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|ntrod c y Obie VOS Las cepas de Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC) son un grupo heterogéneo de bacterias que incluye una variedad de serotipos asociados con enfermedades en
seres humanos. Sin embargo, el potencial de patogenicidad de estas cepas es altamente complejo y requiere multiples factores de virulencia para causar una enfermedad grave
(diarrea sanguinolenta, sindrome urémico hemolitico (SUH)). Algunos de estos tienen muchos subtipos o alelos, no todos los cuales parecen afectar a los humanos, y al mismo tiempo, muchos de ellos residen en elementos genéticos
moviles y pueden perderse o transferirse. Como resultado, cepas del mismo serotipo pueden tener diferentes genes de virulencia y presentar un diferente riesgo para la salud. La presencia de STEC en carne para consumo humano se
considera un peligro y tiene dos impactos negativos claramente definidos, uno sobre la salud humana y otro relacionado con las pérdidas econémicas que se generan en esa cadena productiva. Esta situacién pone de manifiesto la
necesidad de avanzar en el andlisis y la determinacion de la potencial virulencia de las cepas STEC circulantes. La habilidad de estas bacterias para causar enfermedad se ha relacionado clasicamente con su capacidad para producir
distintas variantes de la toxina Shiga (Stx), responsables de la inhibicién de la sintesis proteica en células eucariotas. Dichas variantes se clasifican en dos grupos: Stx1 (que consiste en tres variantes Stx1a, Stx1c y Stx1d) y Stx2
(compuesto por siete variantes distintas Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f y Stx2g) [1]. Entre estas variantes, Stx1a, Stx2a, Stx2c y Stx2d estan vinculadas a casos de enfermedad grave pero no existe una asociacion definitiva ni
concluyente, ya que se ha visto que tanto el tipo de fago que contiene el gen stx, el sitio donde se insert6, como la combinacién de otros genes pueden afectar la virulencia de las cepas. Se ha postulado que sin la adherencia de las
células bacterianas al epitelio intestinal, la sola produccion de Stx se considera insuficiente para que STEC cause infecciones graves.
Como resultado, la presencia del gen stx y la capacidad de adhesion son las caracteristicas criticas de STEC para determinar el curso de las infecciones y se
consideran los principales rasgos de virulencia de STEC. El principal factor de adherencia es la intimina codificada por el gen ese que se ubica en una isla de
patogenicidad denominada LEE (Locus of Enterocyte Effacement). Sin embargo, existen reporte de casos de enfermedad grave causadas por STEC LEE-
negativas [2]. Es asi que también resulta interesante evaluar la presencia de genes vinculados a otros mecanismos de adherencia: aggR, aaiC, saa, sab, paa,
efal, ompA, IpfA, toxB, asi como la isla LAA (Locus of Adhesion and Autoaggregation) utilizando al gen hes como marcador [3,4,5,6,7].
A modo de establecer un criterio para categorizar el riesgo potencial de enfermedad grave asociada con STEC en alimentos, y poder brindar a los gestores de
riesgo una herramienta de guia para el control, la FAO/OMS propone 5 niveles de riesgo basados en la combinacién de genes de virulencia, que podrian ser _
usados para identificar metas en la gestién del riesgo [8].

Tabla 1. Combinacién de genes de virulencia y estimacion del
potencial pata causar diarrea (D), diarrea sanguinolenta (DS)
y sindrome hurémico hemolitico (SUH)!

El objetivo de este trabajo fue identificar y caracterizar 39 cepas de STEC aisladas de canales bovinas en Uruguay, y asi evaluar su potencial patogenicidad 1 stxaq+ eae/aggR D/DS/SUHZ
categorizando las mismas en base al criterio de la FAO/OMS y buscar factores de virulencia que podrian ser de interés. 2 StXzd D/DS/SUH
3 Stxoc+ eae D/DS?
Metodologia 4 stxet eae p/DS?
Para el aislamiento de las cepas, se analizaron muestras obtenidas en las cdmaras de maduracioén de frigorificos seleccionados 5 Otros stx D
en Uruguay, cubriendo toda la superficie de las medias canales (interior y exterior) con esponjas previamente humedecidas con solucién tampén e incubadas a
41° G por 22 horas en caldo mTSB [9]. Los caldos positivos para stx por gPCR fueron sembrados en Agar MacConkey y EMB Levine [10]. Las colonias Notas:
morfolégicamente sospechosas de E. coli, indol positivas y stx1 y/o stx2 positivas fueron conservadas a -80° C para su posterior estudio [11]. Se analizaron 39 1. Dependiente también de la suceptibilidad del huésped y otros factores
cepas STEC mediante serotipificacion; PCR para stx1, stx2, eae [12], identificacion bioquimica y ensayos de susceptibilidad utilizando Microscan y disco-difusion 2. Asociacién con SUH depende de la variante de stx2d y cepa
para CAZ, AMC, CRO, CXM, FEP, CR, FOX, FOT, GM, AK, CIP, IMI, MEM, SAM y TMP [13]. Posteriormente, se realizo WGS que permitié confirmar serogrupos, 3. Se han reportado subtipos de DSy en raras SUH

estudiar la presencia de otros genes de virulencia, genes de resistencia y los subtipos de stx.

Resultados
Solo 2 cepas resultaron eae positivas (O157:H7 y O182:H25), 18 stx7a, 4 stx1d, 14 stx2a, 2 stx2b, 10 stx2cy 7

N o ! D19 . 0,1 ¢ Tabla 2. Serogrupos, niveles de riesgo y deteccion de genes de virulencia
positvas para stx2d. La distribucion de las cepas en los grupos de riesgo indicados por la FAO, con los serogrupos vinculados fue la siguiente: nivel 1 de cepas de STEC aisladas de canales bovinas
“stx2a+eae/aggR’": 0 aislado; nivel 2 “stx2a": 7 aislados (022:H8{2}, O113:H21{1}, O130:H11{2}, O174:H21{2}); nivel 3 “stx2c+eae”: 1 aislado
(O157:H7); nivel 4 “stx1a+eae™ 1 aislado (O182:H25); nivel 5 “otros subtipos de stx™ 30 aislados. La prevalencia de los factores de virulencia . Nivel de g §, . - = Q€ 9 ®
adicionales fue: aggR{0}, aaiC{0}, saa{18}, sab{8}, paa{0}, efat{1 (0157:H7)}, ompA(39}, IpfA{39}, toxB{0} y hes{18 (16 del nivel 5 y 2 de nivel 2 que Serotipo Riesgo » & © g 2 c 8% 335 8 »8 3
tienen stx2d sin eae - O174:H2)}. Ninguna cepa present6 resistencia a los antibiéticos ensayados. Cabe resaltar que los aislados contenian en todos
los casos algtin gen que podria contribuir a la adherencia de las células bacterianas al epitelio intestinal del huésped. a d

d
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Conclusion d
Se detecté la presencia de una amplia variedad de B
serotipos, algunos también aislados en ganado y carne en otros paises de la regiéon como q
Argentina y Paraguay [14, 15]. La gran mayoria de los cultivos estudiados fueron
negativos para eae y aggR, positivos para factores de adherencia adicionales, portadores al ld
de otros genes de virulencia accesorios, y ninguno resistente a los antibiéticos ensayados. Nivel 3 0157:H7 3 a ¢
De todos los serotipos analizados, solo O157:H7 fue aislado en un SUH local [16]. Los 2% 0182 H25 4 a
serogrupos encontrados asociados al nivel 2 de riesgo, 022:H8, O174:H21 y O113:H21, { 0130:H11 5 8
han sido recuperados de pacientes con SUH [17,18]. Nivel 4 022:H8 5 b
El riesgo de la presencia de STEC en alimentos y su posibilidad de causar diarrea, diarrea 3% 022:H8 5
sanguinolenta o SUH puede ser mejor predicho al estudiar los genes de virulencia, no . £
obstante, existen complejidades asociadas con la interaccion y los factores del huésped 088 H25 5 d
N 6 L S Nivel de Riesgo 5
que no permiten proporcionar una asociacién definitiva entre una STEC y el desarrollo de 7% 0156:H10 5 d
SUH. La mayoria de los aislados obtenidos en este trabajo a partir de canales bovinas en 0130:H11 5 a a
Uruguay contienen genes de virulencia asociados a un menor riesgo para la salud de los 074:H42 5 e
consumidores. .
. . : 0130:H11 5 a a
De todos modos, todas las STEC deberian ser consideradas como potenciales
diarreogénicas, a pesar de su serogrupo o el subtipo de Stx que produzca, especialmente 08:H19 5 a a
en individuos susceptibles. 0178:H19 5 a a
Este tipo de caracterizacion, junto con otros factores como la naturaleza intrinseca del 0174:H28 5 a
alimento, la manipulacion posterior, la preparacion y las practicas de consumo de la came, Figura 1. Distribucién de los aislados en los niveles de riesgo 0120:H7 5 G
y si los consumidores son personas de alto riesgo, podria utilizarse para determinar el definidos por FAO/OMS. 0-:H21 5 e
riesgo potencial para la salud humana la presencia de STEC. (A menor nivel, mayor riesgo para la salud humana) .
0130:H11 5] a a
0185:H7 5 c
" 0185:H7 5 c
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