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Ciencias Exactas y Naturales - Ingenierias y Tecnologias

Investigacion

Deteccion de Escherichia coli 0157:H7 en aguas
abiertas, heces y rumen de bovinos en las proxi-
midades de casco urbano*

José D. Tanaro**, Liliana H. Lound, M. M. Dominguez

Se investigd la presencia de Escherichia coli O157:H7 en 35 muestras de agua
provenientes del Rio Gualeguaychu y de pequenos afluentes, 25 muestras de
heces bovinas y 40 muestras de rumen. El esquema adoptado consistié en un
enriquecimiento selectivo en caldo EC modificado adicionado de novobiocina,
incubando a 42°C durante 18 - 24 h, seguido de una inmunoconcentracion
magnética y posterior aislamiento en Agar MacConkey sorbitol adicionado de
Telurito de potasio y en medio ID® incubando a 372C durante 18 - 24 h. Las
colonias presuntivas fueron sometidas a etapas sucesivas de tamizaje
bioquimico y serolégico para después realizar pruebas complementarias de
confirmacién. Los aislamientos fueron caracterizados fenotipica vy
genotipicamente. Se obtuvieron 7 aislamientos a partir de agua y uno de conte-
nido ruminal. Cinco cepas resultaron O157:H7 biotipo C toxigénicas, B-
Glucuronidasa (-), EHEC-hly (+), cuatro de ellas productoras de Stx "2y la res-
tante sélo productora de Stx2. Otras tres cepas resultaron no toxigénicas ni por-
tadoras de los factores de virulencia eae y EHEC-hly, pero pertenecientes al
serotipo 0157.

Palabras clave: Escherichia coli O157:H7 - agua - rumen - estiércol - separa-
cion inmunomagnética

*) Articulo producido en el marco del Proyecto de Investigacién Coéd. 9023, desarrollado
en la Facultad de Bromatologia y financiado por la SICTFRH, UNER, Informe Final apro-
bado por Resolucion "C.S." N°276/05; recibido en octubre 2005 y aceptado en abril 2006.
**) Director del proyecto; Profesor Titular de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de
Bromatologia, UNER, Gualeguaychu. E-mail: jdtanaro@fb.uner.edu.ar
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Natural and Exact Sciences - Engineering and Techonology

Research

Detection of Escherichia coli O157:H7 in environ-
mental waters, lees and rumen of bovines in
urban proximities

José D. Tanaro**, Liliana H. Lound, M.M. Dominguez, M. Rivas***

Escherichia coli O157:H7 was searched in 35 water samples of the
Gualeguaychu River and other small affluent streams, 25 samples of bovine
faeces, and 40 samples of rumen. The adopted scheme consisted of a selective
enrichment in modified broth EC added of novobiocina (42°C, 18-24hs), followed
by a magnetic inmunoconcentration and later isolation in Agar MacConkey
sorbitol with addition of Telurito of Potassium and ID® medium (372C 18 - 24 h).
Biochemical and serological screening was performed for the typical colonies,
and then tests of confirmation were made. The strains isolated were fenotipic
and genotipically characterized. Seven strains were obtained from water and one
from ruminal content. Five strains were toxin-producing O157:H7 serotype and
C biotype, B-Glucuronidasa (-), EHEC-hly (+). Four of them were Stx z-producing
and the last strain was only Stx2-producing. Another three strains that were 0157
serotype lacked of virulence factors.

Key words: Escherichia coli O157:H7- water - rumen - manure - immunomagnetic
separation

*) This article is derived from the research project # 9023 held in the Faculty of
Bromatology, supported by the SICTFRH, UNER; submitted in October 2005 and
accepted in April 2006.

**) Director of the research team, Full Professor of Microbiology and Parasitology, Faculty
of Bromatology, UNER, Gualeguaychu. E-mail: jdtanaro@fb.uner.edu.ar

***) Head of the Service of Physiopathogenics, "Dr. Carlos G. Malbran" National Institute
for Infeccious Disseases -National Administration of Laboratories and Health Institutes (INEI-
ANLIS).
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l. Introduccion

Escherichia coli O157:H7 y los E. coli productores de Toxina de Shiga
(STEC) son patégenos emergentes mundialmente difundidos, causantes de
un sindrome diarreico seguido de graves consecuencias extraintestinales
agudas que comprometen la vida, tales como el Sindrome Urémico
Hemolitico (SUH) y la Purpura Trombdtica Tromobocitopénica (PPT), o
dejan secuelas igualmente importantes como una insuficiencia renal a largo
plazo. La enfermedad es primariamente una zoonosis transmitida por
alimentos y, si bien es importante en estas bacterias caracterizadas por su
baja dosis infectiva la transmisién persona a persona, particularmente en
ambientes cerrados (como guarderias, geriatricos, etc.) o por contacto
bebé-progenitores, se considera que éstas son constantemente
reintroducidas desde su reservorio principal, el ganado bovino.

La relevancia de estos patdégenos en Argentina radica tanto en el
aspecto sanitario, -tiene una muy alta tasa de incidencia de SUH-, como
en el econdmico, ya que, como pais exportador de carne bovina puede
resultar perjudicado si no se toman medidas eficaces para el control de la
contaminacion de las carnes en lo inmediato, y para intentar disminuir la
prevalencia de los mencionados patdégenos en el reservorio a largo plazo.

El modelo que interpreta la cadena infectiva (Ver Fig. 1) ha ido
sufriendo una evolucion desde las primeras hip6tesis en 1987, pero aun
hoy sigue habiendo aspectos relevantes de su epidemiologia que se
desconocen. Para investigar las posibles fuentes medioambientales del
reservorio debe tenerse en cuenta que las limitaciones del concepto
tradicional que considera el habitat "normal" de E. coli al colon de
animales de sangre caliente (aves y mamiferos) (Souza, 1999), utilizado
como un indicador de contaminacién fecal "reciente" del agua por su
limitada supervivencia extraintestinal; ya que, es posible encontrar
poblaciones de E. coli en vertebrados de sangre fria, y también se han
encontrado cepas particulares residentes en ambientes acuaticos,
especialmente los que son ricos en compuestos organicos como en las
aguas de desagule (Parveen, 1999). Surge la pregunta de si estas cepas
de E. coli representan verdaderamente un riesgo para la salud humana, ya
que algunos estudios que utilizan marcadores genéticos, como alozimas
y ribotipos, muestran que la diversidad genética de las cepas es mayor
en estos cuerpos de agua, y que las encontradas en el ambiente exterior
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Figura 1: Evolucion del modelo de la cadena infectiva de E. coli 0157:H7
Tomado de Kaper JB, O'Brien A (Ed), Escherichia coli O157:H7 and other Shiga toxin-
producing E. coli strains. American Society for Microbiology Press, Washington, DC
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no siempre son las mismas que existen en el colon de los hospederos
(Pupo, 1995).

En la Figura 1 se pone de manifiesto que el agua juega un papel
relevante en la cadena infectiva. Este es un vehiculo que ha sido
repetidamente vinculado a brotes o casos aislados de enfermedad
producida por E. coli O157:H7 (Swerdlow, 1992; Bopp, 2003: Samadpour,
2002) y a otros serotipos (McCarthy, 1999). Esta transmisién se ha
documentado con relacién al uso del agua en forma recreacional, dénde
se atribuiria a la ingestién de pequefos volimenes de agua al nadar en

210 (207-218) Ciencia, Docencia y Tecnologia N° 32, Afio XVII, mayo de 2006



DETECCION DE ESCHERICHIA COLI (O157.H7 EN AGUAS ABIERTAS, HECE SY RUMEN DE BOVINOS EN...

piscinas (Samadpour, 2002; Feldman, 2002; Bruce, 1999; Friedman,
1999; Ackman, 1997; Brewster, 1994) y en lagos (Paunio, 1999).

El agua también se considera un vehiculo potencial en la
contaminacion de las hortalizas, donde especialmente la lechuga ha
resultado incriminada (Wachtel, 2002; Hilborn, 1999; Ackers, 1998).

Entre las conclusiones del 4° Simposio y Taller Internacional sobre
Infecciones por Escherichia coli productor de Verotoxina (VTEC 2000) se
afirma que el agua potable en areas de cria intensiva de ganado se
considera un factor de riesgo en aumento para la difusion de las infecciones
humanas por VTEC.

Pero, ademas del rol del agua como vector de transmisién de estos
patégenos en forma directa o indirecta al ser humano, ésta se ha
considerado de importancia critica en la colonizacién del ganado
(Hancock, 2001; LedJeune, 2001; LedJeune, 1997). Actuar sobre esta ruta
de transmisién horizontal controlando la contaminacion de los abrevaderos
tiene un significativo potencial para disminuir la contaminacién cruzada entre
los animales (Ledeune, 1997). Con este objetivo se han sugerido diversas
estrategias (Callaway, 2004) relativas al manejo del agua en los
establecimientos productivos, tales como, clorinacién, ozonizacién, limpieza
frecuente de los abrevaderos y la colocacion de barreras para disminuir la
presencia de solidos organicos (Hancock, 2001) en los abrevaderos. El
objetivo general de este articulo es aportar al conocimiento del rol del agua
en la diseminacién de cepas de STEC desde el reservorio animal al hombre,
y su papel en el mantenimiento de la colonizacion de éste.

I. Materiales y Métodos

Se analizaron 35 muestras de agua provenientes del Rio Gualeguaychu
(Provincia de Entre Rios, Republica Argentina) y de pequefnos cursos
afluentes que drenan campos contiguos donde se crian bovinos destinados
al consumo interno, 25 muestras de heces bovinas y 40 muestras de ru-
men. El enriguecimiento se realiz6 en en 225 ml de caldo EC modificado
adicionado de novobiocina durante 24 h a 42°C.

e Para la toma de muestras de agua se utilizd una metodologia (Tanaro
y col., 2001) consistente en ubicar hisopos de Moore durante 48 hs
expuestos a la corriente fluvial. Los lugares escogidos fueron
preferentemente zonas recreacionales (Ver Figura 2). Previo a incubarlos
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Figura 2: Lugares de toma de muestra

212

Localizacién de los hisopos de
Moore
1. Lugar recreativo alejado de la
ciudad (Paraje Las Piedras)
2. Pequeno arroyo del Parque
Unzué
3. En la zona del casco de la
ciudad se colocaron seis
hisopos: Amarradero de Pre-
fectura, Balnearios Norte,
Club Neptunia, Club Nautico,
y boyas norte y sur del puer-
to del Frigorifico
Gualeguaychu (inactivo des-
de hace décadas)
4. Arroyo La Capilla
Arroyo EI Cura (lugar de desem-
bocadura del cano maestro de los
efluentes cloacales crudos de la
ciudad en el ano 2000)
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se agitaron los hisopos en el caldo 2 minutos en estomacher a velocidad
media.

e Las heces se recogieron con cucharas plasticas descartables en
bolsas estériles y luego se sembraron 25 g de cada una.

e Las muestras de rumen se obtuvieron en el momento del sacrificio,
a partir de animales jévenes (terneros de menos de 70 kg y
aproximadamente 1 afio de edad), que habian sido alimentados con
alimento balanceado elaborado por el mismo productor y compuesto por
una mezcla de: afrechillo de trigo, afrechillo de arroz, maiz molido, sorgo,
Nucleo vitaminico (fabricado por veterinarios locales), espeler de girasol,
espeler de soja, fibra (paja de lino). Los animales pastan libremente du-
rante el dia y recibian el alimento suplementado cuando eran encerrados.

Luego del enriquecimiento se realizé la técnica de separacién
inmunomagnética® y se estrié el concentrado en Agar MacConkey sorbi-
tol adicionado de Telurito de potasio y cefixima y en un medio
cromogénico®,

A las colonias presuntivas se las caracterizd bioquimica y
serolégicamente comenzando por pruebas de tamizaje consistentes en:
agar hierro tres azlcares, medio sulfuro-indol-movilidad y serologia®
somatica 0157 en portaobjetos. Pruebas complementarias: Lisina
decarboxilasa, utilizacién de citrato, b-glucuronidasa, fermentacion de
celobiosa, dulcitol y rammosa, prueba de hemdlisis en agar sangre ovina
suplementada con cloruro de calcio, y serologia® flagelar H7 en tubo con
previa estimulacion de la movilidad.

Para el establecimiento de la accién citotdxica sobre células VERO y
la deteccidon de genes por técnicas moleculares se remitieron las cepas al
Servicio Fisiopatogenia del INEI-ANLIS.

Ill. Resultados

Se obtuvieron 7 aislamientos a partir de agua. Cinco de las cepas
resultaron toxigénicas, cuatro resultaron E. coli O157:H7 del biotipo C
productoras de Stx1 y Stx2, y una sola productora de Stx2. Dos de las E.
coli 0157 no eran productoras de toxinas, una no movil y la otra con
antigeno flagelar no tipificable.

En las muestras de heces no se logré ningun aislamiento y en las de
rumen, se obtuvo un E. coli O157: HNT avirulento. (Ver Cuadros 1y 2).
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Cuadro 1: Aislamientos de Escherichia coli 0157

Tipo de muestra: Muestras Aislamiento
estudiadas por cultivo
(n) (n) (%)
Agua 35 7 20.0
Rumen 40 1 2.5
Heces bovinas 25 0 0

Cuadro 2: Caracterizacién fenotipica y genotipica de Escherichia coli 0157

Cepa N° Sorbita | Serotipo | Bio Fenotipo Genotipo
tipo | b-glu | Stx' | EHEC-HIy?| ATB® | eae | stx | EHEC-hlyA

De agua:

498/00 - 0157:H7 C - + + S |+ | 12 +
522/00 + 0157:HNT | NR + S - -
968/01 + 0157:NM | NR - S - -
1060/01 - 0157:H7 C - + + S |+ | 12 +
235.03 - 0157:H7 C - NR NR S | + 2 +
236.03 - 0157:H7 C - NR NR S |+ | 12 +
237.03 - 0157:H7 C + | NR NR S |+ | 12 +
De rumen:

541/00 + 0157:HNT | NR + NR - -

Beferencias:

€] g
Hemodlisis

Ensayo de citotoxicidad en células Vero

© Sensibilidad a los antimicrobianos habituales ensayados

ONT: Antigeno O no tipificable
HNT: Antigeno H no tipificable

NM: No movil

214 (207-218)
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IV. Discusion

La caracterizacién de los aislamientos evidencia la mayor frecuencia
de cepas E. coli 0157:H7 del biotipo C (fermentacion de ramnosa y dul-
citol) y predominio de las cepas toxigénicas productoras de Stx1 y Stx2,
con los demas factores de virulencia necesarios para causar la enfermedad
humana.

Se comprueba una importante presencia de E. coli O157:H7 en agua.
Si se considera que la mayoria de los hallazgos ocurrieron en momentos
en que los cauces muestreados estaban con fuerte corriente debido al
drenaje del agua acumulada en los campos luego de lluvias copiosas, se
advierte la relacién con el arrastre de heces bovinas desde los campos de
cria de ganado.

Por el momento, parece imposible producir alimentos carnicos crudos
con seguridad de estar exentos de STEC. Un estudio realizado en las
carnicerias de Gualeguaychu (Tanaro y col., 2000) demostr6 que el 3,9%
de 297 muestras carnicas estaban contaminadas. Pero a medida que se
conozca mas sobre la persistencia de éstos en el reservorio animal, sera
posible reducir al minimo la contaminacién de los alimentos.

V. Conclusién

Escherichia coli O157:H7, dotada de factores de virulencia, esta
presente en las aguas de uso recreacional muestreadas en el entorno de
la ciudad de Gualeguaych( y merece continuarse investigando el papel
del agua en la diseminacién de cepas de STEC desde el reservorio animal
al hombre, la permanencia en éste, y su potencial relacién con los casos
de SUH registrados localmente.
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