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RESUMEN

Las Escherichia coli productoras de Shigatoxinas (STEC) se consideran como un patégeno
emergente importante dentro de las enfermedades transmisibles por alimentos (ETA’S),
constituyendo uno de los principales problemas de salud publica segin datos de la
Organizaciéon Mundia de la Salud (OMS). Las diferentes patologias que producen en
humanos van desde cuadros diarreicos leves hasta su complicacion extraintestinal, el
Sindrome Hemolitico Urémico (SHU). Es en la transmision y diseminacién de esta
bacteria donde los animales de consumo, como bovinos y cerdos adquieren especial
relevancia a ser considerados sus principales reservorios. El cerdo en nuestro pais aparece
como €l reservorio principal en estudios que describen un aislamiento del 69%, con cepas
gue presentan en un 90% el factor de virulencia intimina (eae), asociado a desarrollo de
patologias. Lo anterior, sumado a la nueva informacién, donde el consumo de carne
porcinaper capitallegé a 22,5 kilos en el afio 2007, pone a cerdo como un agente de riesgo
real parala poblacion humana. Debido a que faltan estudios recientes que aclaren €l rol del
cerdo como reservorio y diseminador de esta bacteriaen el pais es que se realiz6 un estudio
descriptivo con 507 muestras de heces porcinas de cerdos destinados al consumo, donde se
caracteriz6 mediante PCR muiltiple la frecuencia de distribuciéon de Stx1- Stx2, distintos
factores de virulencia asociados a desarrollo de patologias (eae, ent, efal, hlya, Ipf, iha 'y
saa) y la distribucion entre E.coli O157 o No-O157. Ademas mediante aglutinacion con
antisueros especificos se clasificaron las cepas No-O157. Finamente mediante
secuenciacion se describi6 € tipo de variante de Stx2 que presentaban las muestras, para
poder relacionar a cerdo con la presentacion de enfermedad en |os seres humanos.

Se encontré6 STEC en un 7,2% de las muestras analizadas (n = 507). De éstas todas
pertenecian a cepas No-O157 y sintetizaban sélo Stx2. En la secuenciacién se encontré que
mas del 90% correspondia ala variante Stx2-e y que 3 cepas STEC presentaban una nueva
variante. Stx2-e se asocia tanto a pérdidas econdmicas en los planteles como al desarrollo
de patologias en humanos, desde donde ha sido aislada. Se concluye que en vista de los
resultados no se puede descartar a cerdo como un agente de riesgo para la poblacién

humanay que mayores estudios son necesarios.



SUMMARY

The categories of Shiga toxin producing Escherichia coli (STEC) are considered as an
important emergent bacterial pathogen within the food born outbreaks, constituting one of
the main problems of public health according to the data of the World Health Organization
(WHO). The different pathologies that take place in humans can be from cases of acute
diarrhea, bloody diarrhea to its more complicated extra-intestinal illness, the Hemolytic
Uremic Syndrome (HUS). Bovine and pigs acquire specia relevance as reservoirs in the
transmission and spread of STEC strains, because the consumption of meat contaminated
from intestinal micro biota from these animals has been considered the main way of
infection. In Chilean studies, the pig appear as the main reservoir with an 69% of isolation
and with a 90% of STEC strains harboring the intimin gene (eae), a main virulence factor
associated to the human pathologies development. The above-mentioned added to the new
information, where the consumption of swinish meat per capita reached to 22.5 kg in 2007.
It value put the pig species like a real risk agent of illness in human population. At now,
information regarding the role of the pig as reservoir and STEC spread agent in Chile
doesn't exist. It isthe main reason for which us carried out a descriptive study working with
507 feces samples of pigs at slaughters and dedicated to the human consumption. The
STEC isolation was realized using McConkey agar and virulence factors characterized by
multiplex PCR protocol. The frequency and distribution of Stx1 - Stx2 and different factors
of virulence associated to the development of human pathologies (eae, ent, efal, hlya, Ipf,
iha and saa) among E. coli 0157 or Non-O157, was studied. Also, using agglutination test
with specific antiserum, different strain of STEC were serotyped. Finally we obtained the
sequence of stx2 on STEC presenting it. The variant of stx2 associated to our STEC strains
isolated from pigs was used to relate the pig specie with iliness presentation in the human
beings.

STEC was present in 7.2% of the samples analyzed (n=507). All of them belonged
strains Non-O157 and they only codified stx2 gene. The sequence showed that more than

90% corresponded to the stx2-e variant and 3 STEC strains present a new variant of stx2.
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The stx2-e is associates so much to economic losses in the meat facilities as well as to the
development of pathologies in human. In view of these results we cannot discard the pig

like arisk agent of illnessin human population and that more insight is necessary.



INTRODUCCION

Escherichia coli es un microorganismo que forma parte de la flora anaerébica
facultativa normal del tracto digestivo de animales y humanos; sin embargo, se reconocen
3 patotipos, aquellos que producen infecciones urinarias, los responsables de
meningitis/sepsis y los que producen enfermedades entéricas (diarreas). Dentro del
patotipo diarreogénico se han clasificado 6 categorias: E.coli enterotoxigénica (ECET),
E.coli enteropatogénica (ECEP); E.coli enteroinvasiva (ECEI), E.coli enteroagregrativa
(ECEAQQ), E. coli de adherencia difusa (ECAD) y E. coli productoras de shigatoxinas
(STEC). Dentro de las STEC se describe un subgrupo Ilamado E. coli enterohemorragica
(ECEH), la cual ademas de sintetizar las toxinas posee el gen eae, que codifica para
intimina. Este subgrupo ha sido aislado de diferentes animales domésticos y de consumo, y
es €l unico considerado zoondtico. Al respecto, internacionalmente se ha descrito que su
principal reservorio es el bovino, pero en Chile existen estudios realizados en el afio 99’
que indicarian al cerdo como el principal reservorio (69%). En esta especie anima la
mayoria de las cepas aisladas fueron No-O157, que en Chile son responsables del 64% de
las infecciones reportadas en € ser humano.

Laimportancia clinica— epidemiol 6gica de STEC en los animales de produccion es
su participacion en la presentacion de cuadros inespecificos de diarreas, pudiendo alcanzar
un 100% de morbilidad, con bajas productivas asociadas a una menor ganancia diaria de
peso hasta la muerte del animal por deshidratacion o por el desarrollo de |a enfermedad
del edema del cerdo. Ademas se ha visto que los animales cumplen un rol fundamental
como reservorios y diseminadores hacia el medio ambiente. En este sentido el contagio de
la poblacion humana se puede producir por: (i) contacto directo del hombre con heces de
animales, (ii) persona— personao (iii) por el consumo de alimentos contaminados mediante
contaminacion cruzada; la cual es resultado de un inadecuado faenamiento del animal, mal

manejo de los manipuladores o fallas en e procesamiento térmico de los alimentos.



Lo anterior, ha llevado a que STEC se considere parte de un importante grupo de
patdgenos emergentes, involucrados en brotes esporadicos de enfermedades asociadas al
consumo de alimentos, lo que le ha valido su incorporacion a grupo de enfermedades
transmisibles por alimentos (ETA's). Las ETA's segiin la Organizacion Mundia de la
Salud (OMS) representan el principal problema de salud publica en e mundo actual,
provocando 630 millones de casos de diarrea con 775.000 muertes anual es.

En los seres humanos, STEC produce una infeccion que puede ser asintomatica o
manifestarse con diarrea acuosa, colitis hemorrégica (CH) o la complicacion extraintestinal
y sistémica llamada Sindrome Hemolitico Urémico (SHU). El SHU es una enfermedad
caracterizada por insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica y trombocitopenia. Un 2 a
7% de los pacientes con CH evoluciona a SHU. En Chile, es una patologia que afecta
principa mente a los nifios menores de 5 afios, con una letalidad que alcanza el 10% y que
puede dejar secuelas graves tales como insuficiencia renal crénica e hipertension arterial
en un 30% de los casos. Esta informacion, sumada a cambio alimenticio de la poblacién
durante los ultimos 10 afios, donde &l consumo nacional de carne porcina supero a de
carne bovina con una ingesta de 22,5 kilos per cépitaen el periodo 2007, ha hecho que
cerdos y bovinos sean reconocidos como un riesgo para la salud publica, obligando a
Ministerio de Salud de Chile a generar politicas publicas que incorporen a las E.coli
productoras de Shigatoxinas como agente de vigilancia obligatoria desde el afio 2000.

En consideraciéon a los antecedentes parece necesario realizar estudios
epidemiol égicos referidos a STEC en Chile, caracterizando sus factores de virulencia con
técnicas de mayor sensibilidad, aportando informacién epidemioldgica que aclare € rol de

los animales de abasto, principalmente el cerdo, como reservorio y fuente de diseminacion.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Antecedentes Generales

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria predominante en la flora anaerébica
intestinal, tanto de animales como de hombres, existiendo clones atamente adaptados que
pueden causar una gran variedad de enfermedades. Se reconocen 3 tipos de sindromes
clinicos que resultan de la infeccién con éstas cepas. infecciones del tracto urinario,
meningitis/sepsis y enfermedades entéricas (Nataro y Kaper, 1998).

Las cepas diarreogénicas de E.coli responsables de las enfermedades entéricas se
han clasificado en seis categorias: E.coli enterotoxigénica (ECET), E.coli enteropatogénica
(ECEP), E. coli productora de shigatoxinas (STEC), E.coli enteroinvasiva (ECEI), E.coli
enteroagregrativa (ECEAQQ) y E. coli de adherencia difusa (ECAD), lo anterior de acuerdo
a sus propiedades de virulencia, interaccién con la mucosa intestinal, cuadro clinico,

epidemiologiay serotipos O: H (Nataro y Kaper, 1998).

En Medicina Veterinaria se reconoce ademas la existencia de E. coli
necrotoxigénica, que participa en cuadros intestinales y extraintestinales de diversas
especies (Weinstein et al., 1988; Zamora et al., 2000a). Se ha aislado de nifios con diarrea
aguda y de adultos con cuadros extraintestinales, como también de animales con diarrea,

septicemia, abortosy en lanecrosis dérmicadel congjo (Cherifi et al., 1990).

De las categorias descritas anteriormente la Unica considerada zoondtica es STEC
(Griffin y Tauxe, 1991), de la cual han descrito aproximadamente 450 serotipos (Aidar-
Ugrinovich et al., 2007). Mas de 100 de éstos han sido asociados de manera esporadica a
brotes epidémicos en humanos o casos de diarrea. Los serogrupos més involucrados en
estos brotes son: 0157, 026, 0103, 0111, 0121y 0145 (Johnson et al., 2006).



Antecedentes Historicos

El inicio de la descripcion de STEC tiene 2 hechos convergentes. En un comienzo
fue descrita por Konowalchuk et al, (1977) cuando vio que una cepa de E.coli aislada desde
humanos con diarrea y desde cerdos destetados que sufrian de la enfermedad del edema,
sintetizaban una toxina capaz de producir la muerte de células Vero en cultivo celular, por
este motivo las llam6 E.coli productoras de Verotoxinas. Posteriormente, ECEH fue
descrita en la década de los 80 en Estados Unidos, luego de las observaciones realizadas
por Riley et al, (1983), quienes estudiaron un brote de colitis hemorragica en personas que
consumieron hamburguesas en restaurantes de comida rapida y que fue relacionado con
E.coli O157:H7. Ese mismo afio se observd que este serotipo (0157:H7) se relacionaba con
casos esporadicos de Sindrome Hemolitico Urémico (SHU). Este sindrome se caracteriza
por: anemia hemolitica microangiopatica, insuficiencia renal aguda, ateraciones
cardiovasculares y complicaciones nerviosas (Griffin y Tauxe, 1991). Estudios posteriores
demostraron que estas cepas sintetizaban una toxina que era responsable del efecto
citopético sobre células Vero de rifibn de mono verde africano (Cercopithecus aethrops), y
que estaba relacionada con la familia de las Shigatoxinas, por lo que se les llamé E.coli
Verotoxigénicas o productoras de Shigatoxina - like. Por |o tanto, cepas de E.coli capaces
de sintetizar este factor de virulencia comin se les denomind E. coli productoras de
Shigatoxinas (STEC). Dentro de las STEC se reconocen dos subgrupos. uno que incluye a
las Escherichia coli enterohemorragicas (ECEH), las cuaes ademés de sintetizar las
Shigatoxinas poseen el gen eae, el responsable de codificar para intimina, uno de los
principales factores de virulencia;, y otro que agrupa a todas las E. coli capaces de

sintetizar las toxinas, pero que carecen de este gen (O Brien 'y Kaper ,1998).

Desde sus primeros aislamientos (1983) asociados al consumo de hamburguesas, |as
cepas de STEC se consideran como un agente transmisible por alimentos (ETAS),
destacandose como vehiculo para su diseminacién la carne y subproductos carneos y en
menor proporcion alimentos tales como jamén, carne de pavo, sidra casera, salame, leche

cruda, yogurt y agua contaminados (Dorny Angrick, 1991; Nataro y Kaper, 1998).



En paises industrializados, las infecciones por STEC se presentan como brotes de
gastroenteritis asociados a consumo de alimentos contaminados, principalmente carnes de

origen bovino (Nataro y Kaper, 1998).

Antecedentes Epidemiol 6gicos

Numerosos estudios se han realizado para establecer |a participacion de los animales
en la epidemiologia del SHU, llegando a la conclusién de que el principal reservorio de
STEC lo constituyen los bovinos, en los cuales se han descrito frecuencias de aislamiento
del orden del 8 al 21%; y los porcinos donde se ha aislado entre un 7,5% a 69% (Beutin et
al., 1995; Borie et al., 1997). También se ha logrado aislar en el contenido intestinal de
otros animales, tales como: ovinos (66.6%), caprinos (56.1%), perros (4.8%), gatos (13.8%)
y pollos (0.7%) (Griffiny Tauxe, 1991; Beutin et al., 1993; Beutin et al., 1995).

La eliminacion de STEC de los animales a las heces es transiente y episddica
(Sargeant et al., 2000); puede ser afectada por la dieta, edad, aimentacion y niveles de
estrés (Jones, 1999). Epidemiologicamente se ha visto que no habria predominio por sexo
ni por raza, pero aparentemente se aislaria con mayor frecuencia en bovinos jovenes
(Cobbold y Desmarchelier, 2000). En cerdos no existe informacion al respecto.

Sumado a su facil diseminacion, |abacteria es capaz de mantenerse en el ambiente
por varios meses y permanecer hasta 2 afios en € estiércol (Fukushima et al., 1999). La
alimentacién parece ser importante en el desarrollo de la predominancia de ciertos
serotipos, se ha visto que dietas altas en nutrientes y bajas en fibras disminuirian la
frecuencia de diseminacion de ECEH O157, pero mantendrian la bacteria en € intestino
(Ezawaet al., 2004). Al muestrear vacas en pastoreo y vacas en feedlot, se encontré que el
serotipo 0145:H- sblo se aislaba en los animales que estaban bajo un régimen de feedlot,
este serotipo fue aislado posteriormente también desde cuadros clinicos. La explicacion a
este cambio en la ecologia bacteriana se sustenta en la base que los sistemas intensivos de

produccion utilizan en su alimentacién un mayor porcentaje de concentrados como base de
9



la alimentacién, acidificando el pH intestinal; teniendo como consecuencia una
transformacion en la ecologia bacteriana, donde las E. coli &cido resistentes aumentan en
nimero (Padolaet al., 2002; Padolaet al., 2004).

Factoresde Virulencia.

Este grupo de enteropatégenos son un egemplo de bacterias altamente adaptadas
gue mediante la adquisicion horizontal de genes de transferencia han aumentado su
competitividad y rendimiento (Garmendia et al., 2005).

Dentro de los factores de virulencia conocidos se puede mencionar (tabla 1):

Gen Producto Funcién Codificado en
Sxly2 Stx1 Disminuir sintesisde Bacteriéfago en el
Stx2 proteinas, promueve cromosoma

larespuesta bacteriano.
inflamatoria.
Altamente
relacionado al
desarrollo del SHU.

hlyA Hlya Enterohemolisina pO157

esp P Esp P Serina proteasa,
citotoxica.

saa Saa Factor de adherencia

eae Intimina Adherencia LEE

cap A Esp A Adherencia

efal Efa Adherencia

ent enterotoxina

lha lha Actividad Isla Cromosomica
Proteolitica Mayor

Tabla 1. Tablaresumen de los distintos factores de virulencia.
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Shigatoxinas.

Dentro de los factores de virulencia que caracterizan a las cepas STEC esta la
produccion de dos citotoxinas [lamadas Shigadlike toxin, Shigatoxinas (Stx) o Verotoxinas
1 y 2, ambas codificadas por genes de bacteri6fagos integrados en e cromosoma
bacteriano. No presentan inmunidad cruzada entre ellas y una cepa de STEC puede
presentar Stx1, Stx2 o ambas toxinas a la vez. La familia de las Shigatoxinas inhibe la
sintesis proteica por bloqueo del factor de elongacion 1, dependiente de la union del

aminoacil-tRNA aribosomas (Thorpeet al., 2002).

Esta toxina posee la estructura de las hol otoxinas,; dos subunidades A centrales (una

de ellas con actividad catalitica) y cinco subunidades B periféricas que unen la toxina a su
receptor especifico globotriosilceramida (GB3) o GB4 en € caso de la variante Stx2-e en
cerdos (Nataroy Kaper, 1998).
Estudios de citotoxicidad han demostrado que Stx2 seria més importante que Stx1 en el
desarrollo del SHU (Nataro y Kaper, 1998). A pesar de esto Stx2 no tendria un rol
fundamental en la colonizacion intestinal, sino que alteraria la reaccion del hospedero
frente alainfeccién promoviendo la infiltracion heterdfila en e epitelio y lamina propia
del colon (Ritchieet al., 2003).

En la actualidad se han descrito tres variantes genéticas para Stx1 y doce para Stx2,
algunas de estas variantes son: Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, Stx2g, Stx2v, Stx2vhb, Stx2vha
entreotras (Bertin et al., 2001; Leung et al., 2003).

La frecuencia de distribucion de las toxinas en € cerdo, muestra un perfil de

presentacion donde la mayor prevaencia es Stx1-Stx2 con un 68,3%, seguido por Stx2
conun 17,1%y Sxt1 con un 14,6% (Borie et al., 1997).

11



Plasmido de Virulencia.

Ademas de las toxinas, existen otros factores de virulencia importantes, tales
como € plésmido de 60 MDa (plasmido pO157), & cua codifica para la
enterohemolisina (HIyA); toxina que compite por €l hierro con los eritrocitos al tener una
mayor afinidad (Nataro y Kaper, 1998); Esp P, una serina proteasa que es capaz de clivar
pepsina y € factor V de coagulacion, siendo citotdxica para las células Vero. Se ha
sugerido que podria ser la responsable de exacerbar €l proceso hemorragico. También en
este plasmido se codifica una proteina que esta solo presente en cepas No-O157, una
autoaglutinina (Saa) la que hace posible la adherencia en cepas eae negativas (Paton et al.,
2001).

I sla Cromosdémica M ayor .

Recientemente se descubrio otra proteina asociada a la adherencia, llamada Iha (V.
cholerae IrgA-homologue adhesin), la que es codificada por una isla cromosdmica de
actividad proteolitica adquirida principalmente por las cepas O157:H7 (Tarr et al., 2000),
altamente conservada en cepas intimina negativas, poblacion gue representa un 3% de las
STEC (Tatarczak et al., 2005).

I sla de Patogenicidad o L ocus of Enter ocyte Effacement (LEE).

De manera paralela se ha descrito un elemento genético movil denominado “locus
of enterocyte effacement” (LEE) de 35 kb, que codifica genes involucrados en la
adherencia entre la bacteriay la membrana de la célula epitelial (Nataro y Kaper, 1998). La
regulacion de LEE es complgja y dependiente de las condiciones ambientales, quérum
sensing, y distintos reguladores, incluido un factor de adherencia “per”, llevado en el
plasmido y Ler, un regulador codificado en LEE en las E. coli enteropatégenas

(Garmendiaet al., 2005).
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Figura 1. Organizacion genética del locus LEE en ECEH/ EPEC. (Garmendiaet al., 2005).

El locus LEE esta compuesto por 5 operones (Figura 1). Recientemente se ha
demostrado que su estructura posee una region denominada “core’, la cual es comin a
todas las islas de patogenicidad LEE. Los operones LEE 1, 2 y 3 codifican € sistema de
secrecion tipo |11y proteinas efectoras (Esp A, Esp B, Esp Ey Esp D). El operon LEE 5
codifica para €l receptor de intimina translocado (Tir), su chaperona CesT y el gen eae,
que codifica la proteina de membrana externa llamada intimina, que es responsable de la
adhesion a las células epiteliales produciendo las lesiones de esfacelacion o lesiones tipo
A/E (“attaching and effacing”) en la mucosa intestinal. Investigaciones recientes
demuestran que en las E. coli enteropatdgenas tendrian otro receptor para intimina ademas
de Tir, el cual seria codificado por el hospedero (Hir), lo que se traduciria en una mayor

susceptibilidad poblacional (Garmendiaet al., 2005; Guirard et al., 2005).

Actuamente se ha descrito  un importante niUmero de casos clinicos producidos por
cepas STEC intimina negativas (eae-), aisladas desde infecciones humanas tan graves
como el SHU (O Brien y Kaper, 1998); esta nueva informacion hace pensar que existirian
otros factores aln no estudiados que participarian tanto en la virulencia como en €l
desarrollo de la enfermedad; afirmando que cepas intimina negativas igual deben ser
consideradas como un peligro potencia paralasalud publica.

En cepas capaces de producir lesiones A/E en cerdos sanosy enfermos, se havisto que el

tipo de intimina predominante es |a beta (Hongyan et al, 2000).
13



GenesdeVirulencia Presentesen lalsla LEE.

De manera adicional se conocen otros 41 genes codificados en LEE, como por
gjemplo cap A responsable del filamento EspA, importante factor de virulencia relacionado
con laadhesion alas células epiteliales (Nataro y Kaper, 1998). Fuera de laregion del core,
en las STEC No0-0157 se encuentra € gen efal (ECEH factor for adherence), identificado
en un locus genético cromosoma (Nicholls et al., 2000), e cua también estaria
relacionado con la adhesion, pero sin producir lesiones A/E en lacélula (Jores et al., 2004),
y €l gen ent, que seria un homdlogo de la enterotoxina ShET2 de Shigella (Jores et al.,
2005).

L esiones de adhesion/borrado (attaching/effacing. A/E)

Foto 1. En lafoto “a’ se ven los filamentos Esp A que adhieren la bacteria a la superficie
celular. En lafoto “b” se ven las lesiones A/E con los pedestales de actina. (The EMBO
Journal, 1998. 17: 2166 — 2176.)
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Estas lesiones (Foto 1) se caracterizan por una adherencia intima de la bacteria al
epitelio celular, pérdida de las microvellosidades y acumulacion de pedestales de actina

(Ritchieet al., 2003); se cree que son las que mediarian la colonizacion.

Otros factores relacionados a la adherencia son las fimbrias y los lipopolisacaridos
(LPS). En ETEC y STEC de cerdos las fimbrias méas frecuentemente asociadas a diarreas
post destete son la F4 y la F18. Dentro de ésta se han descrito dos variantes: la F18 ab,
asociada a la enfermedad del edema del cerdo; y la F18 ac, relacionada a los casos de
diarrea. Adiciona a F4 (K88) y F18, se ha descrito la F5 (K99), aislada con menor

frecuencia de casos de diarrea ( Khac Vu et al., 2006).

STEC en Cerdos

Las STEC de cerdos han sido aisladas principalmente de animales con diarreas post
destete o con la enfermedad del edema del cerdo. Dentro de estas patol ogias los serotipos
mas frecuente son €l 0138, 0139, 0141, 0149y el 0157 (Blanco et al., 1997, 2006). Las
STEC aisladas desde cerdos muestran un perfil toxigénico donde la variante Sxt2-e es
predominante y esta asociada a la enfermedad del edema (Beutin et al., 1995; Nataro y
Kaper, 1998). En esta patol ogia se produce dafio vascular a endotelio del intestino delgado,
subcuténeo y cerebral, llevando finamente a un edema subcutdneo generalizado y

desordenes neuroldgicos (Khac Vu et al., 2006).

Estudios realizados en Argentina en poblaciones de madres y lechones, muestran
gue la bacteria no estaria presente en las madres. En el caso de los lechones se aid6 la
toxina Stx2-e tanto de un grupo con diarrea como de un grupo sin diarrea, pero atrasado
en el desarrollo. La vinculacién de las cepas Stx2-e con la enfermedad del edema y la
merma en e desarrollo de los lechones sefidlan un riesgo potencial en la sanidad y
rentabilidad del establecimiento, ademas del riesgo para la salud publica. Asi mismo, se ha

visto que en cerdos todas las cepas pertenecientes a los serogrupos O157:NM, O138:K81y
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0139:K82, capaces de producir la variante Stx2 son negativas a la presencia de eae.
(Cicutaet al., 2000)

Por otro lado, no se han aislado los diferentes genes de virulencia en cepas
productoras de la enfermedad del edema; 10 que si se ha visto es una estrecha relacion entre
lapresenciade IpfA y la ausencia de eae en cepas positivas a Stx2 (Tatarczak et al., 2005).

Variante Stx2-e.

Es importante considerar que existen reportes donde se ha encontrado esta variante
en pacientes con SHU o diarrea (Nataro y Kaper, 1998; Zweifel et al., 2006).
Recientemente se ha demostrado que la toxina Stx2-e aislada desde cerdos enfermos y
humanos, difiere en sus patrones de virulencia y en su interaccion con las células del
epitelio intestinal (Sonntang et al., 2005; Zweifel et al., 2006). Cabe mencionar que esta
variante de la toxina Stx2 no se ha encontrado asociada directamente al desarrollo del SHU,
esto tendria su explicacion en varias razones. (i) se ha observado una dificultad para
expresar latoxinain vitro, sdlo un 8,3% de las STEC son capaces de expresar esta variante
de latoxinain vitro, las razones de esto son aln desconocidas; (ii) lafaltade presenciadel
gen eae, €l cual parece ser fundamental parala evolucion del cuadro hasta SHU, lo que ha
hecho gue esta variante haya sido menor foco de estudio; (iii) finalmente se ha visto que
Stx2-e sblo tiene la habilidad de infectar a adultos, donde la susceptibilidad a desarrollar €l
Sindrome Hemolitico Urémico es muy baga Sin embargo, se considera importante
mencionar que la bacteria con esta variante de la toxina ha sido aislada en un 20,2% de
cuadros diarreicos y en un 26,1% de sujetos asintomaticos. Ademas se ha aisado STEC
0101 productora de Stx2-e desde cerdos sanosy se ha descubierto esta misma cepa desde
aislados humanos, estudios posteriores demostraron gue estaban relacionadas
genéticamente (Frankeet al., 1995; Friedrich et al., 2002; Beutin et al., 2004).
Esta informacion no permite descartar a los cerdos como un reservorio potencial de STEC

para los humanos, debido a que no se ha podido dilucidar si la variante Stx2-e responsable
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de la enfermedad del edema del cerdo, tendria la capacidad de desarrollar patol ogias en los
humanos (Friedrich et al., 2002).

Comportamiento Epidemiol 6gico.

Observando el comportamiento en las poblaciones, se ha observado que el serotipo
mas prevalente en las patologias causadas por STEC es E.coli O157:H7. Sin embargo
serogrupos No 0157 pueden estar asociados a brotes de intoxicacion por aimentos y a
casos de SHU (Nataro y Kaper, 1998). Es importante mencionar que un estudio
epidemiol6gico demostré que de 86 nifios con SHU, el 64% de los casos habia sido
provocado por serogrupos No-O157 y el 36% por O157 (Prado et al., 1997).

Dentro de estos serotipos se han visto nuevos elementos de virulencia, como la Isla
de Patogenicidad Mayor, muy importante en las cepas O26 (Johnson et al., 2006). Estos
nuevos factores de virulencia son de consideracion, tomando en cuenta estudios nacionales
realizados en cerdos aparentemente sanos (Guerrero, 1999) donde se describe que solo un
15,9% corresponderian a cepas 0157, y € resto (84,1%) corresponderian a serotipos No
0157 (encontrandose en un 3,6% 026 y en un 6,1% O111). Las cepas encontradas en

estos cerdos fueron en un alto porcentaje (90%) eae positivas.

Situacion en L atino América.

En América Latina e problema es endémico, siendo los principales paises

afectados: Argentina, Uruguay y Chile.

En Argentina se observan tasas de colonizacién de un 44% en bovinos 'y 52% en
cerdos, presentdndose 300 - 400 casos de SHU al afio en menores de 5 afos, pudiendo
llegar atasas de 23 cada 100.000 nifios en Buenos Aires (L6pez et al., 1998, Padola et al.,
2004).
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En Uruguay se registran 5 casos por cada 100.000 nifios menores de 5 afios (L opez
et al., 1998; Padola et al., 2004). En Brasil, las infecciones en general se restringen a casos
esporadicos en nifios pequefios, pero sin llegar a diarrea sanguinolenta. Los serotipos mas
frecuentemente asociados a estos casos han sido O26:H11, O111:NM y O111:H8. Aungue
de manera esporéadica se ha logrado aislar O157:H7. Descartando estos hallazgos, hay una
baja ocurrencia de infecciones en humanos, a pesar de encontrar una alta prevalencia de
STEC en los animales y los alimentos. Parece interesante mencionar estudios de clonalidad
realizados entre cepas aisladas de pacientes, alimentos argentinos y cepas brasileras, de
manera sorprendente se encontrd que una cepa aislada desde un trozo de carne en Argentina
y un ternero diarreico en Brasil estaban en un 84% relacionadas geneticamente. Esto

muestras que el traspaso de cepas entre paises pudiera ser posible (Guth et al., 2003).

Chile

En 1990 Bllte et al analizaron deposiciones de 75 cerdos sanos, mediante la técnica
de hibridacion de colonias “Colony Blot”; en solo 6,6% de los animales se aislé ECEH
productora de Stx2. Por otra parte Caprioli et al (1993), caracterizaron las cepas de 242
cerdos utilizando la técnica de neutralizacion de citotoxicidad mediante el uso de antisueros
especificos, logrando aislar ECEH en un 7,8%. A nivel naciona son pocos |os trabajos que
existen de prevalencia de la bacteriatanto en bovinos como en cerdos, ya sea en animales o

en sus subproductos.

En e afio 97" Borie et al describieron altas tasas de aisamiento de STEC en
porcinos (69%) y bovinos (34%), pero ambos como portadores asintomaticos.
Posteriormente en el pais se realizaron estudios que buscaron establecer laimportancia de
los alimentos carnicos chilenos e importados de venta libre en Santiago y otras regiones en
la diseminacion del SHU o su relacion en enfermedades gastrointestinales. Para esto se
analizaron 213 muestras de carne (157 chilenas y 56 importadas); de éste total un 4.2%
(correspondiente a 5 muestras de carne de vacuno, 2 de hamburguesas chilenas 'y 2 a

hamburguesas paraguayas) salieron positivas a la presencia de Shigatoxinas. Estos
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resultados indican que la circulacion de productos eventualmente contaminados es una
realidad (Alexandre et al., 1999).

En este mismo afio, Zamora et al.; estudio 289 cerditos diarreicos de hasta 40 dias
de edad, pertenecientes a diferentes criaderos de las zona central y sur de Chile , donde de
las 79 cepas aisladas encontrd 13 cepas productoras de verotoxinas (4,5%). Concordando
con lo encontrado por Borie et al., encontré un predomino del perfil Stx1-Stx2 (5 cepas),
Stx1 (5 cepas) y Stx2 (3 cepas). Posteriormente, Zamora et al., (2000b) estudiaron 150
muestras de fecas de cerditos diarreicos menores de 40 dias, para detectar la capacidad
adherente de las cepas E. coli alalinea celular HEp-2, categorizandolas en localizada (LA),
difusa (DA) o agregativa (AA). Las cepas aqui estudiadas podrian ser EPEC o VTEC,
segun la descripcién del autor; ya que se ha visto que la capacidad de las E. coli LA de
producir las lesiones caracteristicas A/E, pudiendo estar en presencia de EPEC, VTEC o
ambas en un 7,3% de las muestras. Este mismo autor estudio 231 cepas de E. coli aisladas
de un mismo numero de cerditos diarreicos menores de 40 dias provenientes de diversos
planteles, detectando |a presencia de verotoxinas en un 6,9% de las muestras (Zamoraet al.,
2000c).

Existen otras investigaciones nacional es que también describen una alta prevalencia
de STEC en cerdos, y de estrecha relacion clonal con las cepas aisladas en humanos (Rios
et al., 1999). Paradojalmente, hay pocos estudios que asocien ECEH de cerdos con SHU o
gue se identifiqguen alimentos derivados del cerdo como importante fuente de infeccion
(Rioset al., 1999).

En nuestro pais, a través de una red de vigilancia de brotes de infeccidn
gastrointestinal iniciada en 1996 (Sotomayor et al., 2000), que incorporé a ECEH en €
2000, se ha visto que la tasa de incidencia de SHU en la capital es de 3.2 casos por cada
100.000 nifios. Constituyendo una importante causa de insuficiencia renal aguda en nifios
menores de 4 afios (Prado et al., 1997). Sin embargo, se piensa que este valor podria estar

subestimado, ya que no es una enfermedad de notificacion obligatoria, por e uso de
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antibioticos previo alamuestra, y porque los laboratorios no incluyen de forma rutinaria la
identificacién de ECEH en los coprocultivos.

Dado los actuales datos de prevalencia de serotipos de STEC patégenos para €l
hombre (0157, 026 y 0O111) aislados desde heces porcinas, sumado a aumento del
consumo de carne porcina que en e afio 2007 llegd a 22,5 kilos por habitante, hace
evidente una realidad preocupante en Chile. Esta situacion ha llevado a la necesidad de
volver a estudiar a los cerdos como posible reservorio y potencia peligro zoondtico. Para
esto el presente estudio utilizara herramientas moleculares mas sensibles con el objetivo de
obtener resultados que aclaren epidemiologicamente el rol que cumplen las especies de
abasto en la salud publica, sumando nuevainformacién respecto al temaen Chile.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de factores de virulencia diferentes del gen eae
transportados dentro o fuera de la Isla de Patogenicidad LEE de cepas STEC
aisladas desde cerdos aparentemente sanos.

OBJETIVOSESPECIFICOS

Conocer las frecuencias de distribucion de las Shigatoxinas 1y 2 0 ambas, presentes
en las cepasde STEC aisladas de cerdos aparentemente sanos.

Conocer la frecuencia de distribucion de factores de virulencia distintos de eae,
asociados ala Isla Genodmica de Patogenicidad LEE.

Determinar el serogrupo més prevaente dentro de las cepas aidadas de heces
porcinas.

Caracterizacion de posibles variantes del gen Stx2.

Estudiar larelacion clonal de las cepas aisladas desde cerdos aparentemente sanos.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio.

Se realiz6 un estudio descriptivo para determinar € perfil de presentacién de los
serogrupos de cepas STEC (0157 y No-O157) en la especie porcina. Ademéas se caracterizo
el perfil toxigénico de las cepas aisladas y se determind la presencia de otros genes de
virulencia distintos a intimina como ent, efal, hlya, Ipf, saa e iha. También se reaiz6 la
caracterizacion de las variantes de la Shigatoxina 2 (Stx 2).

El estudio fue llevado a cabo en los laboratorios del Programa de Microbiologia
del Ingtituto de Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile, financiado por el Proyecto Fondecyt 1061088. Ademéas se contd con la colaboracion
del Laboratorio de Referencia de Escherichia coli (LREC) de Microbiologiay Parasitologia
delaUniversidad de Santiago de Compostel a, Esparia.

Cepas bacterianas.

Los protocolos fueron realizados con cepas de STEC recolectadas de heces de
cerdos aparentemente sanos. Se utilizd6 como control negativo la cepa Escherichia coli K-
12 MG1665 (ATCC 700926) y como control positivo la cepa de E. coli productora de
Shigatoxina O157:H7 EDL 933.
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Tamaino Muestr al.

Las muestras fueron recolectadas en forma aleatoria de la sala de evisceracion de

dos plantas faenadoras de la Region Metropolitana.

Para la obtencién de las muestras se incluyeron cerdos aparentemente sanos
provenientes de distintos origenes. Se recurrio a las guias de despacho y €l plan de faena

diario paratener un claro registro del origen de los animales.

La muestra de heces se obtuvo desde intestino grueso, un poco més arriba de recto
(dejando una distancia minima de 10 cms desde ano) para evitar contaminaciones cruzadas
por el escaldado.

La recoleccion de las muestras se realiz6 a inicio de cada semana, tomando un
nimero aproximado de 30 muestras. Esta fase se extendi6 por un periodo aproximado de

4,5 meses.

Se estudio un total de 507 muestras de cerdos aparentemente sanos. Inicialmente se
estimé el nimero muestral (n) de 385, considerando una prevalencia estimada de STEC en
cerdos del 20% (estudios nacionales e internacionales), un nivel de confianza del 95% y un
error aceptado del 20%, (Win Episcope 2.0). Con el nimero inicial pensado (385) solo se
lograron obtener 29 muestras positivas, 10 que se consider6 insuficiente para lograr una
caracterizacion representativa, por lo tanto, se decidi6 aumentar el nimero total de
muestras para acercarse lo mas posible a 50 (nimero internacionalmente adecuado)

[legando arecolectar 37 cepas en 507 muestras tomadas.

Las muestras fueron obtenidas con un espaciamiento de muestreo dado por €l total
de muestras a tomar y los animales faenados por dia, minimizando la intencionalidad en la

toma de muestras.

23



Condiciones de Cultivo.

La muestra se transport6é el mismo dia a laboratorio para ser sembrada en placa de

agar McConkey e incubada por 18 a 24 horasa 37°C.

| Caracterizacion de Shigatoxinase I ntimina

a. ldentificacion de E. coli.

De cada muestra sembrada se selecciond un maximo de 10 colonias con fenotipo
aparente de E. coli mediante un asa de cultivo (colonias redondas, rosadas, lactosa
positivas). Estas colonias fueron sembradas individualmente en una nueva placa
McConkey subdividida en 10 areas. Estas placas fueron incubadas nuevamente por 18 a
24 hrsa37°C.

b. Obtencion del ADN bacteriano para PCR.

Posteriormente con un “pool” general de las 10 colonias sospechosas, se hizo un
lisado por muestra, mediante la adicion de 200 ul de agua estéril o buffer TE con 1% de
Triton X100 (Winkler®).

Esta mezcla se hirvid dos veces por 5 minutos a 100°C, para luego ser centrifugada
a 8000 rpm por 5 minutos a 16°C. De esta manera |os restos celulares fueron precipitados
y e ADN molde quedé libre en lafase acuosa. El lisado fue almacenado a4°Cy en caso
de ser conservado para una utilizacion posterior, se mantuvo a—20°C.

El lisado fue sometido a un PCR Muiltiple para poder distinguir las diferentes
categorias de E. coli presentes en la muestra. En €l caso de encontrar una muestra positiva
para STEC, se procedié a hacer un lisado individual de cada colonia de la placa origina

para poder identificar cudl delas 10 colonias eran positivasy se debian pasar a cepario.
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c. PCR Multiple

La técnica utilizada es la establecida como protocolo en trabajos con cepas de E.
coli, desarrollada en el laboratorio de Microbiologia del Programa de Microbiologia en la
Facultad de Medicinade laUniversidad de Chile (Vidal et al., 2005).

El lisado bacteriano se utilizé para la amplificacion de los genes que codifican las
toxinas Stx1, Stx2 y eae. Se utilizaron los partidores descritos en latabla 2 sintetizados
por Invitrogen®. Como control negativo se utilizd la cepaE. coli K-12 MG1655 (ATCC
700926), y como control positivo la cepa de E. coli productora de Shigatoxina O157:H7
EDL933. El volumen final de reaccién fue de 25 pl preparado seguin €l cuadro 1 (anexos).
La reaccion de amplificacion se realiz6 en un termociclador Bio Rad, utilizando un
programa que inicia la desnaturacion del material genético a 94°C por 3 minutos y
continua con 35 ciclos de amplificacion (1.5 minutos a 94°C, 1.15 minutos a 58°C y 1
minuto a 72°C), a término de los 35 ciclos, queda incubando por 7 minutos a 72°C
finalizando el PCR y manteniéndose a4°C.

El tamafno de los productos esperados de la PCR son: Stx1 una banda de 384 pb,
Stx2 una banda de 584 pb y una de 482 pb para eae.
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Tabla 2. Secuencia nucleotidica de los parti dores especificos para Shigatoxinas e intimina.

Partidor Tamaiiode Secuencia Nucleotidica Referencias
Amplificado (5 -3)
Stx 1 348 pb Fw: CAGTTAATGTTGTTG Cebulaet al., 1995.
CGAACG
RvV: CACCAGACAATGTAA
CCGCTG

Stx 2 584 pb Fw: ATCCTATTCCCGGGA Cebulaet al., 1995

GGTTACG
Rv: CGCTCATCGTATACA
CAGGAGC

Intimina 482 pb Fw: TCAATGCAGTTCCGT Vidal et al., 2005
TATCAGTT
Rv: GTAAAGTCCGGTACC
CCAACCTG

Fw: Primer directo
Rv: Primer reverso

d. Electroforesisy lecturadel PCR

Una vez terminada la amplificacion se tomé 10 - 15 pl de muestra del ADN
producto de la PCR para someterla a electroforesis en un gel de agarosa a 2% preparado
en 75 ml de buffer TrissAcido Acético EDTA TAE O.5X (Sigma ®). La muestra fue
corrida a 90volts por 45 minutos, utilizando un ADN marcador de tamafio molecular de
100 pb (Invitrogen®). Cada muestra se mezcl6 con un buffer de carga que contiene
Glicerol y Azul de Bromofenol paravisualizar la migracion (foto 2).
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Se observo € resultado de la electroforesis mediante latincion del gel con Bromuro
de Etidio 0.5 ug/ml por 30 minutos y exposicion a la luz UV. La imagen fue captada
usando el software DigiDoc (Kodak). La visualizacion y andlisis de las imagenes de
acuerdo a peso molecular permitio discriminar las E. coli positivas a Shigatoxinas (STEC)

eintimina

Se considera importante mencionar que € Bromuro de Etidio se mangj6é con las
normas basicas de bioseguridad, como la utilizacion de guantesy  su inactivacion debido
al poder cancerigeno que posee. El protocolo utilizado fue degjar la solucién de Bromuro de
Etidio ya utilizada en un recipiente con carb6n activado durante 7 dias, posteriormente €l
liquido fue eliminado y el carbdn que ha adsorbido el Bromuro de Etidio es incinerado.

Foto 2. PCR multiple muestras de cerdos de la Regién Metropolitana.

P
.
o=

Primera fila: Carril 1y 20 marcadores de 100 pb de peso molecular. Carril 2, 3, 5y 7 a 19 muestras positivas
Stx 2. Carril 4 y 6 positivas a Stx 2 y eae. Segunda fila: Carril 1 y 12 marcadores de 100 pb de peso
molecular. Carril 2 @ 6 muestras positivas Stx 2. Carril 7 y 8 negativas. Carril 9 control positivo E.coli
0157:H7 EDL933. Carril 10 control negativo E.coli K12 MG1655. Carril 11 control de reaccién.
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Il Caracterizacion delos genesdistintos a I ntimina (ent, efal, hlya, Ipf, saa eiha).
Para la caracterizacion de los genes distintos de intimina se trabgj6 con ADN
bacteriano purificado. Para esto se utilizo €l Kit “UltraClean™ Microbial DNA Isolation”

de MO BIO Laboratorios, Inc.

a. Obtencion del ADN bacteriano purificado para PCR.

Se sigui6 € protocolo descrito por el “Kit UltraClean™ Microbial DNA |solation”
de MO BIO Laboratorios, Inc. Durante todo € proceso hubo utilizacion de guantes para

evitar posible contaminacion de lamuestra.

b. PCR

Mediante la misma técnica descrita en el punto 1c se hizo la determinacién de otros
genes involucrados en la virulencia de las cepas que resultaron positivas a la presencia de
Shigatoxinas, utilizando secuencias de partidores especificos para cada uno de los genes
(Tabla3).

El volumen final de reaccién paracadamix fuede 25 pl.

Paratodos |os genes se utilizé como control negativo la cepa E. coli K-12 MG1655
(ATCC 700926) y como control positivo la cepa de E. coli productora de shigatoxina
0157:H7 EDL933. En € caso de los genes ent y efal se utilizaron otros dos controles
positivos, la cepa de E. coli productora de shigatoxina E112 (positiva para ambos genes),
una EPEC (E2348/69) y la O157:H7 EDL933 (positivaaefa 1). En el caso del gen saa se
debi6 utilizar una cepa humana como control positivo, utilizando la cepa E026 disponible

en lacoleccién del laboratorio.
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La reaccion de amplificacion se realizd en un termociclador Bio Rad, utilizando un
programa que se iniciacon ladesnaturacion del material genético por 3 minutos a94°Cy
continua con 30 ciclos de amplificacion (1.5 minutos a 94°C, 45 segundos a 60°Cy 1.5
minutos a 72°C), a término de los 30 ciclos, se incubo por 7 minutos a 72°C finalizando la
PCR y manteniéndose a4°C.

Para €l gen hlya se utilizé el programa TIR, e que ocupa una temperatura de
alineamiento de 56°C (Vidal et al., 2007). Para los otros genes de virulencia se utilizé €
programa SAA, el que utiliza una temperatura de alineamiento de 60°C (de Saint-Pierre et
al., 2006).

El tamafio de los productos esperados son de 827 pb para el gen efa 1, 607 pb para
ent, 569 pb para hlya, 199 pb parasaa, 273 pb paralpf y 792 pb paraiha (tabla 3).

Tabla 3. Secuencia nuclectidica de los partidores para |os genes ent, efal, hlya, Ipf, saa e,
iha.

Partidor Tamario de Secuencia Nucleotidica Referencia
Amplificaci (5-3)
on
efallift A 827 pb Fw: AACGCTGCATACAAA de Saint-Pierre et al (2006)
AATCATCT
Rv: TCCGTATTTCTGTCTTCT
GAGGT
ent 607 pb Fw: TCATCCCCTCAATTA de Saint-Pierre et al (2006)
TTAAGCAA
Rv: AAAAGCAACCCAGGAA
CATTATT
hlya 569 pb Fw: AGCTGCAAGTGCGGG Vidal et al (2007)
TCTG
Rv: TACGGGTTATGCCTG
CAAGTTCAC
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Saa

iha

276 pb

119 pb

792 pb

Fw: CCTTGCGTACTGTCC
GGTGA
Rv: AGCGACCAGGGTATT
GCTGT

Fw:
CGTGATGAACAGGCTATTGC
Rv:
ATGGACATGCCTGTGGCAAC
Fw:
TGGTACGGGTAAAACCGGAG
Rv:
CTGCGTACAAGCTCACGACC

Vidal et al (2007)

Paton y Paton (2002)

Vidal et al(2007)
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I11 Determinacion de los Ser ogr upos mas Prevalentes.

Posterior a la obtencion del ADN bacteriano purificado, las cepas que en € andlisis
por PCR resultaron positivas a Shigatoxinas fueron sometidas a una PCR para discriminar
entre cepas 0157 y No O157 utilizando e protocolo descrito por Desmarchelier et al en €l
afio 1998.

a. Reaccién en Cadena dela Polimer asa (PCR) para Deteccion de E.coli 0157

Mediante la misma técnica descrita en €l punto 1c se hizo la determinacién del
serogrupo de las cepas que resultaron positivas a la presencia de Shigatoxinas, utilizando
secuencias de partidores especificos para e antigeno O157 (tabla 4). El volumen fina de
reaccion fue de 25 ul. Lareaccién de amplificacion se realizo en un termociclador Bio Rad,
utilizando un programa que inicia la desnaturacion del material genético a 95°C por 5
minutos y continua con 35 ciclos de amplificacion (30 minutos a 94°C, 30 minutos a
66°C y 30 minutos a 72°C), a término de los 35 ciclos, se incubo por 7 minutos a 72°C
finalizando € PCR y manteniéndose a 4°. El tamafio del producto de la reaccién es de 497
pb. Como control negativo se usd la cepa E. coli K-12 MG1655 (ATCC 700926), y se
utilizaron dos controles positivos, la cepa de E. coli productora de Shigatoxinas E211
(O157:H7), y la0157:H7 EDL933.

Tabla 4. Secuencia nucleotidica de |os partidores para €l polisacarido O157. Desmarchelier
et al., 1998. J. Clin. Microbiol.

Partidor Tamafio de Secuencia Nucleotidica
Amplificacion (5-3)
0157 AF 497 pb AAGATT GCGCTGAAGCCTTTG
AR CAT TGG CAT CGT GTCGACAG
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b. Serotipificacion

Una vez obtenidos los resultados, las cepas No O157 se guardaron en un medio de
mantencion, para ser enviadas a Espafia (Lugo) al centro de referenciade E.coli (LREC) en
el departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Veterinaria en la
Universidad de Santiago de Compostela; para ser serotipificadas mediante la utilizacion de
antisueros especificos O y H utilizando |la metodologia descrita por Guinée et al., (1981) y
modificada por Blanco et al., 1996.

IV Caracterizacion delasVariantesdela Toxina STX 2.

Para la caracterizacion de las variantes de Stx2, se amplifico € gen stx2 en toda su
extension (960 nucledtidos), productos que fueron enviados a secuenciar a la Unidad de
Sintesis y Andlisis de Biomoléculas de la Universidad de Chile (CESAT). Los resultados
obtenidos fueron comparados con las bases de datos, utilizando los programas Clustal W y
Mega4.0.

V Perfilesde PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis).

Sistema CHEF (Clamped Homogeneus Electric Field) es la técnica de mayor poder
discriminatorio y mejor reproducibilidad disponible en la actualidad para determinar
relacion clonal entre organismos, considerada como el “Gold Standard”. Esta técnica
permitié tipificar todas las cepas bacterianas en base a las posibles relaciones clonaes
existentes entre ellas, utilizando un andlisis de macrorestriccion con la endonucleasa X bal
(BioLabs®) del genoma completo. La electroforesis en campo pulsado se realizé en un
CHEF DRIII CHILER (Bio-Rad) de acuerdo alo descrito por Bertin et al., (2004).
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Primero se realizo la suspension de las cepas frescas crecidas en TSA, en 2 ml de
CSB (100 mM Tris (Winkler®); 100 mM EDTA (Sigma-Aldrich®), pH 8.0). Para lograr
una concentracion estandar en todos los bloques, se midi6 la absorbancia a 420 nm en el
espectrofotometro. Se prepararon 400 ul de la suspensién a una concentracion determinada.
Posteriormente, para lograr la liberacion del ADN se le afiadié a cada tubo 20 ul de
proteinasa K (a una concentracion de 20 mg/ml). Una vez terminado este proceso se le
agregl 400 ul de agarosa a 1% previamente atemperada a 55°C (se utiliz6 una agarosa
especial para blogues = 0.50 agarosa SeaekemGold Bio-Rad®, 45 ml de TE, 5 ml de SDS

a 10%), y se prepararon 2 blogues por muestra, 1os que se dgjaron solidificar.

Posteriormente en tubos de 10 ml, se afladieron 5 ml de buffer delisis CLB (50 mM
Tris; 50 mM EDTA; 1% sarkosyl (Sigma-Aldrich®)) y 25 ul de la proteinasa K (20
mg/ml). En esta solucién se depositaron |os bloques para eliminar posibles impurezas del
ADN. Sedejaron incubar por 3 horas a55°C en agitacion.
Unavez terminada laincubacion, se retiro el buffer delisisy se hicieron 2 lavados con 5 ml
de agua destilada a 50°C, por 20 minutos en agitacion. Después se retiro € aguay se
agregaron 5 ml de buffer TE (Winkler®) a 50°C, y se volvié a incubar en las mismas
condiciones anteriores. Esto se repitié 3 veces. Al final del tercer lavado, se cambio €l

buffer y se dejaron los bloques guardados hasta su utilizacion.

Después se realizd € segundo proceso para €l campo pulsado, que consiste en la
digestion de los bloques con una enzima (Xbal) de restriccion de corte poco frecuente, la
cua corta e ADN en fragmentos de 20 a 1100 kb. Para esto los bloques se dejaron
incubando por 15 minutos a 37°C; se corto un trozo del bloque del grosor de un portay se
coloco un el tubo correspondiente con laenzima por 3 horas a 37°C, para evitar digestiones
parciales.

Terminada la digestion, se cargaron las muestras en e CHEF bajo condiciones
estipuladas para E. coli, y se dejaron correr por 18 — 19 horas. Al término se tifio el gel con
Bromuro de Etidio por 20 a 30 minutos en agitacion. Se lavd y se degjé en agitacion con
agua destilada por una hora. Posteriormente se compararon los patrones de corte de las
muestras mediante el programade Tamuraet al., (2007), y serealiz6 el dendograma.
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RESULTADOS

| Caracterizacion de Shigatoxinas e Intimina.

Se aislaron cepas de STEC en €l contenido intestinal (recto) en 37 muestras
de un total de 507 cerdos analizedos (Figura 2). En esta especie animal, €l genotipo
toxigénico predominante de las cepas de STEC aidadas fue Stx 2 (100%). Ninguna de las
37 cepas de origen porcino mostro la presencia del gen intimina (eae) responsable de la
lesion de adherencia 'y borrado (A/E) caracteristico de cepas que presentan este factor de

virulencia.

7,29%
Muestras

STEC ()

Muestras
STEC (+)

92,71%

Figura 2. Porcentaje de aislamiento de cepas de STEC desde muestras de contenido
intestinal provenientes de cerdos sanos sacrificados en una Planta Faenadora de la Region
M etropolitana, Santiago.



Es importante mencionar que del nimero total de muestras analizadas, se logré
obtener muestras positivas de diferentes lugares geograficos (figura 3), pudiendo
incorporar a las principales regiones donde se encuentra centralizada la produccion
porcina. Se tomaron 238 muestras de la Region Metropolitana (equivalente a 46,94% del
total de muestras), 53 muestras de V regién (Regién de Valparaiso) (10,45%), 161 dela VI
region (region de O'Higgins) (31,76%) y 55 de la Regién del Maule (10,85%).

VI Regién
region Metropolitana
VI
- Q0
v 3% region
region

29; 78%

Figura 3. NUmero de cepas de STEC aidadas por lugar de procedencia de cerdos
sacrificados durante la investigacion. El primer nimero en color negro, corresponde al
valor absoluto de cepas de STEC aisladas y el segundo ndimero en rojo expresa €l
porcentaje respecto del total de muestras positivas.
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Il Caracterizacion delos genesdistintosa Intimina (hlyA, iha, Ipf, efa 1, enty saa).

Se encontré que las cepas porcinas en su mayoria no presentan los genes de
virulencia caracterizados. Los resultados muestran que ninguna posee la enterohemolisina
hlyA y d factor de adherencia |pf. Tampoco se encontraron cepas que tuvieran €l gen de
adherencia saa. En € caso del gen iha, silo fue observada su presencia en una cepa que

correspondié auna STEC O5:H™ (Figura 4).

Positivo Gen de
Virulencia, (iha)

Negativo a
genes de
virulencia (GV)

97%

Figura 4. Resultados expresados en porcentaje de cepas de STEC que presentan Genes de
virulenciadistintos a Intimina (hlyA, iha, Ipf, efa 1, enty saa).
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I11 Determinacion de los Serogr upos mas Prevalentes.

Los resultados arrojados por la PCR especifica para O157 muestran que en €l caso
de la especie porcina € 100% de las cepas de STEC aisladas, fueron No -O157. La
identificacion de los serogrupos més prevalentes se hizo mediante la utilizacion de
antisueros especificos O y H, en € de centro de referencia de E.coli (LREC) en
departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Veterinaria en la
Universidad de Santiago de Compostela.

En las cepas aisladas de cerdos, se encontraron los siguientes serogrupos. en 11/37
(29,72%) 0141, 6/37 (16,21%) 0139, 1/37 (2,7%) O51, 2/37 (5,4%) 08, 020y 0121, 3/37
(8,1%) correspondian a O5 y 0159 en cada caso, y 7/37 (18,91%) fueron no tipificables
(NT). Losresultados se muestran en laTabla 5.

Tabla 5. Serogrupos cepas STEC aisladas de cerdos sanos faenados en un matadero
de Santiago.

Serogrupos CepasPorcinas Totales Porcentaje del total (%)

11 29.72

6 16.21
051 1 2.7
o8 2 54
020 2 54
05 3 8.1
0159 3 8.1
0121 2 54

7 18.91

CepasTotales 37
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IV Caracterizacion delasvariantes del gen stx2.

Se encontr6 que en 34/37 cepas correspondian a la variante Stx2-e (figura 5). Los
productos de PCR restantes correspondieron a una variante de Stx2 ain no descrita y que
nosotros denominamos stx2, presente en cepas de STEC O159:H" y relacionadas

clonamente (Figura 6).

Stx2

Nueva variante

91,89%

Figura 5. Caracterizacion delavariante del gen stx, y porcentaje de presencia en las cepas
aisladas de STEC provenientes de cerdos sanos.

V Campo Pulsado

Las cepas de STEC aisladas de cerdos poseen pulso tipos diferentes con patrones
con muy escasa representacion (1, 111, 1V y V). Ademas, se observan siete grupos de cepas
relacionadas genéticamente (A-G). En la sexta region se observa la presencia de tres grupos
(A, Cy F) de cepas de STEC serotipo O5: H™ (rojo), O139: H™ (verde) y O141:H19 (azul),

respectivamente, estrechamente relacionadas (clonal es).
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Dice (Opt:0.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal
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L CHINEE I FV9424  O5H-  stae w
Il LTI FV9414  ONTH-  stx2e vi
[T FV994  ONTH- b2 M
T FV9417 ONT:H2  stx2e w
I FV9418  ONTH2  stx2e i
LN FV9422  O159:H-  stx2stbsta U
I TIHINN FV9425  O159:H-  stx2 stb sta Vi
FLH I T I FV9423  OI50H-  stx2stb sta v
L T FV9961  O159:H-  stx2 stb sta v
| LI T FV9960  ONT:H-  sb@s i
LI FV9395  O139:H-  stx2e v
FIE T FV9411  O139:H-  stx2e vi
I FV9306  OI30H-  stx2e "
IIE AP FV9401  O139H-  stde v
LTI FV9304  OL30:H-  ste v
N FVO400  O139H-  stx2e u
LI FV9408  OBH19  stzesta v
LU It FVO416  O20:H-  ste v
W FV9421  O5H- stx2e Itd
LT T FV9420 ONTH-  stx2esta
IR FV9963  020:H44
] | i FV9429  ONTH-  stx2e stbsta
1] | IR FV9956  ONT:H-  stx2 st sta
Il FV9397  O141:H19 stx2e
Ill FV9398  O141:H19 stx2e
\ \ FV9404  O141:H19 stx2e

\ \ FV9403  O141:H19 stx2e
| FV9402  O141:H19 stx2e
FV9409  O141:H19 stx2e

| FV9410  O141:H19 stx2e

| FV9399  O141:H19 stx2e

I FV9412  ONT:H-  stx2e XVI

I FV9415 ONT:H-  stx2e XVI
FV9406  O141:H19 stx2e XV
FV9407  O141:H19 stx2e XV
FV9405  O51:H19 stx2e k88  XVIII

I | FV9427  O121:H10 stx2e f18 XIX

|| FV9428  O121:H10 stx2e f18 XIX

Figura 6. Dendograma de clonalidad generado a través de electroforesis de campo pulsado
para cepas de Escherichia coli productoras de Shigatoxina (STEC) aisladas de cerdos para
consumo humano. Se adjunta el serotipo y perfil toxigénico de las cepas ademas dd sitio
geogréfico del cual proveniasu reservorio animal.
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DISCUSION

L os resultados obtenidos en este estudio detectaron |a presencia de Escherichia coli
productora de Shigatoxinasen un 7,2% en cerdos aparentemente sanos muestreados desde
dos plantas faenadoras de la Region Metropolitana. Este nimero concuerda con valores
referenciaes internacionales, donde se ha aislado en un 7,5% (Beutin et al., 1995);
existiendo variaciones atribuibles a laindividualidad productiva de cada pais. Sin embargo,
dentro de las STEC aisladas en este trabajo, no se encontré ninguna Escherichia coli
enterohemorréagica (ECEH), subgrupo que sintetiza las Shigatoxinas y que posee € gen
eae; el cua codifica para el factor de virulencia intimina, una adhesina altamente asociada
al desarrollo de cuadros diarreicos en seres humanosy su posterior complicacion sistémica
SHU (Nataro y Kaper, 1998; O'Brien'y Kaper, 1998).

Es necesario contrastar estos resultados con los obtenidos en estudios anteriores
realizados en el pais. El Unico estudio epidemiolégico realizado en cerdos destinados a
consumo a nivel de planta faenadora, fue hecho por Borie et al., en el afio 1997; quien
ais6 ECEH en un 68,3% de los cerdos muestreados. Este estudio mostré una importante
situacion de salud publica, ya que mas de un 90% de las cepas aisladas poseian el factor de
virulencia eae, poniendo a cerdo como principal reservorio y diseminador de esta
bacteria de riesgo zoondtico. Estos resultados se vieron complementados por el estudio
realizado por Rioset al., en el afio 99', donde observoé que existiaunaalta clonalidad entre
cepas aisladas desde casos clinicos de pacientes con SHU o diarreay cepas aisladas desde
cerdos. Estudios posteriores en cerditos diarreicos, realizados por Zamora et al., en a afo
2000 muestran resultados que se condicen mas con publicaciones internacionales,
encontrando E.coli productoras de verotoxinas entre un 4,3 a 6,9% de los cerdos
muestreados.



Esta diferencia de resultados nos hace pensar, que se bien a inicio de su vida
productiva los cerditos estaban dentro de rangos normales de colonizacion de esta bacteria,
al crecer se producia una alta recontaminacién de los cerdos, alcanzando niveles tan altos
como los descritos por Borie et al.; a momento de su faenamiento. Actualmente, la nueva
situaciéon encontrada en este trabajo se puede explicar en menor medida por las distintas
técnicas utilizadas. Ademas se presume que a interior de los planteles, la prevalenciade la
bacteria podria haberse visto afectada por medidas productivas como la crianza en piso
elevado, donde se disminuye la probabilidad de recontaminacion de los animales con sus
propias heces, también son de consideracion e uso de prebidticos, los cuales podrian
modificar en algun grado la flora bacteriana residente (Sherman et al., 2005). Se suma la
introduccion de terapias inmunogénicas, como la entregada por la vacuna contra la diarrea
neonatal por E.coli en lechones. Tomando en cuenta los datos que indican que
evolutivamente las STEC habrian evolucionado desde las E.coli enteropatdgenas (EPEC),
principal grupo asociado a las diarreas en los porcinos (Garmendia et al., 2005), se podria
pensar que la vacuna podria generar algin grado de inmunidad cruzada. Ademas se ha
aislado E.coli en el conducto uterino y vagina de la cerda, por lo tanto, a vacunar a las
madres se disminuye la contaminacion posterior de los lechones, disminuyendo la
probabilidad que nazcan cerditos infectados que posteriormente actlen como
diseminadores.

La efectividad de la vacuna se estudié en Argentina (Cicuta et al., 2000) donde se

muestreo alas madresy se vio que ninguna era positiva alabacteria, no asi |os lechones.

Por otra parte, la disminucion de la prevalencia de la bacteria también se vio
influenciada por la erradicacién de la Peste Porcina en Chile en el afio 977, lo que permitio
la apertura de las exportaciones, esto hizo que los planteles meoraran sus condiciones
sanitarias buscando cumplir con las altas exigencias de los paises importadores. ES por esto
gue se crearon programas de control sanitario, tales como: €l programa de reduccién de
patdgenos para E.coli y Salmonella, que ha logrado disminuir la contaminacién de las

canal es, ademés de poder ser un referente de la condicién sanitaria de los planteles.
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Debido a la apertura de mercados internacionales, la aparicion del nuevo cerdoy a
condiciones nacionales del mercado, tales como: e déficit de carne bovina (traducido en
un alza de precios), €l cierre de importantes mercados abastecedores como Brasil (por la
presencia de Fiebre Aftosa) y situaciones internas de otros paises, se ha creado un nicho
sOlido para la carne de cerdo, lo que ha hecho que en los Ultimos diez afios la crianza y
produccion de esta res de abasto haya crecido de manera vertiginosa, se pasaron de
3.050.796 de cabezas faenadas en el afio 2000, alas 5.007.035 faenadas €l 2007 (Instituto
Nacional de Estadisticas). Esta situacion se ha visto reflggada en el consumo por habitante
en este periodo (1997 - 2007) el cud a afio 2007 llego a 22,5 kilos, superando a consumo
de carne bovina en el mismo periodo
(http://www.asprocer.cl/index/plantillal.asp?id_seccion=2&id_subsecciones=8).

En respuesta a este “boom” en la carne de cerdo, es que su produccién se vio
centralizada en algunas pocas grandes empresas, logrando una verticalidad de todo €l
proceso productivo, lo que se traduce en mejores condiciones higiénicas y tecnolégicas
finales de la carne. Casi un 50% de su produccién se exportaa mercados internacionales,
tales como: Japdn, Corea del Sur, México, Argentina, Canada, Alemania entre otros 17

paises (http://www.odepa.gob.cl/odepaweb/j sp/contenidos/internacional .jsp).
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El perfil toxigénico més comln de las cepas de STEC aisladas en este trabgo,
correspondié en un 100% a Stx2; contrastando fuertemente con los resultados obtenidos en
el estudio de referenciadel afio 977, donde lo méas comun fue la presencia de ambas toxinas
en un 68,3%. Posteriormente, Rios et al., en su estudio de clonalidad vio que todas las
cepas relacionadas a casos de SHU presentaban ambas toxinas y eran eae positivas. Los
resultados del presente estudio concuerdan con trabaj os internacional es que demuestran las
cepas porcinas en su mayoria sintetizan Stx2 (Tatarczak et al., 2005). En todo caso, éste
cambio en el perfil toxigénico de las cepas en Chile era esperable, ya que el patron genético
encontrado en las cepas clinicas de STEC también ha variado con €l tiempo. Esto se ha
visto reflejado en los casos de SHU; por ejemplo en el periodo 1995-96 el perfil toxigénico
encontrado en las cepas clinicas erala presentacion de ambas toxinas (Stx1 y Stx2) (Prado
et al., 1997), en cambio, actualmente latoxina més identificada en pacientes con SHU, es
Stx2.

Ademas se ha visto que estos pacientes son mas propensos a desarrollar secuelas
sistémicas de SHU (Friedrich et al., 2002).

Estavariacion en e perfil toxigénico puede tener varias razones, una posibilidad es
gue los manegjos de las dietas han cambiado. En el caso de los monogastricos |os insumos
utilizados han variado, esto se puede traducir en un cambio fenotipico de la flora presente,
favoreciendo el predominio de ciertos serotipos frente a otros, los cuales sintetizarian en
mayor grado un tipo de toxina que la otra (Padola et al., 2002; Padolaet al., 2004). Ademéas
se ha visto que el tipo Stx1 esta mas asociado a la produccion de diarreas en los lechones,
pudiendo alcanzar un 50% de mortalidad, no asi el tipo Stx2 el cual se mantendria en €l
animal sin producir dafio, esto contribuiria a que se produzca algun grado de seleccién
natural afavor de los serotipos que producen la toxina Stx2 (Aidar-Ugrinovich et al., 2007;
Cicutaet al., 2000; Mainil y Daube, 2005).



En lo relacionado a los factores de virulencia, es conocido que a través del tiempo
las poblaciones bacterianas van sufriendo cambios, y que esto se puede traducir tanto en
cambios de prevalencia como en el desarrollo de nuevos factores de virulencia. De los
resultados obtenidos es importante destacar la ausencia del gen eae en un 100% de las
cepas aidladas.

Esto plantea la presencia de nuevos factores de virulencia tan importantes como
intimina, aln no descritos en esta especie. | nternacionalmente se ha visto que los genes de
virulencia més aislados son: toxB, IpfA, efal, iha y saa. (Tatarczak et al., 2005). Existiendo
una estrecharelacion entre la ausencia de eae y la presencia del factor de adherencia lpf en
las cepas Stx2-e. Esto no se cumplid en este estudio, ya que si bien el 100% de las cepas
son eae-, asi mismo, ninguna posee este factor de adherencia. Con respecto a los otros
genes de virulencia estudiados: ent, efal, hlya, iha y saa, solo se encontré que una de las
cepas era positiva a iha. Esto llama la atencion ya que este factor de virulencia
generalmente se ve asociado a cepas O157:H7 (Tatarczak et al., 2005).

Por otro lado, los resultados muestran que un 100% de |os serogrupos encontrados
son No-O157; entre los que destacan: 0141, 0139y los NT. Se ve que los serogrupos mas
prevalentes han variado en comparacion con € estudio realizado en e afio 97", donde
principalmente se encontraron los serogrupos 0157, 026, O111; de gran importancia para
la salud publica. Los serogrupos de las cepas analizadas aqui, como el serogrupos O8 y
0139, s bien no son considerados |os de mayor riesgo para la salud humana, también han
sido aislados desde muestras del Instituto de Salud Publica (1SP) (Comunicacion Personal,
Roberto Vidal). Ademas un porcentaje fue no tipificable con los sueros usados, situacion
gue también se repite con muestras del ISP. Esto genera, a menos, la duda de la

participacion de los cerdos como agentes de transmision.



Estainformacion es convergente con estudios realizados en el pais donde se ha visto
gue el 64% de las infecciones por STEC se producen por cepas No-O157 (Prado et al.,
1997). Asi mismo concuerda con datos de paises |latinoamericanos como Brasil (Aidar-
Ugrinovich et al., 2007) donde se ha visto que la mayoria de las cepas aisladas son No-
0157. Parece importante manegjar esta informacion de manera global y contrastarla con la
entregada por el ISP (Comunicacion personal, Roberto Vidal), que demuestra que si bien en
un mayor porcentgje las infecciones son producidas por serogrupos No-O157, alin sigue
siendo importante la presencia de los serogrupos O157. Por lo tanto, es vélido la inquietud
del ingreso de carnes contaminadas a pais, principalmente la carne de bovino; ya que a
éstas no se les exige pruebas especificas para E. coli, s6lo controles que garanticen su
inocuidad, pero més relacionado a temas de conservacion de temperatura
(http://www.sag.gob.cl/pls/portal/docs/page/pg_sag_biblioteca/bibl_importaciones/biblio i
mp_pecuaria/biblio_imp_pec_normas/biblio_imp_pec_normas_productos/carnebovina_res
oluc_833-887-5656 consolidado.pdf). Tema de gran relevancia, no sdlo por e impacto
directo en la salud publica (principalmente por e ingreso de carnes picadas y
hamburguesas); sino por la posibilidad de la introduccion de nuevos serotipos, hecho
comprobado en un estudio realizado en Argentinay Brasil (Guth et al., 2003). Es por esto
gue se considera necesario realizar mayores estudios respecto a tema, seria interesante
muestrear €l nivel microbiol 6gico de la carne importada.
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Siguiendo la misma linea de investigacion, buscando la participacion de los cerdos
en el desarrollo de patologias humanas, es que se quiso caracterizar las variantes de Stx2.
Se encontrd que un 97,29% de las cepas aisladas correspondian a la variante Stx2-e. Es
importante destacar la dificultad en la amplificacion de la variante porcina con |os primers
universales. Una de las posibles razones de esto, es que dentro de las variantes descritas, se
ha visto que Stx2-ey Stx2-f estarian g anamente relacionadas con las otras variantes y que
incluso se podrian codificar en otra parte (Friedrich et al., 2002). Stx2-e tiene un 94% de
homologia con la subunidad A de Stx2 y un 79% de homologia con la subunidad B. En
conjunto con la Stx2-f son las mas lgjanas de entre las variantes. Considerando que los
“primers’ se disefian en base a alineamientos de secuencias conocidas, paraesto se utilizan
las secuencias de las toxinas de las cepas mas asociadas a brotes y reportes de SHU. Por lo
tanto, es esperable que las tomadas como referencia sean todas genéticamente cercanas. Es
por esto que no es de extrafiar que los primers disefiados para las toxinas en general no

amplifiquen las cepas porcinas, debido a una baja coincidencia por su distancia genética.

De manera adicional se logré aidar la presencia de un nuevo tipo de variante, 1o que
reflgja el dinamismo de las poblaciones bacterianas y la posible diversidad genética de los
factores de virulencia de esas nuevas variantes. Si bien no se encontré ninguna de las
variantes més asociadas a las infecciones en humanos, a nuestro juicio esto no indica un
menor riesgo epidemiol dgico, ya que debemos considerar 1a nueva informacién respecto a
la contribucién de la variante porcina en el desarrollo de patologias (Franke et al., 2002;
Beutin et al., 2004; Sonntang et al., 2005; Zweifel et al., 2006). Si bien en un principio se
descartaba la variante porcina (Stx2-e) como de riesgo para la salud publica, su situacién
epidemiol 6gica ha cambiado. En un principio sevio que Stx2-e aislada desde cerdos sanos
no era frecuentemente asociada a enfermedades como SHU o colitis hemorragica (CH),
especiadmente cuando genes como intimina y enterohemolisinas no estaban presentes,
posteriormente cepas Stx2-e han sido aisladas de pacientes con diarreay SHU e incluso de
individuos asintométicos (Franke et al., 1995; Friedrich et al., 2002; Beutin et al., 2004).
Ademas se ha demostrado que existen relaciones genéticas entre éstas cepas porcinas y

cepas ai sladas desde pacientes humanos (Rios et al., 1999).
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Por otra parte es destacable la alta prevalencia de Stx2-e en cerdos sanos. ES por
este motivo que se piensa que las Escherichia coli productoras de Sxt2-e presentes en los
cerdos sanos no serian las mismas que las que producen la enfermedad del edema
(Sonntang et al., 2005; Zweifel et al., 2006). Se puede considerar que cerdos sanos
portadores de esta variante estarian en constante contacto con la poblacion de manera

directaatravés de sus manipuladores y de maneraindirecta a través de sus productos.

Las cepas Stx2-e que no producen la enfermedad del edema y que aparentemente
serian las que se transmitirian alos humanos, tendrian factores de adherencia desconocidos
gue jugarian un rol importante en la colonizacion. Mientras no se sepa la exacta
contribucion de esta variante, la interaccion de sus factores de virulencia; ademés de
posibles valores de presentacion subestimados debido a su dificultad en el aislamiento y
caracterizacion; hace que los cerdos sanos destinados a consumo no puedan ser excluidos
como una fuente potencial de infeccidn de Stx2-e para los seres humanos. (Friedrich et al.,
2002).

Al andlizar las relaciones clonales de las cepas agui aisladas se vio que existen
distintos pulsotipos, por lo tanto la distribucién nacional de las cepas es no clonal; pero
exigtiria cierto patron dado por las regiones de donde provenga la muestra. Por g emplo,
cepas de la Region Metropolitana, casi todas tienen el pulsotipo 1. Esto podria asociarse a
condiciones ambientalesy productivas similares.

Como resultado de este trabajo hay varias consideraciones a tener presente. Es claro
gue en cuanto a STEC en cerdos existe una nueva situacion epidemioldgica, que sugiere
gue con la utilizacién de manejos productivos, la emergencia de temas como la trazabilidad
y la incorporacion del Andlisis de Riesgo y Control de Puntos Criticos a la industria
alimentaria, es posible disminuir las prevalencias de patdgenos de riesgo tanto parala salud
animal como para la salud humana. Estos manejos sumados a un adecuado faenamiento y
tratamiento de los productos en la cadena alimentaria desde su inicio hasta que llega a la

mesadel consumidor, se traducen en unamayor inocuidad de los alimentos.
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Es importante destacar que el control de éstay otras bacterias se debe a un esfuerzo
conjunto tanto de los profesionales del &readelasalud como de las autoridades. Y a que no
s0lo es importante hacer un control efectivo de la bacteria a interior de los planteles
actuando de manera directa sobre los reservorios; ademéds se deben evitar las
contaminaciones cruzadas en las plantas de faenamiento y se debe velar por un adecuado
tratamiento del producto alo largo de la cadena productiva. También es importante la labor
educativa hacia la poblacion, ya que se ha visto que un alto grado de los contagios son
intradomiciliarios (60%) (Griffin et al., 1991).

La caracterizacion genética y fenotipica de cepas STEC aisladas en este trabajo,
mostraron serogrupos que se condicen con cepas chilenas aisladas desde infecciones en
humanos (resultados ISP), lo que confirmaria que los cerdos continuarian siendo un
reservorio potencial de cepas patdgenas para € hombre. Esta situacion debe tenerse en
consideracién para futuros andlisis epidemiol 6gicos, asi como también, en cualquier futura
estrategia preventiva que se establezca de manera conjunta con las instituciones de salud

correspondientes.

Es necesaria una investigacion constante para poder redlizar una vigilancia
epidemiol6gica adecuada; ya que siempre estaran apareciendo nuevas variantes, se
descubrirdn nuevos genes de virulenciay nuevas formas de relacionarse de la bacteria con
su huésped, 1o que puede repercutir en la salud tanto de los animales como de los seres

humanos.



CONCLUSIONES

Se aid6 STEC en un 7,2% desde € contenido intestinal de cerdos aparentemente

sanos faenados en dos plantas faenadoras de |a Region Metropolitana.

Las cepas porcinas de STEC aisladas del contenido intestinal se caracterizan por
presentar un predominio del perfil toxigénico Stx2, con un ato predominio de la
variante Stx2-e.

Ninguna de las cepas porcinas aisladas presento e gen de virulencia eae.

Se halogrado caracterizar una nueva variante de Stx2, la que se denominé Stx2h.

No se logré determinar la presencia de los genes: ent, efal, saa, hlya y Ipf, en las

cepas analizadas, y solo en una de ellas se encontrd el geniha.

L as cepas de STEC de cerdos portadores, corresponden a algunos de los serogrupos
aislados desde cuadros infecciosos en el hombre, talescomo el 08y el 0139.

Dadas las caracteristicas genéticas y de acuerdo a los serogrupos encontrados, |os
cerdos aparentemente sanos, faenados en la Regién Metropolitana, constituyen un

reservorio de STEC parael ser humano.

Las cepas aqui estudiadas poseen pulsotipos diferentes y, por lo tanto,

corresponden a una cepano clonal de distribucién nacional.
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ANEXQOS

Cuadro1: Componentes Utilizadosen un PCR M ltipletipo.

Componentes Cantidad
Buffer para PCR (Invitrogen®) 25ul
Cloruro de Magnesio 50Mm (Invitrogen®) 0,75 pl
Partidor F STX1 0,5 ul
Partidor R STX1 0,5 ul
Partidor F STX2 0,5 ul
Partidor R STX2 0,5 ul
Partidor F eae 0,5 ul
Partidor R eae 0,5 ul
Deoxinucledtido trifosfato (DNTP) 200 um (Invitrogen®) 0,5 ul
Aguaestéril desionizada 15,125 ul
Tag 0,125 pl
Muestra (Lisado bacteriano) 3ul
Total 25 pl
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Cuadro 2. Cepas Positivas STEC delasMuestras de Cer dos Sanos.

108-1 137-6 169-7 231-3 399-5
125-3 142-1 171-3 232-7 414-1
126-2 150-2 172-4 234-9 454-10
130-1 152-3 206-2 242-8 460-3
133-5 153-9 211-4 363-2 499-7
134-5 159-6 220-6 388-3

135-4 166-8 225-4 390-1

136-1 168-1 229-5 394-2
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