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RESUMEN

El Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) se asocia al consumo de alimentos
contaminados con STEC, afecta principalmente a nifios menores de 5 afios y adultos
mayores. Aquellos aislados portadores del Locus de borrado de enterocitos (LEE)
fueron exclusivamente asociados por mucho tiempo a los cuadros mas severos, sin
embargo, en los ultimos afios se ha observado el aumento de casos graves causados
por STEC LEE-negativos. El Locus de Adhesion y Autoagregacion (LAA) es una
isla de patogenicidad que se ha descrito recientemente y se la ha asociado a casos
esporadicos de SUH causados por aislados LEE-negativos confiriendo propiedades
de colonizacion, adhesion y autoagregacion. El objetivo del presente trabajo fue
estudiar la presencia de la isla LAA en aislamientos provenientes de materia fecal de
bovinos de 11 establecimientos ganaderos, mediante la deteccion de los modulos 1,
I, 11l 'y el gen ag43 mediante la técnica de PCR. El 6,5% (5/77) de los aislados
presento la isla LAA de forma completa con un predominio portacion de stx2 (80%)
provenientes de bovinos de 2 Departamentos, mientras que el 33,8% (26/77) de los
aislamientos present6 LAA de forma incompleta distribuidos en todos los
establecimientos estudiados. La baja prevalencia de LAA en los aislados estudiados
es un aspecto positivo desde el punto de la produccion céarnica para el Paraguay,
porque podria indicar la circulacién de cepas menos virulentas. Con perspectiva a
futuro seria importante la basqueda de otras islas de patogenicidad para profundizar
el analisis del nivel de virulencia de los aislados circulantes.

Palabras clave: STEC, LEE-negativos, Locus de Adhesion y Autoagregacion,
ganado bovino.
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ABSTRACT

Hemolytic Uremic Syndrome (HUS) is associated with the consumption of food
contaminated with STEC, it mainly affects children under 5 years of age and older
adults. Those isolated carriers of the Locus of enterocyte effacement (LEE) were
exclusively associated for a long time with the most severe cases; however, in recent
years an increase in severe cases caused by LEE-negative STEC has been observed.
The Locus of Adhesion and Autoaggregation (LAA) is a pathogenicity island that
has been recently described and has been associated with sporadic cases of HUS
caused by LEE-negative isolates, conferring colonization, adhesion and
autoaggregation properties. The objective of this work was to study the presence of
LAA in isolates from bovine fecal faeces from 11 livestock establishments, by
detecting modules I, I1, 11l and the ag43 gene using the PCR technique. 6.5% (5/77)
of the isolates studied presented the LAA island completely with a predominance of
stx2 (80%) from cattle from 2 Departments, while 33.8% (26/77) of the isolates
presented the LAA island incompletely distributed in all the studied establishments.
The low prevalence of LAA in the isolates studied is a positive aspect from the meat
production point of view for Paraguay, because it could indicate the circulation of
less virulent strains. Looking ahead, it would be important to search for other islands
of pathogenicity to deepen the analysis of the level of virulence of circulating

isolates.

Keywords: STEC, LEE-negative, Locus of Adhesion and autoaggregation, cattle.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Aspectos Generales de Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria del tipo bacilo Gram negativo perteneciente
a la familia Enterobacteriaceae. E. coli cuenta con flagelos peritricos, por tanto es
una bacteria movil, es capaz de crecer tanto en condiciones aerobias como anaerobias
a 37°C (1).

Esta bacteria coloniza el tracto gastrointestinal de los animales de sangre
caliente dentro de las primeras horas del nacimiento y coexisten con el huésped,
beneficiandose mutuamente y sin causar ningun tipo de enfermedad, excepto cuando
el huésped se encuentra inmunocomprometido o las barreras gastrointestinales son
alteradas (2,3). Por otra parte, algunos clones de E. coli han adquirido factores de
virulencia especificos, los cuales, le confieren una gran capacidad para adaptarse a
nuevos ambientes y desencadenar un amplio espectro de enfermedades. Estos
factores de virulencia, frecuentemente se encuentran codificados en elementos
genéticos moviles, los cuales, pueden movilizarse entre diferentes cepas, generando
varios perfiles de virulencia. Aquellas combinaciones de factores de virulencia que
han resultado mas exitosas y han persistido son las que han pasado a formar parte de
los “patotipos” de E. coli, los cuales, son capaces de desencadenar enfermedades

tanto en individuos inmunocomprometidos, como en individuos sanos (3,4).

Las infecciones por E. coli puede desencadenar sindromes clinicos de
diversos tipos: las cepas intestinales son causantes de enfermedades diarreicas y las
cepas extraintestinales pueden desencadenar infecciones del tracto urinario, asi como
sepsis y meningitis (2,3). Las cepas intestinales de E. coli, a su vez, pueden ser
subclasificadas en grupos diferentes, los cuales, son caracterizados segun los factores
de virulencia involucrados en la infeccidn, el cuadro clinico que desencadenan y el

sitio de colonizacion de los mismos (5,6).



Los patotipos diarreogénicos de E. coli se clasifican tipicamente en seis
categorias: E. coli enterotoxigénica (ETEC, por sus siglas en inglés de
enterotoxigenic E. coli), E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC) o E. coli productora de Toxina Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli difusamente adherente (DAEC) v,
recientemente se ha incluido un séptimo patotipo: E. coli invasiva-adherente (AIEC),

al cual, se lo asocia con la enfermedad de Crohn (1-3).

1.2 E. coli productora de toxina Shiga (STEC)

STEC representa uno de los patdgenos causantes de Enfermedades
transmitidas por Alimentos (ETA) mas importantes en el mundo. Se estima que
ocurren 76.000.000 de casos de ETA a nivel mundial, siendo STEC responsable de
1.500.000 de los casos, afectando principalmente a nifios menores de 5 afios y a
adultos mayores de 60 afios (7,8). La infeccién por STEC induce un amplio espectro
de cuadros clinicos incluyendo una diarrea acuosa, Colitis Hemorragica (CH) y el

Sindrome Urémico Hemolitico (SUH), con complicaciones potencialmente letales

).

STEC es responsable de una amplia variedad de cuadros clinicos, que
pueden ser autolimitados o bien, desencadenar cuadros severos que pueden resultar
fatales. Los primeros sintomas que pueden aparecer en la infeccion por STEC son
diarrea acuosa y calambres abdominales. Aproximadamente un 90% de estos
terminan desarrollando colitis hemorragica (CH) vy, a su vez, el 5% al 15% de los
casos de CH progresan a SUH (9,10).

El SUH se caracteriza por la triada: anemia hemolitica, trombocitopenia e
insuficiencia renal aguda. Las consecuencias a largo plazo en pacientes que han
desarrollado SUH pueden ser a nivel del sistema renal, el tracto gastrointestinal, a
nivel del sistema cardiovascular o el sistema nervioso central, siendo mortal en

aproximadamente 5% de los casos (9,11).



1.3 Reservorio de las STEC

STEC coloniza el tracto intestinal de muchas especies animales, sin
embargo, los rumiantes representan el reservorio mas importante de estos patdgenos,
los cuales, pueden ser transmitidos a los humanos a través de varias vias (Figura 1)
(12). El consumo de alimentos contaminados y el contacto con el reservorio
representan las principales vias de infeccién por STEC, siendo la carne y los
productos lacteos contaminados, los principales alimentos responsables de grandes
brotes registrados desde los afios 1998 a 2016 (13,14). La infeccion por STEC
también puede tener lugar por el consumo de aguas contaminadas y por el contacto
de persona a persona (15).

El ganado bovino no desarrolla ninguna de las afecciones graves que se
presentan en el humano debido a la infeccion por STEC. Los mismos son portadores
asintomaticos del patdgeno, por presentar una sensibilidad disminuida a las toxinas
Shiga, lo cual, se debe a la expresion diferencial de Gb3 en diferentes tejidos. Estos
receptores se encuentran ausentes en la vasculatura intestinal del bovino, por lo que
la toxina no es endocitada y, por tanto, no es transportada a otros 6rganos que
resultan ser sensibles a la toxina, traduciéndose esto en una colonizacion
asintomatica a nivel del intestino (15,16).

Estos patdgenos son capaces de sobrevivir diversas condiciones del entorno,
incluso en alimentos. Algunas cepas son capaces de soportar bajas temperaturas de
entre 6,5 a 8°C, asi como condiciones &cidas con pH de 2,5, lo cual, les permite
sobrevivir en alimentos refrigerados y soportar las condiciones de pH bajos de
ciertos alimentos y el paso a traves del estomago (17,18). Es por esto, que se hace
crucial las buenas préacticas de higiene en los procesos de faenamiento de los

animales y la manipulacion de los alimentos (15).
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Figura 1. Vias de transmisién de STEC. La infeccion por STEC puede llegar al ser
humanos por el consumo de aguas y alimentos contaminados, asi como por el
contacto directo con animales portadores o, bien, por el contacto de persona a
persona. Fuente: Etcheverria et al., 2013 (15).

1.4 Factores de virulencia

El principal factor de virulencia de STEC es la toxina Shiga (Stx), la cual,
pertenece a la familia de las proteinas inactivantes del ribosoma, y presenta dos
variantes de la misma: Stx1 y Stx2, codificadas por los genes stxl y stx2,
respectivamente. Stx1 y Stx2 comparten un 55% de homologia en sus estructuras
aminoacidicas primarias y comparten el mismo receptor, denominado Gb3 (19-21).
Las toxinas Shiga, tanto Stxl1 como Stx2 poseen una estructura ABs la cual,
comprende una subunidad catalitica A con actividad N-glicosidasa y 5 subunidades
B idénticas que reconocen la célula blanco y se unen a ella (22,23).



Para ingresar a la célula blanco, el dominio B se une a un glicolipido de
membrana denominado globotriaosilceramida (Gb3) e inicia la internalizacion via
endocitosis (Figura 2). Una vez ingresada, la toxina pasa del endosoma temprano al
aparato de Golgi y, posteriormente, al reticulo endoplasmico mediante transporte
retrogrado (24). Durante este proceso, la subunidad A es escindida en dos
fragmentos: Al y A2. El fragmento Al que representa la subunidad cataliticamente
activa de la toxina, se libera al citosol donde remueve un residuo de adenina de la
porcion 28S del ARNr de la subunidad 60S del ribosoma, inhibiendo asi, su union al
factor de elongacién EIF2a, por lo cual, se interrumpe el proceso de sintesis proteica
(19,25). La toxina induce una respuesta de estrés ribotdxico (RSR) debido a las
alteraciones, lo cual, activa una variedad de efectores pro-inflamatorios y pro-
apoptoticos que dan como respuesta la secrecion de citocinas inflamatorias, una

disfuncion endotelial y apoptosis celular (24).

CELL
DEATH
EUKARYOTIC CELLS

Figura 2. Mecanismo de accion de Stx. 1) Las subunidades B se unen al receptor
Gb3 para el ingreso de Stx a la célula blanco. 2) Stx se internaliza por endocitosis. 3)
Via transporte retrégrado pasa del endosoma al aparato de Golgi y el reticulo
endoplasmico (RE). 4) Una vez en el RE, Stx interacciona con el ribosoma,
interrumpiendo la sintesis proteica, causando estrés celular y muerte por apoptosis.
Fuente: Pacheco et. al, 2012 (21).



Gb3 se expresa sélo en algunas células humanas. Entre estas, se encuentran
las células epiteliales, endoteliales, mesangiales y glomerulares de los rifiones, las
células endoteliales de las microvasculaturas del intestino y del cerebro, asi como en
algunos grupos de linfocitos B. Es por esto, que los principales efectos de la
infeccion por STEC se reflejan en estos 6rganos (23).

Se ha observado que Stx2 es més potente que Stx1 para los humanos y
epidemioldgicamente se ha observado que aquellos aislados que presentan Stx2
tienen una mayor probabilidad de desencadenar infecciones mas severas que aquellos

que portan Stx1 o la combinacion Stx1/Stx2 (21,25).

Si bien, la toxina Shiga es el factor de virulencia principal, otros son
necesarios para la adherencia de la bacteria al epitelio intestinal del huésped, por lo
que la sola presencia de la toxina Shiga no es suficiente para el desarrollo del cuadro
clinico (26). Se han descrito varios factores de virulencia asociados a la capacidad
adherente de STEC al epitelio intestinal, como la intimina, codificada por el gen eae
el cual se encuentra dentro del “Locus of Enterocyte Effacement” (LEE) y cuya
presencia se asocia con la mayoria de los cuadros de SUH (20). La adhesina
autoaglutinante de STEC, codificada por el gen saa, al igual que la intimina,
participa en el paso de adherencia al epitelio y ha sido descrita en aislados STEC
LEE-negativos (27). Otro factor de virulencia importante, representa la
enterohemolisina codificada por el gen ehxA, la cual, posee actividad hemolitica y

cuya presencia suele estar asociada a cuadros diarreicos y SUH (28).

El “Locus of Enterocyte Effacement” (LEE) o Locus de adhesion y borrado
es una isla de patogenicidad que contiene al gen eae, codificante de la proteina
intimina, cuya accidn se caracteriza por la histopatologia de “adhesion y borrado”,
producida por el reordenamiento de las fibras de actina del citoesqueleto de los
enterocitos, dando lugar a la formacion de estructuras tipo pedestales y provocando
el borrado de las microvellosidades del intestino (29). Este factor de virulencia se
encuentra presente en las STEC O157:H7, el serotipo aislado con mayor frecuencia
en muestras clinicas asociadas a casos de SUH en todo el mundo, al igual que en los
serogrupos 026, 045, 0103, O111, O121 y 0145, denominados como “big six”,

responsables del 80% de los casos de SUH causados por aquellas cepas no-O157



(14,30-32). LEE fue considerado por mucho tiempo como un marcador de riesgo
para el desarrollo de SUH, debido a las cifras epidemiolodgicas registradas, sin
embargo, se ha registrado un aumento de reportes de casos esporadicos y pequefios
brotes de SUH desencadenado por la infeccion con serotipos como O113:H21, el
serogrupo 091 (33-36). Este hecho, sugiere que existen mecanismos de virulencia
alternativos, que contribuyen con la patogeénesis de las LEE-negativas por lo que
durante los ultimos afos, las investigaciones se han ampliado hacia la busqueda de
estos mecanismos utilizados por este grupo de STEC LEE-negativas para el

desarrollo de las enfermedades.

Se han descrito otros genes de virulencia participantes en la adherencia, que
son exclusivos de STEC LEE-negativas, como saa, asi como también se han hallado
otras islas de patogenicidad (PAI) que contienen genes que contribuyen a que el

primer paso de adherencia pueda desencadenarse (27).

Algunas de las PAI que se han descrito en STEC LEE-negativas, son
codificantes de genes que se ven implicados en la invasién y destruccion del epitelio
intestinal como el “Locus of Protedlisis Activity” (LPA) o locus de actividad
proteolitica, “Locus of Invasion and Contact-dependent Growth Inhibition” (LIC) o
locus de invasion e inhibicion del crecimiento dependiente del contacto (37,38). Por
otra parte, se han descrito otras que contienen genes implicados en la colonizacion y
adhesion de las STEC como el “Locus of Adhesion and Colonization” (LAC) o locus
de adhesion y colonizacion, el “Locus of Adhesion and Autoagregation” (LAA) o
locus de adhesion y autoagregacion, “Subtilase-Encoding Pathogenicity Island” (SE-
PAI) o Isla de Patogenicidad codificante de subtilasa que ademas codifica a una

proteina con actividad sinérgica con las toxinas Shiga, entre otros (38-40).

Entre estas PAI, se ha observado una mayor prevalencia de LAA en las
LEE-negativas, lo que sugiere que cumple un rol importante para este grupo de
patdgenos (38).

1.5 Locus de Adhesion y Autoagregacion (LAA)

El Locus de Adhesion y Autoagregacion (LAA) es una isla de patogenicidad



con un tamafio de 86.256 pb, que se ha descrito recientemente y se las ha encontrado
exclusivamente en el grupo de las STEC LEE-negativas. En esta isla, se encuentran
codificados 80 genes que se organizan, a su vez, dentro de 4 modulos: Mddulo |,
Madulo 11, Médulo 111y Médulo IV (Figura 3). En el afio 2017, fue descrito por
Montero y colaboradores y han caracterizado algunos genes de virulencia que
contribuyen a la patogenicidad de las STEC LEE-negativas (40). Entre los factores
de virulencia identificados en esta isla, se ha caracterizado la proteina Hes,
codificada por el gen hes que incrementa la adherencia a las células epiteliales,
ademas, contribuye en la formacion del biofilm, confiere a la bacteria la capacidad de
autoagregacion y se encuentra ubicado en el mddulo I. Ademéas de Hes, otras
adhesinas fueron identificadas en LAA, como la codificada por el gen iha que se
ubica dentro del moédulo Il y, por otra parte el gen Ag43, asociado a la

autoagregacion de la bacteria se ubica en el madulo IV (40-42).
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Figura 3. Organizacion del Locus de Adhesion y Autoagregacién. Los 80 genes
de LAA se encuentran organizados dentro de los médulos I, 11, 111 'y IV. Los genes
predichos y el sentido de su transcripcion son ilustrados en forma de bloques de
flechas. Algunos genes ya caracterizados se muestran en la figura, asi como los
genes considerados como potenciales factores de virulencia. Fuente: Montero et al.,
2017 (40).



LAA puede encontrarse de manera completa en las STEC, es decir, con los
cuatro modulos presentes asi como también puede encontrarse con la estructura
incompleta (40,43). Se ha visto que la presencia de la estructura completa es la que
se asocia con la aparicion de los cuadros clinicos graves como SUH y CH (40). Si
bien, aln no se han caracterizado todos los genes de esta isla de patogenicidad, los
genes mencionados proveen a la bacteria el fenotipo de colonizacion del epitelio
intestinal y, por tanto, podrian contribuir al mejor entendimiento del mecanismo
utilizado por las STEC LEE-negativas en la etapa de adhesion al epitelio para que la

infeccion por STEC pueda tener lugar.

LAA ha sido detectada en aislados de muestras clinicas asociadas a casos de
colitis hemorragica y SUH, y que en mayor frecuencia pertenecen a los serogrupos
091, 0113, 0174, entre otros, que han sido reportados en casos esporadicos de
infeccion severa por STEC (44-47).

En Argentina, pais endémico del SUH, el 60% de los casos se encuentra
asociado al serotipo O157:H7 y el 40% restante a serogrupos no-0157, siendo 0174
el cuarto serogrupo no-O157 con mayor prevalencia detectado en aislamientos de
muestras clinicas provenientes de casos de SUH, destacAndose como una
problematica del pais ya que no existen protocolos de diagndstico que cubran la
deteccidn de este serogrupo, al pertenecer al grupo de las LEE-negativas (36). Por
otra parte, en otros paises Europeos también se ha registrado el incremento de casos
de SUH causada por serogrupos LEE-negativos como O91 y O113, los cuales, al
igual que 0174 han sido encontrados en el estudio de Montero y colaboradores que

son portadores, en su mayoria, de la isla de patogenicidad LAA (40,46).

1.6 Situacién en Paraguay

En Paraguay, los reportes de SUH son poco frecuentes y asi, se cuenta
apenas un caso publicado en un nifio de 5 afios, asociado al serotipo O157:H7 en el
afno 2009 (48). Por otra parte, en un estudio realizado en el afio 2001, en el que se ha
incluido a individuos pediatricos con algln tipo de trastorno renal, se ha encontrado
que apenas el 0,96% de los mismos habia presentado SUH, revelando que esta

patologia no es muy frecuente en nuestro pais, o bien, que existe un sub-registro de la
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misma debido a la dificultad del diagnostico etioldgico (49). Estas frecuencias, son
muy bajas a las comparadas con los paises de la regidon, como Chile, donde la tasa de
incidencia de SUH es de 3,4 casos por cada 100.000 nifios menores de 15 afios y un
10,2% de insuficiencia renal crénica desencadenada por la infeccion por STEC
(50,51). Por otra parte Argentina constituye un pais endémico de SUH, con la mayor
tasa de incidencia anual de SUH en todo el mundo, siendo esta de 10 a 12 casos por
cada 100.000 nifios menores de 5 afios (52). A su vez, el SUH representa la primera
causa de insuficiencia renal aguda, la segunda causa de insuficiencia renal cronica y
es responsable de la necesidad de transplante renal en el 20% de nifios y adolescentes
en Argentina (53).

Se han realizado en el pais, estudios acerca de la frecuencia de portacion de
STEC en bovinos provenientes de diferentes establecimientos ganaderos del pais,
encontrdndose un alto nivel de portacion, con un promedio de 80% entre todos los
establecimientos (54-56). Se realiz6 la basqueda de los serogrupos 0104, 0157 y los
denominados como “big six” (026, 045, 0103, O111, 0121, O145), los cuales,
representan a los serogrupos que con mayor frecuencia son reportados a nivel
mundial como causantes de grandes brotes de infeccion asi como un mayor nimero
de casos de SUH, y no se ha encontrado presencia de los mismos en estos bovinos
analizados. Por otra parte, se ha encontrado que circulan serogrupos como 091 y
0130, los cuales, han incrementado su aparicién en muestras provenientes de SUH
en diferentes paises (14,56,57). Asi como también la deteccion de STEC en carne
molida comercializada en carnicerias de la zona Metropolitana de Asuncién en el
100% de los locales incluidos en dicho estudio es un dato alarmante que pone de
manifiesto las malas practicas de higiene a la hora del procesamiento de los

alimentos (58).

En este contexto, la discordancia entre la baja incidencia de SUH en el pais
y la alta frecuencia de portacion de STEC, tanto en bovinos como en alimentos
comercializados, podria deberse a sub-registros de los casos 0, bien, al predominio de

STEC LEE-negativas que son las predominantes segun publicaciones anteriores.

Ante esta situacion, el siguiente cuestionamiento es acerca de si los

aislamientos STEC LEE-negativos de Paraguay presentan otras islas de
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patogenicidades. Es por esto, que el presente trabajo se enfoca en evaluar la
presencia del Locus de Adhesion y Autoagregacion (LAA) en materia fecal de
ganado bovino, ya que es la principal fuente de contaminacion de los alimentos y
aguas vy, teniendo en cuenta que el Paraguay es uno de los principales exportadores

de carne bovina a nivel mundial (59).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Detectar genes del Locus de Adhesion y Autoagregacion (LAA) en
aislados STEC LEE-negativos, provenientes de materia fecal de ganado
bovino del afio 2016.

2.2 Objetivos Especificos

- Estandarizar reacciones de PCR para la deteccidn de los genes hes, iha,
ag43y los médulos I, 11'y 111 de la isla de patogenicidad LAA.

- Detectar la presencia de los genes de la isla de patogenicidad LAA en
aislados STEC obtenidos de materia fecal de ganado bovino de los
Dptos. de San Pedro, Caaguazu, Cordillera y Paraguari.
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3. METODOLOGIA

3.1 Disefio del estudio y poblacién

El presente estudio tuvo un disefio observacional descriptivo de corte
transverso, para el cual, fueron incluidos 77 aislados STEC LEE-negativos que se
encontraban criopreservados a -80°C en medio BHI-glicerol al 15% en el Biobanco
del Area de Bacteriologia Molecular del Instituto de Investigaciones en Ciencias de
la Salud (IICS) de la Universidad Nacional de Asuncion (UNA). Estos aislados
fueron obtenidos de muestras de materia fecal de ganado bovino, provenientes de 11
establecimientos ganaderos ubicados en los departamentos de San Pedro (6
establecimientos), Caaguazu (3 establecimientos), Cordillera (1 establecimiento) y
Paraguari (1 establecimiento), en el afio 2016 (54). En la Figura 4 se representa la

ubicacion de los 11 establecimientos incluidos en el estudio.

San Pedro

Cordillera 6 establecimientos

1 establecimiento -
'-U\iu-ﬂ

St carqunse Caaguazu
Paraguari e 0 -+ 3 establecimientos

1 establecimiento

Figura 4. Ubicacion geogréafica de los 11 establecimientos ganaderos incluidos en el
estudio marco. Figura proveniente de Rojas et al., 2017 (54).
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Los aislados fueron obtenidos en el afio 2016 como parte de un proyecto
denominado “Caracterizacion del perfil de virulencia de aislados de Escherichia coli
productores de la toxina Shiga (STEC) de materia fecal de ganado bovino y carne
molida en el afio 2016 (54). El procedimiento llevado a cabo dentro del proyecto
marco se detalla en el Anexo 1.

Las caracteristicas y el niumero de aislados incluidos en el presente trabajo
se representan esquematicamente en la Figura 5. Brevemente, un total de 550
aislados de E. coli fueron obtenidos en el proyecto marco, de los cuales, 170 fueron
identificados como STEC, ya que eran portadores de los genes stx1 y/o stx2. De estas
STEC, se seleccionaron colonias individuales con perfiles stx1/stx2 diferentes por
cada bovino, dando un total de 89 aislados, a los cuales se les realizé el screening de
factores de virulencia accesorios (saa, eae, ehxA). 86 de estos aislados fueron
identificados como LEE-negativos por la ausencia del gen eae, lo cual es criterio
suficiente para clasificar a la STEC como LEE-negativa (60). 77 de estos aislados
LEE-negativos se encontraban viables luego del proceso de criopreservacion y, por
tanto, estos fueron sujetos de estudio para la deteccion de los genes del Locus de
Adhesion y Autoagregacion (LAA). Estos 77 aislados incluidos en el presente
trabajo, representa el estudio de 32 bovinos portadores de cepas STEC LEE-
negativas provenientes de 11 establecimientos ganaderos ubicados en 4

Departamentos diferentes (San Pedro, Cordillera, Caaguazu, Paraguari) (54).
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550 aislados E. coli

Identificados por Pruebas Bioguimicas y gen 16S

170 aislados STEC

Identificados por la presencia de los genes stx7 y/o stx2

89 aislados con diferente perfil de virulencia

Deteccion de genes de virulencia saa, eae, ehxA por PCR

86 aislados LEE-negativos

Aquellos que no portan el gen eae

77 aislados incluidos en el estudio

Incluidos los aislados viables

Figura 5. Criterios de eleccion de los aislados. STEC incluidos en el presente trabajo.
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3.2 Flujograma de actividades del presente trabajo

Figura 6. Flujograma de trabajo de colonias criopreservadas. 1) Cultivo de
colonias individuales criopreservadas en agar LB a 37°C, 2) Extraccion de ADN de
colonias individuales, 3 y 4) PCR convencional y electroforesis en gel de agarosa
para los modulos I, 11'y 111 de la isla LAA y genes hes, iha, ag43.

3.3 Cultivo de aislados criopreservados

Los aislamientos STEC LEE-negativos que se encontraban criopreservados
en BHI-glicerol al 15%, fueron cultivados en agar Luria Bertani (LB) para la
verificacion de la viabilidad de los mismos por su crecimiento. Para la preparacion
del medio LB se utilizd 1% de Tripteina Bacterioldgica (Britania, Argentina), 0,5%
de Extracto de Levadura (Britania, Argentina), 1% de Cloruro de Sodio (Anedra,
Argentina), ajustando el pH a 7 con Hidroxido de Sodio (Sigma-Aldrich, Suecia)
para el posterior agregado de 2,5% de Agar Bacteriolégico N° 1 (Lab M, Reino
Unido).

Los aislamientos cultivados fueron incubados en estufa (Memmert,

Alemania) a 37°C por 24 horas para su crecimiento y posterior extraccion de ADN.

3.4 Extraccién de ADN

En el presente trabajo se utilizaron dos metodologias de extraccion de ADN,

el método de ebullicién y el método directo con colonias.

3.4.1 Método de ebullicion

Este método descrito por Ennis y colaboradores en el afio 2012 fue

empleado, realizando algunas modificaciones, para la amplificacidn de los genes hes
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e iha, cuyos productos de amplificacion esperados presentan un tamafio inferior a
1.000 pb (61).

Para la extraccion del material genético se tomaron de 3 a 5 colonias
crecidas en agar LB durante 24 horas. Estas colonias fueron resuspendidas en 300 pL
de agua estéril y llevadas a un bloque térmico para su ebullicion a 100°C (Fried-
electric DBD-002N, Israel) durante 10 minutos y posterior centrifugacion a 13.000
rpm a 25°C durante 5 min (Thermo Scientific Sorval Legend Micro 21R, USA). A
continuacion, el sobrenadante, el cual contiene el ADN, fue criopreservado a -20°C

para su posterior uso en la deteccion de genes por PCR.

3.4.2 Método directo con colonias

El método descrito por Jose y colaboradores en el afio 2006 fue empleado
para la amplificacion del gen ag43 y los médulos 1, 11y 111, en cuyas reacciones de
PCR se esperan productos de amplificacion de tamafio superior a 1.000 pb (62). Esta
metodologia fue implementada tras la observacion de productos de amplificacion de
tamanos inespecificos al utilizar el método de extraccién por ebullicion, lo cual,
ocurre debido a la fragmentacidén del material genético por su exposicion a altas

temperaturas durante un tiempo prolongado (63).

Para ello, se tomaron 2 a 3 colonias crecidas en agar LB durante 24 horas.
Estas colonias fueron resuspendidas en 300 pL de agua estéril y se homogeneizaron
en vortex a 500 rpm por 10 segundos. La suspensién homogénea fue utilizada como
templado para la deteccion de los genes en cuestion, teniendo en cuenta que las
condiciones de reaccién incluyen el paso de desnaturalizacion inicial a 94°C por 5
min y que Jose y colaboradores han demostrado que es suficiente el calentamiento a

94°C durante 2 minutos para romper la pared celular (62).

3.5 Deteccién de genes pertenecientes a la isla de patogenicidad LAA

3.5.1 Amplificacion de los médulos I, 11 y 111

Se realiz6 una reaccion de PCR multiple para la deteccion de los médulos I,

I1'y I, utilizando como base las condiciones descritas por Montero et al., 2017, con
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algunas modificaciones (40). Fue establecida una concentracion de 1,5 mM de
MgCl, (no mencionada por Montero) ya que representa la concentracion suficiente
de la misma sin que se formen bandas secundarias en la fase de electroforesis. Por
otra parte, se modificé la temperatura de extension, ya que la temperatura de
elongacion 6ptima de la Taqg polimerasa establecida por el fabricante es de 72°C
(Invitrogen, USA) (64).

Las condiciones de reaccién para la deteccion de los médulos son descritas
a continuacion: buffer 1x (Invitrogen, USA), dNTPs 0,4 mM (Invitrogen, USA),
oligonucle6tidos para los mddulos I, 11'y 111 0,3 uM de cada uno de ellos (Macrogen,
Corea), MgCl, 1,5 mM (Invitrogen, USA), 1 Unidad de Taqg Polimerasa por reaccién
(Invitrogen, USA), 1,5 uL de ADN molde, en un volumen total de reaccion de 15 pL.

Las condiciones de ciclado fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5
minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, anillamiento a
62,5°C por 40 segundos y extensién a 72°C por 2 minutos 30 segundos, y una
extension final a 72 °C por 10 minutos. Se empled el termociclador Applied

Biosystems-SimpliAmp Thermal Cycler (Singapur).

La secuencia de los oligonucleétidos y el tamafio de los productos de
amplificacion esperados se detallan en la Tabla 1.

3.5.2 Amplificacion del gen ag43

Se realiz6 la deteccion del gen ag43 como marcador de la presencia del
maodulo 1V, ya que no es posible el disefio de primers especificos para dicho médulo,
debido a que los genes que componen al mismo, se encuentran ampliamente
distribuidos en E. coli. Para su deteccion, se realizd una reaccion de PCR simple
utilizando como base las condiciones descritas por Montero et al., 2014, con algunas
modificaciones (65) Fue establecida una concentracion de 1,5 mM de MgCl, ya que
representa la concentracion suficiente de la misma sin que se formen bandas
secundarias en la fase de electroforesis (64). Por otra parte, se calculd la Tm de los

oligonucleétidos con el software ThermoFisher Scientific Tm calculator y se
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establecié la temperatura de anillamiento a 5° por debajo de la Tm de los

oligonucleotidos.

Las condiciones de reaccion para la deteccion de ag43 son descritas a
continuacion: buffer 1x (Invitrogen, USA), dNTPs 0,2 mM (Invitrogen, USA),
oligonucle6tidos 0,3 uM (Macrogen, Corea), MgCl, 1,5 mM (Invitrogen, USA), 1
Unidad de Taq Polimerasa por reaccion (Invitrogen, USA), 1,5 uL de ADN molde,

en un volumen total de reaccion de 15 pL.

Las condiciones de ciclado fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5
minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, anillamiento a 60°C
por 40 segundos y extension a 72°C por 1 minuto 20 segundos, y una extension final
a 72 °C por 10 minutos. Se empleo el termociclador Applied Biosystems-SimpliAmp

Thermal Cycler (Singapur).

La secuencia de los oligonucledtidos y el tamafio del producto de
amplificacion esperado se detallan en la Tabla 1.

3.5.3 Amplificacion del gen hes

Se realizd una reaccion de PCR simple para la deteccion del gen hes,
utilizando como base las condiciones descritas por Montero et al., 2017 (40).

Fue establecida una concentracion de 1,5 mM de MgCl, ya que representa
la concentracion suficiente de la misma sin que se formen bandas secundarias en la
fase de electroforesis. Por otra parte, se calculd la Tm de los oligonucle6tidos con el
software ThermoFisher Scientific Tm calculator y se establecio la temperatura de
anillamiento a 5° por debajo de la Tm de los cebadores, la concentracion de los
mismos fue establecida en 0,1 uM de tal manera que no se formen uniones
inespecificas y la concentracion de dNTPs fue establecida en 0,2 mM ya que
representa la concentracion dptima para que la reaccion no sea inhibida ni se formen
productos secundarios. En cuanto al tiempo de elongacion, considerando que el
tamafo de producto esperado es de 350 pb y que la extension es de aproximadamente

1kb por minuto, se establecio un tiempo de elongacion de 30 segundos (64).
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Las condiciones de reaccion para la deteccion de hes incluyeron: buffer 1x
(Invitrogen, USA), dNTPs 0,2 mM (Invitrogen, USA), oligonucleo6tidos 0,1 puM
(Macrogen, Corea), MgCl, 1,5 mM (Invitrogen, USA), 1 Unidad de Taq Polimerasa
por reaccion (Invitrogen, USA), 1,5 uL de ADN molde, en un volumen total de

reaccion de 15 pL.

Las condiciones de ciclado fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5
minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, anillamiento a 58°C
por 30 segundos y extension a 72°C por 30 segundos, y una extension final a 72 °C
por 5 minutos. Se empled el termociclador Applied Biosystems-SimpliAmp Thermal

Cycler (Singapur).

La secuencia de los oligonucleodtidos y el tamafio del producto de

amplificacion esperado se detallan en la Tabla 1.

3.5.4 Amplificacion del gen iha

Se realizd una reaccion de PCR simple para la deteccion del gen iha,

utilizando como base las condiciones descritas por Abe et al., 2008 (66).

Fue establecida una concentracion de 1,5 mM de MgCl, ya que representa
la concentracion suficiente de la misma sin que se formen bandas secundarias en la
fase de electroforesis. Por otra parte, se calcul6 la Tm de los oligonucle6tidos con el
software ThermoFisher Scientific Tm calculator y se establecio la temperatura de
anillamiento a 5° por debajo de la Tm de los cebadores, la concentracion de los
mismos fue establecida en 0,1 uM de tal manera que no se formen uniones
inespecificas y la concentracién de dNTPs fue establecida en 0,2 mM ya que
representa la concentracidon dptima para que la reaccion no sea inhibida ni se formen
productos secundarios. En cuanto al tiempo de elongacion, considerando que el
tamario de producto esperado es de 925 pb y que la extension es de aproximadamente

1kb por minuto, se establecio un tiempo de elongacion de 1 minuto (64).

Las condiciones de reaccion para la deteccion de iha son descritas a
continuacion: buffer 1x (Invitrogen, USA), dNTPs 0,2 mM (Invitrogen, USA),
oligonucleétidos 0,1 uM (Macrogen, Corea), MgCl, 1,5 mM (Invitrogen, USA), 1
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Unidad de Taq Polimerasa por reaccion (Invitrogen, USA), 1,5 uL de ADN molde,

en un volumen total de reaccion de 15 pL.

Las condiciones de ciclado fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5

minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, anillamiento a 58°C

por 40 segundos y extension a 72°C por 1 minuto, y una extension final a 72 °C por

5 minutos. Se empled el termociclador Applied Biosystems-SimpliAmp Thermal

Cycler (Singapur).

La secuencia de los oligonucledtidos y el tamafio del producto de

amplificacion esperado se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencia de oligonucleétidos v tamafio de amplicones esperados para

cada reaccion de PCR

Gen Oligonucledtido Secuencia Tamarno Autor
LAA1_for AACCGGGAGCCATATTCAGC Montero et
modulo | 2207 pb | al., 2017 (40).
LAA1 rev ACGCGGTAAGTCGATGTAGAG
LAA2_for CTGCAAAAGACATTGCCACAACA Montero et
moédulo 11 1689 pb | al., 2017 (40).
LAA2 rev TGCGACAACAGGGTCAGTGA
ms-3_for GCGTGTAGCAGCTCATGCAG Montero et
modulo 111 880 pb al., 2017 (40).
ms-3_rev GACAACACTGACCGGATAATC
agn43_for GGGGGACTTCAGCACGATAA Montero et
ag43 1839 pb | al., 2014 (65).
agn43_rev CCGGCGGGCAATGGGTACA
hes_detl CAACCAGCGTCTTATCGAT Montero et
hes 350 pb | al., 2017 (40).
hes_det2 CGGTTGTTTTCTGGTGAAC
iha F CAAATGGCTCTCTTCCGTCAATGC Abe et al.,
iha 925 pb 2008 (66)
iha R CAGGTCGGGGTTACCAAGT
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3.6 Cepas Control

Los aislados utilizados como control positivo estaban previamente
caracterizados como portadores de los genes hes, iha, ag43 y de los modulos I, 11'y
Il de la isla LAA. Estos aislados control fueron donados gentilmente por la Dra.
Nora Lia Padola del Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia del Centro de
Investigacion Veterinaria de Tandil de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires (UNCPBA).

3.7 Separacion de fragmentos de ADN amplificados por electroforesis

en gel de agarosa

La visualizacion de los fragmentos amplificados por PCR de los modulos |,
I1, 111y el gen ag43 se realizd mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido
con el agente intercalante SYBR safe (Invitrogen Thermo Fisher Scientific, USA) al
0,01% del volumen de gel utilizado. Se sembr6 5 pL del producto amplificado
mezclado con buffer de carga a una concentracion final de 1x y se realiz6 la corrida
en cuba electroforética con buffer TAE (Tris-Acetato-EDTA) al 1x, con una fuente

de poder de 110 V durante 30 minutos, aproximadamente.

Se utilizé como marcador de peso molecular el ADN Lambda digerido con
la enzima de restriccion BstEIl (Bioron, Alemania), que tiene fragmentos de 702 pb
hasta 8454 pb, para estimar el tamafio de los productos amplificados. Los productos
fueron visualizados utilizando un transiluminador UV con camara digital (Mrc
Laboratory Equipment Manufacturer GDS-01, Alemania) y analizados en formato

digital.

Para los genes hes e iha, se utilizd gel de agarosa al 2% para una mejor
separacién de fragmentos y mejor resolucién del marcador de peso molecular. Se
realizd la tincidn con el agente intercalante SYBR safe (Invitrogen Thermo Fisher
Scientific, USA) al 0,01% del volumen de gel utilizado. Se sembr6 5 uL del
producto amplificado y se adiciond loading buffer a una concentracion final de 1x.
La corrida se realizd en cuba electroforética con buffer TAE (Tris-Acetato-EDTA) al

1x, con una fuente de poder de 110 V durante 30 minutos aproximadamente.
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Se utiliz6 un marcador de peso molecular de 100 pb (Bioron, Alemania)
para estimar el tamafo de los productos amplificados. Los productos fueron
visualizados utilizando un transiluminador UV con camara digital (Mrc Laboratory

Equipment Manufacturer GDS-01, Alemania) y analizados en formato digital.

3.8 Interpretaciéon de los resultados

Modulo | Modulo Il Modulo Il Modulo IV

A A A A
r NS NS N A

- EX: EA; i -

Figura 7. Esquema resumido de la isla de patogenicidad LAA

La isla de patogenicidad LAA tiene un tamafio aproximado de 86.000 pb. Se
conforma por 80 genes que se encuentran distribuidos entre 4 modulos: modulo 1,
maodulo 11, médulo 1Ty médulo 1V. Los modulos I, 1l 'y IV presentan genes de
virulencia marcadores de los mismos, los genes hes, iha y ag43, respectivamente
(Figura 7) (40,43). Se tuvo en cuenta el criterio de Montero y colaboradores, el cual
se basa en la combinacion de los médulos y los genes para clasificar a las STEC

como LAA-completa, LAA-incompleta o LAA-negativa (40).

Los aislados STEC fueron considerados como LAA-completos cuando los
maédulos 1, 11, 111, 1V y los genes codificados por los mismos eran detectados. Por
otra parte, la ausencia de un mddulo o mas, permite la clasificacion de LAA-

incompleta.

Las aislados STEC fueron considerados como LAA-negativos cuando

menos de cuatro modulos eran detectados.

3.9 Consideraciones Eticas

El presente estudio fue realizado utilizando muestras criopreservadas en el
Biobanco de Bacteriologia Molecular del 1ICS, por lo que no fue necesaria la toma

de muestra adicional a ningun animal. Las muestras criopreservadas son parte de un
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trabajo marco realizado en el afio 2017, que se denominé “Caracterizacion del perfil
de virulencia de aislados de Escherichia coli productores de la toxina Shiga (STEC)
de materia fecal de ganado bovino y carne molida en el afio 2016”. Dicho trabajo
cuenta con la aprobacion de los Comités Cientificos y de Etica del 1ICS con el
cédigo P51/2015 (Anexo 2), al igual que el presente trabajo, cuyo codigo de
aprobacion por Comités es P09/2019 (Anexo 3).

Los residuos generados en el presente trabajo fueron descartados
cumpliendo los protocolos vigentes para el manejo de residuos patoldgicos en

cumplimiento a lo dispuesto por la Ley 3361.

El presente trabajo tuvo como objetivos aspectos netamente
epidemioldgicos vy los resultados del mismo no tienen efecto alguno sobre la salud de

los bovinos, ya que estos son portadores asintomaticos del patotipo STEC.

La autoria de los investigadores del proyecto marco se respetara
estrictamente y serd mantenida en cualquier trabajo que pueda publicarse a partir del

mismo.

3.10 Anélisis vy gestién de datos

Fueron disefiadas planillas electrénicas para la carga de datos en Microsoft
Excel 2010. Se utilizo la estadistica descriptiva para referir la frecuencia de portacion
de la isla LAA y los factores de virulencia estudiados. Los resultados se presentan en

tablas.
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4. RESULTADOS

4.1 Estandarizacion de la técnica de PCR para la deteccion de los

modulos I, 11, 111 y los genes hes, iha y ag43

Se utilizo la técnica de PCR en formato mdltiple para la deteccion de los
modulos |, 11y 111 de la isla LAA. La técnica fue estandarizada utilizando controles
positivos portadores de estos médulos y partiendo de las condiciones descritas por
Montero y colaboradores. Se establecio la concentracion de MgCl, ya que la misma
no fue descrita por Montero y se establecié una temperatura de 72°C para la

elongacion, sugerida como éptima por el fabricante.

Aplicando las condiciones mencionadas y utilizando como templado el
ADN extraido por el método de ebullicién, se obtuvo la amplificacion de los
productos esperados, sin embargo, ademas de la observacion del amplicon de tamafio
esperado, también se obtuvieron otros fragmentos de amplificacion de menor
tamafio. Se realizo, entonces, modificaciones en el método de extraccion y se utilizo
el método directo de colonias para evitar el posible efecto de la fragmentacion del
material genético por su exposicidon a altas temperaturas. Esta modalidad permite

exponer al material genético a temperaturas altas por un menor tiempo.

Como resultado, se obtuvo una 6ptima amplificacion de los médulos I, 11'y
Il realizando las modificaciones mencionadas. Los fragmentos de menor tamafio
observados anteriormente ya no se encontraban presentes y se logro la amplificacion
de los modulos I, 11y 11l de manera exitosa, sin observacion de bandas secundarias y
con la amplificacién de fragmentos de tamafios esperados (Figura 8).
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Figura 8. Amplificacion de los mddulos I, 11 y 111 por PCR en formato multiple.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR safe. Carril 1: ADN
lambda-BstEIl con fragmentos de 702 pb a 8454 pb. Carril 2: control negativo.
Carril 3: control positivo del modulo | (2207 pb), madulo 11 (1689 pb), madulo 111
(880 pb). Carril 4: control positivo del médulo I y maédulo 1I.

»
-

Para la deteccion del modulo IV vy, por tanto, determinar si LAA se
encontraba de forma completa, el gen ag43 fue amplificado de forma individual, ya
que es un marcador especifico de dicho modulo. Se realizaron reacciones
individuales, utilizando como templado aquellas muestras de ADN extraidas por el
método directo de colonias, ya que al utilizar ADN extraidos por el método de
ebullicidn se observaron bandas inespecificas de tamafio variable. De esta manera, se
logré estandarizar la PCR, obteniendo exitosamente en la primera prueba, los
productos de amplificacion con el tamafio esperado y sin presencia de bandas
secundarias, aplicando las condiciones establecidas por los autores y estableciendo
las condiciones faltantes, las cuales, fueron descritas en la seccion de materiales y

métodos (Figura 9).



27

8454pbe

2323 pb<——— e
1929 pbe—— W

. 1803pb

702 pb<s——

Figura 9. Amplificacién del gen ag43 por PCR, marcador del moédulo 1V.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR safe. Carril 1: ADN
lambda-BstEIl con fragmentos de 702 pb a 8454 pb. Carril 2: control negativo.
Carril 3: control positivo (1803 pb).

Para la deteccion de hes,e iha se realizaron reacciones de PCR simples. Se
evaluaron las concentraciones de dNTPs, MgCl, y oligonucleétidos a ser utilizados,
ya que los mismos no fueron descritos en el trabajo utilizado como referencia, asi
como tampoco se describid la temperatura de anillamiento éptima y los tiempos de
reaccion optimos para cada etapa de la PCR, los cuales tuvieron que ser establecidos.
Se logro estandarizar las reacciones exitosamente en la primera reaccion realizada,
obteniéndose la amplificacion de los fragmentos esperados sin bandas secundarias,
empleandose las condiciones descritas anteriormente en la seccion de materiales y

métodos (Figuras 10y 11).
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Figura 10. Amplificacion del gen hes por PCR. Electroforesis en gel de agarosa al
2% tefiido con SYBR safe. Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb. Carril
2: control negativo. Carril 3: control positivo (350 pb).
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Figura 11. Amplificacién del gen iha por PCR. Electroforesis en gel de agarosa al
2% tefiido con SYBR safe. Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 pb. Carril
2: control negativo. Carril 3: control positivo (925 pb).
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4.2 Deteccion de los médulos I, 11 vy 111 de la isla LAA vy los genes hes,

ihay ag43

Se realizd la busqueda de la isla LAA en los 77 aislados en estudio,
utilizando la técnica de PCR en formato mdltiple para la deteccidn de los médulos 1,
I1'y Il (Figura 12); mientras los genes hes, iha y ag43 fueron detectados mediante la

técnica de PCR en formato simple.

Fueron considerados “LAA completos” aquellos aislados a los cuales se les
haya detectado la isla de patogenicidad en su forma completa, es decir, aquellos
aislados portadores de los cuatro modulos: médulo | (y el gen hes), médulo 11 (y el
gen iha), mddulo Il y el gen ag43 (utilizado como marcador del modulo 1V).
Aquellos aislados portadores de tres modulos o menos, fueron considerados “LAA

incompletos”, y la ausencia de moédulos fue considerada como “LAA-negativos”.
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Figura 12. Imagen representativa de las muestras analizadas. Electroforesis en gel
de agarosa al 1% tefiido con SYBR safe. Carril 1: ADN lambda-BstEIl con

fragmentos de 702 pb a 8454 pb. Carril 2: control positivo del modulo 1 (2207 pb),

maodulo 11 (1689 pb), mddulo 111 (880 pb). Carril 3: control negativo. Carriles 4, 5, 6

y 13: aislados positivos para los modulos I, 11 'y Ill. Carriles 7, 9 y 12: aislados

positivos para los médulos 1 y Il. Carriles 8, 10 y 15: aislados no portadores de los
maodulos I, 11y I11. Carriles 11, 14 y 16: aislados portadores del médulo I11.

La portacion de aislados STEC LAA-completos se vio distribuida en el
6,1% (2/33) de los bovinos en estudio, provenientes de establecimientos ganaderos
de los Departamentos de San Pedro y Caaguazl, mientras que en bovinos de
Cordillera y Paraguari no se detecto la presencia STEC LAA-completa. Se detecto la
presencia de al menos un modulo de la isla LAA en aislados STEC del 45,4%
(15/33) de los bovinos en estudio provenientes de los cuatro Departamentos
incluidos, mientras que en 48,5% (16/33) de los bovinos era portador de aislados
STEC sin ningin modulo de la isla LAA.

En cuanto a los aislamientos, la isla LAA completa se detectd en el 6,5%
(5/77) de los aislados STEC LEE-negativos (Figura 13). EI 80% (4/5) de estos
aislados provenia de un establecimiento ganadero del Departamento de San Pedro y
los mismos eran portadores de stx2, mientras que el 20% (1/5) de los aislados LAA-

positivos restantes, eran provenientes de un establecimiento ganadero del

2207 pb
1689 pb

880 pb
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Departamento de Caaguazu y eran portadores de stx1/stx2. No se detectdé ningun

aislado LAA positivo portador de stx1 de forma individual.

Por otra parte, el 33,8% (26/77) de los aislados presento la isla LAA de
forma incompleta con combinaciones de dos o tres médulos, asi como la presencia
de un solo médulo (Figura 13). La portacion de los modulos I, 11y IV se detectd en
el 14,3% (11/77) de los aislados, la combinacion de los modulos 111y IV fue
detectada en un 5,2% (4/77), el modulo 111 fue detectado en el 3,9% (3/77) de los

aislados y el gen ag43, marcador del modulo 1V se detectd en un 10,4% (8/77).

Por otra parte, el 59,7% (46/77) de los aislados restantes resulto ser negativo
para LAA, es decir, no presentd portacion de ningin maédulo de la isla (Figura 13).
Estos aislados no portadores de la Isla LAA se distribuyen en un 52% (24/46) en
establecimientos del Departamento de San Pedro, el 26% (12/46) proviene de
bovinos del Dpto. de Caaguazu, el 11% (5/46) son de Paraguari y el 11% (5/46)
restante provienen de bovinos de establecimientos de Cordillera.

Los perfiles de virulencia de los aislados en estudio y la presencia o

ausencia de la isla LAA, se detallan en la Tabla 2.

LAA-negativa Modulos Il y IV

59,7% 5,2% \

Modulo Il

/ 3,9%

Modulo IV
10,4%

Modulos Lil y IV
LAA-completa 14,3%
6,5%

Figura 13. Distribucion de la Isla LAA en aislados STEC.
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Tabla 2. Perfil de virulencia y portacion de las isla LAA en aislados STEC LEE-

negativos

_ _ Frecuencia Frecuencia LAA
Factores de virulencia absoluta porcentual (C/1IN)
stx2/ag43/hes/iha 4 5,2% C
stx1/stx2/ag43/hes/iha 1 1,3% C
stx1/stx2/ag43/hes/iha 9 11,7% (1, 11, 1V)
stx2/ag43 4 5,2% 1 (1V)
stx2/iha/ag43 3 3,9% 1 (1V)
stx1/ag43/iha/hes 2 2,6% (1,10, 1V)
stx1/stx2/ag43/hes/iha 2 2,6% L (111, 1V)
stx2/hes/iha 2 2,6% L (11, 1V)
stx1/stx2/hes/iha 1 1,3% I (1)
stx2/hes/iha 1 1,3% xan
stx1/stx2/iha 1 1,3% I (1)
stx1/stx2/hes/iha/ag43 1 1,3% 1 (1V)
stx2 14 18,2% N
stx2/iha 10 13% N
stx1/stx2 6 7,8% N
stxL/iha 5 6,5% N
stx2/hes/iha 3 3,9% N
stx1/stx2/iha 3 3,9% N
stx2/hes 2 2,6% N
stx1 2 2,6% N
stx1/stx2/hes 1 1,3% N

C= indica la clasificacion de los aislados como LAA completa / 1= indica la
clasificacion de los aislados como LAA incompleta / N= indica la clasificacion de
los aislados como LAA negativa. / I=Mddulo 1 / lI=Modulo 11 / 111=Modulo 111 /

IV=Modulo IV
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Se han encontrado 21 perfiles de virulencia diferentes en los aislados

estudiados, de los cuales, 9 carecen de la presencia de algin médulo de la isla LAA.

Se ha detectado la presencia de los genes hes e iha en aislados que no dieron
producto de amplificacion para los médulos | y I pero, sin embargo, fueron positivos
para el madulo 111y ag43 en el 5,2% (4/77) de las muestras.

Los datos generados en el presente trabajo, indican la baja prevalencia de

LAA en los aislamientos procedentes de bovinos en el Paraguay.
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5. DISCUSION

La infeccion por STEC ocurre por la ingestion de alimentos y agua
contaminados en la mayoria de los casos, desencadenando en episodios de diarrea,
que suele ser sanguinolenta en el 60% de los casos (67). EI 15% de los cuadros
gastrointestinales desencadenan el SUH, presentando tipicamente como fallo renal,
trombocitopenia y anemia hemolitica (68). Los individuos mas vulnerables al
desarrollo del SUH son los nifios menores de 5 afios y los adultos mayores, siendo
fatal en el 3% al 5% de los casos o bien, aquellos individuos que logran sobrevivir,
quedan con importantes secuelas cardiacas, neurolégicas, asi como trastornos de la

funcion normal del higado (20,69).

La portacion de STEC en Paraguay en bovinos es muy alta, cerca del 80%,
segun datos generados en el afio 2013 por Rivelli y colaboradores y Rojas y
colaboradores en el afio 2016, quienes reportan cifras de 84,8% y 79,5%,
respectivamente (54,55). Esta prevalencia es mayor a la reportada en otros paises de
la regién como Brasil y Argentina en los que se ha registrado un nivel de portacién
de 73% y 63%, respectivamente (70,71). Por otra parte, se ha estudiado también
previamente la presencia de STEC en carne molida comercializada en el area
Metropolitana de la ciudad de Asuncion, encontrdndose a este patdgeno presente en
el 100% de los locales incluidos (58). Sin embargo, a pesar de estos altos niveles de
portacion de STEC, tanto en bovinos, como en alimentos, en Paraguay es muy baja la
incidencia del SUH. S6lo se ha reportado un caso esporadico de SUH causado por
STEC en un nifio de 2 afios de edad por Chamorro Noceda en el afio 2009, el cual,
fue desencadenado por el serotipo O157:H7, correspondiente al grupo de las LEE-

positivas (48).

Esta alta frecuencia de portacion de STEC y la baja incidencia de SUH, por
tanto, nos ha generado de la duda de que podria haber un sub-registro de casos de
SUH causados por STEC debido a las limitaciones en los métodos de deteccion del
agente etioldgico, ya que se requieren de técnicas moleculares para la deteccién del
factor de virulencia que clasifica al patdgeno como STEC vy, en la mayoria de los
laboratorios de anélisis clinicos, se utilizan métodos fenotipicos para la evaluacion de

los especimenes bioldgicos, los que se centran muchas veces en la presencia del
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serotipo O157:H7, limitando asi la deteccion de los otros serogrupos patogenos (72).
La reciente incorporacion de técnicas moleculares en multiples laboratorios del pais,
inicialmente centrados en el diagnodstico de virus como el SARS-CoV2, podria
representar una oportunidad a futuro del uso de la infraestructura generada hacia
sistemas de vigilancia molecular de otros patégenos como por ejemplo las STEC,

pudiendo ser una mejora importante en la deteccion de casos de SUH.

Se ha observado en estudios previos que el 85%-90% de los aislados STEC
provenientes de bovinos, pertenecen al grupo de las STEC LEE-negativas y del 10%
de los aislados LEE-positivos restantes, no se ha encontrado presencia del serotipo
0157:H7 asi como tampoco los serogrupos 0104 y aquellos pertenecientes a las “big
six” que son las no-O157 mayormente aisladas de cuadros clinicos graves
(54,55,73,74). Esta prevalencia de portacion y la predominancia de STEC LEE-
negativas ha llevado a la basqueda de posibles factores de patogenicidad en nuestros
bovinos, enfocadndose principalmente en la deteccion de la isla LAA, que representa

la isla de patogenicidad mas frecuente en el grupo de las LEE-negativas (38).

Un estudio ya realizado previamente en Paraguay, ha evaluado la presencia
de esta isla en bovinos provenientes de un establecimiento ganadero del
Departamento de Cordillera, en el que se encontr6 41% de portacion completa de
LAA (75). Por tanto, la interrogante a la cual se enfocd el presente trabajo fue
verificar los niveles de portacion de esta isla de patogenicidad en otros

establecimientos ganaderos y Departamentos del Paraguay.

Nuestros resultados mostraron una baja frecuencia de portacion de LAA en
su forma completa, en apenas 6,5% (5/77) de los aislados STEC LEE-negativos, los
cuales, son provenientes de bovinos de los Departamentos de San Pedro y Caaguazu.
El fendmeno de portacion de LAA-completa, aparentemente representa un evento
puntual de ciertos establecimientos ganaderos, ya que al ampliar el nimero de
establecimientos y el area geografica de estudio, se observa una disminucién en la
frecuencia de portacion de LAA, lo que sugiere que este factor de virulencia no se
encuentra ampliamente distribuido en todos los establecimientos de los diferentes
Departamentos del pais. En otros paises se han reportado frecuencias de portacion

completa de LAA mucho mayores que la obtenida en el presente trabajo. En
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Argentina, un estudio realizado por Colello y colaboradores en el afio 2018, ha
encontrado 46% de portacion de la isla LAA en muestras provenientes, tanto de
ganado bovino, como de alimentos (43). Similarmente, en Chile se ha reportado una
frecuencia de portacion de 41,6% también en alimentos y bovinos, en un estudio
realizado por Velez y colaboradores en el afio 2020 (75).

En cuanto a las caracteristicas de las STEC, el 80% (4/5) de los aislados
portadores de LAA-completa, portaba ademas el gen stx2, mientras que el 20% (1/5)
restante, portaba los genes stx1/stx2. Se ha encontrado, en investigaciones previas,
que existe una asociacion significativa entre aislados STEC LAA-completos y la
portacion del gen stx2 (40,43). Esta portacién simultanea de stx2 con la isla LAA
completa implica un gran riesgo para el desarrollo de un cuadro clinico severo, ya
que se ha detectado esta isla en aislados clinicos causantes de cuadros de SUH y CH.
Varios autores sefialan que aquellos aislados codificantes de stx2 se encuentran
asociados al desarrollo de infecciones mucho més severas que aquellas que portan el
gen stx1 e incluso aquellos que portan la combinacion de ambos genes, por lo que la
presencia de ambos factores de virulencia se considera un marcador de riesgo
potencial para el desarrollo de SUH (21,23,76). Montero y colaboradores han
reportado, ademas, la co-ocurrencia de LAA con subtipos especificos de stx2
relacionados a casos graves de infeccion. Los subtipos reportados por los mismos
fueron stx2a, stx2c, stx2d y, en adicion el subtipo stxla, por lo que seria interesante
subtipificar las toxinas del presente trabajo que se encontraron asociadas a la
portacion de LAA completa (13,38).

En adicién, el 33,8% (26/77) de los aislados estudiados presentd la isla
incompleta en diversas combinaciones e incluso se detectd la presencia de médulos
individuales. Se ha encontrado al menos uno de los médulos presentes en el 91%
(10/11) de los establecimientos ganaderos incluidos, lo que podria resultar en la
adquisicion de los demas mddulos ya que el estudio realizado por Montero y
colaboradores en el afio 2017 sugiere que los modulos individuales pueden ser
adquiridos de forma directa, o bien, la presencia de la isla incompleta podria deberse
a la pérdida de alguno de estos (40). No obstante, no se ha encontrado ain ninguna

asociacion entre la infeccidn con aislados STEC que presenten la isla LAA de forma
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incompleta y el desarrollo de cuadros clinicos graves (SUH, CH) (40,43). Sin
embargo, seria interesante estudiar la contribucion que cada uno de los modulos
genera, en cuanto a patogenicidad de la bacteria, ya que algunos factores de
virulencia, como iha, han sido estudiados anteriormente y se observé que confiere a
la bacteria la capacidad adherente en estudios in vitro, con lo cual, seria suficiente su

presencia para el desarrollo del primer paso de la infeccion por STEC (41).

Por otra parte, el 59,7% (46/77) de los aislados restantes no presento
ninguno de los médulos de la isla de patogenicidad LAA. Con estos resultados, se
podria sugerir que, a pesar de que el nivel de portacion de STEC en bovinos del pais
sea en promedio del 80%, las cepas STEC que circulan en el Paraguay, podrian ser
de un menor nivel de virulencia que las circulantes en otros paises regionales. Esto se
sugiere, ya que hasta la fecha se han realizado varios estudios enfocados en la
caracterizacion molecular de las cepas STEC desde el afio 2017 y se ha observado
una baja frecuencia de los principales factores de virulencia implicados en cuadros
clinicos graves, como la portacion de STEC LEE-positivas encontradas en un
promedio de apenas 5,5% Yy, en el presente trabajo, apenas 6,5% de la isla de

patogenicidad predominante entre las STEC LEE-negativas (54-56).

Esta baja frecuencia de portacion de cepas STEC virulentas es un aspecto
bastante positivo a nivel de Salud Publica y se condice con la baja incidencia de
SUH, asi como la baja incidencia de enfermedad diarreica aguda provocada por
STEC en nifios menores de 5 afios, la cual, es de apenas un 4,26%, segin un estudio
realizado en el afio 2016 por Canata y colaboradores (77). Ademas, datos del
Instituto Nacional de Nefrologia, han declarado que las principales causas de
insuficiencia renal en el pais son la diabetes mellitus y la hipertension arterial, siendo
el 20% de etiologia desconocida (78). Sin embargo, para constatar que los aislados
STEC son realmente poco virulentos, y que esta baja incidencia de SUH no se debe a
un sub-registro de casos, el siguiente paso considerado por nuestro grupo de
investigacion es la busqueda de otras PAI descritas recientemente que también se
encuentran implicadas en el proceso de colonizacion del grupo de las STEC LEE-

negativas.
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Entre estas PAI, se encuentran el Locus de Invasion e inhibicion del
crecimiento dependiente del Contacto (LIC por “Locus of Invasion and Contact-
dependent growth inhibition”) y el Locus de Adhesion y Colonizacion (LAC por
“Locus of Adhesion and Colonization”), los cuales, se encuentran implicados en el
proceso de invasion del epitelio intestinal y en la colonizacidn/adhesion las células,
respectivamente, y que adn deben ser investigados entre aquellos aislados en los
cuales se ha detectado LAA, tanto de forma completa e incompleta, ya que se ha
demostrado que ambas islas presentan una alta probabilidad de co-ocurrencia con
LAA (37,38). Ademas, también se ha observado en otros trabajos la co-ocurrencia de
LAA con los subtipos stxla, stx2a, stx2c y stx2d, los cuales representan los subtipos
de Stx responsables de los casos mas severos de infeccion por STEC (13,38). Por
esto, es de interés para el grupo de investigacion lograr en un futuro proximo la
subtipificacion de los genes stx tanto en aquellos aislados asociados a LAA, como en
los aislados LAA negativos.

Por otro lado, el Locus con Actividad de Protedlisis (LPA por “Locus of
Proteolysis Activity”), implicado en procesos de destruccion del epitelio y la Isla de
Patogenicidad Codificante de Subtilasa (SE-PAI por “Subtilase-Encoding
Pathogenicity Island”) que presenta una actividad sinérgica con las toxinas Shiga
sobre las sintesis proteica; son islas de patogenicidad distribuidas entre STEC LEE-
negativas que deberian ser investigadas dentro del 59,7% de los aislados del presente
estudio que han resultado negativos para todos los médulos de LAA, ya que se ha
observado que estas se excluyen mutuamente con LAA (37-39).

Ademas de la baja frecuencia de los factores de virulencia mas importantes
de STEC, tampoco se ha registrado hasta la actualidad la portacién del serotipo
O157:H7 en bovinos, asi como la circulacion de los serogrupos 026, 045, 0103,
0111, O121 y O145 que representan a las denominadas “big six” y que, junto con
0157:H7, son los serotipos predominantes asociados con grandes brotes de SUH en
todo el mundo (54-56). Sin embargo, se ha visto que 091, 0130, 0113 y 0174 son
los serogrupos STEC asociados a la portacion de LAA-completa que se han visto
implicados en mayor frecuencia con los casos mas severos de infeccion (35,79-81).

Algunos de estos serogrupos (091 y 0113) se encuentran dentro del seropatotipo C
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de la clasificacion de STEC propuesta por Karmali y colaboradores en el afio 2003,
basada en la frecuencia con la que estos serotipos han sido reportados en
enfermedades humanas y sus asociaciones con los brotes y las complicaciones
severas que se presentaron (SUH y CH). En el seropatotipo C, se incluyen a aquellos
serotipos que no han sido responsables de grandes brotes, pero han sido asociados a
casos esporadicos de SUH (82). Estos serogrupos aun no han sido objetos de estudio
en el pais, sin embargo, se han detectado a 091 y 0130 en materia fecal de bovinos
en un estudio realizado en el afio 2018 (56), por lo que el siguiente paso seria la
deteccion de estos serogrupos en los aislados incluidos en el presente trabajo y la
inclusion de los serogrupos 0113 y O174.

Cabe destacar que el alto nivel de portacion de STEC en bovinos
paraguayos representa un problema importante, tanto para la salud puablica como para
la industria carnica, ya que Paraguay constituye el tercer pais consumidor de carne en
el mundo, con un estimado de 26 a 27 kg de carne de res per cépita al afio (83,84).
Ademas, es uno de los principales paises exportadores de carne bovina a nivel
mundial, ubicandose en el puesto 7, actualmente. Esta industria representa el 12,1%
del PIB, responsable del 15% al 20% de los ingresos econémicos por exportacion y
genera una fuente de trabajo para aproximadamente 358.000 personas (59,85).
Actualmente, 42 paises forman parte del destino de exportacién de carne vacuna
paraguaya, con lo que las cantidades exportadas anualmente llegan a las 250.000
toneladas (86). Con estos datos, se demuestra lo importante que es la industria
carnica para el pais y la importancia de la ausencia de patdgenos en los productos
carnicos, ya que el rechazo de los cargamentos generaria una gran pérdida econémica

para el pais.

Las perspectivas en un futuro proximo, se enfocan en determinar los
subtipos de Stx en los aislados criopreservados en el biobanco del 1ICS ya que se ha
observado que algunos subtipos se encuentran mas estrechamente asociados a las
enfermedades en humanos, asi como la clasificacién de las LAA-positivas en sus
correspondientes filogrupos, ya que en el estudio de Montero y colaboradores, la
estructura completa de LAA fue identificada exclusivamente en aislados STEC del

filogrupo B1 (40). Lo que sugiere que una caracteristica genética es requerida para la
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adquisicién de la isla. La deteccion de los serogrupos 091, 0113, 0130 y O174 en
los aislados en estudio, también forma parte de los intereses mas proximos del grupo
de investigacion, de manera a que se puedan generar nuevos datos epidemiologicos

acerca del tema.
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6. CONCLUSION

La PCR en formato multiple empleada permitid la deteccion de los médulos
I, Iy 111 de la isla LAA. Los genes hes, iha y Ag43 fueron detectados exitosamente
tras la estandarizacion de la técnica de PCR simple, permitiendo la deteccion

completa de la isla LAA.

La portacion de la isla LAA completa es baja en los aislados analizados,
mientras que la deteccion de los componentes de forma parcial, caracteristica de una

isla LAA incompleta, es cercana al 34%.
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8. ANEXOS
8.1 Anexo 1

En el proyecto marco se utilizaron metodologias de muestreo validadas y
publicadas internacionalmente por investigadores para establecer el numero
adecuado de bovinos a ser estudiados, los cuales sugieren que 4 bovinos son
representativos por establecimiento ganadero teniendo como expectativa una
prevalencia de portacion de STEC del 80%, con un margen de error del 10% e indice
de confianza del 95%. Por tanto, incluyendo 4 bovinos por cada uno de los 11
establecimientos, fueron estudiados finalmente 44 bovinos en el proyecto inicial, a
los cuales, se les tomd muestras de materia fecal mediante hisopado rectal.

El flujograma de trabajo seguido en el proyecto marco, realizado por Rojas
y colaboradores en el afio 2017, es descrito brevemente a continuacion. La materia
fecal recolectada a través de hisopos estériles, fue cultivada en agar Mac Conkey e
incubadas a 37°C durante 24 horas. La zona de confluencia fue tomada como
universo de la microbiota intestinal para evaluar la presencia de genes codificantes
de las toxinas Shiga 1 y/o 2. Para ello, se tomaron dos alicuotas de la zona de
confluencia, una de ellas fue inoculada en un tubo con agua estéril para la extraccion
del material genético, y la otra, en un tubo conteniendo BHI-glicerol al 15% para la
criopreservacion de la misma a -80°C.

El material genético obtenido fue sometido a la técnica de PCR para la
deteccion de los genes stx1 y/o stx2 a fin de determinar la portacion de STEC en
bovinos. Aquellas muestras criopreservadas, cuyo ADN haya amplificado para
alguno de los genes stx, fueron cultivadas en agar Luria Bertani e incubadas a 37°C
por 24 horas. Se tomaron de 6 a 50 colonias individuales de este cultivo y fueron
inoculadas en medio LB liquido y sometidas posteriormente a agitacion constante
durante 24 horas a 37°C. Se tomaron dos alicuotas del medio liquido a las 24 horas:
una para la obtencion de material genético y otra para la criopreservacion en BHI-
glicerol al 15% a -80°C. Aquellas colonias individuales para las cuales se haya
detectado la presencia de los genes stxl y/o stx2 por PCR, fueron sometidas
posteriormente a las siguientes determinaciones: a) Confirmacion de género y

especie de E. coli mediante pruebas bioquimicas (TSI, LIA,SIM, Citrato) y



o1

amplificacion del gen 16S; b) Deteccidn de factores de virulencia accesorios (saa,
ehxA, eae); c) Deteccion del gen rfbO157 para evaluar la presencia del serogrupo
0157.
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