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Resumen

Cicuta, M.E.; Deza, N.L.; Roib6nW.R.; Arzl, R.O.; Barceld, M.C.: Escherichia coli
productor de toxina Shiga en carnes molidas y chacinados embutidos de Corrientes, Ar-
gentina. Rev. vet. 20: 1, 11-14, 2009. Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC)
causa casos esporadicos y brotes de diarrea con o sin sangre y sindrome urémico hemolitico.
El serotipo O157:H7 es prevalente, pero existen otros serotipos como 026:H11; O103:H2;
O111:NM; 0121:H19 y O145:NM asociados a enfermedad humana severa. Los rumiantes en
general y el ganado vacuno en particular, han sido sefialados como los principales reservo-
rios de STEC, y los alimentos de origen carnico como el vehiculo mas frecuente. Entre oc-
tubre de 2006 y noviembre de 2008 se analizaron bacteriologicamente 246 muestras (206 de
carne molida bovinay 40 de chacinados embutidos). Luego de la caracterizacion bioquimica
de las colonias de E. coli se realizo la técnica de PCR mudiltiple, para deteccién de los genes
stx /stx, y rfb ... La caracterizacion genotipica de los factores de virulencia accesorios eae
y exhA también se realizd por PCR. Se identificaron 172 cepas E. coli (139 de 88 muestras
de carne molida y 33 de 19 embutidos); sélo en una muestra de carne molida se aisld E. coli
STEC O174:H21, stx,, eae negativo y exhA positivo, sensible a los antibicticos ensayados. A
partir de una muestra de carne molida también se detectd una cepa O157:NM no toxigénica
siendo sus factores de virulencia accesorios eae y ehxA negativos. Cepas stx, como la de
este trabajo, han sido predominantes en varios estudios llevados a cabo en Argentina sobre
bovinos y sus productos, en especial carnes molidas y hamburguesas.
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Abstract

Cicuta, M.E.; Deza, N.L.; RoibonW.R.; Arzu, R.O.; Barceld, M.C.: Shiga toxin—pro-
ducing Escherichia coli in ground beef and sausages from Corrientes, Argentina. Rev.
vet. 20: 1, 11-14, 2009. Shiga toxin—producing Escherichia coli (STEC) causes sporadic out-
breaks of hon—bloody and bloody diarrhea, and hemolytic uremic syndrome (HUS). E. coli
O157:H7 is the most prevalent STEC serotype. However, other serotypes such as O26:H11;
0103:H2; O111:NM; 0121:H19 and O145:NM may cause a similar disease spectrum. Rumi-
nants, especially cattle, and their beef products, are the most important reservoirs of STEC.
From October 2006 to November 2008, two hundred and forty six samples (206 minced beef
and 40 sausages) were analysed bacteriologically. After biochemical characterization of E.
coli, multiplex PCR was performed in order to detect stx /stx, and rfb ., genes. PCR was
carried out to determine additional virulence factors such as eae and exhA. One hundred and
seventy two E. coli strains were identified (139 from 88 minced beef samples and 33 from 19
sausages), one STEC O174:H21, stx, +, exhA +, eae — and one non-toxigenic O157:NM, eae
and ehxA negatives were isolated from minced beef samples. Strains stx, are predominant in
cattle and swine in Argentina, especially in their derivates such as minced beef and ham-
burgers.
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INTRODUCCION

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC)
es un patégeno emergente en humanos transmitido por
alimentos, asociado a casos esporadicos y a brotes de
diarrea con o sin sangre, colitis hemorrégica y sindro-
me urémico hemolitico (SUH) 2. En Argentina la OMS
considera que el SUH es endémico, con 400 casos nue-
vos por afio 2 %, Si bien la mayoria de los estudios
estan orientados a la deteccion de STEC 0157, en la
actualidad aumentaron los esfuerzos para detectar los
diferentes serotipos de STEC no—-0157 524, La prin-
cipal via de transmision de STEC 0157 y no—0157 son
los alimentos contaminados, como por ejemplo, carne
molida, productos carnicos crudos o insuficientemente
cocidos, hamburguesas, embutidos fermentados, mor-
cilla, leche no pasteurizada, yogur, quesos, mayonesa,
papas, lechuga, brotes de soja y alfalfa, jugos de man-
zana no pasteurizados y agua, entre otros 41520,

La contaminacion de los alimentos se debe princi-
palmente al contacto con las heces del ganado bovino
%10 En la Argentina, se detectdo STEC no—-0157 en el
8,4% de hamburguesas supercongeladas ¢y STEC 0157
en el 3,9% de productos carnicos a nivel de boca de ex-
pendio 2. Otras formas de transmision incluyen el con-
tacto directo del hombre con los animales, la contami-
nacion cruzada durante la preparacion de alimentos y
la transmision persona a persona por la ruta fecal-oral
0, Es importante destacar que la dosis infectiva capaz
de ocasionar enfermedad por parte de este grupo bacte-
riano es de 10 a 100 bacterias por gramo de alimento.

Dado que los perfiles de virulencia de Escherichia
coli aisladas de hamburguesas y carne molida se co-
rresponden con los obtenidos de terneros y bovinos
adultos '° y debido a la deteccion de una cepa STEC
no—0157:H7 a partir de una muestra de carne bovina
molida 4y varios tipos toxigénicos de la misma bacteria
a partir de lechones en investigaciones anteriores >, el
proposito del presente trabajo fue ampliar la blsqueda
de E. coli productor de toxina Shiga, a partir de carnes
molidas y embutidos del nordeste argentino, a fin de
establecer su probable papel en la transmision.

MATERIAL Y METODOS

En el periodo comprendido entre octubre de 2006
y noviembre de 2008 se analizaron bacteriol6gicamen-
te 246 muestras (206 de carne molida bovina y 40 de
chacinados embutidos) provenientes de la provincia
de Corrientes, Argentina. Cada unidad se conformo
de acuerdo con la normativa del Cddigo Alimentario
Argentino 2, de porciones representativas de 65 g sem-
bradas en 585 ml de agua peptonada con cefixima (0,05
mg/l) a 37°C durante 6 h y luego aisladas en agar eosi-
na azul de metileno.

La caracterizacion bioquimica de las colonias fer-
mentadoras de lactosa se realizd mediante la utilizacion
de citrato de Koser y la produccion de lisina decarboxi-
lasa en agar lisina hierro. Con esta identificacion previa

se hicieron las pruebas de crecimiento en presencia de
telurito de potasio, fermentacion de sorbitol y detec-
cion de B—glucuronidasa. Los aislamientos confirma-
dos como E. coli se enriquecieron en caldo tripticasa de
soja a 37°C por 6 h y posteriormente fueron sembrados
en agar MacConkey sorbitol (SMAC).

Las placas de SMAC se incubaron a 37°C durante
18-24 h. Como tamizaje se realizo la técnica de PCR
multiple "8 de la zona de crecimiento confluente, para
deteccion de los genes stx, stx,y rfb, ., usando los oli-
gonucledtidos ya descriptos 19, Los aislamientos stx
positivos fueron identificados por técnicas bioquimicas
estandares, serotipificados usando antisueros de E. coli
O y H * y caracterizados feno—genotipicamente. Los
genes eae y ehxA fueron detectados por la técnica de
PCR " 22y la hemdlisis debida a EHEC—enterohemoli-
sina se detecto en placas de agar sangre con glébulos
rojos desfibrinados de oveja.

El antibiotipo fue determinado segln el método de
Kirby Bauer ** para acido nalidixico, amikacina, cipro-
floxacina, ampicilina, cloranfenicol, colistin, estrep-
tomicina, gentamicina, nitrofurantoina, tetraciclina y
trimetoprima—sulfametoxazol y serotipificados usando
antisueros de E. coli Oy H *. Las variantes de stx, se
determinaron por analisis de polimorfismo de longitud
de los fragmentos de restriccion (RFLP) de los produc-
tos de amplificacion obtenidos por PCR de una region
de la subunidad B de la toxina %.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se identificaron un total de 172 cepas E. coli (139
de 88 muestras de carnes molidas y 33 de 19 embuti-
dos). Proporcionalmente y a pesar del bajo nimero de
embutidos procesados, hubo similares aislamientos de
ambos tipos de muestras: 63,3% en carnes molidas y
57,6% a partir de embutidos, a diferencia de muestreos

Figura 1. Linea 1: E.coli O174:H21 stx,. Linea 2:
E.coli O157:NM. Linea 3: control positivo E.coli
EDL933 stx /stx,/rfb ... Linea 4: control negativo
E.coli ATCC 25922 sin factores de virulencia. Linea
5: control de reactivos. Linea 6: marcador de tamafio
molecular Cien Marker.
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anteriores donde se notaba mayor contaminacion en los
altimos ®. La cepa aislada de carne molida fue carac-
terizada como E. coli O174:H21, stx, por la técnica de
PCR miultiple (Figura 1), negativa para el marcador de
virulencia eae (Figura 2) y positivo para el gen exhA
(Figura 3), fermentadora de sorbitol, R—glucuronidasa
positiva y sensible a los antibidticos ensayados. Se de-
tecté ademas, a partir de otra muestra de carne molida,
una cepa O157:NM no toxigénica siendo sus factores
de virulencia accesorios eae y ehxA negativos (Figuras
2y 3).

Debido a que el tipo 2 de toxina Shiga (stx,) es el
principal responsable de la falla renal en el SUH 2, es
necesario extremar los controles higiénico—sanitarios
en derivados bovinos, en especial carne molida, para
que no constituyan riesgo en los consumidores. Cepas
stx, como la de este trabajo han sido predominantes en
varios estudios llevados a cabo en Argentina -+ ¢ sobre
bovinos y sus productos, en especial carnes molidas
y hamburguesas, hallandose sin embargo un 60% de
STEC no-0157 productoras de toxina Shiga stx,, en 15
cepas aisladas de 12 muestras de materia fecal diarrei-
ca de terneros de establecimientos pampeanos argen-
tinos 0.

En estudios realizados en la década de 1990, se en-
contraron evidencias de infeccién por STEC en el 59%
de los casos de SUH y E. coli 0157 fue el serogrupo
prevalente . En el afio 2005, veintidds Unidades Cen-
tinela para la vigilancia del SUH comenzaron a fun-
cionar en las jurisdicciones con las tasas de incidencia
mas elevadas.

La implementacion de estrategias de prevencion y
control de impacto en Salud Publica son fundamen-
tales para disminuir la morbi—-mortalidad asociada al
SUH, tal como lo enfatiza la Organizacién Mundial
de la Salud. Por lo tanto, es necesaria la incorporacion

Figura 2. Linea 1: E.coli O174:H21 eae (). Linea
2: E.coli O157:NM eae (-). Linea 3: control positivo
E.coli 2348/68 eae + (EPEC). Linea 4: control nega-
tivo E.coli ATCC 25922 sin factores de virulencia.
Linea 5: control de reactivos. Linea 6: marcador de
tamafio molecular Cien Marker.
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de medidas de control del patogeno a lo largo de la
cadena agro—alimentaria para asegurar la calidad de
los alimentos y programas de educacion para la sa-
lud sostenidos, destinados a la comunidad en general,
alertando sobre los riesgos de este agente, sus vias de
transmision y las estrategias de prevencion que deben
aplicarse.
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