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RESUMEN

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) es causa de diarrea sin
sangre (D), diarrea sanguinolenta (DS), y sindrome urémico hemolitico (SUH), vy el
ganado ha sido descrito como su principal reservorio. STEC O157:H7 es el serotipo
predominante en infecciones clinicas, sin embargo en Argentina poco se sabe acerca de
los subtipos dominantes en seres humanos y animales, ni de su relacion genética. El
objetivo de este estudio fue comparar los subtipos de STEC O157 que se detectan en las
infecciones humanas con aquellos que se encuentran en el reservorio bovino. Se realiz6
el anélisis de las variantes de stx por polimorfismo de la longitud de fragmentos de
restriccion (stx-PCR-RFLP), la fagotipificacién y la electroforesis en gel de campo
pulsado (PFGE), y los subtipos obtenidos se correlacionaron con la severidad de las
manifestaciones clinicas. Se determinaron también nuevos factores de virulencia
putativos, relacionados a cepas con alta virulencia (ECSP_3620, ECSP_0242,
ECSP_2687, ECSP_1773, ECSP 3286 y ECSP_2870/2872). Se realizd un
georeferenciamiento de los aislamientos y se analizo la estacionalidad de los eventos.

Se incluyeron 280 cepas STEC O157:H7 aisladas de casos de SUH (n=122), DS (n=69),
D (n=30), portadores asintomaticos (n=5), y de bovinos (n=54). El genotipo stX,a/stXyc
fue predominante en cepas humanas (76,1%) y bovinas (55,5%), mientras que el
segundo genotipo mas frecuente en cepas humanas fue stx,; (20,8%) y stxyc (16,7%) en
bovinas. En las cepas humanas, PT4 (37,6%), PT49 (24,3%) y PT2 (18,6%) fueron los
PT mas frecuentes, representando el 80,5% del total. En los aislamientos de la especie
bovina, PT2 (26%), PT39 (16,7%), PT4 y PT49 (11,1% cada uno) fueron
predominantes, correspondiendo al 64,9% del total. Por Xbal-PFGE, se obtuvieron 144

patrones de macrorestriccion con un 75,3% de similitud, y 176 cepas fueron agrupadas



en 39 clusters. En cepas de ambos origenes se detectaron combinaciones idénticas de
PT-patron de Xbal-PFGE-genotipo-stx: PT4-AREXHO01.0011-stxpq/stxoc (12 cepas
humanas y una bovina), PT4-AREXH01.0543-stx,a/Stxoc (Una cepa humana y cuatro
bovinas), PT2-AREXHO01.0076-stx,4/stXoc (Una cepa humana y cuatro bovinas), PT49-
AREXHO01.0175-stxpq/Stxoc  (Siete  cepas humanas y una bovina) y PT49-
AREXH01.0022-stx,a/stxoc  (siete cepas humanas y una bovina). No se encontro
correlacion entre genotipo-stx y fagotipo con la severidad de los sintomas clinicos.
ECSP_3620, ECSP_0242 y ECSP_2687 se presentaron con una muy alta frecuencia
(>80%). ECSP_1773 fue el menos prevalente detectandose en un 34% en aislamientos
humanos y 33,3% en bovinos. Se observo una diferencia muy significativa en las
frecuencias para los loci ECSP_3286 (86,2% vs. 55,5%, P<0.0001) y ECSP_2870/2872
(85,7% vs. 61,1%, P<0.0002), entre aislamientos humanos y bovinos, respectivamente.
La mayoria de las cepas humanas (47,9%) y méas de la mitad de las bovinas (51%) se
aislaron de la provincia de Buenos Aires y de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires
(CABA). Se observd que los aislamientos humanos tuvieron una mayor frecuencia en
los meses célidos. Sin embargo, los aislamientos bovinos mostraron una distribucion

relativamente similar a través de los meses de estudio.



INTRODUCCION

Escherichia coli es un microorganismo que forma parte de la flora anaerobia
facultativa del tracto intestinal del hombre y de los animales. La mayoria de las cepas
son comensales, pero algunas de ellas son patdgenas para el ser humano. Se han descrito
8 categorias, también conocidas como patotipos o patovares, las cuales son clasificadas
dentro de E. coli extraintestinal (EXPEC) y E. coli diarreigénico (DEC). Dos patotipos
corresponden a EXPEC, E. coli uropatogenico (UPEC) y E. coli productor de meningitis
neonatal (NMEC), y seis patotipos a DEC: E. coli productor de toxina Shiga (STEC), E.
coli enteropatogeno (EPEC), E. coli enterotoxigénico (ETEC), E. coli enteroinvasivo
(EIEC), E. coli enteroagregativo (EAEC), y E. coli de adherencia difusa (DAEC)
(Kaper et al., 2004; Williams et al., 2010). Actualmente se han descripto otros
patotipos, como el E. coli enteroagregativo productor de toxina Shiga (EASTEC,
también llamado EAEHEC), responsable del brote ocurrido en Alemania en 2011, y E.
coli adherente invasivo (AIEC), el cual se cree que esta asociado con la enfermedad de
Crohn, aungue no causa infecciones diarreigénicas (Clements et al., 2012).

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) puede ser aislado de
portadores asintomaticos, y también causar diarrea sin sangre (D), diarrea con sangre
(DS) y sindrome urémico hemolitico (SUH) (Griffin & Tauxe, 1991). La primera
descripcion fue realizada por Knowalchuk et al. en 1977, quienes informaron que cepas
de E. coli de los serogrupos 018, 026, 0111, y 0128, aisladas de nifios con diarrea y de
cerdos con edema de pulmon, producian una toxina a la que se denomind Verotoxina,
debido al efecto citotoxico en cultivos de células Vero de rifion de mono Verde
Africano. Pocos afios después se aislaron cepas de E. coli que producian un efecto

citotoxico en células HelLa, el cual podia ser neutralizado por el antisuero anti-toxina
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Shiga de Shigella dysenteriae Tipo 1, por lo cual se las llamo “Shiga—like toxin”
(O'Brien et al., 1982).

Los aislamientos de E. coli se diferencian serolégicamente por una combinacion
de tres estructuras inmunogénicas, el lipopolisacarido (LPS) (antigeno somético O), el
antigeno capsular (K) y el antigeno flagelar (H). Dado que s6lo unos pocos laboratorios
realizan la tipificacion del antigeno K, la deteccion de la combinacion O:H que
determina el serotipo, se ha convertido en el estandar de oro para la caracterizacion de
cepas patogenas de E. coli. EI esquema actual de serotipificacion incluye un total de 188
antigenos O designados 01-0188, y 53 antigenos H designados como H1-H56
(Joensen et. al., 2015). Aproximadamente 400 serotipos O:H diferentes de E. coli
pueden albergar genes stx (Guth et al., 2010a). En 2003, Karmali et al., propusieron
clasificar los serotipos de STEC en cinco seropatotipos (A a E) con el fin de esclarecer
las diferencias en la virulencia de las cepas. Esta clasificacion se basa en la incidencia
de los distintos serotipos en enfermedad humana, y la asociacién con la ocurrencia de
brotes y enfermedad severa en el hombre. A pesar de presentar ciertas limitaciones, esta
clasificacion permite observar la relacion de los diferentes serotipos con perfiles

genéticos caracteristicos de factores de virulencia (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de serotipos de STEC en seropatotipos

Frecuenciaen la Asociacién con
Seropatotipo Incidencia ocurrencia de brotes enfermedades Serotipos
relativa severas

, . 0157:H7,

A Alta Comun Si 0157:NM
026:H11,

0103:H2

B Moderada No comin Si 0O111:NM,
0121:H19,

0145:NM

091:H21,
. . 0104:H21,
C Baja Rara Si O113:H21.

otros

D Baja Rara No Variados
E Nula Nula Nula Variados




Escherichia coli O157:H7 es considerado el prototipo de un grupo cepas que
comparten el mismo potencial patogénico, y es el serotipo aislado mas frecuentemente
de casos clinicos. Es responsable de casos esporadicos en diferentes partes del mundo
(Rangel et al., 2005; Pennington, 2010), y también de brotes emblematicos con gran
numero de afectados, que promovieron el estudio en profundidad de este serotipo.

En 1982 ocurrieron dos brotes de enfermedad intestinal, caracterizados por
dolor abdominal y diarrea acuosa al inicio, seguida por diarrea sanguinolenta, pero sin
casos de SUH, que afectaron a alrededor de 47 personas en los Estados de Oregon y
Michigan, EE.UU. Estos brotes fueron asociados al consumo de hamburguesas en
restaurantes de comidas rapidas de una misma cadena. Del cultivo de 9 de 12 materias
fecales recogidas dentro de los cuatro dias del inicio de la enfermedad, y de una
hamburguesa de carne vacuna, se aislo E. coli O157:H7, serotipo poco frecuente en
enfermedad humana hasta ese momento. La cepa causal del brote fue denominada
EDL933, siendo utilizada actualmente como referencia (Riley et al., 1983).

Entre fines de 1992 y principios de 1993, en cuatro Estados de la Costa Oeste de
EE.UU., mas de 500 personas fueron afectadas por el consumo de hamburguesas en
restaurantes de una casa de comidas rapidas. El 7% de los afectados desarroll6 SUH
(Barret et al., 1994). En 1996 en Japon, la cepa Sakai causO el brote mas grande
conocido hasta la fecha, con mas de 8000 afectados, mayormente nifios, el cual fue
vinculado al consumo de brotes de rabano, entre otros alimentos, en comedores
escolares. El 1,2% del total de casos evoluciono a SUH (Watanabe et al., 1996).

De gran importancia fue el brote ocurrido en julio de 2006 en EE.UU.
relacionado al consumo de espinaca prelavada envasada, que afect6 a 205 individuos,
con 15% de casos de SUH, cifra que fue significativamente mayor a la incidencia anual

promedio (4,1%), y con aproximadamente 8% de afeccion de adultos. (CDC, 2006). La



cepa TW14359 responsable de este brote, fue secuenciada y se identificaron nuevos
determinantes de virulencia que podrian explicar la capacidad de esta cepa para causar
un namero elevado de hospitalizaciones y casos de SUH (Kulasekara et al., 2009).

En Argentina, la mayoria de las infecciones por STEC son esporadicas y STEC
0157 es el serogrupo mas frecuentemente identificado en enfermedad humana (>70%)
(Rivas et al., 2006). Sin embargo, se han sido descrito brotes, sobre todo familiares, en

jardines de infantes y centros de atencién diurna (Miliwebsky et al., 2007).

Factores de virulencia

Desde el primer brote vinculado a E. coli O157:H7 en 1982, mucho se ha
avanzado en el conocimiento de los factores de virulencia que intervienen en la
patogenia, identificandose mas de 390 genes (Figura 1).

Figura 1. Frecuencia de factores de virulencia putativos de Escherichia coli O157:H7
separados en categorias segun su funcién.

Aumentadosen ) y
aislamientosclinicos  Toxinas, 1% Sistemas de secrecion,
humanos, 5% 14%
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Esfacelamiento
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Tomado y adaptado de Reiland et al., 2014



Los siguientes factores son los de mayor relevancia y los mas estudiados:
-Citotoxinas

Las toxinas Shiga (Stx) son el principal factor de virulencia de STEC (Scheutz et
al., 2012). Poseen estructura de subunidades ABs y estan codificadas por bacteriofagos
lisogénicos insertados en el cromosoma bacteriano. La subunidad A (33 KDa) es la
parte biologicamente activa y la B (7,5 KDa), presente en cinco copias, es la que se une
al receptor celular especifico globotriosilceramida (Gb3) de hospedador.

Existen dos tipos de Stx: Stx1 y Stx2, segun la neutralizacién del efecto
citotoxico en células Vero o HelLa con anticuerpos especificos, o por la deteccion de los
genes stx mediante técnicas de biologia molecular (Paton et al., 1998a). El grupo de
Stx1 es bastante homogéneo, siendo el gen stx casi idéntico al de Shigella dysenteriae
Tipo 1. Actualmente, se incluyen 3 variantes para Stx1 (Stxla, Stx1lc y Stx1d). Por el
contrario, el grupo de Stx2 es méas heterogéneo y hasta el momento se han descripto 7
variantes (Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f y Stx2g) (Scheutz et al., 2012).

Las cepas STEC de origen humano, animal o de alimentos pueden producir
Stx1, Stx2 o sus variantes, solas 0 en combinacion de dos o mas toxinas. (Strockbine et
al., 1986; Friedrich et al., 2002). Si bien los miembros de la familia de Stx muestran
similitud en su estructura y funcién, cada uno de los subtipos presenta grandes
diferencias en su toxicidad en tejidos celulares y en animales. Stxla es
aproximadamente 10 veces mas citotoxica para las células Vero que Stx2a. Sin
embargo, en ratones ocurre lo contrario donde Stx1a es 100 a 400 veces menos letal que
Stx2a. Los datos epidemioldgicos de enfermedad severa en humanos indican una
asociacion mas fuerte con las cepas de STEC que producen Stx2a que Stxla. Asimismo,
se ha determinado que Stxla y Stx2a son mas citotdxicas que la variante Stx2c. Una

posible explicacion para la toxicidad diferencial es que, en contraste a los cultivos
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celulares tales como las células Vero, las células endoteliales son mas sensibles a Stx2a
que a Stxla. Las células endoteliales microvasculares renales obtenidas a partir de
glomérulos humanos son aproximadamente 1000 veces mas sensibles a Stx2a que a
Stxla. Por otro lado, el receptor Gb3 no esta distribuido en forma homogénea dentro de
la célula, por lo cual podria ocurrir que las toxinas no se unan a éste de forma
equivalente en la célula blanco. También tiene importancia la existencia de diferencias
en la secuencia nucleotidica de la subunidad B, responsable de la unién de la toxina al
receptor Gb3 (Melton-Celsa 2014).

Varios factores influyen en la diversidad de sintomas causados por STEC en el
hombre, siendo el tipo de toxina Shiga el mas importante de éstos (Kawano et al.,
2011). Se ha demostrado que cepas STEC productoras de Stx2c son menos virulentas y
causan diarrea sanguinolenta menos frecuentemente que cepas productoras de Stx2a
sola o0 en la asociacion Stx2a/Stx2c. El genotipo-stx influye en la probabilidad de
evolucion a SUH y se describid que el genotipo stx,a/stxac se encuentra altamente
asociado a enfermedad grave (Ostroff et al.,, 1989; Nishikawa et al., 2000). En
Argentina, las cepas de STEC O157:H7 en su gran mayoria (>80%) se caracterizan
como portadoras de este genotipo (Rivas et al., 2006). La asociacion Stx2a/Stx2c es
considerada como una caracteristica principal de clones de STEC 0157 de alta
virulencia descritos por Manning et al. (2008). Por lo tanto, la prevalencia de cepas
STEC de determinados genotipos stx, junto a otros factores de riesgo de evolucion a
SUH, podrian explicar la alta incidencia de enfermedad humana y la severidad de los
casos clinicos que se presentan en ciertas regiones.

Ademas de Stx, se han descrito otras toxinas y proteasas que podrian participar
en la patogénesis de STEC. La subtilasa es una toxina con estructura ABs, detectada en

un numerosos serotipos de cepas STEC, principalmente O113:H21. Se ha demostrado
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que puede ser letal e inducir dafio renal en ratones (Paton et al., 2004; Wang et al.,
2007). Bielaszewska et al. (2004) describieron otra toxina, la toxina citoletal distensiva
(CDT-V: del inglés, cytolethal distending toxin) que dafia directamente las células
endoteliales produciendo su muerte, y por lo tanto puede contribuir en la patogenesis
del SUH.

-Factores de adherencia intestinal

Para causar infeccion, las cepas STEC deben colonizar la mucosa intestinal y

muchos trabajos se han enfocado en estudiar los genes involucrados en la adherencia
bacteriana.
A) Codificados en la region LEE (del inglés, locus of enterocyte effacement) del
cromosoma. En esta region se encuentra el gen eae, el cual codifica una proteina
denominada intimina responsable de la union estrecha de la bacteria al enterocito y de la
desorganizacion de las microvellosidades con produccion de una lesion de borrado y
adherencia denominada A/E (del inglés, attaching and effacing). La formacién de la
lesion A/E esté asociada con un drastico reordenamiento del citoesqueleto de la célula
huésped, dando como resultado la produccion de una estructura con forma de pedestal
rica en actina polimerizada (Frankel et al., 2001). El gen eae es considerado como un
factor de riesgo de evolucion a SUH, ya que bacterias aisladas en muchos de estos casos
suelen transportar este gen (O157:H7, 026:H11, O111:NM, O121:H19 y O145:NM,
entre otros) (Paton et al., 1998b; Jenkis et al., 2003; Ethelberg et al., 2004).

La region LEE codifica ademas reguladores transcripcionales, chaperonas, el
sistema de secrecion de tipo Il (TTSS — del inglés, type three secretion system)
empleado en el transporte de las proteinas efectoras hacia la célula huésped,
translocadores, y proteinas efectoras incluyendo al receptor translocado de la intimina

denominado Tir (del inglés, translocated intimin receptor) (Garmendia et al., 2005). El
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dominio central extracelular de Tir actia como receptor de la adhesina intimina de la
bacteria (Frankel et al., 2001). En la Figura 2 se presenta la interaccion de STEC y la
ceélula intestinal.

Figura 2. Esquema de la interaccion de STEC con la célula intestinal del hospedador.
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B) Codificados fuera de la region LEE. Se ha descrito un grupo adhesinas relacionadas
con la adherencia de las cepas STEC al enterocito, las adhesinas lha (del inglés, iron
regulated gene A homologue adhesin) (Tarr et al., 2001), Efal (del inglés, EHEC factor
for adherence) (Nicholls et al., 2000), LPFO157/0Ol-141; LPFO157/0l-154 vy
LPFO113/01-154 (del inglés, long polar fimbria) (Doughty et al., 2002; Torres et al.,
2002). Estas adhesinas estan codificadas en islas gendmicas Unicas de E. coli EDL933.
-Plasmido pO157

Este plasmido de 90 Kb, se encuentra en la mayoria las cepas de STEC O157:H7
y en algunas cepas STEC no-O157, y contiene diversos genes que codifican para
distintos factores de virulencia, entre ellos la enterohemolisina (ehxA), citolisina
formadora de poros que contribuye al desarrollo de la enfermedad a través de la lisis de

eritrocitos, liberando en consecuencia hemoglobina como fuente de hierro para la
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bacteria. Este dafio a la membrana celular podria darse también sobre una amplia
variedad de células e inducir a su vez, la produccion de citoquinas pro-inflamatorias.

Otros factores de virulencia son la enzima serina proteasa extracelular (espP), la
catalasa-peroxidasa (katP) y el sistema de secrecion tipo Il (etp) (Schmidt et al., 1995).
-Lipopolisacario (LPS)

Es uno de los principales factores producidos por bacterias gram negativas.
Induce shock séptico y necrosis de la corteza renal. Algunos trabajos sugieren un
sinergismo entre el LPS y Stx. Muchas sustancias, incluyendo prostanglandinas,
citoguinas y factores vasoactivos y procoagulantes son estimulados por LPS. La injuria
endotelial primaria, inducida por Stx, es agravada por los mediadores de la inflamacion
y el LPS (Palermo et al., 2009).

-Otros factores de virulencia

Las dos primeras cepas cuyos genomas fueron secuenciados (EDL933 y Sakai),
fueron aisladas de brotes con baja frecuencia de enfermedad severa y hospitalizacion.
La comparacion de estos genomas con el de la cepa TW14359, responsable del brote
por consumo de espinaca en 2006, permiti6 identificar nuevos factores de virulencia
putativos gque aumentarian la virulencia bacteriana provocando un elevado nimero casos
graves con hospitalizaciéon y SUH. El criterio de seleccion para estos factores de
virulencia incluyé homologia con genes conocidos implicados en la resistencia contra
los mecanismos de defensa del huésped o la presencia de dominios comunes en las
proteinas eucariotas, pero no en las proteinas procariotas (Kulasekara et al., 2009). Se
describieron los siguientes factores:

ECSP_3620 es el de mayor relevancia, codifica para la enzima anaerobica
reductasa del oxido nitrico (NorV). Se observo que las copias de norV en las cepas

EDL933 y Sakai tienen un delecion de 204 pb que conserva el marco de la secuencia de
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codificacion pero resulta en una pérdida de 68 aminoacidos que abarcan todo el dominio
flavodoxina, presumiblemente destruyendo la funcion de NorV. Esto sugiere que el gen
norV es funcional en las cepas hipervirulentas, pero no en las cepas O157:H7 menos
virulentas. El efecto de esta delecion originaria una reduccion en la colonizacion o la
persistencia dentro del medio anaerobio del intestino grueso, en el cual se produce 6xido
nitrico. El 6xido nitrico también inhibe la expresion de Stx2, por lo que es probable que
las cepas portadoras de la delecion produzcan niveles mas bajos de Stx2 en el intestino,
y por lo tanto, tengan atenuada su virulencia.

ECSP_0242 codifica para un dominio que contiene cinco ankyrinas repetidas,
comdn en las membranas de células eucariotas que facilita en gran medida la
interaccion entre proteinas. Ha sido encontrado en otras categorias de E. coli,
incluyendo EIEC y EPEC.

ECSP_3286 codifica para una proteina que posee un dominio de la familia
citocromo b5 asociado con proteinas eucariotas con propiedades de unirse al grupo
hemo y con alta homologia con la proteina ChuA de Shigela flexneri, que une y facilita
el transporte del grupo hemo extracelular.

ECSP_2870 codifica para una proteina con similitud a proteinas eucariotas que
participan en el mantenimiento estructural del cromosoma.

ECSP_2872 codifica para una proteina que contiene un dominio putativo de
serina esterasa que es comun en proteinas eucariotas. La presencia de dominios que se
encuentran cominmente en eucariotas, sugiere que estos genes posiblemente codifican
para factores de virulencia. Es posible que los genes ECSP_2870/2872 sean utilizados
de alguna manera para promover la adaptacion de E. coli O157 al huésped vegetal.

Otros factores descriptos incluyen dos genes, que codifican proteinas similares a

aquellas que inhiben el sistema inmune del huésped: ECSP_2687 que por alteracion de
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la cromatina produce una reduccion en la expresion de citoquinas; y ECSP_1773 que
interfiere con la via de la inmunidad innata previniendo la activacion de NF-xB (factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas). En la

Figura 3 se presentan los factores de virulencia descriptos por Kulasekara et al. (2009).
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Patogénesis
Una vez que las cepas de STEC alcanzan el intestino, se adhieren a los

enterocitos sin invadirlos. Por medio del TTSS, el receptor Tir es inyectado dentro de la
célula huésped, luego de lo cual es translocado hacia el exterior de la membrana celular.
El mismo se integra a la membrana plasmaética adoptando una forma de pelo enrollado
(Hartland et al., 1999). Sucede luego la union de la intimina al receptor Tir, la lesion
AJE vy la acumulacién de filamentos de actina en el citoplasma con la consecuente
reduccion de la superficie absortiva y la produccion de diarrea sin sangre.

Stx es liberada y se une, mediante la subunidad B del pentdmero Bs, a la célula
epitelial del intestino por interaccién con el receptor Gb3 que se encuentra en la

membrana apical. Stx induce diferentes efectos biolégicos mediados por el receptor en
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funcién del tipo de célula, y ésto esta relacionado con el destino de la toxina dentro de la
ceélula. En las células donde Stx es citotoxica, la toxina se internaliza en una vesicula
endocitica, y es transportada al aparato de Golgi, donde la subunidad A es clivada
proteoliticamente liberando el fragmento A1, el cual actua sobre la subunidad ribosomal
28S, inhibiendo la sintesis proteica y provocando la muerte celular (Paton et al., 2006).
Ademas de su efecto inhibidor de la sintesis de proteinas, Stx puede estimular las
células, incluyendo células endoteliales, para producir citocinas y quimiocinas (Palermo
et al., 2009)

La toxina puede también ser translocada desde la membrana apical a la
superficie basolateral, con induccién de interleuquina-8 (IL-8), que contribuye a la
acumulacién de leucocitos en la pared intestinal.

Se produce también dafio en las células endoteliales de los vasos sanguineos
provocando diarrea sanguinolenta. La Stx entra a la circulacién sanguinea y es
transportada a distintos érganos blanco cuyas células endoteliales poseen el receptor
Gb3. El LPS bacteriano y las citoquinas del huésped aumentan la sensibilidad a las Stxs
incrementando la disponibilidad de dichos receptores. En el rifion se encuentran altos
niveles de Gb3, particularmente en la region cortical, donde se observan las principales
lesiones en los pacientes con SUH. Simultaneamente se produce un depdsito de fibrina
y de plaquetas en la microvasculatura renal, se ocluyen los capilares y se reduce el flujo
sanguineo, provocando insuficiencia renal aguda. También se pueden observan lesiones
trombaoticas, particularmente en la microvasculatura del intestino, cerebro y pancreas.
La ruptura de los globulos rojos provocada por el dafio a nivel capilar es también
caracteristica. En la Figura 4 se presentan los pasos involucrados en la patogénesis y

mecanismos de transmision de STEC.
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Figura 4. Etapas de la patogénesis de STEC en el hombre, la colonizacion del ganado
bovino, excrecién y vias de transmision.
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Manifestaciones clinicas

La incidencia y la severidad de las infecciones no pueden atribuirse
Unicamente a los factores de virulencia de STEC, sino que son el resultado de la
interaccion del patdgeno con factores del huésped y el ambiente. El indculo inicial
bacteriano, la cantidad y el tipo de Stx producida por la bacteria, factores de virulencia
adicionales, el grado de activacién de la respuesta inflamatoria y de la coagulacion, son
algunos de los factores que pueden determinar la severidad de una infecciéon por STEC
(Palermo et al., 2009). La infeccion puede dar lugar también a portacion asintomatica,
diarrea acuosa o diarrea con sangre. (Tarr, 1995; Miliwebsky et al., 2007).
El periodo de incubacion promedio de la infeccion es de 3 dias (con un rango de
1-8 dias) y el cuadro clinico incluye un periodo de 1 a 2 dias de vomitos, fiebre baja o
ausente, dolores abdominales severos, diarrea sin sangre y evidencia de edema de la

mucosa coldnica como sintomas iniciales, seguidos por diarrea sanguinolenta durante 4
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a 6 dias. Aungue en la mayoria de los casos la diarrea por STEC es autolimitada,
aproximadamente del 5 al 10 % de los nifios infectados evolucionan a SUH, para el cual
no existe un tratamiento especifico, sino de sostén. EI SUH, descrito por primera vez en
1955 por Gasser et al., es una enfermedad de comienzo agudo con anemia hemolitica
microangiopatica, plaquetopenia y dafio renal, que habitualmente puede seguir 0 no a un
episodio de diarrea con o sin sangre. Mas tarde, en 1983, Karmali et al., describieron la
asociacion entre E. coli, Stx y SUH.

Las formas mas severas incluyen un elevado recuento de leucocitos, periodo
prodromico con diarrea severa, anuria, convulsiones, con afeccion principal en nifios
menores de 2 afios (Rowe et al., 1991; Siegler et al., 1994;) y de sexo femenino (Rowe
etal., 1991).

El SUH es la causa principal de insuficiencia renal aguda en los nifios y la
segunda causa de insuficiencia renal crénica (Exeni et al., 2001). En nuestro pais, el
grupo del Dr. Gianantonio en el afio 1968 describié 76 casos de SUH, y propusieron la
dialisis peritoneal como tratamiento en el periodo agudo, lo que produjo una
disminucion de la mortalidad del 50% en los primeros afios al 1-5% en la actualidad.

En el periodo agudo, aproximadamente la mitad de los pacientes con SUH
requiere dialisis y el 75% transfusion sanguinea. Superado este periodo alrededor del
90% de los pacientes se recupera pero un 5% de nifios con SUH desarrolla insuficiencia
renal cronica, requiriendo en pocos afios dialisis o transplante renal (Spizzirri et al.,
1997). Durante el periodo 2011-2014, se realizaron 37 trasplantes renales en pacientes
con diagndstico de SUH, lo que representa el 9% del total de trasplantes renales

realizados en el mismo periodo (Boletin Integrado de Vigilancia N° 328-SE 38-2016).
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Epidemiologia
La incidencia de las infecciones difiere sustancialmente en distintas partes del

mundo. Los sistemas de vigilancia varian considerablemente de un pais a otro, y por lo
tanto se requiere precaucion cuando se comparan las tasas de incidencia de STEC entre
los distintos paises. En Estados Unidos, las infecciones por E. coli O157:H7 son de
notificacién obligatoria desde 1995, y la notificacién por STEC no-O157 desde el afio
2000. En el afio 2011, la tasa de infecciones por STEC 0157 fue de 0,97 cada 100.000
personas siendo la tasa de SUH del 6,3% Yy la tasa de mortalidad del 0,43%. (CDC
2012). En Canada la incidencia fue de 2,3 cada 100.000 personas en 2008 (Government
of Canada, 2011 Short Report). En la Comunidad Europea se reportdé una incidencia
promedio de 0,96 cada 100.000 personas para 2010. El informe anual da una sintesis
sobre la incidencia de todas las infecciones por STEC en Austria, Bélgica, Finlandia, e
Italia, de 1 caso cada 100.000 o menos; y para Alemania, Reino Unido, los Paises
Bajos, Dinamarca, Suecia e Irlanda, de 1,2; 1,8; 2,9; 3,2; 3,6; y 4,4 casos por cada
100.000 personas, respectivamente (European Centre for Disease Prevention and
Control. 2013. Annual Epidemiological Report 2012). En Australia, para un periodo de
11 afios (2000-2010), la tasa anual global fue de 0,4 casos cada 100.000 personas, y la
tasa anual de la notificacion para SUH fue de 0,07 casos cada 100.000 personas,
mientras que para Nueva Zelanda se reporto una tasa de infeccion por STEC de 3,3
casos 100.000 por afio (Vally et al., 2012). En América Latina, las infecciones por
STEC son endémicas siendo responsable de 2% del total de casos de diarrea aguda, y en
algunos estudios corresponden al 20-30% de diarrea con sangre (Guth et al., 2010a).
Existen importantes diferencias en la incidencia de STEC infecciones y SUH en
America del Sur. Una red regional con fines de vigilancia sigue siendo inexistente, y los
datos son restringidos a s6lo unos pocos paises y la notificacion solo es obligatoria en

Argentina, Bolivia, Chile y Paraguay. En Brasil, las infecciones por STEC constituyen

20



un problema importante para la salud pablica, al menos en algunas regiones, pero en
general, la incidencia es relativamente baja (Guth et al., 2010b). En Chile, se establecio
un Sistema Nacional de Vigilancia en 1999. En Uruguay, sélo se registran unos pocos
casos de SUH cada afo (Varela et al., 2010). En Paraguay, la notificacion de SUH es
obligatoria desde 2005, y la incidencia anual estimada es de 0,6 casos por 100.000 nifios
menores de 5 afios (Guth et al., 2010a). En Argentina, donde el SUH es endémico, se
producen entre 300 y 500 casos nuevos por afio, con una tasa de incidencia anual
promedio de 1 caso cada 100.000 habitantes. La incidencia es alrededor de 10 casos por
cada 100.000 nifios menores de 5 afios de edad (Antman et al., 2014).

Se han planteado distintas hipotesis para tratar de explicar las diferencias en la
patogenicidad de las cepas de E. coli O157. La plasticidad del genoma, el potencial de
virulencia y la gran diversidad genética podrian condicionar los determinantes de
patogenicidad que explicarian las diferencias en la severidad de las enfermedades
asociadas. Besser et al. (2007) describieron una gran diversidad genotipica de cepas de
E. coli 0157 de diferentes origenes, humano, animal y ambiental, observandose la
mayor diversidad en el reservorio bovino. Mellor et al. (2013) postularon evidencias de
la existencia de linajes filogenéticos caracteristicos en areas geograficas definidas, que
sugieren una evolucién divergente de las poblaciones de E. coli O157. También se
detectaron cepas de E. coli O157 con diferente potencial de virulencia en algunos
grupos filogeneéticos y la existencia de cepas de mayor virulencia en diferentes nichos y
areas geograficas, lo cual explicaria la alta prevalencia de enfermedad humana severa en
determinados paises (Manning et al., 2008; Etoh et al., 2014)

Estas hipdtesis han motivado a distintos grupos de investigacion a trabajar en

estudios poblacionales de E. coli O157, de manera de caracterizar a estas cepas de
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acuerdo a su origen (humano, animal y medio ambiente) y su asociacion con la
severidad y frecuencia de los cuadros clinicos.

La circulacion casi excluyente de cepas de E. coli O157 hipervirulentas en
determinadas regiones permiten empezar a entender las causas de la alta incidencia de
SUH en las mismas (Bogvist et al., 2009; Aspan et al., 2010; Thomas et al., 2012; ,
Pianciola et al., 2014)

Manning et al. (2008), desarrollaron una PCR en tiempo real para detectar
mutaciones, como polimorfismos de nucle6tido unico. Analizaron mas de 500 cepas
STEC 0157 de origen clinico e identificaron 39 genotipos SNP que se separaron en
nueve clados. Los autores observaron diferencias entre los clados y la frecuencia y
distribucion de los genes stx y el tipo manifestacion clinica. Los pacientes con SUH
tuvieron significativamente mas probabilidades de infectarse con cepas del clado 8, las
cuales han aumentado en frecuencia en los ultimos 5 afios. Observaron ademas, que la
mayoria de estas cepas carecian de stx; y portaban stxp, confirmando que la mayoria
eran stxp/stxoc. La secuenciacion del genoma completo de la cepa TW14359
perteneciente al clado 8, responsable del brote vinculado al consumo de espinacas en
2006, puso de manifiesto diferencias gendmicas sustanciales. Estos hallazgos sugieren
que una subpoblacion emergente del clado 8 ha adquirido factores criticos que
contribuyen a una enfermedad més severa. En la Figura 5 se muestra el arbol

filogenético de clados en cepas STEC O157.
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Figura 5. Arbol filogenético de clados en STEC 0157.
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Reservorios

Mas de 400 serotipos diferentes de STEC se han aislado del hombre, y la mayor
parte de éstos fueron identificados en el ganado bovino y en la carne vacuna, y méas de
100 estuvieron asociados con enfermedad humana (Brooks et al., 2005; Gyles, 2007;
Moxley & Acuff, 2014).

Si bien los rumiantes fueron descritos como los principales reservorios de STEC,
el ganado vacuno en particular, se reconoce como su reservorio principal. Tanto el
ganado de carne como el ganado lechero es portador de E. coli O157:H7 (Beutin et al.,
1993; Chapman et al., 1993; Cobbold et al., 2007). Las ovejas y las cabras también son
reservorios de STEC, aunque los serotipos aislados con mayor frecuencia son O5:H-,
091:H-, 0128:H2, O77:H4 y OX3:H8 (Ramachandran et al., 2001; Caprioli et al.,

2005). Los cerdos, aves, perros y gatos han sido descriptos también como reservorios de
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STEC, aungue no de gran importancia (Beutin et al., 1993). También se demostré que
la interaccion entre mascotas y nifios es un factor de riesgo para el contagio (Bentancor
etal., 2012).

A partir del primer brote asociado a STEC ocurrido en 1982 vinculado al
consumo de hamburguesas de carne vacuna (Riley et al., 1983), el bovino fue
considerado como potencial reservorio de este patdgeno, motivando su investigacion
mundialmente. STEC es generalmente un miembro de la microflora transitoria intestinal
y solo rara vez causa enfermedad en terneros jovenes debilitados. Aunque el ganado
puede albergar este patdgeno en el rumen, STEC se encuentra mas frecuentemente en la
porcion distal del tracto gastrointestinal bovino, siendo la unién ano-rectal el sitio de la
colonizacién predominante (Arthur et al., 2010). Se ha informado que <300 células son
suficientes para la colonizacion de ganado (Besser et al., 2001), y sélo 10 a 100 células
de E. coli O157:H7 son suficientes para inducir la enfermedad humana (Tuttle et al.,
1999). La excrecién de STEC por el ganado es generalmente intermitente, siendo la
colonizacion en el intestino de menos de 2 meses de duracion con miembros del rodeo
negativos durante meses. Aunque se han detectado durante todo el afio, las tasas de
portacion estan sujetas a los efectos estacionales, con tasas mas altas reportadas en
primavera y verano. Otros factores que se cree pueden influir en la portacién de STEC
son las edades de los animales y las practicas agricolas y ganaderas (Naylor et al.,
2005). La portacion fecal es mas frecuente en el ganado joven (2 a 24 meses) que en el
ganado adulto (Monaghan et al., 2011). Los animales engordados en sistemas de cria
intensiva tienen una prevalencia de STEC tres veces superior a la observada en animales
alimentados por meses con granos, probablemente debido a alteraciones de la flora

normal, el pH y la concentracion de acidos grasos (Gannon et al., 2002). A partir de las
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heces de bovinos sanos se han aislado diferentes serotipos de STEC, e inclusive se
demostro que un animal puede portar mas de un serotipo (Masana et al., 2011).

El nimero de STEC (UFC/g) eliminado en las heces de los animales
individuales se considera importante en el contexto de la contaminacién del cuero, del
medio ambiente, y de la posterior contaminacion de la canal durante la faena. Se cree
que el fenémeno de los animales “super-eliminadores” (aquellos que eliminan > 10*
UFC/g de heces) es un factor importante en la transmision de STEC O157 dentro y
entre rebafos, y en los frigorificos (Duffy et al., 2006; Matthews et al., 2006). Un
estudio en un frigorifico de Reino Unido encontro que el 70% de los animales positivos
para E. coli 0157 eliminaban <100 UFC g™ de las heces, pero en algunos individuos las
concentraciones podrian ser de hasta 10° UFC g™ de las heces (Omisakin et al., 2003).
La transmisidn horizontal entre animales puede ser facilitada por el agua contaminada y
los alimentos (Carroll et al., 2005).

Numerosos trabajos han tenido como objetivo estudiar la presencia de STEC
0O157:H7 en el ganado vacuno. En 1987, @rskov et al., publicaron un trabajo donde se
describe el aislamiento de STEC 0157 en terneros con colibacilosis estudiados en
Argentina en 1977, representando el primer hallazgo de este serotipo en el ganado
bovino. Desde entonces el ganado vacuno ha sido reconocido como el principal
reservorio de E. coli 0157 en todo el mundo (Gyles, 2007).

En la Tabla 2 se presentan algunos de los trabajos realizados para la deteccion de

E. coli O157 en el ganado de distintos paises.
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Tabla 2. Prevalencia de STEC O157 en ganado bovino en diferentes paises.

Tipo de muestra Pais Prevalencia Referencia
(N°) (%)

Carcasa (811) Argentina 2,6% Masana et al., 2010
Materia fecal (811) | Argentina 4,1% Masana et al., 2010
Materia fecal (310) | Australia 13% Fegan et al., 2004
Materia fecal (310) Australia 1,7% Barlow et al., 2010
Materia fecal (197) Brasil 1,5% Cerqueira et al., 1999
Materia fecal (565) | Canada 14,2% Vidovic et al., 2009
Materia fecal (136) Chile 2,7% Borie et al., 1997
Carcasa (474) Dinamarca 3,4% Breum et al., 2010
Materia fecal (2419) | Dinamarca 3,6% Nielsen et al., 2002 (a)
Materia fecal (589) | Escocia 7,5% Omisakin et al., 2003
Materia fecal (206) Espafa 6,7% Oporto et al., 2008
Carcasa (300) Espafia 14,7% Ramoneda et al., 2013
Materia fecal (327) Estados Unidos 28% Elder et al., 2000
Materia fecal (1145) | Estados Unidos 19,7% Dargatz et al., 2013
Materia fecal (4663) | Inglaterra 4,2% Paiba et al., 2003
Materia fecal Iran 0,51% Sami et al., 2007
Materia fecal (301) Irlanda 2,7% Thomas et al., 2012
Cuero (301) Irlanda 18,9% Thomas et al., 2012
Carcasa (301) Irlanda 0,7% Thomas et al., 2012
Materia fecal (250) | Japén 6,4 % Sasaki et al., 2013
Materia fecal (250) | México 5,2% lz\lglr\éaez—Bravo etal,
Cuero (250) México 11,79 | Doeer Vet al.
Carcasa (250) México 0,8 % lz\lglr\éaez—Bravo etal,
Materia fecal (750) Noruega 0,6% LeJeune et al., 2006
Materia fecal (1758) | Suecia 3,4% Bogyvist et al., 2009
Materia fecal (1481) | Suecia 5,1% Ekicson et al., 2005

En Argentina la produccion de carne bovina es una actividad importante para la
economia, representando el 35%-40% del Producto Bruto Agropecuario Nacional.
Aunque el ganado vacuno se encuentra distribuido en todo el pais, existen zonas
agroecoldgicas claramente diferenciadas que permiten dividir al pais en 5 grandes
regiones ganaderas: Region Pampeana, Region del Noreste (NEA), Region del Noroeste
(NOA), Region Semiarida y Region Patagonica. La Region Pampeana es el area
ganadera por excelencia conteniendo el 57% de la poblacion vacuna nacional y donde
se produce el 80% de la carne del pais. En la Figura 6 se representan la distribucion de

ganado bovino en el territorio Argentino.
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Figura 6. Distribucion geografica de la produccion ganadera en Argentina, 2007.
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En nuestro pais, los primeros reportes del aislamiento de STEC del ganado
vacuno son del afio 1998, donde Sanz et al., detectaron cepas portadoras de los genes
stx;, stxp y eae, mediante hisopado rectal de terneros y vacas,. Dos afios mas tarde,
Parma et al. (2000) compararon los perfiles de virulencia y serotipos de aislamientos
obtenidos de terneros y bovinos adultos con los obtenidos de hamburguesas y carne
picada, identificando cepas de los serotipos 0O20:H19, 091:H21, 0113:H21, O116:H21,
O117:H7, O171:H2, OX3:H21 en muestras de ambos origenes. En el mismo afio,
Notario et al., aislaron cepas del serogrupo O157 a partir de hisopados rectales de
bovinos y cerdos.

Durante un muestreo realizado entre julio de 1998 y diciembre de 1999 en
tambos de Santa Fe, Chinen et al. (2003) aislaron y caracterizaron STEC O157 de
terneros, obteniéndose una prevalencia de 0,5% (2/422) con genotipos stx,./eae/ehxA, y
Stxoa/Stxoc/eae/ehxA. Meichtri et al. (2004), reportaron también una prevalencia del 0,5%
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en 200 novillitos de Buenos Aires, Cordoba, Santa Fe y San Luis, entre julio de 1999 y
diciembre de 2000. El genotipo hallado fue stxi./stxoc./eae/enxA. En otro estudio
realizado en un feed-lot para engorde en 2007, Lopez et al. (2009), informaron que 49
de 256 (19%) animales muestreados fueron portadores de E. coli 0157, dato superior al
encontrado en trabajos anteriores realizados en nuestro pais. Entre septiembre 2005 y
noviembre 2006, Tanaro et al. (2010) detectaron E. coli O157:H7 en 11/288 (3,8%)
muestras de hisopados rectales bovinos y en 1/79 (1,3%) muestras de aguas abiertas
superficiales donde abrevaba el ganado, en un establecimiento productor de ganado de
carne criado en forma extensiva. Los genotipos hallados fueron stxia/stx,./eae/ehxA
(63,6%) y stxpc/eae/ehxA (36,4%). El aislamiento obtenido de agua presentd el perfil
genotipico stxq/stxac/eae/ehxA.

Siendo hasta el momento, escasos los datos sobre la prevalencia y caracteristicas
de las cepas de E. coli O157 circulantes en el ganado bovino argentino, Masana et al.
(2010) publicaron el primer estudio de prevalencia de STEC O157 en materia fecal y
carcasas de ganado vacuno de carne, a nivel de planta de faena, en nueve frigorificos de
exportacion. Este estudio fue conducido entre noviembre de 2006 y abril de 2008 y
presentd datos obtenidos del muestreo de 811 animales. Se aislaron 54 cepas STEC
0157, obteniéndose una frecuencia de deteccion del 4,1% en materia fecal y 2,6% en
carcasas. Los terneros (10,5%) y novillos (8,5%) presentaron mayores porcentajes de
prevalencia en heces. El genotipo prevalente fue stx,./stx,c/eae/ehxA.

Si bien la prevalencia de E. coli O157 en heces de ganado bovino es similar en
algunos paises, se observan diferencias en la incidencia de la infeccion humana la cual
podria explicarse por la conjuncion de numerosos factores, como los diferentes sistemas

de vigilancia, la susceptibilidad del huésped, los habitos culturales y alimentarios, las

28



cadenas de provision alimentaria, y la distinta patogenicidad de las cepas prevalentes,
entre otros (Bono et al., 2007; Shringi et al., 2012).

Basado en esas diferencias se han realizado numerosos trabajos con el objetivo
de comparar fenotipica y genotipicamente aislamientos de STEC O157:H7 provenientes
de enfermedad humana con aquellos detectados en ganado vacuno.

Hay fuertes evidencias que ciertos grupos genéticos de STEC O157:H7 estan
sobrerrepresentados en aislamientos vinculados a enfermedad humana comparado a su
prevalencia en el ganado (Manning et al., 2008; Eriksson et al., 2011). Estudios
realizados en distintos paises demostraron el predominio de linajes especificos en
aislamientos de origen humano y bovino, lo cual estaria relacionado con la incidencia de
enfermedad humana y su severidad. Esto ha llevado al desarrollo de metodologias de
subtipificacion molecular para caracterizar las poblaciones circulantes.

Mecanismo de transmisién

La principal via de transmision de STEC 0157 y no-O157 son los alimentos
contaminados, como por ejemplo, carne molida, productos carnicos crudos o
insuficientemente cocidos, hamburguesas, embutidos fermentados, morcilla, leche no
pasteurizada, yogur, quesos, mayonesa, papas, lechuga, brotes de soja y alfalfa, jugos de
manzana no pasteurizados, y agua, entre otros (WHO, 1997; Caprioli et al., 2005;
Oteiza et al., 2006). Otras formas de transmision incluyen el contacto directo del
hombre con los animales, la contaminacion cruzada durante la preparacion de los
alimentos, la transmisién persona a persona por la ruta fecal-oral, bafarse en aguas
recreacionales contaminadas, y la concurrencia a granjas y a zooldgicos (Rivas et al.,

2014).
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En nuestro pais, STEC 0157 fue aislado de diferentes alimentos, especialmente
carne molida cruda, y hamburguesas cocidas (Chinen et al., 2001; Chinen et al., 2009;
Bentancor et al., 2012).

La contaminacién de los alimentos se debe principalmente al contacto de éstos
con las heces del ganado bovino. Durante la faena, se contamina la superficie de la res,
y en el procesamiento se transfiere la contaminacién bacteriana al interior de la carne,
donde los microorganismos pueden resistir una coccion insuficiente.

STEC es resistente a los acidos y puede sobrevivir en alimentos fermentados. En
vegetales frescos la contaminacion se debe a la fertilizacion de los cultivos con materia
fecal animal utilizada como abono, o posiblemente también la contaminacion se
produzca durante la cosecha o procesamiento de los mismos, ya que se observd la
presencia del microorganismo en ensaladas listas para el consumo.

La contaminacién fecal del agua puede deberse a la descarga de materia fecal en
aguas de recreacion o en aguas de pozo que son consumidas sin tratamiento previo de
purificacion. A pesar que E. coli O157:H7 es susceptible al agua clorada, cuando el
mantenimiento desinfectante de las piscinas es inadecuado, pueden llegar a ocurrir
brotes debido a un ineficiente sistema de control de las mismas.

En Argentina se aislo E. coli 0157:H7 en el Rio de La Plata, en areas cercanas a
las tomas de agua de los centros de purificacion para el consumo humano (L6pez et al.,
1998), como asi también en aguas recreacionales como piletas o piletines comunitarios.
(llardo et al., 2004). Se debe remarcar que también presentan riesgo de transmision
aquellos individuos que estan recuperandose de un episodio diarreico, pues pueden
seguir eliminando gérmenes a traves de sus heces. Diversos trabajos han descrito que la
excrecion de STEC 0157 en humanos puede ser prolongada e intermitente (Miliwebsky

et al., 2007).
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El tratamiento térmico es el método recomendado para asegurar la eliminacion
de STEC de los alimentos. La temperatura de pasteurizacion de la leche (72°C, durante
16,2 seg) es un método efectivo para eliminar 10* células de E. coli O157:H7 por
mililitro. En los alimentos carnicos se establecié una temperatura interna de 68,3°C,
para asegurar la inactivacion de E. coli O157:H7 (Griffin et al., 1994).

Por lo tanto, hay que tener en cuenta que los animales, principalmente el ganado
bovino, son el reservorio natural de STEC. Los animales excretan las bacterias en sus
heces, es por ello que la contaminacion fecal del agua y la diseminacion de las bacterias
contaminantes durante la faena y el consumo de carne insuficientemente cocida se han

sefialado como fuentes importantes de infeccion.
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JUSTIFICACION

e Laincidencia de SUH en nuestro pais esta entre las mas altas del mundo.

e A través de la vigilancia epidemioldgica, se ha establecido que
aproximadamente el 90% de los casos de SUH estan precedidos por diarrea.

e Datos de la vigilancia basada en laboratorio, establecen que la mayoria de los
casos estan asociados a la infeccion por E. coli 0157 (>70%).

e La exposicion frecuente a productos carnicos y el contacto con animales de
granja han sido relacionados con un mayor riesgo de infeccion por STEC (Rivas
etal., 2014).

e Estudios de prevalencia de STEC 0157 en el ganado vacuno en la Argentina han
establecido una frecuencia de 2,6% y 4,1% en carcasa y materia fecal,
respectivamente.

e A pesar que STEC O157:H7 es el serotipo prevalente en casos clinicos, el
conocimiento de los subtipos dominantes en seres humanos y animales en
Argentina y su relacion genética resulta escaso.

e Es necesario profundizar los estudios genéticos de las cepas de E. coli 0157
aisladas del reservorio bovino y ambiental, de distintas regiones del pais a
efectos de establecer si existe divergencia geografica en las poblaciones
circulantes, y compararlas con las cepas humanas aisladas en el mismo periodo.

e Los conocimientos alcanzados seran de gran interés epidemioldgico para tratar
de explicar la alta incidencia de enfermedad severa en el pais, permitiendo
establecer la relacion de los subtipos génicos més frecuentes en humanos y
bovinos. Esto ayudara a entender su diseminacion en cada nicho biologico y a

determinar las posibles rutas de transmision.
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e Toda esta informacion se vislumbra como muy valiosa para delinear estrategias
de control y prevencion de las enfermedades asociadas a STEC, de impacto en

Salud Publica.

HIPOTESIS

Existe una alta correlacion de subtipos entre las cepas STEC O157 aisladas de casos

clinicos y del reservorio bovino.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar y comparar los subtipos de STEC 0157 prevalentes en enfermedad
humana y en el reservorio bovino, y correlacionar los subtipos con la gravedad de las

manifestaciones clinicas.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Caracterizar feno-genotipicamente los aislamientos de STEC 0157 detectados
en enfermedad humana y ganado vacuno.

e Establecer la frecuencia de los factores de virulencia putativos descriptos por
Kulasekara et al. (2009).

e Subtipificar las cepas STEC 0157 aisladas de infecciones humanas y del
reservorio bovino, utilizando electroforesis de campo pulsado, fagotipificacion y
genotipificacién de stx por PCR-RFLP.

e Establecer la relacion clonal entre los aislamientos de STEC 0157 de origen
humano y animal por PFGE.

e Correlacionar los subtipos hallados con la gravedad de las manifestaciones
clinicas.

e Establecer la estacionalidad y distribucién geogréafica de los eventos.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamientos bacterianos

Se estudiaron 280 cepas STEC 0157 aisladas entre noviembre de 2006 y abril de
2008. Un total de 226 cepas fueron aisladas de casos de infeccién humana, de las cuales
122 cepas correspondieron a pacientes con SUH, 69 con DS, 30 con D y 5 de portadores
asintomaticos, pertenecientes a la coleccién del Laboratorio Nacional de Referencia
(Servicio Fisiopatogenia, INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”), como parte de la
Vigilancia del SUH e infecciones asociadas a STEC.

Con fines comparativos se analizaron 54 cepas STEC 0157 aisladas de ganado
bovino sano, correspondientes al mismo periodo de estudio. Estas cepas fueron aisladas
en el marco de un Proyecto de prevalencia de STEC en ganado bovino, el muestreo fue
realizado en 9 frigorificos argentinos de exportacion realizado en forma conjunta con el
INTA-Castelar y el IPCVA (Instituto de Promocion de la Carne Vacuna Argentina)

(Masana et al., 2010).

Identificacion bioquimica y serotipificacién

A los aislamientos confirmados como E. coli mediante pruebas bioquimicas de
acuerdo a Ewing (1986) se les realizd la determinacién de biotipo (Krishnan et al.,
1987). La serotipificacion se realizd segun la metodologia propuesta por @rskov y
@rskov (1984) utilizando antisueros somaticos (O) y flagelares (H) provistos por el
Instituto Nacional de Produccion de Bioldgicos - ANLIS "Dr. Carlos G. Malbran™.

La sensibilidad a los antimicrobianos se evalu6 mediante la prueba de difusion
en agar con discos para: amikacina, ampicilina, ciprofloxacina, cloramfenicol, colistin,
gentamicina, acido nalidixico, nitrofurantoina, estreptomicina, tetraciclina, y

trimetoprima-sulfametoxazol, segin el método y los patrones del National Committee

35



for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2011).

Se realizd el ensayo de citotoxicidad en células Vero para confirmar la
capacidad de produccion de Stx (Karmali et al., 1985).

La produccion de EHEC-HIy se determiné mediante hemolisis en placa de agar
sangre desfibrinada de oveja al 5% suplementado con CaCl, (10 mM), segun la
metodologia descrita por Beutin et al. (1989).

Caracterizacion genotipica de los factores de virulencia por la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR)

Las cepas identificadas bioquimica y seroldégicamente como E. coli O157:H7
fueron caracterizadas por PCR para diferentes factores de virulencia.

Para la obtencién del ADN templado se partio de cultivo puro incubado a 37°C
por 18 h en agar MacConkey sorbitol (SMAC). Se tomd una ansada de la zona de
crecimiento confluente y se resuspendio en 150 ul de buffer Triton X-100 al 1% en TE
1X en tubos tipo Eppendorf de 1,5 ml. Se hirvié en bafio termostatizado a 100°C
durante 15 min. Posteriormente se centrifugaron a 10.000 rpm por 5 min. y se reservo el
sobrenadante como ADN templado.

La deteccion de los genes stxi, Stxp, rfbois; se realizd por una PCR multiple
segun Leotta et al. (2005). Los cebadores o primers utilizados amplifican un fragmento
de la region del gen correspondiente a la subunidad B para Stx1, un fragmento de la
region del gen correspondiente a la subunidad A para Stx2 y un fragmento del gen
correspondiente al LPS O157.

La caracterizacién de los marcadores de virulencia accesorios eae, ehxA y fliCyy;
se efectudé por PCR simples. Los primers SK1/SK2 amplifican un fragmento de la
region conservada del gen eae para EPEC y EHEC (Karch et al., 1993). Para el gen
ehxA se utilizaron los primers hlyAl/hlyA4 que amplifican un fragmento de la region

5" de gen (Schmidt et al., 1995), y los primers FLICH7-F/FLICH7-R amplifican un
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fragmento de la region 5 de gen fliCy7 (Gannon et al., 1997). Como control positivo se
utilizaron las cepas de referencia EDL933 (stxy, StXp, rfboisy y fliCh7), 2348/69 (eae),
E32511 (ehxA).

Se realiz6 complementariamente la deteccion de factores de virulencia putativos
en los aislamientos mediante PCR de punto final individuales para los loci
correspondientes a los siguientes factores: ECSP_3620, ECSP_0242, ECSP_3286,
ECSP_2870/2872, ECSP_2687, y ECSP_1773 (Kulasekara et al., 2009). Como control
positivo se utilizo la cepa FP 467/03 (stxy, Stxo, eae, ehxA, rfbos7 y fliCh7).

Para todas las PCR se utiliz6 como control negativo la cepa ATCC 25922 sin
factores de virulencia y un control de mezcla de reaccién sin ADN. Las secuencias de
los primers, y condiciones de ciclado de las PCR se muestra en la Tabla 3.

El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 50 ul, conteniendo las
siguientes concentraciones de trabajo de los reactivos: Buffer PCR 10X, mezcla de
dNTPs 2,5 mM, MgCl, 50 mM, primers especificos 0,1 nmol/ul, Taq polimerasa: 5U/pul
y 2 ul de ADN templado, se completo el volumen final con agua tridestilada estéril.
Para todas las PCR se utilizaron reactivos comerciales (Invitrogen Life Technologies,
Brasil). Las concentraciones de los reactivos en la mezcla de reaccion para cada PCR se
describen en la Tabla 4.

Para la deteccion de los productos de amplificacion se realizo la siembra en
geles de agarosa al 1 6 2%, segin tamafio del fragmento, en TAE 1X conteniendo 0,5
pg de Bromuro de Etidio/ml. Como buffer de siembra se utilizo xilene cyanol (0,25%) y
glicerol en agua (30%) en proporcion 1:5 (una parte de buffer y 5 de amplificado). Se
utilizé un marcador de peso molecular estandar de 100 bp (Biodynamics S.R.L., Buenos
Aires, Argentina). La corrida electroforética se realiz6 a 80 Volts por 30-40 min vy el

revelado del gel se realizd en un transiluminador UV 2000 (BioRad Laboratories,
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Hercules, CA, USA) vy el sistema Kodak Digital Science DC 120 (Easteman Kodak

Company, Rochester, NY, USA).

Subtipificacién de los aislamientos

Para la subtipificacion de los aislamientos se utilizaron 3 metodologias: 1)
analisis de las variantes de los genes stx; y stxp, 2) fagotipificacion, y 3) comparacion
de patrones de macrorestriccion generados por electroforesis de campo pulsado (PFGE).
Las tres metodologias fueron combinadas para obtener asi un perfil mas completo de los
aislamientos y poder realizar una comparacion de los mismos.

-Genotipificacion stx El analisis de las variantes stx; y stx, se realizd mediante el
analisis del polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) a partir del
producto de amplificacion obtenido por PCR del ADN que codifica la subunidad B
segun los descrito por Zhang et al. (2002) y Tyler et al. (1991), respectivamente.

El analisis de las variantes del gen stx; permite diferenciar las variantes Stxlay
Stx1c. Los genes que codifican para la subunidad B de la toxina fueron amplificados
por los primers KS7/KS8, posteriormente 12 pl del producto de amplificacion fue
digerido con la enzima de restriccion Hhal. Los aislamientos que poseen la variante
stxia producen 3 fragmentos de 135, 92, 55 pb caracteristicos de esta variante, mientras
que los aislamientos stx;. producen fragmentos de 218 y 64 pb.

Para la determinacion de las variantes de stx; se utilizaron dos pares de primers.
VT2-cy VT2-d que amplifican un fragmento comun de los genes de la subunidad B de
Stx2 y sus variantes, y los primers VT2v-1 y VT2v-2 amplifican los genes de la
subunidad B de la variante. Los productos de amplificacion fueron digeridos con tres
enzimas de restriccion (Haelll, Rsal, y Ncil). Esta técnica permite diferenciar las
variantes Stx2a, anteriormente denominada Stx2, y Stx2c, anteriormente denominada

Stx2c(vh-a) y Stx2c(vh-b). La enzima Haelll no produce digestion del amplicon de 285
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pb para stx,,, y genera dos fragmentos de 161 y 124 pb para stx,.. Rsal produce dos
fragmentos de 216 y 69 pb para stxp, Yy tres fragmentos de 136, 80 y 69 pb para Stxac.
Ncil no produce digestion del amplicon de 285 pb en ambas variantes Stxz,, Y StXac. En la
Tabla 5 se muestran los fragmentos obtenidos por RFLP y en Figura 7 los patrones que
forman estos fragmentos luego de la electroforesis.

Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 2,5% tefiido
con bromuro de etidio. La corrida electroforética y captura de imagen se realiz6 de igual
forma que en el item anterior.

-Fagotipificacion. La técnica se llevd a cabo siguiendo el método descrito por
Ahmed et al. (1987), y ampliado por Khakhria et al. (1990), empleando un conjunto de
16 fagos provistos por el National Microbiology Laboratory, Canadian Centre for
Human and Animal Health. Winnipeg, Manitoba, Canada, que permite la diferenciacién
de 87 fagotipos (PT) segun el patron de lisis. Los aislamientos fueron incubados en TSA
a 37°C por 18 h. Se seleccionaron tres colonias lisas y se inocularon en 5 ml de caldo
nutitivo (Difco, Le Pont de Claix, Francia) y se incubaron con agitacion a 37°C por 2-3
h. Un ml del caldo enriquecido se sembrd en placas de agar nutitivo (Difco) para
obtener una péatina sobre éstas. Una vez absorbido el in6culo, los fagos fueron
inoculados en gotas de 20 ul, separadas unas de otras, y cuando las gotas dejaron de ser
visibles se incubaron a 37°C por 18 h. Posteriormente, se determino el patron de lisis
segun Tabla 6.

-PFGE. La separacion de los fragmentos obtenidos por macrorrestriccion y el
analisis de los patrones se realizo siguiendo el protocolo estandarizado de PFGE de 24 h
de PulseNet para E. coli O157:H7, con modificaciones menores (Ribot et al., 2006). La
restriccion enzimatica del ADN inmovilizado en tacos de agarosa, se realizo con 25 U

de Xbal (Promega Corporation, Madison, WI. USA) a 37°C durante 18 h. Binl
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(Promega Corporation) fue utilizada como segunda enzima segun lo requerido, con 30
U a 37°C durante 18 h. La cepa Salmonella Braenderup H1298 (provista por el CDC,
EE.UU.) fue utilizada como patron de referencia para el anélisis. La electroforesis se
realizd en un gel de agarosa al 1% (Seakem Gold Agarose, Lonza, Rockland, ME, USA)
con el buffer Tris borato EDTA 0,5X. Para la corrida electroforética se utilizo el equipo
CHEF DR-111 system (BioRad) con las siguientes condiciones: tiempo inicial del pulso,
2,2 seg; tiempo final del pulso, 54,2 seg; duracion total de la corrida, 18 h a 200 V y
14°C. La adquisicion de la imagen se realiz6 mediante un transiluminador UV 2000
(BioRad) y el sistema Kodak Digital Science DC 120 (Easteman Kodak Company). El
analisis de los patrones electroforéticos se efectu6 mediante el programa BioNumerics
Software Package Ver. 4.0 (Applied Maths, Belgium), utilizando el coeficiente de Dice
y UPGMA para generar los dendrogramas con un 1,5% de tolerancia. Los clusters

fueron confirmados visualmente.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico de la frecuencia de genotipos stx y fagotipos entre las
cepas STEC 0157 humanas y bovinas se realizd por la prueba exacta de Fisher,
utilizando INSTAT version 3.05 (GraphPad Software, San Diego, CA. USA). Un valor

de P <0,05 fue considerado estadisticamente significativo.
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Tabla 3. Secuencias de primers, condiciones de PCR y tamafio de fragmentos de amplificacion (pb) usados en este estudio.

. . . L Condiciones de PCR? Longitud del producto Referencia
Primer Secuencia del primer 5°-3 Target o, . . de PCR (pb)
Desnaturalizacién Annealing Extension
stxla GAAGAGTCCGTGGGATTACG
stxy 130
stxlb AGCGATGCAGCTATTAATAA
stx2a TTAACCACACCCCACCGGGCAGT
stx 94°C, 30" 58°C, 30" 72°C, 30" 346 Leotta et al., 2005
stx2b GCTCTGGATGCATCTCTGGT
0O157F CGGACATCCATGTGATATGG
rfb0157 259
0157R TTGCCTATGTACAGCTAATCC
SK1 CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC
eae 94°C, 30" 54°C, 1' 72°C, 2! 864 Karch et al., 1993
SK2 CCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG
hlyAl GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG
ehxA 0 " 0 " 0 " 1551 i
hlyAd TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA 94°C, 30 58°C, 90 72°C, 90 Schmidt et al., 1995
FLICH7-F GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC .
fliCy7 94°C, 15" 60°C, 15" 72°C, 75" 625 Gannon et al., 1997
FLICH7-R CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC
ECSP_0242F CCGATTTATGGAGGAAGCCAATG
ECSP_0242 0 ° " oC ' 600
ECSP_0242R GCATTACACCCAGGCTTATTCAG - 94°C, 30s 59°C 30 12°C,2
ECSP_1773F TCTTTAAATTTCATAACAAGGGCA
ECSP_1773 94°C, 30's 55°C 30" 72°C, 2! 591
ECSP_1773R TGTACGCATCTGTAATCGTCG
ECSP_2687F AAGAACCCTACTACCTATTAGCGCC
ECSP_2687 94°C, 30's 59°C 30" 72°C, 2! 876
ECSP_2687R GGGTTGAGTTCTACCCAAAGTG
ECSP 2870F TAGTTTGATTCTTGTTGGCGTTCG Kulasel ol
- ECSP_2870 0 oC 30" oC 2 1968 ulasekara et al.,
ECSP_2870F TAAACCTAAAGGCAAACCGTCCTC - 9#C, 30s 58°C 30 2C,2 2009
ECSP_2872F GAGCATGGTTGAATGGATAAGCC
ECSP_2872 0 0 " 0 ' 1224
ECSP_2872R CTTCATGATTACCTCGCCGT - 94°C, 30 60°C 30 72,2
ECSP_3286F AACCGATAAGAAACAGTATCCCAG
ECSP_3286 0 0 " 0 " 507
ECSP 3286R TGCATGGTGTAACTTGCGGC - 94°C, 30 57°C 30 72°C, 75
ECSP_3620F CGTGACTGGGAAGTACGAGATT 1335
ECSP_3620 94°C, 30's 60°C 30" 72°C, 90"
ECSP_3620R GAAGTTATCCGGGACTTCACTC 1131
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Tabla 3. Secuencias de primers, condiciones de PCR y tamafio de fragmentos de amplificacion (pb) usados en este estudio
(continuacion).

Primer Secuencia del primer 5°-3° Taraet Condiciones de PCR? Longitud del producto  Referencia
P Y Desnaturalizacion Annealing Extension de PCR (pb)
KS7 CCCGGATCCATGAAAAAAACATTATTAATAGC StxBy/ Zhana et al
94°C, 30" 52°C, 60" 72°C, 40" 282 g N
KS8 CCC GAATTC AGC TAT TCT GAG TCA ACG StxBic 2002
VT2-c AAG AAG ATG TTT ATG GCG GT 285
VT2-d CAC GAATCAGGT TATGCC TC sit-1l
94ec, 2" 55¢C, 2" 72°C, 1! Tyleretal,,
VT2v-1 CAT TCA CAG TAA AAG TGG CC 1991
Vthzna/Vchhb 385
VT2v-2 GGG TGC CTC CCG GTG AGT TC

®Todas las PCR incluyeron 30 ciclos con una desnaturalizacion inicial de 94°C, 5' y seguidos por un paso de extension final de 72°C
por 2 min.
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Tabla 4. Concentracion y volumen de reactivos en la mezcla de reaccion en las PCR multiple, eae, ehxA y fliCy7 usados en este
estudio.

PCR Multiple Intimina Enterohemolisina H7
stx1 stx2 rfbO157 eae ehxA fliCy;
Reactivos
Buffer X G 1X (5 pl) 1X (5 pl) 1X (5 pl)
Mezcla de dNTP 0,1 mM (2 pl) 0,1 mM (2 pl) 0,1 mM (2 pl) 0,1 mM (2 pl)
Cl;Mg 1,5 mM (1,5 pl) 1,5 mM (1,5 pl) 1,5mM (1,5 pl) 1,5mM (1,5 pl)
Primers F 2 pmol/pl 0,4 pmol/ul 0,6 pmol/ul 0,4 pmol/ul 0,4 pmol/ul 0,4 pmol/pl
(dul) (0,2 ph) (0,3ul) (0,2 pl) (0,2 pl) (0,2 pl)
i 2 pmol/ul 0,4 pmol/ul 0,6 pmol/ul 0,4 pmol/ul 0,4 pmol/ul 0,4 pmol/ul
Primers R
(1pl) (0,2 ) (0,3ul) (0,2 ul) (0,2 pl) (0,2 pl)
agua tridestilada
estéril 36,3 pl 38,9 ul 38,9 ul 38,9 ul
Taq polimerasa 0,02 U/ul (0,2 pl) 0,02 U/ul (0,2 pl) 0,02 U/l (0,2 pl) 0,02 U/l (0,2 pl)
Volumen final 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
“ Concentracién del reactivo en la mezcla de reaccion

™ Volumen del reactivo en la mezcla para una determinacion (pl)
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Tabla 4. Concentracion y volumen de reactivos en la mezcla de reaccion en las diferentes PCR usados en este estudio (continuacion).

ECSP_1773 ECSP_0242 . .
PCR ECSP 2872 ECSP_2870 ECSP 2687 ECSP_3620 ECSP_3286 variantes stx; variantes stx,
Reactivos
Buffer 1X* (5ul) ** 1X (5ul) 1X (5pl) 1X (5pul) 1X (5ul) IX (5ul) 1X (5ul)
Mezcla de
ANTP 0,1 mM (2ul) 0,1 mM (3ul) 0,1 mM (2ul) 0,1 mM (2ul) 0,1 mM (3ul) 0,1 mM (2ul) 0,1 mM (2ul)
CLMg  15mM(1,50)) 15mM(L50)  15mM(u)  L5mM(Lsul)  L5mM(L5ul)  1,5mM (1,5]) 1(155'3';;
Primers F 0,5 pmol/ul 0,4 pmol/ul 0,4 pmol/ul 0,4 pmol/ul 0,4 pmol/ul 0,6 pmol/ul 0,8 pmol/ul
(0,25 ul) (0,2 ul) (0,2 ul) (0,2 uly (0,2 ul) (0,2 ul) (0,2 ul)
Primers R 0,5 pmol/ul 0,4 pmol/ul 0,4 pmol/ul 0,4 pmol/ul 0,4 pmol/ul 0,6 pmol/pl 0,8 pmol/ul
(0,25 pl) (0,2 1) (0,2 ul (0,2 ul) (0,2 u (0,2 u (0,2 pi)
agua
tridestilada 38,7 pl 34,8 pl 39,4ul 38,9 pl 37,9 ul 38,9 pl 38.9 pl
estéril
AND
templado 2ul 5ul 2 ul 2ul 2l 2 ul 2 ul
Taq 0,02 U/l 0,02U/ul 0,02 U/l 0,02 U/ul 0,02 U/l 0,02 U/l 0,02 U/ul
polimerasa (0,3 ul) (0,3 ul) (0,2 ul) (0,2 ul) (0,2 ul) 0,2 i) (0,2
Volumen
final 50ul 50ul 50ul 50ul 50ul 50ul 50ul
" Concentracion del reactivo en la mezcla de reaccién

™ Volumen del reactivo en la mezcla para una determinacion (ul)
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Tabla 5. Tamafos de los fragmentos obtenidos por RFLP para la subunidad B

Enzima de Stx2c
Stx2a
restriccion Stx2v-a Stx2v-b
Haelll 285 161, 124 161, 124
Rsal 216, 69 136, 80, 69 216, 69
Ncil 285 285 159, 126

Figura 7. Patrones generados por los fragmentos obtenidos por PCR-RFLP.

Haelll

Rsal

Ncil

Haelll

Rsal

Ncil Haelll

Rsal Ncil

StX¢ (vh-a)

SDa¢ (vh-b)

e

stxp c

(nomenclatura actual)
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Tabla 6. Patrones liticos producidos en la fagotipificacion de cepas de Escherichia coli 0157:H7.

Fagotipo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 <CL CL SCL <SCL SCL - <SCL CL - - CL CL - <SCL CL SCL
2 CL CL <CL -/<SCL - <SCL <SCL CL OL - CL CL CL - CL SCL
3 +++ - SCL - - - <SCL -° OL oL SCL CL - - SCL SCL
4 CL CL SCL <<SCL | <<SCL - <SCL CL OL OL CL CL - <SCL CL <CL
5 - - SCL SCL - SCL SCL - OL oL <<OL <OL CL - - -
6 - - SCL SCL - +++ SCL - - - SCL - SCL - - -

7 - - SCL SCL SCL - - - - - SCL - - SCL - -

8 CL CL <CL <<SCL SCL SCL SCL CL - - CL CL CL <SCL CL <SCL
9 SCL SCL SCL CL SCL +++ SCL SCL - - SCL CL - - - CL
10 SCL SCL - SCL SCL - - SCL <<OL <OL +++ CL - CL CL CL
11 SCL SCL SCL SCL SCL - - SCL <<OL - SCL SCL - SCL SCL SCL
12 SCL SCL SCL CL CL - SCL SCL - - +++ SCL SCL - SCL SCL
13 - - SCL SCL - +++ +++ -° <<OL <<OL <<OL - SCL - - -
14 CL CL SCL <<SCL <SCL <SCL <<SCL CL OL OL CL CL CL <<SCL CL <CL
15 SCL +++ SCL SCL - +++ SCL SCL - - SCL SCL SCL - SCL SCL
16 - +++ SCL +++ - +++ <SCL - <OL <OL - +++ SCL - - -
17 - +++ +++ +++ - -[+++ SCL - <OL - SCL - +++ - - -
18 - - +++ +++ - -[++ +++ - - - <<OL -[++ <CL - - -
19 - +++ - - - - +++ - - - <OL +++ - - - +++
20 - - +++ -[+++ - ++ - - - - - - <SCL - - -
21 - - <<SCL - - - +++ -° <OL <OL P- - - - - -
22 - - - - - - - +++ <OL <OL - SCL - - - -
23 <CL CL SCL - - - SCL CL - - CL <CL - - CL SCL
24 CL CL SCL - - - +++ CL OL - CL CL -[++ - CL <<SCL
25 - - SCL +++ - <SCL <SCL -° - - <<OL <<OL CL - - -
26 <CL SCL +++ +++ +++ - +++ CL <OL <OL CL CL - - CL SCL
27 +++ -/<<OL SCL -[+++ - <<SCL | <<SCL -/CL +++ +++ CL CL CL - SCL +++
28 -° - SCL -° - - <<SCL - <OL <OL -/<<OL° | -/<<OL° - - - -
29 <<QL° - +++ - - - +++ +++ - - - +++ - - +++ +++
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Tabla 6. Patrones liticos producidos en la fagotipificacion de cepas de Escherichia coli O157:H7 (continuacion).

Fagotipo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
30 -[++ <OL +++ +++ +++ - +++ -° - - <<OL <<OL + - -[++ <OL
31 - - <SCL - - <SCL <SCL - - - P- - CL - - -
32 - - <SCL - - SCL SCL -° oL oL P- - CL - - -
33 - - <<SCL - - - <<SCL - - - P- - - - - -
34 SCL CL +++ - - +++ +++ CL ++/<OL | +++/<OL CL CL <CL - CL CL
35 CL -° <SCL SCL +++ - +++ CL - - CL CL - - <CL -[++s
36 <CL - <SCL | <<SCL +++ -I+s +++ CL <OL <OL CL CL - -/+s CL -/+s
37 CL <<OL SCL +++ -/+ - +++ CL - - CL CL - - CL <<OL
38 - - -/+s - - - -/+u - OL OL - - - - -1+s -
39 <<OL - +++ -[+s -/+s +++ +++ <OL <OL <OL <<OL <<OL CL - <<OL -
40 <OL - +++ - - - +++ CL oL oL CL CL - - SCL -°
41 <CL CL <<SCL | <<SCL +++ - - CL oL oL CL CL - +++ CL <CL
42 <SCL <<OL | <<SCL - - - +++ CL <OL <OL SCL SCL - - <<SCL -l++
43 <<OL - SCL - - <<SCL +++ <<OL - - <<OL <<OL CL - <<OL -
44 -° <<QOL <<SCL +++ +++ - +++ P-/+s - - P- - - - P- <SCL
45 <CL <OL +++ - -1+ - +++ CL +++/0OL | +++/OL CL CL - -+ SCL +++
46 - - <SCL - - - - - <OL <OL - - - - - -
47 <CL - SCL +++ +++ - +++ CL OL OL CL CL - +++ CL -
48 <CL CL SCL <<SCL | <<SCL +++ - CL OL OL CL CL SCL SCL CL SCL
49 <CL - SCL <<SCL | <<SCL <SCL <CL CL OL OL CL CL CL CL CL -
50 -/SCL - SCL - - <<SCL +++ CL OL - Cl CL CL - <OL -
51 - - +++ - - +++ <<SCL - <OL - + - +++ - - -
52 SCL - +++ + - - <<SCL SCL - - <CL <<OL - ++ <<SCL -
53 <<OL - <<SCL +++ +++ +++ <<SCL <<OL +++ <<QOL <<OL <<OL <<SCL - +++ +++
54 <CL CL +++ - - +++ ++ <CL - - <CL SCL <<SCL - <<SCL | <SCL
55 <CL CL <<SCL | <<SCL +++ - - CL - - CL CL SCL SCL CL SCL
56 <CL CL +++ <<SCL +++ - - CL - - CL CL - +++ CL SCL
57 <<OL <<OL | <<SCL +++ +++ - +++ <<OL <OL OL - - - - + SCL
58 - <<OL | <<SCL + + - +++ + - - - - - - - SCL
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Tabla 6. Patrones liticos producidos en la fagotipificacion de cepas de Escherichia coli O157:H7 (continuacion).

Fagotipo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
59 - + <<SCL +++ +++ +++ <<SCL + +++ <<OL P- P- SCL +++ - <<SCL
60 - + +++ +++ +++ - +++ - - - P- - - - - <SCL
61 SCL <<OL <<SCL +++ +++ +++ - CL - - CL CL SCL +++ SCL +++
62 <CL - <<SCL +++ ++ - <<SCL - +++ <OL P- - - +++ <CL -

63 CL SCL - - - - SCL CL - - CL CL - - CL SCL
64 - - <<SCL +++ +++ - +++ - - - - - - +++ - <<SCL
65 - - +++ <<SCL +++ +++ <<SCL - <OL <OL P- - +++ - - +++
66 - - <<SCL - - +++ SCL <<SCL <OL <OL P- - +++ - - -

67 CL CL <<SCL - - - - CL - - CL CL - - CL <<SCL
68 CL - SCL | -/<<SCL - <<SCL | <<SCL CL oL oL CL CL <<SCL - <CL -

69 +++ - +++ - - - +++ - - - - - - - - +++
70 CL <<SCL - - - - <<SCL CL <<SCL <OL CL CL - - CL +++
71 CL - +++ - - +++ <<SCL CL - - CL CL +++ - <CL +++
72 - - +++ - - +++ - - <OL <OL - - ++ - - -

73 <CL - +++ <CL +++ ++ +++ CL - - CL <CL ++ ++ <SCL -

74 CL <<SCL - - - - -1+u CL +/<OL | ++/OL CL <CL - - SCL SCL
75 <SCL - +++ <OL +++ +++ - CL - - CL SCL +++ <<SCL +++ -

76 <<SCL - <<SCL +++ - <<SCL SCL <<SCL <OL oL <<SCL | <<SCL +++ - - -

77 CL +++ - - - - - CL oL - CL CL - - <CL ++
78 <<SCL - <<SCL - - - <<SCL | <<SCL <OL oL <<SCL | <<SCL - - - -

79 <<SCL - - - - - <<SCL | <<SCL <OL oL <<SCL | <<SCL - - <<SCL -

80 <<SCL - - - - - <<SCL | <<SCL <OL - <<SCL | <<SCL - - - -

81 -/ISCL - - - - - - <<SCL <OL <<SCL | <<SCL | <<SCL - - <<SCL -[++
82 - - <<SCL - - +++ <<SCL CL - - <CL <<SCL +++ - - -

83 <CL +++ CL <<SCL ++ - <<SCL CL <OL oL CL <CL - ++ <CL <<SCL
NT* - - - - - - - - - - - - - - - -

“No tipificable. CL, lisis confluente. OL, lisis opaca. SCL, lisis semi confluente. +++, 71-100 placas de lisis. ++, 21-70 placas. +, 5-20 placas. — no reaccion. °,
reaccion inhibitoria con micro placas. P, menos de 5 placas. +/-, un posible rango de reacciones entre — y ++.




RESULTADOS

Caracterizacion de los aislamientos

Las 280 cepas STEC 0O157:H7 estudiadas no fermentaron el sorbitol, y la
actividad de la enzima B-D-glucuronidasa fue negativa. Entre las cepas de ambos
origenes, el biotipo C (ramnosa+/dulcitol+) fue predominante (93,6%), mientras que 14
(5%) cepas (12 humanas y dos bovinas) pertenecieron al biotipo B (ramnosa- / dulcitol
+), y cuatro (1,4%) humanas pertenecieron al biotipo D (ramnosa+/dulcitol-). Ninguna
cepa correspondi6 al biotipo A.

Entre las 226 cepas humanas, 219 (96,9%) fueron sensibles a todos los
antibiodticos ensayados, dos cepas fueron resistentes a tetraciclina, una a ampicilina, una
a ampicilina y trimetoprima sulfametoxazol, una a ampicilina y gentamicina, y dos a
ampicilina, estreptomicina y tetraciclina. Entre las 54 cepas de la especie bovina, 48
(89%) fueron sensibles, dos cepas fueron resistentes al &cido nalidixico, una a
ampicilina, otra a estreptomicina, y dos a acido nalidixico y trimetoprima
sulfametoxazol.

En todos los aislamientos se demostré la produccion de Stx en los ensayos de
citotoxicidad especifica en células Vero.

De las 280 cepas, 14 (5%) portaron el gen stx; siempre en combinacion con stx..
El gen stx; se presentd en la totalidad de las cepas estudiadas. Todas las cepas humanas
y bovinas portaron los genes eae, ehxA, rfbois; y fliCn;. EI 95% de las cepas que
portaban el gen ehxA expresaron el fenotipo enterohemolitico, sin embargo esta

actividad no se detecto6 en 14 (25,9%) cepas de origen bovino.
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Subtipificacién de los aislamientos

El total de los aislamientos productores de Stx1 portaron la variante stxi,. EI gen
stx; siempre se presentd en combinacion con genes stxp, y fue detectado con mayor
frecuencia en cepas animales (16,6%) que en cepas humanas (2,2%). El andlisis de las
variantes del gen stx,, revelo que el genotipo stx,a/stx,. fue el méas detectado (72,1%) en
cepas de ambos origenes, con una mayor frecuencia en aislamientos humanos (76,1%)
que en bovinos (55,5%) (P <0,05). La variante stx,, sola se detectdé también en cepas
humanas (20,8%) y bovinas (9,2%). En las cepas humanas, la variante stx,. se detectd
en una muy baja frecuencia (0,9%), mientras que en las cepas de la especie bovina fue
el segundo genotipo encontrado (16,7%) (P <0,0001). Los genotipos StXia/Stxza,
StX1a/StXac Y StXono tipificanle SOlO Se detectaron en cepas de origen animal. Los resultados de

la genotipificacion de stx se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Genotipos stx encontrados en aislamientos de Escherichia coli 0157:H7 de
origen humano y bovino.

N° de aislamientos (%)

genotipo stx Total Humano Bovino
(n=280) (n=226) (n=54)
StXoa/StXoc 202 (72,1) 172 (76,1) 30 (55,5)%
StX2a 52 (18,6) 47 (20,8) 5(9,2)
StXoc 11 (3,9) 2 (0,9 9 (16,7)°
StX1a/StX2a/ StX2c 9(3,2) 5(2,2) 4(7,4)
StX1a/StXoa 4 (1.4) 0 4 (7.4)%
StX1a/StXoc 1(0,4) 0 1(1,8)
StxNT® 1(0,4) 0 1(1,8)
®Frecuencias estadisticamente significativas (P<0,05).
®No tipificable.

Por fagotipificacion, se determinaron un total de 20 fagotipos (PT) entre las 280
cepas. De las 226 cepas humanas, 214 (94,7%) se clasificaron en 15 PTs diferentes y 12

(5,3%) cepas no mostraron un patrdén de lisis incluido en el esquema de tipificacion, por
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lo que fueron clasificadas como RDNC (del inglés, react but do not confirm). PT4
(37,6%), PT49 (24,3%) y PT2 (18,6%) fueron los méas frecuentes, constituyendo un
80,5% de los PTs encontrados. Los aislamientos bovinos fueron agrupados en 12 PTs y
dos (3,7%) fueron RDNC. PT2 (26%), PT39 (16,7%), PT4 y PT49 (11,1% cada uno)
fueron predominantes, lo que representa el 64,9% del total. PT4 estuvo fuertemente
asociado a cepas humanas y PT39 a cepas bovinas (P <0,0001). PT14, PT24, PT36,
PT37, PT40, PT47, PT50 y PT54 sblo se detectaron en cepas humanas, mientras que

PT21, PT31, PT33, PT43 y PT51 sblo se encontraron en cepas bovinas (Tabla 8).

Tabla 8. Fagotipos detectados en aislamientos de Escherichia coli O157:H7 de origen
humano y bovino.

N° de aislamientos (%)
Total Humano Bovino
Fagotipos (n=280) (n=226) (n=54)

PT2  56(20) 42(186) 14 (26)
PT4 91(325) 85(37,6) 6 (11,1)

PT8  5(1,8)  3(L3) 2(3,7)
PTI0 2(0,7)  1(04) 1(1,85)
PT14 8(29  8(35) 0
PT21  4(14) 0 4(7,4)
PT24  1(04)  1(04) 0
PT26 5(1,8)  2(0,9) 3 (5,55)
PT31  1(0,4) 0 1(1,85)
PT33  3(L,1) 0 3 (5,55)
PT36 1(04)  1(0,4) 0
PT37  1(04)  1(04) 0
PT39 10(36)  1(04) 9 (16,7)?
PT40  1(04)  1(0,4) 0
PT43  2(0,7) 0 2(3,7)
PT47  2(0,7)  2(0,9) 0
PT49 61(21,8) 55(24,3) 6 (11,1)
PT50  1(04)  1(04) 0
PT51  1(0,4) 0 1(1,85)
PT54 10(36) 10 (4,4) 0

RDNC 14 (5) 12 (5,3) 2 (3,7)
®Frecuencias estadisticamente significativas (P<0.05).
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La relacion entre genotipo-stx y fagotipo, en cepas de ambos origenes, revelo
que en las cepas aisladas de casos humanos, el genotipo stX,a/Stx,c Se asocio
principalmente con PT49 (52/172, 30,2%), seguido de PT4 (50/172, 29,1%), y PT2
(39/172, 22,7%), mientras que en las cepas de la especie bovina este genotipo stx estuvo
principalmente relacionado con el PT2 de forma significativa (12/30, 40%). Es
importante destacar que el genotipo stx,, e asocio fuertemente con PT4 (32/47, 68,1%)
en cepas humanas, y el genotipo stxy. al PT39 (6/9, 66,7%) en cepas de la especie
bovina, en ambos caso con una significancia de (P < 0,0001). El genotipo stxia/stx,, de

origen animal perteneci6 al PT21 (Tabla 9).

Tabla 9. Relacion encontrada entre genotipos stx y PTs predominantes en aislamientos
de Escherichia coli O157:H7 de origen humano y bovino.

genotipo stx Origen  N° PT (%)

StXoa/StXoe Humano 172 PT49 (30,2), PT4 (29,1), PT2 (22,7)
Bovino 30 PT2 (40)% PT4y PT49 (20, cada uno), PT26 (6,7)

StX2a Humano 47 PT4(68,1)% PT2 (6,4), PT47, PT49,y PT54 (4,3, cada uno)
Bovino 5 PT2,yPT33 (40, cada uno), PT8 (20)

StXoe Humano 2 PT8
Bovino 9 PT39(66,7)% PT43(22,2), PT8 (11,1)

StX1a/StX2a/StXoc  Humano 5  PT4 (60), PT26, y PT49 (20, cada uno)
Bovino 4 PT10,PT26, PT31, PT39

StX1a/StXoa Humano O
Bovino 4 PT21%

StX1a/StXoc Humano O
Bovino 1 PT39
stoNTP Humano O

Bovino 1 PT33

*Frecuencias estadisticamente significativas (P<0.05). °No tipificable.
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Por Xbal-PFGE, las 280 cepas STEC 0157 generaron 144 patrones diferentes
con 75,32% de similitud. Ciento setenta y seis cepas se agruparon en 39 clusters y 104
cepas presentaron patrones Unicos (Anexo). Veinte y seis clusters agruparon cepas
aisladas exclusivamente de casos humanos, ocho clusters fueron especificos de cepas
bovinas, y cinco clusters (VII, XIX, XXXI, XXXII, XXXIV) incluyeron cepas de

ambos origenes, humanas (40) y bovinas (12) (Tabla 10).

Tabla 10. Distribucion de aislamientos de Escherichia coli O157:H7 de origen humano
y bovino en clusters por Xbal-PFGE.

Patrones de

Cluster Xbal-PEGE Genotipo-stx PT Origen (N°)
I AREXHX01.0447 StXoa/StXoc 2 Humano (3)
I AREXHX01.0545 StX0a/StXoc 2 Bovino (2)
I AREXHX01.0049 StXoa/StXoc RDNC Humano (5)
v AREXHX01.0507 StXoe 39 Bovino (6)
V AREXHXO01.0514 StXoc 43 Bovino (2)
VI AREXHX01.0007 StX0a/StXoc 4 Humano (2)
VIl AREXHX01.0011 StX2a/StXoc 4 Humano (12), Bovino (1)
StXoa/StXoc RDNC Bovino (1)
StX2a 4 Humano (5)
StXoa/StXoc 14 Humano (1)
VIII  AREXHX01.0064 StXoa 4 Humano (13)
IX AREXHX01.0420  StX1a/StXoa/StXoc 4 Humano (3)
X AREXHX01.0469 StXoa 54 Humano (1)
StXza 8 Humano (1)
XI AREXHX01.0057 StXoa/StXoc 4 Humano (4)
StXza 4 Humano (2)
StXoa/StXoc 49 Humano (1)
Xl AREXHX01.0476 StXoa/StXoc 4 Humano (2)
Xl AREXHX01.0086 StXoa/StXoc 2 Humano (2)
X1V  AREXHX01.0200 StXoa/StXoc 4 Humano (2)
StX2a 4 Humano (5)
XV AREXHX01.0193 StXoa/StXoc 4 Humano (2)
XVI  AREXHX01.0341 StXoa/StXoc 4 Humano (3)
XVII AREXHX01.0038 StXoa/StXoc 4 Humano (2)
XVIII  AREXHXO01.0458  stXia/StXpa/StXoc 26 Bovino (1)
StXoa/StXoc 26 Bovino (2)
XIX  AREXHX01.0543 StXoa/StXoc 4 Humano (1), Bovino (4)
XX AREXHX01.0454 StXoa/StXoc 37 Humano (1)
StXac 8 Humano (1)
XXl AREXHX01.0058 StXoa/StXoc 26 Humano (1)
StXoa/StXoc 4 Humano (1)
XXII' AREXHX01.0517 StXoa 33 Bovino (2)
stxo NT® 33 Bovino (1)
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Table 10. Distribucion de aislamientos de Escherichia coli O157:H7 de origen humano
y bovino en clusters por Xbal-PFGE (coninuacion).

Patrones de

Cluster Xbal-PEGE Genotipo-stx PT Origen (N°)
XX AREXHX01.0460 StXoa/StXoc 2 Bovino (3)
XXIV  AREXHX01.0013 StX2a/StXoc 49 Humano (1)
StX2a 49 Humano (1)
XXV  AREXHX01.0427 StX2a 4 Humano (1)
StX1a/StXoa/StXoc 4 Humano (1)
XXVI  AREXHX01.0001 StX2a/StXoc 2 Humano (1)
StX2a/StXoc 24 Humano (1)
StX0a/StXoc 49 Humano (1)
XXVII  AREXHX01.0144 StXoa/StXoe 2 Humano (5)
XXVIII  AREXHX01.0045 StX0a/StXoc 2 Humano (5)
XXIX  AREXHX01.0095  StXpa/Stxac 2 Humano (4)
XXX AREXHX01.0143 StX0a/StXoc 2 Humano (2)
XXXl  AREXHX01.0076 StXoa/StXoc 2 Humano (1), Bovino (4)
XXXl AREXHX01.0175 StXoa/StXoc 49 Humano (7), Bovino (1)
XXX AREXHXO01.0153 StXoa/StXoe 49 Humano (10)
StXza 4 Humano (1)
StX2a/StXac RDNC" Humano(1)
XXXIV  AREXHX01.0022 StXoa/StXoe 49 Humano (9), Bovino (1)*
StXoa/StXoc 4 Humano (1)
StXoa/StXoc 14 Humano (3)
XXXV AREXHX01.0093  stxpa/Stxac 49 Humano (2)
XXXVI AREXHX01.0189 StXoa/StXoc 49 Humano (2)
XXXVII  AREXHX01.0145 StXoa/StXoe 54 Humano (2)
XXXVIII  AREXHX01.0267 StXoa/StXoc 49 Bovino (3)
XXXIX  AREXHX01.0544 StX1a/StXoa 21 Bovino (4)

®ldéntico perfil Xbal PFGE-stx-PT detectados en aislamientos de ambos origenes es mostrado
en negrita.

PRDNC: del ingles, React but does not conform to the current phage typing scheme.

°NT: No tipificable

Combinando las tres técnicas de subtipificacion, se detectaron los siguientes
perfiles de genotipo stx-PT-patrén XbalPFGE en cepas de ambos origenes: stXpq/stXoc-
PT4-AREXHO01.0011 (12 cepas humanas y una cepa bovina), StXpa/Stxoc-PT4-
AREXHO01.0543 (1 cepa humana y 4 cepas bovinas), stxza/stx,.-PT2-AREXH01.0076 (1
cepa humana y 4 cepas bovinas), stxa/stxa-PT49-AREXH01.0175 (7 cepas humanas y
una cepa bovina), y StXsa/stxoc-PT49-AREXHO01.0022 (9 cepas humanas y una cepa

bovina) (Figura 7).
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Se utilizé BInl como segunda enzima de restriccion en aquellas cepas con igual
patron de Xbal-PFGE. Todas las cepas humanas y bovinas del perfil stXa/stx,.-PT49-
AREXH01.0175 y del perfil stxza/stxo-PT49-AREXH01.0022, mostraron patrones de
macrorrestriccion idénticos por lo que no pudieron ser discriminadas. La cepa bovina
perteneciente al perfil stxza/Stxo-PT4-AREXHO01.0011 mostro idéntico patrén de Binl-
PFGE con cinco de las 12 cepas humanas. Las cepas humanas pertenecientes a los
perfiles stxpa/stxoc-PT4-AREXH01.0543 y Stxoa/Stxoc-PT2-AREXH01.0076 pudieron ser
discriminadas por BInl-PFGE de las especies bovina, presentando patrones de
macrorestriccion con 91,9% y 89,5% de similitud respectivamente (Figura 8).

Por fuera de periodo de estudio, algunos aislamientos de origen bovino
tuvieron 100% de similitud con patrones de PFGE de aislamientos de origen humano.
Se observaron 8 clusters donde se encontraron relacionados aislamientos bovinos con
aislamientos de origen humano y alimentos. Se encontraron idénticos patrones en
aislamientos obtenidos con 13 afios de diferencia (cluster 3). Hubo también asociacién
con cepas obtenidas de alimentos como es el caso de los clusters 5y 8, de agua de rio
(cluster 7) y de bovinos durante otro muestreo (cluster 6). El cluster 8 esta integrado
también por aislamientos obtenidos de carne picada provenientes de Bolivia que
presentaron similar resistencia antibiética a los aislamientos bovinos (acido nalidixico,
estreptomicina, trimetoprima sulfametoxazol versus acido nalidixico y acido nalidixico,
trimetoprima sulfametoxazol (Figura 9).

La identificacion de los factores de virulencia putativos, caracterizados
originalmente en la cepa TW14359, se presenta en la Tabla 11. ECSP_3620,
ECSP_0242 y ECSP_2687 se presentaron con una muy alta prevalencia en los
aislamientos de ambos origenes (>80%). Por el contrario ECSP_1773 fue el menos

prevalente en los aislamientos independientemente de su origen. Se observé una

55



diferencia muy significativa en las frecuencias para los loci ECSP_3286 (86,2% vs.

55,5%, P<0.0001) y ECSP_2870/2872 (85,7% vs. 61,1%, P<0.0002), entre aislamientos

humanos y bovinos, respectivamente.

Tabla 11. Frecuencia de deteccion de los factores de virulencia putativos en

aislamientos de Escherichia coli O157:H7 de origen humano y bovino.

N° de aislamientos (%)

Factores de virulencia Humano Bovino P
putativos (n=226) (n=54)

ECSP_3620 226 (100) 50 (92,6) NA
ECSP_ 0242 224 (99,1) 49 (90,7) NA
ECSP_ 2687 187 (82,7) 45 (83,3) NA
ECSP_ 3286 195 (86,3) 30 (55,5) <0,0001
ECSP_ 1773 77 (34) 18 (33,3) NA

ECSP_2870/2872 193 (85,4) 33(61,1) 0,0002

NA: No aplicable
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Figura 8. Discriminacion de aislamientos de Escherichia coli O157:H7 de origen humano y bovino con idéntico patron de Xbal-PFGE, genotipo-
stx y fagotipo, utilizando la enzima de restriccion Binl.

ECSP
ECSP ECSP ECSP ECSP ECSP 3620
883 PFGE-Xbal PFGE-BInl 1D Patron-Xbal Patron-BInl  Origen Provincia  Mes/aiio  Genotipostx PT 0242 1773 2687  2870/2872 3286  (norV)
I} m ‘ 1] | 1-040 AREXHX01.0011 AREXHA26.0008  Bovino Buenos Aires 02-2007 stx2a/ stx2c 4 + - + + + +
LI {1 20507  AREXHX01.0011 AREXHA26.0111  SUH Cérdoba 12-2006 stx2a/ stx2c 4 + - + + + +
?;m 46/08  AREXHX01.0011 AREXHA26.0107  SUH Buenos Aires 09-2008 stx2a/ stx2c 4 + - + + + +
1118 758/07  AREXHX01.0011 AREXHA26.0092  SUH Rio Negro 10-2007 stx2a/ stx2c 4 + - + + + +
0 1 76607 AREXHX01.0011 AREXHA26.0008  SUH CABA 10-2007 stx2a/ stx2c 4 + - + + + +
il | 777007 AREXHX01.0011 AREXHA26.0008  SUH Cordoba 10-2007 stx2a/ stx2c 4 + - + + + +
845/07  AREXHX01.0011 AREXHA26.0008  SUH CABA 11-2007 stx2a/ stx2c 4 + - + + + +
. 1072/06  AREXHX01.0011 AREXHA26.0139 D CABA 11-2006 stx2a/ stx2c 4 + - + + + +
170/07  AREXHX01.0011 AREXHA26.0106 DS CABA 01-2007 stx2a/ stx2c 4 + - + + + +
23/08  AREXHX01.0011 AREXHA26.0092 D San Luis 01-2008 stx2a/ stx2c 4 + - + + + +
vi 799/07  AREXHX01.0011 AREXHA26.0008 DS CABA 10-2007 stx2a/ stx2c 4 + - + + + +
815/07  AREXHX01.0011 AREXHA26.0008 DS Buenos Aires 10-2007 stx2a/ stx2c 4 - - + + + +
1166/06  AREXHX01.0011 AREXHA26.0139 DS CABA 12-2006 stx2a 4 + - + + + +
1182/06  AREXHX01.0011 AREXHA26.0041  SUH LaPampa 11-2006 stx2a 4 + - - + + +
128/07  AREXHX01.0011 AREXHA26.0108 DS Rio Negro 01-2007 stx2a 4 + - + + +
129/07  AREXHX01.0011 AREXHA26.0108 DS Rio Negro 01-2007 stx2a 4 + + + +
136/08  AREXHX01.0011 AREXHA26.0097  SUH Buenos Aires 01-2008 stx2a 4 + - + + +
541/08  AREXHX01.0011 AREXHA26.0109  SUH CABA 06-2008 stx2a/ stx2c 14 + - + + + +
1-037 AREXHX01.0011 AREXHA26.0008  Bovino Buenos Aires 02-2007 stx2a/ stx2c RDNC 7 - + + + +
346/08  AREXHX01.0011 AREXHA26.0008 D Buenos Aires 04-2008 stx2a/stx2c 4 + + + + + +
1133/06  AREXHX01.0543 AREXHA26.0110  SUH Chubut 11-2006 stx2a/ stx2c 4 + - ¥ T ¥ T
FP-014 AREXHX01.0543 AREXHA26.0088 Bovino Buenos Aires 12-2006 stx2a/ stx2c 4 + - + + + +
XIX FP-015 AREXHX01.0543 AREXHA26.0088 Bovino Buenos Aires 12-2006 stx2a/ stx2c 4 + - + + + +
FP-029  AREXHX01.0543 AREXHA26.0088  Bovino SantaFe 01-2007 stx2a/ stx2c 4 + - + + + +
FP-030  AREXHX01.0543 AREXHA26.0088  Bovino SantaFe 01-2007 stx2a/stx2c 4 + - + + + +
854/07  AREXHX01.0076 AREXHA26.0046  BD Chubut 10-2007 stx2a/ stx2c 2 + + + + + ¥
1-104 AREXHX01.0076 AREXHA26.0085 Bovino Buenos Aires 07-2007 stx2a/ stx2c 2 + + + + + +
XXXI 1-105 AREXHX01.0076 AREXHA26.0085 Bovino Buenos Aires 07-2007 stx2a/ stx2c 2 + + - + + +
B ! 1-106 AREXHX01.0076 AREXHA26.0085 Bovino Buenos Aires 07-2007 stx2a/ stx2c 2 + + + + + +
F 1-107 AREXHX01.0076 AREXHA26.0085 Bovino Buenos Aires 07-2007 stx2a/ stx2¢c .2 + + + + + +
1186/06  AREXHXOL.0175 AREXHAZ6.0052  SUH CABA 12-2006 stx2a/ six2c 29 T n ¥ T T T
15207  AREXHX01.0175 AREXHA26.0052  SUH CABA 01-2007 stx2a/ stx2c 49 + - + + + +
207/07  AREXHX01.0175 AREXHA26.0052  SUH CABA 02-2007 stx2a/ stx2c 49 + - + + + +
338/07  AREXHX01.0175 AREXHA26.0052  SUH CABA 03-2007 stx2a/ stx2c 49 + - + + + +
XXXi 60/08 AREXHX01.0175 AREXHA26.0052 SUH Buenos Aires 01-2008 stx2a/ stx2c 49 + - + + + +
1-173 AREXHX01.0175 AREXHA26.0052 Bovino Buenos Aires 04-2008 stx2a/ stx2c 49 + - + + + +
M i 347/07  AREXHX01.0175 AREXHA26.0052 DS Rio Negro 01-2007 stx2a/ stx2c 49 + - + + + +
L 556/07  AREXHX01.0175 AREXHA26.0052 D Mendoza 01-2007 stx2a/stx2c 49 + - + + + +
1087/06  AREXHX01.0022 AREXHA26.0052 DS CABA 11-2006 stx2a/ stx2c 49 + - T T T T
'I Il 1607 AREXHX01.0022 AREXHA26.0052  SUH Buenos Aires 12-2006 stx2a/ stx2c 49 + - + + + +
I 523/08  AREXHX01.0022 AREXHA26.0052  SUH Mendoza 03-2008 stx2a/ stx2c 49 + - + + + +
{1 6007 AREXHX01.0022 AREXHA26.0019  SUH Cordoba 12-2006 stx2a/ stx2c 49 + - + + + +
| I U0 624007 AREXHX01.0022 AREXHA26.0052 D Mendoza 05-2007 stx2a/ stx2c 49 + - + + + +
— l l 67507  AREXHX01.0022 AREXHA26.0052  Asintomatico Jujuy 08-2007 stx2a/ stx2c 49 + - + + + +
ooy |, “ I "(L ISR 76107 AREXHX01.0022 AREXHA26.0052  SUH Buenos Aires 01-2007 stx2a/ stx2c 49 + - + + + +
g | | FP-196  AREXHX01.0022 AREXHA26.0052  Bovino Buenos Aires 12-2007 stx2a/ stx2c 49 + - + + + +
I 1l | 1051/06 AREXHX01.0022 AREXHA26.0107  SUH CABA 11-2006 stx2a/ stx2c 4 + - - + + +
f‘ B 0 128/08  AREXHX01.0022 AREXHA26.0052  SUH Neuquén 02-2008 stx2a/ stx2c 14 + - + + + +
| | 163/08  AREXHX01.0022 AREXHA26.0176  SUH Neuquén 03-2008 stx2a/ stx2c 14 + - + + + +
| W B L 16708 AREXHX01.0022 AREXHA26.0176  SUH Buenos Aires 03-2008 stx2a/ stx2c 14 + + + + + +
- i PR 204007 AREXHX01.0022 AREXHA26.0112  SUH Cérdoba 12-2006 stx2a/ stx2c 49 + - + + + +
TR E 808/07  AREXHX01.0022 AREXHA26.0052  SUH CABA 10-2007 stx2a/ stx2c 49 + - + + + +
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Figura 9. Patrones de Xbal-PFGE idénticos encontrados por fuera del periodo de estudio y los aislamientos de origen bovino del presente trabajo.

80 90 100

PFGE-Xbal ID Patron-Xbal Origen Provincia Ao Genotipo stx
[P D
L IBRL IR 128/15 AREXHX01.0631 SUH Rio Negro 2015 stx2a / stx2c
i : 130/15 AREXHX01.0631 Asintomatico Rio Negro 2015 stx2a / stx2c
1 248/14 AREXHX01.0631 SUH Buenos Aires 2014 stx2a / stx2c
555/09 AREXHX01.0631 DS La Pampa 2009 stx2a / stx2c
FP-160 AREXHX01.0631 Bovino La Pampa 2007 stx2a/ stx2c
556/09 AREXHX01.0388 D La Pampa 2009 stx2a / stx2c
2 670/06 AREXHX01.0388 DS Santa Cruz 2006 stx2a / stx2c
1-144 AREXHX01.0388 Bovino Cérdoba 2007 stxla/stx2a/ stx2c
3 249/00 AREXHX01.0552 SUH Cérdoba 2000 stx2a / stx2c
713/13 AREXHX01.0552 D sD 2013 stx2a
FP-152 AREXHX01.0552 Bovino Buenos Aires 2007 stx2a
111/14 AREXHX01.0550 SUH sD 2014 stx2a / stx2c
113/14 AREXHX01.0550 SUH Entre Rios 2014 stx2a / stx2c
1 4 668/13 AREXHX01.0550 D Buenos Aires 2013 stx2a / stx2c
733/13 AREXHX01.0550 SUH sD 2013 stx2a / stx2c
FP-148 AREXHX01.0550 Bovino Cérdoba 2007 stx2a / stx2c
361/03 AREXHX01.0267 SUH Buenos Aires 2003 stx2a / stx2c
362/03 AREXHX01.0267 SUH Buenos Aires 2003 stx2a / stx2c
5 492/06 AREXHX01.0267 Ensalada Buenos Aires 2006 stx2a / stx2c
I— FP-172 AREXHX01.0267 Bovino Corrientes 2007 stx2a/ stx2c
) 1 } FP-173 AREXHX01.0267 Bovino Corrientes 2007 stx2a/ stx2c
L R EBITRY FP-174 AREXHX01.0267 Bovino Corrientes 2007 stx2a / stx2c
i S146/2 AREXHX01.0458 Bovino Buenos Aires 2007 stx1/ stx2 / stx2c
i S153/1 AREXHX01.0458 Bovino Buenos Aires 2007 stx1 / stx2 / stx2c
6 “‘ 1 hhl i1 S181/1 AREXHX01.0458 Bovino Buenos Aires 2007 stxl / stx2 / stx2c
S186/1 AREXHX01.0458 Bovino Buenos Aires 2007 stx1/ stx2 / stx2c
I BRI IBINEIRE FP-210 AREXHX01.0458 Bovino Buenos Aires 2008 stx1/ stx2 / stx2c
CIRRI IR FP-225 AREXHX01.0458 Bovino Buenos Aires 2008 stx2a / stx2c
2l : FP-226 AREXHX01.0458 Bovino Buenos Aires 2008 stx2a/ stx2c
7 ‘ﬂ W 98000 AREXHX01.0132 Agua de rio Entre Rios 2000 stxla / stx2c
] FP-103 AREXHX01.0132 Bovino Corrientes 2007 stxla/stx2c
] ] 1-001 AREXHX01.0544 Bovino Buenos Aires 2006 stxla/stx2a
', il 1-002 AREXHX01.0544 Bovino Buenos Aires 2006 stxla/stx2a
‘ } i 1 1-004 AREXHX01.0544 Bovino Buenos Aires 2006 stxla/stx2a
8 ‘ I Iff 216/13 AREXHX01.0544 Carne picada Mendoza 2013 stxla / stx2a
! BIENEE BT B 397/14 AREXHX01.0544 Carne picada Bolivia 2014 stxla / stx2a
! BRI EI Mt 398/14 AREXHX01.0544 Carne picada Bolivia 2014 stxla / stx2a
I EiIm EI Bl 399/14 AREXHX01.0544 Carne picada Bolivia 2014 stxla / stx2a
I BRI B i 400/14 AREXHX01.0544 Carne picada Bolivia 2014 stxla / stx2a
I BIHEBNE 113 1-003 AREXHX01.0544 Bovino Buenos Aires 2006 stxla/stx2a

Se resaltan en negrita los aislamientos de origen bovino del periodo estudiado en este trabajo.
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El andlisis de los fagotipos y genotipos stx mas frecuentes reveld una
distribucion similar de las cepas asociadas a las diferentes entidades clinicas. Solo se
observo diferencia significativa entre PT4 y genotipo stxp, y la presencia de enfermedad
severa (SUH y DS). Las cepas STEC 0157 con el genotipo Stxaa/Stxyc pertenecientes a

los fagotipos PT4, PT49 y PT2 fueron las predominantes (Tabla 12).

Tabla 12. Relacién entre genotipos stx y PT predominantes con diferentes entidades
clinicas.

N° (%) por entidad clinica

SUH? DS D¢
PT genotipo stx n=122 n=69 n=30
PT4 StXa/StXa 29 (23,8) 15 (21,7) 6 (20,0)
StX2q 22 (18,0) 10 (14,5) 0
StX1a/ StX2a/ StX2c 1(0,8) 1(1,4) 1(3.3)
PT49 StXoa/Stac 28 (23,0) 14 (20,3) 7 (23,3)
StXoa 0 1(1,4) 1(3.3)
StX1a/StXoa/StXoc 0 1(1,4) 0
PT2 StXoa/StXoc 20 (16,4) 11 (15,9) 6 (20,0)
StXoa 2 (1,6) 0 1(3,3)
PT54 StXoa/StXac 5 (4,1) 3(4,3) 0
StXoa 1(0,8) 0 1(3,3)
PT14 StXoa/Stac 5(4,1) 2(3,1) 1(3,3)

SUH: Sindrome urémico hemolitico. "DS: Diarrea sanguinolenta.
°D: Diarrea no sanguinolenta. *Frecuencias estadisticamente significativas (P<0.05).

Se realizd un georeferenciamiento del origen de los aislamientos de STEC 0157.
Los casos clinicos se distribuyeron por todo el pais detectandose en 16 de las 23
provincias que lo constituyen. La mayoria (47,9%) de los aislamientos de origen
humano pertenecieronn a casos provenientes de la provincia de Buenos Aires y Ciudad
Auténoma de Buenos Aires (CABA).

Si bien mas de la mitad de los aislamientos bovinos (51%) correspondieron a
animales de la Provincia de Buenos Aires, el resto de ellos fueron solamente de otras 6

provincias (Figura 10).
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En cuanto a la distribucidn estacional se observo que los aislamientos humanos
tuvieron una mayor frecuencia en los meses de primavera y verano. En cuanto a los
aislamientos bovinos permanecieron con una distribucion relativamente igual a traves
de los meses (Figura 11).

Figura 10. Distribucién geogréafica de cepas STEC 0157 aisladas de casos clinicos y de
bovinos

‘ Aislamientos Humanos
O Aislamientos Bovinos
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Figura 11. Distribucion estacional de los aislamientos STEC 0157 obtenidos de casos clinicos y de bovinos

B Humanos

" Bovinos
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DISCUSION

En Argentina, los datos sobre las infecciones por STEC en humanos se obtienen
a través de diferentes estrategias: (i) Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud,
Moddulo C2 (SNVS-C2), que recoge datos sobre los casos clinicos de SUH. Desde el
afio 2000, la notificacion es obligatoria, inmediata e individualizada (Resolucion
Ministerio Salud N°346/00); (ii) Vigilancia Centinela (UC-SUH), a través de 25
Unidades Centinela localizadas en 16 provincias; (iii) Sistema Nacional de Vigilancia
basada en Laboratorio, Médulo SIVILA (SNVS-SIVILA); y (iv) Vigilancia molecular
a través de PulseNet América Latina y el Caribe (PNALC) (Rivas et al., 2011).

Entre 2004 y 2015, un total de 2047 cepas STEC O157 y no-O157 aisladas de
casos de SUH (993), DS (526), D (319), portadores asintomaticos y pacientes con otras
diagndsticos (209), fueron confirmadas por el SNVS-SIVILA y las UC-SUH en
Argentina. Se identificaron distintos serotipos, pero O157:H7 fue el predominante
(>72%), y O145:NM (>15%) fue el segundo serotipo mas importante identificado. Entre
las cepas de E. coli 0157, el genotipo stxza/stxac/eae/ehxA fue prevalente (>80%). En
dicho periodo, un total de 51 brotes de DS y SUH asociados con STEC 0157 y no-
0157 se registraron en jardines maternales y de infantes, intrafamiliares y la comunidad
(Rivas et al., 2014; Boletin Integrado de Vigilancia N° 328-SE 38-2016)

Algunos factores determinantes del patdgeno y su reservorio, el huésped, y los
comportamientos culturales y dietéticos han sido descritos como factores de riesgo para
la adquisicion de una enfermedad asociada a STEC. El inoculo bacteriano inicial, la
cantidad y el tipo de Stx que produce, el serotipo infectante, la capacidad de E. coli para
adquirir horizontalmente elementos genéticos mdviles y la mejor la adaptacion de las

bacterias al huésped humano son descriptos como factores de riesgo. La edad del
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huésped, su estado inmune, el uso de antibidticos y antiespasmaddicos, el estrés y
factores genéticos son también importantes. La prevalencia de STEC O157 en el ganado
vacuno argentino y el alto consumo de carne, también suponen un riesgo para la
poblacién si las correctas medidas preventivas para evitar la enfermedad producida por
este patdgeno no son aplicadas. La deteccion de animales “super eliminadores’, la
alimentacion y la época son factores que también deberian ser tenidos en cuenta. (Rivas
etal., 2014).

Se han desarrollado métodos de subtipificacion como la fagotipificacion, el
analisis de las variantes de los genes stx, y PFGE, entre otros, que han sido ampliamente
utilizados para poder diferenciar aislamientos y caracterizar subpoblaciones que
permitan asociarlas en un contexto epidemiolégico, identificar reservorios, patrones de
transmision y detectar brotes,. En el presente trabajo se han empleado estas técnicas,
para caracterizar y comparar cepas STEC O157:H7 aisladas de infecciones humanas
con aquellas que se encontraron en el reservorio bovino recuperadas en el mismo
periodo de tiempo.

Estudios previos indican que el resultado clinico de la infeccién por STEC
depende del genotipo stx de la cepa infectante (Jelacic et al., 2003; Persson et al., 2007),
y que existe un mayor riesgo de evolucion o progresion a SUH cuando los genes stxz, y
eae estan presentes (Boerlin et al., 1999). En el presente trabajo se encontrd que
Stx2a/Stxoc fue el genotipo predominante en las cepas aisladas de casos clinicos (76,1%) y
en el reservorio bovino (55,5%). Por otra parte, stxp, fue el segundo genotipo en
frecuencia en cepas humanas (20,8%), mientras que el gen stx,. fue importante en el
reservorio animal (16,7%). Los aislamientos bovinos mostraron mayor variabilidad en

su genotipo Stx.
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La importancia y frecuencia de deteccion del genotipo stx,a/Stxpc ha sido
descripta en numerosos paises. En Finlandia, Eklund et al., (2002) encontraron que el
64% de los aislamientos humanos STEC O157 portaron los genes stXa/StXo.. En Suecia,
Aspan et al., (2010) informaron que cepas STEC 0157:H7 humanas y bovinas,
estudiadas en el periodo 1996-2002, fueron caracterizadas como PT4:StXpa/StXo.. Por
otra parte, Manning et al. (2008) encontraron que este genotipo stx fue el mas frecuente
entre las cepas del clado 8 asociadas con dos brotes ocurridos en EE.UU. en 2006 y
relacionados con vegetales frescos, produciendo una enfermedad humana inusualmente
severa.

En Australia, Fegan et al. (2004) estudiaron la presencia de los genes stxi, Stxza
y stxpc en 102 aislamientos de E. coli 0157, de origen humano y animal. Los autores
reportaron la siguiente frecuencia de genotipos-stx, stxi/stXac (74%), Stxpc (16%),
StX1/Stxoa (5%), Stxpa/Stxac (3%), y stx; (3%). Mellor et al. (2012) observaron una
diferencia significativa (P<0.0001) en la frecuencia de deteccion de los stx-genotipos
dominantes en Argentina  (StXza/StXpc) Y Australia (stxi/stxyc). Sin embargo, no
encontraron diferencias en la frecuencia de dichos genotipos en los aislamientos
humanos y bovinos dentro de cada pais. En Japén, Kawano et al. (2011) demostraron
que STEC 0157 del genotipo stx,. estaba ampliamente distribuido en aislamientos de
ambos origenes en la Prefectura de Miyazaki, siendo més prevalente en el ganado (47%)
que en humanos (35%). El genotipo stx,a/stxyc solo se detectd en el 4% de los
aislamientos humanos y no fue detectado en bovinos.

Otros estudios han reportado diferencias en los genotipos stx de cepas STEC
0157 aisladas de humanos y del ganado vacuno. En Dinamarca, Nielsen et al. (2002b)
encontraron diferencias en la frecuencia de deteccidn en cepas recuperadas de bovinos y

aislamientos clinicos del mismo periodo. El ganado porté cepas STEC O157 stx,. sola
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(17,7%) o en asociacion con stx; (82,3%). Mientras que en los aislamientos humanos
predomind el genotipo stxza/stxac (54,5%), el resto de los aislamientos presentaron
diversas combinaciones en iguales proporciones (StXac, StXoa StX1/StXoa/StXac Y StX1/StXoc)

En Japon, Nakamura et al. (2008) encontraron que el genotipo stxp. fue
prevalente en aislamientos bovinos (58,5%) y de humanos asintomaticos (47,8%),
mientras que en enfermedad humana stxp, (68,6%) fue el genotipo predominante. El
genotipo stxoa/stx,c fue aislado del ganado (10,4%), humanos asintomaticos (9,9%) y
sintomaticos (12,6%). Posteriormente, Lee et al. (2011) mostraron claramente que el
genotipo stx mas frecuente en aislamientos humanos fue stxi,/stxz, (64,1%), seguido por
Stxoa/Stxoc (14,1%), mientras que en el ganado predomind stxy. (48,5%), seguido por
StX1a/Stxoc (19,7%).

Con respecto a la fagotipificacion, en el presente estudio méas del 80% de las
cepas de origen humano fueron caracterizadas como PT2, PT4 y PT49. Estos mismos
fagotipos constituyeron el 48,2% de los aislamientos bovinos. PT39 fue segundo en
frecuencia en los aislamientos de este ultimo origen, hallandose descripto con
frecuencia en la literatura. Los fagotipos PT2, PT4, PT8 y PT14 se encontraron en mas
del 80% de los aislamientos de pacientes de diferentes regiones de Alemania
(Bielaszewska et al., 1998). Estos mismos PTs fueron identificados frecuentemente en
aislamientos humanos y animales en el Reino Unido (Chalmers et al., 1999), Bélgica
(Chapman et al., 2001), Holanda (Cheasty et al., 2000), Finlandia (Heuvelink et al.,
1998), Suecia (Saari et al., 2001) y Dinamarca (Roldgaard et al., 2004). PT2 y PT8
fueron identificados como dominantes en Alemania y otros paises europeos durante
varios afios, indicando una dispersion geografica limitada (Beutin et al., 2002). En
Dinamarca, la mayoria de los aislamientos clinicos humanos (87%) pertenecieron a

PT2, PT4, PT8 o PT14, mientras que sdlo el 46% de las cepas de la especie bovina
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pertenecieron a estos PTs. PT8 y PT14 fueron encontrados en frecuencias similares en
cepas bovinas (36%) y cepas humanas (40%). Sin embargo, los PT predominantes en
cepas de origen humano, PT2 (19%) y PT4 (28%), s6lo se identificaron en las cepas
bovinas en el 2% y 8%, respectivamente (Roldgaard et al., 2004). En Espafia Mora et
al. (2004) detectaron cepas STEC de los fagotipos PT2 y PT8 como predominantes en
aislamientos clinicos (51%) y de bovinos (46%).

Sin embargo en Argentina, PT8 se encontrd en una frecuencia muy baja tanto en
bovinos (3,7%) como en humanos (1,3%), mientras que PT14 s6lo se encontré en
aislamientos de origen clinico (3,5%). Durante un estudio prospectivo caso-control de
infecciones por STEC en nifios argentinos, llevado a cabo en 2001-2002, Rivas et al.
(2006) caracterizaron una cepa STEC 0157, aislada de un caso de DS que evoluciono a
SUH, como PT8:stXa/StXyc, Y tres aislamientos PT14:stx,./stX,c provenientes de casos
de DS. Durante un estudio realizado en 136 muestras de carne vacuna picada y
salchicha fresca en boca de expendio, Chinen et al. (2001), detectaron 2/11 (18,2%)
cepas caracterizadas como PT14: stXaa/stXac Y PT14:stx,c. En el afio 2009, Chinen et al.
encontraron que el 10% de las cepas E. coli O157:H7 aisladas de hamburguesas de
carne poco cocidas, provenientes de restaurantes de comidas rapidas, se caracterizaron
como PT8:stXza/stXo. Yy PT14:stxy/ stx.. Por otra parte, en Espafia (Mora et al., 2004),
Alemania (Beutin et al., 2002) y Dinamarca (Roldgaard et al., 2004), encontraron que
cepas perteneciente al PT8 mostraron una alta asociacion con stx; y en su mayoria eran
inmoviles. En el presente estudio, las 280 cepas fueron mdviles siendo el flagelo H7 un
importante factor de virulencia.

Entre 1998 y 2004, PT21/28 fue descrito como el PT mas frecuente en Escocia,
correspondiendo a mas del 50% de los aislamientos humanos y bovinos, lo que

confirma la relacion estrecha entre la excrecion de esta bacteria por el reservorio bovino

66



y la infeccion humana, y la localizacion de clones especificos de STEC O157 en
determinadas regiones (Halliday et al., 2006; Pearce et al., 2009). En Argentina este
fagotipo, nunca fue encontrado hasta el presente.

En el presente estudio hubo una marcada coincidencia entre los perfiles PT-stx
de las cepas aisladas de enfermedad humana y aquellas aisladas de bovinos. Los perfiles
PT49:stxo4/stXoc (30,2% vs. 20%), PT4:stXoa/StXoe (29,1% vs. 20%) y PT2:StXoa/StXoc
(22,7% vs. 40%) fueron frecuentes en las cepas de ambos origenes (Tabla 9), siendo
significativa la asociacion del PT4 con stxp, en los aislamientos de origen humano y
PT2 con stxa,/Stxzc en los obtenidos del bovino. Sin embargo, algunos perfiles PT-stx se
encontraron exclusivamente en el reservorio bovino.

Aspan et al. (2010) encontraron como prevalente el perfil PT4:stxp/Stxoc en
bovinos durante un muestreo en frigorificos y tambos de la costa sudoeste de Suecia,
vinculados a casos humanos. Este perfil se destaco principalmente en la Ciudad de
Halland, esto motivo a que se conociera a este clon con el nombre de “Halland type”.

En el presente estudio, no fue posible establecer una relacion entre los PTs y el
genotipo stxya/stx,. detectados en aislamientos de enfermedad humana con la signologia
clinica, probablemente debido a la alta tasa del genotipo stXa/stxyc (> 75%). Si se
observo una relacion significante entre PT4 y stx,, Yy el desarrollo de enfermedad grave
(SUH y DS). Beutin et al. (2002) también observaron una fuerte asociacion entre la
presencia del gen stx,, y enfermedad humana severa, sin embargo stx,. se asocié a casos
de diarrea no complicada. Asi mismo encontraron que los aislamientos de la mayoria de
los pacientes con SUH (86,7%) fueron caracterizados como PT2 y PT4. Mora et al.
(2004) describieron a PT2 (86%) y PT14 (100%) como fagotipos fuertemente asociados
con enfermedad grave. En Escocia, PT21/28 se asocio principalmente a enfermedad

severa (Halliday et al., 2006; Pearce et al., 2009). En Dinamarca, Roodgald et al. (2004)
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encontraron que solo el 13% de los aislamientos bovinos portaron el gen stx,; en
comparacion al 55% de los aislamientos humanos, esta diferencia se relaciona también a
la distinta prevalencia de PT2 y PT4 en cepas de ambos origenes, sospechandose que
estos PTs podrian provenir de otra fuente, como distinto reservorio animal o al consumo
de carne importada de otras regiones. Sin embargo, no se pudieron establecer
diferencias significativas entre la ocurrencia de D y DS y el genotipo stx, pero si la hubo
entre casos de SUH y stx,,. En Finlandia, el perfil de virulencia PT2:stX,q/StX,. fue
asociado significativamente con SUH y DS, mas que otros perfiles (Eklund et al.,
2002). En Japon, la mayoria de los aislamientos stx,. fueron recuperados de portadores
asintomaticos (70%) o con sintomas leves (26%) (Kawano et al., 2011).

En Argentina la vigilancia molecular de STEC se implementd a traves de
PulseNet de America Latina y el Caribe. PFGE es considerada como técnica “gold
standard” para la subtipificacion de microrganismos patégenos transmitidos por
alimentos. Desde el afio 1988 a 2015 fueron incluidos en la Base de Datos Nacional
(BDN) de 0157 de Argentina, un total de 1267 patrones de Xbal-PFGE
correspondientes a 2517 cepas STEC 0157 aisladas de infecciones humanas (n=2098),
alimentos (n=223), animales (n=141), y muestras ambientales (n=55).

En este trabajo, las cepas O157 mostraron un alto grado de diversidad. Por Xbal-
PFGE, se establecio un total de 144 patrones de macrorrestriccion diferentes entre las
280 cepas estudiadas. Las cepas que mostraron patrones idénticos se agruparon en
clusters. Algunos patrones de PFGE pudieron diferenciarse por poseer diferentes
genotipos stx y PT. Tal es el caso del patron AREXHO01.0022, que mostro
combinaciones con Stxp/stxoc y PT2, PT4 y PT49, y el patron AREXH01.0011 con
genotipo Stxpa Y StXea/Stxac con PT4 y 14 entre otros, presentados en la Tabla 10. Los

cinco patrones de PFGE comunes, establecidos en cepas de ambos origenes, representan
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un total de 426 (17%) cepas STEC 0157 incluidas en la BDN, siendo el patron
AREXH01.0011 el prevalente en la base con 223 (8,9%) cepas del periodo 1992-2015,
seguido por el patron AREXHO01.0022 con 131 (5,2%) cepas para el periodo 1995-2015.
El patron AREXHO01.0175 corresponde a 40 (1,6%) aislamientos desde 2001 a 2015, y
el patron AREXHO01.0076 a 27 (1,1%) aislamientos desde 2002 a 2015. El patrén
AREXH01.0543 emergié durante el periodo de estudio de este trabajo. Estos cinco
patrones se encontraron representados en la BDN por cepas aisladas de casos de SUH
(n=169), DS (n=116), D (n=66), asintomaticos (n=10), carne picada cocida y cruda
(n=29), y agua de rio (n=9), lo que indica que estan ampliamente distribuidas en la
poblacién humana, en los alimentos y el medio ambiente, y circulantes a través del
tiempo, tanto en casos clinicos como en el reservorio animal. Previamente, Chinen et al.
(2003) establecieron por PFGE una similitud del 97% entre una cepa aislada de ternero
y una cepa aislada de un caso de SUH. En Japon, Kawano et al. (2011) obtuvieron una
similitud mayor al 95% entre cepas aisladas de pacientes y ganado bovino. Asi mismo,
Muto et al. (2008) estudiaron un brote de DS que afecté a 4 nifios que visitaron una
granja, en la cual ordefiaron y manipularon animales, y encontraron que 12 aislamientos
de bovinos presentaron un 100% de identidad con aislamientos recuperados de los nifios
afectados. En Espafia, Mora et al. (2004) también obtuvieron 100% de identidad entre
cepas de ambos origenes, la mayoria de éstas pertenecio a los fagotipos PT2 y PT8. Asi
mismo, Soderlund et al. (2012) en Suecia, encontraron patrones idénticos de PFGE
entre un aislamiento de oveja, cuatro aislamientos de ganado vacuno del mismo
frigorifico y un aislamiento detectado en un caso clinico.

Es importante destacar que el patron AREXH01.0011 y otros patrones
relacionados son parte de un clon hipervirulento descrito en otras partes el mundo. Este

patrdn es idéntico a los patrones SMI-H de Suecia, y EXHO01.0047 de EE.UU. Las cepas
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suecas del patron SMI-H portan, al igual que el patron AREXH01.0011, el genotipo
Stxoa/Stxoc Y pertenecen al PT4 (Lofdahl, 2008).

De las 226 cepas humanas analizadas, 30 (13,3%) mostraron combinaciones
idénticas de PT-Xbal-PFGE-stx con 11 (20,4%) de las 54 cepas aisladas de ganado. En
Espafia, Mora et al. (2004) encontraron que un 29% de las cepas STEC O157:H7 de
origen humano presentaban idéntica combinacién de PT-patrén de PFGE con
aislamientos de origen bovino, en un periodo de casi 20 afios, aunque estos autores no
incluyeron el genotipo stx como herramienta epidemiolégica o de subtipificacon
complementaria.

Algunas cepas STEC 0157 de ambos origenes pudieron ser discriminadas con
BInl como segunda enzima de restriccion. A pesar de mostrar diferencias, el porcentaje
de similitud hallado debe ser evaluado en el contexto epidemioldgico. Igualmente, en
este trabajo no se pudo establecer un vinculo epidemioldgico entre aislamientos
humanos y bovinos de la misma region geografica y periodo de tiempo. De todas
maneras, se debe destacar que la similitud de perfiles genotipo stx-PT-patrén Xbal-
PFGE detectados en las cepas humanas y bovinas estudiadas, reafirma que el ganado es
un importante reservorio de STEC, asociado a enfermedad humana.

Algunos aislamientos de origen bovino cuyos patrones de PFGE no tuvieron
100% de similitud con patrones de aislamientos humanos dentro del periodo de estudio,
si lo tuvieron por fuera del mismo. Es de destacar el mantenimiento de clones
circulantes por periodos extensos de tiempo de mas de 10 afios.

Debido a la gravedad del brote por consumo de espinaca en los EE.UU. en 2006,
la cepa TW14359 fue secuenciada, identificandose siete nuevos factores de virulencia
putativos no caracterizados previamente en otros genomas de cepas STEC como

EDL933 y Sakai (Kulasekara et al., 2009). Las cepas humanas y bovinas aqui
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estudiadas mostraron frecuencias mas altas de estos factores de virulencia putativos
comparadas con las encontradas en trabajos realizados en otras partes del mundo, a
excepcion del factor ECSP_1773 que codifica una proteina que interfiere con la
respuesta inmune innata mediante la inhibicion de la activacion de NF-KB, presente solo
en el 34% de las cepas humanas y el 33,3% de las bovinas. ECSP_0242 que codifica un
factor de virulencia putativo comun en eucariotas, facilitando las interacciones proteina-
proteina, y ECSP_3620 (norV), el gen intacto de la reductasa del oxido nitrico, se
detectaron en mas de 90% de los aislamientos independientemente de su origen. Solo 4
aislamientos de origen bovino presentaron la deleciébn AnorV. Estos hallazgos
confirman la particular frecuencia elevada de factores de virulencia putativos en las
cepas argentinas, descriptos previamente como relevantes en la patogénesis de las
enfermedades asociadas a STEC (Pianciola et al., 2014). Kulasekara et al. (2009)
sugirieron que la presencia del profago stx; es selectiva para la delecién de ECSP_3620
(AnorV). Un gen norV intacto se correlaciona fuertemente no sélo con la ausencia de
stx; sino también con la presencia de otros genes de virulencia putativos, con la
excepcion de ECSP_1773. Sin embargo, (Mellor et al., 2012) mostraron que la
presencia del alelo AnorV en cepas australianas no esta correlacionada con la presencia
de stx;. Estos aislamientos que portaron stx;, también portaron un norV completo. En el
presente estudio, el 100% de las cepas humanas portaron ECSP_3620,
independientemente de su genotipo stx. En cambio so6lo cuatro (7,4%) cepas bovinas
stx;-positivas fueron negativas para este factor.

Recientemente, Shimizu et al. (2012) demostraron el papel que el producto del
gen intacto norV juega en el virulencia de E. coli O157, reduciendo el nivel de oxido
nitrico (ON) en las células bacterianas dentro de los macrofagos, contrarrestando una de

las vias mas eficaces de la respuesta inmune contra la infeccion. También demostraron
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que la ON reductasa aumenta la produccion Stx2 dentro de los macrofagos. Ambos
mecanismos constituyen una ventaja adaptativa de estos microorganismos que permiten
la resistencia dentro de los macrdfagos durante la infeccién, por lo que el gen norV es
un importante factor de virulencia en la patogénesis de STEC.

En un estudio colaborativo sobre diversidad genética de cepas STEC 0157,
realizado entre Argentina y Australia, se comprobaron caracteristicas comunes de las
cepas del linaje LI/l de ambos paises, incluyendo la presencia de los determinantes
putativos de virulencia ECSP_3620, ECSP 0242, ECSP_2687, ECSP_2870 vy
ECSP_2872. So6lo uno (ECSP_3286) de los siete factores de virulencia fue mas
frecuente en los aislamientos argentinos (60%) que en los australianos (2%). El
incremento en la frecuencia de este factor en las cepas argentinas podria deberse a la
recientemente descubierta presencia del profago stx,, en el sitio de insercion alternativo
argW, encontrado también en la cepa TW14359. En cambio los aislamientos
australianos poseyeron el sitio de insercion clasico wrbA descrito originalmente para el
profago stx,,. Solo la cepa australiana positiva para ECSP_3286 porto el gen stx,, en el
sitio alternativo argW (Mellor et al., 2012). En el presente estudio, el factor ECSP_3286
fue mas frecuente en las cepas humanas (86,3%) que en las bovinas (55,5%), siendo
esta diferencia significativa estadisticamente (P<0,00001).

Estudios de georefenciamiento han sido realizados con el fin de establecer
regiones con aislamientos de elevada virulencia o en asociacion a brotes. En nuestro
pais, la region pampeana incluye las provincias de Buenos Aires, sur de Santa Fe,
Cordoba y Entre Rios y noreste de La Pampa, en donde se encuentra el 57% del total de
cabezas vacunas (aproximadamente 31.492.000 cabezas). Mas del 80% de las cepas
STEC 0157 de origen bovino estudiadas en este trabajo fueron aisladas de animales

provenientes de esta region. No puede concluirse que los bovinos de esta zona posean
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una mayor prevalencia de STEC 0157 que bovinos de otras zonas, ya que el muestreo
se realizd en frigorificos cuyos animales provenian de esta region. Asi mismo, algunos
casos humanos estan referenciados por el lugar de atencion médica y no por la
procedencia del paciente.

En Suecia, la prevalencia de STEC 0157 en el ganado bovino en la ciudad de
Halland (23,3%) fue mas alta que en el resto del pais (7,6%) (P>0.01). En dicha ciudad,
se observd también la mayor incidencia de casos de enfermedad humana por STEC
0157 durante el periodo de estudio (1998-2000) dicha tasa oscilé entre 2,5 y 4,0 casos
por cada 100.000 habitantes. Estas cifras fueron entre cinco a ocho veces mas alta que el
promedio nacional durante el mismo periodo (Eriksson et al., 2005). Jaros et al. (2014)
encontraron diferencias marcadas en los aislamientos de STEC 0157 de origen humano
y bovinos entre la isla norte y la isla sur de Nueva Zelanda, lo que sugiere la
transmision localizada de STEC entre ganado y seres humanos. En México se investigo
la prevalencia de STEC en pequefias granjas dentro de comunidades rurales, que se
encuentran en el valle agricola de Culiacan a lo largo de la parte noroeste de la costa
México, considerado una de las regiones agricolas mas importantes. Las muestras
fueron recuperadas de cinco sitios de muestreo situados en las proximidades de rios
utilizados para el riego. E. coli O157:H7 fue un serotipo predominante que se aislo de 3
de los 5 sitios de muestreo. Estos aislamientos fueron recuperados de heces pollos,
bovinos y ovinos. Los resultados de este estudio indicaron que STEC O157 se detectd
en 5,4% (13/240) de las muestras analizadas. Por PFGE la mayoria de los aislamientos
se agruparon en dos clusters con 98,6% de similitud determinando que los ailmientos de
esta region estan altamente relacionados. Algunos subtipos también fueron recuperados
seis meses mas tarde sugiriendo la persistencia y una transmision potencial entre las

especies. (Amézquita-L6pez et al., 2012).
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Otros autores han realizado estudios abarcando grandes regiones o paises.
Mellor et al. (2015) analizaron aislamiento STEC O157 de origen humano y bovino
provenientes de Australia, Argentina y EE.UU. donde encontraron diferencias
sustanciales entre los aislamientos, en cuanto a sus genotipos y linajes, pudiendo estos
hallazgos proporcionar una explicacion para la menor incidencia de enfermedad en
Australia con relacion a Estados Unidos y Argentina.

Una influencia estacional, con aumentos de la prevalencia de STEC O157 en el
ganado ocurre durante los meses mas calidos y con menor frecuencia en los meses frios,
como ha sido demostrada en algunos estudios (Barkocy-Gallagher et. al., 2003). Sin
embargo, algunos estudios han informado que la prevalencia de E. coli O157 en el
ganado vacuno no depende de la estacion del afio (Paiba et. al., 2002; Alam et al.,
2006). No es claro aun cudles son los factores asociados al clima que contribuyen a la
prevalencia alta de STEC 0157 en el verano (Ferens et al., 2011). Una hipotesis sugiere
que el aumento de luz diaria produce variaciones hormonales con aumento en la
prevalencia en comparacién con animales controles (Edrington et al., 2006), otro
estudio demostré que el ganado tratado con hormona tiroidea exdgena arrojo los
mismos numeros de portacion de STEC O157 como en animales controles en invierno
(Edrington et al., 2007). También se encontré una asociacion entre la prevalencia de
este patogeno y la dieta de temporada, donde la prevalencia fue mayor en ganado de
engorde alimentado con granos himedos durante los periodos de baja temperatura y
ausencia de pastura natural. (Wells et al., 2009). Ezawa et al. (2004) encontro que la
prevalencia estacional de STEC 0157 varid segun los afios investigados, estando
aumentada en verano y en invierno, en comparacion a la primavera en uno de los afios
de estudio. Esto fue también relacionado a la permanencia de los animales en potreros o

establos cerrados en los meses de bajas temperaturas favoreciéndose el contacto
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estrecho entre los mismos y la posibilidad de consumo de alimento contaminado con
heces.

En el presente estudio no hubo una marcada influencia estacional,
permaneciendo la deteccion de STEC 0157 en el bovino con una distribucion
relativamente igual a través de los meses. Sin embargo, el resultado debe considerarse
con cautela, ya que no se hizo ningln intento de mantener constantemente otros
factores, como el origen del ganado, la edad, la dieta y el tipo explotacion ganadera en
funcién de cada temporada (Masana et al., 2010).

En este trabajo, se observd que los aislamientos humanos tuvieron una mayor
frecuencia en los meses de primavera y verano, en concordancia con lo esperable a las
enfermedades transmitidas por alimentos, siendo el aumento de la temperatura y la
humedad factores de importancia para la sobrevida del patdgeno.

En los datos aqui presentados solo 7 (3,1%) cepas humanas y 6 (11,1%) cepas
bovinas estudiadas presentaron resistencia antibidtica. En ambos origenes se observd
resistencia a ampicilina, estreptomicina y trimetoprima sulfametoxazol. Porcentajes
mayores de resistencia fueron hallados en aislamientos de origen bovino (65%), siendo
sulfisoxazol (61%) el antibidtico para el que se observd mayor resistencia, seguido por
tetraciclina (12%) (Vidovic et al., 2006). En un estudio realizado en 361 aislamientos E.
coli O157 de origen humano, ganado vacuno, cerdos y alimentos, Schroeder et al.
(2002) observaron la resistencia a tetraciclina en 9% de las cepas.

Bok et al., 2015 encontraron también altos porcentajes de resistencia antibidtica
en el reservorio bovino. En el ganado lechero observaron que el 82,3% de los
aislamientos fueron resistentes al menos a un antibiotico analizado, mientras que el 17%
presentd multirresistencia. En cambio el ganado de carne se observo un 58,5% de

resistencia y 8,5% fue multirresistente. Esta diferencia es debida al uso mas frecuente en
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el ganado lechero para el tratamiento de mastitis. Los aislamientos derivados del ganado
lechero tuvieron una diferencia estadisticamente significativa para ampicilina,
cefuroxima, ceftazidima, neomicina, tetraciclina y sulfametoxazol, siendo neomicina el
antibiotico con mayor resitencia en el ganado lechero (51%) que en el de carne (24,6%).

Aunque las infecciones por E. coli productor de toxina Shiga no implican el uso
de la terapia antimicrobiana, E. coli O157 puede adquirir facilmente genes de resistencia

a las drogas en su habitat natural y transferirlos a otros organismos de relevancia.
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CONCLUSIONES

En Argentina, el ganado vacuno porta cepas STEC O157 del genotipo Stxpa/StXac,
prevalente en los aislamientos clinicos y descrito por la literatura cientifica como
hipervirulento, en frecuencias elevadas.

Este estudio mostr6 que el uso de técnicas de subtipificacion, como
fagotipificacion, genotipificacion de stx y PFGE, como herramientas epidemioldgicas,
pueden ayudar a detectar reservorios.

PFGE permitié generar distintos patrones dentro de un mismo PT. Asi mismo un
mismo patron de PFGE tuvo diferentes combinaciones de genotipo stx y PT. Esto
demuestra la importancia del uso de técnicas combinadas, no solo para establecer
subtipos de aislamientos especificos de diferentes origenes, sino también para el analisis
de brotes, y establecer variaciones temporales y geograficas de clones emergentes.

La posibilidad de subdividir a las cepas STEC 0157 en diferentes subtipos de
riesgo, utilizando métodos normalizados que produzcan resultados facilmente
comparables entre laboratorios, es altamente relevante en relacion con la realizacion de
evaluaciones riesgo confiables en el futuro.

La tipificacion molecular ha mejorado nuestro conocimiento de la epidemiologia
de E. coli O157:H7 y sus mecanismos de transmision.

Siendo Argentina un pais ganadero, el conocimiento de los subtipos de STEC
0157 en este reservorio, es de relevante importancia. Estudios de georefenciamiento
son necesarios para establecer clones circulantes en diferentes regiones no soélo dentro
de un pais sino también en paises limitrofes o paises con vinculos comerciales
establecidos, para poder realizar una adecuada vigilancia epidemioldgica e implementar

rapidas medidas correctivas. Se ha descripto que determinados genotipos de stx son
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prevalentes en diferentes localizaciones geograficas del mundo, lo que permitiria
establecer un mapa de paises de riesgo para enfermedades asociadas a STEC. Es de
destacar que en aquellos paises que presentan diferencias entre las caracteristicas
genotipicas de los aislamientos clinicos y los del ganado bovino, deberia investigarse la
presencia de otros reservorios o bien el abastecimiento de carne vacuna proveniente de
paises cuyo ganado pudiera portar genotipos hipervirulentos.

Por otro lado, la alta demanda de carne por la comunidad Europea y otros paises
va acompafiada de una mayor exigencia en cuanto la calidad sanitaria de estos
productos. Los ultimos eventos, como el brote por EAEC/STEC 0104:H4 ocurrido en
Alemania en 2011, han mejorado las metodologias para la deteccion de este
microorganismo. La aplicacion de BPM, asi como la implementacion de PPC y HACCP
por parte de los frigorificos, contribuye al sostén de calidad de la carne argentina. En
esta investigacion, fue posible vincular el 12% de las infecciones humanas reportadas, al
reservorio bovino, mediante el analisis de una muestra muy pequefia del total de los
bovinos faenados en Argentina en el periodo de estudio; estimada en alrededor de 21
millones de cabezas (IPCVA, 2011). A partir de estos datos, y estadisticas de sacrificio,
podria estimarse aproximadamente una proporcion de alrededor de 38.000 bovinos
contaminados con STEC 0157 en sus heces en el frigorifico, por caso humano
reportado. Esto debe tenerse en cuenta para determinar el control y las pautas de
prevencion con el objetivo de reducir la carga de estas enfermedades en nuestro pais.

Serd necesario realizar estudios genomicos complementarios que permitan
discriminar subtipos de STEC 0157 exclusivos del ganado y aislados de enfermedad
humana. Estudios de clados y linajes por polimorfismos de nucleo6tidos Unicos (SNP),
Lineage Specific Polymorphism Assay (LSPA-6), Multiple Locus Variable-number

Tandem Repeat Analysis (MLVA) y estudio de los sitios de insercion de fagos stx entre
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otros, han sido utilizados para discriminar subtipos que por otras técnicas resultaron
idénticos. (Manning et al., 2008; Clawson et al., 2009; Whitworth et al., 2010; Mellor et

al., 2012; Soderlund et al., 2012, entre otros).
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ANEXO

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%- 1.5%) (H>0.0% S>00%) D.0%-93.3%]

PFGE ¥bal ID Patrén-Xbal Origen Provincia MestAfio Genotipo =fx PT
39207 AREXHX01.0447 Asintomatico Buenos Ares 02- 2007 sb@aistk2c 2
39107 AREXHX01.0447 Asintomatico Buenos Ares 02-2007 sb@aist2e 2
29107 AREXHX01.0447 SUH Buenos Ares 02-2007 sb2a istk2c 2
28007 AREXHX01.0449 SUH Buenos Ares 02-2007 sb2a istc2e 2
36807 AREXHX01.0450 DS Buenos Ares 04 2007 sb@2a istc2e 2
52807 AREXHX01.09549 SUH CABA 05 2007 sb2a istk2e 54
014 AREXHX01.0545 Bovino Buenos Ares 01-2007 sb2aist2c 2
L0115 AREXHX01.0545 Bovino Buenos Ares 01-2007 sb2a istc2e 2
88507 AREXHX01.0278 SUH Buenos Ares 11-2007 sb2a istk2e 14
52608 AREXHX01.0667 D Mendoza 04 2008 sb2a 54
71807 AREXHX01.0194 DS CABA 092007 sb2a istk2e 14
FP-130 AREXHX01.0549 Bovino Buenos Ares 07-2007 sb@aist2c 2
23207 AREXHX01.04932 DS CABA 02-2007 sb@2a istk2e 2
37707 AREXHX01.04933 D CABA 04 2007 sb@2a istc2e 49
21307 AREXHX01.0442 SUH Neuquén 02-2007 sb2a RDNC
88807 AREXHX01.0134 SUH Buenos Aires 11-2007 st2a
20608 AREXHX01.0279 DS CABA 032008 sb@2a istk2e RDNC
17607 AREXHX01.0049 DS Neuquén 01/2007 sb2a istk2e RDNC
26707 AREXHX01.0049 DS Buenos Ares 032007 sb@2a istc2e RDNC
27108 AREXHX01.0049 DS CABA 02-2008 sb@2a istk2e RDNC
59,02 AREXHX01.0049 DS CABA 01-2008 sb2a istc2e RDNC
82507 AREXHX01.0049 D Rio Negro 10-2007 sb2a istk2e RDNC
1202 05 AREXHX01.0371 DS CABA 12-2006 sb2a istc2e 4
FP-248 AREXHX01.0553 Bovino Céardoba 01-2008 sb@2a /stk2e 2
25608 AREXHX01.0104 DS Buenos Ares 04 2008 sb2a istc2e 54
91407 AREXHX01.0985 DS Buenos Ares 11-2007 sb2a istc2e 54
49507 AREXHX01.0430 SUH CABA 05 2007 sb2a RDNC
7907 AREXHX01.0525 DS CABA 01-2007 sb@2a istk2e 14
18907 AREXHX01.042 SUH Santa Fe 01-2007 sb2a 2
408 AREXHX01.0737 DS Buenos Afres 12-2008 sb2a RDNC
FP-096 AREXHX01.0807 Bovino Entre Rios 05 2006 st2c 39
FP-097 AREXHX01.0807 Bovino Entre Rios 052007 st2c 39
FP-098 AREXHX01.0807 Bovino Entre Rios 05 2007 st2c 39
FP-099 AREXHX01.0807 Bovino Entre Rios 05 2007 st2c 39
FP-101 AREXHX01.0807 Bovino Entre Rios 052007 st2c 39
FP-102 AREXHX01.0807 Bovino Entre Rios 052007 st2c 39
FP-103 AREXHX01.0132 Bovino Corrientes 052007 st Jsb2c 39
FP-245 AREXHX01.0514 Bovino Cérdoba 01-2008 st2c 43
FP-247 AREXHX01.0514 Bovino Cérdoba 01-2008 st2c 43
10208 AREXHX01.0512 Buenos Alires 02-2008 sb2a 2
FP-114 AREXHX01.0548 Bovino Santa Fe 06 2007 sb@2a istk2e 39
120906 AREXHX01.0528 DS Rio Negro 12-2006 sb2a ist2c g4
15307 AREXHX01.0007 SUH Salta 01-2007 sb2a istk2e 9
03102 AREXHX01.0007 DS CABA 12-2008 sb2a istk2e 4
037 AREXHX01.0011 Bovino Buenos Ares 02-2007 sb@2a istk2e RDNC
040 AREXHX01.0011 Bovino Buenos Ares 02-2007 sb2a istk2c 94
118206 AREXHX01.0011 SUH La Pampa 11-2006 sb2a 4
13608 AREXHX01.0011 SUH Buenos Aires 01-2008 sb2a 4
20507 AREXHX01.0011 SUH Cordoba 12-2006 sb@2a istk2e 4
46/:02 AREXHX01.0011 SUH Buenos Ares 01-2008 sb@2a istk2e 4
54108 AREXHX01.0011 SUH CABA 06 2008 sb@2a istc2e 14
75807 AREXHX01.0011 SUH Rio Negro 092007 sb@2a istk2e 4
76607 AREXHX01.0011 SUH CABA 10-2007 sb@2a /stk2e 4
FITO7 AREXHX01.0011 SUH Cérdoba 10-2007 sb2a istk2e 9
24507 AREXHX01.0011 SUH CABA 11-2007 sb@2a istc2e 4 80
87707 AREXHX01.0015 SUH Neuquén 11-2007 sb@2a istk2e 4




PFGE-Xbal D Patréon-Xbal Origen Provincia Mes/Aio Genotipo s&x
‘BRI_ Bl ] 107206  AREXHX01.0011 D CABA 11-2006 stx2a fsbee
! 1166/06  AREXHX01.0011 DS CABA 12-2006 stx2a
! l I' 128107 ARE XHX01.0011 DS Rio Negro 01-2007 stx2a

= H 12907 AREXHX01.0011 DS Rio Negro 01-2007 stx
| B3 17007 ARE XHX01.0011 DS CABA 01-2007 stx2a fsbc
B8 88N S 17108 ARE XHX01.0006 DS CABA stx2a fstbc
_ ‘ 23/08 ARE XHX01.0011 D SanLuis 01-2008 stx2a fstc
- § JIB) 79907 ARE XHX01 0011 DS CABA 10-2007 stx2a fstbc
81507 AREXHX01.0011 DS Buencs Ares 10-2007 stx2a fsbec
] ] ; 346/08 ARE XHX01.0011 D Buencs Ares 04-2008 stx2a fstbc
11 IR a 182108 AREXHX01.0121 SUH CABA 03-2008 stx2a fstbc
)i d 19807 ARE XHX01 0064 SUH Buencs Ares 01-2007 stx2a
; l 200/07 ARE XHX01.0064 SUH Buencs Ares 01-2007 stx2a
i n 20107 ARE XHX01.0064 SUH Buencs Ares 20-2007 stx2a
N i 20807 ARE XHX01 0064 SUH CABA 02-2007 st2a
. 20807 ARE XHX01 0064 SUH CABA 02-2007 stx2a
\ . 2408 AREXHX01.0420 SUH Buencs Ares 01-2008 st2a
L \ 687107 AREXHX01.0420 SUH Neuguén 09-2007 stx2a
{ ] 72007 ARE XHX01.0064 SUH CABA 01-2007 st2a
{ ] 725007 ARE XHX01 0064 SUH CABA 09-2007 stx2a
729107 ARE XHX01 0064 SUH Cérdcba 09-2007 st2a
730007 ARE XHX01.0064 SUH Santa Fe 09-2007 stx2a
740007 ARE XHX01.0064 SUH CABA 09-2007 st2a
746007 ARE XHX01 0064 SUH CABA 10-2007 stx2a
BE! 1 273/08 AREXHX01.0420 D CABA 02-2008 stx1a fsba fstx2c
i W 120406  AREXHXO01.0064 SUH CABA 12-2006
11 nou 17307 ARE XHX01.0064 SUH CABA 01-2007 stx2a
| l‘l 16507 AREXHX01 0547 SUH CABA 01-2007 stx2a fstc
‘ 202/08 ARE XHX01 0657 SUH CABA 03-2008 stx1a fsba fstx2c
| 1IB1 11 106/08 ARE XHX01.0600 DS Neuguén 02-2008 stx2a fsbc
| 486007 AREXHX01.0469 SUH Buencs Ares 05-2007 stx2a
| 487807 ARE XHX01.0469 D Santa Cruz 04-2007 stx2a
l ! 11BN 600/07 ARE XHX01 0024 SUH CABA 07-2007 stx2a fstc
g |} | i 1l 110806  AREXHX01.0055 SUH Buencs Ares 11-2006 stx2a fsbc
W 443108 ARE XHX01 0057 SUH Buencs Ares 02-2008 stx2a fstc
.~ 0 5708 ARE XHX01 .0057 SUH CABA 01-2008 st2a
103506  AREXHX01.0057 DS Sata 11-2006 stx2a fstbc
| | I BE 226007 AREXHX01.0057 DS CABA 02-2007 stx2a /sbec
T Y 732007 ARE XHX01.0057 DS Buencs Ares 09-2007 st2a
Lo i 878107 ARE XHX01.0057 DS 11-2007 stx2a fstc
P I 1 111406  AREXHX01.0057 SUH Buenos Ares 11-2006 stx2a fsbec
- . . 88407 ARE XHX01.0494 SUH Buencs Ares 11-2007 stx2a fstbc
. & | 1T ] 853107 ARE XHX01.0012 SUH Sata 11-2007 stx2a
: . 475007 AREXHX01.0476 D 04-2007 stx2a fstbc
[ H ‘ x‘ % 47707 AREXHX01.0476 DS SanlLuis 04-2007 stx2a fsbc
1 : . FP-160 AREXHX01.0631 Bovino LaPampa 08-2007 stx2a fstx2c
I 234107 ARE XHX01.0086 SUH Ne 02-2007 stx2a fstbc
" | . 646807 ARE XHX01 0086 D Neuguén 07-2007 stx2a fstc
" 499/08 ARE XHX01.0023 D Mendoza 06-2008 stx2a fstbc
l 1144 AREXHX01.0388 Bovino Cérdcba 11-2007 stx1a fsba fstx2c
] L FP-161 ARE XHX01.0559 Bovino Buencs Ares 09-2007 stx1a fsba fst2c
! (Rl 103206  AREXHX01.0200 SUH Neuquén 11-2006 stx2a fstc
J 25407 ARE XHX01.0200 SUH Neuquén 02-2007 stx2a
b i 1 68807  AREXHX01.0200 SUH Neuquén 07-2007 stx2a
. - i 18507 ARE XHX01.0200 DS 02-2007 stx2a fstbc
Tkl 1) 247707 ARE XHX01.0200 DS Neuquén 03-2007 stx2a
: 255007 ARE XHX01.0200 DS Neuguén 03-2007 stx2a

v
-

& bbb &&&83”””&&&&& &&&ba&&&&@rw&&&b&&&&&&&bh LHLDBLBBDBLLBBLLLLL
z



I

R 1

PFGE-Xbal
)

= ii? E!lil!
T

&1 i

l

:

Patron- >l

AREXHX01.0200
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sta
st2a fstx2c

sta fstx2c

sta

sta fstx2c

stxla /st2a fstx2c
sta istx2c

sha fstx2c

stxla /stx2a fstx2c
st2a fstx2c

sHa fstx2c

st2a fstx2c

st2a fstx2c

st2a istx2c

sha fstx2c

sta fstx2c
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PFGE-Xbal 1D Patron-Xdal Origen Provincia Mes/Aio Genotipo st&x

Ii m i § 25508 AREXHX01 0144 SUH Buenos Ares 03-2008 sta f stxc

74108 AREXHX01 0144 SUH La Pampa 12-2007 stxa f stx2c

] 58507 AREXHX01 0144 D Mendoza 06-2007 stxa f stx2c

662107 AREXHX01 0144 DS Santa Cruz 06-2007 stxa f stx2c

1 66307 AREXHX01 0144 D Santa Cruz 06-2007 stxa f stx2c

249,07 ARE XHX01 0089 SUH cABA 02-2007 stxa f stxc

. 113106  AREXHX01 0457 DS CABA 11-2006 stx2a f stx2c

20908 ARE XHX01 0496 SUH Buenos Ares 02-2008 stxa f stxc

: 527007 AREXHX01 0362 SUH Entre Rios 06-2007 stxa § stx2c

AREXHX01 0045 DS Buenos Ares 03-2008 stxa f stx2c

68/08 AREXHX01 0045 DS CABA 01-2008 stx2a f stx2c

17/08 AREXHX01 0515 SUH CABA 01-2008 stx2a f stx2c

i 240/07 AREXHX01 0085 SUH caBa 03-2007 sta f st2c

7407 AREXHX01 0085 SUH cABA 01-2007 sta f stxc

. 80307 AREXHX01 0085 SUH caBa 10-2007 sta f sbc

; 88307 AREXHX01 0085 SUH Buenos Ares 11-2007 stxa f stx2c

. 4807 AREXHX01 0143 SUH caBa 01-2007 stxa § stx2c

102806  AREXHX01 0143 DS CABA 11-2006 stxa f stx2c

127/08 AREXHX01 0515 SUH CABA 02-2008 stx2a f stx2c

496107 AREXHX01 0474 SUH CABA 05-2007 stx2a f stx2c

. 50408 AREXHX01 0650 D Mendoza 10-2007 sta f sbc

! 1105 AREXHX01 0076 Bovino Buenos Ares 07-2007 sta 7/ stx2c

! 11106 AREXHX01 0076 Bovino Buenos Ares 07-2007 stxa fstxc

i 1107 AREXHX01 0076 Buenos Ares 07-2007 sta f st2c

Ji . 1104 AREXHX01 0076 Bovino Buenos Ares 07-2007 stx2a f stx2c

854107 AREXHX01 0076 DS Chubut 10-2007 stxa § stc

39708 AREXHX01 0516 SUH Santa Fe 04-2008 stxa § stx2c

376107 AREXHX01 0119 SUH cA 04-2007 stxa f stx2c

: 1 AREXHX01 0437 DS CABA 12-2006 sta § stx2c
1R FP-028 ARE XHX01 0556 Bovino Santa Fe 01-2007 stc
Bl ! 1070 AREXHX01 0355 Bovino <s:g::u del Estero 04-2007 sbea
. 49/08 AREXHX01 0738 DS aa 01-2008 st2c

' ’ . 173 AREXHX01 0175 Bovino Buenos Ares 04-2008 sta J/stx2c

L | 115906  AREXHX01 0153 SUH 11-2006 stx2a f stx2c

1186/06  AREXHXO01 0175 SUH cAaBA 12-2006 sta f stc

15207 AREXHX01 0175 SUH caBa 01-2007 stxa § st2c

207207 AREXHX01 0175 SUH caBa 02-2007 sta f stx2c

266/07 AREXHX01 0153 SUH Buenos Ares 02-2007 stxa f stx2c

338107 AREXHX01 0175 SUH aa 03-2007 stxa f stx2c

AREXHX01 0153 SUH Rio Negro 04-2008 stx2a f stx2c

] 408708 AREXHX01 0153 SUH 05-2008 stxa § st2c

10 - 46107 AREXHX01 0153 SUH caBa 01-2007 stxa f stx2c

It 1B 4707 AREXHX01 0153 SUH Santa Fe 01-2007 sta § stx2c

IRl Y 3 AREXHX01.0175 H Buenos Ares 01-2008 stxa f stxc

g i1 84907 AREXHX01 0153 SUH Buenos Ares 11-2007 sta f sbc

| P Eil Y 9807 AREXHX01 0153 SUH Buenos Ares 01-2007 sta f stc

W 13708 AREXHX01 0153 DS Buenos Ares 01-2008 stxa f stx2c

1E0ID i 317007 AREXHX01 0153 DS Cérdoba 03-2007 stxa f stx2c

. 44/08 AREXHX01 0153 DS Neuquén 01-2008 stxa § stx2c

AREXHX01 0153 D Mendoza 10-2007 stxa f stx2c

, 55607 AREXHX01 0175 D Mendoza 01-2007 stxa f stxc

86907 AREXHX01 0153 D Entre Rios 11-2007 stxa f stx2c

347007 AREXHX01 0175 DS Rio Negro 01-2007 stxa f stx2c

23507 AREXHX01 027 D La Pampa 02-2007 stxa f stx2c

50807 ARE XHX01 0456 DS Santa Fe 05-2007 stxa f stx2c

6607 AREXHX01 0422 DS San Luis 12-2006 stxa f st2c

91607 AREXHX01 0490 SUH La Pampa 11-2007 sta f sblc
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