento se considerdé no productor
de EHEC-Hly si después de 3 h de incubacion se observa a-Hly en la placa de ensayo y en la
placa control. Si no se observaba hemdlisis se continud con la incubacion. Si después de 18 h
se observo una fina hemolisis s6lo en la placa de ensayo con los globulos rojos lavados, la
cepa se considerd productora de EHEC-Hly. Si la hemolisis aparece en ambas placas, se
considero que la cepa es productora de a-Hly.
3.2.4. Produccion de Toxina Shiga

Para determinar la produccion de toxina Shiga se utilizé la técnica “Gold Standard” de
citotoxicidad especifica en células Vero siguiendo la metodologia propuesta por Karmali y
col. (1985). Para tal fin, se utiliz6 el sobrenadante de cultivo en fase exponencial y el extracto
del periplasma celular para determinar la actividad citotoxica de Stxl y Stx2,
respectivamente. El cultivo bacteriano se realizé en caldo Penassay (Medio de Antibioticos
N°3, Difco). El ensayo de citotoxicidad se realiz6 en cultivos de células Vero en microplacas
(Nunclon de 96 pocillos). Se controlo el estado del cultivo con un microscopio Optico

invertido. El efecto citotoxico se observd por tincion de la monocapa con una solucion de
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cristal violeta (0,75% en metanol 40%). Las cepas de referencia utilizadas fueron: E. coli
O157:H7 C948 y 1271-84, productoras de Stx1 y Stx2, respectivamente.
3.2.5. Sensibilidad a antimicrobianos

A todos los aislamientos 7fbo1s7 positivos se les determiné la susceptibilidad a diferentes
agentes antimicrobianos utilizando el método de difusion de discos en agar de Kirby-Bauer
(Bauer y col., 1966). Se utilizaron discos con los siguientes antibidticos (BBL, Becton-
Dickinson and Company (BD), MD, EEUU): amikacina 30 pg (AKN), ampicilina 10 pg
(AMP), ciprofloxacina 5 pg (CIP), cloranfenicol 30 pg (CMP), colistina 10 pg (COL),
gentamicina 10 pg (GEN), acido nalidixico 30 pg (NAL), nitrofurantoina 300 pg (NIT),
estreptomicina 10 pg (STR), tetraciclina 30 pg (TET) y trimetoprima-sulfametoxazol 1,25 pg
(TMS), en Agar Base para antibidticos (Difco, Becton-Dickinson and Company (BD),
Francia). El antibiograma se realiz6 a partir de cultivos frescos monomicrobianos con
colonias bien aisladas. Para el indculo se prepard una suspension bacteriana a partir de una
colonia hasta obtener una turbidez correspondientes al testigo 5 de las escala de McFarland
(Cl,Ba 0,5%). Los aislamientos fueron clasificados como sensibles (S) o resistentes (R) para
cada antibidtico midiendo los halos de inhibicidén alrededor del disco, de acuerdo con las
normas establecidas por CLSI/NCCLS (Clinical and Laboratory Standards Institute y
National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003).
3.2.6. Serotipificacion

La deteccion del antigeno somatico O se realizo por aglutinacién en ldmina con antisuero
policlonal anti-O157 provisto por el Instituto Nacional de Produccion de Biologicos-ANLIS
“Dr. Carlos Malbran” y para la deteccion del antigeno flagelar H se utiliz6 el antisuero
especifico anti-H7 (E. coli Set 2; Denka Senken Co. LTD., Tokio, Japén) segin la

metodologia propuesta por Orskov y Orskov (1984). Para identificar el antigeno flagelar H se
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realizo la estimulacion previa de la movilidad de la bacteria en el medio Craigie (Manual de

Procedimientos, Servicio de Fisiopatogenia, 2008).

Caracterizacion genotipica de los aislamientos
3.2.7. Deteccion genotipica de factores de virulencia

En todas las cepas aisladas los genes stxi, stx; y rfbois7 se detectaron por PCR multiple
como se describid anteriormente. La caracterizacion genética se completd con la deteccion
por PCR de otros factores de virulencia. El gen eae de Intimina fue investigado como describe
Karch y col. (1993). Para la deteccion de los genes esixA de la enterohemolisina y saa de la
Adhesina Aglutinante de STEC, se siguieron las condiciones utilizadas por Schmidt y col.
(1995) y Paton y col. (2001), respectivamente. La deteccion del antigeno flagelar se realiz6

por la amplificacion del gen ﬂiCH7 (Flagellina H7) utilizando las condiciones descriptas por

Gannon y col. (1997). La cepa de E. coli O157:H7 EDL933 fue utilizada como control
positivo de todas las reacciones de PCR. Los productos de amplificacion fueron analizados
por electroforesis en gel de agarosa como se describidé anteriormente. Las condiciones
individuales de amplificacion y las secuencias de los cebadores de las PCR utilizadas se

describen en el Anexo 3.

Subtipificacion de los aislamientos
3.2.8. Determinacion de las variantes de toxina Shiga

Las variantes de stx; se determinaron de acuerdo con Zhang y col. (2002) y las variantes
de stx; de acuerdo con Tyler y col. (1991) y Pierard y col. (1998) por RFLP (Fragmentos de
restriccion de longitud polimérfica (restriction fragment lenght polymorphism)) de una

secuencia especifica de la subunidad B de Stx amplificada por PCR (PCR-RFLP).
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Para la caracterizaciéon genotipica de stx, se utilizaron cebadores que amplifican un
fragmento de 285 pb de la region del gen stx, y de las variantes stxpwha Y SEXvhb Y
simultdneamente, en una segunda PCR, se utilizaron otros cebadores que amplifican un
fragmento de 385 pb de los genes de las variantes stxoyna y Stxovhp (Condiciones de
amplificacion y secuencias de cebadores, Anexo 3) y de este modo se puede discernir, segin se
obtengan dos amplicones (285 y 385 pb) o uno solo (285 pb), si existen variantes o si se trata
de stx,. En este ultimo caso no se procede a la digestion enzimatica. Por el contrario, si existen
variantes, entonces se realiza la restriccion enzimatica del amplicon con Haelll, Rsal y Ncil.

Para determinar las variantes de stx; por PCR-RFLP se utilizaron oligonucleotidos
iniciadores que amplifican un fragmento de 282 pb de la region del gen correspondiente a la
subunidad B para stx; y stx;. (Condiciones de amplificacion y secuencias de cebadores, Anexo 3).
Luego se determind las variantes por la longitud de los fragmentos obtenidos con la
restriccion enzimatica con Hhal del amplicon.

3.2.9. Fagotipificacion

La fagotipificacion se realiz6 siguiendo el método propuesto por Ahmed y col. (1987) y
ampliado por Khakhria y col. (1990). Se utiliz6 un set de 16 fagos provistos por el Dr. Ahmed
del Centro Canadiense de Salud Humana y Animal (Winnipeg, Manitoba, Canadd), los cuales
permiten diferenciar 87 fagotipos.

3.2.10. Subtipificacion molecular de los aislamientos

Para determinar la relacion clonal de los aislamientos se analizaron fragmentos de
macrorrestriccion de cada cepa, separados por electroforesis en campo pulsado (PFGE,
pulsed-field gel electrophoresis) siguiendo un protocolo estandarizado de 24 h de la red
PulseNet para E. coli O157:H7 (Ribot y col., 2006). Los fragmentos fueron obtenidos por la

digestion del ADN total por la enzima de restriccion Xbal (Promega, Madison, WI, EEUU) y
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en los casos necesarios se utilizd6 una segunda enzima Blnl (Promega) bajo las mismas
condiciones.

Todas las cepas se inocularon inicialmente en TSA a 37°C, durante 14 a 18 h. Las
bacterias de la zona de confluencia se recogieron con un hisopo estéril y se resuspendieron en
2 ml de buffer de Suspension Celular (BSC, Tris 100 mM: EDTA 100 mM, pH 8) hasta
alcanzar una turbidez de 0,35-0,4 en un MicroScan (Dade Berhing, Atlanta, EEUU). Los
“plugs” o tacos fueron preparados a partir de 400 pl de suspension celular estandarizada con
400 pl de agarosa SeaKen Gold 1% fundida (SeaKen, FMC Bioproducts, Maine, EEUU) y 20
pul de solucion de Proteinasa K [20 mg/ml (Roche Diagnostics GMBH, Mannheim,
Alemania)]. Las células dentro de los “plug” de agarosa se lisaron con un buffer de lisis
celular [Tris 50 mM: EDTA 50 mM, pH 8§; + Sarcocina (Sigma, Saint Louis, EEUU) 1% y
Proteinasa K (0,1 mg/ml)], incubados a 54°C, durante 1,5-2 h con agitacién vigorosa (120
rpm) y luego los plug se lavaron dos veces con agua de calidad molecular a 50°C, con
agitacion vigorosa durante 10-15 min y 4 veces con buffer TE 1X estéril (Tris 10 mM: EDTA
1 mM, pH 8). Los bloques se almacenaron en buffer TE 1X a 4°C hasta realizar la restriccion
enzimatica.

La digestion del ADN en los “plugs” se realizoé con la endonucleasa de restriccion Xbal
(30 U) en 200 pl del buffer de restriccion 1X (provisto con la enzima), a 37°C, durante 1,5 a 2
h. La segunda enzima B/nl se utilizd en una segunda etapa, procediendo de manera anéloga,
luego de obtenerse los patrones de Xbal-PFGE, a fin de confirmar la identidad de las cepas
que resultaron idénticas con la primera enzima.

Los “plugs” se colocaron en un gel de agarosa SeaKem Gold 1% en buffer TBE 0,5X
[Tris 5,4 g; acido boérico (Sigma) 2,75 g; 2,0 ml EDTA 0,5 M] en un molde (BioRad) de 150

ml de 15 calles. El gel armado se coloco en un marco ubicado en la cuba de electroforesis y se
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realizo la corrida electroforética con un equipo de electroforesis de campo pulsado, CHEF DR
IIT (BioRad), utilizando las siguientes condiciones: Pulso inicial: 2,2 seg; pulso final: 54,2
seg; voltaje: 6 V/cm; angulo: 120°; tiempo de corrida: 19 h; con temperatura de buffer de
corrida (TBE 0,5X) de 14°C. Se coloc6 el ADN de una cepa de Salmonella serovar
Braenderup H9812, digerido por las mismas enzimas, en dos carriles externos y uno central
en cada gel, para permitir la normalizacion de las bandas entre los geles. Los geles fueron
tefiidos con BrEt 0,1 pg/ml, durante 20 a 30 min a temperatura ambiente en una agitador
orbital a 60 rpm, y luego se destind mediante 3 lavados con 400 ml de agua tridestilada en las
mismas condiciones. Para la documentacion de los resultados los geles fueron fotografiados
en un transiluminador de UV, utilizando un sistema de documentacion Gel Doc 2000
(BioRad, Hércules, CA). Las imagenes fueron registradas y almacenadas en formato TIFF. La
presencia de bandas se determind visualmente y los patrones de PFGE obtenidos fueron
analizadas con el programa BioNumerics version 4.0 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Bélgica), utilizando el coeficiente de Dice y mediante UPGMA para generar un dendograma

con 1,5% de valor de tolerancia.

3.3. Estimacion de la respuesta al estrés acido de los aislamientos obtenidos
3.3.1. Ensayo de Resistencia Acida (RA)

Disefio del ensayo:

El disefio del ensayo para la determinacion de RA de las bacterias por los tres
mecanismos de resistencia a probar se observa en el esquema de la figura 13. Se probaron el
Sistema Oxidativo o dependiente de Glucosa, denominado mecanismo RA1; el mecanismo
dependiente de Glutamato, RA2; y el mecanismo dependiente de Arginina, RA3. También se

realiz6 un control de muerte celular (C) en el desafio acido sin ningiin mecanismo protector.
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Figura 13: Esquema del ensayo para la determinacién de RA

DIA 1 DIA2 DIA3
8 8 Recuentos TSA,
—_— T“‘ Oy 6h, 37°C
B Jen  lem e oH25
oH 7 pH 5.5 pH 2.
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LLEE

37°C, EG-Glut
W pHZ2
LB-G
pH7 Recuentos TSA,
Oy 6h,37°C
EG-Arg
pH25
8 ﬁ Recuenios TSA,
Oy 6h,37°C
EG
pH25/2

Cepas seleccionadas:

De las 102 cepas E coli O157 aisladas y caracterizadas feno y genotipicamente, se
seleccionod una cepa de cada patron de PFGE obtenido en la subtipificacion, de tal manera que
en el caso de los clusters se selecciono al azar un representante de cada grupo, para estudiar la
respuesta al estrés acido. Por lo tanto se estudio la resistencia acida de 65 cepas, treinta STEC
0157 y35 EC O157 TSN.

Preparacion del inoculo para el desafio acido:

A partir de crioperlas (AES Laboratorios, Ker Lann, Francia) con las cepas mantenidas a
-80°C, se realizaron cultivos stock en TSC (pH 7.2), los que se conservaron con glicerol
(30%) a -20°C hasta el momento del ensayo de desafio. Los cultivos stock fueron activados
dos dias previos al ensayo por crecimiento overnight en LB a 37°C.

Medios de cultivos utilizados:
Para generar los distintos inoculos para los ensayos de RA se utilizaron como medios de

cultivo de preparacion para el desafio, los caldos Luria Bertani (LB pH 7) (Difco, BD, Le
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Pont de Claix, Francia), LB con 0,4% glucosa (Merck) (LB-G) y LB bufferado a pH 5,5 con
0,1M de acido morfolinetanosulfonico (Sigma Life Cience, St Einheim, Alemania) (LB-M).

El desafio acido, se realizd en un medio minimo modificado (EG; Large y col., 2005),
conteniendo: 73mM de K,;HPO4, 0,8mM MgSO4, 17mM Na,HPO,4.7H,0, 10mM de citrato de
amonio y con 0,4% de Glucosa. El medio EG se utilizé solo (EG, pH 2 6 2,5) o EG
suplementado con 0,6mM Arginina (Sigma Life Cience, St Einheim, Alemania) (EG-Arg, pH
2,5) o con el agregado de 5,7mM Glutamato de Sodio (Sigma Life Cience, St Einheim,
Alemania) (EG-Glut, pH 2,0) de acuerdo con el mecanismo de resistencia en estudio (RA3 o
RAZ2, respectivamente). Todos los medios fueron preparados, llevados al pH correspondiente
con HCI 4N y esterilizados por filtracion. Para los recuentos se utilizo TSA y agua peptonada
0,1% (Oxoid LTD., Hampshire, Inglaterra) para las diluciones.

Determinacion de la respuesta de RA:

Dia 1: se tomaron 100ul del cultivo activado en TSC de cada cepa a estudiar y se
inocularon a 10 ml de LB y se incubd overnight (ON) a 37°C. Luego de este tiempo,
aproximadamente 18 horas, las curvas de crecimiento indican que los cultivos de E. coli
alcanzan la fase estacionaria de crecimiento (aproximadamente 10° UFC/ml).

Dia 2: A partir de los LB crecidos, se inocularon 100 pl en 10ml de LB-M pH 5,5 sin
glucosa para estudiar RA1 y en LB-G pH 7 (con Glucosa), para inactivar RA1 y poder
estudiar RA2 y RA3, y también para el C. Estos medios se incubaron ON a 37°C. Luego de la
incubacion se realizaron recuentos de los cultivos previos para corroborar la concentracion
inicial antes del desafio 4cido.

Dia 3: para determinar el mecanismo RA1, se tomo6 1 pl de LB-M pH 5,5 y se inocul6 a 1
ml de caldo EG pH 2,5. Mientras que para determinar los otros mecanismos de RA se

inocularon los medios de desafio a partir de LB-G pH 7. Para el sistema de RA2 se inocul6 en
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1 ml de medio EG-Glut pH 2,0; para el mecanismo RA3 se utilizé6 un medio EG-ArgpH 2,5 y
como control de los desafios se indculo un caldo EG pH 2,0 y 2,5 sin el suplemento de ningiin
aminoacido. Todos los medios de desafio se incubaron a 37°C en un bloque térmico (Zeltec,
ZC100, Argentina). Todos los medios de desafio se inocularon en una dilucion 1/1000 para
tener un inéculo inicial de aproximadamente 10® UFC/ml. Para todas las cepas se probaron 2
réplicas para cada mecanismo de resistencia (Figura 13).

Para determinar la supervivencia de las cepas se tomaron muestras al tiempo cero (0 h) y
a las 6 horas de la inoculacion en los medios de desafio. Las muestras fueron plaqueadas en
TSA por duplicado, utilizando un autosembrador en espiral, Spiral Plater (Interscience, St
Nom Breteche, Francia). Las placas fueron incubadas a 37°C, durante 24 h.

Dia 4: se realizo la enumeracion de colonias utilizando un equipo contador
semiautomatico para siembras en espiral, Scan 500 (Interscience, St Nom Breteche, Francia),
se promediaron los duplicados de las placas, obteniéndose las UFC/ml de cada replica (N).
Los recuentos fueron convertidos a valores logaritmicos, es decir log (UFC/ml).

3.3.2. Andlisis de la respuesta de RA

Se determino el numero de reducciones logaritmicas (NRL) o disminucion del logaritmo
del recuento celular entre el valor al inicio del ensayo (Ni = 0 h) y el tiempo final (Nf= 6 h),
con el objeto de tener valores positivos [NRL= log (Ni- Nf)]. De esta manera se obtuvieron
dos valores de NRL para cada cepa estudiada (2 replicas). Dado que los NRL no tienen una
distribucion normal (Bergholz y Whittam, 2007), para el andlisis estadistico se uso la prueba
de andlisis de varianza para datos no paramétricos de Kruskal-Wallis, utilizando el software

estadistico InfoStat (version 2014).
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4. RESULTADOS

4.1. Estimacion de la Prevalencia de E. coli O157 en ganado bovino faenado en

frigorificos de la Argentina

4.1.1. Prevalencia de E. coli O157

Para determinar la prevalencia de E. coli O157 en ganado bovino se muestrearon 811
animales durante el proceso de faena realizado en nueve diferentes frigorificos, donde se
muestrearon tanto las carcasas (CA) como las materias fecales (MF), lo cual hizo un total de
1622 muestras analizadas.

Como se menciond anteriormente, el muestreo se inicid a mediados de noviembre de
2006 y continud hasta abril de 2008, durante aproximadamente 18 meses consecutivos. En
cada visita a un frigorifico se muestrearon, con algunas pocas excepciones, las MF y CA de 6
animales de cada lote, consecutivos en la linea de faena, a fin de contar con muestras de heces
y canales del mismo animal. La capacidad de analisis disponible en el laboratorio determiné
que se pudieran estudiar entre 24 a 36 muestras semanales. Cada establecimiento fue visitado
entre 14 y 18 veces durante el periodo de muestreo. Y si bien se tratd de que todos los
frigorificos fueran visitados igual nimero de veces el nimero de visitas dependid de la
disponibilidad de cada establecimiento.

La presencia presuntiva de E. coli O157, con o sin toxina Shiga, se determind por medio
de la reaccion de PCR multiple. Cada muestra con una sefal presuntiva para E. coli O157 se
continiio analizando a fin de obtener una colonia aislada. Una vez confirmada como E. coli
0157, la cepa se almacend adecuadamente para su posterior caracterizacion (Figura 12). Cada
muestra con una cepa de E. coli O157 aislada, se consideré como una muestra confirmada.
Las cepas de E. coli O157 aisladas, podian poseer, ademas del gen rfbo;s7, los genes stx; y/o

stx), esto permitid diferenciar las muestras positivas para STEC O157, de las muestras
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positivas para E. coli O157 toxina Shiga negativas (EC O157 TSN). La prevalencia obtenida
tanto en MF como en CA se observan en la siguiente tabla.

Tabla 3: Prevalencia de E. coli O157 en materias fecales (MF) y carcasas (CA) en el ganado bovino

N° Muestras N° Muestras N° Muestras
Tipo de E. coli 0157 STEC 0157 EC 0157 TSN
Muestra N° Muestras confirmadas % confirmadas % confirmadas %
MF 811 71 8,8 33 4,1 38 4,7
CA 811 28 3,5 21 2,6 9 1,1
Total 1622 99 6,1 54 3,3 47 2,9

De las 1622 muestras analizadas, 99 (6,1%) fueron rfbo;s7 positivas, y de estas, 54 (3,3%)
muestras fueron STEC O157 confirmadas ya que las cepas aisladas presentaban ademas el
gen stxj, 0 Stxp. 6 ambos; y por lo tanto se consideraron potencialmente patdogenas. Mientras
que de las restantes 45 muestras E. coli O157 confirmadas se aislaron cepas EC O157 TSN.
Ademas, hubo 2 muestras de donde se aislaron ambos tipos de cepas, una STEC O157 y una
EC O157 TSN. Por lo tanto, el total de muestras EC O157 TSN positivas fue de 47 (2,9%).

La cantidad de MF positivas para STEC O157 es un indicativo de la prevalencia de este
grupo patdgeno en los animales en pie. En este estudio la prevalencia promedio en MF de
STEC 0157 fue del 4,1% (33/811). Mientras que la prevalencia en carcasa fue de un 2,6%
indicando el grado de contaminacion con STEC O157 transferido en el proceso de faena.
También se observan los resultados para el grupo EC O157 TSN donde las MF de los
animales mostraron una prevalencia del 4,7% (38/811), y la incidencia en carcasa fue del
1,1% (9/811).

Los resultados anteriores se basan en muestras con aislamientos confirmatorios, sin

embargo, desde el punto de vista de las metodologias implementadas (Figura 12) es
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importante analizar la relacion entre muestras presuntivas y confirmadas, mostrado en la
Tabla 4 como porcentaje de recuperacion.

Tabla 4: Cantidad de muestras presuntivas y confirmadas por tipo de muestras y porcentaje de
recuperacion

RESULTADO TIPO DE MUESTRA
GRUPO
OBTENIDO CA (N°) MF (N°) TOTAL(N®)
Presuntivas 16 78 94
EC 0157 TSN
Confirmadas 9 38 47
% Recuperacion 56,25 48,72 50,00
Presuntivas 25 43 68
STEC 0157
Confirmadas 21 33 54
% Recuperacion 84,00 76,74 79,41

La relacion entre las muestras presuntivas y confirmadas, indica la capacidad de
recuperar una cepa con la metodologia empleada a partir de las muestras con sefial PCR
positiva en la zona de confluencia (Tabla 4). El grado de recuperacion para las STEC O157
fue de casi un 80%, mientras que para el grupo EC O157 TSN fue del 50% en total. Este
grado de recuperacion puede depender de varios factores, entre ellos, de la cantidad o
concentracion inicial del microorganismo, del numero de colonias analizadas, y de la
composicion y proporcion de la flora acompafiante. Estos Gltimos factores podrian explicar la
mayor facilidad de aislamiento a partir de las muestras de carcasas ya que la flora
acompanante es menor en este tipo de muestras que en las de materia fecal (Tabla 4).

Por otra parte, la recuperacion del grupo EC O157 TSN fue menor en comparacién con
el grupo STEC O157, muy probablemente debido a que las colonias de STEC O157 son mas
facilmente diferenciables en los medios selectivos y diferenciales utilizados (CT-SMAC y ID-
O157) por sus caracteristicas de ser generalmente Sor y B-glu negativas. Otro factor que

podria haber disminuido la recuperacion de cepas EC O157 TSN, es la probabilidad de que
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hubiera también una cepa EC O157 TSN en muestras con zonas de confluencia 7fbo; 57 /stx
donde so6lo se intentaron recuperar las STEC O157.
4.1.2. Caracterizacion de las muestras

Las caracteristicas y el origen de las muestras (frigorifico muestreado, tipo de animal,
procedencia, entre otros) fueron consignados en la planilla acompafiante con informacion que
a priori pudieran ser importantes para el estudio de prevalencia (Anexo2). El muestreo se
realizd de manera que fuera representativo del tipo de hacienda comercializada por los
frigorificos participantes y no estuvo definido por tipo de animal, raza, procedencia,
alimentacion u otros factores. El tipo de animal muestreado se caracterizd de acuerdo con el
peso, la denticion y el sexo informados en dicha planilla y se pudieron clasificar en cinco
tipos: Novillos, Vacas, Novillitos, Vaquillonas y Terneros. En base a esto se pudo observar
que de los 811 animales muestreados, la mayoria fueron Novillos (46%, 373 animales) y
Vacas (24%, 198 animales), seguidos en cantidades descendentes por Novillitos (17%, 136),
Vaquillonas (7%, 57) y una baja cantidad de Terneros (casi el 6% muestreado, 47 animales).
En la Tabla 5, ademas del tipo de animal muestreado se puede observar la raza y el peso
promedio de la media res. Dentro de la caracterizacion de la hacienda muestreada podemos
ver que la raza predominante fue la europea y en cuanto a la tipificacion, la misma presenta
un componente mayoritario de animales de mayor peso (novillos) y esto es una consecuencia
del tipo de establecimiento participante que en general fueron frigorificos productores de

cortes vacunos de exportacion.
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Tabla 5: Caracterizacion de la hacienda faenada de acuerdo al tipo de animal y raza

Clasificacion Raza N Peso Promedio
Media Res
Cruza 126
. Europeo 241
Novillos NR* 6 141

Subtotal 373
Continental 34

Cruza 18
Vacas Europeo 128 107
NR 18
Subtotal 198
Cruza 20
o Europeo 110
Novillitos NR 6 109
Subtotal 136
Continental 1
1 Cruza 6
Vaquillonas Europeo 50 88
Subtotal 57
Continental 4
Cruza 4
Terneros Europeo 39 73
Subtotal 47
Total general 811

*NR: no registrado.

Los Terneros y Vaquillonas fueron la clase de animales menos muestreada, sin embargo
presentaron porcentajes de prevalencia de STEC O157 mas altos en MF (8,5% y 10,5%,
respectivamente) y en las canales (3,5 y 8,5, respectivamente) que los animales mas pesados y
de mayor edad (Figura 14). Si bien es conocida la mayor contaminacion con STEC que se da
en general con animales de menor edad (Meichtri y col., 2004), este comportamiento también
se observo en la portacion de EC O157 TSN, donde los Terneros presentaban un alto
porcentaje de este grupo (17%, 8/47) en MF. Esta distribucion no siempre se ve reflejada en la

portacion de este serotipo al final de la linea de faena en las carcasas (dato no mostrado)



69

porque el nivel de contaminacion de las CA se encuentra influenciado por otros factores
ajenos al tipo de animal.

Figura 14: Distribucién de las STEC 0157 y EC 0157 TSN de acuerdo al tipo de animal muestreado
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Tipo de animal

La hacienda provino de 9 provincias distintas y del mercado concentrador de Liniers
(Figura 15), estando representadas preponderantemente las provincias de mayor relevancia en
la produccion ganadera de nuestro pais, tal que de la Provincia de Buenos Aires provino el

41% (335/811) de los animales muestreados.
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Figura 15: Mapa de localizacion geografica de los departamentos de origen de la hacienda

I 25 - 30
I 31 - 36

. Cantidad de animales por
Departamento
1-6
] 7-12
[ 13- 18
I 19 - 24

(48 animales provenian del Mercado concentrador de Liniers).

Con respecto a la distribucion geografica de la prevalencia, encontramos que Provincias
de donde provinieron relativamente pocos animales, presentaban un alto nivel de
contaminacion en la MF de los mismos (Figura 16), tales como Corrientes, Santiago del

Estero y Entre Rios. Por otra parte, siendo Buenos Aires la provincia de origen de la mayor
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cantidad de animales muestreados (41%), es presumible que su nivel de incidencia (4%) sea
similar al valor de prevalencia de STEC O157 global.

Figura 16: Mapa de distribucion geografica de la prevalencia de STEC O157 por provincias

% Prevalencia por
Provincia
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4.1.3. Influencia del establecimiento muestreado

De acuerdo con los datos del SENASA, en 2005 los frigorificos participantes en este
trabajo fueron responsables de aproximadamente un 18% del total de 12 millones de cabeza
faenadas anualmente en el pais, estando 6 de los 9 frigorificos seleccionados entre los 10
primeros en volumen de faena anual. En este trabajo, los 9 establecimientos participantes
fueron consignados con letras mayusculas de imprenta, desde la A hasta la I, respetando el
compromiso de confidencialidad y con el fin de evitar subjetividades al momento de analizar
los resultados.

En el esquema de muestreo, cada frigorifico participante contribuyé de manera
aproximada con el mismo numero de muestras, ya que en promedio se muestrearon 90
animales por frigorifico, como se observa en la tabla 6. Sin embargo, dependiendo del
establecimiento, la contaminacién con STEC O157 en carcasa varia entre 0 y 11%, mientras
que en MF se encuentra desde 1,1 a 9,5% y el nivel de EC O157 TSN oscila entre 0-4,8%
para CA y entre 0-11% en MF. En general, con respecto a la prevalencia de STEC O157 en la
linea de faena de los frigorificos, observamos que el nivel de contaminacion en la entrada
(MF) disminuye durante el procesamiento hasta obtener carcasas con porcentaje mas bajos (o
cero), salvo en el caso de tres establecimientos, el A, el G y el I, donde el porcentaje de
incidencia en carcasa aumento.

Con respecto al grupo no productor de toxina Shiga (EC O157 TSN) vemos que en la
mayoria (6/9) de los frigorificos, en las carcasas muestreadas no se aislé ninguna cepa de este
grupo. Solamente en el establecimiento C, aument6 el porcentaje de prevalencia, de no tener
presencia en la MF de los animales muestreados, hasta un 3,3% en las muestras de CA. Sin

embargo, los resultados obtenidos para el grupo EC O157 TSN estan influenciados por la
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dificultad de recuperacion de cepas EC O157 TSN aisladas (56%, Tabla 4), como ya se
menciond anteriormente.

Tabla 6: Distribucion de Prevalencia de E. coli 0157, STEC 0157 y EC O157 TSN en MF y CA, de
acuerdo al frigorifico muestreado

o (o,
Tipo de N° (%) N° (%) N° (%)
. . Muestras
Frivorifico animal Tipo de N°e Muestras Muestras EC O157
g predominante Muestra Analizadas E. coli 0157 STEC 0157 TSN
faenado (%*) positivas positivas .
positivas
A Vacas (46) CA 90 2(2,2) 2(2,2) 0
MF 90 1(1,1) 1(1,1) 0
B Novillos (61) CA 108 0 0 0
MF 108 12 (11,1) 5(4,6) 7 (6,5)
C Novillos (93) CA 90 3@3.3) 0 33.3)
MF 90 2(2,2) 2(2,2) 0
D Vacas (43) CA 84 1(1,2) 1(1,2) 0
MF 84 8(9,5) 2(24) 6(7,1)
E Novillos (60) CA 84 1(1,2) 1(1,2) 0
MF 84 8(9,5) 8(9,5) 0
F Novillos (100) CA 84 0 0 0
MF 84 5(6) 2(24) 3(3,6)
G Terneros (36) CA 90 10 (11,1) 10 (11,1) 0
MF 90 16 (17,8) 6 (6,7) 10 (11,1)
H Novillos (48) CA 97 33,1 1(1) 2(2,1)
MF 97 12 (12,4) 44,1 8(8,3)
I Vacas (86) CA 84 8(9,5) 6(7,1) 4 (4,8)
MF 84 7 (8.,3) 3 (3,6) 4(4,9)
Total 1622 99 (6,1) 54 (3,3) 47 (2,9)

*% calculado como cantidad de animales faenados del tipo predominante sobre el total de animales
faenados en cada establecimiento, por cien.
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4.1.4. Distribucion por lotes y por animal

Se observo que en la mayoria de los lotes (85,3%) no se detectaron animales positivos
para STEC O157 (0/6 MF) y en el 86% de los lotes tampoco se obtuvieron animales positivos
para EC O157 TSN, pero en algunas tropas particulares la contaminacion fue alta, 4 6 5 de los
6 animales muestreados (Tabla 7).

Tabla 7: Distribucion del nivel de contaminacion de los lotes como numero de animales con MF
positivas de seis bovinos analizados

contaﬁli.;alg(c)igz en el STEC 0157 en MF  EC O157 TSN en MF
o, )
Lote* (% de lotes) (% de lotes)
0/6 116 (85,3) 117 (86,0)
1/6 14 (10,3) 9 (6,6)
2/6 2(1,5) 53,7)
3/6 2(1,5) 2 (1,5)
4/6 1(0,7) 2 (1,5)
5/6 1(0,7) 1(0,7)
6/6 0(0) 0 (0)
Total de Lotes 136

* Animales positivos/animales analizados

Por otra parte, es significativo observar las distintas relaciones entre el nivel de
contaminacion con STEC O157 a la entrada (MF) y a la salida (CA) de los lotes muestreados
(Tabla 8). Ademas de que un 85% (116/136) de los lotes presentaron MF negativas (0/6 MF),
un 90% (122/136 lotes) dieron negativas las 6 muestras de CA (0/6 CA). Es decir que el 15%
(20/136) de los lotes tuvieron alguna MF STEC O157 positiva y el 10% (14/136) tuvieron al
menos 1 CA positiva, y 7 de los 136 los lotes fue positiva la MF y la CA de alguno de los 6
animales de muestra, es decir que solamente el 5% de los lotes estuvieron contaminados con
STEC O157 a la entrada y la salida del procesamiento.

Con respecto a la contaminacion de los lotes con EC O157 TSN, si bien se encontraron
algunos lotes contaminados a la salida de la faena (CA), se desconoce la relevancia para la

salud de este grupo. Por otra parte, su recuperacion a partir de muestras presuntivas con E.
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coli O157 es dudosa, ya que la metodologia empleada estaba destinada primordialmente a la
recuperacion de E. coli O157:H7 tipica.

Tabla 8: Relaciones entre lotes positivos para STEC 0157 y EC O157 TSN a la entrada (MF) y a la
salida (CA) de la faena

Grupo % Lotes % Lotes N° Lotes N° Lotes

up MF-/CA-° MF+/CA-* MF+/CA+  MF-/CA+
STEC 0157 80,2 9,6 5,2 5,2
EC 0157 TSN 81,6 14,0 0 4.4

“lote negativo (-), ninguna de las 6 muestras del lote fue positiva, y lote positivo
(+), en alguna de las 6 muestras del lote se confirm6 la presencia de STEC
0157 6 EC O157 TSN.

Si de la misma manera analizamos la contaminacién por STEC O157 de los animales al
ingreso (MF) y al final (CA) , tenemos como resultado la tabla 9 que nos muestra que del total
de animales portadores de STEC O157 en MF (33), aproximadamente un 12% (4/33)
presentaron también contaminacion en su carcasa por STEC O157. Por otra parte se observo
que aproximadamente 2% (17/778) de los animales negativos para la portacion de STEC
0157 en MF mostraron, sin embargo, contaminacién en sus carcasas, siendo este valor el

nivel de contaminacidn cruzada producido por el proceso de faena.

Tabla 9: Relaciones entre MF y CA positivas para STEC O157 de los animales muestreados

N° Bovinos N° Bovinos N° Bovinos N° Bovinos

Bovinos Total 10 /0A- (%)  MF+CA-(%)  MF-/CA+ (%)  MF+HCA+(%)

811 761 (93,8) 29 (3,6) 17 (2,1) 4 (0)5)

4.1.5. Estacionalidad

Analizando los resultados mensuales, se detectaron muestras presuntivas con E. coli
0157, sean STEC O157 6 EC O157 TSN, en todos los meses del estudio (dato no mostrado),
sin embargo, no hubo animales con muestras de MF confirmadas para STEC O157 en los

meses de Diciembre de 2006, Marzo y Junio de 2007 y Febrero de 2008 (Figura 17). En los
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meses de noviembre y diciembre de 2006; marzo y mayo de 2007; y enero de 2008, tampoco

hubo recuperacion de EC O157 TSN (Figura 17).

Figura 17: Evolucion mensual de 1a contaminacién de los animales (MF)
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Se analizo la distribucidn estacional de la contaminacion de los animales y observamos

que la prevalencia de STEC O157 fue de un 4,2% en invierno, 4,0% en otono, del 5,7% en

primavera y 2,7% en verano (Figura 18). Si bien en este estudio se observo una prevalencia

mayor de STEC O157 en primavera, estos resultados no son concluyentes ya que para poder

hacer una comparacion estacional estadisticamente significativa, el nimero de animales

muestreados por estacion deberia ser mayor y homogéneo.

En el caso de las EC O157 TSN se observa un mayor aislamiento en la estacion invernal

(13,2%) (Figura 18). Por otro lado, la prevalencia en las canales por estacion, se mantuvo

relativamente igual es este estudio (dato no mostrado).
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Figura 18: Evolucion estacional de la contaminacion de los animales (MF)
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4.1.6. Sistema productivo

En cuanto al sistema de produccion en que fueron criados los bovinos, la clasificacion de
los animales como de Estancia, Feedlot y Feria se hizo de acuerdo con la informacion
suministrada por los frigorificos (Tabla 10).

Tabla 10: Muestras analizadas y confirmadas para E. coli 0157 y STEC O157 discriminadas
por tipo de establecimiento de origen

Estarll;:st"}i::ento Ml:::ﬁa%;?m E.BE:;'StOr:;? S¥£gsg;;?
Confirmadas (%) Confirmadas (%)
Estancia 624 46 (7.4) 25(4,0)
Feedlot 60 11 (18,3) 2(3.3)
Feria 108 10 (9.3) 3(2.8)
NR* 19 4(21,1) 3 (15.8)
Total 811 71 (8.8) 33(4.1)

*NR: no registrado

La mayoria de los animales (77%) provinieron de estancias, los que fueron alimentados

fundamentalmente a pasto y probablemente con terminacion a grano. En comparacion, fueron
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pocos los animales en este estudio que fueron registrados como provenientes de instalaciones
de engorde a corral (“feedlots”) (7,4%). En esta comparacion no hubo una diferencia
significativa de ocurrencia de STEC O157 en heces de animales de estancia (4,0%) y de

Feedlot (3,3%).
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4.2. Caracterizacion de los aislamientos de E. coli O157 obtenidos para conocer su
potencial patogénico y sus caracteristicas epidemiolégicas
De las muestras de materia fecal y carcasa positivas para E. coli O157 se aislaron 54
cepas de STEC O157 y 48 cepas EC O157 TSN a las que se les realizaron la caracterizacion
fenotipica y genotipica.
4.2.1. Caracterizacion fenotipica de los aislamientos

Los resultados globales se observan en la Tabla 11.

Tabla 11: Resumen de caracteristicas fenotipicas de las cepas STEC 0157 y EC O157 TSN aisladas

Caracteristica fenotipica STEC EC O157 TSN
N° (%) N° (%)
Sor (-) 54 (100) 1*%(2,1)
B-glu (-) 54 (100) 1*(2,1)
Biotipo C 52 (96,3) NC**
EHEC-Hly (+) 40 (74,1) 0(0)
Citotoxicidad Stx1 9 (16,7) 0(0)
Citotoxicidad Stx2 54 (100) 0(0)
Sensibilidad ATB 48 (88,9) 30 (62,5)
Anti-O157 (+) 54 (100) 48 (100)
Anti-H7 (+) 54 (100) 38 (79,2)

*cepa EC 0157 TSN (1-010) **NC: no corresponde

De acuerdo con el Manual de Procedimientos para la deteccion de E. coli O157, la
caracterizacion bioquimica mostré que todas las cepas aisladas pertenecian a la especie
Escherichia coli y ninguna a E. hermanii. Ademas, todas las STEC O157 fueron Sor (-) y B-
glu (-), mientras que las cepas no toxigénicas fueron Sor (+) y B-glu (+), excepto una cepa (I-
010).

Segun el comportamiento de las E. coli O157:H7 frente a los aztcares Dulcitol, Rafinosa
y Ramnosa, las cepas productoras de toxina Shiga mostraron que el biotipo C
(Dulcitol+/Rafinosa+/ Ramnosa+) fue el biotipo predominante, con s6lo 2 cepas del biotipo B

(Dulcitol+/Rafinosa+/ Ramnosa-) y no se presentd ninguna cepa de los biotipos A 6 D.
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En este estudio, el 74% (40/54) de las cepas de STEC O157 fueron fenotipicamente
productoras de Enterohemolisina, mientras que las demas STEC O157 (14/54) y las cepas
TSN (48/48) no mostraron la hemolisis tipica de EHEC-Hly.

Todas las cepas STEC O157 aisladas expresaron toxicidad en células Vero. De las 54
cepas STEC 0157, 9 expresaron citotoxicidad para toxina Stx1 y Stx2, mientras que las otras
45 cepas presentaron toxicidad para Stx2 solamente. Las cepas EC O157 TSN, como era
esperable, no presentaron citotoxicidad en células Vero.

En los ensayos de sensibilidad a antimicrobianos, 48 (89%) de 54 STEC O157 aislados
fueron sensibles (S) a todos los antibiodticos probados. Solo dos cepas fueron resistentes (R) a
NAL, una a AMP, una a STR, y dos a NAL y TMS. Con respecto a las EC O157 TSN, 30 de
48 (62,5%) cepas fueron susceptibles a todos los antibioticos, 11 R (22,9%) a un antibidtico y
7 R (14,6%) a mas de un antibiotico (Tabla 12).

Tabla 12: Susceptibilidad a antibidtico (Atb) de las cepas de E. coli 0157

Tipo de Susceptibilidad a Antibioticos

E. coli 0157 S R (1 Atb) R (+1 Atb)
STEC O157 48 4 2
EC 0157 TSN 30 11 7

Se corrobord por aglutinacion con antisuero policlonal anti-O que todos los aislamientos
(STEC O157 y EC O157 TSN) son del serotipo O157 y también se demostr6 la motilidad
flagelar H7 por aglutinacion de todas las STEC y de 38 cepas EC O157 TSN. Las 10 cepas
EC O157 TSN restantes fueron no tipificables en su antigeno flagelar H.

4.2.2. Virulencia de las cepas aisladas
Todas las cepas de E. coli O157, confirmadas por sus caracteristicas fenotipicas, se

analizaron por la presencia de los genes stx;, stxo y rfbois; por PCR maultiple. La
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caracterizacion de la virulencia de las cepas se completo con la determinacion, por PCR, de la
presencia de los genes de otros factores de virulencia asociados a STEC. Estos fueron: el gen

para el antigeno flagelar H7 (ﬂiCH7), el gen para enterohemolisina (esxA), para la intimina

(eae), y para la adhesina aglutinante de STEC (saa). También se analizaron las variantes
genéticas de la toxina Shiga presentes en cada cepa de STEC O157 por PCR-RFLP (Tabla
13).

Todos los aislamientos de STEC O157 (54 cepas) albergaban los genes stx,, eae, ehxA, y
fliCy7, mientras que el gen stx; estuvo presente en el 16,7% (9/54) de las cepas. El genotipo
de toxina Shiga prevalente fue el stxo/stxc (vha) 56% (30/54), seguida de la variante Sfxac (vh-a)
(17%) (Tabla 13). Ninguna de estas cepas, STEC O157 y EC O157 TSN mostré la presencia
del gen saa.

Tabla 13: Genotipos de virulencia de las cepas aisladas de materia fecal (MF) y carcasas (CA)

Genotipo de virulencia MF (N°) CA (N°) Total

Ne (%0)

eae-ehxA- fliCyz-Stxy/stX2¢ (vh-a) 19 11 30 (56)
eae-ehxA- fliCyz-Stxsc (vhoa) 6 3 9 (17)
eae-ehxA- fliCy;-stx, 1 4 509
eae-ehxA- fliCy7-stx1/stx2/StX2¢ (vh-a) 3 1 4(7)
eae-ehxA- fliCy;-stx,/stxy 3 1 4(7)
eae-ehxA- fliCyz-Stx1/s1X2¢ (vh-a) 1 0 1(2)
eae-ehxA- fliCys-stx; ND” 0 1 1(2)

eae-ehxA- fliCy; 0 1™ -
Total 33 22 54 (100)

"ND: variante de Stx, no determinada ~ cepa EC O157 TSN (I-010)

Aunque algunas cepas EC O157 TSN poseian el gen fliCy; (10/48), las mismas no
presentaron de los genes de virulencia asociados eae, ehxA, con excepcion de una cepa
denominada en el laboratorio como [-010 que poseia los genes eae, ehxA y fliCy7 pero que
carecia de los genes stx (Tabla 13). La misma podria considerarse como una cepa patogena

que probablemente perdi6 el fago toxigénico mediante una transferencia horizontal.
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4.2.3. Subtipificacion de los aislamientos

La relacion clonal de las cepas de STEC O157 y de EC O157 TSN fue establecida por los
perfiles de PFGE del ADN genomico después de la digestion con Xbal como primera enzima
y Binl como segunda enzima. En el caso de las cepas STEC O157 la subtipificacion se
completd por la fagotipificacion.

Los 54 aislamientos de STEC O157 fueron clasificados en 12 fagotipos (PT) diferentes.
La frecuencia de PT fue de un 25,9% PT2; 16,7% PT39; un 11,1% PT4 y PT49; 7,4% PT21;
un 5,6% PT26 y PT33, un 3,7% PT8 y PT43; un 1,9% PT10, PT31, PT51; mientras que el
3,7% de las cepas fueron no tipificables por fagos.

Por Xbal-PFGE, los STEC O157 aislados generan 29 patrones diferentes con al menos
75% de similitud (Figura 19). Treinta y seis cepas fueron agrupadas en 11 clusters, mientras
que las 18 cepas restantes mostraron patrones de restriccion Unicos. En los grupos o clusters
se consideraron a las cepas que presentaron perfiles de PFGE con un 100% de similitud, es
decir con idéntico patron de cantidad y distribucion de bandas de ADN.

Recordamos que cada lote se consign6 con la letra del frigorifico visitado y el numero de
visita correspondiente, y que en cada visita se muestrean 6 animales pertenecientes en general
a una misma tropa. Para STEC O157, los 29 patrones Xbal-PFGE se distribuyeron en 27 lotes
contaminados. En la mayoria de los lotes (81% - 22/27), solo un patron Xbal-PFGE fue
identificado (Figura 19).

Los clusters se nominaron con nimeros romanos consecutivos (nimero de cepas, nimero
de fagotipo y niimero de patron de Xbal-PFGE) y fueron los siguientes: I (3 cepas, PT49,
AREXHXO01.0267), II (2 cepas, PT2, AREXHXO01.0545), III (2 cepas, PT4 y NT,
AREXHXO01.0011), IV (3 cepas, PT26, AREXHXO01.0458), V (4 «cepas, PT4,

AREXHXO01.0543), VI (3 cepas, PT2, AREXHXO01.0460), VII (6 cepas, PT39,
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AREXHXO01.0507), VIII (2 cepas, PT43, AREXHXO01.0514), IX (3 cepas, PT33,
AREXHXO01.0517), X (4 cepas, PT2, AREXHXO01.0076), y XI (4 cepas, PT2I,
AREXHXO01.0544) y se puede observar el dendograma (Figura 19).

Figura 19: Dendograma de las cepas STEC O157 por Xbal-PFGE

Similitud (%)OCIuster Xbal-PFGE Patrén Xbal- Fagotipo Tipo de Tipo de Lote stx genotipo
8 2 S PFGEN° N° muestra animal
“ AREXHX01.0551 49 MF vaca 1-03 X/ St actun-a)
' [ 1l AREXHX01.0022 49 MF ternero D-10 StX2/5tX)c(vh-a)
f 11 AREXHX01.0175 49 MF novillito B-18 StXo/StXcuha)
S AREXHX01.0267 49 MF novillito G-10 StX2/5tX2c(vh-a)
1 H AREXHX01.0267 49 CA ternero G-10 StX2/5tX5 (vh-a)
AR AREXHX01.0267 49 MF ternero G-10 StXa/5tXacivh-a)
LA AREXHX01.0550 NT* MF novillo F-08 SEX2/StXach-a)
| AREXHX01.0545 2 CA vaca 02 X,/StX.
n LI AREXHX01.0545 2 CA vaca eos ;g)(i;;ll:x:c:v:a:
- I | || . AREXHX01.0011 NT MF novillito A-02 SEX/Stcha)
I 1 AREXHX01.0011 4 CA novillito A-02 StX,/StXacquh-a)
mili| AREXHX01.0388 10 MF vaquillona H-12 StX1/SEXG/StXcun-a)
| 1 AREXHX01.0006 4 MF novillo c11 SEXo/Stch gy
l Hl AREXHX01.0559 39 MF vaquillona G-09 SEX1 /S5t )
LRI AREXHX01.0458 26 CcA novillo A12 SEXL/SEX /St unny
v | AREXHX01.0458 26 MF novillo E-12 StXo/StXycvh-a)
AR Rl AREXHX01.0458 26 MF novillo E-12 StX,/StXac(uh-a)
AREXHX01.0543 4 CA vaca 1-01 stxz/stxmvh.a,
v AREXHX01.0543 4 CA vaca 1-01 StXo/5tXciuh-a)
AREXHX01.0543 4 CA novillo 1-02 StXo/StXcuha)
AREXHX01.0543 4 CA novillo 1-02 StXo/StX e a)
AREXHX01.0556 8 MF novillo F-02 StXaciun-a)
AREXHX01.0560 2 MF ternero G-13 StXo/StXcuha)
| AREXHX01.0460 2 MF novillito 1-10 StX2/5tXsc(vh-a)
VI AREXHX01.0460 2 MF novillito 1-10 StX2/5tX) (vh-a)
AREXHX01.0460 2 CA novillito 1-10 StX2/5tX)(vh-a)
AREXHX01.0552 2 CA ternero G-08 stx,
AREXHX01.0548 39 CA vaca 1-06 StXa/5tXcuh-a)
AREXHX01.0507 39 MF novillo E-05 StXacivh-a)
AREXHX01.0507 39 MF nov[llo E-05 StXacvh-a)
i AREXHX01.0507 39 MF novillo E-05 StXocuha)
AREXHX01.0507 39 MF novillo E-05 StXeph-a)
AREXHX01.0507 39 CA novillo E-05 StXac(vh-a)
AREXHX01.0507 39 MF novillo E-05 StXcpuna)
AREXHX01.0132 39 MF novillo c-07 StX1/StXc(vh-a)
| Vi AREXHX01.0514 43 CA novillito G-12 StXac(vh-a)
AREXHX01.0514 43 CA novillito G-12 StXciuh-a)
— AREXHX01.0555 8 MF novillito E-04 St
AREXHX01.0517 33 CA ternero G-08 stx,
X AREXHX01.0517 33 CA ternero G-08 stx, NT
AREXHX01.0517 33 CA vaquillona G-09 stx;,
AREXHX01.0553 2 MF novillito G-12 StX2/5tX)c(vh-a)
AREXHX01.0557 31 MF ternero G-10 StX1/5tX5/5tX) cvh-a)
AREXHX01.0076 2 MF vaquillona B-07 StXo/StXycvh-a)
X AREXHX01.0076 2 MF vaquillona B-07 StX,/5tX) (yh-a)
AREXHX01.0076 2 MF vaquillona B-07 StX2/5tX) (vh-a)
AREXHX01.0076 2 MF vaquillona B-07 StX2/5tX) (vh-a)
_|: AREXHX01.0558 51 MF novillo D-05 StX2/5tX5 (vh-a)
AREXHX01.0554 2 CA vaquillona G-15 stx,
AREXHX01.0549 2 CA novillo D-05 StXo/Stcung)
AREXHX01.0544 21 MF vaca H-01 stx,/stx,
X1 AREXHX01.0544 21 MF vaca H-01 stx,/stx,
AREXHX01.0544 21 CA vaca H-01 stx/stx,
AREXHX01.0544 21 MF novillo H-01 stx,/stx,

*NT: no tipificable

Si bien los clusters presentan 100% de similitud genética entre las cepas que contienen,
en algunos casos las cepas presentan diferencias con respecto al origen de las muestras de
donde fueron aisladas. Por ejemplo, el cluster I, VI y XI, contenian cepas idénticas por
subtipificacion, la mayoria provenian de MF, excepto una cepa en cada cluster que se aislo

después del procesamiento en CA. Las cepas del cluster III se distinguian en su fagotipo y
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también provenian de diferentes tipos de muestras. Una cepa del cluster IV fue diferente del
resto por B/nl-PFGE (imagen no mostrada) y por su genotipo toxigénico. Esta cepa ademas de
pertenecer a diferente tipo de muestra (CA), provenia de un lote de muestreo distinto y de un
frigorifico diferente (A-12) al de las otras dos cepas perteneciente a este grupo (E-12). En el
cluster V, dos de las cuatro cepas de este grupo se aislaron de un lote consecutivo al de las
otras, en el mismo establecimiento (I-01 y 1-02). El grupo VII contiene 6 cepas idénticas de
las cuales 5 provinieron de MF y una sola de CA. Una cepa (1/3) del cluster IX fue distinta en
su genotipo toxigénico ya que presentd el gen stx, en una variante no tipificable (NT) y
ademas las 3 cepas de este grupo fueron aisladas de lotes consecutivos (G-08 y G-09), como
en el caso del cluster V.

Se observo que las STEC O157 agrupadas en 11 clusters de Xbal-PFGE derivaban de 14
lotes diferentes (Tabla 14), independientemente de si provenian de la MF o la CA de los
animales. Las cepas que provenian de las muestras fecales se agruparon en 7 clusters,
mientras que las 17 cepas aisladas de carcasa se agruparon en 9 clusters. El mismo patron de
Xbal-PFGE fue identificado en las muestras de heces y carcasa en 5 lotes (G10, A2, 110, ES y
H1). En el caso de los clusters Xbal-PFGE V y IX, las cepas provenian de mas de un lote; en
ambos casos los aislamientos se obtuvieron de las canales de un mismo establecimiento y de
visitas consecutivas (Tabla 14) con una diferencia temporal entre ellas de casi un mes. Las
fechas de las visitas al frigorifico I fueron: 1-01, 18/12/06; 1-02, 24/01/07 y las visitas al

frigorifico G fueron: G-08, 04/09/07; G-09, 24/09/07.
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Tabla 14: Descripcion de las caracteristicas de los clusters de STEC O157

Cluster
PT stx genotipo Lote MF (N°) CA (N9
Xbal-PFGE

I 49 SBX/SEX9c(vh-a) G-10 2 1

11 2 SBX/SBX9c(vh-a) G-02 < 2

111 NT SEX2/ ST 0(vha) A-02 1 -

111 4 SEX2/ ST c(vh-a) A-02 - 1

v 26 ST /ST SX 2 o(vhea) A-12 - 1

v 26 SBX2/ ST 0(vha) E-12 2 -

A% 4 SBX/SX9¢(vh-a) I-01 - 2

A" 4 SBX/SX9¢(vh-a) 1-02 - 2

VI 2 SBX/SX9¢(vh-a) I-10 2 1
VII 39 SB¢(vh-a) E-05 5 1
VII 43 SEX2c(vhea) G-12 - 2
IX 33 Stxy G-08 - 1

IX 33 stx; ND G-08 - 1

IX 33 Stxy G-09 - 1

X 2 SBX/SX9¢(vh-a) B-07 4 -

XI 21 Stxy/stx, H-01 3 1
Total 19 17

Por otra parte, también se encontraron aislamientos con patrones diferentes en un mismo
lote, tal es el caso de los patrones AREXHXO01.0552 (1 cepa) y AREXHX01.0517 (2/3 cepas)
aislados del lote G-08; el AREXHX01.0559 (1 cepa) y AREXHX01.0517 (1/3 cepas) del lote
G-09; el AREXHX01.0267 (3/3 cepas) y el AREXHX01.0557 (1 cepa) del lote G-10; el
AREXHXO01.0514 (2/2 cepas) y el AREXHXO01.0553 (1 cepa) del lote G-12, y por ultimo los
patrones AREXHX01.0558 (1 cepa) y AREXHXO01.0549 (1 cepa) aislados del mismo lote D-
05 (Figura 19).

También se realizo el andlisis filogenético de las E. coli O157 no toxigénicas y de las 48
cepas EC O157 TSN, una de ellas no se pudo analizar por PFGE porque su ADN se liso

reiteradamente durante la preparacion de los plugs. Las 47 restantes generaron 34 patrones de
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Xbal-PFGE diferentes con mas de un 64,78% de similitud entre ellas. Algunos patrones se
agruparon en 8 clusters con 100% de similitud en la restriccion con la enzima Xbal (Figura
20) y también con la segunda enzima B/nl (dato no mostrado).

Figura 20: Dendograma de las cepas EC O157 TSN aisladas, obtenido por Xbal-PFGE

Similitud (%) Cluster Xbal-PFGE Patrén Xbal-PFGE Tipo de Tipode Lote
g 8 N N muestra animal
AREXHX01.0622 CA novillo H-02
AREXHX01.0607 MF novillito B-09
AREXHX01.0606 CA novillo C-15
AREXHX01.0605 CA novillo C-15
AREXHX01.0859 CA vaca 1-01
1 AREXHX01.0612 MF novillito H-15
AREXHX01.0612 MF novillito H-15
AREXHX01.0610 MF novillito I-10
AREXHX01.0868 MF novillo B-08
AREXHX01.0869 MF novillito G-11
AREXHX01.0620 MF novillo F-10
AREXHX01.0611 MF ternero G-08
AREXHX01.0867 MF novillo H-03
AREXHX01.0866 MF novillito B-09
| AREXHX01.0608 CA novillo 1-02
2 AREXHX01.0608 CA novillo 1-02
AREXHX01.0608 CA novillo 1-02
AREXHX01.0609 CA novillo 1-02
3 AREXHX01.0856 MF novillo F-06
AREXHX01.0856 MF novillo F-06
AREXHX01.0615 MF vaca 1-04
AREXHX01.0616 MF vaca 1-09
AREXHX01.0617 MF vaquillona H-12
AREXHX01.0862 MF novillito B-09
AREXHX01.0861 CA novillo H-10
AREXHX01.0613 MF novillo H-14
4 AREXHX01.0860 MF vaca D-01
] AREXHX01.0860 MF vaca D-01
AREXHX01.0614 MF novillo D-07
5 AREXHX01.0614 MF novillo D-07
| AREXHX01.0614 MF novillo D-07
AREXHX01.0614 MF novillo D-07
AREXHX01.0619 MF ternero G-06
AREXHX01.0619 MF ternero G-06
6 AREXHX01.0619 MF ternero G-06
AREXHX01.0619 MF ternero G-06
4[ AREXHX01.0619 MF ternero G-06
AREXHX01.0857 MF novillo B-08
7 AREXHX01.0863 MF novillo B-08
1 AREXHX01.0863 MF novillo B-08
AREXHX01.0865 MF novillito H-16
8 AREXHX01.0864 MF novillo H-14
i AREXHX01.0864 MF novillo H-14
— ] 1l AREXHX01.0618 MF vaca 1-09
| 111§ AREXHX01.0621 MF ternero G-13
— u ‘ b | AREXHX01.0858 CA novillo C-09
LR AREXHX01.0572 MF ternero G-13

Los clusters se nominaron con nimeros arabigos consecutivos y fueron los siguientes: 1

(2 cepas, AREXHX01.0612), 2 (3 cepas, AREXHXO01.0608), 3 (2 cepas, AREXHX01.0856),
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4 (2 cepas, AREXHXO01.0860), 5 (4 cepas, AREXHXO01.0614), 6 (5 -cepas,
AREXHXO01.0619), 7 (2 cepas, AREXHX01.0863), y 8 (2 cepas, AREXHX01.0864) y se
puede observar el dendograma obtenido (Figura 20).

A diferencia de las cepas de STEC, las EC O157 TSN agrupadas en clusters, provenian
del mismo origen en relacion al lote, al tipo de muestra (CA o MF) y a la clase de bovino
muestreado. La mayoria de estas cepas (38/48, 80%), se aislaron a partir de materia fecal. En
este contexto, s6lo en 1 (numero 2) de los 8 clusters obtenidos, 3 cepas agrupadas provenian
de carcasa. Una cepa (patron N° AREXHX01.0609) aislada de una carcasa del mismo lote (I-
02) que el cluster 2 se presenta una similitud de 97,5% y una sola banda de diferencia (Figura
20).

Las cepas FP-031 (patron N° AREXHXO01.0608) y FP-032 (AREXHX01.0609),
pertenecen al mismo animal muestreado y se diferencian en una sola banda. No pertenecen al
mismo cluster por que los definimos por el 100% de similitud pero aparentemente seria una
misma cepa en la que ocurrid de un evento genético aislado como por ejemplo una mutacioén
puntual, una delecion o una insercion.

Cuando se analiza la relacion clonal entre todas las cepas toxigénicas y las no toxigénicas
(Figura 21), se observa que tienen aproximadamente un 67,69% de similitud y no se presentan
una asociacion entre ellas sino que se agrupan de forma separada, como se muestra en el
arbol, mostrando un origen genético diferente, con excepcion de dos cepas EC O157 TSN (I-

010 y I-119) que se encuentran mas cercanas por PFGE a las STEC.



Figura 21: Dendograma de todas las cepas de E. coli 0157 aisladas (STEC y EC O157 TSN)

Similitud (%)
s

et =y

—

e

L =

mﬁﬂ'm

| i e

Xbal- PFGE Patron Xbal-PFGE Grupo
N
AREXHX01.0858 EC 0157 TSN
il AREXHX01.0572 EC 0157 TSN
AREXHX01.0606 EC 0157 TSN
\ AREXHX01.0605 EC 0157 TSN
e fREXHX01.0859 e EGQIGLT SN v
AREXHX01.0545 STEC 0157
I AREXHX01.0545 STEC 0157
l ] AREXHX01.0011 STEC 0157
| AREXHX01.0011 STEC 0157
\ AREXHX01.0388 STEC 0157
AREXHX01.0559 STEC 0157
| AREXHX01.0631 STEC 0157
Hi i AREXHX01.0458 STEC 0157
Il AREXHX01.0458 STEC 0157
AREXHX01.0458 STEC 0157
AREXHX01.0543 STEC 0157
| AREXHX01.0543 STEC 0157
\ AREXHX01.0543 STEC 0157
| AREXHX01.0543 STEC 0157
AREXHX01.0556 STEC 0157
AREXHX01.0560 STEC 0157
AREXHX01.0460 STEC 0157
AREXHX01.0460 STEC 0157
AREXHX01.0460 STEC 0157
AREXHX01.0552 STEC 0157
I AREXHX01.0548 STEC 0157
AREXHX01.0507 STEC 0157
AREXHX01.0507 STEC 0157
AREXHX01.0507 STEC 0157
AREXHX01.0507 STEC 0157
AREXHX01.0507 STEC 0157
AREXHX01.0507 STEC 0157
| AREXHX01.0132 STEC 0157
| AREXHX01.0514 STEC 0157
! AREXHX01.0514 STEC 0157
i AREXHX01.0622 ECO157 TSN <=
AREXHX01.0555 STEC 0157
1 AREXHX01.0517 STEC 0157
‘ AREXHX01.0517 STEC 0157
AREXHX01.0517 STEC 0157
AREXHX01.0553 STEC 0157
AREXHX01.0557 STEC 0157
AREXHX01.0076 STEC 0157
i AREXHX01.0076 STEC 0157
| AREXHX01.0076 STEC 0157
AREXHX01.0076 STEC 0157
AREXHX01.0551 STEC 0157
AREXHX01.0022 STEC 0157
AREXHX01.0175 STEC 0157
‘ AREXHX01.0267 STEC 0157
I il AREXHX01.0267 STEC 0157
‘ ”H ‘ AREXHX01.0267 STECO157
| : AREXHX01.0550 STEC 0157
J ' | AREXHX01.0607 ECO157 TSN <=
Il | | AREXHX01.0558 STEC 0157
I AREXHX01.0554 STEC 0157
AREXHX01.0544 STEC 0157
l ; AREXHX01.0544 STEC 0157
1 AREXHX01.0544 STEC 0157
| .J......AREXHXMMM.......TFGO.15.7........
[ I IM ] AREXHX01.0615 ECO157 TS
AREXHX01.0616 ECO157 TSN
AREXHX01.0617 EC 0157 TSN
AREXHX01.0862 EC 0157 TSN
AREXHX01.0861 EC 0157 TSN
AREXHX01.0613 EC 0157 TSN
AREXHX01.0860 EC 0157 TSN
AREXHX01.0860 EC 0157 TSN
AREXHX01.0614 ECO157 TSN
AREXHX01.0614 EC 0157 TSN
AREXHX01.0614 EC 0157 TSN
AREXHX01.0614 EC 0157 TSN
AREXHX01.0619 EC 0157 TSN
AREXHX01.0619 EC 0157 TSN
AREXHX01.0619 EC 0157 TSN
AREXHX01.0619 EC 0157 TSN
AREXHX01.0619 EC 0157 TSN
AREXHX01.0857 EC 0157 TSN
AREXHX01.0608 EC 0157 TSN
AREXHX01.0608 EC 0157 TSN
AREXHX01.0608 EC 0157 TSN
AREXHX01.0609 ECO157 TSN
AREXHX01.0856 EC 0157 TSN
AREXHX01.0856 EC 0157 TSN
AREXHX01.0549 STEC0157 <=
AREXHX01.0611 EC 0157 TSN
AREXHX01.0618 EC 0157 TSN
AREXHX01.0621 EC 0157 TSN
AREXHX01.0863 EC 0157 TSN
AREXHX01.0863 EC 0157 TSN
AREXHX01.0865 ECO157 TSN
AREXHX01.0864 EC 0157 TSN
AREXHX01.0864 EC 0157 TSN
AREXHX01.0612 EC 0157 TSN
AREXHX01.0612 EC 0157 TSN
AREXHX01.0610 EC 0157 TSN
AREXHX01.0868 EC 0157 TSN
AREXHX01.0869 EC 0157 TSN
AREXHX01.0620 EC 0157 TSN
AREXHX01.0867 EC 0157 TSN
AREXHX01.0866 EC 0157 TSN

Tipode Lote
animal

novillo C-09
ternero G-13
novillo C-15
novillo C-15
17 o7 I (| M—
vaca G-02
vaca G-02
novillito A-02
novillito A-02
vaquillona H-12
vaquillona G-09
novillo C-11
novillo A-12
novillo E-12
novillo E-12
vaca 1-01
vaca 1-01
novillo 1-02
novillo 1-02
novillo F-02
ternero G-13
novillito 1-10
novillito 1-10
novillito 1-10
ternero G-08
vaca 1-06
novillo E-05
novillo E-05
novillo E-05
novillo E-05
novillo E-05
novillo E-05
novillo C-07
novillo G-12
novillo G-12
novillo H-02
novillito E-04
ternero G-08
ternero G-08
vaquillona G-09
novillito G-12
ternero G-10
vaquillona B-07
vaquillona B-07
vaquillona B-07
vaquillona B-07
vaca 1-03
ternero D-10
novillito B-18
novillito G-10
ternero G-10
ternero G-10
novillo F-08
novillito B-09
novillo D-05
vaquillona G-15
vaca H-01
vaca H-01
vaca H-01
NAVIlO. v e H01
vaca 1-04
vaca 1-09
vaquillona H-12
novillito B-09
novillo H-10
novillo H-14
vaca D-01
vaca D-01
novillo D-07
novillo D-07
novillo D-07
novillo D-07
ternero G-06
ternero G-06
ternero G-06
ternero G-06
ternero G-06
novillo B-08
novillo 1-02
novillo 1-02
novillo 1-02
novillo 1-02
novillo F-06
novillo F-06
novillo D-05
ternero G-08
vaca 1-09
ternero G-13
novillo B-08
novillo B-08
novillito H-16
novillo H-14
novillo H-14
novillito H-15
novillito H-15
novillito 1-10
novillo B-08
novillito G-11
novillo F-10
novillo H-03
novillito B-09

88
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La cepa EC O157 TSN I-010 (AREXHX01.0622), como ya se menciond anteriormente,
presenta los genes de virulencia asociados a STEC, pero no contiene genes de ninguna de las
toxinas Shiga y ademas se encuentra mas relacionada filogenéticamente al grupo de las STEC
que a las EC O157 TSN, asociada con mas de un 90% de similitud al cluster VIII de las
STEC, aunque no tiene ningun tipo de relacion con respecto al origen de la muestra. La cepa
EC 0157 TSN I-119 (AREXHXO01.0607), también se agrupo con las STEC pero no tiene
ninguna relacion en su caracterizacion genética o en su origen con este grupo. Por otra parte
también encontramos una cepa STEC O157, la denominada a nivel de laboratorio como FP-
130 (AREXHXO01.0549), que se asocia filogenéticamente con las cepas no toxigénicas (Figura

21).
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4.3. Estimacion de la respuesta al estrés acido de los aislamientos obtenidos
Se determiné la resistencia acida (RA) de 30 cepas seleccionadas de STEC O157 y 35
cepas EC O157 TSN por duplicado, por los tres mecanismos principales conocidos, RA |, RA;
y RAj3 y conjuntamente se realizd un control (C) de muerte celular como se describe en la
Figura 13. Los resultados de los NRL promedios obtenidos para cada cepa de los dos grupos
se pueden observar en la tabla 15.

Tabla 15: Valores de NRL obtenidos por los diferentes mecanismos de RA ensayados

Nombre de Mecanismo de RA Nombre de la Mecanismo de RA
la Cepa C RA1 RA2 RA3 CepaEC 0157 C RA1 RA2 RA3
STEC 0157 TSN
NRL promedio NRL promedio

1-014 3,34 2,32 0,04 0,16 1-122 2,93 3,56 -0,09 0,23
FP-210 4,43 1,20 0,12 1,66 FP-037 4,57 2,34 -0,02 0,13
1-037 424 2,37 0,15 2,76 FP-157 4,40 1,22 0,10 0,95
FP-172 4,57 1,35 -0,01 0,61 1-100 4,58 1,32 0,12 1,63
FP-168 4,55 3,96 -0,09 4,57 FP-165 2,45 4,08 0,09 2,85
FP-014 4,49 4,07 0,06 3,99 FP-121 3,98 3,09 0,22 4,10
FP-099 4,38 4,58 0,69 3,56 I-111 5,27 3,98 0,56 1,18
FP-225 3,05 4,77 0,63 2,90 1-158 2,13 5,07 0,62 1,92
FP-246 4,75 4,21 1,08 5,24 FP-035 4,81 4,17 0,45 4,23
FP-155 5,23 4,69 0,87 5,30 1-010 4,81 3,71 0,55 4,63
1-106 4,78 4,00 0,40 4,85 1-119 5,21 4,60 0,65 3,61
1-002 5,29 5,01 0,47 3,51 FP-255 5,23 5,44 4,30 4,78
FP-049 4,77 3,99 0,31 1,46 1-118 3,00 5,20 -0,46 1,54
FP-130 5,14 5,13 0,59 2,00 1-133 5,23 4,51 -0,93 3,70
FP-152 5,57 5,58 1,05 3,69 1-165 4,43 4,03 1,07 3,49
1-070 5,23 4,25 0,75 245 FP-078 4,17 4,61 1,04 3,91
1-173 5,31 4,60 0,90 0,88 1-146 4,51 5,78 0,09 0,77
FP-196 4,90 4,35 0,70 0,97 FP-164 5,39 4,04 -0,45 0,47
1-144 5,26 5,05 0,94 1,21 1-159 5,27 5,08 -0,51 0,89
FP-148 5,20 5,44 1,07 0,55 1-124 5,43 5,45 -0,35 0,91
FP-160 5,08 4,85 1,87 2,24 FP-211 5,36 4,48 0,93 0,65
FP-161 5,35 5,32 1,77 1,84 1-114 5,31 4,74 1,46 0,39
FP-171 5,06 5,13 0,33 1,83 FP-170 4,80 2,80 0,44 2,06
FP-103 5,14 3,22 0,20 2,18 1-150 5,09 5,25 0,64 2,19
FP-248 5,10 4,61 1,38 1,90 FP-154 5,12 3,61 0,40 1,47
FP-131 5,30 4,90 1,43 3,28 FP-013 491 3,35 0,04 3,76
FP-114 4,71 3,37 0,49 3,53 FP-138 5,10 4,00 0,17 2,07
FP-253 5,18 3,36 1,16 2,01 1-012 4,62 3,98 0,32 1,38
FP-028 5,30 5,24 2,63 1,85 1-110 5,06 5,16 -0,08 1,72
FP-206 5,14 491 3,00 3,39 1-164 5,29 5,32 0,21 2,50
1-175 4,46 3,69 0,05 0,68

1-170 5,24 3,52 0,61 0,83

FP-252 4,96 3,19 0,14 0,67

FP-031 5,11 422 0,36 1,18

FP-197 5,03 4,38 0,19 0,61
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Todas las cepas al inicio del desafio, tenian un recuento aproximado de 6 (log Ni = 6), a
las 6 h del desafio los resultados variaron de acuerdo con el mecanismo de resistencia
estudiado. En la mayoria de los casos, los controles de desafio después de las 6 horas de
incubacion, tuvieron recuentos por debajo del limite de deteccion (log Nf <1). Para poder
graficar y realizar los calculos de resistencia acida cuando los recuentos se encontraban por
debajo del limite de deteccion, se considerd el valor de los mismos como el propio limite de
deteccion, es decir 1 [log (10 UFC/ml) = 1, por siembra y recuento en espiral]. Resultados
tipicos de recuentos obtenidos para cada cepa, tanto STEC O157, como EC O157 TSN, se
pueden observar en el ejemplo de la figura 22 que representa la RA de dos tipos de cepas por
los 3 mecanismos estudiados y el control correspondiente.

Figura 22: Ejemplo de recuentos para la respuesta al desafio acido de una cepa STEC O157 y una EC
0157 TSN en los tiempo inicial (Oh) y final (6h) por los 3 mecanismos de RA y el Control (C)

Cepa STEC 0157 Cepa EC 0157 TSN
£ £ ac
§ s B RA1
g‘ 2 M RA2
- H RA3
o Tiempo(h) 6 0  Tiempo (h)®

*< Limite de deteccion (<1).

Para cada réplica se determiné el NRL (ntimero de reducciones logaritmicas) entre 0 y 6
h del ensayo de desafio y se comparo las respuestas al estrés acido de las cepas de E. coli
O157. En la tabla 15 se muestran las medias de NRL de acuerdo con el tipo de cepa estudiada
(STEC 0157 6 EC 0157 TSN) y del mecanismos de RA ensayado. El mecanismo de RA2
dependiente de Glutamato fue el mas protector contra la acidez del medio, seguido del RA3 y
luego el RA1 con valores promedio de NRL mas cercanos a los valores del control. En la

tabla 16 vemos que comparando cada sistema de RA por la prueba estadistica de Kruskal-
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Wallis hay diferencias significativas en la resistencia al estrés acido dependiendo del
mecanismo que utilice el microorganismo para defenderse de dicho estrés (letras mintsculas
diferentes implican diferencias significativas (p<0,05)). Tanto en el caso de las cepas de
STEC O157, como asi también para las EC O157 TSN, pero en este ultimo, grupo la
respuesta por el sistema RA1 no se diferencia del control (letras mintsculas iguales). Con lo
cual podemos suponer que el mecanismo RA1 no tuvo un efecto protector contra el estrés
acido en las cepas de EC O157 TSN. Por otra parte, si comparamos como es la respuesta de
las cepas STEC O157 con las EC O157 TSN para cada mecanismo de RA vemos que, RA2 y
RA3 tienen diferencias significativas de acuerdo con la toxicidad de las cepas (letras
mayusculas diferentes, p<0,05). Mientras que el sistema RA1 al igual que el C, no presentan
diferencias significativas entre la respuesta de las STEC O157 y las EC O157 TSN (letras
mayusculas iguales, p>0,05).

Tabla 16: Numero de Reducciones Logaritmicas (NRL) promedio para cada sistema de RA y de
acuerdo con el tipo de cepa estudiado

Sistema NRL media P (gifup °
STEC 0157 ECO157 TSN loxicidad)
RA2 0,91%A™ 0,37°%" <0,0001
RA3 2,554 1,95%8 0,0130
RAI 4,19 4,08 0,3876
C 4,87 4,64 0,3134
p (mecanismo) <0,0001 <0,0001

* una letra mintscula diferente, en una columna, indica diferencias significativas (p<0,05).
** una letra mayuscula diferente, en una fila, indica diferencias significativas (p<0,05).

La distribucion de NRL de todas las cepas estudiadas por los diferentes mecanismos de

RA se observan en el grafico de BoxPlot (Figura 23).
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Figura 23: Grafico de BoxPlot de los NRL de las STEC 0157 y EC O157 TSN por mecanismo de RA
analizado
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La variacion de la resistencia acida de las cepas STEC O157 y las EC O157 TSN se
puede analizar a través de graficos de distribucion de frecuencia (Figura 24). Se pueden
establecer 4 categorias de respuesta de RA: si NRL es mayor a 4, se consideran cepas
sensibles (S); con NLR entre 2 y 4, la resistencia acida es intermedia (RI); con NLR entre 1 y
2, son resistentes (R); y de resistencia extrema (RE) cuando NRL es menor a 1. Esta
clasificacion es una adaptacion de una categorizacion realizada por Buchanan y Edelson

(1999) para respuesta de tolerancia acida.
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Figura 24: Distribucion de frecuencia de las cepas STEC O157 y EC O157 TSN de acuerdo con la
respuesta para los sistemas RA1, RA2, RA3 y Control (C)
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Eje x: RE, Resistencia Extrema; R, Resistencia; R, Resistencia Intermedia; y S, Sensibles
Eje y: Cantidad o numero de cepas

En las distribuciones vemos que hay una gran variabilidad en las respuestas dependiendo
del mecanismo de RA estudiado y en relacion con la toxicidad de las cepas. En ese sentido
observamos que en el control del desafio acido (C) el 93% (50/54) de las cepas STEC O157
fueron sensibles al desafio y también las EC O157 TSN fueron sensibles en el 75% de los
casos, como era de esperar ya que en los ensayos de control no actiia ningiin mecanismo de
resistencia acida, aunque algunas cepas STEC O157 (4) y otras EC O157 TSN (12), tiene RI,
es decir que después de las 6 h de exposicion al desafio, tienen todavia células viables (10%-

10%) en el medio de control.
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El sistema oxidativo (RA1) no fue muy protectivo para las cepas en el desafio acido ya
que hubo un 65% de STEC O157 y un 48% de EC O157 TSN sensibles, sélo un 7,4% y un
12,5%, respectivamente, fueron resistentes. La distribucion de frecuencia muestra que el
mecanismo que provee mayor resistencia acida a las cepas de E. coli O157, es el dependiente
de Glutamato (RA2) ya que un 80% (43/54) de STEC O157 y un 92% (44/48) de EC O157
TSN presentan RE. Para el caso del mecanismo RA3, la distribucion de la frecuencia muestra
cepas en las cuatro categorias de RA definidas, con una mayor cantidad de cepas STEC O157
con RI (50%) y s6lo el 15% de ellas son RE, mientras que las EC O157 TSN tienen més cepas
con RE (35%) (Figura 24).

También se realizd6 un ranking de resistencia acida de las cepas, de acuerdo con el
mecanismo utilizado, encontramos algunas cepas STEC O157 que son muy resistentes por los
tres mecanismos estudiados (en RA2 y RA3 presentan RE y en RA1 son R). Estas cepas son
denominadas en el laboratorio como [-014 y FP-172. Ademas, también tenemos dos cepas EC
O157 TSN mas resistentes en el ranking de RA, estas son [-122 y FP-037 (datos no
mostrados).

Por otra parte, se realizd un andlisis de varianza no paramétrico para investigar si existian
correlaciones entre la respuesta de RA de las cepas, y las caracteristicas de su origen. Como
ya se dijo, en el caso de las cepas agrupadas en clusters, sélo se estudio la RA de una cepa del
cluster ya que se considero que la RA de todas las cepas del clusters debia ser igual que la de
la cepa ensayada.

En lo que refiere al tipo de animal, la comparacion indica que no existe ninguna
diferencia significativa en la respuesta de resistencia acida de las cepas de acuerdo con el tipo

de animal (novillo, novillito, ternero, vaca o vaquillona) de donde fueron aisladas las cepas, ni
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por el sexo o la raza del animal. Tampoco se encontraron diferencias en la RA de las cepas
aisladas de carcasa de acuerdo con el frigorifico de donde se tomaron las muestras.

En el andlisis estadistico so6lo se encontr6 que hubo diferencias significativas de la
respuesta de RA con respecto al tipo de cria de los animales (Estancia, Feedlot, Feria o NR).
En ese aspecto, fue importante conocer si habia diferencias entre las cepas aisladas de
animales que provinieron de Estancia solamente, con respecto a las de animales criados en
Feedlot, ya que sus antecedentes de cria de los animales de Feria no son conocidos. Se
observo que las cepas STEC O157 presentaron diferencias significativas segin la procedencia
de los animales para el sistema de resistencia RA2, donde las cepas aisladas de animales de
Feedlot fueron menos resistentes (p=0,0002) que las de Estancia. Para el grupo EC O157
TSN, las cepas que provenian de Estancia fueron mas resistentes que las otras (p=0,0054) por
el mecanismo RA1, en cambio para el sistema RA3 fueron mas resistentes las de Feedlot
(p=0,0231).

Con el objetivo de establecer si existia alguna relacion entre la respuesta de RA y la
virulencia de las cepas E. coli O157 aisladas en este trabajo, se realizo la comparacion entre
los diferentes perfiles genéticos de virulencia establecidos con su respuesta de NRL obtenidos
en cada ensayo de desafio acido. Para este fin, se nombré cada genotipo de virulencia
obtenido en 10 categorias de virulencia (V1-V10) y se procedi6 al analisis. En la tabla 17 se
observa la comparacion de la respuesta de todos los mecanismos de RA, con los diferentes

genotipos de virulencia.
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Tabla 17: Comparacion de los perfiles de virulencia de las cepas E. coli O157 con la respuesta de RA

Perfil de virulencia Nombre = N° de NRL media
del perfil  cepas *RA1 RA2 RA3

1fbors7- eae-ehxA- fliCyr-Stay/5tXse (vhoa) Vi 30 3,787 079" 2,76
rfborsr- eae-ehxA- fliCuz-stxae (vha) V2 9 4,58"" 0,995¢ 3,747
rfboysr- eae-ehxA- fliCys-stx, V3 5 4,518 0,94¢ 3,75P
rfboysr- eae-ehxA- fliCyz-stx; ND V4 1 4,69"° 0,875¢ 5,307
1fbo1s7- eae-ehxA- fliCyz-Stx1/51X2/51X ¢ (vh-a) V5 4 4,17%8 0,795¢ 1,63%8
1fbois7- eae-ehx A- fliCyz-Stx1/Stxsc (vhea) Vo6 1 3,224 0,20"" 2,184B¢P
rfborsr- eae-ehxA- fliCy-stx,/stx, V7 4 5,018 0,47°B¢ 3,515¢P
rfboisr- eae-ehxA- fliCyy, V8 1 3,718 0,55"B¢ 4,63
rfboisr- fliCr V9 37 3,728 0,37*" 2,287B¢
rfboisy V10 10 3,874 0,21* 1,18%

p 0,0265  <0,0001  <0,0001

*RA1: sistema oxidativo o reprimido por Glucosa, RA2: sistema de resistencia acida dependiente de
Glutamato, RA3: sistema dependiente de Arginina.
**dentro de una columna medias con una letra en comun no son significativamente diferentes.

En el caso del mecanismo RA |, se observo que V6 es significativamente diferente de V7.
En los mecanismos RA2 y RA3, el grupo que se destacO como mas resistente y
significativamente diferente a los otros, fue el perfil V10. Este perfil, en RA2 presentd una
NRL promedio de 0,21 y fue significativamente diferente a V2, V3, V4 y V5 (p<0,0001) y
por el mecanismos RA3, el NRL promedio fue de 1,18 y fue distinto a V1, V2, V3, V4, V7 y
V8 (p<0,0001). El perfil de virulencia V10 corresponde a cepas EC O157 TSN, a las cuales
no se les pudo determinar el antigeno flagelar con la metodologia de caracterizacion utilizada

en este trabajo.
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5. DISCUSION

Escherichia coli productor de toxina Shiga es un importante patégeno que se transmite a
través de los alimentos capaz de producir diarrea no sanguinolenta, colitis hemorragica, y
sindrome urémico hemolitico. El SUH es la complicacion mas grave que se produce en el 5 al
10% de los pacientes y se caracteriza por producir anemia hemolitica microangiopatica,
trobocitopenia y falla renal aguda. En nuestro pais, el SUH posentérico es endémico. Estudios
en nifios con SUH, mostraron que la principal causa de SUH fue la infeccion por STEC (59%)
y el serotipo prevalente es el O157:H7 (75%). En los ultimos 10 afios se reportaron
aproximadamente 500 casos de SUH por afo. La incidencia ha variado entre 7,8 a 17 casos
cada 100.000 nifios menores de 5 afios de edad, siendo esta la incidencia mas alta a nivel
mundial, con una mortalidad del 2 al 5%. En la Argentina, el SUH es la principal causa de
insuficiencia renal aguda en nifios, la segunda causa de falla renal cronica, y representa la
causa del 20% de los trasplantes renales de adolescentes y nifos (Rivas y col, 2011). Por otra
parte, tanto en Argentina, como en Europa continental, como Oceania, y Africa la enfermedad
se presenta usualmente en forma de casos individuales (Mainil y Daube, 2005) mas que de
brotes que afectan a muchos individuos como es mas frecuente EEUU.

La infeccion en humanos se produce con mayor frecuencia por la ingestion de alimentos
o agua contaminada. En casos menos frecuentes se puede producir por contacto directo con
los animales, o bien por la transmision persona a persona. Es conocido que el ganado vacuno
es el mayor reservorio de STEC, por tal motivo, los principales alimentos relacionados con la
infeccion son los de origen bovino, sobre todo a través del consumo de carne molida o
hamburguesas poco cocidas, y de leche sin pasteurizar. La infeccion también se produce por
el consumo de agua, o de otros alimentos contaminados sea, con deyecciones ganaderas, 0 a

través de contaminacion cruzada, o de comidas inadecuadamente preparadas, almacenadas o
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cocidas. También se han reportado casos por aguas recreacionales contaminadas (Gyles,
2007).

Las STEC son trasportados en el tracto gastrointestinal, sobre todo a nivel del recto, por
el ganado bovino sano, y en menor grado por otros rumiantes. La colonizacion de los
animales es transitoria con una excrecion en materia fecal suele durar hasta dos meses, siendo
critica la contaminacion con materia fecal que acontece en el ordefio y en la faena y
procesamiento de la carne (Mainil y Daube, 2005).

El riesgo de ETA originado por el consumo de productos carnicos contaminados con
STEC es determinado por factores propios del microorganismo, como su patogenicidad y
dosis infectiva, y por la exposicion de la poblacion al mismo a través del consumo de carnes.
Entre aquellos factores que modifican el nivel de exposicidon estan, en primer término los
niveles de contaminacion del patdgeno en el producto carnico. En segundo lugar, la cantidad
de carne o productos carnicos consumidas por persona por dia. Y en tercero, los habitos de
consumo de la carne y especialmente las formas de preparacion y coccion (Rhoades y col.,
2009). Asi en la mayoria de los paises europeos el consumo promedio diario de carne y
productos carnicos por persona es de menos de 10 g, con algunas excepciones, como Irlanda e
Italia, donde el consumo es mayor a 60 g. En comparacion, en EEUU el consumo es de casi
120 g diarios, y en nuestro pais, el consumo per cdpita es de aproximadamente 170 g por dia.
Es decir que los argentinos, somos comparativamente importantes consumidores de carne, lo
cual aumentaria el riesgo de exposicion a una ETA por esa via, y en particular aumentaria el
riesgo de SUH.

En tercer término, respecto de la influencia de los habitos de consumo en el riesgo,
existen diferencias regionales, ya que, en EEUU las hamburguesas han sido la mayor causa de

brotes de infeccion con E. coli O157:H7, mientras que en Europa el consumo de



100

hamburguesas no ha sido identificado como una fuente de infeccion (Gyles, 2007). Otro
habito de consumo relevante es el consumo intencional de carne cruda, o ligeramente cocida,
el cual es menos comun en la Argentina, que en EEUU o en paises de Europa donde
actualmente estd de moda el consumo productos con carne cruda como el steak tartar,
carpaccio, etc. En un estudio realizado en nuestro pais sobre los factores de riesgo para la
infeccion esporadica con STEC en nifios, se mostrd que el consumo de carne mal cocida es el
mayor factor de riesgo asociado a la enfermedad por STEC O157, pero este habito de
consumo depende de la zona del pais que se analice, ya que en Mendoza no se encontrd este
factor de riesgo asociado, lo que sugiri6 que esta poblacion no consumiria carne poco cocida.
Sin embargo, si presentd como conducta de riesgo la costumbre de dar a los nifios a tomar el
jugo de bife semicocido, mucho mas comun en el interior del pais (Rivas y col., 2008).

En lo referido a los niveles de contaminacion del patdogeno en el producto carnico, existen
varios estudios sobre la prevalencia de STEC realizados en EEUU y Europa, para establecer
lineas de base de este patdgeno en la produccidon ganadera y la industria frigorifica. Datos de
similares caracteristicas, obtenidos en condiciones de produccion local son importantes para
realizar una evaluacion de riesgo certera del SUH en la Argentina. En nuestro pais, y desde
hace varios afios se han realizado estudios que han aportado informacion de la contaminacion
con STEC en el reservorio bovino a nivel de finca o feedlot (Sanz y col., 1998; Parma y col.,
2000; Mercado y col., 2004; Padola y col., 2004). Sin embargo, los estudios de prevalencia de
STEC 0157, empleando metodologias sensibles en ganado y productos céarnicos han sido
menos frecuentes. Algunos de los estudios precedentes reportaron una carga del 39% de
STEC no-O157 en novillos jévenes y solo un 0,5% de E. coli O157 (Meichtri y col., 2004).
Tanaro y col. (2010), encontraron una incidencia del 3,8% de E. coli O157 en materia fecal de

bovinos a nivel de campo. También en estudios de alimentos relacionados, se detecté un 6,8%
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STEC O157 en hamburguesas crudas (Chinen y col., 2009) y un 1,9% de STEC O157 en productos
carnicos en boca de expendio en Concepcion (provincia de Tucuman) (Jure y col., 2010), mientras que
Brusa y col. (2013), encontraron una contaminacién del 25,5% en muestras de carne en carnicerias de

Berisso (Provincia de Buenos Aires). Hasta el momento de realizarse este trabajo no se habian
realizado estudios sobre ganado vacuno a nivel de plantas de procesamiento con metodologias
comparables a otros estudios internacionales.

En este cuadro de situacion, donde es conocida la importancia del E. coli O157 como
principal responsable de SUH posentérico, con una gran tasa de incidencia en nuestro pais. Y,
donde por otra parte, se sabe que, el consumo de carne vacuna es un importante factor de
riesgo en la transmision de este microorganismo, y que ademads los antecedentes de incidencia
de este patdogeno en la cadena de la carne eran poco consistentes con la alta tasa de SUH, se
planted como hipdtesis inicial que la alta incidencia del SUH en Argentina pudiera estar
relacionada con una alta prevalencia de E. coli O157 en el ganado bovino de nuestro pais,
transferible a la carne en el proceso de faena. Otra cuestion importante a saber es, si las cepas
circulantes en ganado bovino eran compatibles con las responsables de producir la
enfermedad. Y también si presentaban alguna caracteristica diferencial, como puede ser la
mayor resistencia al estrés acido, que permitiria sobrevivir en condiciones ambientales
desfavorables, como pueden ser los alimentos 4cidos o las condiciones acidas del estomago.

Por lo tanto, el objetivo general de este trabajo de tesis fue determinar el nivel de
contaminacion con E. coli O157 del ganado vacuno faenado en nuestro pais a nivel de las
plantas de procesamiento y caracterizar los aislamientos obtenidos para conocer su potencial
patogénico, sus caracteristicas epidemiologicas y su resistencia a condiciones acidas.

Este estudio fue disefiado para establecer la prevalencia de E. coli O157 en ganado de
carne a nivel de las plantas procesadoras de Argentina y el nivel de contaminacion de las

carcasas luego del procesamiento. Para este fin se seleccionaron nueve frigorificos de carne
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vacuna, de los cuales 6 estaban clasificados entre los diez mas grande del pais en términos de
produccion, por lo que se considera que este trabajo describe y cuantifica la contaminacion
existente en las actuales condiciones de produccion de una parte significativa de la produccion
local. La mayoria de los frigorificos seleccionados producen cortes de exportacion por lo que
cuentan con importantes sistemas de inocuidad y calidad, tales como BPM, HACCP,
auditorias externas, etc., que no se encuentran en las plantas proveedoras para el mercado
interno, ya sea a nivel nacional, provincial y mucho menos a nivel municipal.

Otro de los factores considerados para la estimacion de la prevalencia, fue el numero de
muestras a estudiar. En algunos estudios de prevalencia realizados en nuestro pais, el nimero
de animales muestreados y tipo de animales seleccionados fueron mucho mas acotados. Uno
de esos primeros estudios de prevalencia de STEC fue realizado por Sanz y col. (1998), donde
se estudiaron 126 terneros y 118 vacas en el corral antes de entrar la playa de faena. Este fue
uno de los trabajos con mayor numero de animales muestreados (244). En otro estudio, se
analizaron 200 novillos en la linea de faena (Meichtri y col., 2004), también existen otros
estudios a nivel de finca donde se analizaron, en uno de ellos, 244 terneros enfermos y
saludables (Parma y col., 2000) y en otro, 76 terneros con diarrea (Mercado y col., 2004), en
la region pampeana. Por otra parte, todos estos trabajos estuvieron disefiados para la deteccion
de STEC en general y no particularmente el serotipo O157. Por el contrario, en el presente
estudio se calculd un niimero representativo de 811 animales a analizar y no se selecciond el
tipo de animal a muestrear, sino que el mismo estuvo definido por el tipo de hacienda faenada
por cada establecimiento. Por otra parte, la metodologia utilizada fue disefiada para detectar
STEC O157 especificamente.

Con respecto al procedimiento de toma de muestra, las muestras de MF se realizaron en

la bandeja de visceras verdes, por expulsion del contenido fecal del recto. Se tomo entre 20 y
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50 g de material, para luego procesar 10 g en el laboratorio. Esta cantidad de muestra es
mucho mayor que la utilizada en otro trabajo realizado por Meichtri y col. (2004) donde solo
se procesaban 2 g de MF o de otros estudios donde el muestreo se realizo por hisopado rectal.
Ademas, antes de comenzar este estudio de prevalencia, se realizaron ensayos de deteccion y
recuperacion de STEC O157 con MF y esponjas inoculadas con cantidades decrecientes de
una cepa de E. coli O157:H7 de laboratorio y de esta manera se evalud la efectividad de la
técnica (dato no mostrado). El lugar y procedimiento de muestreo de MF, result6 ser la forma
mas estandarizada para la recolecciéon de MF a nivel de frigorifico.

Para la toma de muestra de CA, se selecciond la metodologia mas exhaustiva utilizada
por el USDA (2005) para controlar los frigorificos con algin antecedente de contaminacion
con E. coli O157:H7. Esta metodologia consiste en esponjar 8000 cm” de cada canal, antes del
ingreso a la cdmara frigorifica, lo cual es una superficie 80 veces mayor que lo requerido por
SENASA para el control obligatorio de los frigorificos de exportacion para investigar la
presencia de E. coli O157:H7/NM durante la faena (SENASA, Circular 3496/02).

También, en el laboratorio, la metodologia de analisis usada fue consistente con la
finalidad de establecer una linea de base de la contaminacidén, ya que todas las muestras
fueron analizadas con el método mas sensible para la deteccion de E. coli O157 disponible: la
separacion inmunomagnética (SIM). Esta técnica posee una gran sensibilidad, con el 95% de
probabilidad de detectar SUFC/g de E. coli O157 en materias fecales bovinas (Omisakin, y
col., 2003) y empleando cantidades sustanciales de muestra, tanto en gramos de materia fecal
como de superficie de carcasa muestreados. Por ello se considera que la informacion aportada
es valiosa para establecer la prevalencia de este patogeno a la entrada y a la salida de la linea

de faena, dada la forma sistematica y uniforme en que este trabajo fue realizado, empleando
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metodologia robusta de toma de muestra y andlisis que aseguran la representatividad de los
datos relevados.

El esquema general de tratamiento de las muestras consistié en que luego de hacer un
enriquecimiento selectivo de las muestras de MF y CA para favorecer el crecimiento de E.
coli 0157, se aplico la SIM con el objeto de concentrar este grupo microbiano a través de una
reaccion inmunologica especifica para el antigeno somatico O157. A las muestras
concentradas, se las sembrd en medios selectivos y diferenciales como lo muestra el esquema
de la figura 8. A partir de la zona de confluencia de estos cultivos, se realizé un primer paso
de screening por PCR multiple. Con los resultados de esta PCR se obtienen muestras de MF o
CA presuntivamente positivas para E. coli O157, como se observa en el esquema de
recuperacion de cepas (Figura 12). En el caso donde esta PCR multiple inicial detectd la
presencia del gen rfbois7 y de algiin gen stx, la muestra se considerd presuntivamente positiva
para STEC O157 y como mas del 80% de estas cepas aisladas no fermentan sorbitol, entonces
se repicaron para el aislamiento, colonias tipicas de este grupo, Sob (-). Mientras que si la
PCR sdlo se detectaba el gen rfbo;s7, las muestras se consideraron presuntivamente EC O157
TSN positiva, y en consecuencia, para la recuperacion se seleccionaron los dos tipos de
colonias, las Sor (-) y también las tipicas de E. coli genérico, Sor (+). Dado que el esquema de
aislamiento utilizado en este trabajo, esta mas bien disefiado para la seleccion de cepas STEC
0157 por los medios de cultivos utilizados (ID-O157 y CT-SMAC), la recuperacion de cepas
EC O157 TSN en el laboratorio fue mucho mas dificultosa, siendo probablemente una de las
razones del menor porcentaje de recuperacion (56%) obtenido para este grupo (Tabla 4).
Otros de los motivos de la menor recuperacion a considerar es que, a las muestras presuntivas

para STEC O157, no se les busco ademas cepas no productoras de toxina (EC O157 TSN).
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En este estudio, el grado de portacion promedio de STEC O157 en bovinos a la entrada
de los frigorificos, medida en su contenido fecal, fue en promedio del 4,1% [2,9-5,6%, 95%
intervalo de confianza (IC)].

La comparacion de los resultados de prevalencia obtenidos en este trabajo con otros
estudios similares en diferentes paises y afos, es dificultosa debido a las diferencias en las
metodologias empleadas, estaciones del afo en que se realizdé el muestreo, tipos de bovinos
muestreados, entre otras. Una revision realizada por Rhoades y col. (2009), analizd y recopild
varios estudios de prevalencia en bovino en paises de Norteamérica, Europa y otros, donde la
prevalencia del serotipo O157 en ganado bovino, por ejemplo para los estudios
norteamericanos van desde 0,3% hasta un 27,6% y en los estudios europeos, se encuentran
desde 0% hasta un maximo de 16,6%. Los muestreos en estos trabajos presentan una gran
diversidad en el punto de toma de muestra (feedlot, finca o frigorificos), en los tipos de
animales muestreados (ganado lechero, de carne, bovinos adultos o jovenes, mezcla de
animales o en algunos casos no tuvieron en cuenta el tipo de animal muestreado), en la época
del afo y region donde se realiz6 el muestreo y sobre todo presentan una gran variabilidad en
la cantidad de animales muestreados (Tabla 18).

Por lo tanto existe una gran disparidad de resultados, pero en general se observa que los
valores de prevalencia mas altos fueron reportados en animales criados en corrales de engorde
(feedlot), sobre todo en EEUU (27,8%) donde es muy comun esta practica. La misma
tendencia se observa en los estudios europeos donde el valor mas alto corresponden a un
estudio de un feedlot en Italia (17%) donde se muestrearon s6lo 100 animales, pero los
corrales de engorde son poco frecuentes en Europa, quizés por ello los estudios de esta region
revelan una mas baja prevalencia de STEC O157. Tanto los estudios europeos como los

americanos donde los muestreos se realizaron en animales criados a campo, los valores de
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prevalencia no superan el 11% (Rhoades y col., 2009). Incluso en un trabajo realizado en

nuestro pais por Tanaro y col. (2010), el cual estudio la incidencia de E. coli O157 en bovinos

a nivel de finca, encontr6 una prevalencia del 3,8%.

Tabla 18: Seleccion de estudios sobre prevalencia de STEC O157 en materia fecal bovina

n o
Pais Afio de Punto de N° de Tipo de animales %%** Referencias
muestreo muestreo muestras*
Holanda 1996 Finca 937 Adultos/Terneros 6,3 Heuvelink y
col., 1998
Van
Canada 1996 Frigorifico 1247 Terneros/Vacas 7,5  Donkersgoed
y col., 1999
Rep. . Cizek y col.,
Checa 1998 Finca 163 Terneros 5,5 1999
. Lo Bonardi y
Italia 1999 Frigorifico 100 Mezcla 17 col., 2001
Dinamarca 1999 Finca 2419 Vacas lecheras 3,6 Nielsen y
col., 2002
. McEvoy y
Irlanda 1999 Frigorifico 250 Mezcla 2,4 col., 2003
L, Johnsen y
Noruega 1999 Frigorifico 1541 Adultos/terneros 0,2 col., 2001
EEUU 1999 Frigorifico 327 Novillos/Novillitos 27,8 Eldzroz 5: ol.,
S Chapman y
Inglaterra 2001 Frigorifico 4800 Mezcla 12,9 col., 2001
EEUU 2001 Feedlot 10622 Novillos/Novillitos 102  Sareeanty
col., 2003
EEUU 2001 Finca 296 Vacas o1 Rileyycol,
2003
Canada 2001 Frigorifico 8682 Novillos/Novillitos 1,9 Berzgo}(l):‘:ol.,
Corea del . L, Joycol,
Sur 2002 Finca/Frigorifico 864 Ganado de carne 1,7 2004
Barkocy-
EEUU 2002 Frigorifico 1189 No especificado 5,9 Gallagher y
vol., 2003
Argentina 2002 Frigorifico 200 Terneros 0,5 Meichtri y
& g ’ col., 2004
Suiza 2003 Finca 892 Ganado lechero 4,6 Kuhnert y
col., 2005
o . Callaway y
México 2004 Finca 240 Mezcla 1,3 col., 2004
. . Tanaro y
Argentina 2006 Finca 288 Terneros 3,8 col., 2010
. L, Masana y
Argentina 2008 Frigorifico 811 Mezcla 4,1 col., 2010

Adaptado de Rhoades y col., 2009.
*Numero de muestras examinadas
**porcentaje de prevalencia
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En consideracion de esto, se puede decir que el valor de portacidon promedio hallado en el
presente estudio, se encuentra dentro del rango de los valores de prevalencia reportados
internacionalmente como lo podemos ilustrar en la siguiente figura (25). Por lo tanto, no
podria considerarse que la alta incidencia de SUH en nuestro pais esté relacionada con una

alta prevalencia de STEC O157 en ganado bovino faenado en frigorificos de exportacion.

Figura 25: Comparacion de los porcentajes de prevalencia en ganado bovino encontrados en distintas
regiones del mundo

*%

Argentina/2008
México/2004
EEUU/2003
Coreadel Sur/2002
Canadéa/2001

Inglaterra/2001

EEUU/1999

Italia/1999

Noruega/1999

y )_.
1 1 1 1 1 1

0 5 10 15 20 25 30 %*

*porcentaje de prevalencia
**Pais/Afio del estudio

Con respecto a la incidencia de un 4,7% (38/811) de EC O157 TSN en el contenido fecal
de los animales, su hallazgo fue sorprendente debido a los poco antecedentes sobre este grupo
cuando se inicio el trabajo de investigacion. Se conoce que existen, tanto en humanos como
en el ambiente, variantes stx-positivas y stx-negativas de E. coli O157:H7/H (Galland y col.,
2001). En algunos estudios realizados en Alemania, se han asociado con la enfermedad, cepas
stx-negativas aisladas de materia fecal de pacientes con diarrea o SUH (Schmidt y col., 1999;

Bielaszewska y col., 2007; Friedrich y col., 2007). En estos trabajos, las stx-negativas en
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algunos casos, eran fenotipicamente fermentadoras de sorbitol (FS). A partir de alli, algunos
investigadores, comenzaron a prestar atencion a la presencia de E. coli O157 FS y/o stx-
negativas en ganado. Algunos trabajos caracterizaron cepas FS (Lee y col., 2006) y stx-
negativas aisladas de animales y las compararon con aislamientos humanos (Stephan y col.,
2009). En Espafia, Diaz y col. (2011), encontraron una prevalencia del 1,5% de E. coli stx-
negativas en ciervos muestreados en fincas de caza, mientras que un estudio reciente realizado
en Turquia mostrd una incidencia del 4,2% de E. coli O157:H7/H" en hisopados rectales de
bovinos en frigorificos; 4,6% en carcasas y un 21% en aguas residuales, de los cuales, 15
aislamientos fueron stx-negativos (Ayaz y col., 2014). En este ultimo trabajo, la metodologia
de aislamiento fue muy similar, ya que luego de un enriquecimiento selectivo para E. coli
0157 en caldo EC suplementado con Novobiocina, se aplicé SIM y se sembr6 el concentrado
en placas de agar CT-SMAC. Solo se diferencidé en que la deteccion de E. coli O157 fue
realizada por aglutinacion en latex (LA). Por lo tanto, todos estos estudios muestran que el
hallazgo de cepas stx-negativas es mas usual que lo supuesto.

Con respecto a otros factores que pueden influir en la prevalencia de E. coli O157 en los
animales, es conocido que la edad, el tipo de alimentacion, el sistema de cria, extensiva o
intensiva, y distintas caracteristicas del origen y tipo de ganado (lechero o de carne), pueden
influenciar la mayor o menor excrecion de E. coli O157, aunque son mas limitadas las
evidencias sobre la influencia de la raza y el género (Rhoades y col., 2009). Por tal motivo, se
analizaron los datos de prevalencia de acuerdo a diferentes categorias por edad, raza, sexo,
tipo de crianza o sistema de cria con el que fueron producidos y lugar de origen.

De acuerdo con la edad y el sexo, los animales muestreados se pueden dividir en terneros,
novillitos, vaquillonas y animales adultos compuestos de novillos y vacas, siendo estas

ultimas por lo general, animales de reposicion de la produccion lechera.
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En trabajos previos realizados en nuestro pais, se encontré6 una mayor prevalencia de
STEC en ganado joven compuesto por novillitos (39%) en comparacion con la prevalencia en
novillos adultos (4%) (Meichtri y col., 2004). En dicho estudio, la prevalencia en novillitos
del serotipo de STEC O157 fue muy bajo (0,5%), en comparacion con la reportada ahora para
el mismo tipo de animal que alcanza un 5,1%. Este resultado confirm6 la hipotesis realizada
en el disefio de muestreo donde se presuponia que el método de aislamiento de las E. coli
O157 por separacion inmunomagnética (SIM) aumentaria cerca de 10 veces la frecuencia de
aislamiento de este serogrupo.

Por otra parte, en este trabajo se observd mayor incidencia de STEC O157 en los
animales jovenes, terneros y vaquillonas (8,5% y 10,5%, respectivamente), en comparacion
con el ganado adulto, novillos y vacas (3,5% y 1,5%, respectivamente). En un estudio
realizado en Dinamarca por Nielsen y col. (2002) sobre STEC O157 en las heces de ganado
bovino lechero, también observaron la influencia etaria en la prevalencia en los animales.
Mostraron que terneros entre 2 y 6 meses de edad tienen un pico de incidencia de 8,6%,
mientras las vacas adultas presentaban un valor de solo 2,4%. En este estudio danés, la
incidencia global fue del 3,6% en MF, similar a la obtenida en nuestro estudio. Sin embargo,
Dinamarca es un pais con muy baja incidencia de casos humanos de CH y SUH, comparada
con otros paises (Nielsen y col., 2002), lo cual muestra que existen otras variables, ademas de
la prevalencia en animales, que influyen en la incidencia de la enfermedad.

También se observd mayor portacion de EC O157 TSN en Terneros (17%, 8/47) en MF.
La distribucion de la contaminacion de acuerdo con la edad de los animales muestreados no
siempre se ve reflejada al final de la linea de faena en las carcasas porque el nivel de

contaminacion de las CA se encuentra influenciado por otros factores ajenos al tipo de animal.
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Con respecto a la procedencia del ganado, de las nueve provincias muestreadas, la mayor
cantidad de animales (42%) provino de Buenos Aires, donde la incidencia de STEC O157 fue
muy similar al valor promedio (4%). Sin embargo, hubo tres provincias que mostraron mayor
incidencia de STEC O157 en los animales en pie, estas fueron Corrientes (10%, 4/39),
Santiago del Estero (8%, 1/12) y Entre Rios (6%, 5/90). Es importante considerar que la
Argentina es un pais muy extenso, por lo que se deben considerar las diferencias climaticas
entre las distintas regiones, asi como también las distancias que deben recorrer los animales
desde las fincas de origen hasta los frigorificos donde seran procesados. Estas dos razones
podrian influenciar el nivel de contaminacion encontrado en estas tres provincias
mencionadas, aunque en el caso de Santiago del Estero los animales muestreados fueron muy
pocos (12), por lo que el resultado carece de representatividad. En el aspecto climatico, son
reconocidas las elevadas temperaturas en los meses calidos, ademas de la alta humedad del
ambiente que presentan las provincias de Corrientes y Entre Rios, por pertenecer a la
Mesopotamia. En un trabajo de Rivera-Betancourt y col. (2004), realizado en dos plantas de
EEUU, separadas geograficamente, se mostrdé que la prevalencia en el cuero de los animales
tiene una influencia regional influenciada en forma directa por el clima.

Por otra parte, los frigorificos donde fueron faenados todos los animales de este estudio
se encuentran en las provincias de Buenos Aires y Santa Fe, y por lo tanto debieron ser
trasladados desde su lugar de origen hasta estas dos provincias. El hacinamiento en los
camiones durante el tiempo de transporte, puede implicar una mayor transferencia de
contaminacion entre los animales de la tropa, ademas de sufrir mayor estrés previo a la faena,
lo que induce un aumento excrecion de bacterias entéricas (Koohmaraie y col., 2007; Brichta-
Harhay y col., 2008). La influencia del transporte y del estrés prefaena en la contaminacion

con E. coli O157 podria ser un tema para estudiar a futuro.
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La distribucion de la contaminacion con STEC O157 por lotes de animales, muestra que
en la mayoria (86%) de los lotes o tropas no se detectaron bovinos positivos en la MF (0/6).
Sin embargo en algunas tropas particulares la contaminacion alcanz6 hasta 5 de 6 animales
muestreados. De hecho, tan solo 4 de los 136 lotes analizados, representan el 45% (15/33) de
la prevalencia encontrada en materia fecal. Este resultado remarca la aleatoriedad de la
contaminacion en los rodeos. En un trabajo de prevalencia en ganado vacuno a nivel de planta
de procesamiento realizado en Canadd (van Donkersgoed y col., 1999), encontraron una
prevalencia de E. coli O157:H7 del 7,5% de bovinos provenientes de campo y feedlots, y un
19,5% de los lotes muestreados tenia al menos 1 animal positivo. Estos resultados se
asemejan a los datos encontrados en el presente trabajo. Por otro lado, un estudio realizado
por Elder y col. (2000), encontrd una prevalencia muy alta (>27%) y presenté mas de un 72%
de los lotes positivos. Cabe recordar que todos los animales faenados en el trabajo de Elder
provenian de feedlot.

Varios autores indican que, en los rodeos bovinos, existe un patron de excrecion
esporadica de E. coli O157, con periodos epidémicos de excrecion transitoria (1 a 2 meses)
(Duffy y col., 2006) intercalados con periodos de no excrecidén, y que estas periodos
epidémicos se producen principalmente durante los meses de clima calido (Hancock y col.,
1998). Ademas, algunos estudios que cuantificaron la contaminacion con E. coli O157 en las
heces, sugieren que dentro de un rodeo pueden presentarse unos pocos animales con una alta
concentracion de bacteria excretada, denominados “supershedders”, o sea super-excretores.
Estos super-excretores tienen un mayor potencial de diseminacion de la contaminacion al
resto del ganado o a las canales durante el procesamiento (Cobbold y col, 2007; Omisakin y
col, 2003). Por otra parte, un estudio de Nielsen y col. (2002) mostré que la probabilidad de

encontrar animales positivos para STEC O157 en los rebaios, fue independiente del tamafio
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del hato, pero si esta influenciada por la mayor cantidad de terneros en el rebafo, al igual que
por la introduccion de animales nuevos, que es un importante factor de riesgo. Datos como
estos, respecto del tamafio y las caracteristicas de los rebafios de donde provenian los
animales, o la concentracion de STEC en materia fecal, son datos que podrian explicar la
aleatoriedad de la contaminacion encontrada, pero no contamos con ellos en este estudio.

El presente trabajo se realizd durante 17 meses ininterrumpidos, tratando de mantener
similar cantidad de muestras por mes. Los resultados mostraron que no hubo ninguna
tendencia definida de prevalencia mensual. Esto podria explicarse teniendo en cuenta que, por
la aleatoriedad de la contaminacion con STEC O157, el nimero de muestras mensuales a
analizar para poder comparar de forma representativa la contaminacion mes a mes, deberia ser
mucho mayor. Un estudio con esa finalidad realizado por Chapman y col. (2001), requirio 400
muestras mensuales, niimero significativamente mayor que las 45 muestras mensuales
promedio en el presente trabajo.

Varios trabajos (Barkocy-Gallagher y col., 2003; Berends y col., 2008) mostraron un
comportamiento estacional en la excrecion de enterobacterias y en particular de E. coli O157,
siendo significativamente mayor la excrecion en los meses de primavera y verano, favorecida
por las altas temperaturas y la mayor cantidad de precipitaciones. En este trabajo, la mayor
prevalencia de STEC O157 en las materias fecales se observd en primavera (5,7%), y en el
caso de las EC O157 TSN en invierno (Figura 18). Sin embargo, estos resultados deben
considerarse con cautela, ya que pueden haber sido influenciados por otros factores como el
tipo, edad y origen de los bovinos, los que fueron variables durante las estaciones, y donde las
condiciones climaticas en una misma estacion del afio pueden ser muy variables por la latitud
en la que se encuentra. Por estas razones, el efecto estacional puede estar silenciado, ya que en

este estudid no se intentd controlar estos factores.
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Muchos estudios muestran mayor prevalencia de E. coli O157 en ganado de engorde en
feedlot que en ganado lechero alimentados a pasto en el campo (Hancock y col., 1998; van
Donkersgoed y col., 1999; Bonardi y col., 2001). Es probable que los animales alimentados a
pasto experimenten un menor contacto entre animales que los animales en los corrales de
engorde, donde incluso la contaminacion del suelo puede estar mas concentrada. Quizas por
este motivo, muchos trabajos muestren mayor prevalencia en feedlot (Rhoades y col., 2009).
Sin embargo, en el presente trabajo el tipo de sistema de cria (Estancia o feedlot) no mostr6
ninguna tendencia en la incidencia de STEC O157 de los animales de feedlot con respecto a
los animales de pastoreo. Cabe recordar que el nimero de muestras provenientes de feedlot
fueron casi la decima parte de la cantidad de muestras de estancia, y por ello los grupos no
son comparables. Este es un punto interesante a abordar en otros estudios adicionales, para
establecer y comparar la prevalencia de STEC O157 de acuerdo al sistema de produccion,
tales como los feedlot que son cada vez de uso mas comun en nuestro pais.

El grado de portacion de STEC O157 luego del procesamiento primario en las carcasas
fue del 2,6% [1,6-3,9% (95% IC)]. Al considerar este resultado hay que recordar que, de
acuerdo con la metodologia del FSIS elegida, se muestrea un area muy grande de la canal
(alrededor del 60%), con el fin de maximizar la posibilidad de recuperacion de STEC O157.
Por otra parte, la toma de muestra se realizo pos evisceracion, luego de los recortes y lavados,
y previo a la entrada a cédmara de enfriamiento y ademads, ninguno de los frigorificos
participantes llevdo a cabo durante este estudio, una etapa o procedimiento de
descontaminacion de las canales, ya sea con acidos débiles o vapor.

Distintos estudios a nivel mundial sobre la incidencia de STEC O157 en carcasa a nivel
de plantas de procesamiento muestran diferentes valores de prevalencia, que varian en un

rango de 0 a 17,8% (Tabla 19). Esos estudios presentan diferencias metodologicas, tales como
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el lugar de toma de muestras o el tamafo de la superficie muestreada, o particularidades del
tipo y numero de animales analizados, que influyen en los valores de prevalencia obtenidos.
Un estudio en EEUU de Arthur y col. (2004), indica un valor de contaminaciéon de las
carcasas posevisceracion de un 3,8% de un total de 288 muestras analizadas. A pesar de tener
la misma cantidad de 4rea muestreada (2 x 4000 cm?) que en el citado estudio, vemos que una
menor cantidad de animales presentaron mayor prevalencia que la determinada en el presente
trabajo. Esta diferencia probablemente se deba a que el ganado muestreado en el trabajo de
Arthur, provenia de sistemas de cria en feedlot. Hay otros estudios sobre la incidencia de E.
coli O157 en carcasa determinados en los establecimientos de faena, donde los niveles de
contaminacion de las carcasas son menores, pero cabe aclarar que en esos casos también las
superficies muestreadas fueron més pequenas (Chapman y col., 2001; Philips y col., 2001;
Heuvelink y col., 2001). Un trabajo de Elder y col. (2000), obtiene un valor del 17,8% pos
evisceracion y luego de operaciones de intervencion el valor baja a un 1,8%. En ese trabajo
ademas, los animales que se faenaban en las 4 plantas muestreadas, también provenian de
feedlots.

Tabla 19: Seleccion de estudios en diferentes paises de STEC 0157 en canales a nivel de frigorifico
Afio de Area de Punto de N° de 0
(1)

Pais Referencias
muestreo muestreo muestreo muestras®
No Varela-
Meéxico . 3 x 100 cm’ Posintervencion 258 7,8  Herndndez y
especificado
col., 2007
Inglaterra 1998 100 cm’ Posevisceracion 1500 1,4 Chapman y
col., 2001
Australia 1998 3 x 100 em? En camara 1275 0,1  Philipsy
col., 2001
Holanda 1999 3x5cm’ En camara 270 0,0 Heuvelink y
col., 2001
Irlanda 1999 TOQO el Posintervencion 250 3,2 McEvoy y
animal col., 2003
EEUU 1999 3x250cm’  Posevisceracion 332 178 oSy ol
EEUU 2002 2x4000 cm®  Posevisceracion 288 3,8 Arthur y
col., 2004
Argentina 2008 2x4000 cm>  Sin intervencion 811 2,6 Masana y
col., 2010
*Numero de muestras examinadas **porcentaje de prevalencia

Adaptado de Rhoades y col., 2009.
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Por lo tanto, comparando con otros estudios observamos que el grado de contaminacion
de las carcasas obtenido (2,6%) se encuentra dentro del rango de otros reportados en distintos
paises (Figura 26).

Figura 26: Comparacion de los porcentajes de prevalencia de carcasas bovinas encontrados en
distintas regiones del mundo a nivel de playa de faena
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Por otro lado, se muestrearon en promedio 90 animales por cada frigorifico participante.
La contaminacion de las materias fecales por STEC O157 detectadas por cada establecimiento
varian entre 1,1 a 9,5% y no hubo frigorificos sin algiin animal positivo en MF (Tabla 6), pero
en general la contaminacion depende del tipo de hacienda faenada y de sus caracteristicas
particulares y no del frigorificos en si. La contaminacion de las carcasas con STEC O157 baja
a 2,6% en promedio, para todos los frigorificos analizados, pero la contaminacion varia entre
ellos, desde 0 hasta el 11% de prevalencia. En seis de los frigorificos participantes, la
prevalencia en las carcasas fue menor que en las muestras fecales (frigorificos B, C, D, E, F y
H). Lo contrario ocurrio en los frigorificos A, G, e I (Tabla 6), donde la contaminacion en CA

fue mayor que en MF.
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La mayoria de establecimientos participantes son de exportacion y en general, de la mas
alta capacidad tecnologica del pais, pero particularmente uno de ellos, el frigorifico G,
produce principalmente carne para consumo interno, por eso el tipo de hacienda faenada fue
mixta y el tipo de animal predominante fueron terneros (36%) (Tabla 6), pero animales mas
pesados, tales como los novillos, no estan entre los animales muestreados en este frigorifico
(0% novillos, dato no mostrado). Quizds por este motivo, este establecimiento mostré un
significativo nivel de incidencia de los animales a la entrada de la linea de faena, ya que
tenian en materia fecal un 6,7% (6/90). Ademas, a diferencia de los otros establecimientos de
este estudio, el frigorifico G no tenia todavia un plan HACCP implementado ya que no
exportaba a la Union Europea y este establecimiento fue el que presentdé mayor nivel de
contaminacion en las carcasas (11,1%, 10/90) y a su vez, aumentado significativamente con
respecto a la contaminacion de la MF.

Con respecto a la contaminacion con EC O157 TSN en CA en los distintos
establecimientos, 6 de los 9 frigorificos participantes no tuvieron ningln aislamiento de este
grupo. El frigorifico I que presentd el mayor porcentaje de EC O157 TSN en carcasas (4,8%),
tuvo el mismo valor que a la entrada de la faena (4,8%) y coincidi6é que este frigorifico fue
uno de los que presentd un aumento en la contaminacion con STEC O157 con respecto al
ingreso (Tabla 6).

Como ya se menciono, la variabilidad en la contaminacion de las carcasas puede ser
afectada por diferentes factores operativos, como el disefio, la automatizacion y la velocidad
de la faena, y otros como la capacitaciéon del personal, la rotacion y turnos de trabajo
(Etcheverria y col., 2010). En nuestro pais, es conocido que los diferentes niveles
tecnologicos e higiénicos sanitarios a nivel de frigorifico, que implican la aplicacion de

normativas y sistemas de gestion de la calidad, mas o menos exigentes en el proceso de faena,
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se ven reflejados en la calidad microbioldgica de las medias reses obtenidas (Lasta y col.,
1992). Los frigorificos participantes fueron habilitados para exportacion y como se menciond
anteriormente, solo un establecimiento fue de produccion mixta (Nacional y de exportacion a
Mercosur) y sin aplicacion del sistema de calidad requerido para exportar, el frigorifico G, y
fue el que justamente presentd un mayor nivel de contaminacion en las canales. Por lo tanto,
uno podria pensar que si se analizara de forma representativa la produccién de carne para
consumo interno, quizas los valores de incidencia encontrados a nivel de carcasas serian mas
elevado que los aqui presentados, ya que este valor es dependiente de la forma de operacion
de cada frigorifico que puede influir en los niveles de contaminacion cruzada y en el estado
microbioldgico de las canales. Asi lo muestra un estudio realizado en Australia que compara
la calidad microbioldgica entre diferentes tipos de establecimientos (Phillips y col.; 2001). Por
lo tanto, las diferencias de contaminacion de las carcasas con STEC O157 entre los diferentes
establecimientos podrian estar reflejando una diferencia de inocuidad entre los estandares de
produccion nacional con los de exportacion, por lo que seria interesante conocer el grado de
contaminacion en otros niveles tecnologicos de faena.

En lo que refiere a la diversidad y caracteristicas de los aislamientos de E. coli O157 en
animales, disponemos de muy poca informacioén en nuestro pais. Un estudio realizado en el
afno 2006, caracteriza fenotipica y genotipicamente, y compara las cepas aisladas de contenido
fecal de bovinos con los aislamientos de agua de arroyos, de una estancia de Entre Rios
(Tanaro y col., 2010). La mayoria de los estudios describen la diversidad genética en los
aislamientos clinicos (Rivas y col., 2006) o buscan comparar los aislados de alimentos con los
agentes que producen enfermedad en seres humanos, es decir determinar el origen y la forma

de transmision (Rivas y col., 2003). Es este trabajo, se evaluo la diversidad molecular de E.
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coli O157 presente en ganado vacuno faenado en nuestro pais y ademas disponer de la
informacion obtenida como una herramienta epidemiologica.

La caracterizacion fenotipica sirvio para corroborar, por medio de métodos
microbiologicos clasicos, que todos los aislamientos obtenidos en el presente estudio fueron
cepas de E. coli, del serotipo O157 y que mayoritariamente tienen el antigeno flagelar H7. Por
otra parte, todas las STEC O157 fueron sorbitol y B-glucoronidasa negativas como la mayoria
de las E. coli O157:H7 (Ratnam y col, 1988), siendo estas caracteristicas las utilizadas como
estrategias de diferenciacion en los medios de cultivos utilizados para su aislamiento (Schmidt
y col., 1999). Ademas, casi todas las STEC O157 se correspondieron con el Biotipo C, el cual
es el principal biotipo encontrado en nuestro pais en las cepas circulantes productoras de SUH
(Zotta y col., 2009). Todas las cepas aisladas expresaron fenotipicamente la citotoxicidad en
células Vero y la mayoria fueron fenotipicamente productoras de enterohemolisina EHEC-
Hly (74%), aunque todas contenian el gen ehxA. Estas dos caracteristicas estan relacionadas
con la patogenicidad. Ademas, existe una estrecha relacion (90%) entre la produccion de
toxina Shiga y de enterohemolisina, por lo cual se considera que la deteccion de EHEC-Hly
puede ser un marcador epidemioldgico 1til para seleccionar probables cepas con mayor poder
patogénico de STEC O157.

A pesar de que el uso de antibidticos como tratamiento terapéutico en la infeccidon por
STEC es controvertida porque ciertos antibidticos conducen a la mayor expresion de los genes
de la toxina Shiga, y en otros casos se favorece la liberacion de Stx en tracto intestinal
(Galland y col., 2001), en este estudio se prob¢ la susceptibilidad a antibioticos como parte de
la caracterizacion de las cepas, y también, porque es importante conocer si los
microorganismos aislados de animales desarrollan resistencia durante la produccion ganadera.

Los antimicrobianos utilizados en este trabajo son especificos contra E. coli, la mayoria de
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uso humano aunque algunos también pueden ser utilizados en tratamientos para animales,
sobre todo en sistemas de cria intensiva como promotores de crecimiento y con fines
terapéutico. La mayoria de las STEC O157 (89%) del presente estudio fueron susceptibles al
panel de antibiodticos probados y por lo tanto este patron de susceptibilidad no fue de utilidad
para caracterizar la variabilidad de los aislamientos. Sin embargo, cuando se probo la
susceptibilidad a antibidticos de las EC O157 TSN, se encontraron mas cepas resistentes
(38%) a uno o mas de los 11 antibidticos utilizados. Conocer el patron de resistencia de los
aislamientos puede ser de utilidad para tratamientos futuros o para evitar el uso de esos
antibioticos en la cria intensiva de animales (Scott y col., 2006).

La identificacion de genes de virulencia en cepas de E. coli O157 ha llevado a una mejor
comprension de la patogénesis de las enfermedades diarreicas causadas por estos organismos
y ha permitido una mayor caracterizacion pudiendo encontrarse patogrupos distintos dentro
del serogrupo O157 (@rskov y Orskov, 1992). Cabe senalar que, ademas de la capacidad de
producir toxina Shiga (codificado por el gen stx), la patogenicidad de las cepas de STEC esta
asociada a otros factores de virulencia, tales como aquellos que producen las lesiones de
“attachment and effacement” generadas por la Intimina codificada por el gen eae, y la
hemolisina codificada por el gen esixA (Karmali, 2004), los cuales fueron investigados en este
trabajo. En este estudio se encontrd que todas las cepas de STEC O157 presentaban en su
genotipo ademds del gen o de los genes de toxina Shiga, los otros factores de virulencia
mencionados.

Dentro de los factores de virulencia, la toxina Shiga (Stx) es considerado el factor de
virulencia critico en las enfermedades producidas por STEC. Existen dos tipos de Stx, la
toxina Stx1 y la Stx2 con sus diferentes variantes. Hay evidencias de una asociacion entre la

presencia de los genes eae y stx; con un mayor riesgo de desarrollar SUH y en los
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aislamientos clinicos se considera una forma de predecir el desarrollo de la enfermedad.
También es conocido que Stx2 es aproximadamente unas 1000 veces mas toxica que Stx1
para las cé¢lulas del endotelio microvascular renal humano (Boerlin y col., 1999). Por otra
parte, estudios previos indican que el resultado clinico de la infeccion por STEC dependen del
genotipo stx de la cepa infectante (Jelacic y col., 2003; Persson y col., 2007).

En nuestro estudio, todas las STEC O157 aisladas presentaban, ademas de los genes de
virulencia rfbo;s7, eae, ehxA y fliCyy, el genotipo toxigénico mas potente stx; y solo nueve
cepas presentaron ademas el gen s#x; juntos. Cuando se analizaron las variantes toxigénicas,
se encontr6 que la variante toxigénica predominante (56%) fue la stxy/stxscna), la cual
también es la forma prevalente en mas de un 90% de los casos de SUH posentérico de nuestro
pais (Leotta y col., 2008), coincidiendo ademds con el resultado de algunos estudios de otros
paises que indican que esta variante se asocia mas frecuentemente a SUH que otros genotipos
toxigénicos (Friedrich y col, 2002; Eklund y col., 2002).

En nuestro pais, en un estudio realizado con D’Astek y col. (2012), donde se estudiaron
los genotipos de virulencia de aislamientos clinicos obtenidos durante el mismo periodo de
muestreo de nuestro trabajo, se encontrd que el genotipo stx predominante en casos clinicos
humanos también fue el stxo/stxocvn-a), €0 un 76% de los casos, mientras que el segundo mas
importante fue el genotipo stx, (21%) que fue minoritario en los aislamientos bovinos,
representando solo el 9% de las cepas (Tabla 13). Mientras el genotipo s#xyc(vh-a) S€ €ncontro
en un 17% en bovinos en nuestro estudio, solo se detectd en un 0,9% en humanos. También
nosotros detectamos el genotipo stxi/stxo/stxacvh-ay €0 un 7% de los aislamientos, y en casos
clinicos se detectd en un 3,2%. Por lo tanto, en base a la caracterizacion genotipica podemos
confirmar que el ganado bovino representa un importante reservorio para el genotipo

prevalente en la enfermedad humana.
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Como ya se menciond anteriormente, las E. coli O157:H7/NM stx-negativas cobraron
importancia en los ultimos afios ya que existen algunos trabajos donde han sido recuperada de
casos clinicos y también en brotes de diarrea, o colitis hemorragicas y SUH (Friedrich y col.,
2007; Mellmann y col., 2005). En estos casos las stx-negativas aisladas presentaban otros
factores de virulencia acompafantes, tales como los genes eae o hlyA, y practicamente no se
diferenciaban genéticamente de las bacterias stx-positivas aisladas en el mismo brote, por lo
que los investigadores concluyen que estas cepas surgieron de una pérdida de los genes stx de
una STEC durante el curso de la enfermedad. Ademas, la capacidad de causar enfermedad no
dependeria solamente de la expresion de las toxinas Shiga, multiples factores pueden jugar un
rol en producir enfermedad, tales como los factores de virulencia adicionales, la dosis ingerida
y el estado inmunolégico del huésped (Koohmaraie y col., 2005). Por lo tanto, el hallazgo de
cepas stx-negativas, inicialmente podria tener relevancia clinica. El presente estudio es la
primera investigacion sistematica de E. coli O157 no productoras de toxina Shiga, donde 48
cepas EC O157 TSN fueron aisladas y caracterizadas. En este trabajo los aislamientos
mostraron caracteristicas fenotipicas y genéticas diferentes a las STEC O157, excepto una
cepa EC O157 TSN, la I-010, que si bien no presentd genes de toxina Shiga, mostro
caracteristicas comunes a las cepas toxigénicas tales como la fermentacion de sorbitol y la
produccion de B-glucoronidasa negativas y también la presencia de factores de virulencia
complementarios como la produccion de Intimina y la Enterohemolisina (Tabla 11 y 13). Los
genes stx pueden ser transmitidos entre cepas a través de fagos (Stephan y col., 2009) o bien
pueden perderse durante una infeccion, o a través de multiples cultivos (Bielaszewska y col.,
2007; Mellmann y col., 2005), tal podria ser el caso de la cepa 1-010 aislada de una carcasa,

que seria una STEC O157 con un genotipo de “virulencia completa” que perdio6 los genes stx
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durante su paso por el tracto digestivo del animal, pero esto no es posible de determinar en
este estudio.

A pesar de haber aislado en este estudio un importante nimero de cepas EC O157 TSN
(48), la pregunta que surge es cual es la importancia de estas E. coli y si deben considerarse o
no como un riesgo para la salud publica y qué significancia tiene su hallazgo en las
determinaciones de rutina a nivel de frigorifico.

En un estudio de Galland y col. (2001) de prevalencia de E. coli O157:H7 en ganado en
feedlots, de 57 aislamientos encontraron 31 cepas stx-negativas, las cuales tampoco
presentaban genes eae y hlyA. Los autores destacaron la importancia de la determinacion de
los marcadores de virulencia para no sobrestimar la prevalencia de las E. coli O157 de
importancia clinica. En otro estudio realizado por Stephan y col. (2009), encontraron una cepa
stx-negativa aislada de bovino, en la cual s6lo detectaron la presencia del gen de una fimbria
polar larga de E. coli O157 (IpfAois7), siendo negativos los demds factores de virulencia
estudiados. Esta cepa, ademas de ser FS, tuvo un espectro de genes de virulencia distintos, y
también un origen filogenético diferente de aquellas cepas EHEC O157 de origen humano.

En el modelo evolutivo propuesto por Feng y col. (1998) para la emergencia de cepas
patogenas de E. coli O157:H7, no contempla la existencia de las cepas de E. coli que expresan
el antigeno O157 pero que no presentan la toxina Shiga. Probablemente las EC O157 TSN se
aproximen mas al antecesor O55:H7, Sor (+) y B-glu (+), stx-negativo (Al de la Figura 3),
pero este ultimo, en el modelo propuesto, contiene la isla de patogenicidad LEE. En este
trabajo, casi todas las cepas EC O157 TSN aisladas (menos una) no presentaron el gen eae,
tipico de las cepas EHEC u otros factores de virulencia como el plasmido del factor de

adherencia de EPEC (pEAF), tipicos de las cepas EPEC (Naylor y col., 2005). Por lo tanto, se
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necesitaria continuar con los estudios de las EC O157 TSN aisladas para poder definir su
significancia a nivel epidemiologico.

Con respecto a la subtipificacion molecular, es conocido que el esquema de identificacion
por fagotipificacion fue desarrollado por Ahmed y col., en 1987, y desde entonces junto con
la serotipificacion y luego con el PFGE, ha sido muy utilizado como técnica complementaria
para la subtipificacion de STEC O157 (Rivas y col., 2006). La tipificacién por fagos en este
trabajo, no mostr6 tanto poder discriminativo ya que de las 54 STEC analizadas, se
determinaron 12 fagotipos, mientras por PFGE se determinaron 29 patrones por Xbal. Por lo
tanto los patrones de PFGE no siempre se correlacionaron con los PT. Por ejemplo, el
fagotipo PT2 se lo encontré6 en cepas que mostraron diferentes patrones de PFGE, sin
embargo en casi todos los clusters encontrados por Xbal-PFGE presentaron el mismo PT por
cluster, excepto el cluster III donde se encontrd una cepa PT4 y otra no tipificable.

Los 12 fagotipos encontrados son conocidos y de estos, los predominantes (65% del total)
fueron cuatro, PT2 (26%), PT39 (17%), PT4 y PT49 (11%). Estos fagotipos coinciden con
tres de los fagotipos prevalentes encontrados en un estudio realizado por D’Astek y col.
(2012) de aislamientos humanos obtenidos durante el mismo periodo de muestreo de este
trabajo, los cuales fueron PT4 (38%), PT49 (24%) y PT2 (19%), que alcanzan el 80,5% de los
aislamientos. Similarmente, en un estudio en Dinamarca (Roldgaard y col., 2004), donde
compararon aislamientos de STEC O157 asociadas a enfermedad humana severa con los
aislamientos de ganado vacuno, identificaron en la mayoria de los aislamientos humanos
(87%) a los fagotipos PT2, PT4, PT8 y PT14, pero estos fagotipos sélo los encontraron en el
46% de los aislamientos bovinos siendo el fagotipo PT14 fue el prevalente en ganado (22%),

mientras que en nuestro estudio no encontramos cepas del PT14. Por lo tanto, el ganado
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vacuno seria el reservorio de estos fagotipos predominantes en las patologias humanas,
ademas de reservorio para una mayor variedad de fagotipos.

La electroforesis de campo pulsado (PFGE) es el método de subtipificacion mas
ampliamente usado. Desde su aparicion, se ha utilizado para identificar fuentes de infeccion
(alimentos, animales, personas, etc.) de pacientes en brotes o casos de SUH (Rivas y col.,
2006). También se ha aplicado como una herramienta valiosa para rastrear la contaminacion
dentro de las plantas de produccién de alimentos, y especificamente para STEC O157 en
frigorificos (Barkocy-Gallagher y col., 2001).

A pesar de las similitudes que presentan las cepas aisladas a nivel fenotipico e inclusive
en su patogenicidad a nivel molecular, el PFGE es capaz de mostrar un grado considerable de
heterogenicidad genética entre las cepas. De las 54 STEC O157 estudiadas, se determinaron
29 patrones de Xbal-PFGE diferentes, 21 de estos provenian de los aislamientos de MF y 14
de las muestras de carcasa, lo que significa que existen algunos casos donde coinciden los
patrones de aislamientos de MF y CA, es decir que forman parte de algunos de los 11 clusters
identificados.

A diferencia de un estudio realizado por Barkocy-Gallagher y col. (2001) en el que
muchos subtipos o clusters fueron recuperados de un mismo lote; en este estudio, so6lo un
patron de STEC O157 Xbal-PFGE se recuperd por lote contaminado en la mayoria de los
casos (81%, 22/27). En sélo cinco oportunidades se encontraron dos patrones distintos para un
mismo lote (lotes G-08, G-09, G-10, G-12 y D-05), cuatro de esos cinco casos provenian
fueron muestras del frigorifico G que fue el que mostré6 mayor contaminacién posproceso
como ya se menciond anteriormente.

También, de los 11 clusters obtenidos por Xbal-PFGE, hubo tres casos donde un mismo

patron se encontrd en dos lotes, fueron los casos de los clusters IV, V y IX. En el caso del
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cluster IV, presentd 3 cepas que provenian de lotes muy diferentes, una cepa provenia del lote
A12 y las otras dos del lote E12. En este caso en particular, cuando se realizo la digestion con
la segunda enzima (B/nl), se comprob6 que la cepa que provenia del lote A12 tenia un perfil
BInl-PFGE diferente a las otras dos, y también presenté un genotipo toxigénico distinto. Este
fue el Gnico caso que la segunda enzima dié una diferencia con respecto a la digestion con
Xbal (datos no mostrados).
En el caso de los clusters V y IX, lo que observamos es que las cepas provenian de muestras
de carcasas tomadas en dos visitas consecutivas a un mismo frigorifico (I-01 e 1-02, G-08 y
G-09). Esto estaria indicando que, o bien las cepas soportaron las medidas de sanitizacion
para lograr la eliminacion de este agente patdgeno, o bien que se trata de un patrén muy
extendido en los animales faenados en ese frigorifico. Dado que las visitas fueron realizadas
con aproximadamente un mes de diferencia al mismo frigorifico, estos microorganismo
deberian resistirlas condiciones ambientales de las plantas faenadoras.

Por otra parte, cuando analizamos la relacion de la contaminacion de los lotes a la entrada
y la salida de la linea de faena (Tabla 8), observamos que de 20 lotes con MF contaminada a
la entrada del frigorifico, la contaminacion se redujo en un 65%, quedando sélo 7 lotes con al
menos una carcasa positiva. Cuando comparamos el PFGE de estos 7 lotes (Figura 19), vemos
que en 5 de los 7 casos, las cepas de STEC O157 aisladas de las carcasas eran idénticas por
PFGE (100% de similitud) a las cepas del contenido fecal del mismo animal o de un bovino
contiguo en el lote. Es decir que se corrobord que las STEC O157 que se encontraban en las
heces contenidas en el intestino de los animales, llegaron al final del procesamiento, a la
superficie de las canales.

También encontramos que un 5% de los lotes (7 lotes) presentaron contaminacion en

carcasa que no se detectd6 en MF en ninglin animal muestreado de ese mismo lote (Tabla 8).
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Cinco de estos 7 lotes, tiene patrones de Xbal-PFGE agrupados en clusters que contienen 2 o
mas cepas aisladas de CA de animales diferente pero de un mismo lote (cluster II, lote G-02)
o de lotes consecutivos (Cluster V, lotes [-01 e 1-02; cluster IX, lotes G-08 y G-09). Lo mas
probable es que la contaminacion de las canales podria atribuirse a los cueros de los animales
(no analizados en este estudio) o del contenido fecal de otros animales del mismo lote o de un
lote anterior, no muestreados en este trabajo. Sin embargo, en algunos casos, las cepas con el
mismo patron se recuperaron de canales en diferentes visitas al mismo frigorifico, sefialando
la posibilidad de una fuente de contaminacion mas persistente.

Cuando se analiza la distribucion animal por animal de la contaminacién con STEC O157
(Tabla 9), se observa que el 94% de los animales muestreados son negativos y que el
procesamiento de faena reduce en un 88% la contaminaciéon de los animales que eran
portadores a la entrada de la linea de faena. Solo el 2% de los animales negativos a la entrada
del procesamiento, presentaron contaminacion de sus carcasas. Esto implicaria una
contaminacion cruzada del 2% durante el procesamiento.

Estos datos muestran que la mayor parte de la contaminacion entrante con los animales
no se transfirid a las carcasas durante la faena, pero que, a pesar de ello, existido contaminacion
cruzada de las canales en las plantas de faena. Varios mecanismos pueden ser responsables de
la difusion de E. coli O157 durante el proceso. Puede ocurrir contaminacion a través del
contacto directo con el personal, los cuchillos u otros equipos utilizados. O bien, las canales
pueden estar en contacto entre si en la linea. Ademas, el agua y/o el aire pueden ser una fuente
de transmision (Elder y col.,, 2000). Algunas operaciones son mas propensas a generar
contaminacion, como el eviscerado o el descuerado. Por otra parte, la variabilidad de la
contaminacion y de la contaminacion cruzada, depende del disefio y tamaiio de la planta, del

las caracteristicas de los equipos y su automatizacion, la velocidad de la masacre, entre otros



127

(Etcheverria y col., 2010). Sin embargo, el nivel de contaminacidon cruzada reportado en este
estudio es mas bajo que el 8% reportado por Chapman y col. (1993) en un estudio de
prevalencia en un frigorifico en Inglaterra.

Por otra parte, aunque es conocido que los cueros de los animales son una fuente de
contaminacion directa con STEC durante la faena, su rol en la produccion de carne en nuestro
pais, en virtud de las practicas actuales de cria y de faena, requiere una mayor clarificacion.

Finalmente, en vista de las altas tasas de casos de SUH en Argentina, es esencial
identificar las probables fuentes de infeccion con STEC O157. Para ello, la comparacion de
los perfiles de stx-PFGE entre las cepas aisladas en los casos de SUH y los diferentes
origenes, es una herramienta valiosa. Como ya se menciond anteriormente, en nuestro estudio,
el genotipo prevalente (stxy/stxocwvh-a)), coincidid con el predominante en los casos de SUH
posentérico en la Argentina. Pero si ademas, comparamos los perfiles de PT-PFGE-stx de las
cepas aisladas en este trabajo, con los perfiles PT-PFGE-stx identificados en 226 cepas
aisladas a partir de casos clinicos producidos durante el mismo periodo de muestreo (D’ Astek
y col., 2012) y que se encuentran incluidos en la base de datos de E. coli O157 de la red
PulseNet de Argentina, encontramos una marcada coincidencia de patrones de PT-PFGE-stx
entre los aislamientos de la especie bovina y los recuperados de enfermedad humana. Estos
patrones fueron: PT4-AREXHO01.0011-stxy/stx2¢vh-a) (12 humanos y 1 bovino), PT4-
AREXHO01.0543-stx2/5tX2¢(vh-a) (1 humano y 4 bovinos), PT2-AREXHO01.0076-stx2/stx2¢(vh-a) (1
humano y 4 bovinos), PT49-AREXHO01.0175-stx2/sX2¢(vh-a) (7 humanos y 1 bovino), y PT49-
AREXHO01.0022-stx2/5tX2¢(vh-a) (7 humanos y 1 bovino). Por otra parte, de estos cinco patrones
coincidentes en ambos origenes, dos de ellos, el AREXHO01.0011 y el AREXH01.0022, son
los predominantes de acuerdo con la base de datos de E. coli O157 de nuestro pais,

comprendiendo un 30% de los aislamientos (Leotta y col., 2008). Esta coincidencia de
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perfiles es un indicativo de que algunos patrones de STEC O157 parecen circular en el pais y
que el ganado constituye el principal reservorio en términos de infeccion humana. Sin
embargo, algunos perfiles PT-PFGE-stx se encuentran exclusivamente en el reservorio
bovino. Estos hallazgos son consistentes con la nocién de que solo un subconjunto de STEC
0157 de origen bovino estd implicado en la enfermedad humana.

Con respecto a la subtipificacion de las cepas EC O157 TSN, con el resultado del Xbal-
PFGE, observamos que, por un lado las EC O157 TSN tiene mayor variabilidad que las STEC
O157, ya que 48 cepas generan 34 patrones de PFGE con aproximadamente un 65% de
similitud, mientras que las 54 cepas STEC generan solamente 29 patrones con 75% de
similitud. También se observéd que de los 8 clusters obtenidos en el dendograma de las cepas
EC 0157 TSN, so6lo un cluster, tenia cepas aisladas de carcasas, los demas clusters
pertenecian a aislamientos fecales. Ademads, por medio del PFGE de las EC O157 TSN, no se
detectaron casos de trasferencia de la contaminacion desde la MF a las CA, ni de residencia
de clones en algun establecimiento.

Ademas, las EC O157 TSN agrupadas en clusters provenian de muestras (sea de MF o de
CA) de animales de un mismo lote. Al igual que con las STEC O157, encontramos que la
contaminacion de los lotes se presenta de forma aleatoria ya que la mayoria de los lotes son
negativos tanto para STEC O157 como para EC O157 TSN (Tabla 7), sin embargo, algunos
lotes particulares la contaminacion alcanza hasta 5 de los 6 bovinos muestreados, y por la
subtipificacién corroboramos que en esos casos de alta contaminacidn, se trata del mismo
clon circulante en la tropa (Figura 19 y 20).

Por otra parte, cuando se analiza la relacion clonal por PFGE de las STEC O157 con las
EC 0157 TSN (Figura 21), vemos que las cepas no toxigénicas tendrian un origen

filogenético diferente a las STEC OI157, ya que en el arbol se observa que se agrupan
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separadamente y el porcentaje de similitud entre ellas es de aproximadamente un 68%. Esta
diferenciacion sugiere que el origen de las cepas EC O157 TSN, difiere sustancialmente del
linaje de las STEC O157, tanto a nivel fenotipico, molecular como en el analisis filogenético.

Solamente dos cepas TSN (I-010 y I-119) se relacionaron con mayor similitud al grupo
de las STEC O157, coincidiendo con lo que ya se discutié en particular sobre la cepa 1-010,
que presentd un genotipo de virulencia similar a las STEC O157, ademés de ser la tnica del
grupo stx-negativa que fue no fermentadora de sorbitol y B-glucoronidasa negativa. Esto
corrobora la hipotesis de que la cepa I-010 habria sido una STEC O157 que perdi6 la toxina
Shiga en algun evento desconocido.

Los resultados de caracterizacion de las cepas EC O157 TSN son coincidentes con un
estudio realizado por Stephan y col. (2009) donde caracterizan y comparan tres aislamientos
stx-negativos obtenidos de animales, una de las cepas presentaba caracteristicas muy similares
a las que se encontraron en este estudio (0157, H7, FS, eae’, hlyA’, entre otras), pero ademas,
la subtipificacién molecular realizada por MLST (Multilocus sequence typing), mostrd que
esta cepa no se relacionaba en base a su perfil alélico con ninguna de las otras dos cepas stx-
negativas, eae-positivas estudiadas, ni tampoco tenian relacion filogenética con una coleccion
de cepas asociadas a SUH.

Por lo tanto, podria ser que las EC O157 TSN aisladas en este estudio representen un
linaje de cepas E. coli O157 diferentes, presentes en ganado y que no implican un riesgo para
la salud dado que hasta el momento no se han encontrado en nuestro pais cepas stx-negativas
asociada a casos clinicos. Sin embargo, su deteccion positiva de rutina, puede indicar un nivel
mayor que el real de contaminacion con E. coli O157 de animales o de lotes de animales de
exportacion, si se determinan por métodos inmunoldgicos de tamizaje basados inicamente en

la deteccion del antigeno O157 tales como la aglutinacion con latex (Galland y col., 2001),
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ELISA, inmunocromatografias o las técnicas de inmunocaptura. De acuerdo con el USDA
(2013), es motivo de rechazo encontrar una E. coli O157, con el antigeno H7, aunque no
tenga toxina Shiga.

Seria importante investigar si hay relacion de este grupo EC O157 TSN con el progenitor
055:H7 de las STEC 0157, o si el grupo EC O157 TSN presenta otros rasgos de virulencia
particulares, contenidos por cepas enteropatogenas no productoras de toxina Shiga, que sean
importantes para conocer su papel en la evolucion de estos patdgenos.

Con respecto al tercer objetivo planteado en este trabajo de tesis, ya se menciond
inicialmente que la acidez géstrica es la primera linea de defensa para inactivar los patogenos
transmitidos por alimentos. En consecuencia la capacidad de resistir la acidez gastrica estaria
asociada con bajas dosis infectivas. Los datos epidemioldgicos de brotes por Escherichia coli
O157:H7 muestran que este patdogeno presenta bajas dosis infectivas, lo que se correspondio
con estudios in vitro donde se demostrd su gran capacidad para soportar el paso a través del
estdbmago y de resistir la acidez del jugo gastrico durante algunas horas (Arnold y Kaspar,
1995). Ademas, se ha comprobado la capacidad de Escherichia coli O157:H7 para sobrevivir
en alimentos 4cidos o de acidez moderada, la cual puede aumentar su posterior supervivencia
a condiciones extremadamente acidas (Leyer y col.,, 1995), condicion conocida como
adaptacion acida. Ademads, se conoce que estas bacterias han desarrollado al menos tres
mecanismos diferentes de resistencia dcida (RA), dos sistemas aminoacido-descarboxilasa
dependientes (Glutamato y Arginina, RA2 y RA3 respectivamente) y un sistema glucosa
reprimido u oxidativo (RA1) (Richard y Foster, 2003; Large y col., 2005; Bearson y col,
2009). En el presente estudio, se probo la respuesta de resistencia acida de cepas de E. coli
O157 aisladas de bovinos con el objeto de conocer si esta respuesta le proporciona alguna

variable diferencial asociada a la sobrevida del agente en condiciones ambientales
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desfavorables. Se probo la RA de las cepas STEC O157 y EC O157 TSN por los tres
mecanismos mencionados, y se encontré que para todas las cepas, el sistema RA2 fue el mas
protectivo a condiciones acidas ya que casi no disminuye el recuento inicial de bacterias
después de seis horas a pH 2, luego le sigue el sistema RA3 (pH de desafio 2,5) y por ultimo
el RA1 (pH de desafio 2,5), muy cercano al comportamiento del ensayo control. En un
estudio realizado por Large y col. (2005), donde compararon la variacion de la resistencia
acida entre tres clones de STEC (O157 y no-O157) y un grupo de cepas de E. coli
comensales, también encontraron que el sistema glutamato dependiente resultd ser el que
provee una mejor proteccion en condiciones extremadamente acidas, donde para el grupo
clonal de cepas STEC O157 obtuvieron una reduccion logaritmica menor a 0,1 log, por hora a
pH 2. En nuestro caso, si calculamos el NRL por hora, para el caso de las STEC O157
encontramos un valor promedio de 0,15. También, encontramos que las cepas EC O157 TSN
son significativamente mas resistentes que el grupo de las STEC O157 para los dos sistemas
aminoacido-descarboxilasa dependientes (RA2 y RA3) (Tabla 16).

Un estudio realizado por Bergholz y Whittam (2007), para estudiar también la variacion
de la resistencia acida de cepas EHEC, describe que no pudieron encontrar variaciones de
resistencia acida entre diferentes EHEC O157 y no-O157 en ensayo en medios minimos como
los utilizados en nuestro estudio. Sin embargo, cuando la respuesta al estrés acido fue probada
en ambientes gastricos simulados, las cepas EHEC O157 fueron dos veces mas resistentes que
las cepas EHEC no-O157 y esta resistencia, ademas, fue dependiente de una mayor expresion
de la enzima Glutamato descarboxilasa, es decir que, aparentemente el principal mecanismo
que interviene en la resistencia al paso por en el trato gastrointestinal es el RA2.

Un estudio de Saridakis y col. (2004), sobre la influencia del origen (bovino, porcino o

humano) en la sobrevida de E. coli O157:H7 en desafio acido, encontrd que la RA, si depende
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del linaje de origen. Ellos encontraron que las cepas de origen bovino resistian mejor el
desafio 4acido con HCI, mientras que las de origen porcino toleraban mejor el desafio con
acidos grasos volatiles. También, una investigacion realizada por van Hoek y col. (2013), el
cual estudid las variaciones en el comportamiento de cepas de E. coli O157 de diferentes
origenes (aislamientos bovinos, de alimentos y clinicos), encontré que hay diferencias
significativas en la sobrevida a condiciones adversas de acuerdo con el origen de los
aislamientos y que este comportamiento a su vez estd correlacionado con la presencia de
mutaciones a nivel del gen rpoS, ya que cepas aisladas de bovinos y de alimentos presentaban
muy bajo nimero de mutantes 7poS, mientras que los aislamientos humanos tenian un nimero
relativamente alto de mutantes. A su vez, la ausencia de mutaciones en el gen rpoS,
proporcionaban una sobrevida a largo plazo (mas de 200 dias) en suelo suplementado con
estiércol y también mayor porcentaje (>95%) de sobrevida en condiciones acidas de fluido
gastrico simulado (pH 2,5).

Por el contrario, en el presente estudio, solo comparamos la variabilidad de respuesta al
estrés 4cido de los aislamientos de E. coli O157 obtenidos de los bovinos muestreados. Seria
interesante a futuro, comparar con la resistencia acida de aislamientos clinicos de STEC O157
y también de otras STEC no-O157, tanto en medios minimos para ver cudles son los
mecanismos utilizados, como asi también en ambientes gastricos simulados.

Con respecto a la variabilidad de la RA entre las cepas, cuando analizamos la distribucion
de frecuencias en la Figura 24, vemos que la distribucion de la RA no es una distribucion
normal y que la respuesta es diferente de acuerdo con el mecanismo estudiado. Por un lado,
vemos que la mayoria de las cepas estudiadas fueron sensibles a las condiciones acidas si no
utiliza ninglin mecanismo de proteccion (ensayo Control). Por otro lado, la mayoria de las

cepas utilizan el sistema RA2 y presentan condiciones de resistencia que denominamos
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extremas, ya que sobreviven por 6 horas y practicamente no disminuyen el numero del
in6culo inicial (<1 log). Como se mencion6 anteriormente, el sistema oxidativo, no fue muy
protectivo y se observa una gran cantidad de cepas sensibles a la acidez en este ensayo. Y con
respecto al sistema dependiente de Arginina (RA3), es el que presenta mayor variabilidad
entre cepas y se observa una diferencia entre la distribucion de las cepas STEC O157 y las EC
O157 TSN. Esta variabilidad entre cepas depende de una multiplicidad de factores propios de
cada organismo y reflejan la diversidad propia del mundo microbiano natural, pero un estudio
realizado por Whiting y Golden (2002), indican que es importante conocer esta variabilidad
de respuesta para poder predecir o interpretar mejor el peligro potencial de un patdgeno
microbiano en un alimento.

Ademés, haciendo un ranking de resistencia acida de las cepas, encontramos cuatro, dos
STEC O157 y dos EC O157 TSN, que son significativamente mds resistentes por los 3
mecanismos de RA estudiados. Y en particular, las dos cepas STEC O157, pertenecen al
genotipo de virulencia preponderante en nuestro pais, el eae-ehxA- fliCy7-stx2/stx2¢ (vh-a). TeNET
cepas con estas caracteristicas puede ser importante para realizar ensayos de inoculacién en
alimentos 4cidos, en simulaciones del sistema gastrico, ya sea de animales o humanos, o para
probar tratamientos con acidos, donde se pueden utilizar una cepa con alta RA o un céctel de
cepas con diferentes respuesta de RA ya conocidas.

Una razon por la cual E. coli O157 presenta multiples sistemas de RA es que los sistemas
pueden actuar individualmente de acuerdo con el entorno de estrés acido con el que se deban
enfrentar. Price y col. (2004), probaron que tipo de sistema de RA utiliza este patdgeno para
sobrevivir en diferentes ambientes y encontraron que para sobrevivir en el tracto
gastrointestinal bovino, que es sin duda un ambiente mucho mas severo ya que el pH del

abomaso se encuentra entre 2 a 2,5, las E. coli O157 utilizan el sistema RA2, mientras que en
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sidra de manzana, que es menos severo con un pH 3,5; el sistema utilizado es el RA1. Esto es
coincidente con los hallazgos de este trabajo, donde las cepas estudiadas, que provienen de
bovinos, presentaron mayor resistencia por el sistema RA2.

Con respecto a la relacion de la resistencia al estrés acido de las cepas y el tipo de bovino
de donde se aislaron, no encontramos ninguna relacion entre la RA, ni con el sexo o raza de
estos. Solo se encontraron diferencias significativas de acuerdo con el tipo de sistema de cria
de los animales (Estancia o Feedlot). En particular, para las STEC O157, se detectd que las
cepas provenientes de animales de Estancia fueron significativamente mas resistentes que las
de animales de Feedlot por el sistema de RA dependiente de glutamato. Mientras que, las EC
0157 TSN, mostraron ser mas resistentes si provenian de estancia, por el mecanismo RA1, en
cambio fueron mas resistentes las de Feedlot por RA3. Estas diferencias encontradas, podrian
estar relacionadas con el tipo de alimentacion del ganado de acuerdo con el sistema de cria,
donde por lo general los animales de Feedlot tienen una dieta a base de granos y los animales
en estancias o fincas, son alimentados a pasto con una dieta mucho mas rica en fibra. Algunos
autores afirman que las dietas ricas en granos inducen un pH mas bajo en el colon de los
animales y que esto estimula la seleccion de bacterias mas acido resistentes en las heces de los
animales alimentados a grano (Diez-Gonzalez y col., 1998). Sin embargo, estas afirmaciones
fueron rechazadas por Hove y col. (1999), quienes determinaron en un estudio que las E. coli
O157 aislada de novillos, fueron resistentes a condiciones acidas independientemente de las
dietas de los animales, ya sean granos o pasto. De todas maneras, en nuestro estudio, solo
conocemos la procedencia de los animales, pero no conocemos la composicion de la dieta de
cada grupo. Ademas, fue escaso el nimero de animales provenientes de feedlot en este
trabajo, por lo tanto nuestros resultados de la relacion entre la resistencia acida con la

procedencia de los animales no fueron concluyentes.
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Los factores de virulencia que presentan y caracterizan los aislamientos son rasgos muy
importantes para el establecimiento de la infeccion y la enfermedad. La resistencia acida
también se considera como un rasgo critico de virulencia por el cual los patégenos resisten el
paso por el tracto digestivo y presentan una dosis infecciosa baja (Price y col., 2004). En este
estudio, comparamos los genotipos de virulencia que caracterizaban los aislamientos con la
respuesta de resistencia acida. Solamente el perfile denominado V10, que corresponde a cepas
EC O157 TSN sin ninguna caracteristica mas que la de tener el lipopolisacarido O157, fue
significativamente mas resistente por los sistemas de resistencia RA2 y RA3, que los otros
perfiles de virulencia. Pero no podemos concluir que los diferentes perfiles genéticos de
virulencia de los aislamientos influenciaran de alguna manera la respuesta de RA obtenida.
Esto es coincidente con lo expresado por Saridakis y col. (2004), que indicaban que no habia
ninguna relacion entre la presencia de los genes stx en E. coli O157:H7 y su resistencia acida.
Sin embargo, algunos estudios indican que el estrés acido induce cambios en la expresion de
los diferentes factores de virulencia de las STEC O157. House y col. (2009), estudio la
expresion diferencial de genes implicados en la virulencia luego de someter a condiciones de
adaptacion y desafio acido a cepas de E. coli O157:H7 y encontr6 que el estrés dcido aumenta
la adhesion epitelial, la motilidad y también la induccion bacteriana de apoptosis de las
c€lulas huésped. También, Vanaja y col. (2010), estudid la expresion diferencial de genes de
virulencia y de genes relacionados con el estrés de acuerdo con el origen de los aislamientos
clinicos o bovinos. Ellos determinaron que, genes de importantes factores de virulencia de
0157, como el locus LEE, Enterohemolisina y varios genes del plasmido pO157, tienen una
mayor expresion en los aislamientos clinicos que en los de origen animal. Por el contrario, los
genes esenciales para la resistencia acida y adaptacion al estrés, se encuentran sobrexpresados

en las cepas de origen bovino, y esta mayor expresion la confirmaron con ensayos in vitro de
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RA en modelos gastricos sintéticos. Probablemente esta caracteristica de mayor expresion de
la resistencia al acido le permita a las E. coli O157 la mejor colonizacion de los animales.

En el presente trabajo, caracterizamos fenotipicamente la respuesta al estrés acido de las
cepas E. coli O157 aisladas de bovinos. En general encontramos una mayor resistencia de las
cepas no productoras de toxina Shiga en los mecanismos de RA ensayados, y todas las cepas
fueron mas resistentes mediante el sistema RA2, conocido como el mecanismo utilizado por
los microorganismos para sobrevivir en el sistema digestivo de los vacunos. Sin embargo,
desconocemos si estas diferencias se deben a una mayor o menor expresion de genes, o bien,
a la presencia o ausencia de genes o de mutaciones de genes, relacionados con la respuesta al

estrés.
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6. CONCLUSIONES
6.1. Este trabajo describe y cuantifica la contaminacion de E. coli O157 existente en ganado
de carne en las condiciones de produccion entre el afio 2006 al 2008 de la industria
frigorifica de Argentina.
6.1.1. Se establecid la prevalencia de este patogeno de forma representativa a la entrada y a
la salida de la linea de faena, de forma sistematica, uniforme y empleando una metodologia

robusta y sensible para la toma y andlisis de las muestras.

6.1.2. El grado de portacion de STEC O157 en bovinos al inicio de la faena, medida en
contenido fecal, fue del 4,1%. A pesar de la dificultad de realizar comparaciones entre
estudios de distintos paises y afos, debido a factores como metodologia, estacionalidad,
tipo de bovinos, entre otros, se puede decir el valor de prevalencia hallado, se encuentra

dentro del rango de los valores de prevalencia reportados internacionalmente.

6.1.3. Se determind un 4,7% de contaminacion con EC O157 TSN en materia fecal de

bovinos.

6.1.4. Si bien se observo una incidencia mayor de STEC O157 y de EC O157 TSN en
terneros y vaquillonas, no fue posible tener certeza estadistica del efecto de factores como

el mes del afio, estacionalidad, tipo de animal o sistema de cria, sobre la portacion.

6.1.5. Se observo una mayor prevalencia de STEC O157 en primavera (5,7%), y de EC O157
TSN en invierno (13,2%). Estos resultados deben considerarse con cautela ya que pueden
estar influenciados por factores propios del origen de los animales y también por la

variacion de las condiciones climaticas en las estaciones.

6.1.6. Es destacable la aleatoriedad observada de la contaminaciéon en materia fecal con

STEC O157 de los lotes de animales, donde la mayoria resultaron negativos (86%) en el
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analisis, pero esporadicamente se presentaron lotes con una alta contaminacion, hasta con 5

de 6 animales muestreados.

6.1.7. El ganado estudiado provino de 9 provincias con mayor relevancia en la produccion
ganadera de nuestro pais y en particular de la provincia de Buenos Aires provino el 42% de
los animales muestreados en este estudio. Por lo tanto, en la distribucion geografica de la
prevalencia en contenido fecal de STEC O157, Buenos Aires tuvo un valor similar a la
prevalencia global (4%). Sin embargo, hubo 3 provincias (Corrientes, Entre Rios y
Santiago del Estero) que mostraron mayor incidencia de los animales en pie. Esto podria
deberse a las diferencias climaticas entre las distintas regiones del pais, o al tiempo y la
forma de traslado de los animales desde su lugar de origen hasta los frigorificos, o por la

misma aleatoriedad de la contaminacion en las tropas.

6.1.8. El grado de contaminacion de las carcasas con STEC O157 reportado aqui fue de 2,6%

y se encuentra dentro del rango de valores reportados de distintos paises.

6.1.9. La incidencia reportada en carcasas, es el promedio de todos los frigorificos
analizados, pero la contaminacion varia entre ellos, desde 0 al 11%. Cabe destacar que los
frigorificos participantes en este estudio estaban habilitados para exportacion y, en general,
son de la mas alta capacidad tecnoldgica. Sin embargo, en 3 de los 9 frigorificos, la

contaminacion fue mayor a la salida de la linea de faena, que a la entrada.

6.1.10. El frigorifico G fue el de mayor contaminacion en las carcasas (11%), y en particular
este establecimiento era de produccion mixta, tenia una importante produccion para
consumo interno y de exportacion en el Mercosur, pero como no exportaba para la Union
Europea, no tenia implementado un sistema HACCP. Por lo tanto, las diferencias en la

contaminacion de las carcasas de los establecimientos participantes, podrian estar
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reflejando las diferencias de inocuidad a nivel de la produccion de carne para mercado

interno y de exportacion.

Seria necesario establecer como las condiciones de produccion de carcasas en frigorificos
con menores niveles tecnoldgicos de faena y distinta composicion de la hacienda,
especialmente en aquellos dedicados a la produccién para consumo interno, pueden

aumentar la prevalencia de STEC O157 en la produccion de carne.

6.2. Se caracterizaron todos los aislamientos obtenidos feno y genotipicamente para conocer

su potencial patogénico y sus caracteristicas epidemiologicas.

6.2.1. Todas las STEC O157 fueron E. coli O157:H7, Sorbitol y B-glucoronidasa negativas y
casi todas del biotipo C. También, las cepas aisladas expresaron fenotipicamente
citotoxicidad en células Vero y la mayoria expresaron la produccion de Enterohemolisina.
La mayoria de las STEC OI157 (89%) fueron susceptibles al panel de antibidticos

probados.

6.2.2. Por el contrario, todas las cepas EC O157 TSN fueron Sorbitol y B-glucoronidasa
positivas (excepto la cepa 1-010), y ninguna expresé citotoxicidad en células Vero, ni
expresaron Enterohemolisina. El 38% de estas cepas fueron resistentes a uno o mas de los

antibioticos probados.

6.2.3. Las STEC 0157 aisladas presentaban los genes de virulencia rfbo;s7, eae, ehxA 'y
fliChy, y el genotipo toxigénico predominante (56%) fue el stxy/stx¢vh-a), €l cual también es
el mas relevante de los casos de SUH posentérico de nuestro pais. Por lo tanto, el ganado
bovino seria uno de los reservorios de STEC O157 del genotipo prevalente en la

enfermedad humana.
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6.2.4. Se encontr6 solo una cepa EC O157 TSN aislada de carcasa, denominada 1-010, que
fue sorbitol y B-glucoronidasa negativa y que genotipicamente presentd los genes de
virulencia rfbois7, eae, ehxA y fliCy;. Esta cepa podria ser una STEC O157 que perdid por
alguna circunstancia el o los genes stx, y podria considerarse como una cepa que puede
transformarse en ‘“potencialmente patdgena” si por algin fendémeno de trasferencia

adquiere algun gen stx.

6.2.5. Con respecto a las EC O157 TSN aisladas en este trabajo, representan un linaje de
cepas diferentes a las STEC O157, el cual se encuentra en ganado bovino y hasta el
momento no se comprobd que impliquen un riesgo para la salud en nuestro pais. Sin
embargo, la deteccion positiva de E. coli O157:H7 no productora de toxina Shiga, podria

aumentar el rechazo de carne para exportacion.

6.2.6. De los 12 fagotipos determinados de las STEC O157, hubo cuatro predominantes que
fueron el PT2, PT39, PT4 y PT49, que coinciden con fagotipos prevalentes en aislamientos

humanos de nuestro pais.

6.2.7. Para STEC O157 se obtuvieron 29 patrones de Xbal-PFGE, entre los cuales, 11 se
agruparon en clusters. En general se encontr6 un patrén por lote contaminado, solo en
cinco lotes se encontraron dos patrones diferentes por cada lote. Dentro de los 11 clusters,
hubo dos (V y IX) con cepas aisladas de carcasas de dos visitas consecutivas a dos
frigorificos, lo cual denota que existe una fuente de contaminacion persistente en estos

establecimientos (Frigorificos G e I).

6.2.8. En la mayoria de los casos (65%), los lotes contaminados con STEC O157 a la entrada
de la linea de faena, se encontraron sin contaminacion en las carcasas. Sin embargo, hubo

algunos casos donde las cepas aisladas de carcasa fueron idénticas por PFGE a las STEC
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0157 aisladas del contenido fecal del mismo animal o de otro animal del mismo lote. Es

decir que la contaminacioén a la entrada de la faena persiste hasta las canales.

También hubo lotes con contaminacién en carcasas en los que no se detectd contaminacioén

en la materia fecal de ninguno de los animales muestreados del mismo lote.

6.2.9. Se mostro que la contaminacion con STEC O157, ya sea de heces o carcasas, estuvo
concentrada en casi el 6% de los animales. La contaminacion al ingreso de la linea se

trasfiere a un 2% como contaminacion cruzada.

Seria importante estudiar las fuentes de contaminacion cruzada maés relevantes que se
pueden encontrar en los establecimientos de faena, ya sean por transmision indirecta desde
las superficies inertes por las operaciones propias de faena, o por las aguas residuales,
como asi también la relevancia de otras fuentes de transmision directa como la
contaminacion de los cueros de los animales. De esta forma se podrian implementar
intervenciones puntuales tendientes a reducir la presencia de este patdgeno dentro de las

plantas frigorificas.

6.2.10. Se encontr6 una marcada coincidencia entre los patrones PT-PFGE-stx entre los
aislamientos de STEC O157 recuperados de la especie bovina en este trabajo y los
identificados a partir de casos clinicos que se encuentran incluidos en la red PulseNet de
Argentina. Fueron cinco los patrones coincidentes en ambos origenes, de los cuales, dos
son los predominantes en la base de datos, lo cual indicaria que el ganado constituiria el
principal reservorio para la infeccion humana de estos patrones de E. coli O157:H7

productoras de toxina Shiga que circulan en el pais.

6.2.11. Con respecto a la subtipificacion molecular de las EC O157 TSN, se establecieron 29

patrones de Xbal-PFGE, con 8 clusters. No se detectd con esta metodologia transferencia
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de la contaminacion del contenido fecal a las carcasas. Los clusters fueron de aislamientos

que provenian de animales de un mismo lote.

Por lo tanto, se corrobor6 por PFGE la aleatoriedad de la contaminacién ya que se
encontraron pocas tropas altamente contaminadas con un mismo clon (PFGE con 100% de

similitud) de EC O157 TSN, al igual que en el grupo de STEC O157.

6.2.12. Se estableci6 a través de la subtipificacion molecular de los aislamientos, que las EC
0157 TSN tendrian un origen filogenético diferentes a las STEC O157. Las EC O157 TSN
parecen representar un linaje diferente que no implica riesgo para la salud pero que se
encuentra presente en el ganado vacuno de nuestro pais. Seria interesante investigar qué

papel cumple este grupo en la evolucion de la STEC O157 tipicamente patogena.

6.3. Se caracterizd fenotipicamente la respuesta al estrés acido de las cepas E. coli O157

aisladas de bovinos.

6.3.1. Se cuantificd la respuesta de resistencia acida (RA) por tres de los mecanismos
conocidos, que son utilizados por las bacterias para sobrevivir a condiciones acidas, el
sistema oxidativo (RA1), el sistema Glutamato dependiente (RA2) y el sistema
dependiente de Arginina (RA3). Se encontr6 que los sistemas que proveen mas

resistencia acida fueron el RA2 seguido por RA3 y el menos protectivo fue RAT1.

6.3.2. Se encontr6 que las cepas EC O157 TSN fueron significativamente mas resistentes a
las condiciones de desafio que las STEC O157 por los sistemas RA2 y RA3. Sin
embargo, existe una gran variabilidad de la resistencia 4cida entre cepas de ambos
grupos, de acuerdo con el mecanismo participante, encontrandose cepas extremadamente
resistentes por RA2 y una gran cantidad de cepas sensibles por RA1. El sistema RA3 es

el que presentd una mayor variabilidad de respuesta entre cepas. Conocer esta
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variabilidad en la respuesta al estrés acido, es importante para predecir el comportamiento

de este microorganismo.

Dentro del ranking de resistencia acida de las cepas, se encontraron dos cepas STEC O157
y dos EC O157 TSN que son significativamente mas resistentes que el resto, por los tres

sistemas estudiados, las cuales se podrian utilizar en estudios posteriores.

6.3.3. Se determin6 que puede haber alguna influencia del sistema de cria de los animales de
donde se tomaron los aislamientos, con la respuesta de RA de las cepas. Esta influencia
podria estar relacionada con el tipo de alimentacion del ganado de acuerdo con el sistema

de cria. Este tema seria interesante de analizar en estudios posteriores.

No se encontrd ninguna relacion entre la RA y el tipo de bovino, ni con el sexo o la raza

de los animales muestreados.

6.3.4. Finalmente, estudiamos la relaciéon entre los perfiles genéticos de virulencia y la
resistencia acida de las cepas, y en general se observd una mayor resistencia de las cepas
E. coli O157 no productoras de toxina Shiga, por los sistemas aminoacido-dependientes.
Sin embargo, nuestros resultados no fueron concluyentes respecto a los otros perfiles de

virulencia analizados.

En conclusion, este trabajo realiza un aporte importante al cuantificar y caracterizar la
contaminacion con STEC O157 en ganado bovino de la Argentina, y sirve como una primera
linea de base representativa de la prevalencia de este patogeno, la cual puede ser utilizada
para estimar la probabilidad de infeccion en sistemas de evaluacion de riesgo. En un primer
andlisis, los valores de prevalencia aqui reportados, no parecen justificar por si mismos las
inusualmente altas tasas de SUH de nuestro pais; sin embargo, a través de las herramientas de

epidemiologia molecular empleadas, se pudo establecer que el ganado bovino constituye el un
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importante reservorio de los clones prevalente de STEC O157:H7 que producen enfermedad
humana en Argentina. Como continuidad de este trabajo, seria importante profundizar la
significacion de factores particulares como tipo de animales, época del ano, dietas, en la
prevalencia, ya que estos factores podrian asociarse al aumento o disminucion del riesgo. Por
ejemplo, el tipo de animal faenado para consumo local es preferiblemente el de menor edad.
Otro ejemplo, es el cambio de dietas y sistemas de cria, que en general han evolucionado al

mayor predominio del feedlot en los ultimos afios.

Con respecto al impacto de este trabajo en la produccion e industrializacion de la carne,
se puede decir que como resultado del estudio, se cuenta con informacidon confiable del estado
de situacion de este patdgeno en una etapa de produccion de carne en frigorificos,
especialmente de exportacion. Estos datos pueden servir como informacion para las
autoridades regulatorias de Argentina en la tarea de mejorar las condiciones de produccion de
carne. Sin embargo, se requeririan de otros estudios complementarios respecto de la
incidencia de E. coli O157:H7 en la produccion para consumo interno, ya que en este trabajo
se esbozo que, la diferencia en los estandares de calidad aplicados en los frigorificos de
produccion nacional y/o el tipo de hacienda faenada para consumo local, podria incidir en el

nivel de contaminacion con STEC O157 de las canales producidas.

Por otra parte, es relevante contar con la informacion sobre la variabilidad de la respuesta
al estrés acido de las cepas E. coli O157 del reservorio bovino de Argentina, ya que esta
informacion es util para la mejor prediccion del comportamiento de estos microorganismos y
para el disefio de diferentes estrategias de intervencion, o puntos de control tendientes a
reducir el nivel de contaminacion en la produccion industrial de carne. Dentro de las

estrategias de control en planta se destaca, precisamente, el uso de 4acidos orgénicos,
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permitidos por el USDA desde hace varios afios, y aceptado recientemente por la Union
Europea. En este sentido, en el estudio se identificaron cepas de STEC O157:H7 y de E. coli
0157 TSN, significativamente resistentes a condiciones acidas extremas que podrian ser
utilizadas en ensayos de desafio o en ensayos de validacion de la aplicacion de acidos como

forma de control.
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