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Resumen

Cicuta, M.E.; Deza, N.; Roibon, W.R.; Pereyra, D.; Benitez, M.C.; Arzi, R.O.; Boehrin-
ger, S.1.: Deteccion de Escherichia coli productor de toxina Shiga en reses bovinas y carne
molida de Corrientes, Argentina. Rev. vet. 17: 1, 20-25, 2006. Escherichia coli productor
de toxina Shiga (STEC) es un patdgeno emergente asociado a casos esporddicos de diarrea,
colitis hemorrégica, sindrome urémico hemolitico (SUH) o pirpura trombocitopénica en seres
humanos. Los rumiantes en general y el ganado vacuno en particular, han sido sefialados como
los principales reservorios de STEC, y los alimentos de origen cdrnico como el vehiculo de
transmision mas frecuente. Entre mayo de 2004 y abril de 2005 se analizaron 107 muestras de
hisopados de reses bovinas y 66 partidas de carnes molidas listas para expendio al consumidor,
provenientes de diversos establecimientos de las ciudades de Resistencia y Corrientes, con el
objetivo de establecer la presencia de STEC en este tipo de muestras. El método de aislamiento
utilizado fue enriquecimiento en agua peptonada con cefixima, repique en agar MacConkey y
tipificacién de las colonias fermentadoras de lactosa en citrato de Koser y agar lisina hierro. Se
hicieron pruebas de desarrollo en presencia de telurito de potasio, fermentacién de sorbitol, y
deteccién de B—glucuronidasa. A las 75 cepas obtenidas y confirmadas bioquimicamente como
E. coli (39 aisladas de reses bovinas y 36 de carnes molidas), se les efectué PCR multiple para
detectar genes codificantes de las toxinas Shiga (szx1 y stx2), rfbO157 y PCR para enterohe-
molisina (EHEC—-hlyA) e intimina (eae), todos atributos de virulencia de cepas enterohemo-
rrdgicas (EHEC), una de las cuales es O157:H7. Sélo una, aislada de carne molida, resulté ser
stx2vh—a, no—0157, mévil, eae (), EHEC—-hlyA (). Las principales conclusiones del trabajo
fueron la necesidad de realizar la vigilancia de las cepas STEC O157 y no—O157 en muestras
de origen bovino y carne molida , como asi también poder determinar vias y vehiculos de
transmision a los efectos de implementar estrategias de prevencion y control de las enfermeda-
des asociadas a STEC debido a la alta incidencia de SUH en Argentina.
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Abstract

Cicuta, ML.E.; Deza, N.; Roibon, W.R.; Pereyra, D.; Benitez, M.C.; Arzi, R.O.; Boeh-
ringer, S.I.: Detection of Shiga toxin—producing Escherichia coli from bovine carcasses
and ground beef of Corrientes, Argentina. Rev. vet. 17: 1, 20-25, 2006. Shiga toxin—produc-
ing Escherichia coli (STEC) is an emergent pathogen associated to sporadic cases of diarrhoea,
haemolytic uraemic syndrome (HUS), haemorrhagic colitis or thrombotic thrombocytopenic
purpura in human beings. Ruminants, specially cattle, and their beef products are the most
important reservoirs of STEC. From May 2004 to April 2005, 107 bovine carcasses and 66
ground beef samples from two cities of the Northeastern Region of Argentina were analysed
to determine the presence of STEC. The methodology of isolation was pre—enrichment STEC
in cefixime—peptone—water, streaking on MacConkey agar and biochemical typing using fer-
mentation of lactose, growth in Koser’s citrate and differentiation on lysine iron agar. Other
specific tests were growth in presence of potassium telurite, sorbitol fermentation and detec-
tion of B—glucuronidase activity. The 75 strains biochemically determined as E. coli, (39 from
bovine carcasses and 36 from ground beef), were tested by a multiplex PCR that allowed to
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detect stx1 and szx2, rfbO157 genes, and PCR for enterohemolysin (EHEC—hlyA) and the eae
genes that codes intimin protein. Of the 75 strains analyzed, one strain isolated from ground
beef was szx2vh—a, non—0157, motile, eae and EHEC—-hlyA negative. It is emphasized the
need of vigilance STEC and non—-STEC strains of bovin origin to determine transmission
routes in order to prevent and control STEC-associated diseases owing the high incidence of

HUS in Argentina.

Key Words: cattle, Escherichia coli, Shiga toxin, ground beef.

INTRODUCCION

El desarrollo de metodologias moleculares para la
deteccion de microorganismos patégenos ha aumentado
la sensibilidad, especificidad y rapidez del diagnéstico,
permitiendo establecer los riesgos para la Salud Publica
asociados con el consumo de los alimentos % ! 16.23. 24
30,31

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC),
incluido el serotipo O157:H7, es un patdgeno de trans-
misién por alimentos que puede causar enfermedades
severas y potencialmente fatales para el hombre. Es el
principal agente causal de gastroenteritis que puede
complicarse con colitis hemorrigicas (CH) y sindrome
urémico hemolitico (SUH) que se traduce en falla renal
aguda, anemia hemolitica microangiopatica y trombo-
citopenia *'*. También es el prototipo de mas de 150
serotipos que comparten el mismo potencial patogénico.
Las cepas STEC asociadas a enfermedades severas en
el hombre, pertenecen a la categoria de Escherichia coli
enterohemorrdgica (EHEC) % . Dentro de este grupo,
O157:H7 es el serotipo aislado con mayor frecuencia. A
dicho serotipo se le atribuye la ocurrencia de la mayoria
de los grandes brotes como los registrados en la costa
oeste de Estados Unidos en 1993 ? y en Jap6n en 1996
32

En Argentina la tasa de incidencia de SUH fue de
12,5 casos/100.000 nifios menores de 5 afios en 2004, la
mds alta a nivel mundial; ademads se estima que el 10%
de los nifios infectados con STEC evolucionan a SUH
18.29 Tos rumiantes, especialmente bovinos y ovinos 3,
son los principales reservorios de STEC 2223,

Las cepas STEC de origen humano, animal o de
alimentos pueden producir dos tipos de toxina Shiga
(Stx1 y Stx2) que poseen efectos citotoxicos en células
VERO y portan marcadores de virulencia accesorios
como el gen eae que codifica una proteina, intimina,
la cual induce una unién intima de la bacteria al en-
terocito y la desorganizacién de las microvellosidades
con produccidn de la lesion AE (del inglés “attaching
and effacing”) y el gen hlyA que codifica una entero-
hemolisina (EHEC—-hly) **3%3! | Andlisis de alimentos
asociados con brotes de CH han mostrado que la dosis
infectiva es muy baja, pues menos de cien bacterias por
gramo en aquellos pueden causar enfermedad '. Entre
0,3 y 15 bacterias por gramo de STEC O157:H7 fueron
detectadas en varios lotes de carne vacuna congelada

implicada en un brote importante ocurrido en EE.UU
11

En las ultimas décadas, la incorporacién de STEC
O157:H7 en el abastecimiento mundial de comidas y
los numerosos brotes y casos esporadicos detectados
en distintas partes del mundo son ejemplos de las con-
secuencias que acarrea un patégeno emergente cuando
ingresa en la cadena alimentaria .

Teniendo en cuenta la alta tasa de incidencia de SUH
en Argentina y la ocurrencia de casos en Corrientes, en
el presente proyecto se propuso detectar la presencia de
STEC en hisopados superficiales de reses bovinas y de
diferentes partidas de carnes molidas listas para expen-
dio al consumidor, provenientes de diversos estableci-
mientos de las ciudades de Resistencia y Corrientes a
fin de establecer su probable papel en la transmisién de
STEC.

MATERIAL Y METODOS

En el periodo comprendido entre mayo de 2004 y
abril de 2005 se analizaron 107 muestras de hisopados
de res y 66 de carne molida. Las mismas fueron enri-
quecidas en agua peptonada con cefixima (Bagé, 0,05
mg/1) a 37°C durante 6 h, y posteriormente aisladas en
agar MacConkey (Merck). La caracterizacion de las co-
lonias fermentadoras de lactosa se realizé mediante la
utilizacién de citrato de Koser (Oxoid) y la produccién
de lisina decarboxilasa en agar lisina hierro (Britania).
Con esta identificacion previa se hicieron las pruebas
de crecimiento en presencia de telurito de potasio, fer-
mentacion de sorbitol, y deteccién de B—glucuronidasa
. En 75 de las 173 muestras analizadas se aislo E. coli
las cuales fueron confirmadas bioquimicamente > y se
conservaron en agar blando (0,8%) para su posterior ti-
pificacién molecular en el Servicio Fisiopatogenia del
Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas—AN-
LIS “Dr. Carlos G. Malbran”.

Los aislamientos se enriquecieron en caldo tripti-
casa de soja (Difco) a 37°C por 6 h y posteriormente
fueron sembrados en agar MacConkey sorbitol (SMAC)
(Difco). Las placas de SMAC se incubaron a 37°C du-
rante 18-24 h. Como tamizaje se realizé la técnica de
PCR miiltiple ** de la zona de crecimiento confluente,
para deteccion de los genes stx1 y stx2, usando los oli-
gonucledtidos descriptos por Pollard * y el gen rfbO157,
usando los oligonucleétidos descriptos por Paton & Pa-
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ton 2. Los aislamientos szx1 y/o stx2 positivos fueron
identificados por técnicas bioquimicas estandares ',
serotipificados usando antisueros de E. coli Oy H?' y
caracterizados feno—genotipicamente %7,

Caracterizacion fenotipica y genotipica de los ais-
lamientos. El gen eae fue detectado por PCR '*; las
cepas STEC eae—negativas fueron analizadas para de-
tectar la presencia del gen saa **, el gen EHEC—hly fue
identificado por PCR *° y la hemdlisis debida a EHEC—
enterohemolisina se detecté en placas de agar sangre
con glébulos rojos desfibrinados de oveja ©.

El antibiotipo fue determinado segiin el método de
Kirby Bauer para: 4cido nalidixico, amikacina, cipro-
floxacina, ampicilina, cloranfenicol, colistin, estrepto-
micina, gentamicina, nitrofurantoina, tetraciclina y tri-
metoprima—sulfametoxazol %°.

Subtipificacion de los aislamientos. Las variantes
de stx2 se determinaron por analisis de polimorfismo
de longitud de los fragmentos de restricciéon (RFLP) de
los productos de amplificacién obtenidos por PCR de
una regién de la subunidad B de la toxina *'.
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RESULTADOS Y DISCUSION

STEC no-0157:H7 fue detectado en una (1,3%)
de las 75 cepas identificadas como E. coli (39 de reses
bovinas y 36 de carnes molidas). La cepa aislada de
carne molida e identificada como C37a, fue caracteri-
zada como E. coli OR:HNT, stx2vh—a negativa para los
marcadores de virulencia accesorios: eae, EHEC—-hlyA
y saa (Figuras 1, 2, 3, 4 y 5), fermentadora de sorbitol,
P—glucuronidasa positiva, no desarrollando en presen-
cia de telurito de potasio y sensible a todos los antibi-
ticos ensayados.

Si bien la mayoria de los estudios estdn orientados a
la deteccion de E. coli O157, en la actualidad aumenta-
ron los esfuerzos para detectar los diferentes serotipos
de STEC no-0157 **. En Espaiia 8, detectaron 13% de
STEC en 455 muestras de carne cruda, aislando 1% de
E. coli O157:H7 y 12% de STEC no-0157.

En Argentina se analizaron 279 muestras de car-
ne, detectindose STEC O157:H7 en 3,8% de muestras
de carne picada, 4,8% de muestras de chorizo fresco y
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Figura 1. Productos de amplificacién por PCR para
la deteccion de los genes stxl1, stx2 y rfbO157. Linea
1: E. coli OR:HNT stx2 cepa aislada de carne molida
(C37a). Linea 2: control negativo E. coli ATCC 25922
sin factores de virulencia. Linea 3: control positivo E.
coli EDL933 stx1/stx2/rfbO157. Linea 4: control de
reactivos (mezcla sin templado). Linea 5: Amplicén de
control positivo E .coli EDL933 stx1/stx2/rfbO157.

Figura 3. Productos de amplificacién por PCR para la
deteccion del gen EHEC—hly A. Linea 1: E. coli OR:
HNT stzx2/ EHEC—hlyA cepa aislada de carne mo-
lida (C37a). Linea 2: control positivo E. coli E32511
EHEC-hlyA+. Linea 3: Amplicén de control positivo
EHEC-hlyA+. Linea 4: control de reactivos (mezcla
sin templado).

- BG4 pb (eae)

gae (-)

: saa {—}:
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Figura 2. Productos de amplificacién por PCR para la
deteccion del gen eae. Linea 1: E. coli O145:NM stx2/
eae+, aislado de un caso de SUH. Linea 2: E. coli OR:
HNT stx2/ eae— cepa aislada de carne molida (C37a).
Linea 3: control positivo E. coli 2348/68 eae+ (EPEC).
Linea 4: control de reactivos (mezcla sin templado).

Figura 4. Productos de amplificacion por PCR para la
deteccion del gen saa. Linea 1: E. coli OR:HNT stx2/
saa— cepa aislada de carne molida (C37a). Linea 2:
control positivo E. coli 434—1 saa+. Linea 3: control de
reactivos (mezcla sin templado). Variante: szx2vh—a
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3,3% de muestras de chorizo seco '°. En el afio 2003 se
pudo establecer por primera vez en Argentina la asocia-
cién entre un caso esporddico de SUH y el consumo de
hamburguesas caseras contaminadas por STEC O157:
H7 27,28 .

Nuestros resultados coinciden con los reportados
por Blanco et al. 7 y Parma et al.  quienes luego de
realizar un estudio de los factores de virulencia de 218
cepas de STEC obtenidas de bovinos adultos, terneros
sanos y diarreicos, y muestras de carne, comprobaron
la prevalencia de stx2.

Las medidas necesarias para proteger a los consu-
midores de la infeccién por STEC son las mismas que
se requieren contra Salmonella, Campylobacter, Liste-
ria y otros patégenos no esporulados. En alimentos de
origen animal una temperatura interna de 63°C consti-
tuye un punto de control critico para asegurar la inac-
tivacion de E. coli O157:H7. Sin embargo, la Food and
Drug Administration de EEUU recomend6 incremen-
tar la temperatura de coccidon de las hamburguesas a
68,3°C, después de un brote ocurrido en cinco estados
de la costa oeste del pais, con mds de 700 afectados .

En el afio 2005 comenzé a funcionar una Unidad
Centinela en el Hospital Pedidtrico Juan Pablo 11
de Corrientes para la vigilancia de SUH. Para dicha
provincia la tasa de incidencia de SUH fue de 3,8 ca-
50s/100.000 nifios menores de 5 afios en 2005.

Teniendo en cuenta que no existe ninguna vacuna
que proteja de la infeccién por STEC, la identificacién
de factores de riesgo es critico para implementar nue-
vas estrategias que reduzcan la ocurrencia de SUH en
Argentina. También es necesario fortalecer estos hallaz-

gos de manera que pueda determinarse el papel de la
transmisidén persona—persona y animal-persona como
responsables de la endemicidad de la enfermedad en
nuestro pafs.
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