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Resumen

Cicuta, M.E.; Parma, A.E; Viiias, M.R; Sanz, M.E; Boehringer, S.I; Roibon, W.R.; Beni-
tez, M.C.; Barcelo, M.C; Vena, M.M.: Factores de Virulencia de ‘Escherichia coli’ aisla-
das de porcinos en Argentina. En el presente trabajo se estudio la prevalencia de Escherichia
coli toxigénicas (ETECy VTEC) en lechones con diarrea o asintomaticos pero atrasados en el
desarrollo, de un amplio sector de cria de Argentina. Con tal fin se tomaron 190 muestras de
hisopados rectales, 162 de lechones de 1 semana a 3 meses de edad y 28 de madres, pertene-
cientes a 23 establecimientos de las provincias de Corrientes, Chaco, Santa Fe y Buenos Aires.
El ADN de seis a diez cepas de E. coli aisladas por muestra, fue sometido a analisis de PCR
con primers especificos para genes codificantes de S71-a, LTI, VT1, VT2 y VT2e. Se eviden-
ci6 un apreciable predominio de S7T-a (24,5%) sobre LT1 (2,9%). Ninguna ETEC/VTEC fue
aislada de las madres. Las cepas productoras de VT2e representaron el 2,1%, senalando el
riesgo para la salud publica debido a la participacion del cerdo en la cadena alimentaria.
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INTRODUCCION

Escherichia coli es el agente etiologico de un
amplio espectro de enfermedades en el hombre y los
animales, algunas de ellas extraintestinales y otras enté-
ricas, dentro de las cuales se encuentra la diarrea de los
lechones (colibacilosis en neonatos y post—destete) y la
enfermedad de los edemas > '°. Se caracterizan por ser
endémicas, altamente transmisibles y por presentar un
desenlace generalmente fatal, originando considerables
pérdidas economicas en lechones entre las cuatro y doce
semanas de edad ®. Los signos clinicos y la mortalidad
observada son el resultado de la accion de los diferentes
tipos de toxinas producidas por E. coli >

En los casos de diarrea, las cepas aisladas elaboran
enterotoxinas termolabil (L7) y termoestable (S7) o
solo esta ultima, denominandose a esta cepa ETEC o
E. coli enterotoxigénica, que coloniza en intestino de
animales domésticos por medio de fimbrias huésped
especificas *°. Por su parte las cepas responsables de la
enfermedad de los edemas sintetizan una verocitotoxina
tipo 2 (VT2e), que es una variante de la citotoxina SLT1I
(Shiga—like toxin ) responsable de enteritis hemorragica

y del sindrome urémico hemolitico del hombre (SUH)
1,2,10

* Proyecto financiado por SGCYT-UNNE (PI 230).

La toxina VT2 dafia los elementos de la pared vas-
cular induciendo a cambios degenerativos irreversibles
y necrosis celular 3. Los cerdos infectados con E. coli
productoras de toxinas L7y SLTIIv (VT2e) frecuente-
mente mueren de diarrea. Si las cepas infectadas son
productoras de SLT1Iv y alguna de las toxinas termoes-
table o ambas, el animal puede morir con signos de
diarrea y/o edema 8,

Los tipos toxigénicos son susceptibles de variar sin
modificacion del serotipo, especialmente si las cepas
provienen de diferentes regiones geograficas °. Por este
motivo, se propuso estudiar la prevalencia de E. coli en-
terotoxigénicas y verotoxigénicas en cerdos con diarrea,
atrasados en el desarrollo y asintomaticos de un amplio
sector de cria de la Argentina.

MATERIAL Y METODOS

Animales, muestras, cultivos: se tomaron 190 mues-
tras por hisopado rectal, 162 de lechones de 1 semana
a 3 meses de edad, de los cuales 94 presentaban diarrea,
19 sin sintomatologia y 49 con atraso en el desarrollo,
y 28 de madres (8 con diarrea y 20 asintomaticas)
pertenecientes a 23 establecimientos de las provincias
de Corrientes, Chaco, Santa Fe y Buenos Aires. Se
sembraron en los medios de agar Mac Conkey y caldo
tetrationato de Miiller—Kauffman, con repique a agar
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Salmonella—Shigella para descartar Salmonella sp. De
las colonias fermentadoras de la lactosa, se tomaron de
8 a 10 por placa y fueron confirmadas bioquimicamente
como E coli.

Cepas de Referencia: como controles positivos se
utilizaron las siguientes cepas de referencia: E. coli
ANASTRA E. 2539 (LT+, ST+) (FIO-CRUZ/INCQS/
CCOC, Brasil) y B41: O 101: K—: F5+: F41+ ST+ (WHO
Collaborative Centre for Reference and Research on
Escherichia, Statens Seruminstitut, Copennhagen).

Ensayo de PCR:

a) Preparacion de las muestras: las cepas control y
las aisladas en el laboratorio se cultivaron en caldo
Luria Bertani a 37°C durante 18 horas. El ADN fue
extraido por calentamiento de las células emplean-
dose entre 1 a 10 ng de ADN para su amplificacion
por PCR en un volumen total de 50 pl.

b) Primers oligonucleotidicos: los primers utilizados
fueron S7a—1/STa—2 para el gen de la toxina ter-
moestable (ST1 a), L7-1/ LT-2 para la termolabil
(LT1), VT-1 / VT2 para VTI; VTII -1/ VTII-2
para VT2 y VTII-3/VTII4 para VT2e. Alicuotas
de las muestras amplificadas fueron analizadas en
un gel de agarosa 1,5% con bromuro de etidio.

¢) Condiciones de reaccion: se efectud en un volumen
de 50 pl conteniendo 50 mM KCI 10 mM Tris—HCI
pH 8,4; 0,01% (p/v) gelatina, 200 pM dATP, dGTP,
dCTPy dTTP; 1,25 U Taq DNA polimerasa; 0,5 uM
de cada primer. La concentracion de CI,Mg fue de
4,7 mM (STIa) y 5,5 mM (LT I). El programa de
termociclado para amplificacion de S71a, L71, VTI
y VT2e fue de un ciclo inicial de 94°C — 120 s; un
ciclo final de 72°C — 120 s y 30 ciclos de 94°C — 90
$,59°C—-90sy 72°C—120s 2. Para amplificar VT2,
el programa térmico consistio en un ciclo inicial de
94°C — 120 s, uno final de 72°C — 300 s y 30 ciclos
de 94°C-905s,66°C—-60sy 72°C—-120s".

d) Electroforesis en gel de agarosa: alicuotas de 10
pl de cada amplificacion fueron analizadas por
electroforesis horizontal y transiluminacion UV
(300 nm). El gel estuvo constituido por 1,5 % de
agarosa y 0,8 pg ml™! bromuro de etidio en tampon
de corrida (89 mM Tris, 89 mM éacido borico, 1,0
mM EDTA, pH 8,0). Como marcador
de peso molecular fue usado 100 pb
DNA Ladder (Promega), para el ran-

al grupo sin diarrea pero atrasados en el desarrollo (49),
se aislaron dos cepas VT2e+, una VT1+ VT2+ y dos
LTI+. De los lechones sin diarrea (19), uno portaba E.
coli VT2+. No se aislaron E. coli toxigénicas de las 20
madres sanas. Estos resultados se asemejan a los halla-
dos en Espafia ¢ y en Austria *; no asi a los encontrados
en Polonia °, donde predomind L7. No se aislo Salmo-
nella sp. en ninguna de las muestras procesadas.

Se evidencia un apreciable predominio de cepas
STla+ (13,2%) sobre las LT I+ (2,6%) en el total de
la poblacion porcina estudiada (n = 190). Todas las
camadas con diarrea de las que se aislo E. coli STla+
provenian de madres con iguales caracteristicas. De las
crias sin signos de diarrea se aislaron solo dos cepas
enterotoxigénicas (L71) correspondiendo a animales
con atraso en el desarrollo. No se detectaron cepas
verotoxigénicas ni enterotoxigénicas en las 20 madres
asintomaticas. La casi totalidad de las cepas ETEC,
VTEC, ETEC/VTEC, fueron aislados de animales con
diarrea o atraso en el desarrollo.

En conclusion, el conocimiento de la prevalencia de
ETEC y sus factores de virulencia es un dato de suma
importancia que podria orientar para el desarrollo de
futuros ensayos de inmunoproteccion en Argentina. De-
bido a la vinculacion de las cepas VTIle+ con la enfer-
medad de los edemas y la merma del desarrollo de los
lechones, su hallazgo (2,1 %) sefiala un riesgo potencial
en la sanidad y rentabilidad de un establecimiento. La
participacion del cerdo en la cadena alimentaria del
hombre, también le otorga a estos resultados significan-
cia en la salud publica.

Abstract

Cicuta, ML.E.; Parma, A.E; Viias, M.R; Sanz, M.E;
Boehringer, S.I; Roibén, W.R.; Benitez, M.C.; Bar-
celé, M.C; Vena, M.M.: Virulence factors of Esch-
erichia coli isolated from pigs of Argentine. In this
work we study the prevalence of porcine toxigenic
Escherichia coli (ETEC and VTEC) in diarrhoeic or as-
ymptomatic (but with a serious delay of growth) piglets
of a wide region of Argentine. For this purpose, 190 rec-
tal swabs were taken, 162 from animals between 1 week
and 3 months old and 28 from dams, all of them from

Tabla 1. Deteccion por PCR de E. coli toxigénica en porcinos.

go de 100—-1500 pb, cat. n VTI1 VT2 VT2e-STa VT2e VTI-VT2 STla LTI
LD+ 94 0 0 2 0 0 21 3

RESULTADOS y DISCUSION LD- 19 0 1 0 0 0 0 0
LD-* 49 0 0 0 2 1 0 2

Lois r.es.ultados se detallan en Tabla 1. MD-+ ] 0 0 0 0 0 0
i st 12 i o) - w000 00 0
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se aislo E. coli LTI + (una de estas cepas

tenia adhesina K88) y dos portaban cepas
que codificaban conjuntamente para S71a
y VT2e. De los lechones que pertenecian

cat.: categoria, LD+: lechones con diarrea, LD—: lechones sin diarrea,
LD—*: lechones sin diarrea pero atrasados en el desarrollo, MD+: madres
con diarrea, MD—: madres sin diarrea.



23 farms from Corrientes, Chaco, Santa Fe and Buenos
Aires provinces. By using specific primers, DNA of six
strains per sample from isolated E. coli was screened by
PCR for STIa, LTI, VT1, VT2 and VT2e¢ toxin genes.
STla was predominant (24,5%), whereas LTI was de-
tected in 2,9% and VT2e in 2,1%. No ETEC/VTEC was
isolated from healthy sows. These findings remark the
potencial risk for the sanitary condition of a piggery as
well as for public health, taking into account the partici-
pation of this species in human food chain.
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