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Resumen

Escherichia coli shigatoxigénico (STEC), con presentacion endémica en Argentina, y
E. coli enteropatégena (EPEC) son patovares de impacto en la nifiez. La patogenia de STEC
incluye cuadros asintomaticos, de diarrea leve y severa, sindrome urémico hemolitico (SUH),
y en ocasiones la muerte del paciente. Se ha documentado como principal reservorio al
bovino. Las cepas EPEC estan asociadas a diarreas y constituyen la segunda causa de
muerte en nifios menores a 5 afos. En Tierra del Fuego (TDF), la tasa de SUH y diarreas es
elevada. La provincia de TDF no cuenta con estudios de portadores ni de reservorios de STEC
ni EPEC. El objetivo de este estudio ha sido determinar la portacién de STEC y EPEC en
bovinos de TDF destinados a faena. Se realiz6 un estudio epidemiolégico transversal
observacional en Julio 2016 para la deteccién de STEC-LEE negativas, AE-STEC y EPEC.
Las muestras se recolectaron en las dos playas de faena existentes en Ushuaia y Rio Grande.
Para cada animal se tomé una muestra por hisopado rectal. Se realiz6 pre-enriquecimiento
en caldo tripteina soja seguido de siembra en agar Mac Conkey para la identificacién de EPEC
y STEC no-0157. Para STEC 0157 se utilizé separacion inmunomagnética. Se realiz6 PCR
de stx2, stx1, rfbO157 y eae a partir de la zona de confluencia con posterior rastrillaje de los
patovares en muestras positivas. Las cepas aisladas fueron caracterizadas bioquimicamente
y serotipificadas. En cepas STEC se caracterizé el subtipo stx mediante PCR, se evaluo la
produccién de toxina y de enterohemolisina calcio dependiente. En cepas EPEC se analizé la
presencia de bfp y se evalud fenotipicamente el patron de adhesion. Ademas se buscé
presencia de hibridos con otros patovares y se realizaron ensayos de susceptibilidad a
antimicrobianos. Los resultados fueron analizados mediante test de diferencia de
proporciones. Se analizaron 194 muestras de bovinos de TDF. La prevalencia de STEC fue
del 15% (30/194), y de EPEC del 5% (10/194). Se aislaron 27 cepas STEC que pertenecieron
a los siguientes serotipos O1:H21 (1/27); O6:H34 (1/27); 0O113:H21 (1/27); O130:H11 (1/27);
0130:H- (1/27); O171:H2 (1/27); O174:H28 (1/27); O178:H19 (5/27); O179:H8 (1/27);
0185:H7 (6/27); 0O185:H19 (7/27); O187:H7 (1/27), y una cepa EPEC 0152:H25. No se
detectaron cepas AE-STEC ni STEC 0157 en este trabajo. En cepas STEC predominé la
presencia de stx2 (92,6%). Los tipos de toxinas detectados fueron stx2 (16/27), stx1/stx2
(9/27), stx1 (2/27). El subtipo prevalente stx2c (37%). El 14% de las cepas presentd por lo
menos algun subtipo de toxina no tipificable (4/27). La produccién de toxina Shiga se detecto
en 25/27 cepas. La cepa EPEC aislada result6 ser atipica (aEPEC), sin patron de adhesion
definido, con capacidad de generar lesion A/E. En total 16/28 cepas presentaron el gen que
codifica para enterohemolisina (ehxA) y 12 fueron capaces de producir la enterohemolisina
calcio dependiente. No se detectaron cepas de patovares hibridos. Todas las cepas

evidenciaron resistencia a Ampicilina y 20/28 fueron resistentes a aminoglucésidos (20/20 a
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Estreptomicina, con 6/20 resistentes a Estreptomicina y Amikacina). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la deteccion de cepas STEC y EPEC al
considerar el tipo de produccion y la playa de faena. La relacion EPEC/STEC detectada fue
1/3. Bajo este criterio la probabilidad de exposicion en esta regién a STEC seria tres veces
mayor que a EPEC. Por otro lado se podria inferir que no existiria inmunidad protectora
cruzada entre las cepas EPEC y las AE-STEC provenientes del ganado bovino.

Palabras clave: Bovinos, EPEC, STEC, SUH, Tierra del Fuego
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Abstract

Shiga toxin producing E. coli (STEC), which has endemic presentation in Argentina,
and enteropathogenic E. coli (EPEC), are probably the most significant pathovars, known for
causing disease in childhood health. STEC pathogenesis includes mild to severe diarrhea,
hemolytic uremic syndrome (HUS) which can lead to death. Cattle have been recognized as
the main reservoir of STEC. EPEC causes diarrhea and have been reported to be the second
cause of death in under five-year-old children. In Tierra del Fuego (TDF), SUH and diarrheas
have high rates. There are no previous studies of carriers or reservoirs of STEC and EPEC in
TDF. The aim of this study was to establish the prevalence of STEC and EPEC in cattle from
slaughterhouses in TDF. A cross-sectional epidemiological study was carried out in July 2016
to determine the prevalence of STEC, EPEC and AE-STEC in cattle being raised for
consumption in TDF. Samples were taken in two slaughterhouses in TDF (Ushuaia y Rio
Grande). We collected one rectal swab from each animal. For non-0157 STEC and EPEC
each sample was enriched in tryptone soy broth. Later, the samples were cultivated on
MacConckey agar. For O157 STEC inmunomagnetic separation was carried out. Screening
was carried out using conventional PCR for stx1, stx2, rfbO157 and eae genes. Positive
samples at screening were analysed looking for positive pathovar strains. Each isolated strain
was biochemically characterized and serotyped. Subtyping of stx1 and stx2 were performed
by PCR, and Shigatoxin and enterohemolysin production were carried out in STEC strains.
The presence of the bfpA gene, and strain adhesion pattern was determined in isolated EPEC
strains. Antimicrobial susceptibility was test for each isolate. Statistical analysis was carried
out using Test of Differences. A total of 194 samples were analysed. The prevalence of STEC
was 15% (30/194), and the prevalence of EPEC was 5% (10/194). Twenty eight strains were
isolated. STEC strains had the following serotypes: O1:H21 (1/27); O6:H34 (1/27); O113:H21
(1/27); O130:H11 (1/27); 0130:H- (1/27); O171:H2 (1/27); 0174:H28 (1/27); 0178:H19 (5/27);
0179:H8 (1/27); O185:H7 (6/27); O185:H19 (7/27); O187:H7 (1/27) and EPEC strain belong
to 0152:H25 serogroup. AE-STEC nor serogroup 0157 were not detected in this study. The
main toxin type in STEC strains was stx2 (92,6%). The stx types detected were stx2 (16/27),
stx1/stx2 (9/27) and stx1 (2/27). The most prevalent stx genotypes was stx2c (37%). 14% of
the strains showed at least one nontypeable subtype (4/27). Shiga toxin production was
detected in 25/27 STEC strains. EPEC strain was categorized as atypical with no specific
adhesion pattern and with the ability to cause A/E lesion. The ehxA gene was present in 16/28
strains, 12 of them produced enterohemolisin. There were no hybrid strains detected in this
work. Antimicrobial susceptibility tests showed that all the strains were resistant to ampicillin,
and 20/28 were resistant to aminoglycosides (20/20 streptomycin with 6/20 amikacin). No

significant difference could be seen in the detection of STEC or EPEC by slaughterhouse or
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production (extensive or intensive). EPEC/STEC relation was 1/3, which means that it’s three
times more likely to be infected by STEC tan by EPEC and there is no cross reactive immunity
between strains.

Key words: Cattle, EPEC, STEC, SUH, Tierra del Fuego
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INTRODUCCION

1.1. Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, que se encuentra adaptado al intestino del hombre y animales de sangre

caliente formando parte de su microbiota.

Es un microorganismo anaerobio facultativo, de metabolismo respiratorio y fermentativo.
Es mesodfilo, con una temperatura éptima de crecimiento de 37°C. Existen cepas de E. coli
moviles por flagelos peritricos, y algunas cepas poseen capsula. No son formadoras de
esporas. Bioquimicamente E. coli se caracteriza por ser oxidasa negativo, catalasa positivo,
fermenta la glucosa con produccién de acido y gas y reduce nitratos a nitritos. Utiliza la via
fermentativa acido-mixta y no asi la butilenglicélica (Rojo de Metilo positivo, Voges Proskauer
negativo). Es indol positivo, no utiliza citrato como fuente de carbono, no produce é&cido
sulfhidrico ni hidroliza la urea (Holt y col., 1994).

Existen cepas que no reaccionan de forma tipica a algunas de estas pruebas
bioquimicas, dificultando la identificacion. Por ejemplo, solo el 90% de las cepas de E. coli
fermentan la lactosa, ya que muchas cepas, incluso algunas patégenas, son tipicamente
lactosa negativos. La prueba de indol, positiva en el 99% de las casos, es uno de los mejores

indicadores para diferenciar E. coli de otras enterobacterias (Nataro y Kaper, 1998).

Seroldgicamente, E. coli se clasifica segun el tipo de antigeno O (somaético), H (flagelar)

y K (capsular).

Habitualmente las cepas no son patdégenas y coexisten con el hospedador, produciendo
enfermedad de manera ocasional en individuos inmunocomprometidos o cuando se rompen
las barreras naturales de defensa del tracto intestinal. Mediante procesos naturales de
intercambio, algunas cepas adquirieron elementos genéticos moviles y se convirtieron en
patdgenos con la capacidad de adaptarse a distintos habitats y desarrollar enfermedad en el

hospedador (Kaper y col., 2004).

Las cepas patdgenas de E. coli expresan factores de virulencia especificos que facilitan
su interaccion con el hospedador, a través de distintos mecanismos tales como la capacidad
de colonizar superficies epiteliales, atravesar las barreras mucosas, invadir el torrente
sanguineo y 6rganos internos, y/o producir toxinas causando dafio celular (Piérard y col.,
2012).

Las combinaciones mas eficientes de factores de virulencia persistieron dando lugar a



los distintos “patovares” de E. coli. Se define entonces como patovar al grupo de cepas de la
misma especie que causan la misma enfermedad a partir de factores de virulencia comunes
(Kaper y col., 2004). Los cuadros clinicos por E. coli varian desde cuadros de diarrea aguda
que se autolimitan, hasta enfermedades intestinales y extraintestinales que pueden
comprometer la vida del paciente (Piérard y col., 2012).

Dentro de las cepas intestinales y diarreogénicas de E. coli (DEC) existen seis

categorias descriptas:
* E. coli enteropatogena (EPEC)
* E. coli shigatoxigénica (STEC)
*E. coli enterotoxica (ETEC)
* E. coli enteroinvasiva (EIEC)
* E. coli enteroagregativa (EAEC)
* E. coli de adherencia difusa (DAEC)
Con respecto a las cepas extraintestinales, podemos mencionar:
* E. coli uropatégena (UPEC) que genera afecciones urinarias
* E. coli asociada a meningitis (NMEC) que produce cuadros neuroldgicos

Los patovares EPEC, STEC y ETEC han sido ocasionalmente asociados a enfermedad
en animales (Kaper y col., 2004; Mercado y col., 2004a; Mercado y col., 2004b; Pestana de
Castro y col., 2010). Particularmente en los cerdos se distingue una variante de STEC que
genera edemas y muerte en lechones en edad de destete (Pestana de Castro y col., 2010;
Tabaran y Tabaran, 2019). También se ha identificado una cepa aviar (E. coli patégeno aviar
0 APEC) que causa enfermedad en las aves afectando el sistema respiratorio (Kaper y col.,
2004).

Los patovares DEC tienen gran impacto en la salud de infantes, destacandose por la

gravedad de los cuadros que generan EPEC y STEC (Trabulsi y col., 2002).

1.2. Escherichia coli enteropatégena

E. coli enteropatdgena se caracteriza por adherirse al epitelio intestinal y producir una
lesion de adherencia y esfacelacion (A/E, del inglés “attaching and effacing”), sin la produccion
de toxina Shiga propia de STEC, ni toxinas termolabil y termoestable tipicas de ETEC. La
lesién A/E resulta de la accién conjunta de proteinas efectoras codificadas a nivel de una isla

de patogenicidad llamada LEE (locus de esfacelacion del enterocito) (Nataro y Kaper, 1998).



Las cepas EPEC pueden ser diferenciadas en tipicas (tEPEC) o atipicas (aEPEC),
basado en la capacidad de expresar o no (respectivamente) una fimbria de tipo IV llamada
“bundle forming pili” (BFP). Esta fimbria se encuentra codificada por el operdn bfp, incluido
dentro del plasmido EAF (factor de adherencia de EPEC). Uno de los genes mas importantes
dentro del operdn es bfpA (Gomes y Gonzalez-Pedrajo, 2010). Algunas cepas aEPEC pueden
portar un operon bfp defectuoso, que no es funcional al no permitir la produccién de BFP
(Gomesy col., 2016). En cultivo celular, las cepas tEPEC se adhieren formando microcolonias
compactas en la superficie de las células. Este tipo de patrén de adhesion se conoce como
“adherencia localizada” (LA), y es mediado por BFP, que estabiliza la unién entre las bacterias
para formar las microcolonias y promueve una adhesién superficial no intima con las células.
Las cepas aEPEC producen un patron de adhesién modificado que se conoce como
“adherencia simil localizada” (LAL), con aglomerados de colonias menos compactos y se
observan en menor cantidad de células. Existen cepas de aEPEC que expresan patrones de
adhesion alternativos in vitro, tales como el patron de adherencia difusa (DA) o adherencia
agregativa (AA) (Gomes y Gonzalez-Pedrajo, 2010). Los patrones de adhesion de aEPEC se
manifiestan en ensayos de adhesion prolongados (6 h) (Gomes y col., 2016).

Las cepas tEPEC raramente se encuentran en animales, mientras que aEPEC ha sido
hallada en diferentes especies, tanto en ejemplares sanos como con diarrea (bovinos, ovinos,
cabras, cerdos, aves). Si bien no hay evidencia de transmision al humano, humerosas cepas
encontradas en animales se corresponden con casos de diarrea, sugiriendo que los animales

son un posible reservorio de este patovar (Gomes y Gonzalez-Pedrajo, 2010).

Las cepas EPEC mas estudiadas pertenecen a determinados serogrupos, denominados
en conjunto serogrupos EPEC. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoci6 en 1987
dentro de estos serogrupos a 055, 086, 0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 y
0158, tanto en cepas tipicas como atipicas. También se incluyen los serogrupos 026y O111,
considerados a su vez propios de STEC, y frecuentemente asociados a enfermedad en
humano, formando parte de los “Big Six” (los seis serogrupos de STEC de mayor importancia
por su asociacion a cuadros clinicos en humanos). Algunos estudios evidenciaron que existen
cepas del mismo serogrupo con distintas caracteristicas, e incluso cepas EPEC que no podian
incluirse dentro de los serogrupos clasicos. La mayor variabilidad se observé en las cepas
aEPEC (Trabulsi y col., 2002).

Para lograr la colonizacion de la mucosa intestinal, EPEC realiza un proceso en tres
etapas. En un primer momento se produce una adherencia superficial no intima en la que
interviene BFP, aunque no se descarta que haya otros factores involucrados. Luego se
produce el ensamblaje del sistema de secrecion tipo 3 (SST3); esta estructura es la

responsable de inyectar las proteinas efectoras en la célula blanco. Finalmente tiene lugar



una adhesion intima al enterocito y la consecuente lesion de tipo A/E. Esta ultima fase (fase
de adhesion intima) esta mediada por una proteina llamada intimina, codificada por el gen
eae, presente en LEE. Es una proteina de la membrana externa de la bacteria, variable en su
composicion de amino&cidos en la porcion carboxilo (C) terminal, mientras que la porcion
amino (N) terminal es conservada. Las diferencias en la porcién C terminal permitieron definir
distintos subtipos de intimina, denominados con letras griegas (Gomes y Gonzéalez-Pedrajo,
2010). Las cepas de tipo aEPEC mostraron mayor variabilidad en su tipo de intimina que las
tEPEC. La porcion conservada permanece adherida a la membrana de la bacteria, mientras
que la porcién variable esta expuesta y es la que finalmente interactta con el receptor Tir (del
inglés “translocated intimin receptor”). Este receptor es inyectado al citosol de la célula blanco
gracias a la accién del SST3, exponiéndose luego en la membrana plasmatica (Trabulsi y col.,
2002).

La informacién para el ensamblaje del SST3 se encuentra codificada en la isla de
patogenicidad LEE. EI SST3 es una estructura macromolecular compleja que atraviesa las
membranas de la bacteria y extiende una proyeccion simulando una jeringa. Esta proyeccién
genera un poro en la célula eucariota, a través del cual se transportan distintas proteinas
efectoras hacia el citoplasma. Una de estas proteinas es el receptor Tir, y la unién intimina-
receptor permite que la bacteria se una intimamente al epitelio intestinal, desencadenando
sefiales que culminan con la desorganizacion del citoesqueleto y polimerizacion de actina por
debajo del punto de contacto. El dafio celular generado incluye la formacion de estructuras

como pedestales y la pérdida de las microvellosidades del enterocito (Kaper y col., 2004).

En infecciones severas, la destruccién del epitelio absortivo es completa, determinando
junto con otros factores (transporte de iones, alteraciones en las uniones intercelulares) la

aparicion de diarrea (Gomes y Gonzalez-Pedrajo, 2010).

Distintos estudios demostraron que cepas aEPEC con intimina truncada adn
permanecian adheridas a las células a través del SST3, resaltando la importancia de esta
estructura en la interaccién bacteria-célula. También se evidenciaron estructuras proteicas

dentro del flagelo con potencial de adherencia (Gomes y col., 2016).

Otras proteinas efectoras secretadas por el SST3 (Esp) afectan el proceso normal de la
célula intestinal, alterando la funcion de las mitocondrias, la integridad de las uniones
intercelulares y pueden eventualmente llevar a la muerte del enterocito (Scaletsky y
Fagundes-Neto, 2016).

1.2.1. EPEC y diarreas

El patovar EPEC es sefialado como productor de diarrea en infantes. La transmision del

patégeno ocurre por via fecal-oral a través de fuentes contaminadas y contacto con



reservorios. La dosis infectiva para causar enfermedad en nifios no se conoce. Los brotes en
adultos, aunque no ocurren normalmente, suelen estar asociados a la ingesta de agua y
alimentos contaminados con dosis infectivas superiores a 10° (OPS/OMS Peligros Bioldgicos,
Inocuidad de alimentos).

Este agente afecta sobre todo a nifios menores de un afio. A medida que el hospedador
alcanza mayor edad las infecciones se hacen menos frecuentes. Este incremento de la
resistencia al patdégeno puede estar asociado a la pérdida de receptores especificos junto con
desarrollo del sistema inmune (Gomes y Gonzalez-Pedrajo, 2010). Sin embargo, se han
detectado cepas aEPEC en pacientes de distintas edades incluso en adultos

inmunocomprometidos (Gomes y col., 2016).

La enfermedad causada por EPEC varia desde infecciones subclinicas hasta cuadros
fatales. La diarrea es de presentacion aguda, con evolucion a diarrea persistente en algunos
casos. Ademas de diarrea, el cuadro clinico puede incluir vomitos, deshidratacién, y fiebre.
Puede incluso evolucionar a intolerancias y alergias (Scaletsky y Fagundes-Neto, 2016). El
cuadro clinico se desencadena por multiples mecanismos, incluyendo secrecién activa de
iones, aumento de la permeabilidad intestinal, inflamacién, y pérdida del epitelio con funcién
de absorcion como resultado del dafio a las microvellosidades (Kaper y col., 2004).

Se ha definido a EPEC como la principal causa de diarrea infantil en paises en
desarrollo. En los paises desarrollados han disminuido los casos por este agente, pero no
dejan de ser una importante causa de enfermedad (Trabulsi y col., 2002). Se ha reportado
gue las infecciones diarreogénicas constituyen la segunda causa de muerte en nifios menores
a 5 afios y son responsables de 1 — 5 millones de muertes de nifios por afio (WHO, 1998). De
ellas, EPEC junto a Rotavirus, Calicivirus y ETEC causaron més de la mitad de los casos
(Farfan-Garcia y col., 2016). En Argentina, la incidencia de diarreas infantiles es de
150/100.000 en nifios menores de cinco afios, y EPEC es uno de los agentes mas prevalentes
(Rivas y col., 2010; Alonso y coal., 2014).

Por muchos afios, los estudios realizados asociaron a tEPEC con cuadros de diarrea.
La asociacion con la enfermedad fue mayor en nifios menores a 6 meses de edad. Sin
embargo, estudios recientes no detectaron una asociacion significativa entre el tipo tEPEC y
la enfermedad. Mientras la proporcion de casos asociados a este tipo de cepas desciende, la
proporcion de casos asociados a aEPEC aumenta (Ochoay col., 2008; Scaletsky y Fagundes-
Neto, 2016). Las cepas aEPEC se consideran patégenos emergentes, sobre todo en paises
en desarrollo, produciendo diarrea aguda y persistente, afectando tanto a nifios como a

adultos.

El plasmido EAF no es esencial para generar lesion A/E, pero colabora a que el proceso



sea mas eficiente (Trabulsi y col., 2002). Si bien las cepas aEPEC no portan este plasmido,
en estudios realizados por Nguyen y col. (2006), aEPEC ha sido detectado con gran
frecuencia en nifios con diarrea. Estos cuadros fueron persistente, y fue méas frecuente en

nifios menores de un afo.

Si bien EPEC es considerado un patdégeno extracelular, existen cepas con el potencial
de ser invasivas (Scaletsky y Fagundes-Neto, 2016). Esta propiedad podria contribuir a la
evasion del sistema inmune, la resistencia a antibioticos, y en consecuencia a la persistencia

de los cuadros clinicos.

1.3. Escherichia coli Shigatoxigénico

E. coli Shigatoxigénico (STEC) se caracteriza por producir al menos un tipo de una
potente citotoxina con la capacidad de inhibir la sintesis proteica en células eucariotas. Estas
citotoxinas se denominaron toxinas Vero (VT) por el dafio que ejercen en la linea celular Vero,
y toxinas Shiga (Stx) por su similitud con la toxina producida por Shigella dysenteriae tipo |
(Guth y col., 2010).

La informacioén para la toxina Shiga se encuentra codificada en genes provenientes de
fagos que se insertan en el cromosoma de la bacteria, y que pueden perderse o ser adquiridos
por las diferentes cepas de E. coli, tanto in vivo como in vitro. Es una toxina del tipo AB (dos
subunidades separadas), que cuenta con una copia de la subunidad A y cinco copias de la
subunidad B. El dominio A es el que ejerce la funcién toxica, mientras que el dominio B
reconoce glicolipidos especificos en la membrana citoplasmética de las células eucariotas
(globotriaosilceramida 0 Gb3) que actian como receptores. La toxina atraviesa el epitelio por
transcitosis, y viaja por sangre para finalmente unirse a Gb3 en las células endoteliales,

especialmente en los vasos sanguineos renales (Mainil, 2013).

El colon es el sitio donde se asientan principalmente las lesiones histolégicas causadas
por STEC, y durante el proceso inflamatorio, se facilita el pasaje de Stx al torrente sanguineo

con el consecuente desarrollo de enfermedad (Rivas y col 2016).

La union al receptor permite que Stx ingrese a la célula, y mediante transporte retrégrado
a través del Aparato de Golgi (donde la subunidad A es clivada a su forma activa por enzimas),
llegue al ribosoma donde afecta al ARNr inhibiendo la sintesis proteica. El dafio generado

provoca la muerte celular (Mainil, 2013).

La familia Stx estd compuesta por dos tipos de toxinas (Stx1 y Stx2) que comparten
estructura y funcion, pero tienen diferencias a nivel antigénico, de actividad biol6gica y de

afinidad con su receptor. Dentro del tipo Stx1 encontramos los subtipos Stx1a, Stxlc, y Stx1d;



mientras que Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, y Stx2g son subtipos de Stx2 (Scheutz
y col., 2012). La variacion detectada entre subtipos determiné que algunos de ellos hayan sido
dificiles de identificar, y en 2015 Scheutz informo la presencia de subtipos no tipificables
(Scheutz y Wurzner, 2015). Recientemente se han reportado los subtipos Stx2h y Stx2i
(Werber y Scheutz, 2019), y en el informe del panel EFSA BIOHAZ (2020) se describe la
presencia de 4 subtipos de stx1 (a, c-e) y 12 de stx2 (a-I) basados en secuencias nucleotidicas
y al menos 18 variantes genéticas de stx2d (EFSA BIOHAZ, 2020).

Las cepas STEC son agentes zoondticos. Son mayormente patdgenas para humanos,
y su principal reservorio son los rumiantes (particularmente ganado bovino, y también ovinos
y caprinos) (Parma y col., 2000; Piérard y col., 2012). Este patdgeno puede colonizar el
intestino de los rumiantes, pero la toxina no atraviesa la barrera intestinal ni logra unirse a los
vasos sanguineos ya que las células animales no cuentan con receptores Gb3 (Mainil, 2013).
Es por esto que los animales no suelen presentar signos clinicos, aunque en ocasiones
pueden aparecer diarreas, y en los cerdos existe una presentacion sistémica con dafio de
vasos sanguineos y edema causado por stx2e que tiene afinidad por el receptor Gb4 presente
en el enterocito del cerdo (Guth y col., 2010). Los bovinos portadores de STEC tampoco
manifiestan signos de enfermedad durante el periodo de eliminacion del patégeno por materia
fecal. Los distintos modelos que se realizaron para comprender la dinamica de la excrecion y
transmision de este patdégeno, determinaron que existen ejemplares de ganado bovino que
eliminan STEC en mayor proporcion que otros animales, por lo que se los denomind “super
shedders”. El término hace referencia tanto a la cantidad de microorganismos excretados por
gramo de materia fecal, como al tiempo durante el cual el animal elimina al agente (Menrath
y col., 2010). La persistencia de STEC en ganado puede deberse a la capacidad del
microorganismo de colonizar el tracto gastrointestinal, en particular el colon, la mucosa

terminal del recto y la unién recto anal (Etcheverria y Padola, 2013).

La prevalencia de STEC en la materia fecal del ganado y en carcasas es altamente
variable, dependiendo de la region, tipo de animal, edad, estacion del afio, entre otros factores.
La mayoria de los reportes indican un aumento en la casuistica de infeccion por STEC en
época estival (Rivas y col., 2014) y se ha demostrado que la prevalencia en bovinos fluctua
durante el afio llegando a los niveles més altos en verano (Rivero y col., 2012; Ferndndez y
col., 2013). Se sefialé que el riesgo de infeccion en el hombre aumenta en primavera verano,

asociado al aumento de la prevalencia de STEC en el ganado (Rivas y col., 2014).

El serotipo STEC O157:H7 es el prototipo de este grupo de patdgenos; representa el
serotipo prevalente responsable de los cuadros clinicos mas graves en humano. No obstante,
mas de 400 serotipos de E. coli pueden presentar la informacién necesaria para sintetizar la

toxina Shiga. Ademas de 0157, existen otros serogrupos implicados en brotes importantes de



enfermedad en humano que han sido denominados por los norteamericanos “Big Six”,
incluyendo 026, 045, 0103, 0111, 0121, y 0145 (Acufia y col., 2019).

Si bien Stx es el factor de virulencia que caracteriza a este patovar, existen factores
adicionales, como adhesinas, proteasas, otras toxinas, que contribuyen a que progrese la
infeccién. La habilidad de colonizar el intestino es un paso clave para el desarrollo de
enfermedad. En el caso de las cepas STEC, estas expresan una gran variedad de adhesinas
cuya funcién es esencial para permitir la persistencia en el tracto gastrointestinal de los
rumiantes, y pueden a su vez otorgar la capacidad de formar biofilm en diferentes superficies

celulares (Etcheverria y Padola, 2013).

Existen cepas de STEC que cuentan con la isla de patogenicidad LEE y en
consecuencia con la capacidad de adherirse intimamente al epitelio intestinal y generar lesion
A/E. Fakih y col., (2017) denominaron a estas cepas AE-STEC. Las cepas AE-STEC estan
asociadas a enfermedad en el humano en un 80% de los casos. De todas formas, se ha
evidenciado que la presencia de LEE no es limitante para el desarrollo de la infeccion (Rivas
y col., 2016). Las cepas que no cuentan con la isla de patogenicidad LEE se denominan LEE

negativas (Newton y col., 2009).

Otros factores de virulencia descriptos incluyen la enterohemolisina (ehxA), y el factor
de adhesion autoaglutinante (Rivero y col., 2010). Este Ultimo se encuentra codificado por el
gen saa, y esta asociado a cepas LEE negativas. Muchas veces las cepas STEC-LEE
negativas pueden portar en un plasmido la informacién conjunta para expresar ambos factores

de virulencia (Paton y col., 2001).

Torres y col. (2004) describieron en cepas STEC dos clusters genéticos (IfpAly IpfA2)
relacionados con el operén de la fimbria polar larga (Ifp) de Salmonella entérica serovar
Typhimurium. Aquellos microorganismos que contenian esta informacién eran capaces de
expresar la fimbria, y se detectaron diferentes tipos de IpfA en cepas LEE negativas. Estudios
realizados demostraron que no habia diferencias significativas en la capacidad de adhesién
de las cepas cuando se anulaba el gen IfpAl por mutacion, pero si se afectaba al mutar en
conjunto IfpAly IpfA2. Ademas de su funcién de adherencia, existen estudios que aportan
evidencia al rol de la fimbria como estimulador de la respuesta inflamatoria ante una infeccion
por STEC (Vergaray col., 2015).

1.3.1. STEC y sindrome urémico hemolitico

La infeccién por STEC en el humano ocurre por consumir productos de origen animal
contaminados con materia fecal (principalmente de ganado bovino), como carne mal cocida.
Otras formas de transmision incluyen lacteos no pasteurizados, vegetales frescos o fruta mal

lavados y agua contaminada de consumo o recreacional (Piérard y col., 2012). El contacto
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directo o indirecto con animales cumple un rol importante en la transmisién de enfermedad,
seguido por el contacto persona a persona. Los cuadros clinicos generados por STEC en el
humano varian desde cuadros asintomaticos, diarrea acuosa, diarrea aguda sanguinolenta
(DAS), y por ultimo un cuadro sistémico llamado sindrome urémico hemolitico (SUH), que
puede comprometer la vida del paciente (Guth y col., 2010). La diarrea acuosa aparece en el
90% de los casos, y progresa a diarrea sanguinolenta, presentandose el SUH en el 5 -15%
de los pacientes. No hay tratamiento especifico para esta infeccion, ya que las terapias con
antibidticos o drogas que afectan la motilidad intestinal se han asociado a mayor riesgo de

aparicion de complicaciones (Rivero y col., 2010).

El SUH es una enfermedad de comienzo agudo, que se caracteriza por presentar la
triada anemia hemolitica microangiopética, trombocitopenia y dafio renal, generalmente
asociado a un episodio de diarrea con o sin sangre, principalmente en lactantes y nifios en la
primera infancia. Puede afectar otros 6rganos como sistema nervioso central, pulmones,
pancreas y corazoén, y puede llevar a la muerte debido a complicaciones neurol6gicas,
intestinales, cardiacas o a infecciones concomitantes. El periodo de incubaciéon es de dos a
diez dias (Boletin Integrado de Vigilancia 222, 2014).

Manning y col. (2008), estudiaron la diversidad genética de cepas de E. coli O157:H7,
evaluando polimorfismos de nucle6tido Unico (SNP). Segun genotipo y analisis filogenético,
establecieron distintas correlaciones y finalmente definieron 9 clados. Andlisis
epidemioldgicos posteriores mostraron una alta asociacion entre cepas del clado 8
(caracterizado como hipervirulento) y SUH. El estudio de las variantes de toxina Shiga mostr6
que la mayoria de las cepas de este clado tienen el genotipo stx2a/stx2c. En Argentina se
report6 la circulacion de cepas de STEC 0157 del clado 8 en forma casi exclusiva (Pianciola
y col., 2014). Estas cepas son responsables de una enfermedad mas severa, de progresion
rapida, que dificultaria el diagndéstico durante la primera fase de diarrea, detectandose el
agente etiolégico recién una vez establecido el SUH (Boletin Integrado de Vigilancia 222,
2014).

Se reconoce que algunos de los subtipos de Stx tienen mayor relevancia clinica que
otros, ya que se han asociado a casos mas severos de enfermedad. Aquellas cepas que
producen Stx2a, Stx2c, o Stx2d son mas virulentas que aquellas que producen solo Stx2b,
Stxlay Stx1c o la combinacién de ambas toxinas Stx1/Stx2 (Scheutz, 2014). No se sabe con
certeza a que se debe la diferente toxicidad entre los distintos subtipos de toxina, se sugiere
que puede deberse a variaciones en la actividad enzimética o en la afinidad con sus
receptores. Los subtipos stx2e, stx2f y stx2g suelen encontrarse en cepas aisladas de
animales (Rivas y col., 2016), Las cepas stx2e rara vez se encuentran en STEC asociadas

con enfermedades humanas, las cepas stx2f se han aislado recientemente de pacientes con
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SUH y también el subtipo stx2g rara vez se asocia con enfermedades humanas y no suele

estar asociado con enfermedad severa (Friesema y col., 2014; EFSA BIOHAZ, 2020).

La presencia de los genes stx2a y eae se consideran predictores del desarrollo de
SUH. De todas formas, existen cepas altamente patégenas (como aquellas que producen
Stx2d activable por enzimas de mucus intestinal) que no presentan el gen eae y que han
causado brotes y casos esporadicos de SUH (Rivas y col., 2014),

1.4. Inmunidad cruzada entre EPEC y AE-STEC

Los anticuerpos pueden evitar la adherencia de enteropatégenos a los enterocitos.
Tanto la inmunoglobulina A (IgA) presente en mucosa intestinal y leche materna, como la IgG
en suero, cumplen una funcion protectora (Levine y Robins-Browne, 2012). Son
especialmente importantes los anticuerpos calostrales, ya que pueden actuar frente a los
patdégenos que afectan infantes (Scaletsky y Fagundes-Neto, 2016). Este tipo de inmunidad
podria prevenir enfermedad, aunque no siempre logra eliminar a los agentes (Levine y Robins-
Browne, 2012).

Diversos estudios realizados en zonas donde EPEC es endémica (Parissi Crivelli y col.,
2000; Martinez y col., 1999) lograron demostrar la existencia de anticuerpos contra los
principales factores de virulencia de este patovar en muestras de suero infantil, materno, y en
muestras de calostro. Dentro de estos factores, codificados en la isla de patogenicidad LEE,
se destacan la proteina de membrana intimina, el receptor Tir, y numerosas proteinas
efectoras (EspA, EspB). A su vez, otro factor de importancia que se puede detectar es la
respuesta inmune a la fimbria BFP de las cepas tEPEC (codificada por el plasmido EAF)
(Parissi Crivelli y col., 2000).

La deteccién de anticuerpos contra los factores de virulencia se utiliza como marcador
de contacto con el patégeno, ya que la respuesta inmune esta asociada a la produccion de
esos factores in vivo. Martinez y col. (1999) analizaron el desarrollo de anticuerpos especificos
contra intimina, BFP o diversas Esp durante la infeccion natural por EPEC, observando que
el 76,4% de los nifios muestreados con cuadros de diarrea de 10 o mas dias de evolucion
presentaron anticuerpos contra BFP. Por otro lado, la deteccion de anticuerpos anti-intimina
y anti-Esp fue variable, y se asoci6 a la cepa que ocasioné el cuadro. Por otro lado, al evaluar
muestras de nifios sanos, no se detectaron anticuerpos contra EPEC, a pesar de pertenecer
todos a una zona endémica. Este fendmeno podria atribuirse a la ausencia de contacto con

el patdgeno o a una vida media corta de los anticuerpos circulantes.

Los resultados obtenidos por Loureiro y col., (1998), evidenciaron que las muestras de
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calostro obtenidas de madres en San Pablo (Brasil) contenian anticuerpos reactivos contra

intimina, BFP y Esp.

Parissi Crivelli y col. (2000) analizaron la respuesta del sistema inmune ante factores de
virulencia especificos mediante un ensayo en México (zona endémica de EPEC) donde
evaluaron la produccién de anticuerpos en calostro y suero de madres, y en suero de sus hijos
al momento del nacimiento y a los seis meses. Lograron determinar que es posible detectar
en suero y en calostro anticuerpos contra los distintos factores de virulencia de EPEC (BFP,
intimina, EspA y EspB). En esas muestras de calostro se detectaron con mayor frecuencia
anticuerpos anti EspA e intimina, seguidos por anti EspB y BFP, mientras que al analizar el
suero materno, pocas muestras contaron con anticuerpos capaces de reconocer a BFP. Los
anticuerpos presentes en las muestras de suero neonatal reaccionaron principalmente contra
intimina y EspB, mostrando una reaccioén contra BFP del 9,5%. Este patron se modificé al
analizar suero de los niflos de 6 meses de edad, donde los anticuerpos anti BFP se
evidenciaron en el 71% de las muestras. Si bien los anticuerpos anti BFP no predominaron en
las muestras maternas, si se detectaron en el suero de los nifios de seis meses, lo que sugiere
qgue los nifios fueron capaces de desarrollar los anticuerpos al contactar con el agente en
algun punto desde el nacimiento hasta la toma de muestra. La frecuencia de anticuerpos
contra intimina fue relativamente alta, lo que puede reflejar la alta prevalencia en el ambiente
de agentes con la capacidad de producirla, o el gran potencial antigénico de esta proteina
(Parissi Crivelli y col., 2000).

Las cepas AE-STEC cuentan al igual que EPEC con la isla de patogenicidad LEE. Esto
les permite generar los factores de virulencia mencionados y producir en consecuencia la
lesiébn A/E. Existe un importante grado de homologia en los genes presentes en esta isla de
patogenicidad entre EPEC y AE-STEC (Calderon Toledo y col, 2011). Los pacientes que
sufren SUH a partir de cepas AE-STEC desarrollan una buena respuesta inmune contra los

factores codificados por LEE (Kaper y col., 2004).

Las infecciones por AE-STEC se presentan mayormente en paises desarrollados, con
la excepcién de Argentina. La baja prevalencia de infecciones AE-STEC en paises en
desarrollo, endémicos para EPEC, podria deberse a la presencia de anticuerpos circulantes
contra los antigenos comunes de EPEC y AE-STEC (Parissi Crivelli y col., 2000; Calderon
Toledo y col., 2011).

Calderon Toledo y col. (2011), llevaron a cabo experimentos en ratones BALB/c para
evaluar sila infeccién por EPEC podria ser un factor de proteccion ante una posterior infeccion
con AE-STEC. Los ratones BALB/c (tratados previamente con ampicilina para eliminar la

microbiota comensal) se utilizaron como modelos de enfermedad ya que al ser expuestos a
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AE-STEC manifestaron signos clinicos similares a los del humano (signos neurolégicos y
sistémicos, incluyendo patologias renales, gastrointestinales, y trombocitopenia). En primera
instancia, un grupo de ratones fue desafiado con una cepa EPEC. Una vez que la infeccion
con este patovar ceso y los ratones ya no eliminaban el microorganismo por materia fecal, se
llevo a cabo un segundo desafio con una cepa AE-STEC. Dentro de este grupo, 8/11 ratones
no manifestaron signos, mientras que los 3 restantes mostraron signos leves. Los grupos
control que fueron desafiados con cepas AE-STEC sin exposicion previa a EPEC mostraron
signos clinicos mas severos. Los ratones desafiados desarrollaron anticuerpos contra intimina
y EspB. Incluso se detectaron anticuerpos que reconocieron la proteina intimina de AE-STEC
previo desafio con esta cepa, sugiriendo inmunidad cruzada entre ambos patovares. En
aguellos ratones en donde las cepas EPEC colonizaron el intestino de forma persistente, las

cepas AE-STEC no fueron capaces de adherirse.

1.5. Patovares hibridos de Escherichia coli

La capacidad de las distintas cepas de E. coli de adquirir factores de virulencia es
continua, lo que permite que se generen cepas hibridas que comparten marcadores de
patogenicidad. Un ejemplo de ello es la cepa EAEC O104:H4, detectada en Alemania en 2011.
Esta cepa adquiri6 el fago que codifica para Stx2a y con él la capacidad de producir la toxina,
generandose un hibrido EAEC/STEC. Esta cepa EAEC/STEC tiene la capacidad de colonizar
efectivamente el intestino humano y al mismo tiempo producir toxina Shiga lo que la hace
excepcionalmente virulenta (Bielaszewska y col., 2011). La adquisicion del gen stx propio de
cepas STEC, gener6 un brote con 3816 casos reportados que llamativamente afectaron a la
poblacién adulta, 845 de los cuales evolucionaron a SUH, y 54 murieron (Rasko y col., 2011;
Scheutz y col, 2011; Frank y col., 2011).

La presencia de cepas hibridas EAEC/STEC asociadas a diarrea y a SUH se ha
registrado en Argentina desde el 2005 y se ha asociado a los serotipos O59:NM [H19] y
ONT:H4 (Rivas, 2016).

Por su parte Clements y col. (2012) identificaron otro hibrido, una cepa EIEC con perfil
de adherencia difusa (EIEC/DAEC), a la que denominaron E. coli adherente invasiva,
mientras que Farfan Garcia y col. (2015) identificaron dos cepas EIEC con adherencia
agregativa y formacion de biopeliculas similares a EAEC a partir de muestras de diarrea en

Colombia.

Asimismo, Nyholm y col. (2015) detectaron 3 hibridos ETEC/STEC, concluyendo que
los genes de virulencia pueden coexistir en las cepas originando diferentes linajes

filogenéticos.
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1.6. Sindrome urémico hemolitico y diarreas agudas en Argentina

En Argentina el SUH es endémico, y su incidencia es la méas alta a nivel mundial. Se
reportan 12 a 14 casos cada 100.000 habitantes menores de 5 afios, y en la Ultima década se
reportaron alrededor de 400 casos por afio. El SUH es la principal causa de falla renal aguda
en nifos y la segunda causa de falla renal crénica, y es responsable del 20% de los trasplantes
renales en nifios y adolescentes (Amigo y col., 2015). Considerando los datos de INCUCAI,
se observa en el periodo 2005-6 que el SUH es responsable del 9% de los transplantes
renales en el grupo etario hasta los 18 afios (INCUCAI-SAN, 2006). La tasa de mortalidad de

este sindrome es del 5% (Rivero y col., 2010).

Con respecto a SUH, hasta la semana epidemiolégica (SE) 17 del afio 2018, se brinda
informacién proveniente de tres estrategias formales de vigilancia del Sistema Nacional de
Vigilancia de la Salud (SNVS): médulo de Vigilancia Clinica, médulo de Vigilancia por
Laboratorios y médulo de Unidades Centinela. A partir de la SE18/2018 el antiguo SNVS fue
reemplazado por el SNVS 2.0 el cual integra las tres estrategias en un mismo sistema de
informacion (Boletin Integrado de Vigilancia 459, 2019), permitiendo una lectura de datos méas
rapida y depurada.

Los casos denunciados al SNVS oscilan entre 350 y 500 por afio, con marcada
estacionalidad al registrarse aumento de casos durante el verano. El grupo etario méas afectado
es el de nifios menores a 5 afios de edad, y la mayor cantidad de casos se concentran en el
grupo de 2 a 4 afios. Las tasas de notificaciones mas altas (definidas como namero de casos
cada 100.000 habitantes) se observan en los nifios de un afio. Con respecto al sexo del
individuo afectado, suelen predominar los casos de sexo femenino, pero sin diferencias

significativas por sexo (Boletin Integrado de Vigilancia 222, 2014).

La mayor casuistica de esta enfermedad se observa en la regién centro del pais (regiéon
con mayor cantidad de habitantes), que incluye a las provincias de Buenos Aires, Coérdoba,
Santa Fe y Entre Rios. No obstante, las mayores tasas de notificacion se encuentran en la
region sur e incluye a las siguientes provincias: La Pampa, Neuquén, Rio Negro, Chubut,
Santa Cruz y Tierra del Fuego (TDF), Antartida e Islas del Atlantico Sur, destacandose
histéricamente Chubut y la isla de TDF. Entre 2010 y 2013 las tasas de notificacion de esta
region sur mostraron un descenso, para volver a subir en el afio 2015. En este afio se
registraron 337 casos de SUH en Argentina (2,07 casos cada 100.000 habitantes), con las
mayores tasas de notificacion en la regién sur del pais, La tasa de TDF en el afio 2015 fue de
1,97 casos cada 100.000 habitantes (Boletin Integrado de Vigilancia 335, 2016).

Ampliando la informacion, para el periodo 2006 - 2015 la mediana de casos de SUH fue
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de 428 casos por afo. El afio 2008 present6 el nimero mas alto de casos del periodo (543),
mientras que 2013 presentd el mas bajo (319). EI 39% de los casos notificados se concentran
en el grupo entre los 2 y 4 afos, seguidos por el grupo de 1 afio con 27% de los casos. La
mayor tasa de notificacién correspondié al grupo de 1 afio con 15 casos cada 100.000
habitantes/afio (Boletin Integrado de Vigilancia 335, 2016).

Durante 2016 se registraron 356 casos de SUH, 287 de los cuales se encontraron en el
grupo de nifios menores de 5 afios. Las mayores tasas de notificacion ocurrieron en el grupo
de un afo, con 14 casos cada 100.000 habitantes. TDF presento una tasa de notificacién de
0,64 casos cada 100.000 habitantes (Boletin Integrado de Vigilancia 344, 2017).

Durante el 2017 hasta la SE48, se notificaron al SNVS 326 casos de SUH, el 40,5% de
los cuales se concentro en el grupo de 2 a 4 afios y la tasa especifica de notificacion mas alta
se observé en el grupo de 1 afio con 11,8 casos cada 100.000 habitantes. La tasa de
notificacion mas elevada del pais correspondié a la provincia de TDF (4,98 cada 100.000
habitantes) seguidos por Chubut, Ciudad Autbnoma de Buenos Aires y Santa Cruz (2,04, 1,34
y 1,18 cada 100.000 habitantes respectivamente) (Boletin Integrado de Vigilancia 394, 2018).

Los ultimos datos del afio 2019 de acuerdo a lo notificado hasta el 23/07/2019, informan
215 casos de SUH. La incidencia acumulada hasta la SE30 asciende a 0,48 casos cada
100.000 habitantes. De los 215 casos notificados, 174 (81%) corresponden a menores de 5
afios. En cuanto al andlisis por regiones y provincias, puede observarse que, la tasa mas
elevada a nivel regional se observa una vez mas en la region sur con 1,11 casos cada 100.000
habitantes y en la que todas las provincias a excepcion de La Pampa presentan mas de un
caso cada 100.000 habitantes (Boletin Integrado de Vigilancia 459, 2019).

= N N w
& 8 8 8
-
3

Numero de Casos.

§
(=]
8 & 3
Tasas por 100.000 habitan

w
[=]

K o
=3 )
(=T =]

=]

0,00

. : .
2014 2015 2016 2017 2018 2019

I Casos —®—Tasas
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Tabla 1. Casos y tasas de notificacion de SUH por 100.000 habitantes segun

provincia de residencia. Argentina. (Boletin Integrado de Vigilancia 459, 2019).

Referencia diferencia absoluta de casos

@ Menor a-1 caso
Entre -1 caso a 1 casq
@ Mayora 1 caso

Con respecto a las diarreas agudas, la mayor cantidad de casos también se registran
en el centro del pais, mientras que las mayores tasas acumuladas (cada 100.000 habitantes)
se observan en el noroeste del pais, seguidas por la regién sur. Dentro de las provincias que
integran la regién sur, TDF presenta la mayor tasa acumulada de diarreas agudas. Al observar
la distribucion espacial de los casos en la provincia de TDF, vemos que éstos se concentran
en el departamento de Ushuaia.

BUENOS AIRES 89/ 0,54] e0|o03s| ss|osof 1200 o071 82 0,48 87 s 85| 0s0 |© 1
CABA s/ 1,90 ] 31)101] 13/042| 39] 127 16 0,52 31 31 18] 059 |@ 13
CORDOBA 12/034| 26[073| 33[092| 29[ o080 21 0,57 24 26 20] o054 B 4
ENTRE RIOS 6 0,46 4] 0,30 3lo22] 3] o022 7| 0,51 5 4 8 3
SANTA FE 15/ 0,45 | 18[ 053] 17{0s0] 22 o064 10 0,29 16 17 15| l@ 1
CENTRO 180[ 0,65 | 139[ 0,50 | 151[0,53] 213 075 136 0,47 164 | 151 147 | 7]
MENDOZA 10/054 | 1s[os0o| 1s[o7s] 10] 052 12 0,62 12 12 16|

SAN JUAN 7| 0,96 5| 0,68 3] 0,40 0,00 7 0,92 6 6

SAN LUIS 2| 0,43 2| 0,42 3l 0,62 0,00 5 1,01 3 25 1]

cuvo 19/062| 22[071| 21[067| 10[ 032 24 0,75 19 21 17

CORRIENTES 2| 0,19 2| 0,19 3loz28| 1| o009 0,00 2 2 3

CHACO 0,00 1| 0,09 000 1| o009 0,00 1 1 3

FORMOSA 0,00 1| 0,17 1jor7| 1] o017 0,00 1 1 1

MISIONES 1] 0,09 0,00 1foos] 2] o016 0,00 1 1 1]

NEA 3[ 0,08 4] 0,10 s5[012] 5[ o012 0 0,00 3 4 8l 019 [O
CATAMARCA 1| 0,25 1| 0,25 2| 0,50 0,00 0,00 1 1

JUIUY 1] 0,14 0,00 3] 0.41 0,00 0,00 2 2 1]

LA RIOJA 1| 0,28 0,00 2| 0,54 0,00 0,00 2 15 1

SALTA 9] 0,68 5] 0,37 slo44| 4| o029 5 0,36 5 5 2

SGO. DEL ESTERO 1] 0,11 1] 0,11 2lo21] 8] o063 1 0,10 2 1 1

TUCUMAN 5| 0,32 1| 0,06 1joos| 2/ o012 4 0,24 3 2 5|

NOA 18[034| 8[o01s]| 16[030] 12 022 10 0,18 128 | 12 11

CHUBUT 7|1,26| 11] 1,94 7|21 10| 1,70 9 1,50 9 9 8

LA PAMPA 5| 1,47 4] 1,17 3] 0,87 0,00 5 1,42 4 45 3

NEUQUEN 7] 1,15 8| 1,29 alosa| 6] 094 5 0,77 - - 7

RIO NEGRO 5| 0,73 5| 0,72 slo7i| 3] o042 4 0,55 [ 5 8

SANTA CRUZ 41,28 6| 1,87 1jo30] 3] o089 4 1,15 4 4 4

TIERRA DEL FUEGO al2,70] 2131 000 2| 124 2 1,21 3 2 2 -1
SUR 32[1,21] 36/133] 20[073] 24] o086 29 1,02 28 29 32| 111 3,8
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Mimero de casos de Diarreas Agudas y tasas por 100.000 hab.
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Figura 3. Tasas de diarreas agudas (por 100.000 hab.). Dto. Ushuaia.
Afos 2013-2017

Nimero de casos de Diarreas Agudas y tasas por 100.000 hab.
Dto. Rio Grande. Afios 2013 - 2017
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Figura 4. Tasas de diarreas agudas (por 100.000 hab.). Dto. Rio Grande.
Afos 2013-2017

En el 2015 se observo para el sur del pais una tasa acumulada de 3475,85 casos de
diarreas por cada 100.000 habitantes hasta la SE 40. TDF present6 la mayor tasa dentro de
la regién, con 5306,04 casos cada 100.000 habitantes (Boletin Integrado de Vigilancia 335,
2016). En 2016, la tasa acumulada de la region sur fue de 4166, mientras que en TDF se
observaron 5715 casos cada 100.000 habitantes (Boletin Integrado de Vigilancia 344, 2017).
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Si bien la mayor cantidad de casos se registran en el noroeste argentino, TDF
constantemente se destaca presentando las mayores tasas acumuladas de notificacion dentro
de la region sur del pais. Hasta la SE 28 de 2019, TDF presenta una tasa acumulada de
3822,5 (Boletin Integrado de Vigilancia 459, 2019).

Los datos observados y previamente sefialados surgen del analisis de los reportes
epidemioldgicos de los afios 2010-2019. El incremento de casos de SUH en TDF durante el

periodo 2015 — 2017, sumado a las tasas de diarreas elevadas, motivo el presente estudio.

1.6 Tierra del Fuego

La Provincia de Tierra del Fuego, Antartida e Islas del Atlantico Sur es la provincia
situada en el extremo sur de Argentina. Comprende tres A&mbitos territoriales diferenciados: el
sector oriental de la Isla Grande de Tierra del Fuego e islas adyacentes; las Islas Argentinas
del Atlantico Sur; y la Antartida Argentina, incluyendo los archipiélagos de las Orcadas del Sur
y las Shetland del Sur. La superficie total es de 1.002.445 km?2.

Mas del 98% de la poblacion reside en las ciudades. Los principales aglomerados
urbanos son Ushuaia (U), la capital situada a orillas del Canal Beagle, y Rio Grande (RG),
ubicada junto a la desembocadura del rio homénimo en el océano Atlantico. La tercera
localidad urbana es Tolhuin (T), ubicada en el centro de la Isla Grande. Los resultados
provisionales del Censo 2010, arrojaron una cifra de 129.004 habitantes en toda la provincia
distribuidas en U 56.825 habitantes, RG 69.175 habitantes y T 3.004 habitantes (Direccion
General de Estadisticas y Censos, 2014).

Debido a la latitud de la Provincia el clima se caracteriza en la zona sur por ser de tipo
frio-oceanico, mientras que en la zona norte se encuentra un clima templado frio- subhimedo,
al cual se le suma la influencia del viento. La temperatura media de verano para ambas
ciudades es de 10°C. En invierno, en cambio, ronda entre 0° C y 1° C (Sitio Oficial de Turismo
de Tierra del Fuego, 2019).

Dentro de las actividades econdmicas podemos mencionar industria tecnoldgica,
explotaciébn de petroleo y gas, pesca, turismo, y produccion ganadera ovina y bovina

(Direccion General de Estadisticas y Censos, 2014).

Con respecto a produccion bovina, los datos obtenidos a partir del Instituto Provincial de
Analisis e Investigacion, Estadistica y Censos (IPIEC) muestran un descenso de la cantidad
de bovinos faenados en la provincia por afio, siendo los ultimos datos del afio 2012. En este
afo se registraron 793 bovinos faenados en Ushuaia, y 5560 en Rio Grande. El Gltimo registro

oficial de existencia ganadera es del afio 2008. Se informaron en ese momento 480.745
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cabezas ovinas y 40.900 cabezas bovinas (IPIEC, 2019).

La legislacion del pais limita los movimientos de ganado bovino entre norte y el sur de
Argentina por el diferente status sanitario respecto a fiebre Aftosa (Resolucion SENASA N° 5
del 6 de abril de 2001, Plan de Erradicacion de la Fiebre Aftosa, Resoluciéon SENASA N° 725
del 15 de noviembre de 2005, Resolucion SENASA N° 82 del 15 de noviembre de 2013). TDF,
que pertenece a la region Patagonia Sur de la regionalizacion de SENASA, es libre de Aftosa
sin vacunacién, y a su vez es libre de Brucelosis y de Tuberculosis bovina (SENASA
Resolucion 100/2011). Ademas, los intercambios con el resto del pais también se ven

afectados por las dificultades inherentes a las caracteristicas geograficas de la isla.

Los escasos ingresos bovinos que existen son sobre todo animales de alto valor
reproductivo. Marcos, A. (Marcos, 2019. Comunicacion Personal), informé que en el afio 2016
no hubo ingresos de animales en pie a la provincia de TDF. No es frecuente el ingreso a TDF
de ganado en pie, solo carne proveniente del continente (sin hueso en aquellos casos que
proviene del norte del Rio Colorado). La carne que se consume es en parte importada
(principalmente desde Trelew), y en parte proviene de la faena de la isla. En la zona norte de
llanura, en Rio Grande, existe, ademas del ganado nativo en produccién extensiva, un feedlot,

gue aseguran faena durante todo el afio para consumo local.

En la Patagonia Argentina la provincia de TDF constituye entonces un modelo diferente,
sin importacién de animales en pie, con un area norte y sur respecto a la Cordillera de los
Andes, y una situacion climatica muy diferenciada respecto al continente. Como mencionamos
previamente, la tasa de SUH en Tierra del Fuego es una de las mas altas del pais, y junto a
ella, las tasas generales de diarreas también presentan valores elevados. Esto podria
explicarse de diferentes formas. En primer lugar, las restricciones en la importacién de ganado
en pie permiten considerar que el perfil de virulencia de las cepas circulantes en los
reservorios de la region podria diferir respecto a la del continente y constituir un particular
riesgo para la poblacion. Las diferencias existentes con el resto del pais también pueden
involucrar factores sociales, culturales o faltas de control en la implementacién de las Buenas
Practicas. Asimismo, debiera considerarse la relacién entre las cepas EPEC y AE-STEC. La
evolucion de STEC esté dada por la adquisicion de numerosos factores de virulencia gracias
a la transferencia horizontal de genes, mediada principalmente por fagos. Se cree que la cepa
AE-STEC O157:H7 surgio a partir de una cepa aEPEC O55:H7, que adquirio los genes stx1
y stx2 por transduccién (Vanaja y col., 2013). Estos patovares incluso pueden compartir
serogrupos de importancia clinica, ya que 026 y 0111 pueden incluir tanto cepas EPEC como
STEC (Clements y col., 2012). Teniendo en cuenta también la inmunidad cruzada observada
entre ambos patovares (Calderon Toledo y col., 2011), la deteccién de una baja prevalencia

de EPEC podria ser un factor explicativo de una menor exposicién de la poblacion a
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inmunogenos con efecto protector respecto a cepas AE-STEC presentes en el ganado.

Numerosos estudios en bovinos detallan las caracteristicas de las cepas STEC aisladas
de animales en pie; sin embargo, la relacion entre la prevalencia de STEC y otros patovares
de E. coli en reservorios y fuentes de infeccidén en nuestro pais ha sido poco estudiada. Dado
que se ha demostrado que EPEC provee una inmunidad cruzada respecto a AE-STEC (Parissi
Crivelli y col., 2000; Calderon Toledo y col., 2011), considerar la relacion que hay entre la
prevalencia de AE-STEC y EPEC tanto en reservorios como en fuentes de infeccidn resulta
de importancia.
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2. HIPOTESIS

Este trabajo propone como hipétesis que la alta prevalencia de SUH registrada en
Tierra del Fuego obedece a caracteristicas ecobioldgicas de los reservorios de la isla. Los
bovinos, poblacion nativa sin ingreso de animales en pie del continente, presentan una alta

prevalencia de AE-STEC y una baja prevalencia de EPEC.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

e Contribuir a la comprension de la epidemiologia de SUH y de las infecciones por STEC
en Tierra del Fuego.

e Contribuir al establecimiento de un modelo predictivo-explicativo de la transmisibilidad
para la enfermedad.

3.2. Objetivos particulares

o Determinar la portacion de STEC (STEC-LEE negativo / AE-STEC) y EPEC en
muestras de bovinos de Tierra del Fuego destinados a faena.

e Evaluar el perfil de virulencia de las cepas STEC (STEC-LEE negativo / AE-STEC) y
EPEC aisladas.

e Analizar la relacién entre los patovares en estudio aislados de bovinos de Tierra del

Fuego.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Obtencién de muestras

Se realiz6 un estudio epidemiolégico trasversal de tipo observacional para la deteccién
de cepas STEC (STEC-LEE negativo / AE-STEC) y EPEC en bovinos de Tierra del Fuego
(TDF).

El tamafio muestral se establecié en 126 animales por lugar de muestreo (dos playas
de faena, una en Ushuaia y otra en Rio Grande), considerando una distribucién normal
estandarizada de Z= 1,96, con una confianza del 95%; precision (e)= 0,05, y prevalencia de
STEC y EPEC en el mismo animal (p) obtenida por bibliografia= 0,09 (Orden y col., 2002).

El muestreo fue dirigido por accesibilidad en playa de faena durante julio de 2016. La
poblacion en estudio abarc6 a los bovinos de TDF.

Se definié como criterio de inclusién a todo animal bovino que lleg6 a playa de faena en
julio de 2016, y como criterio de exclusion a todo animal no bovino que lleg6 a playa de faena
en ese periodo.

Al momento del muestreo se registraron las siguientes variables: nombre estancia
(variable cualitativa nominal), localidad (variable cualitativa nominal, categorizada en RGy U)
y tipo de cria (variable cualitativa nominal categorizada en feedlot (FL) y campo (C)).

Por cada animal se tomd una muestra para diagndstico bacteriol6gico mediante
hisopado rectal que fue remitido al laboratorio en medio Stuart y refrigerado para su

procesamiento.

4.2. Procesamiento de las muestras

Las muestras se analizaron siguiendo dos rutas, una para deteccién de EPEC y STEC
no-0157, y otra diferente para la deteccion de STEC 0157, de acuerdo al algoritmo que se
observa en la figura 1. Ambas rutas diagnosticas (EPEC/STEC no-0157 y STEC 0157) se
realizaron en paralelo. La primera ruta involucra cepas STEC-LEE negativo / AE-STEC, y la
segunda ruta exclusiva para STEC O157 generalmente corresponde a un serogrupo AE-

STEC, aunque se describen excepciones (Stephan y col., 2009).
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Ruta de identificacion de

EPEC y STEC no-0157 STEC 0157
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ors | L I
Gren] | (o ] | [oren ]
AMC SMAC
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- 37° 18 h
Referencias:
AMC: Agar Mac Conkey ‘

CT. Cefixima 0,05 mg/l — Telurito
de potasio: 2,5 mg/l de CTS
CTS: Caldo Tripteina Soja

7

SIM: Separacion PCR
Inmunomagnética *Multiplex (stx1, stx2, fbO157)
SMAC: Agar Mac Conkey Sorbitol *PCR ege
TEMPLADOS: a partir de zona de
crecimiento confluente
POSitiVO Negativo
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Aislamientoe Descarte
identificacion
\ Positivo
Confirmado

Figura 5. Algoritmo para deteccion de STEC y EPEC
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4.2.1. Ruta EPEC vy STEC no-0O157

A partir de la muestra se realizaron precultivos en caldo tripteina soja (CTS) que fueron
incubados durante 6 h a 37°C. Posteriormente los mismos fueron sembrados por agotamiento
en superficie en agar Mc Conkey (AMC), e incubados durante 24 h a 37°C. De la zona de
crecimiento confluente se obtuvo material para realizar los templados para PCR

(procedimiento detallado en anexo).

4.2.2. Ruta STEC 0157

Para la deteccion de STEC 0157 las muestras fueron sembradas en caldo tripteina
soja con Cefixima-Telurito (CTS-CT). A partir de los precultivos se realiz6 separacion
inmunomagnética (SIM), y las suspensiones obtenidas fueron sembradas en agar Mc Conkey
con sorbitol (SMAC). Se incub6 durante 18 h a 37 °C. A partir de las colonias sorbitol negativas
y de la zona de confluencia se obtuvo el material para realizar los templados para PCR.

4.2.2.1. Separacion inmunomagnética anti-O157

Esta técnica se fundamenta en la utilizacion de anticuerpos anti-O157 para una
deteccion mas sensible de STEC 0157. Los anticuerpos purificados se encuentran unidos

covalentemente a la superficie de perlas esféricas polimagnéticas de poliestireno.

Se coloc6 un ml del precultivo en CTS-CT junto con 20 ul de inmunoperlas anti-E. coli
0157 (Neogen®) en tubos de 2 ml y se incub6 durante 30 min en agitacion rotatoria. Las
inmunoperlas unidas al antigeno, en caso de estar presente en la muestra, se concentraron
utilizando un iman de tierras raras (gradilla para imnunocaptura, Life Tech®) durante 10 min.
Las perlas migraron hacia la cara del tubo en contacto con el iman formando un “botén”,

permitiendo descartar el liquido de la muestra con pipeta.

Se realizaron 3 ciclos de lavado-concentracion, agregando 1 ml de PBS-tween 20 0,05%
(anexo). Por ultimo se resuspendieron las perlas en 100 pl de la solucion de lavado, y se

sembraron 50 ul en SMAC para la recuperacion de E. coli 0157.

4.2.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica nos permite amplificar un determinado fragmento de ADN utilizando
cebadores especificos para su deteccidn. Se realizo tamizaje por PCR de los genes stx1 y
stx2 como marcadores de STEC (Leotta y col., 2005), y se considerd el gen eae como
marcador de EPEC (Blanco y col.,, 2004). Ambos grupos de marcadores deben estar

presentes para clasificar a una cepa como AE-STEC.
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Para la deteccion de cepas STEC se realiz6 PCR multiple para la deteccion de stx1,
stx2 y rfbO157 (Leotta y col, 2005).

Tabla 2. Mezcla de reactivos para PCR multiple

Concentracién | Concentracion | Volumen una
de trabajo del | de reactivo en | determinacion
reactivo la mezcla ()

H-0 24,36

Buffer * 5X 1x 10

dNTPs c/u 10 Mm 0,2 Mm 1

stxla 10 pM 0,6 uM 3

stx1lb 10 uM 0,6 uM 3

stx2a 10 uM 0,12 uM 0,6

stx2b 10 uM 0,12 uM 0,6

rfbO157f 10 pM 0,12 uM 0,6

rfbO157r 10 uM 0,12 pyM 0,6

ClaMg* * 1,5mM *

Taq 5 U/l 1,20U 0,24

Volumen final = 44 ul de mezcla de reactivos + 6 yl de templado =

50 pl

Referencia: En los ensayos se utiliz6 GoTag (Promega), cuyo buffer

contiene 7,5mM Cl>Mg, no se adicion6é Cl,Mg, la concentracion final

fue de 1,5 mM de Cl,Mg.

La PCR se realiz6 en un termociclador (Mastercicler Gradient, Epperdorf) bajo las

siguientes condiciones: temperatura inicial de 94 °C durante 5 min, seguido de 30 ciclos de
94 °C durante 30 s, 56 °C durante 30 sy 72 °C durante 30 s y un paso final de 72 °C durante

7 min, manteniéndose a 4 °C hasta su posterior andlisis. Los cebadores utilizados se detallan



en la tabla 3.

4.2.3.2. PCR eae

Para la deteccion de cepas eae+ se realizé PCR (Blanco y col., 2004).

Tabla 3. Mezcla de reactivos para PCR eae

Concentracién de | Concentracion de
Volumen una
trabajo del reactivo en la L,
determinacion (ul)
reactivo mezcla
H20 15,15
Buffer 10x 1x 2,5
dNTPs c/u 10 mM 0,2 mM 0,5
eael 10 uM 0,12 uM 0,3
eae2 10 uM 0,12 uM 0,3
Cl-Mg 25 mM 2mM 2
Taq 5 U/ul 1,25U 0,25
Volumen final = 21 uyl de mezcla de reactivos + 4 ul de templado = 25

Referencia: En los ensayos se utilizé Taq (INBIO).
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La PCR se realiz6 en un termociclador (Mastercicler Gradient, Epperdorf) bajo las

siguientes condiciones: temperatura inicial de 94 °C durante 5 min, seguido de 30 ciclos de
94 °C durante 45 s, 62 °C durante 30 sy 72 °C durante 30 s y un paso final de 72 °C durante

7 min, manteniéndose a 4 °C hasta su posterior andlisis. Los cebadores utilizados se detallan

en la tabla 3.
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Tabla 4. Cebadores utilizados para la deteccién de los marcadores de cepas STEC y EPEC

Cebador Secuencia Amplicén | Referencia
stxla GAAGAGTCCGTGGGATTACG 130 Leotta y col.,
stx1b AGCGATGCAGCTATTAATAA 2005

stx2a TTAACCACACCCCACCGGGCAGT 346 Leotta y col.,
stx2b GCTCTGGATGCATCTCTGGT 2005
rfbO157-f CGGACATCCATGTGATATGG 259 Leottay col.,
rfbO157-r TTGCCTATGTACAGCTAATCC 2005

eae-f GGAACGGCAGAGGTTAATCTGCAG Blanco y
eae-r GGCGCTCATCATAGTCTTTC 346 col., 2004

Diez ul de cada uno de los productos obtenidos por PCR fueron sometidos a
electroforesis en un gel de agarosa al 2% para separar los distintos fragmentos de ADN de
acuerdo a su carga y peso molecular. La electroforesis se realizé en buffer tris bérico EDTA
(TBE) 0,5x. Luego se realiz6 tincion con bromuro de etidio y finalmente se observé con luz
uVv.

La cepa de referencia de E. coli para realizar PCR de tamizaje fue la siguiente:

e D2653 (EDL 933): E. coli O157:H7 proveniente del Statens Serum Institut. Perfil
genotipico: stxla/stx2a/astA/eae/ehxA.

En aquellas muestras en las que se logro detectar el gen de interés a partir de la zona
de confluencia, se continué con el analisis de colonias aisladas. Se buscaron los genes

marcadores en hasta 50 unidades formadoras de colonias (UFC).
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A partir de los resultados obtenidos los animales se clasificaron en tres categorias:

¢ Negativos: los genes de interés no estaban presentes 0 su presencia estaba por
debajo del limite de deteccién de los ensayos.

e Positivo potencial: se detectaron por PCR genes de interés partir de zona de
confluencia, pero no fue posible aislar la cepa stx+ y/o eae+ tras analizar 50 colonias

compatibles con E. coli.

o Positivos: se detectaron por PCR los genes de interés, y se logré aislamiento e
identificacion de la/s cepal/s STEC y/o EPEC.

Segun la combinacion de marcadores genéticos detectados para cada aislamiento, las cepas

fueron categorizadas como:
e AE-STEC: incluye las cepas STEC 0157 (stx/eae) y STEC no-O157 (stx/eae)
e STEC-LEE negativo: incluye las cepas STEC stx (eae-)

e EPEC: incluye las cepas eae (stx-)

4.3 Caracterizacion de cepas aisladas

Las cepas STEC y EPEC aisladas fueron caracterizadas fenotipicamente (morfologia,
afinidad tintorial, movilidad) y se utilizaron pruebas bioguimicas clasicas para su identificacion:
oxidasa, catalasa, oxido-fermentacion de la glucosa, produccion de indol, vias fermentativas
acido mixta (Rojo de Metilo) o butilenglicélica (Voges Proskauer), citrato de Simmons,

fermentacion de azlcares (lactosa, sorbitol y sacarosa) y produccion de sulfhidrico.

4.4. Cepas STEC

4.4.1. Subtipificacion de toxina Shiga

El estudio de los subtipos de stx de las cepas STEC aisladas se realizé de acuerdo a
la metodologia propuesta por (Scheutz y col.,, 2012) con algunas modificaciones. La
subtipificacion de stx1 se realiz6 mediante 3 PCR individuales (stxla, stx1c y stx1d), mientras
que para la subtipificacion de stx2 se realizaron 7 PCR individuales (stx2a, stx2b, stx2c, stx2d,
stx2e, stx2f y stx2g). Todos los protocolos de subtipificacion fueron validados en el laboratorio

(esquema de calificacion externa EQA4 y EQAS5, Statens Serum Institut).

Diez pl de cada uno de los productos obtenidos en cada una de las PCR de
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subtipificacion de stx1 y stx2 fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 2%

durante 30 min y tefiidos con bromuro de etidio para su posterior evaluacion con luz UV.

Los tiempos y reactivos necesarios para realizar estas PCR figuran en el anexo (tablas

5 a 10), y los cebadores utilizados se detallan en la tabla 11.
Las cepas control provenientes del Statens Serum Institut fueron las siguientes:
e D2653 (EDL 933): E. coli O157:H7. Perfil genotipico: stxla/stx2a/astAleae/ehxA.
e D3602 (DG131/3): E. coli O174:H8. Perfil genotipico: stxlc/stx2b.
o D3522 (MHI813): E. coli 08:K85ab:Hrough. Perfil genotipico: stxld/eae.
e D3431 (F35790): E. coli 0157:H7. Perfil genotipico: stx2c/astAleae/ehxA.
e D4134 (1112R15035): E. coli 0166:H15. Perfil genotipico: stx2d.
e D3648 (S1191): E. coli 0139:K12:H1. Perfil genotipico: stx2e.
e D3546 (T4/97): E. coli O128ac:H2. Perfil genotipico: stx2f/astA/eae/bfpA.

e D3509 (7v): E. coli O2:H25. Perfil genotipico: stx2g/astA/ehxAlestA.



Tabla 11. Cebadores utilizados para la subtipificacion de toxina Shiga

Cebador Secuencia Amplicén
stxla-F CCTTTCCAGGTACAACAGCGGTT

stxla-R GGAAACTCATCAGATGCCATTCTGG 478
stx1c-F CCTTTCCTGGTACAACTGCGGTT

stx1c-R CAAGTGTTGTACGAAATCCCCTCTGA 252
stx1d-F CAGTTAATGCGATTGCTAAGGAGTTTACC

stx1d-R CTCTTCCTCTGGTTCTAACCCCATGATA 203
stx2a-F2 GCGATACTGRGBACTGTGGCC

stx2a-R3 CCGKCAACCTTCACTGTAAATGTG

stx2a-R2 GCCACCTTCACTGTGAATGTG 349 — 347
stx2b-F1 AAATATGAAGAAGATATTTGTAGCGGC

stx2b-R1 CAGCAAATCCTGAACCTGACG 251
stx2c-F1 GAAAGTCACAGTTTTTATATACAACGGGTA

stx2c-R2 CCGGCCACYTTTACTGTGAATGTA 177
stx2d-F1 AAARTCACAGTCTTTATATACAACGGGTG

stx2d-R1 TTYCCGGCCACTTTTACTGTG

stx2d-055-R | TCAACCGAGCACTTTGCAGTAG

stx2d-R2 GCCTGATGCACAGGTACTGGAC 179-280
stx2e-F1 CGGAGTATCGGGGAGAGGC

stx2e-R2 CTTCCTGACACCTTCACAGTAAAGGT 411
stx2f-F1 TGGGCGTCATTCACTGGTTG

stx2f-R1 TAATGGCCGCCCTGTCTCC 424
stx2g-F1 CACCGGGTAGTTATATTTCTGTGGATATC

stx2g-R1 GATGGCAATTCAGAATAACCGCT 573

Referencia: Scheutz y col., 2012.
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4.4.2. Produccidon de toxina Shiga

Para detectar la produccién de toxina Shiga se utiliz6 el inmunoensayo enzimatico
rapido de membrana Shiga Toxin Quick Check™. EIl test emplea anticuerpos especificos
frente a toxina Shiga 1 y 2, detectando su produccién de forma cualitativa, simultanea y

diferenciada.

A partir de las indicaciones del proveedor y siguiendo las modificaciones previamente
analizadas con la cepa patron EDL933 por Blanco Crivelli y col., (2018), se sembraron las
cepas de interés en CTS, se cultivaron overnight para lograr la fase logaritmica de crecimiento

y se evaluo la produccion de toxina (Blanco Crivelli y col., 2018).

4.5. Cepas EPEC

4.5.1. Deteccion del gen bfpA

Para la cepa EPEC aislada, se realizé la busqueda por PCR del gen bfpA que codifica
para la produccion de la fimbria tipo IV (Gunzburg y col., 1995). Los tiempos y reactivos
necesarios para realizar esta PCR figuran en el anexo (tabla 12), y los cebadores utilizados
se detallan en la tabla 13.

Tabla 13. Cebadores utilizados para la identificacion del gen bfpA

Cebadores Secuencia Amplicén (bp)
bfpAa AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC

326
bfpAb GCCGCTTTATCCAACCTGGTA

Referencia: Gunzburg y col., 1995.

4.5.2. Ensayos de adhesion en cultivo celular

4.5.2.1 Identificaciéon de patrén de adhesidn

Se realizaron ensayos en cultivo celular de la linea HelLa (Scaletsky y col., 1984,
Gomes y col., 2004). Para realizar estos ensayos y enfrentar los microorganismos con las
células, se utilizaron placas de 24 pozos (figura 6). En cada pozo se colocé una lamina sobre

la que formaria la monocapa.
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En primera instancia se colocaron células junto con medio de mantenimiento (anexo)
en botellas pequefias para cultivo (figura 6). Se incub6 48 h a 37°C con 5% diéxido de carbono
con el fin de que la monocapa desarrolle en su totalidad. Posteriormente se evalud integridad

celular mediante microscopio 6ptico.
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Figura 6. Placa de 24 pozos y botella para cultivo celular.

A partir de la botella se realizaron lavados con tripsina para recuperar las células, se
resuspendieron en medio de mantenimiento, y finalmente se colocé un ml por pozo con una
concentracion de 1.10° células por ml. El recuento de células se realizd6 con camara de
Neubauer. Se buscé que las células cubrieran el 80% de la superficie de la lamina, para poder

evaluar correctamente los patrones de adhesion.

Para enfrentar la cepa de E. coli con las células se sigui6 el algoritmo indicado en la
figura 7. Se retir6 el medio de mantenimiento y se realizaron tres lavados con 1 ml de PBS.
Estas maniobras debieron ser realizadas con precaucion para no afectar la monocapa celular.
Posteriormente se coloc6 1 ml de medio de ensayo por pozo (anexo). Finalmente se colocaron
20 pl de las cepas de interés cultivadas overnight en caldo Luria Bertani. Cada cepa se sembro
por duplicado. Se respetaron los mismos pasos para la siembra de las cepas control.

Los controles utilizados fueron los siguientes:

e (Células HelLa control

e E2348 adherencia localizada (LA) (Scaletsky y col., 2010)
e (1845 adherencia difusa (LAL) (Cantey y Moseley, 1991)
e 042 adherencia agregativa (AA) (Edwards y col., 2011)

e HB101 no adherente (Saldafia y col., 2009)

Los ensayos fueron realizados en dos tiempos de incubacién de 3y 6 h, a 37°C, teniendo
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en cuenta que las cepas aEPEC suelen demorar méas en adherirse. En los ensayos de 6 h, se
realizaron tres lavados con PBS y recambio del medio de ensayo a las 3 h, para evitar su

acidificacion por el crecimiento bacteriano.

Finalizado el tiempo de incubacion, se realizaron tres lavados con PBS y se fij6 la capa
celular junto con los microrganismos con metanol por 20 minutos. Se realizo tincion con May
Grunwald Giemsa (anexo), y se retiraron las laminas para observar al microscopio 6ptico el

patrén de adhesion en la monocapa.

Cultivo celular linea HelLa en placa
(superficie cubierta 80%)

Medio de
Mantenimiento

|arc-s%co2 | |[48h |
’m‘ < Ensayo 6 h

Retirar medio

Lavar con PBS

Colocar medio de ensayo
Colocar 20 ul de cultivo
de microorganismo en

medio LB. +3 h (6h totales) -
37°C - 5%CO02

o Retirar medio
o Lavar con PBS
o Colocar medio de ensayo

o O O O

3h-37°C -5%C02

Retirar medio

Lavar con PBS

Fijar

Tedir

Observar al microscopio

o O O O O

Figura 7. Algoritmo del ensayo de adhesion a cultivo celular en células Hela.

Referencias: 1- Medio de mantenimiento: Dulbeccos” modified Eagles médium
(DMEM) con 15mm/l HEPES, 2 g/l de bicarbonato, 10% suero fetal bovino y
aminoacidos. 2- Medio de ensayo: DMEM con 15mm/lI de HEPES, 0,349/l de

bicarbonato, 2% suero fetal bovino y manosa. 3- Medio LB: Luria Bertani.

4.5.2.2. Determinacion de lesion A/E

Para evaluar la capacidad de la cepa aislada de producir lesion A/E, se observaron las
células mediante tincién FAS (del inglés fluorescent actin stain). En un primer momento, se
enfrentaron células HeLay las cepas a evaluar de forma similar a la descripta para los ensayos
de adhesion celular (figura 7). En esta técnica se agreg6 10% de suero fetal bovino al medio

de ensayo (anexo).
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Una vez transcurrido el tiempo de incubacion de 3h para este tipo de ensayo, se realizé
fijaciébn con una solucion de formaldehido al 3% por 10 minutos. Luego se realizaron tres
lavados con PBS, y se colocé 1 ml de Triton (solucion comercial Tritén X-100 a 0,1%) en cada
pozo durante 4 minutos. Posteriormente se realizaron nuevamente tres lavados con PBS, y
se colocaron 15 pl de faloidina diluida (compuesto fluorescente). Se coloco la placa de ensayo
en la oscuridad por 30 minutos en camara humeda. Finalmente se realizaron en oscuridad
otros tres lavados con PBS de 10 minutos de duracién cada uno, se retiraron las laminas y se
montaron en un portaobjeto con glicerol para observar al microscopio de fluorescencia.

El compuesto fluorescente utilizado (faloidina) tiene afinidad por la actina del
citoesqueleto y pone en evidencia su desorganizacion. Es importante realizar la fijacion previa

a la tincién con formaldehido, ya que el metanol afecta la estructura de la actina.

4.6. ldentificacion de patovares hibridos

En las cepas aisladas se evalud la presencia de patovares hibridos utilizando los
siguientes marcadores: aaiC (Boisen y col., 2011) y aagR (Wieler y col., 2011) para cepas
EAEC, elty estA como marcador de ETEC (Itoh y col., 1992), daaE marcador de DAEC (Vidal
y col., 2005), invE marcador de EIEC (Itho et al., 1992). Las caracteristicas de estas PCRs y

los cebadores utilizados se detallan en el anexo (tablas 14 a 19).

4.7. Deteccion de la presencia de enterohemolisina Calcio dependiente

Se realiz6 PCR en busca del gen ehxA que codifica para la producciéon de la
enterohemolisina calcio dependiente (Paton y Paton, 2002). Los tiempos y reactivos
necesarios para realizar esta PCR figuran en el anexo (tabla 20), y los cebadores utilizados

se detallan en la tabla 21.

Tabla 21. Cebadores utilizados para la identificacion del gen ehxA

Cebador Secuencia Amplicén
ehxA-f GCATCATCAAGCGTACGTTCC

534
ehxA-r AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT

Posteriormente, se evaluo la produccién fenotipica de esta enterohemolisina en las
cepas aisladas mediante siembra en medios de cultivo agar base triptosa con glébulos rojos

lavados (AGRL, con agregado de Cl,Ca 1M) y agar con glébulos rojos sin lavar (AGRSL),
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utilizando sangre desfibrinada de ovino (anexo). Se sembraron las cepas de interés y las
cepas control en ambos medios. Se cultivaron a 37°C, observandose los cultivos alas 3y a
las 18 h. Las condiciones de ensayo se homologaron a las propuestas en el 5° Esquema
Externo de Aseguramiento de Calidad para la tipificacion de Escherichia coli Verotoxigénica
(VTEC) & Other Diarrhoeagenic E. coli 2012-2013 (Statens Serum Institut, Division of
Diagnostics and Infection Control). La presencia de hemdlisis alas 3 h o en la placa de AGRSL
se atribuye a una a-hemolisina genérica. Como control positivo se utilizé la cepa FF6 E. coli
026:H11 con perfil genotipico stx2a/eae/ehxA, y como control negativo SS19 E. coli
0166:H15 con perfil genotipico stx2d/eltA.

4.8. Susceptibilidad a antimicrobianos

Se evalud la susceptibilidad a antibioticos de las cepas de interés de acuerdo a las
normas establecidas por el CLSI (Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility
Testing, 2018). Se utilizaron los siguientes antibidticos: Amikacina 30 pg (AK), Ampicilina 10
Kug (AMP), Ciprofloxacina 5 pg (CIP), Cloranfenicol 30 pg (C), Gentamicina 10 pg (CN), Acido
Nalidixico 30 pg (NA), Norfloxacina 10 ug (NOR), Estreptomicina 10 ug (S), Tetraciclina 30 pg
(TE) y Trimetoprima-sulfametoxazol 25 pg (SXT), colocando no mas de seis discos por placa
de cultivo (figura 8) (INEI-ANLIS, 2018).

Para evaluar resistencia a Colistina (COL), se utilizd el método COLISTIN AGAR-
SPOT, de acuerdo a lo indicado en el protocolo de antimicrobianos del INEI-ANLIS (2017).

Se consider6é multiresistente a toda cepa que resulto resistente a mas de tres familias

diferentes de antibiéticos.

s SHCN T e

Figura 8. Ensayos de susceptibilidad.
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En aquellas cepas que resultaron resistentes a Ampicilina se realizaron nuevas
determinaciones con los siguientes antibidticos: Amoxicilina — clavulanico 30 pg (AMC),
Cefotaxime 30 pg (CTX), Cefotaxima - Clavulanico 30 pug (CTX-C), Ceftazidima 30 pg (CAZ),
Meropenem 10 pg (MER) e Imipenem 10 pg (IMI), para evaluar fenotipicamente la presencia
de betalactamasas de espectro extendido (BLEE, AmpC y KPC). Se realizaron antibiogramas
por difusion comparando resistencia a CTX y CTX-C (se considera resultado positivo cuando
existe una diferencia entre halos mayor a 5 mm), y también colocando los discos junto con

Acido Borénico (AB) siguiendo las pautas establecidas por Famiglietti y col., 2005. (figura 9).

Figura 9. Disposicion de discos para evaluar betalactamasas.

Referencias: AMC: Amoxicilina-clavulanico; CTX: Cefotaxime; CAZ: Ceftazidima; AB:

Acido Boronico; MER: Meropenem; IMI: Imipenem; CTX-C: Cefotaxima - Clavulanico.

4.9. Serotipificacion de cepas aisladas

Las cepas fueron tipificadas con antisueros especificos en el Laboratorio del
Departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina, Universidad Nacional Autbnoma
de México. Para determinar el serotipo, se utilizaron 187 sueros obtenidos en conejo
(SERUNAM) contra los antigenos somaticos (O) y 53 contra los flagelares (H) del esquema

antigénico de E. coli segun la metodologia reportada previamente (Qrskov y Orskov, 1984).

4.10. Andlisis de los datos

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante test de diferencia de

proporciones (InfoStat 2016e).

4.11. MATERIALES Y METODOS ADICIONALES
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Para intentar identificar el subtipo de toxina Shiga en aquellas cepas STEC-LEE

negatvas que resultaron no tipificables, se realizaron nuevas reacciones.

4.11.1. PCR con Hotstart tag

Se realizaron las PCR para identificacion de stxla, stxlc, stx1d, stx2a, stx2b,y stx2c,
siguiendo el protocolo propuesto por Scheutz y col. (2012), utilizando Hotstart taq mix. Los
cebadores utilizados fugran en la tabla 11, mientras que los tiempos y reactivos utilizados
figuran en el anexo (tablas 22 a 25).

4.11.2 PCR-RFLP del gen gue codifica la subunidad B de la toxina Shiga

En las cepas Stx2nt se realizo el esquema de PCR seguida de digestion enzimatica
propuesto por Tyler y col. (1991). Los cebadores utilizados se muestran en la tabla 26. Las
cepas EDL933, 377.3 y 248 provenientes de la coleccibn de cepas de la catedra de
Microbiologia (FCV, UBA) fueron usadas como controles positivos de stx2, stx2ha y stx2hb
respectivamente. Las condiciones de ciclado, enzimas de restriccion y tabla de interpretaciéon

se detallan en el anexo (tablas 27 y 28).

Tabla 26. Cebadores de amplificacién propuestos por Tyler

Cebador Secuencia Amplicén

stx2c AAGAGATGTTTATGGCGGT 285bp

stx2d CACGAATCAGGTTATGCCTC
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5. RESULTADOS

5.1. Obtencidn y procesamiento de las muestras

Se recolectaron 196 muestras, de las cuales dos provenientes de Rio Grande debieron
ser descartadas por su acondicionamiento. Se procesaron 194 muestras: 124 de Rio Grande
(RG) (104 de feedlot y 20 de cria extensiva) y 70 de Ushuaia (U) (cria extensiva) (tabla 29).
Las muestras provenian de cuatro establecimientos diferentes (tres de cria extensiva, uno de
cria en feedlot). El nUmero de muestras obtenidas en Ushuaia, menor a lo esperado, se debio
al cierre del frigorifico por razones edilicias. El muestreo programado en ese departamento no

pudo completarse en el transcurso del trabajo.

Tabla 29. Muestras procesadas por departamento y tipo de produccién

Rio Grande Ushuaia
Campo 20 70 90
Feedlot 104 0 104
124 70 194

5.2 Prevalencia STEC yv EPEC

La prevalencia de STEC en bovinos de TDF fue del 15% (30/194), y de EPEC de 5%
(10/194). Los resultados obtenidos por tipo de produccion y departamento figuran en la tabla
30.

Tabla 30. Proporcion STEC-EPEC segun tipo de produccién y departamento.

Feedlot Rio Campo Rio Campo Prevalencia
Grande Grande Ushuaia
STEC 18/104 3/20 9/70 30/194
EPEC 5/104 1/20 4/70 10/194

La cantidad de animales positivos diferenciados por playa de faena (U y RG) se detallan
en la figura 10.
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Figura 10. Animales positivos por playa de faena

A partir de las muestras de los animales stx positivos se recuperaron 27 aislamientos
de STEC-LEE negativos y a partir de las muestras eae positivas se aislé una cepa EPEC.
Mediante los algoritmos realizados no se detectaron cepas AE-STEC, incluyendo STEC
0157.

5.3. Caracterizacion de las cepas

Todos los aislamientos fueron identificados mediante bacteriologia clasica como
miembros de la Familia Enterobacteriaceae, género Escherichia, especie E. coli. Los
resultados de la caracterizacion fenotipica y las pruebas bioquimicas realizadas figuran en

la tabla 31 y los fundamentos de las pruebas figuran en el anexo (tabla 32).



e Tabla 31. Resultados caracterizacion fenotipica y pruebas bioquimicas realizadas en las cepas STEC y EPEC aisladas
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ID# Morfologia y afinidad tintorial oxidasa catalasa OF indol RM VP citrato SH2 Lactosa Movilidad Fermentaciéon HdeC
44 cRG Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
51 cRG Bacilo gram - - + AIG + + - - - + - +
56 cRG Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
u13 Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
u17 Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
u27 Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
u41l Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
u41v Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
5fRG Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
8 fRG Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
11 fRG Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
16 f RG Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
24 fRGII Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
24 fRGIII Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
63 fRG Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
64 fRG Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
66 fRGI Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
66 fRGIII Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
74 fRG Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
85 fRG1Xa Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
85 fRG1vd Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
93 fRG Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
100 fRG Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
114 fRGII Bacilo gram - - + AIG + + - - - + + +
114 fRGIV Bacilo gram - - + AlIG + + - - - + + +
120 fRG Bacilo gram - - + AIG + + - - - + - +
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5.4. Perfil genético y serotipos de las cepas aisladas

En la tabla 33 se observa el perfil de virulencia genotipico de los serotipos aislados de
los bovinos de TDF. De los aislamientos stx+ obtenidos el 92,6 % (25/27) present6 stx2 solo
(16/25) o junto con stx1 (9/25) y 7,4% (2/27) presentd stx1. Al realizar la subtipificacion de
toxina Shiga de dichos aislamientos se observo que predomind el perfil stx2c (10/27) seguido
por el perfil stxInt/stx2nt (5/27). EI 52% de las cepas presentd por lo menos algun subtipo de
toxina no tipificable (14/27).

Entre las cepas STEC el serogrupo mas frecuente fue el 0185 (13/27). La cepa EPEC

aislada O152:H25 resultd negativa a bfpA, por lo que se clasific6 como aEPEC.



Tabla 33. Perfil de virulencia de las cepas aisladas
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NUmero de

Serotipo Stx eae  ehxA  bfpAl ID# Origen
aislamientos

O1:H21 1 stx2c - - 123fRGy Feedlot RG

0O6:H34 1 Stx1nt Stx2c - - 123fRGy, Feedlot RG
0113:H21 1 stx2c - + u17 Campo U
0O130:H11 1 stx1nT Stx2a - + 44¢cRG Campo RG
0O130:H- 1 StXINT StX2NT - + 51cRG Campo RG
0152:H25 1 - + + 93fRG Feedlot RG
0O171:H2 1 StX2nT - - ualy Campo U
0174:H28 1 stx2a - + 56CcRG Campo RG
0178:H19 4 stx2c . . fg;ii;:;e Feediot RG
0178:H19 1 StXInT StX2nT - + 24fRGy, Feedlot RG
0179:H8 1 stx2a - + T4fRG Feedlot RG
0185:H7 1 stx2c - + u27 Campo U
0185:H7 1 stx2c - + 66fRG, Feedlot RG
0O185:H7 1 stx2c - - u13 Campo U
0185:H7 1 stx2c - - 8fRG Feedlot RG
0185:H7 2 StX2nT - - 63fRG,64fRG Feedlot RG
0185:H19 1 stxla - + 85fRG1vq Feedlot RG
0185:H19 1 StxInT - + 66fRGy Feedlot RG
0185:H19 2 stxla Stx2nt - + 114fRG,85fRG1xa Feedlot RG
0185:H19 3 StXInT StX2NT - + LL4TRG, 120MRG Feedlot RG

24fRGy
0187:H7 1 StX2nT - - U4, Campo U

Referencias: 1-En cepas eae+, se evalud la presencia de bfpA; NT: No tipificable
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5.5. Produccioén toxina Shiga

Todas las cepas STEC aisladas resultaron positivas a la produccién de toxina Shiga
(figura 11), con excepcion de las cepas #U41, (0187:H7) y #123fRG (O1:H21).

SHIGA TOXIN

Figura 11. Evaluacion de produccion de toxina Shiga.

5.6. Ensayos de adhesién en cultivo celular

Debido al bajo poder de adhesion observado a las células HelLa, su patron no pudo
ser definido (figura 12). Mediante tincion de FAS se comprob6 que la cepa aislada tenia la
capacidad de generar la lesion de citoesqueleto tipica de EPEC (figura 13).

Figura 12. Adhesion celular en linea HelLa Figura 13. Determinacion de lesion A/E

mediante tinciéon FAS

5.7. ldentificacion de patovares hibridos

Se analizaron todos los aislamientos STEC y de EPEC en busca de factores de



49

virulencia marcadores de otros patovares. No se detectaron cepas hibridas en este trabajo.

5.8. Producciétn de enterohemolisina calcio dependiente

Doce de las dieciséis cepas portadoras del gen ehxA fueron capaces de producir la
hemolisis esperada (figura 14). Las 4 cepas que no expresaron la enterohemolisina calcio
dependiente en AGRL fueron #U17 (stx2c), #U27 (stx2c), #66fRG, (stx2c) y #93fRG (EPEC).

Figura 14. Cepas aisladas sembradas en AGRSL y AGRL.

Referencias: Se puede observar en la placa AGRL el halo de hemdlisis
alrededor de la linea de siembra de las cepas identificadas provisoriamente
como 11, 12, 13, 14, 15y 16, y en el control positivo cepa FF6 (Q8). Control
negativo SS19.

5.9. Suceptibilidad a antimicrobianos

La interpretacion de los resultados obtenidos en los ensayos de susceptibilidad puede
observarse en la tabla 34. Todas las cepas analizadas resultaron resistentes a Ampicilina. Los
andlisis posteriores no permitieron confirmar que ésta resistencia esté dada por la presencia de
betalactamasas. Si bien algunas cepas mostraron resistencia a mas de un antibiotico, ninguna
resultd ser multiresistente. Los valores de los halos en los distintos ensayos se detallan en el
anexo (tablas 35y 36)
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Referencias: AMP: ampicilina, AK: amikacina, NA: ac. Nalidixico, CIP: ciprofloxacina, C:
cloranfenicol, CN: gentamicina, NOR: norfloxacina, S: estreptomicina, TE: tetraciclina, STX:

trimetroprima-sulfametoxazol, COL: colistina.

*Colistina se analiz6 con el método de COLISTIN AGAR-SPOT.
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5.10 Anélisis de los datos

No se encontraron diferencias estadisticas significativas entre las variables analizadas
(tipo de produccion, establecimiento de origen del animal y ubicacién del matadero) y el
aislamiento de los patégenos (STEC o EPEC) (p>0,05).

5.11 RESULTADOS ADICIONALES

Al realizar el analisis complementario de las cepas primeramente identificadas como no
tipificables se pudo identificar el subtipo en 7 de los 8 aislamientos stx1nt, todos provenientes
de Rio Grande. Se identificd stxla en 6 aislamientos, 2 de campo y 4 de feed lot, y stxlc en
otro aislamiento de feedlot. Quedo adn un aislamiento stx1nt proveniente de feedlot de Rio
Grande.

De las 11 cepas stx2nt detectadas con los protocolos propuestos, 8 pudieron ser
subtipificadas mediante PCR del gen que codifica la subunidad B de la toxina y andlisis del
polimorfismo del tamafio de los fragmentos de restriccion, detectandose el subtipo stx2
correspondiente a EDL en un aislamiento de campo de RG, y 7 stx2hb de aislamientos
obtenidos de animales de feedlot de RG. Tres cepas continlan como stx2 nt, una de feedlot
de RG y 2 de campo de Ushuaia.

Los resultados completos de la subtipificacion se observan en la tabla 37.



Tabla 37. Perfil de virulencia de las cepas aisladas
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Serotipo Numero de Stx eae ehxA bfpA? ID# Origen
aislamientos
O1:H21 1 stx2c - - 123fRGy Feedlot RG
06:H34 1 stx1c stx2c - - 123fRGy Feedlot RG
O113:H21 1 stx2c - + u17 Campo U
O130:H11 1 stxlastx2a - + 44cRG Campo RG
0O130:H- 1 stxla stx2 - + 51cRG Campo RG
0O152:H25 1 - + + - 93fRG Feedlot RG
O171:H2 1 StX2nT - - U4ly Campo U
0174:H28 1 stx2a - + 56cRG Campo RG
0178:H19 4 stx2c - - 5fRG, 11fRG, Feedlot RG
16fRG,100fRG
0178:H19 1 stxla stx2nr - + 24fRG, Feedlot RG
0179:H8 1 stx2a - + T41RG Feedlot RG
0O185:H7 1 stx2c - + u27 Campo U
0185:H7 1 stx2c - + 66fGR, Feedlot RG
0O185:H7 1 stx2c - - ui3 Campo U
0185:H7 1 stx2c - - 8fRG Feedlot RG
0185:H7 2 stx2hb - - 63fRG,64fRG Feedlot RG
0185:H19 1 stxla - + 85fRG1vq Feedlot RG
0185:H19 1 stxla - + 66fRGy Feedlot RG
0185:H19 4 stxla stx2hb - + 114fRGu,114fRGy,  Feedlot RG
85fRG1xs, 120fRG
0185:H19 1 stxdnt stx2hb - + 24fRGy, Feedlot RG
0187:H7 1 Stx2nt - - U4y, Campo U

Referencias: 1-En cepas eae+, se evalud la presencia de bfpA; NT: No tipificable
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De los aislamientos stx+ obtenidos el 92,6 % (25/27) presento stx2 solo o junto con stx1.
Al realizar la subtipificacion de toxina Shiga de dichos aislamientos se observé que predomimé
el perfil stx2c (10/27) seguido por el perfil stxla/stx2hb (4/27). El 14,8% de las cepas presento
por lo menos algun subtipo de toxina no tipificable (4/27).



DISCUSION
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5 DISCUSION

Diversos estudios reconocen a los rumiantes como el principal reservorio de STEC,
destacandose el rol de los bovinos (Beutin y col., 1993; Parma y col., 2000; Tanaro, y col.,
2014). En el presente trabajo se analizé la prevalencia de STEC (STEC-LEE negativo y AE-
STEC) y EPEC en bovinos de TDF. Se analizaron 194 muestras de materia fecal de bovinos
tomadas por hisopado rectal en playa de faena. El tamafio de la muestra difiere del planteado
inicialmente, debido a que dos de las muestras de Rio Grande debieron ser descartadas por su
acondicionamiento, y a su vez el frigorifico de Ushuaia cerré por tiempo indeterminado por
problemas edilicios. Esta situacion limit6 la posibilidad de alcanzar las muestras necesarias
provenientes de dicha playa de faena.

De las 194 muestras, 124 provenian de Rio Grande (RG) (104 de un feedlot y 20 de cria
extensiva de 2 establecimientos) y 70 de Ushuaia (U) (todos animales de cria extensiva del
mismo establecimiento). Por lo expuesto, las muestras provenian de cuatro establecimientos

diferentes (tres de cria extensiva, uno de cria en feedlot).

Al comparar los datos obtenidos segun el tipo de produccién, establecimiento de origen
del animal y ubicacién del matadero, no encontramos diferencias estadisticas significativas para
la deteccién de los patdgenos STEC y EPEC. Masana y col. (2010) tampoco encontraron
diferencias en el nivel de deteccion de STEC 0157 al analizar las muestras segun tipo de
producciéon (campo vs feedlot). No obstante, en otros trabajos se informa que el porcentaje de
deteccion de cepas AE-STEC y serogrupo 0157 en muestras provenientes de feedlot (Padola
y col., 2004; Tanaro y col., 2012) es superior a los datos obtenidos en trabajos a campo, tanto
en ganado de carne como en ganado lechero (Fernandez y col., 2010; Lépez y col., 2012). En
explotaciones intensivas de engorde a corral, la prevalencia de STEC en el ganado alcanza
62,7% (Padola y col., 2004). Se identifica al sistema de feedlot como uno de los sistemas
productivos mas contaminantes (Tanaro y col. 2010; 2014). Cabe destacar que las condiciones
de los estudios no estan estandarizadas, y que el tipo de muestreo puede influir en estos

resultados.

A partir del andlisis de las muestras, se encontré que la prevalencia de STEC en bovinos
de TDF fue del 15%, siendo todas las cepas aisladas STEC-LEE negativo. Este resultado es
menor y difiere de la situacion estimada para el resto del pais. Diversos estudios indican que la
prevalencia para STEC en Argentina varia entre el 22% y el 67% (Parma y col., 2000; Padola
y col., 2004; Pizarro y col., 2014; Etcheverriay col., 2016). Si tenemos en cuenta las diferencias
en la deteccion de STEC segun la época del afio, tipo de produccion, alimentacion, raza 'y edad
del ganado, la variabilidad de resultados en el pais es considerable (Parma y col., 2000; Padola

y col., 2004; Masana y col., 2010; Rivero y col., 2012; Fernandez y col., 2013; Rhades y col.,
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2019). Mediante muestreos repetidos se describen aislamientos diferentes para los mismos
animales a lo largo del tiempo, con variaciones en el serotipo STEC (Padola y col., 2004) o en
el perfil de virulencia AE-STEC (Rhades y col., 2019) en mas de un muestreo. No se descarta
la posibilidad de contagio entre animales o la coexistencia de diversas cepas en el portador.

En lo que a EPEC respecta, el porcentaje de deteccién fue bajo, alcanzando una
prevalencia en bovinos de TDF del 5%, similar a la obtenida por Pizarro y col. (2014) en
Mendoza, quienes informaron una prevalencia para EPEC cercana al 6%. Hasta nuestro
conocimiento no se han realizado otros estudios de portacibn de EPEC en bovinos en
Argentina, limitando las comparaciones dentro del pais. Las prevalencias en otros paises son
variadas. En Espafia, Orden y col. (2002) analizaron muestras de materia fecal de ganado
bovino detectando una prevalencia de EPEC del 8,2%. En Estados Unidos, Singh y col. (2015)
compararon la portacién de cepas de E. coli en bovinos y ciervos en un ecosistema compartido,
estableciendo una prevalencia de aEPEC en el ganado lechero del 32%. Por otro lado en San
Pablo, Brasil, Ribeiro y col. (2019) establecen una prevalencia de EPEC de 6,25% sobre 160

muestras de materia fecal de bovinos.

El perfil de virulencia de las 27 cepas STEC aisladas en este trabajo es variado. Se
observé predominio del gen que codifica para Stx2, presente en el 92% de las cepas. De los
19 aislamientos obtenidos de bovinos que provenian de feedlot, 17 portaban stx2 (7/17 en
combinacién con stx1). Por su parte, los 8 aislamientos totales provenientes de campo portaban

el gen stx2 (2/8 en combinacién con stx1).

En forma similar a las descripciones de otros grupos de trabajo del pais considerando
animales en edad de faena, se detecté stx1 en menor nimero de muestras y predominio de
cepas stx2+, (Parmay col., 2000; Masana y col., 2011; Lépez y col., 2012; Pizarro y col, 2014;
Brusa y col., 2017). En nuestro estudio pudimos detectar y aislar once cepas que portaban el
gen stx1. En 8 de estas cepas no se logré identificar el subtipo por PCR en una primera etapa,
pese a que los controles de cada reaccién eran correctos y validaban los protocolos, por lo que
se realizaron nuevas determinaciones. Utilizando los protocolos de Scheutz y col. (2012) con
Hotstart taq mix, 7/8 cepas consideradas NT fueron identificadas, correspondiendo a stx1a (6)

y stxlc (1). Una de las cepas (24fRGy) permanece como Stx1nr.

Si bien podria considerarse que estos resultados a partir de la nueva enzima son los
correctos, los ensayos previos donde se observoé la ausencia de amplicon para estas muestras
junto a la presencia de los mismos, en las calles de los controles positivos, podrian ser
concordantes con variantes en el gen estudiado. Recientemente el panel EFSA BIOHAZ (2020)
indica la caracterizacion de un nuevo subtipo la stx1e, aunque el mismo ha sido encontrado en
Enterobacter cloacae y no en E. coli (EFSA BIOHAZ y col., 2020).
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El subtipo prevalente identificado fue stx2c (37%). En el primer analisis el perfil stx2nt
tuvo una prevalencia igual a la del stx2c, totalizando su presencia en 11/27 aislamientos.
Considerando los animales criados a campo observamos que de los 8 aislamientos en 3 se
detect6 el subtipo stx2c, en 2 el stx2a y en 3 de ellos no pudo determinarse el subtipo mediante
el esquema de subtipificacibn propuesto incialmente. Sin embargo nuestros estudios
complementarios de estas tres cepas stx2yt nos permitieron definir que una de ellas era
compatible con stx2a en base al andlisis de PCR-RFLP (Tyler y col., 1991). Finalmente, en los
resultados de los aislamientos de cria a campo, se detectd en 3 el subtipo stx2c, en 3 el stx2a
y en 2 de ellos (origen: Ushuaia) no pudo determinarse el subtipo. Particularmente, la cepa U41,
(0187:H7, stx2nt, sin deteccidén por ELISA de toxina Shiga) permanece aun luego de estas

nuevas determinaciones como NT.

En los aislamientos obtenidos de feedlot 8/25 se definieron como stx2nr. Al analizar el
perfil obtenido de PCR-RFLP (Tylery col., 1991), 7/8 aislamientos se identificaron como stx2hb,
pero contindan NT mediante el esquema de Scheutz, incluso utilizando la enzima Hotstart. En
el caso de Stx2 que cuenta con mayor cantidad de subtipos también surge la incognita de la
posible variacion en la secuencia genética blanco del subtipo. Nuevos subtipos de Stx2 han
sido descriptos por Werber y Scheutz (2019), quienes sefialan una casuistica baja hasta el

momento.

El panel EFSA BIOHAZ describe también nuevos subtipos para stx2. En la actualidad,
no existe un protocolo validado para la deteccion y subtipificacién de estos nuevos subtipos
stxley stx2h-stx2l. Por lo tanto, su relevancia clinica y epidemiolégica, asi como la prevalencia,
aun deben ser estudiadas (EFSA BIOHAZ y col., 2020). Nuestros resultados permiten
considerar que las cepas STEC que colonizan el ganado nativo podrian ser diferentes a las que
circulan en la regién continental de Argentina, podrian tener caracteristicas semejantes a las

variantes descriptas o bien caracteristicas propias.

Considerando estos resultados, sumado a que aln con técnicas adicionales quedan
cuatro aislamientos NT (una cepa stx1nt Yy tres stx2n7) los resultados finales de identificacion de
las cepas aisladas de TDF deberan realizarse mediante su secuenciacion. La nomenclatura de
los subtipos stx se refina continuamente. El uso creciente de la secuencia del genoma completo
deberia ayudar a aclarar las asociaciones de los subtipos de stx con enfermedades graves.
(EFSA BIOHAZ y col., 2020). La secuencia del genoma completo también ha indicado la

asociacion de diferentes subtipos stx con diferentes perfiles de virulencia.

Con los estudios adicionales aun se distingue stx2c como el perfil predominante (10/27),
seguido por el perfil stxla/stx2hb (4/27). El 14% de las cepas presentd por lo menos algun

subtipo de toxina no tipificable (4/27). Otros trabajos también tuvieron como resultados de sus
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andlisis cepas no tipificables, pero en menor proporcion (Masana y col., 2011; Tanaro y col.,
2012; Brusa y col., 2017; Cundon y col., 2018; Rhades y col., 2019).

Masana y col. (2010) analizaron muestras de materia fecal de bovinos en frigorificos
exportadores en busca de cepas 0157 y en otro estudio lo hicieron considerando no-O157
(Masana y col. 2011). El subtipo predominante detectado en las cepas O157 aisladas fue
stx2/stx2c (vh-a) (56%) mientras que en las cepas no-O157 el subtipo prevalente fue stx2
(28,3%). La subtipificacién en estos trabajos se realiz6 utilizando los protocolos de Tyler, y

detalla dentro del grupo no-0157 la presentacion de cepas stx2nt (1,6%).

Rhades y col. (2019), también detectaron predominio de cepas stx2c analizando la
variedad de excrecién en cepas 0157. Al igual que en nuestro estudio hubo cepas que
resultaron no tipificables (23%) utilizando el protocolo de Scheutz y col. (2012); sin embargo no
consideraron realizar un andlisis de las mismas mediante PCR-RFLP. Se ha reportado que las
cepas que producen stx2a, stx2c y stx2d son mas patégenas que aquellas cepas que producen

solo stx1 o la combinacién de ambas toxinas (Rivas y col., 2016).

Al evaluar la capacidad de producir toxina, se detecté que 25/27 cepas produjeron la
toxina Shiga. Las dos cepas STEC aisladas en las que no se detectd produccion de toxina
Shiga a partir del test de ELISA de membrana, #123fRG, y #U41,, correspondieron a los
subtipos stx2c y stx2nr respectivamente. Miliwebsky y col. (2018) detectaron que la sensibilidad
del test puede variar segun el subtipo de Stx, sumado a caracteristicas de la cepay a la cantidad
de toxina producida. Si bien las modificaciones realizadas en la técnica fueron analizadas
previamente en el laboratorio, y se utilizaron los controles positivos de las cepas patrones, ante
la presencia de cepas con subtipos NT o posibles variantes respecto a los subtipos frecuentes,
la produccién de toxina Shiga o su ausencia deberia volver a cotejarse utilizando los medios de
cultivo recomendados por el proveedor y para llegar a resultados concluyentes, se deberian

realizar pruebas de toxicidad en células Vero.

Al analizar la combinacién de marcadores moleculares, que nos permite categorizar las
cepas en AE-STEC o STEC-LEE negativas, no se detectaron en este estudio cepas AE-STEC,
al igual que lo reportado en Mendoza por Pizarro y col. (2014), quienes analizaron muestras de
materia fecal de ganado bovino en playa de faena. Cabe destacar que existen casos de SUH
asociados a cepas STEC-LEE negativas, lo que demuestra que el rol de la intimina no es
esencial para el desarrollo de la enfermedad ya que estas cepas utilizarian otros mecanismos
de adhesién (Fernandez y col., 2010). En nuestro trabajo, ninguna cepa analizada portaba el
gen saa, factor que ha sido postulado como responsable de la adhesién en cepas STEC-LEE
negativas ante la ausencia de intimina. Queda pendiente evaluar otras posibles formas de

adhesion de estas cepas para confirmar su patogenicidad, como la presencia del Locus de
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Adhesion y Autoagregacion (LAA) descripto por Montero y col. (2017, 2019) en cepas STEC-
LEE negativas.

Otros estudios realizados también detectaron cepas AE-STEC en baja proporcion.
Ordeny col. (2002) describen que el perfil genético prevalente de las cepas aisladas a partir de
ganado sano en Espafia es stx2+ eae- (cepas STEC-LEE negativas). Este andlisis coincide con
estudios previos (Beutin y col., 1995; Blanco y col., 1996; Parma y col., 2000; Pizarro y col.,
2014). Parma y col. (2000) detectaron como prevalente el perfil genético stx2+ eae- en cepas
provenientes de ganado adulto de la region pampeana, siendo las cepas AE-STEC poco
frecuentes (2,5%). Fernandez y col. (2010) aislaron 170 cepas STEC a partir de 1440 muestras
de materia fecal de ganado lechero, detectando un total de 5/170 cepas AE-STEC (3%),
pertenecientes a los grupos 0157 (n:3), O5 (n:1) y O74 (n:1). Resultados similares obtuvieron
Etcheverria y Padola (2013), quienes al analizar aislamientos de STEC obtenidos a partir de
bovinos, carne picada y ambiente, encontraron el perfil genético stx2/eae/ehxA, pero en menor

proporcion que stx2, stx2/ehxAl/saa, stx1l/stx2/ehxA/saa.

Una situacion diferente, con mayor porcentaje de deteccion de cepas AE-STEC se
describe en otros reportes en Argentina (Masanay col., 2010, 2011; Tanaro y col., 2012; Lopez
y col.,, 2012). Masana y col. (2010) analizaron muestras de materia fecal de bovinos en
frigorificos exportadores en busca de cepas 0157, mientras que en otro estudio lo hicieron
considerando no-0O157 (Masana y col. 2011). La prevalencia de cepas STEC no-O157 fue del
22.3%, y de las cepas aisladas, el 11% fue AE-STEC (Masana y col., 2011). Tanaro y col.
(2012) analizaron muestras por hisopado rectal provenientes de un establecimiento de ganado
bovino de carne, detectando el perfil genotipico stxl/eae/ehxA en un 16.8%. L6pez y col.
(2012), analizaron muestras de materia fecal de bovino de feedlot en Argentina, obteniendo 97
aislamientos donde se detectd en el 21% de las cepas el perfil genético stx2/eae (ehxA-), si

bien no fue el prevalente.

Existen estudios realizados en el pais que informan la presencia de cepas AE-STEC en
relacion al serogrupo O157 (Fernandez y col., 2009; Masana y col., 2010; Rivero y col., 2012;
Rhades y col., 2019). Es importante mencionar que el foco de atencion de muchos trabajos
previos estaba dirigido a la deteccidén de cepas O157:H7. Si bien ello es consecuencia de los
grandes brotes causados por este serotipo desde su inicio (Riley y col., 1983), y del estudio del
impacto de los seropatotipos definido por Karmali y col. (2003), los métodos de diagndstico
utilizados por un largo periodo de tiempo se desarrollaron especificamente para la deteccion
del serogrupo 0O157. Existen entonces pocos grupos de trabajo dedicados al estudio del patovar
STEC en forma genérica. Posteriormente se detectaron serogrupos no-0157 AE-STEC,
asociados a enfermedad en humano (como los incluidos dentro del panel Big-six), por lo que

nuevamente surgen una serie de protocolos (en coincidencia con los parametros de legislacion



60

en el control de alimentos Resolucion Conjunta 4-E/2017, Ministerio de Salud) que realizan el
rastrillaje de dichos serogrupos, sin considerar el riesgo potencial de cepas STEC que circulan
en diversas regiones particulares y STEC LEE-negativas. En Argentina es obligatoria la
bldsqueda en productos alimenticios de los serogrupos O157 y los no-O157 (026, 0103, 0111,
0145y 0121), que se incluyen en la categoria AE-STEC.

A diferencia de otros estudios, en el presente trabajo la prevalencia del serogrupo 0157
fue del 0%. Masana y col., (2010), por su parte, determinaron una prevalencia promedio para
AE-STEC 0157 del 4.1%, con variaciones desde 2,7% a 5,7% segun la estacion, evidenciando
valores maximos en primavera. Todas las cepas 0157 aisladas presentaron los genes
stx2/eae/ehxA. Etcheverria y Padola (2013) encontraron en el andlisis de cepas que el 3%
pertenecian al serotipo O157:H7. Rhades y col. (2019), analizaron la variedad de excrecién en
cepas O157. Todas las cepas aisladas portaron el gen eae. La mayoria de las cepas eran
capaces de producir ambos tipos de Stx (56%). Rhades y col., (2019), encontraron prevalencias
de E. coli 0157 desde 0,85% hasta 11% segun etapa de produccion y época del afio,
registrandose el pico maximo durante la cria al finalizar el verano. Podriamos considerar que
los animales que entraron a faena en TDF a diferencia del estudio de Rhades y col. (2019) son
animales de mayor edad, y que los muestreos no coincidieron con la temporada estival. Por su
parte, Padola y col. (2004) analizaron muestras por hisopado rectal de ganado bovino de
feedlot. De las cepas aisladas en ese trabajo, el 38,6% de las cepas fueron AE-STEC,
incluyendo O103:H2, O145:H-, 0146:H21, O157:H7 y una cepa ONT:H-. En el trabajo de Rivero
y col. (2004) se recolecta informacion de las cepas aisladas de bovinos en feedlot y a campo
donde se incluyen los serogrupos 05, 026, 038, 0103, 0118,0145, 0146, 0165y O157 en el
grupo AE-STEC, mientras que los serogrupos 02, 015, 020, 025, 039, 074, 079, 088, 091,
0113, Ol116, O117, 0120, 0141, 0168, 0171, 0174, 0175 y cepas ONT corresponden a
STEC-LEE negativos.

Las cepas STEC-LEE negativas aisladas en este trabajo pertenecieron a serogrupos
no-0157. Algunos de los serotipos identificados en este trabajo (O1:H21; O6:H34; O113:H21;
0O130:H11; 0130:H-; 0O171:H2; 0O174:H28; 0178:H19; 0179:H8; 0185:H7; 0185:H19;
0187:H7) han sido detectados previamente en estudios realizados en el pais. En el andlisis de
muestras de carcasas Yy cortes en frigorificos en Argentina, Brusa y col. (2017) aislaron cepas
gue pertenecieron a los serogrupos 0174, 0178, 0179, O185, y encontraron como serotipos
mas prevalentes a 0174:H21, O185:H7, 0178:H19 y O130:H11, representando el 42,5% de los

aislamientos.

Por su parte, Rivas (2013) menciona que los serogrupos no-O157 asociados a casos
clinicos prevalentes en Argentina son 0145, 0121, 026 y O174. Las cepas prevalentes STEC

no-0157 sefialadas como responsables del 30% de SUH post-entérico en Argentina en el
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periodo 2004-2009 incluyen los serogrupos 0145, 0121, 026, 0174, 0111y 0103 (Masanay
col., 2011). Se destaca 0174 como una cepa STEC-LEE negativa, mientras que 0145, 0121,
026, 0111 y 0103 corresponden a la categoria AE-STEC. Cundon y col. (2018) analizaron
cepas O174:H21 y O174:H28 provenientes de diversas fuentes (ganado bovino, alimentos,
humanos, de Argentina y Uruguay). El perfil de virulencia predominante entre las O174:H28
aisladas de ganado bovino (stx2a/ehxA) coincide con el perfil de la cepa O174:H28 aislada en

el presente trabajo.

El serogrupo 0174 ha sido responsable de cuadros de SUH (Masana y col., 2011) y se
considera un patégeno emergente en Argentina. Este no es un dato menor, ya que describe un
serogrupo STEC-LEE negativo de impacto clinico que no es identificado cuando el analisis se
centra en la deteccion de AE-STEC tal como lo indican las normas de comercio internacional.
La norma se ajusta a intereses comerciales debido a la casuistica previa de paises
importadores de carne, aunque dejan liberada la presencia de un conjunto de cepas con riesgo
potencial, ya que han sido consideradas de bajo impacto. La plasticidad del genoma de E. coli
(Ahmed y col., 2008) permite suponer que el intercambio de genes y la adquisicién de factores
de virulencia en cepas STEC no queda limitada a la norma comercial. Tal como ocurri6 con el
patovar hibrido Stx-EAEC O104:H4 en Alemania (Scheutz y col, 2011), o la deteccién de
hibridos Stx-EAEC 0O59:NM[H19] en Argentina (Carbonariy col., 2018), la emergencia de cepas
altamente virulentas podria preveerse con criterios de deteccion de STEC en forma genérica
desde el punto de vista de Una Salud. En Argentina la primer cepa O104:H4 aislada se obtuvo
a partir de un caso clinico en la provincia de Chubut (Carbonari y col., 2014). El analisis de las
cepas obtenidas en este trabajo no permitié detectar patovares hibridos, ya que no se evidencio

la presencia conjunta de factores de virulencia.

Diferentes estudios detectaron STEC 0130:H11 y STEC 0O178:H19 como serotipos
prevalentes de STEC en Argentina a partir de ganado lechero, de feedlot, frigorificos, carne de
mercados locales y (Masanay col., 2011; Lopez y col., 2012; Fernandez y col., 2013, Llorente
y col., 2014). Ambos serotipos han sido asociados a casos de SUH y DAS. El serotipo STEC
0178:H19 del cual aislamos 5 cepas, ha sido asociado a casos esporadicos de SUH en
Alemania (Bielaszewska y col., 2006; Werber y col., 2008) y Brasil (De Toniy col., 2009). STEC
0178:H19 también fue sefialado como agente causal de SUH en Bélgica (Buvens y col., 2010)
y Argentina (Giugno y col., 2007). Una comparacion de aislamientos de STEC O178:H19
provenientes de diversas fuentes y paises, incluyendo cepas de Argentina, confirman la
ausencia del gen eae en todas las cepas sin por ello descartar su rol como patégeno (Miko y
col., 2014).

Etcheverria y Padola (2013) detectaron como serotipos prevalentes a O8:H19,
026:H11, 091:H21, 0O113:H21, O117:H7, 0O130:H11, 0O145:H-, O157:H7, O171:H2, y
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0178:H19, algunos de los cuales resultaron comunes entre las muestras de distinta fuente
(alimentos, ganado y ambiente). La deteccion de serotipos no-O157 se ha incrementado. Los
casos humanos asociados a cepas no-O157 han aumentado a nivel mundial en un 60%,
mientras que los casos asociados a STEC 0157 en un 13% (Coombes y col., 2008). Estos
cambios también pueden obedecer a modificaciones en las rutas diagnésticas, con la aparicion
de estudios para detectar serogrupos que antes eran ignorados y sobre los cuales no habia la
misma presion de diagnéstico que para STEC 0157. De hecho, es preciso destacar que dentro

del incremento de las STEC no-0157 se incluye cepas AE-STEC sin diferenciarlas.

Delannoy y col. (2017) analizaron los serogrupos O1 y O2 incluyendo cepas STEC
aisladas de humanos, entre ellas el serotipo O1:H21 como la obtenida por nosotros en este
estudio de bovinos (#123fRGy). Llama la atencién también el antigeno flagelar H21, que se ha
asociado a serogrupos STEC LEE-negativo de impacto clinico como O91:H21 y O174:H21.
También hemos aislado una cepa O113:H21, reportada previamente en el estudio de Masana
y col. (2011).

Existen pocos datos de STEC 06:H34, sin embargo Qin y col. (2015) aislan este
serotipo de casos clinicos pediatricos. A su vez, Wang y col. (2018) realizan un estudio de
persistencia, durante 3 afios en un rodeo de bovinos de carne en Canaday aislan STEC O6:H34
stx2 en 26/259 animales, en particular el serogrupo es aislado en 2 de los 3 afios del muestreo.
En nuestro trabajo, este serogrupo es aislado de la muestra #123fRGn proveniente de un animal
de feedlot..

Respecto al serotipo O187:H7 (al que pertenece la cepa #U41, stx2nr proveniente de
rodeo a campo de Ushuaia) no se reportan muchos hallazgos. Sin embargo, los patotipos
hibridos de E. coli representan amenazas emergentes para la salud publica. Nyholm y col.,
(2015) han informado que los hibridos de E. coli productora de toxina Shiga y enterotoxigénica
(STEC / ETEC) estan asociados con enfermedad diarreica y SUH. Bai y col., (2019) han
informado la caracterizacion de cuatro hibridos STEC / ETEC en Suecia pertenecientes a
serotipos poco comunes (015:H16, 0187:H28, O100:H30 y 0136:H12). Ademas de ello
informan que detectaron la presencia de stx2a y stx2e junto a diferentes copias del marcador
de virulencia ETEC. Si bien el serotipo no corresponde al de nuestro aislamiento, es interesante

la presencia de este serogrupo con un subtipo no definido entre los aislamientos de TDF.

Con respecto a aEPEC, la cepa aislada pertenecié al serotipo 0152:H25. Hasta el
momento no hay suficientes estudios para determinar serogrupos o serotipos prevalentes de
este patovar en cepas de bovino del pais. En Brasil, Aidar-Ugrinovich y col. (2007) detectaron
a 026:H11, O123:H11 y O177:H11 como serotipos prevalentes en muestras de materia fecal

de terneros (sanos y con diarrea). Hasta nuestro conocimiento, el serotipo aislado en nuestro
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trabajo no ha sido asociado a cuadros de diarreas en el humano. No obstante, el serogrupo
0152 ha sido asociado a cepas enteroinvasivas, EIEC, aisladas de cuadros clinicos (Cheasty
y Rowe, 1983; Beutin y col., 1997; da Silva y col., 2017).

La cepa aEPEC analizada en este trabajo no mostrd un patron de adhesion definido al
realizar ensayos en cultivo celular. Esta situacion difiere de la analizada por Bentancor y col.
(2010) con cepas EPEC O157:H16 aisladas de animales en Argentina, donde observaron que
las cepas respetaron los patrones esperados (adherencia localizada para tEPEC y adherencia
localizada-like para aEPEC). Es importante resaltar que los patrones de adhesion estan
caracterizados a partir de cepas humanas, no pudiéndose descartar que las cepas de origen
animal se comporten de modo diferente, o que su expresion esté condicionada a la linea celular.
En nuestro caso, el perfil de adherencia podria verse afectado segun los receptores celulares
especificos de especie, De todas formas, aun sin patrén de adhesion definido, la capacidad de
la cepa de generar lesion de tipo A/E no se vio afectada. Estudios previos indican que el SST3
y sus proteinas efectoras contribuyen a la capacidad de adhesién de las cepas aEPEC ante la

ausencia de BFP (Santos y col., 2019).

Teniendo en cuenta factores de virulencia adicionales, en el presente trabajo el 57% de
las cepas aisladas port6 el gen para la producciéon de enterohemolisina. Doce de las dieciséis
cepas portadoras del gen fueron capaces de producir la hemdlisis esperada. La produccién de
enterohemolisina calcio dependiente (EHEC-HIy; también denominada Ehx) posee correlacién
con cepas de impacto clinico (Beutin y col., 1989). La deteccion de esta enterohemolisina fue
uno de los criterios de identificacion de cepas de potencial patogénico (Beutin y col, 1989;
Schwidder y col., 2019). Varios estudios realizados en el pais encontraron este gen dentro de
los perfiles genotipicos prevalentes de las cepas analizadas (Fernandez y col., 2010; Masana
y col., 2010; Etcheverria 'y Padola, 2013). Una de las cepas portadoras del gen ehxA es la cepa
aEPEC (93fRG). Existen diversos estudios que han detectado previamente este factor de
virulencia asociado a cepas EPEC atipicas (Vieiray col. 2001; Cookson y col., 2007; Hernandes
y col., 2009; Zhang y col., 2018). No obstante, podria analizarse si la cepa aislada aEPEC
ehxA+ fue previamente una cepa STEC mediante la busqueda de las secuencias de inserciéon

tipicas del fago portador de la toxina Shiga. (Bielaszewska y col., 2007).

Pocos estudios permiten comparar la relacion entre patovares STEC y EPEC
provenientes de muestras de heces bovinas. En Mendoza sobre 199 muestras se registré una
proporcion de aislamiento STEC/EPEC de 3/1 (Pizarro y col, 2014). En Brasil, Ribeiro y col.
(2019) describen una proporciéon STEC/EPEC de 3,7/1 en 160 muestras de materia fecal de
bovinos de produccion lechera. De las 49 cepas STEC, 6 resultaron ser AE-STEC. Por su parte,
Orden y col. (2002) obtienen prevalencias similares de STEC y EPEC (8,7% y 8,2%

respectivamente) a partir de muestras de materia fecal de ganado sano en Espafia. En Bélgica,
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Fakih y col. (2016) obtienen prevalencias levemente mayores de cepas AE-STEC por sobre
EPEC (1,5/1), pero hay que tener en cuenta que Sus muestras provienen de terneros con
diarrea. El analisis de 194 muestras de bovinos nativos de TDF permitié identificar una
proporcién de muestras positivas potenciales de STEC LEE-negativo de 30/194, de EPEC de
10/194 y de AE-STEC de 0. La relacion STEC/EPEC fue 3/1, en coincidencia con los valores
obtenidos por Pizarro y col., (2014). Bajo este criterio la probabilidad de exposicién a STEC es
tres veces mayor que a EPEC, es decir que la probabilidad de infeccion por STEC con el
consecuente desarrollo de diarreas y/o SUH en la poblacion infantil de TDF es tres veces mayor
a la probabilidad de infeccion con EPEC. De estas muestras positivas potenciales aislamos 27
cepas STEC LEE-negativas y una EPEC.

Finalmente, los ensayos de susceptibilidad evidenciaron que todas las cepas analizadas
presentaban resistencia a ampicilina. Otros estudios realizados en Latinoamérica mostraron
resistencia a ampicilina en la mayoria de las cepas (94% en cepas de Bolivia analizadas por
Gonzales y col. en 2013, y 80% en cepas analizadas en Pert por Mosquito y col. en 2012).
Con respecto a otros antibiéticos, algunas cepas mostraron resistencia o resistencia intermedia
a aminoglucosidos, especificamente estreptomicina (71%) y amikacina (21%). El consenso
definido para evaluar multiresistencia hace foco en primera instancia en patégenos de impacto
en el ambiente hospitalario (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter
spp.) (Jiménez Pearson y col., 2019). Para los fines de nuestro trabajo se defini6 como
multiresistente a toda cepa que presente resistencia a mas de tres familias diferentes de

antibiéticos. Niguna cepa analizada presenté estas caracteristicas.

La resistencia en E. coli se desarrolla a partir de mutaciones en los sitios de accion de
los antibidticos (ej. resistencia a fluoroquinolonas), por adquisicion de elementos genéticos
moviles (ej. resistencia a ampicilina 0 amoxicilina) o por accién enziméatica (ej. resistencia a
aminoglucésidos) (Ochoa y Go6mez-Duarte, 2016). Los mecanismos de resistencia a
antimicrobianos que mas preocupan a la comunidad cientifica estan asociados a la produccion
de betalactamasas, en especial carbapenemasas, y al mecanismo de resistencia transferible a
colistina (mcr-1), que ha sido detectado en cepas aisladas en Argentina (Lazovski y col., 2017).
En nuestro estudio, no se detectod resistencia por betalactamasas de espectro extendido, y

ninguna cepa manifesto resistencia fenotipica a colistina.
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo se aislaron cepas STEC y EPEC de bovinos de carne provenientes de
feedlot y campo, que ingresaron a playa de faena en Ushuaia y Rio Grande. El andlisis de las
muestras de bovinos nativos de TDF permitié identificar una proporcién de STEC que triplica a
EPEC, con ausencia de AE-STEC. Los diferentes aislamientos obtenidos no comparten el gen
de virulencia eae, por lo cual la intimina, relacionada con la inmunidad cruzada entre ambos
patovares, no ha sido detectada en las cepas STEC aisladas. De esta forma, EPEC no
contribuiria a la proteccion frente a los posibles cuadros clinicos que cepas circulantes STEC

LEE-negativas provoquen.

En noviembre 2019 se registraron 3 casos de SUH en Rio Grande, en uno de ellos se
detectd serologia compatible con infeccién por STEC 0157, no asi en los otros dos casos. Esto
indica que el serotipo 0157 circula en la region. Sin embargo en nuestro muestreo dicho

serogrupo no fue detectado.

La baja prevalencia de cepas EPEC demostrada en nuestro estudio evitaria el desarrollo
de una respuesta inmunoldgica eficiente ya que la exposicién al patégeno no es tan frecuente.
Este resultado apoya parte de la hip6tesis, en cuanto a que una baja proporcién de ganado es
portador de EPEC y la baja respuesta inmunoldgica cruzada conferida por este patovar podria
no tener el efecto protector frente a la infeccién por cepas STEC tanto LEE negativas como AE-
STEC y al desarrollo de SUH en la poblacién infantil.

Este es el primer estudio de reservorios en TDF. Sin embargo segun los resultados
obtenidos, se considera necesaria la realizacién de nuevas investigaciones planificando un
aumento en el nimero de muestras estudiadas, un analisis particular del ganado en feedlot,
estudiando a su vez la situacién en el periodo estival para arribar a resultados concluyentes en
cuanto a la identificacién de AE-STEC y STEC-LEE negativos.

Los serotipos de las cepas obtenidos en este estudio fueron variados e incluyeron cepas
de serogrupos asociados a casos de SUH, tales como 0174, de impacto local. Los aislamientos
obtenidos fueron todos STEC-LEE negativos. Dichas cepas de riesgo son compatibles con la
presentacion epidemiologica de nuestro pais, en la que los brotes se asocian a casos

individuales.

La caracterizacion de las cepas STEC aisladas pone en evidencia la circulacion de
subtipos no convencionales de Stx2, identificados en este trabajo como stx2nt productoras de
toxina Stx2. Dado que este tipo de toxina es mas potente que la Stx1, fue detectada en los
aislamientos STEC analizados y las cepas circulantes en el ganado nativo de TDF pueden

presentar caracteristicas diferentes a las del ganado continental, surge el interés de analizar
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este grupo de aislamientos y compararlos con los aislamientos clinicos presentes en la base

nacional de datos para establecer su potencial riesgo.

Si bien no se detectaron cepas multiresistentes, la identificacion de patovares de E. coli
con resistencia a ampicilina y aminoglucésidos en bovinos permite estimar el uso de
antimicrobianos en el manejo de los animales. Ser4 necesario establecer si el uso de
antimicrobianos en la producciéon animal de TDF se ajusta a un uso correcto. Dado que El
Programa Nacional de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos en animales
destinados al consumo humano, (Resolucién 591/2015 SENASA) ha comenzado con el
monitoreo de niveles de R absolutos en nuestro ganado, nuestros resultados seran transferidos

a la oficina de SENASA Patagonia Sur para su evaluacion.

8. PROSPECTIVAS

El andlisis del reservorio bovino en la isla TDF constituy6é un aporte de importancia a la
epidemiologia de las enfermedades causadas por STEC y EPEC. Sin embargo, teniendo en
cuenta las caracteristicas de las cepas aisladas y las altas tasas de SUH y diarreas agudas en
la region, se plantea la necesidad de otros estudios epidemiolégicos que incluyan el andlisis de
otras fuentes de infeccion y/o reservorios posibles. Asimismo, para el andlisis de la situacion
epidemioldgica en la isla de TDF es necesario considerar las costumbres de la comunidad y su

percepcion de riesgo.

Con respecto a las cepas aisladas, la presencia de subtipos
de Stx no tipificables amerita realizar mas estudios, y esta previsto realizar el andlisis del
genoma completo. También es importante evaluar la capacidad de adhesién de esta coleccion
de cepas, tanto a partir de ensayos en cultivo celular como con pruebas a nivel molecular (ej.
deteccion de LAA).

Las muestras obtenidas resultaron de un Unico muestreo en época invernal. Deberian
considerarse muestreos seriados para evaluar si las caracteristicas de las cepas se mantienen,
si la temporalidad y el clima afectan su distribucién, y analizar si la homologia de datos entre
animales a campo y a feedlot permanece constante. Es importante mencionar que por motivos
economicos y debido al aumento de la poblacién de perros salvajes en la provincia, muchos
productores ovinos se estan volcando hacia la produccion bovina, lo que hace interesante
pensar en muestreos futuros y en particular analizar la situacién epidemioldgica del feedlot, del

cual ya se ha planificado el estudio.

También es interesante tener en cuenta que muchos bovinos de TDF terminan su etapa

productiva en Trelew, provincia de Chubut. Esta provincia integra a su vez la Regién Patagénica
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Sur, y también presenta tasas elevadas de SUH. Las tasas altas de enfermedad podrian tener

relacion con el ingreso de bovinos de TDF y la dispersion de cepas en la region.
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MEDIOS DE CULTIVO

e Agar Mac Conkey (AMC) (Oxoid, CM0007)
Composicion: (g/l)

- Peptona 20,0

- Lactosa 10,0

- Sales Biliares 5,0

- Cloruro de Sodio 5,0

- Rojo neutro 0,075

- Agar 12,0

pH final a 25 °C=7,4 +/- 0,2

Preparacion:

1- Resuspender 52 g en 1000 ml de agua destilada.
2- Llevar a ebullicion en bafio de agua hasta disolucion completa.
3- Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

4- Dejar enfriar en bafio térmico hasta temperatura de 80 °C.

5- Dispensar en placas de Petri (20 ml por placa aproximadamente).

6- Conservar a 4 °C hasta su utilizacion.

e Agar Mac Conkey Sorbitol (SMAC) (Oxoid, CM0813)
Composicion: (g/l)

- Peptona 20,0

- Sorbitol 10,0

- Sales Biliares 1,5

- Cloruro de sodio 5,0

- Rojo neutro 0,03

- Cristal Violeta 0,001

- Agar 15,0

pH final a 25 °C= 7,1 +/- 0,2
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Preparacion:

1- Resuspender 51,5 g en 1000 ml de agua destilada.

2- Llevar a ebullicion en bafio de agua hasta disolucion completa.

3- Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

4- Dejar enfriar en bafio térmico hasta temperatura de 80 °C.

5- Dispensar en placas de Petri (20 ml por placa aproximadamente).

6- Conservar a 4 °C hasta su utilizacion.

e Caldo tripteina soja (CTS) (Oxoid, CM0129)
Composicion: (g/l)

- Caseina de digestion pancreatica 15,0

- Cloruro de sodio 5,0

- Digestion enzimética de porotos de soja 5,0

- Glucosa 5,0

- Fosfato hidrogenado dipotésico 2,5

pH final a 25 °C=7,3 +/- 0,2

Preparacion:

1- Resuspender 40 g en 1000 ml de agua destilada.
2- Llevar a ebullicién hasta disolver completamente.
3-Dispensar 5 ml en tubos.

4- Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

5- Dejar enfriar a temperatura ambiente.

e Caldo tripteina soja con Cefixima-Telurito de potasio (CTS-CT)
CTS 1000 ml

Cefixima 0,05 mg

Telurito de potasio 2,5 mg

Preparacion:
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1- Permitir que el frasco alcance temperatura ambiente (condiciones de almacenamiento

de los frascos sin reconstituir: entre 2 °C y 8 °C).

2- Reconstituir en forma aséptica el contenido de 1 frasco con 4 ml de agua destilada

estéril.
3- Agregar los 4 ml de CT a 1000 ml de CTS estéril.

4- Dispensar 5 ml en tubos.

e Agar globulos rojos lavados (AGRL)

Composicion:

Para una placa de Petri (20 ml aproximadamente):

-Agar base triptosa (TBA)® 10 ml

-Agar tripteina soja (ATS) @ 10 ml

-Cloruro de calcio 1IM® 0,1 ml

-Glébulos rojos lavados (GRL) de sangre desfibrinada® de cabra u oveja 5 ml
Preparacion:

1- Dispensar 10 ml de ATS en cada placa de Petri y dejar solidificar.

2- Preparar y esterilizar el medio TBA y mantenerlo a 50 °C.

3- Incorporar 0,1 ml de cloruro de calcio al TBA y homogeneizar.

4- Incorporar los GRL al TBA y mezclar suavemente con movimientos circulares.
5- Agregar 10 ml de TBA+GRL a las placas de Petri.

6- Conservar a 4 °C hasta su utilizacion.

7- Utilizar dentro de los 7 dias posteriores a su preparacion.

(1) Agar base triptosa

Composicion: (g/l)
Triptosa 10,0 g
Extracto de carne 3,0 g

Cloruro de sodio 5,0 g
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Agar 20 g
Preparacion:
1- Disolver los componentes en 1 | de agua destilada.
2- Llevar a ebullicion hasta lograr la disolucion completa.
3- Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.
4- Dejar enfriar hasta 50 °C.
5- Mantener en bafio térmico hasta preparar AGRSL y AGRL.

(2) Agar tripteina soja (Oxoid, CMO 131)

Composicion: (g/l)

Caseina de digestién pancreética 15,0

Digestion enziméatica de porotos de soja 5,0

Cloruro de sodio 5,0

Agar 15,0

Preparacion:

1- Disolver los componentes en 1 | de agua destilada.

2- Llevar a ebullicion hasta lograr la disolucion completa.
3- Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

pH final a 25 °C= 7,3 +/- 0,2

(3) Cloruro de calcio 1M

Composicion:

Para 10 ml:

Cloruro de calcio 1,11 g

Preparacion:

1- Disolver el cloruro de calcio en 10 ml de agua destilada.
2- Esterilizar con filtro de 0,22 um.

3- Conservar el cloruro de calcio 1M a temperatura ambiente para la preparacion de la placa
de AGRL.
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(4) Obtencion de GRL de sangre desfibrinada

1- Una vez obtenida la sangre del animal, colocarla inmediatamente en un recipiente de base

ancha que contenga una base de perlas de vidrio en su interior.

2- Realizar suavemente movimientos circulares a fin de desfibrinar la misma.
3- Centrifugar 5 ml de la sangre desfibrinada a 2500 g por 10 min.

4- Desechar el plasma.

5- Resuspender 1 volumen de glébulos rojos en 2 volumenes de PBS estéril obteniendo una

suspension homogénea, cuidando de no lisar los glébulos rojos.

6- Centrifugar a 2500 g por 10 min.

7- Repetir 2 veces los pasos 4- 5-y 6-.

8- Desechar el sobrenadante.

9- Guardar el paquete de globulos rojos para la preparacion del AGRL.

Nota: Usar sangre fresca.

e Agar glébulos rojos sin lavar (AGRSL)

Composicion:

Para una placa de Petri (20 ml aproximadamente):

-Agar Base triptosa (TBA) 20 ml

-Glébulos rojos sin lavar (GRLSL) de sangre desfibrinada® de cabra u oveja 1 ml
Preparacion:
1- Preparar y esterilizar el medio TBA y mantenerlo a 50 °C.
2- Incorporar los GRSL al TBA y mezclar suavemente con movimientos circulares.
3- Dispensar 20 ml en las placas de Petri.
4- Conservar a 4 °C hasta su utilizacion.

5- Utilizar dentro de los 7 dias posteriores a su preparacion.
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(5) Obtencion de GRSL de sangre desfibrinada

1- Una vez obtenida la sangre del animal, colocarla inmediatamente en un recipiente de

base ancha que contenga una base de perlar de vidrio en su interior.

2- Realizar suavemente movimientos circulares a fin de desfibrinar la misma.
3- Centrifugar 5 ml de la sangre desfibrinada a 2500 g por 10 min.

4- Desechar el plasma.

5- Guardar el paquete de globulos rojos para la preparacion del AGRSL.



MEDIOS Y TINCIONES PARA ENSAYO CELULAR

e Medio de cultivo de mantenimiento
-Medio comercial DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s médium
-HEPES 15 mm/I
-Bicarbonato 2 g/l
-Suero fetal Bovino 10%
-Aminoacidos 50 ul/50 mi
-Antibidticos (sujeto a necesidad)

-PHfinal 7,1a7,2

e Medio de cultivo de ensayo
-Medio comercial DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s médium
-HEPES 15 mm/I
-Bicarbonato 0,34 g/
-Suero fetal Bovino 2%
-Manosa 2%

-PHfinal 7,1a7,2

e Tincion MAY GRUNWALD GIEMSA
-Fijar con metanol 20 min
-Colocar 1 parte MG 1 parte agua 10 min
-Colocar 2 partes de agua 1 parte de Giemsa 20 min

-Observar con microscopio 6ptico.
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SOLUCIONES

e Solucidon Salina Bufferada (PBS)

Composicién PBS 0,1 M

Fosfato Dibasico de Sodio Anhidro 2949
Fosfato monobasico de Sodio Anhidro 0,205¢
Cloruro de Sodio 8,18 g
Cloruro de potasio 0,223 g
H-O destilada 1000 ml

pH final a 25 °C=7 +/- 0,2

o PBS-tween20 (0,05%)
PBS 1X 99,5 ml
Tween 20 0,5 ml

Esterilizar en autoclave a 121°C a 15 min.
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

e Templados

-Resuspender una anzada de la/s colonia/s seleccionada/s para su analisis en 200 ul de

agua bidestilada estéril
-Colocar en bafio de agua y hervir durante 10 min
-Centrifugar a 13000 g durante 5 min

-Utilizar el sobrenadante como templado

e PCR subtipificacién Stx

(1) Subtipificacién de stx1

La subtipificacion de stx1 se realiz6 mediante PCR individuales (stx1a, stx1c y stx1d).

Tabla 5. Mezcla de reactivos para PCR subtipificacion stxla y stx1d

Concentracion Concentracién Volumen para una
de trabajo del de reactivoenla | determinacion (pl)
reactivo mezcla

H20 28,3

Buffer * 5X 1x 10

dNTPs c/u 10 mM 0,2 mM 1

Stx1st f 10 pM 0,05 uM 0,25

Stx1str 10 uM 0,05 pM 0,25

Clo.Mg* * 1,5mM *

Taqg 5 U/l 1 U/50ul 0,2

Volumen final = 40 yl de mezcla de reactivos + 10 ul de templado = 50 pl

Referencia: En los ensayos se utilizd Go Taqg (Promega), cuyo buffer
tiene 7,5 mM Cl:Mg, no se adicion6 Cl;:Mg, la concentracion final de

ensayo fue de 1,5mM Cl>Mg.
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Tabla 6. Mezcla de reactivos para PCR subtipificacion stx1c

Concentracién Concentracion Volumen para una
de trabajo del de reactivo enla | determinacion (pl)
reactivo mezcla

H20 3,75

Hotstart taq mix | 0,1 U/ pl 1U 10

stx1st f 10 uM 0,3 uM 0,625

stxlstr 10 uMm 0,3 uM 0,625

Volumen final = 15 yl de mezcla de reactivos + 5 ul de templado = 20 ul

Las reacciones de PCR se realizaron bajo las siguientes condiciones: temperatura inicial
de 95 °C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C durante 50 s, 64 °C (para stxlay stx1d)
/ 66 °C (para stx1c) durante 40 sy 72 °C durante 1 min y un paso final de 72 °C durante 3

min, manteniéndose a 4 °C hasta su posterior analisis.
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(2) Subtipificacion de stx2
Para la subtipificacién de stx2 se realizaron 7 PCRs individuales (stx2a, stx2b, stx2c, stx2d,

stx2e, stx2f y stx2g).

Tabla 7. Mezcla de reactivos para PCR subtipificacion stx2a

Concentracion Concentracion Volumen para una
de trabajo del de reactivo enla | determinacion (pl)
reactivo mezcla

H20 8,625

Buffer * 5X 1x 4

dNTPs c/u 10 mM 0,2 mM 0,4

stx2a-F2 10 uMm 0,3 uM 0,625

stx2a-R2 10 uM 0,3 uM 0,625

stx2a-R3 10 uM 0,3 uM 0,625

Cl.Mg* * 1,5mM *

Taq 5 U/pl 0,5 u/20ul 0,1

Volumen final = 15 pl de mezcla de reactivos + 5 pl de templado = 20 pl

Referencia: En los ensayos se utiliz6 Go Taq (Promega).

La PCR se realiz6 bajo las siguientes condiciones: temperatura inicial de 95 °C
durante 5 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C durante 50 s, 66 °C durante 40 sy 72 °C
durante 1 min y un paso final de 72 °C durante 3 min, manteniéndose a 4 °C hasta su

posterior analisis.



Tabla 8. Mezcla de reactivos para PCR subtipificacion stx2b, stx2e, stx2f, stx2g

Concentraciéon
de trabajo del

Concentracién

de reactivo en la

Volumen para una

determinacion (pl)

reactivo mezcla
H20 9,25
Buffer * 5x 1x 4
dNTPs c/u | 10 mM 0,2 mM 0,4
stx2 st f 10 uM 0,3 uM 0,625
Stx2 str 10 uM 0,3 uM 0,625
CloMg* * 1,5 mM *
Taq 5 U/l 0,5 U720 pl 0,1

Volumen final = 15 pl de mezcla de reactivos + 5 pl de templado = 20 pl

Referencia: En los ensayos se utilizé Go Taq (Promega)

Se utilizo el programa de amplificacion indicado para stx2a.
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Tabla 9. Mezcla de reactivos para PCR subtipificacion stx2c

Concentracion Concentracion Volumen para una
de trabajo del de reactivo enla | determinacion (pl)
reactivo mezcla

H20 3,75

Hotstart taq mix | 0,1 U/ pl 1U 10

stx2 st f 10 uM 0,3 UM 0,625

stx2 str 10 uM 0,3 uM 0,625

Volumen final = 15 pl de mezcla de reactivos + 5 pl de templado = 20 pl

Se utilizé el programa de amplificacién indicado para stx2a.



Tabla 10. Mezcla de reactivos para PCR subtipificacion stx2d
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Concentracion Concentracion Volumen para una
de trabajo del de reactivo enla | determinacion (pl)
reactivo mezcla

H20 8

Buffer * 5x 1x 4

dNTPs c/u 10 mM 0,2 mM 0,4

stx2d-F1 10 uM 0,3 UM 0,625

stx2d-R1 10 uM 0,3 UM 0,625

stx2d-R2 10 uM 0,3 uM 0,625

stx2d-O55-R 10 uM 0,3 uM 0,625

Cl.Mg* * 1,5 mM *

Taq 5 U/l 0,5 U/25 ul 0,1

Volumen final = 15 pl de mezcla de reactivos + 5 yl de templado = 20 pli

Referencia: En los ensayos se utilizé6 Go Taq (Promega)

La PCR se realizé bajo las siguientes condiciones: temperatura inicial de 95 °C
durante 5 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C durante 50 s, 64 °C durante 40 sy 72 °C
durante 1 min y un paso final de 72 °C durante 3 min, manteniéndose a 4 °C hasta su

posterior analisis.



e PCR bfp

Tabla 12. Mezcla de reactivos para PCR bfpA

Concentracion de Concentracion de Volumen para una
trabajo del reactivo reactivo en la mezcla determinacion (pl)

H.0 15,38

Buffer* 5X 1x 5

dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,5

bfpAf 10 uM 0,2 yM 0,5

bfpAr 10 uM 0,2 yM 0,5

CloMg* 25 mM 2 mM 0,5

Taq 5 U/l 0,6 U/25 pl 0,12

Volumen final = 22,5 ul de mezcla de reactivos + 2,5 ul de templado = 25 pl

Referencia: En los ensayos se utilizé6 Go Taq (Promega)
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La PCR se realiz6 bajo las siguientes condiciones: temperatura inicial de 94 °C durante 5

min, seguido de 29 ciclos de 94 °C durante 30 s, 60°C durante 1 miny 72 °C durante 2 min,
con un paso final de 72 °C durante 7 min, manteniéndose a 4 °C hasta su posterior analisis.



e PCRsaa
Tabla 14. Mezcla de reactivos para PCR saa
Concentracion de trabajo Concentracion de Volumen para una
del reactivo reactivo en la mezcla determinacioén (ul)
H.O 16,78
Buffer* X Ix 5
dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,5
saaf 10 uM 0,12 pM 0,3
Cleg* * 1,5 mM _
Taq 5 U/l 0,6 U725 pl 0,12
Volumen final = 23 pl de mezcla de reactivos + 2 yl de templado = 25 pli

Referencia: En los ensayos se utiliz6 Go Taq (Promega)

85

La PCR se realizé bajo las siguientes condiciones: temperatura inicial de 94 °C durante 5

min, seguido de 30 ciclos de 94 °C durante 30 s, 55°C durante 30 sy 72 °C durante 30 s, con

un paso final de 72 °C durante 7 min, manteniéndose a 4 °C hasta su posterior analisis.



e PCRaggR
Tabla 15. Mezcla de reactivos para PCR aggR
Concentracion de trabajo Concentracion de Volumen para una
del reactivo reactivo en la mezcla determinacion (ul)
H.O 12,4
Buffer* 5X Ix 5
dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,5
aggR 09 10 uM 0,8 UM 0,2
aggR 10 10 uM 0,8 uM 0,2
Cl,Mg* 25 mM 3 mM 1,5
Taq 5 U/pl TU/25 pl 0,2
Volumen final = 20 pl de mezcla de reactivos + 5 ul de templado = 25 pl

Referencia: En los ensayos se utiliz6 Go Taq (Promega)
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La PCR se realizé bajo las siguientes condiciones: temperatura inicial de 94 °C durante 5

min, seguido de 25 ciclos de 94 °C durante 30 s, 56°C durante 1 miny 72 °C durante 45 s,

con un paso final de 72 °C durante 10 min, manteniéndose a 4 °C hasta su posterior analisis.



e PCRaaiC
Tabla 16. Mezcla de reactivos para PCR aiiC
Concentracion de trabajo Concentracion de Volumen para una
del reactivo reactivo en la mezcla determinacioén (ul)
H.O 12,88
Buffer* 5X Ix 5
dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,5
aaiC F 10 uM 0,2 uM 0,5
aaiC R 10 pM 0,2 uM 0,5
Cl,Mg* 25 mM 2mM 0,5
Taq 5 U/l 0,6 U725 pl 0,12
Volumen final = 20 pl de mezcla de reactivos + 5 ul de templado = 25 pl

Referencia: En los ensayos se utiliz6 Go Taq (Promega)
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La PCR se realizé bajo las siguientes condiciones: temperatura inicial de 94 °C durante 5

min, seguido de 35 ciclos de 94 °C durante 50 s, 57°C durante 1 min 30 sy 72 °C durante 1

min 30 s, con un paso final de 72 °C durante 5 min, manteniéndose a 4 °C hasta su posterior

analisis.



e PCReltyest

Tabla 17. Mezcla de reactivos para PCR etl/ est

Concentracion de trabajo Concentracion de Volumen para una
del reactivo reactivo en la mezcla determinacioén (ul)

H20 15,73

Buffer* X 1x 5

dNTPs 10 mM 0,1 mM 0,25

elt 9 10 uM 0,08 uM 0,2

elt 10 10 uM 0,08 uM 0,2

Cl,Mg* 25 mM 2mM 0,5

Taq 5 U/l 0,6 U/25 pl 0,12

Volumen final = 22 pl de mezcla de reactivos + 3 pl de templado = 25 pl

Referencia: En los ensayos se utiliz6 Go Taq (Promega)

La PCR se realizé bajo las siguientes condiciones: temperatura inicial de 94 °C
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durante 5 min, seguido de 25 ciclos de 94 °C durante 1 min, 48°C durante 1 min 30 sy 72 °C

durante 2 min, con un paso final de 72 °C durante 5 min, manteniéndose a 4 °C hasta su

posterior analisis.



e PCRinvE

Tabla 18. Mezcla de reactivos para PCR invE

Concentracion de Concentracion de Volumen para una
trabajo del reactivo reactivo en la mezcla determinacion (ul)

H.0 15,23

Buffer* 5x 1x 5

dNTPs 10 mM 0,1 mM 0,25

invE9 10 uMm 0,08 uM 0,2

invE10 0pM 0,08 uM 0,2

Cl,Mg* * 1,5mM .

Taq 5 U/l 0,6 U725 pl 0,12

Volumen final = 21 pl de mezcla de reactivos + 4 yl de templado = 25 pli

Referencia: En los ensayos se utiliz6 Go Taq (Promega)

89

La PCR se realiz6 bajo las siguientes condiciones: temperatura inicial de 94 °C durante 5

min, seguido de 25 ciclos de 94 °C durante 1 min, 48°C durante 1 min 30 sy 72 °C durante 2

min, con un paso final de 72 °C durante 5 min, manteniéndose a 4 °C hasta su posterior

analisis.



¢ PCRdaa

Tabla 19. Mezcla de reactivos para PCR daaE

Concentracion de Concentracion de Volumen para una
trabajo del reactivo reactivo en la mezcla determinacion (ul)

H20 13,73

Buffer* oX 1X 5

dNTPs | 10mM 0,1 mM 0,25

daakEf 10pM 0,08 uM 0,2

daaEr 10pM 0,08 uM 0,2

ChbMg* |25 mM 2mM 0,5

Taq 5 U/l 0,6U/25 pl 0,12

Volumen final = 20 yl de mezcla de reactivos + 5 yl de templado = 25 pl

Referencia: En los ensayos se utiliz6 Go Taq (Promega)
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¢ PCR ehxA

Tabla 20. Mezcla de reactivos para PCR ehxA

Concentracion de trabajo Concentracion de Volumen para una
del reactivo reactivo en la mezcla determinacion (ul)

H20 15,08

Buffer* oX 1X 5

dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,5

ehxA F 10pM 0,16 uM 0,4

ehxA R 10pM 0,16 uM 0,4

ClMg* 25 mM 2mM 0,5

Taq 5 U/l 0.6 U/25ul 0,12

Volumen final = 22 yl de mezcla de reactivos + 3 yl de templado = 25 pl

Referencia: En los ensayos se utilizé6 Go Taq (Promega)
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La PCR se realizé bajo las siguientes condiciones: temperatura inicial de 94 °C durante 4

min, seguido de 10 ciclos de 94 °C durante 1 min, 65°C durante 1 miny 72 °C durante 1 min

30 s; luego tienen lugar 15 ciclos de 94 °C durante 1 min, 65°C durante 2 miny 72 °C durante

1 min 30 s, seguidos de 10 ciclos de 94 °C durante 1 min, 60°C durante 2 miny 72 °C durante

2 min 30 s. El paso final fue 72 °C durante 5 min, manteniéndose a 4 °C hasta su posterior

analisis.



Protocolos adicionales subtipificacién stx1

Tabla 22. Mezcla de reactivos para PCR subtipificacion stxla

Concentracion | Concentracion Volumen para
de trabajo del de reactivo en una
reactivo la mezcla determinacion (ul)
H20 3,75
Hotstart taq mix 0,1 U/ ul 1U 10
stxla F 10 uM 0,3 uM 0,625
stxla R 10 uM 0,3 uM 0,625

Volumen final = 15 uyl de mezcla de reactivos + 5 pl de templado = 20 pl

Mezcla de reactivos para PCR subtipificacion stx1c descripta en tabla 6

Tabla 23. Mezcla de reactivos para PCR subtipificacién stx1d

Concentraciéon | Concentracion Volumen para
de trabajo del | de reactivo en la | una determinacion
reactivo mezcla ()
H20 3,75
Hotstart taq mix 0,1 U/ ul 1U 10
stxld F 10 uM 0,3 uM 0,625
stxld R 10 pM 0,3 uM 0,625

Volumen final = 15 yl de mezcla de reactivos + 5 ul de templado = 20 pl
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Las reacciones de PCR se realizaron bajo las siguientes condiciones: temperatura inicial de
95 °C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C durante 50 s, 64 °C (para stxlay stx1d) /
66 °C (para stx1c) durante 40 sy 72 °C durante 1 min y un paso final de 72 °C durante 3 min,

manteniéndose a 4 °C hasta su posterior analisis
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Protocolos adicionales subtipificaciéon stx2

e Tabla 24. Mezcla de reactivos para PCR subtipificacion stx2a

Concentracion Concentracion
_ _ Volumen para una
de trabajo del | de reactivo en la L
_ determinacion (ul)
reactivo mezcla
H20 3,125
Hotstart taq mix 0,1 U/ ul 1U 10
stx2a F2 10 uM 0,3 uM 0,625
stx2a R3 10 uM 0,3 pM 0,625
stx2a R4 10 uM 0,3 uM 0,625
Volumen final = 15 yl de mezcla de reactivos + 5 ul de templado = 20 ul

e Tabla 25. Mezcla de reactivos para PCR subtipificacion stx2b

Concentracion Concentracion
_ _ Volumen para una
de trabajo del | de reactivo en la L
_ determinacion (ul)
reactivo mezcla
H20 3,75
Hotstart taq mix 0,1 U/ ul 1U 10
stx2b F 10 uM 0,3 uM 0,625
stx2b R 10 uM 0,3 uM 0,625

Volumen final = 15 yl de mezcla de reactivos + 5 pl de templado = 20 pl

e Mezcla de reactivos para PCR subtipificacion stx2c descripta en Tabla 9

La PCR se realizé bajo las siguientes condiciones: temperatura inicial de 95 °C durante
guince min, seguido de 35 ciclos de 94 °C durante 50 s, 66 °C durante 40 sy 72 °C durante 1

min y un paso final de 72 °C durante 3 min, manteniéndose a 4 °C hasta su posterior analisis.
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e Tabla 27. Protocolo de subtipificacion de stx2 propuesto por Tyler

Concentracién de | Concentracion de
Volumen una
trabajo del reactivo en la L,
determinacion (ul)
reactivo mezcla
H.O 31,75
Buffer* 5x 1x 10
dNTPs c/u 10 mM 0,2 uM 1
VT2c 10 uM 0,2 uM 1
vT2d 10 uM 0,2 mM 1
Cl.Mg* * 1,5mM -
Taq 5 U/l 0,25 U/50pl 0,25
Volumen final = 45 ul de mezcla de reactivos + 5 ul de templado = 50 pl

Referencia: En los ensayos se utilizé6 Go Taq (Promega)

La PCR se realizé bajo las siguientes condiciones: temperatura inicial de 94 °C durante
cinco min, seguido de 30 ciclos de 94 °C durante dos min, 55 °C durante 1 miny 72 °C durante

1 min y un paso final de 72 °C durante 7 min.

Se utilizaron 10 ul de los productos obtenidos para realizar la electroforesis en gel de
agarosa y comprobar la presencia de amplicones. Se realizé digestion enzimatica del producto
de PCR. Se mezclaron 10 pl del producto de PCR con 18 ul de H20, 2 pl de buffery 1 ul de la
enzima correspondiente. El protocolo se realiz6 para cada una de las enzimas: Hae lll, Rsa | y
Bcn I. Las mezclas por cada muestra se incubaron durante dos h a 37°C, y luego se sometieron
nuevamente a corrida electroforética.

La interpretacion de resultados correspondio a las diferentes variantes tal como se detalla

en la tabla 28.

e Tabla 28. Patron de interpretacion de PCR-RFLP

Tamario del los fragmentos (pb)

Enzima de restriccion stx2 stx2ha stx2hb
Hae Il 285 161, 124 161, 124
Rsa | 216, 69 136, 80, 69 216, 69




Nci | 285

285

159, 126

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y PRUEBAS BIOQUIMICAS

e Tincion de Gram
-Cristal violeta 1 min

-Escurrir y enjuagar con agua corriente
-Lugol 1 min
-Escurrir y enjuagar con agua corriente
-Alcohol 20 s
-Escurrir y enjuagar con agua corriente
-Safranina 1 min
-Escurrir y enjuagar con agua corriente

-Secar con papel

e FEvaluacién de Movilidad

95

Para esta prueba se utiliz6 medio SIM (Britania B0213106), medio semisélido destinado a

verificar movilidad, produccion de Indol y produccién de sulfuro de hidrégeno por parte de los

microorganismos. Se realizé siembra de las cepas de interés por puncion, y la movilidad se

evidencié cuando el microorganismo logré crecer mas alla de la linea de siembra.
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e Tabla 32. Pruebas bioguimicas y sus fundamentos
Prueba Principio Procedimientos
Medio de cultivo Reactivo/indicador Incubacion Lectura
Catalasa. Deteccion de la enzima Agar infusion. H202 colocar unas - Formacion de burbujas por
catalasa que rompe gotas sobre el desprendimiento de Oa: +
uniones peréxido. portaobjetos con una
muestra del cultivo
Oxidasa. Deteccion de la enzima Agar infusion. Disco con oxalato de 1a5min. Cambio de color a morado
citocromo oxidasa en la dimetil —p —metilanili- intenso.
cadena respiratoria. na. Colocar en una
suspension densa del
cultivo.
OF Determinacion del Medio semi Indicador de pH. Uso de 24 hs Viraje en todo el medio:
Oxido metabolismo oxidativo o soélido con 2 tubos, uno de ellos fermentador.
fermentacion. fermentativo. glucosa. con Viraje en la superficie del
Vaselina. medio: oxidativo.
Fermentacion de Fermentacién de un Medio basal al Azucar a evaluar/ 48 hs Viraje del color del medio por
los Hidratos de carbohidrato especifico, que se le indicador de pHy la acidez, captura de gas en la
Carbono. produciendo acido o ac. y incorpora el campanita de Durham. campanita.
gas. hidrato de
carbono a
evaluar.
Rojo de metilo Utilizacién de la glucosa Caldo RMVP RM (Indicador de pH). 48 hs 1 gota de cultivo + 1 gota de
(RM). por la via fermentativa (Solo contiene indicador:
acido mixta. Determina un glucosa). Rojo:+
pH < 4,5 final. Amarillo:-
Voges Proskauer Utilizacion de la glucosa Caldo RMVP a-naftol + KOH al 40%. 48 hs Rojo ladrillo:+
(VP). por la via fermentativa del (Solo contiene Calentar levemente. 5 min
butilenglicol con pH final glucosa). agitar o calentar levemente
neutro. Se pone de para oxidar y forzar la
manifiesto el producto aparicion del metabolito
intermedio: acetoina, que intermedio.Sin cambio de color
tiene reaccion reversible -
con butilenglicol.
Citrato. Medio sintético definido. Citrato de Koser Indicador de pH. 48 hs Celeste: +
Utilizacién como Unica o de Simmons. Verde: -
fuente de C.
Indol. Deteccién de la enzima Agua de peptona Reactivo de Erlich o de 48 hs Cambio de color en el reactivo
triptofanasa: Produccion de (alto contenido Kovacs. Rojo:+ Incoloro:-
indol a partir de triptofano. de triptofano)




PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD: MEDIDAS DE LOS HALOS

e Tabla 35. Medidas de halos en antibiograma por difusion
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Ac
Ampicili | Amikaci | Nalidixi | Ciprofloxac | Cloranfeni | Gentamic | Norfloxac | Streptomic | Tetracicli | Trimetop
ID na na co ina col ina ina ina na rim Sulfa
> . - > .
P:::" ‘17i61_4 1715 1;11’3_ »21;16-20; | 218;13- | 215;13- | 217;13- >15;12- | »15;12- | 216;11-
’ =220 S < < < < < < <
corte <3 16; <14 <13 <15 17;<12 14; <14 16; <12 14; <11 14; <11 15; <10
5fRG 0 22 25 36 22 30 30 16 20 30
8fRG 0 21 20 30 20 26 32 14 20 25
11fRG 0 21 26 35 22 26 36 14 24 30
16fRG 0 20 23 35 20 24 36 12 22 25
24fRG
1l 0 22 24 37 22 26 36 16 24 28
24fRG
1] 0 21 24 36 25 30 38 20 24 30
63fRG 0 22 20 36 23 26 32 14 20 25
64fRG 0 20 21 28 24 26 30 14 20 23
66fRG
| 0 16 22 26 20 24 24 14 20 28
66fRG
11l 0 0? 21 23 20 18 20 10 20 26
74fRG 0 15 20 24 25 22 24 12 20 26
85fRG
1Xa 0 15 22 26 25 22 24 10 22 28
85fRG
1vd 0 10 23 30 25 25 24 12 20 30
100fR
G 0 10 24 26 23 24 30 12 20 30
114fR
Gl 0 19 22 27 23 26 34 12 23 28
114fR
GIV 0 20 21 27 22 26 28 15 23 28
120fR
G 0 21 22 26 24 25 26 13 23 28
123fR
Gll 0 20 21 28 25 24 26 14 21 26
123fR
Gl 0 20 21 24 20 24 24 15 22 26
93fRG 0 19 21 26 24 27 26 16 24 29
44cR
G 0 20 21 25 24 22 24 13 22 26
51cR
G 0 20 20 25 24 25 25 13 21 28
56¢R
G 0 20 20 25 20 24 24 14 22 26
u13 0 19 22 28 20 24 24 14 22 27
ul17 0 24 23 30 28 24 24 15 24 28
u27 0 20 24 26 24 24 23 14 22 28
U4l 0 19 20 28 22 23 23 15 21 25
u41v 0 20 20 27 24 23 26 14 24 24




e Tabla 36. Medidas de halos en antibiograma por difusiébn de evaluacion de

betalactamasas de espectro extendido

Amoxicilina

ID Clavulanico Ceftazidima Cefotaxima Meropenem Imipinem

>18; 14-17; >21; 18-20; >26; 23-25; >23; 20-22;
HALO <13 <17 <22 >23;20-22; <19 <19
5fRG 20 25 30 28 30
8fRG 22 26 30 28 26
11fRG 20 28 30 28 28
16fRG 20 28 30 30 26
24fRG Il 20 26 30 28 26
24fRG I 22 26 28 28 26
63fRG 18 28 30 30 26
64fRG 16 26 30 28 25
66fRG | 20 26 30 28 24
66fRG Il 20 28 30 30 28
74fRG 22 26 30 28 28
85fRG 1Xa 21 28 30 30 25
85fRG 1Vvd 24 24 26 28 25
100fRG 21 24 28 32 26
114fRG I 21 28 26 32 26
114fRG IV 23 28 30 23 30
120fRG 20 25 28 28 25
123fRG Il 18 30 30 32 28
123fRG I 21 24 28 30 28
93fRG 18 25 28 28 25
44¢cRG 21 28 26 28 26
51cRG 22 28 28 28 26
56¢RG 21 28 28 30 28
ui3 22 30 32 30 26
Uiz 24 30 30 32 28
u27 20 25 30 28 26
uall 20 28 32 30 25
uqiv 21 26 26 30 26
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