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Resumen

El sindrome urémico hemolitico (SUH), una en-
fermedad transmitida por alimentos, es la principal
causa de insuficiencia renal aguda y la segunda causa
de insuficiencia renal crénica y de trasplante renal en
nifios en la Argentina. Actualmente, afecta a 13,8 de
cada 100.000 nifios menores de S afios, el registro mas
alto en el mundo, con 450 notificaciones anuales de
casos. Este sindrome origina los costos mas elevados
para el Sistema Nacional de Salud y compromete la
confianza del consumidor en los sistemas de control.
La especie Escherichia coli comprende un conjunto
de bacterias con caracteristicas y patogenicidad dife-
rente, por ello se categoriza a sus cepas en diferentes
patotipos, como las E. coli enterotoxicas (ETEC), E.
coli enteropatogenas (EPEC), E. coli enteroinvasivas
(EIEC), E. coli shigatoxigénico (STEC), E. coli ente-
roagregativas (EAggEC) y E. coli de adherencia difusa
(ADEC). Se considera que STEC es el agente etiolégico
mds frecuente del SUH. Dentro de este patotipo STEC
asociado a SUH se destaca el serotipo STEC O157:H7
que representa el 60 % de dichos aislamientos. Otros
serogrupos STEC no-O157 representan el 40 % de los
aislamientos de STEC provenientes de SUH. La preva-
lencia de cada serotipo depende de cada pafs.

Abstract

Hemolytic uremic syndrome (HUS) is a foodborne
illness which is the leading cause of acute kidney
failure and the second leading cause of chronic kidney
failure and kidney transplantation in children in
Argentina. Currently, our country has the highest
record of HUS worldwide, with 450 cases per year
affecting 13.8/100,000 children younger than 5 years
old (Rivas, 2013). This illness determines the highest
costs for the National Health System, compromising
consumer’s trust in control systems. While recognizing
multiple etiological agents, Escherichia coli Shiga
toxin-producer (STEC) is considered the main cause
of HUS, mainly associated with serotype O157:H7,
however non-O157 serogroups are frequent. Within
the latter, four serogroups are prevalent in Argentina:
0145, 0121, 026 and O174 (Rivas, 2013). Of these,
serogroup O174, stands out as a local problem due to
its clinical prevalence and it is not considered in any
European or American diagnostic protocols. STEC
infections in Argentina, in view of their endemic
nature, high incidence and diffuse outbreaks, differ
from those reported in other regions, which are
referential in their regulatory standards. Diagnosis of
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Dentro de los no-O157, los cuatro serogrupos preva-
lentes en la Argentina son 0145, 0121, 026 y O174.
De ellos, el serogrupo O174 se destaca como proble-
matica local y no esta cubierto por protocolos de diag-
ndstico europeos ni americanos. Las infecciones por
STEC en la Argentina, por su naturaleza endémica, su
alta incidencia y la presentaciéon de brotes difusos, di-
fieren de las de otras regiones referenciales en materia
normativa. El diagnéstico de O174 en alimentos, dado
su impacto para la salud de nuestra poblacion, deberia
ser incluido en los protocolos de diagnéstico utilizados
en la actualidad. El objetivo de este proyecto es evaluar
técnicas diagndsticas especificas de este serogrupo.

Palabras clave: Escherichia coli productora de toxina
Shiga, sindrome urémico hemolitico, No-O157, 0174,
diagnoéstico, alimentos, calidad e inocuidad agroali-
mentarias.

0174 in foods should be included given its impact on
health, as a part of diagnostic panels. The aim of this
project is to assess specific diagnostic techniques for
this serogroup.

Keywords: Shiga toxin-producing Escherichia coli,
Non-O157, 0174,
diagnostic, food, agri-food safety and quality.

hemolytic uremic syndrome,

El presente articulo refiere a un proyecto por
desarrollarse en el marco de los Premios Senasa 2013
a la Investigacion, Transferencia y Comunicacion
en Sanidad, Calidad e Inocuidad Agroalimentarias
(rubro Investigacion y Transferencia de Equipos
Consolidados).

Escherichia coli es miembro de la microbiota in-
testinal de humanos y animales (Bergey et al., 2005).
Algunas cepas poseen un conjunto de factores de vi-
rulencia que, de estar presentes, pueden originar en-
fermedades intestinales y extraintestinales (Nataro y
Kaper, 1998). Un tipo particular de E. coli se carac-
teriza por la produccion de toxinas Shiga (Karmali,
1989). E. coli shigatoxigénica (STEC) es un patégeno
endémico en la Argentina con alto impacto en el siste-
ma de salud. STEC presenta genes que codifican para
las toxinas Shiga (stx1, stx2 y variantes) responsables
del dafio del endotelio vascular sistémico, junto con
marcadores de virulencia adicionales que definen el
potencial de riesgo de cada cepa (Parma et al., 2000;
Chinen et al., 2001,2009; Gomez et al., 2002; Gioffre
et al., 2002; Rivas et al., 2003; Lucchesi et al., 2006;
Jure et al., 2010; Miccio et al., 2011).

Al ser reconocida esta enfermedad dentro de aque-
llas transmitidas por alimentos, se iniciaron sistemas
de vigilancia activa internacionales que permiten co-
rrelacionar cepas de campo, alimentos, portadores,
reservorios y casos clinicos (Caprioli et al., 2005;
Rangel et al., 2005; Beutin, 2006; Miliwebsky et al.,
2007; Rumi et al., 2007, 2008, 2012; Blanco Crivelli
et al., 2013, Brusa et al., 2013). El ganado ha sido
sefialado como el principal reservorio de cepas STEC,
incluidos los serotipos relacionados con el O157:H7 y
los no-O157 (Blanco et al., 2004; Kassenborg et al.,
2004). Potencialmente, el vehiculo para STEC son los

alimentos crudos o elaborados contaminados en algtin
punto de su proceso con materia fecal de animales
portadores (Riley et al., 1985). En el nivel regional,
la fuente de infeccion frecuente corresponde a los ali-
mentos carneos y lacteos deficientemente cocidos o sin
pasteurizar (Rivas, et al., 2006, 2008).

El sistema nacional de salud, mediante su centro de
referencia, ha determinado los serotipos prevalentes
de impacto nacional. Entre los primeros cuatro seroti-
pos prevalentes no-O157 se evidencia O174, a diferen-
cia de los EE. UU. y Europa (Rivas et al., 2013).

Considerando que la epidemiologia de las infeccio-
nes por STEC en la Argentina es distinta de las de-
tectadas en otros paises, con brotes difusos y casos
esporadicos, el analisis de los agentes etiologicos im-
plicados es relevante, oportuno y pertinente.

El serogrupo 0174, de impacto local, no esta inclui-
do en los paneles previstos tanto por la Unién Europea
como por los EE. UU. (USDA /FSIS MLG 5.04, 2008;
USDA /FSIS MLG 5B.00, 2010). De esta forma, su
diagnoéstico escapa de los sistemas de control agro-
alimentario y genera una ventana de incertidumbre
en los procesos de aseguramiento de inocuidad para
el mercado interno (Codigo Alimentario Argentino,
2010). Merece destacarse que la identificacion y clasi-
ficacién precisa de los microorganismos patogenos es
de valor critico en la evaluacion epidemiolégica de un
brote y en la identificacion de potenciales fuentes de
infeccion (Rangel et al., 2005; Rivas et al., 2006). En
este sentido, las técnicas microbioldgicas tradicionales
no permiten evaluar la identidad de los clones circu-
lantes; por ello, los sistemas contemporaneos de vigi-
lancia epidemioldgica utilizan cada vez mds los méto-
dos basados en el ADN para identificar o caracterizar
microorganismos patogenos (Bergey et al., 2005).
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Uno de los objetivos de este trabajo es desarrollar un
sistema de deteccion del serogrupo O174 que pueda
implementarse en forma complementaria al tamizaje
realizado con las normas vigentes (ISO/TS N.° 13136
y MLG 5B.03) y que permita identificar la contamina-
cién de dicho serogrupo en alimentos.

Se espera desarrollar un protocolo de trabajo vali-
dado que posibilite identificar, mediante el rastrillaje
de las muestras, aquellas contaminadas con STEC
0174, aplicarlo en muestras problema y evaluar la
prevalencia de dicho serogrupo en alimentos stx+.
Para ello se cuenta con un cepario propio, el de la Fa-
cultad de Ciencias Veterinarias de la UBA, que inclu-
ye aislamientos de este serogrupo obtenidos de diver-
sas fuentes (alimentos, bovinos y roedores) asi como
otros aislamientos de STEC y de E. coli no STEC.

Entre los objetivos de este trabajo esta, ademas, el
de evaluar los aislamientos de 0174 mediante la ca-
racterizacion de sus factores de virulencia.

La metodologia propuesta se basa en los protoco-
los de trabajo descriptos en Trullols Soler (2006), De
Smedt (1998) y la Guia para validacién de métodos
de ensayo del Organismo Argentino de Acreditacion
(2003) y contempla:

- Desarrollar un sistema de deteccion por PCR
(convencional y real time) de STEC serogrupo O174
a partir de precultivos de alimentos y su evaluacion
en una selecciéon de cepas que incluye al menos 15
aislamientos diferentes de STEC O174, y 30 serogru-
pos no-O174 (cepario propio, Facultad de Ciencias
Veterinarias, UBA).

- Validar el sistema de deteccién por PCR conven-
cional intralaboratorio, determinando el rango de
trabajo, el limite de deteccion y el de corte y estable-
ciendo la selectividad del sistema, su inclusividad y
su exclusividad.

- Determinar la robustez del sistema con los ana-
lisis estadisticos correspondientes, utilizando Statis-
tix.8.0, X2, test de diferencia de proporciones y su
estudio probabilistico.

- Desafiar el sistema de deteccion con cepas STEC
0174 y una cepa STEC en interaccioén, en concentra-
ciones de proporciones variables.

- Aplicar el método en precultivos stx+ segtn nor-
ma ISO/TS N.° 13136 y MLG: 5B.03 (USDA/FSIS/
OPHS) detectados por el laboratorio central de ali-
mentos de Senasa.

- Aplicar el sistema a precultivos previamente obte-
nidos a partir de muestreos de carne molida en mer-
cados de expendio minorista y que se mantienen con-
geladas en el laboratorio de Tecnologia Proteccion e
Inspeccion Veterinaria de Alimentos de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la UBA.

- Aislar cepas STEC O174 de las fuentes analizadas
mediante el sistema de “pooles” (Bentancor et al.,
2006) y determinar su perfil de virulencia median-
te protocolos de PCR (Pollard er al., 1990; Tyler et
al., 1991; Pierard et al., 1998; Paton y Paton, 1998,
2002; Jelacic et al., 2003; Zheng et al., 2008; Scheutz
et al., 2013). Estos protocolos han sido previamen-
te validados con el sistema de calificacion externa
europeo, dirigido por el Instituto Serum Statem de
Dinamarca y por el laboratorio de la Cdtedra de Mi-
crobiologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la UBA, incluyendo el panel de tipos y subtipos de
STEC y la determinacion de otras E. coli diarreogé-
nicas (EQA4, 2013).

E. coli ha sido estudiada por su continua adapta-
cién y emergencia de clones con nuevos factores de
virulencia. La adquisiciéon de genes de virulencia en
forma transversal mediante diversos mecanismos y su
recombinacién mantienen en una continua evoluciéon
a esta especie bacteriana. Un ejemplo de ello ha sido
la emergencia de un clon del serotipo O104:H4, cuyos
factores de virulencia permitian identificarla como E.
coli enteroagregativa (AggEC), que adquirié6 la capaci-
dad de producir toxina Shiga sumando ambos carac-
teres patogenos, lo cual determiné un brote que afecto
poblacién adulta sana europea con alto numero de
muertes, caracteristicas nuevas para ese serotipo.

Sobre la base del evento de transferencia de genes
ocurrido por 0104 en Europa se identificardn fac-
tores de virulencia adicionales, entre ellos los genes
marcadores caracteristicos de otras cepas de E. coli
diarreogénicas, invE, aggR, aaiC, afaC, eae, est, elt,
astA, daaE, con fines de vigilancia y factores de vi-
rulencia adicionales que contribuyen a la adhesion o
aportan caracteres de virulencia a las cepas STEC:
saa, subAB, ebxA, iha, IpfA, toxB identificando el
perfil de virulencia adicional a stx en las cepas 0174
aisladas (EQA4, 2013).

- Transferir el sistema al laboratorio central de
Senasa.

En sintesis, este proyecto busca generar una técnica
replicable para la identificacién de microorganismos
relevantes de impacto local. Por ello reviste interés
nacional y podrd ser aplicada por laboratorios de
diagnéstico no solo de alimentos, sino también de
diagnéstico clinico, que alcancen cualquiera de los
dos niveles de equipamiento, PCR convencional o
tiempo real.

Se trata de una propuesta innovadora, con impacto
potencial elevado para contribuir a los estandares de
inocuidad de carnes y sus subproductos, a escala na-
cional y regional.

La metodologia propuesta es sensible y adecuada
para la deteccion del patogeno, y establece la posibili-
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dad de obtener datos suficientes para considerar posi-
bles modificaciones a la normativa vigente en materia
de control de cdrnicos.

El proyecto tiene el impacto potencial de mejorar la
inocuidad de carnes mediante una valoracién de las
pricticas productivas nacionales a lo largo de la ca-
dena agroalimentaria a través de indicadores molecu-
lares. Asimismo, el protocolo serd factible de ser em-
pleado en laboratorios clinicos aplicados a otros tipos
de muestras.

Por tanto, sus resultados permitirdan desarrollar acti-
vidades de transferencia concretas, relevantes y opor-
tunas frente a un problema de inocuidad agroalimen-
taria basico por su estrecha interdependencia entre la
salud humana y la sanidad animal bajo el concepto
“un mundo, una salud” que merece ser observado en
forma abarcativa, del campo al plato y que estd com-
prendida dentro de la mision y visién del Senasa.
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