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FBD
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Acido Desoxirribonucleico

Anal rectal mucosa swabbing
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3] 153



Méd. Vet. Luis Carlos Rhades
Tesis de Maestria en Ing. en Calidad

LUV:
MEB:
MCE:
MF:

MIB:

mm:
MRA:
NazHPO,
NM:

OIE:
OMS:
PB:

PBS TWIN:

PCP:
PCR:

PCRRT:

PFD
PFGE
PG:
PO4KH>
PRA:
PV:

RA:
RASFF:
SNC:

S. dysenteriae:

SIM:
SMACCT;

STEC:
Stx1:
Stx2:
Stx12:
SUH:

Luz ultra violeta

Membrana externa bacteriana

Membrana celular eucariota

Materia fecal

Membrana interna bacteriana

milimetro

Mucosa recto anal

Fosfato de sodio dibasico anhidro

No movil

Organizacion Mundial de Sanidad Animal
Organizacion Mundial de la Salud

Proteina bruta

Solucién Salina Amortiguada - Fosfatos o Phosphate Buffered
Saline

Placa concentradora de particulas

Polimerasa Chain Reation-Reaccién en Cadena de la
Polimerasa

Polimerasa Chain Reation Real Time - Reaccién en Cadena de
la Polimerasa en Tiempo Real

Preventing foodborne disease

Pulsed fild gel electroforesis

Peptidoglicano

Potasio monobasico anhidro

Pliegue recto anal

Peso vivo

Recto-anal

Rapid Alert System for Food and Feed

Sistema Nervioso Central

Shigela dysenteriae

Separacion inmuno magnética

Agar Mac Conkey sorbitol + suplemento de cefixima telurito de
potasio

Escherichia coli productora de Shiga toxinas

Shiga toxina 1

Shiga toxina 2

Shiga toxina12

Sindrome urémico hemolitico

4| 153



Méd. Vet. Luis Carlos Rhades
Tesis de Maestria en Ing. en Calidad

TSB:
TGl:
Tir:
TTSS:
ucC:

UuC SUH
UFC:
USA:
USDA:
USFDA
Vix:
WHO:

Tripticasa soy broth - caldo tripticasa soja
Tracto gastrointestinal

Translocated intiminn receptor

Type three-secretion system

Unidad Centinela

Unidad Centinela Sindrome Urémico Hemolitico
Unidades formadoras de colonias

United States of America

Unated States Department of Agriculture
Unated States Food and Drogs Administration
Vero toxinas

World Health Organization

5| 153



Méd. Vet. Luis Carlos Rhades
Tesis de Maestria en Ing. en Calidad

Trasmision y persistencia de E. coli 0O157:H7 en bovinos

indice de contenidos

Resumen

Escherichia coli enterohemorragica EHEC O157:H7 es un patdégeno causante de
enfermedades transmisibles por alimentos (ETA). Una de ellas, el sindrome urémico
hemolitico (SUH), es la mas grave, por la produccién de la toxina Shiga (Stx). EI SUH afecta
en forma endémica en la Argentina a nifios de entre 6 meses y 6 afios de edad. Los bovinos
son los principales reservorios primarios de EHEC O157:H7 y la principal fuente de infeccion
para los seres humanos. En esta tesis se abordan los aspectos inherentes a la identificacion
y seguimiento de animales excretores de EHEC O157:H7 y sus factores de virulencia, las
toxinas Shiga, en un establecimiento ganadero de la provincia de La Pampa, Argentina. Para
el estudio, se albergaron 120 terneros, dispuestos en 36 corrales, encerrando entre 3y 4 en
cada uno, distribuidos en 18 corrales de livianos, con 128 kg de peso vivo de promedio; y 18
de pesados, con 197 kg de promedio. Desde marzo hasta junio de 2014, los animales
permanecieron encerrados, salieron a pastorear desde julio hasta noviembre y retornaron al
encierre desde diciembre hasta la finalizacién del ensayo, en abril de 2015. Durante ese lapso
se hicieron hisopados mensuales de la mucosa recto anal (HMRA), para cultivo e identificacion
de EHEC O157:H7 y posterior caracterizacion, con PCR Multiplex, de los genes que codifican
los factores de virulencia. Al inicio del ensayo se detectd una prevalencia de Escherichia coli
productora de Shiga toxinas (STEC) del 10,83%; y al finalizar del 5,08%. Se determiné que el
100% de los animales identificados como excretores de EHEC O157:H7 portaban el gen eae
de la regidn constante de intimina y el gen rfbOss7, responsable de la sintesis del antigeno
somatico O. Al inicio del ensayo se identificaron los genes de las toxinas Stx1, Stx2 y Stx1 -
Stx2, detectandose al final solamente los genes de la Stx2 y Stx1 - Stx2. El gen que expresa
a la toxina Stx2 se manifestd constante durante todo el periodo de andlisis, destacandose en
primavera una elevada presencia Conjunta de Stx1 y Stx2; mientras que el gen para la Stx1
solo de detectd en los primeros tres muestreos. Se buscé relacionar la influencia de posibles
factores predisponentes para la excrecion de STEC y la presencia de sus factores de
virulencia, como el peso, la dieta, el efecto de las precipitaciones, las temperaturas y los
factores de manejo. Durante la recria a corral (marzo a junio 2014), los animales pesados
excretaron mas STEC que los animales livianos; mientras que durante el pastoreo (julio a
noviembre 2014), no hubo diferencias entre livianos y pesados. Durante la terminacion a corral
(diciembre 2014 a abril
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2015), se encontré que los livianos excretaron significativamente mayor cantidad de STEC
que los pesados. La portacion de genes Stx es variable. El gen Stx1 se detect en terneros
jévenes y no se vuelve a expresar en los HMRA posteriores. La presencia de Stx2 se mantuvo
constante durante el periodo de estudio; dato importante, ya que este factor de toxicidad esta
asociado con la patogenia del SUH, habida cuenta que esta variante es la responsable del
mayor numero de causas de muerte en nifios que padecen la enfermedad. La portacion
conjunta de los genes Stx1 y Stx2 es elevada en marzo y significativamente mayor durante el
pastoreo de setiembre y noviembre. También se encontré6 que la relacion entre las
temperaturas y las precipitaciones con la presencia conjunta de los genes que codifican la
expresion de la Stx1 y Stx2 era significativa, lo que indica que si aumenta la lluvia y/o la
temperatura media, aumenta la presencia conjunta de Stx1 y Stx2. El analisis sobre la
influencia de los factores de manejo, la excrecién de STEC y la presencia de las Stx, reveld
que dichos factores estan confundidos con las variables ambientales. Determinar su relacion
requiere de un ensayo que contemple mantener las variables ambientales constantes,
situacion que no se condice con el contexto experimental de este estudio. Considerando el
nivel de prevalencia encontrado en los novillos, previo a su envio al frigorifico (5,08%), no fue
posible identificar E. coli O157:H7 en las carcasas. Se concluye que con estos niveles de
infeccion y con la implementacién de buenas practicas de faena, las probabilidades de
contaminacion de la carne son muy bajas. La realizacion de trabajos transversales y
longitudinales que permitan estimar la magnitud y la distribucion de la enfermedad por un lado
y factores de riesgo por otro, son de importancia para el avanzar en la adopcion de medidas
preventivas, que contribuyan a disminuir la prevalencia de STEC en el ganado bovino
destinado a faena y consecuentemente propender a una reduccién del numero de casos de
SUH.
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Abstract

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) O157: H7 is a pathogen causing several food
borne diseases (FBD). One of them, the hemolytic uremic syndrome (HUS), is the most
serious, because of the production of Shiga toxin (Stx). In Argentina HUS affects in an endemic
way children between 6 months and 6 years old. Cattle are the main primary reservoirs of
EHEC O157: H7 and the main source of infection for humans. This thesis is an approach to
the identification and monitoring of the E. coli O157: H7 excretors and the presence of the
virulence factors, the Stx, in a cattle farm lacated in the province of La Pampa, Argentina. We
studied 120 calves, arranged in 36 pens, each pen included 3 to 4 calves. Eighteen pens were
occupied by light calves (average 128 kg live weight) and the other 18 were occupied by heavy
calves (average 197 kg live weight). From March to June 2014, animals remained in pens.
From July to November 2014, they were grazing pastures and they returned to the pens from
December until the end of the study, in April 2015. Monthly swabs of rectal anal mucosa
(HMRA) were made to allow culture and identification of EHEC O157: H7, and further
characterization of the genes encoding factors of virulence, using Multiplex PCR. A prevalence
of Escherichia coli Shiga toxins producer (STEC) of 10.83% and of 5.08% was detected at the
beginning and at the end of the study, respectively. It was determined that 100% of the animals
identified as shedders of EHEC O157: H7 carried the gene eae of the constant region of
intimin, and the rfbO+s7 gene, responsible for the synthesis of somatic antigen O. At the
beginning, genes responsible for toxins Stx1, Stx2 and Stx1 - Stx2 were identified, but only
genes for Stx2 and Stx1 - Stx2 were detected at the end. Although the gene expressing the
Stx2 toxin showed constantly throughout the study, the highest presence of Stx1 - Stx2 was
detected in the spring. The gene for Stx1 was detected only in young animals in the first three
samplings. We tried to relate possible predisposing factors for STEC excretion with the
presence of virulence factors such as live weight, diet, rainfall, temperature, and management
factors. During rearing in pens, heaviest animals excreted more STEC than lighter animals,
but during the following grazing period; there was no difference between them. The Stx gene
carrier is variable. The Stx1 gene was detected in young calves but it was not expressed in
subsequent HMRAs. The presence of Stx2 remained constant during the study. This fact is
important, because this toxicity factor is associated with the pathogenesis of HUS, since this
variant is responsible for the highest number of causes of death in children suffering from the
disease. Portion of the Stx12 gene was high in March and significantly higher during
September and November grazing. We also found that the relationship between temperature
and precipitation with the presence of genes encoding Stx1 - Stx2 expression was significant;

indicating that increases in rain and / or average temperature increases the presence of Stx1
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and Stx2. The analysis of the influence of management factors on STEC excretion and
presence of Stx revealed that those factors were confused with environmental variables.
Determine that relationship requires an essay that includes maintaining environmental
variables constant, a situation that is not consistent with the experimental context of this study.
Considering the level of prevalence found in steers, prior to shipment to the slaughterhouse
(5.08%), it was not possible to identify E. coli O157: H7 in the carcasses. It is concluded that
with these levels of infection and with the implementation of good slaughter practices, the
probability of meat contamination is very low. The accomplishment of transversal and
longitudinal works that allow to estimate the magnitude and the distribution of the disease and
the risk factor, are important to progress in the adoption of preventive measures that contribute
to decrease the prevalence of STEC in cattle destined for slaughter and consequently to

reduce the number of HUS cases.
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indice de capitulos
Organizacion de la tesis

En el Capitulo 1 se aborda el estado del arte con referencia al patdégeno Escherichia coli en
general y en particular una revision sobre E. coli enterohemorragico (EHEC) que tiene
capacidad de generar enfermedad. Se toma revista de las toxinas Shiga, principal factor de

virulencia de EHEC, sus mecanismos de accion, la interaccion con la mucosa intestinal

En el Capitulo 2 se aborda la evolucién de la intensificacion de los sistemas agropecuarios y
su relacién con los procesos de transformacion del sistema de produccion de carne y se hace
una resefa sobre la patogenia y la epidemiologia la enfermedad, tanto en los seres humanos
como en los animales. También se plantean los factores de riesgo asociados a la presencia
de la enfermedad en el hombre y particularmente en los animales. Por ultimo se argumenta
sobre los efectos de la presencia de la E. coli O157:H7 sobre el comercio de alimentos y sus

consecuencias.

En el Capitulo 3 se presenta una justificacion y pertinencia tematica, se formulan las hipétesis

y se fijan los objetivos de la tesis.

El Capitulo 4 se describe el universo del ensayo propuesto, para el seguimiento del
comportamiento de excrecién de E. coli O157:H7 alo largo del tiempo, en animales destinados

para engorde con destino a faena.

En el Capitulo 5 se abordan, en una primera instancia, los temas inherentes a la preparacion
de los insumos, materiales y medios de enriquecimiento, utilizados, para la recoleccion y

procesamiento de las muestras tomadas en el campo, a través del HMRA.

En segundo término, los materiales, medios de cultivo, reactivos y métodos para el

procesamiento de las muestras en el laboratorio.

En tercer término se describen, la metodologia para la purificacion del genoma de las cepas
de E. coli aisladas y la identificacion molecular mediante el uso de la técnica de PCR Multiple,
para la deteccion e identificacion combinada los genes de la region constante de Intimina

(eae), de las Stx1 y Stx2 y sus variantes.
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En el Capitulo 6 se exponen los resultados de los aislamientos y de las pruebas de analisis
para la deteccion e identificacion de los genes de la region constante de Intimina (eae), de los

genes que codifican las citotoxicas Stx1, Stx2 y sus variantes en la E. coli O157:H7.

Se presenta el analisis, relacionando la cantidad de animales excretores de STEC vinculados
con posibles factores predisponentes, como variables climaticos ligadas a las lluvias y la

temperatura ambiente.

Se analiza la asociacién entre la composicion de las distintas dietas a las que fueron
sometidos los animales, durante el periodo de engorde y la excrecién de E. coli O157:H7, asi

como la presencia de los genes que codifican las Stx.
Por otro lado, se indaga sobre los efectos del estrés emergente, como consecuencia del
ingreso a los corrales, la castracion y las vacunaciones, como posibles responsables de la

excrecion de E. coli O157:H7.

Se analisa la edad y el peso de los animales, relacionados con los patrones de excrecién de

E. coli O157:H7 y la presencia de los genes que codifican las toxinas Shiga.

En el Capitulo 7 se contrastan los resultados obtenidos con los de otros autores.

El Capitulo 8 se destina a las conclusiones a las que arriba esta tesis luego de la discusién

planteada en el capitulo anterior.

En el Capitulo 9 se presentan, de acuerdo a los resultados obtenidos y a las conclusiones

arribas, las lineas a abordar en futuros trabajos de investigacion.
En el Capitulo 10 se incluyen como Anexos, tablas, graficos, fotografias y toda la informacion

adicional, que permita optimizar la descripcion de los trabajos realizados, para mejorar la

comprension de los resultados a los que se ha llegado en el abordaje de esta tesis.
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Capitulo 1: Agente infeccioso

1.1.- Introduccion

En este capitulo se aborda el estado del arte con referencia al patégeno Escherichia coli en
general y en particular, una revisién sobre E. coli enterohemorragico (EHEC), que tiene
capacidad de generar enfermedad. Se toma revista de las toxinas Shiga, principal factor de

virulencia de EHEC, sus mecanismos de accién y la interaccién con la mucosa intestinal.

1.2.- Generalidades de la Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

Es una especie bacteriana habitual de la flora del colon de humanos y animales homeotermos;

que ocasionalmente pueden ser patégenas [4].

En base a un esquema de clasificacion serolégica para las E. coli, se las tipifica de acuerdo a

sus perfiles antigénicos de superficie O (somatico), H (flagelar) y K (capsular) [1,2].

Entre las E. coli patdégenas, existen diversos grupos que tienen la capacidad de generar
enfermedad a través de un conjunto comun de factores de virulencia. La interacciéon con la
mucosa intestinal, cuadro clinico, epidemiologia y serotipos [2,4], constituyen lo que se
denominan patotipos, siendo los mas importantes: E. coli enteropatégeno (EPEC), E. coli

enterohemorragico (EHEC).

De acuerdo a una combinacion especifica de antigenos O y H, se define el serotipo de un

aislamiento. Actualmente se reconocen 72 antigenos K (K1-K103) y 53 antigenos H (H1-H56).
El patotipo EHEC, y su serotipo modelo O157:H7, se define por la presencia de 3 factores: al
menos un tipo de toxina Shiga , una isla de patogenicidad, denominada LEE (Locus of

Enterocyte Effacement), y un plasmido de entre 92 y 104 kb (pO157) [3,5].

El serotipo EHEC de mayor relevancia para el humano a nivel mundial es O157:H7, mientras
que para EPEC es O127:H6.

La habilidad de las cepas STEC para causar enfermedad esta relacionada con su capacidad

para secretar las toxinas Shiga (Stx) y sus variantes, responsables del dafo del endotelio

24 | 153



Méd. Vet. Luis Carlos Rhades
Tesis de Maestria en Ing. en Calidad

vascular en el ser humano [15]. Hasta el presente estan descriptos los siguientes tipos: Stx1,
Stx2, Stx2c, stx2d, Stx2e, Stx2f, Stx2g y Stx2h, los que incluyen 25 variantes de genotipos de
Stx [15].

Otro factor de virulencia es una proteina de membrana externa, llamada intimina, codificada
por el gen eae, localizado en la membrana externa de la bacteria [19]. Este locus esta
asociado con la adherencia intima de la bacteria al enterocito, la iniciacion de las sefales de
transduccién y la desorganizacion de las microvellosidades, con la formacion de la lesion AE

(attaching and effacing).

La presencia de LEE le confiere a las cepas STEC una mayor virulencia, pues los serotipos
LEE positivos aparecen mas comunmente asociados a brotes de casos de SUH que los

serotipos LEE negativos [14].

» <
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Fig. 1: Micrografia electronica de E. coli 0157:H7. (50000X). Tomado de H Pennington, 2010

La toxina Shiga, codificada por un bacteriéfago, es el principal factor de virulencia de EHEC,

existiendo dos grupos principales en la familia Stxs, la tipo 1 (Stx1) y la tipo 2 (Stx2).

Las dos principales isoformas, Stx1 y Stx2, a pesar de tener el 57% de secuencia genética

idéntica, difieren drasticamente en potencia citotoxica. Los estudios epidemioldgicos muestran
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que la Stx2 esta asociada con la enfermedad mas severa, dado que esta variante es la

responsable del mayor numero de causas de muerte en seres humanos [107].

Las cepas STEC, son tanto productoras de Stx2, de Stx2+Stx1 o solamente de Stx1, siendo
las que producen Stx2 las responsables de SUH con un mayor grado de compromiso del
Sistema Nervioso Central (SNC). Esto esta intimamente relacionado con que Stx2 tiene una

capacidad citotéxica de 100 a 1000 veces superior que Stx1 [107].

1.3.- Descripcién particular de la EHEC

Escherichia coli (E. coli) es una especie bacteriana habitual de la flora del colon de humanos
y animales homeotermos. El primero en describir a este microorganismo fue el médico austro-

aleman Theodor Escherich en 1885.

Son bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos y pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae. Son muy versatiles fisiolégicamente; ya que pueden crecer en medios

que contengan glucosa como unica fuente de carbono.
El principal antigeno de la pared celular de E. coli (Figura 2) es un lipopolisacarido (LPS), que

estd formado por tres componentes: el polisacarido somatico O (externo), una region

polisacarida central (compartida por todas las enterobacterias), y el lipido A del LPS.
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Figura 2: Principales componentes de la pared de la E. coli: En la parte inferior se puede apreciar la membrana
citoplasmatica, la que esta recubierta por una pared de peptidoglicano y por fuera la membrana externa. Las
figuras cuadradas amarillas, con colas de hexagonos, son los lipopolisacaridos
http://www.ugr.es/~eianez/Microbiologia/O5pared.htm

Interior

Antes de la identificacién de factores de virulencia especificos en cepas de E. coli
diarreagénicas, el analisis serotipico ha sido la metodologia predominante por el cual se

pudieron diferenciar cepas patégenas.

En 1944, Kauffman propuso un esquema de clasificacion serolégica para las E. coli, que
todavia es utilizado, aunque en forma modificada. Segun el esquema modificado de Kauffman,
las E. coli son serotipados sobre la base de sus perfiles de antigenos de superficie O

(somatico), H (flagelar), y K (capsular). [1,2]

Los antigenos O definen un serogrupo, y en la actualidad se han reconocido un total de 173
antigenos O diferentes (01-0181).

Una combinacion especifica de antigenos O y H define el serotipo de un aislamiento.

La presencia de antigenos K fue determinada originalmente por medio de pruebas de

aglutinacion bacteriana.

Actualmente se reconocen 72 antigenos K (K1-K103) y 53 antigenos H (H1-H56).
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Algunos serotipos pueden ser asociados con ciertos sindromes clinicos, pero en general la
presencia de determinado antigeno es insuficiente para identificar cepas virulentas. En su
lugar, los serogrupos y los serotipos sirven para asociar marcadores cromosomales que se

correlacionan con clones virulentos especificos. [3]

Hay mas de 150 serotipos de EHEC que comparten el mismo potencial patogénico que
0157:H7; los de mayor relevancia son: 026:H11, O103:H2, O104:H4, O111:H8, O145: H-y

0157: NM (no movil, ya que estas E. coli no poseen flagelo).

La E. coli se utiliza como indicador de contaminacion fecal, debido a su abundancia en heces
humanas y de animales; y puede ser facilmente detectada por su capacidad de fermentar

lactosa.

Aunque, debido a que las muestras pueden contener otras bacterias entéricas (que también
fermentan lactosa) como Citrobacter, Klebsiella y Enterobacter, se acund el término

“coliformes” para referirse a este grupo.

La deteccidén y enumeracién de coliformes se utiliza como indicador de calidad sanitaria del

agua o como indicador general de condicion sanitaria en el procesamiento de alimentos.

En general, estas bacterias son comensales y ocasionalmente pueden ser patégenas [4]. No
obstante, existen diversos grupos, que tienen la capacidad de generar enfermedad, a través
de un conjunto comun de factores de virulencia, interaccion con la mucosa intestinal, cuadro

clinico, epidemiologia y serotipos [4], constituyendo lo que se denominan patotipos.

Siendo los patotipos mas importantes: E. coli enteropatégeno (EPEC), E. coli
enterohemorragico (EHEC), E. coli enterotoxigénico (ETEC), E. coli enteroagregativo (EAEC),
E. coli enteroinvasivo (EIEC), E. coli difusamente adherente (ECDA) [6] y E. coli patégeno
extra-intestinal (ECEXxP) [3].

Los seis primeros tipos, corresponden a patdégenos intestinales y el ultimo agrupa a los

causantes de infecciones extra-intestinales [2].
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1.4.- Las toxinas Shiga

Distintos serotipos de E. coli producen una o mas toxinas de estructura proteica, las que estan
estrechamente relacionadas con la toxina Shiga (Stx) de un serotipo de Shigella dysenteriae
[106].

Estas deben su nombre al microbidlogo japonés, Dr. Kiyoshi Shiga, quien fue el primero en

describir el origen bacteriano de la disenteria causada por Shigella dysenteriae, en 1897 [107].

La toxina Shiga, codificada por un bacteriéfago, es el principal factor de virulencia de EHEC.
Existen dos grupos principales en la familia de Stx, la Stx1 y la Stx2, que fueron descubiertas
en el afo 1977, al observar que ciertas cepas de EPEC, aisladas de pacientes con enteritis,
producian una toxina diferente y eran capaces de provocar una lesion intensa e irreversible
sobre la linea celular Vero (linea celular derivada de rindn del mono verde africano,

Cercopithecus aethiopicus), por lo que fueron llamadas verotoxinas (Vtx) [107].

Se debe aclarar que existen dos expresiones para denominar a estas toxinas, pero se ha
confirmado que, tanto la Stx como la Vix producidas por la E. coli, como por otras bacterias

entéricas, son las mismas entidades [108].

Toda la familia de toxinas Shiga, son toxinas del tipo AB5, compuestas por una subunidad A
cataliticamente activa y un pentamero de 5 subunidades B, que les permiten entrar a las
células blanco que poseen el receptor especifico. La proteina necesita estar conformada por
la unidad Ay las unidades B, para ser activa y poder entrar en las células e inhibir la sintesis

de proteinas.

El origen mas comun de las toxinas Shiga son las bacterias S. dysenteriae y el grupo
Shigatoxigénico de E. coli, el cual incluye el serotipo O157:H7 y otras cepas de E. coli

enterohemorragicas [106,107].
Las diferentes cepas bacterianas pueden producir diferentes cantidades de Stx1, Stx2. Las
cepas de STEC que expresan Stx2 unicamente, son mas virulentas que las cepas que

expresan Stx1 solamente o Stx12.

Tanto Stx1 como Stx2 tienen una estructura similar, pero ambas son inmunolégicamente

diferentes. Los anticuerpos contra Stx1 no neutralizan Stx2 y viceversa [107,108].
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1.5.- Accidn de las toxinas Shiga

Los dos tipos de toxina Shiga, Stx1 y Stx2 poseen la misma estructura AB5, en donde la
subunidad A (StxA) se encuentra asociada con 5 subunidades B (Stx2B). La subunidad A es
la que tiene la actividad catalitica N-glicosidasa. Actua quitando una base especifica de

adenina de la subunidad 28S rRNA de la subunidad 60S de las células infectadas.

Como la base de adenina esta en un loop (rulo-espiral) de rRNA de las células, es esencial
para el pegado correcto de factores de elongacion, por lo que la toxina es capaz de interrumpir
la sintesis de proteinas de la célula blanco. Las subunidades A de Stx1 y Stx2 son casi
idénticas, difiriendo solamente en 1 aminoacido (el aminoacido Serina, en la posicién 45, que
es reemplazado por treonina). Sin embargo, en contraste con la secuencia de las subunidades
A, las subunidades B de Stx1 y Stx2 sélo tienen un 55% de semejanza [2, 6,106,107,108].

1.6.- Diferencias entre Stx1 y Stx2

Las dos principales isoformas, Stx1 y Stx2, a pesar de tener el 57% de secuencia idéntica,
difieren drasticamente en potencia citotdxica. Los estudios animales y epidemioldgicos
muestran que Stx2 esta asociada con la enfermedad mas severa, dado que esta variante es

la responsable de la del mayor numero de causas de muerte [107].

Como se dijo anteriormente, de todas las cepas STEC (tanto productoras de Stx2, de Stx12 o
solamente de Stx1), las cepas de E. coli que producen Stx2 son las responsables del SUH
con un mayor grado de compromiso con el Sistema Nervioso Central (SNC). Esto esta
intimamente relacionado con que Stx2 tiene una capacidad citotéxica de 100 a 1000 veces

superior que Stx1 [107].

Ademas, algunas variantes de Stx2 son mas virulentas en humanos, como Stx2c y ciertas

formas de Stx2d, que pueden ser activadas por la elastasa, presente en el mucus humano.

Si bien las infecciones por STEC estan asociadas a Stx1, Stx2 o ambas, la presencia de Stx2
aumenta considerablemente el riesgo de SUH [6,106,107,108] ; debido a que existe una
diferencia de estabilidad entre los pentameros de subunidades B de ambas toxinas, que son

los responsables de la union de la toxina a las células.
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Capitulo 2: Patogenia y epidemiologia de la enfermedad

2.1.- Introduccién

En este capitulo se aborda la evolucion de la intensificacion de los sistemas
agropecuarios y su relacion con los procesos de transformacion del sistema de

produccién de carne.

Se describen la patogenia y la epidemiologia de la enfermedad tanto en los seres
humanos como en los animales y se plantean los riesgos epidemioldgicos para el

hombre.

Finalmente, se presenta la justificacion y pertinencia tematica para abordar este tema 'y
se argumenta sobre los efectos de la presencia de la E. coli O157:H7 en alimentos y

Sus consecuencias sobre el comercio de carnes.

2.2.- Generalidades

Durante las ultimas décadas del siglo XX, cuando se planteaban los posibles desafios
que la salud publica deberia asumir en el siglo venidero, las enfermedades como el
cancer, el sida o los accidentes cardiovasculares aparecian como los grandes
problemas contra los que luchar. Por su parte, el desarrollo alcanzado en la
especificidad de las antibiético-terapias contra las enfermedades infecciosas, hicieron
pensar que las infecciones bacterianas serian un problema, a lo sumo, menor [58, 77,
78,79].

La creciente aparicion y diseminaciéon de estirpes bacterianas virulentas y de
mecanismos de resistencia frente a los antibidticos disponibles [54], asociados a la
intensificacion de los sistemas de produccion, los “feedlots”, sistema de encierre de
animales en corrales, donde reciben su alimento en comederos [56,57,104], han hecho
que las enfermedades infecciosas vuelvan a tener vigencia, implicando un nuevo

desafio para los organismos de salud [53,55].

La evidencia epidemioldgica reciente [61,77,80,81,82,93] indica que la humanidad se

encuentra frente una situacion, ante la cual es prioritaria la optimizacion de la lucha
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contra las enfermedades infecciosas emergentes [63,81], producto de la intensificacion

de los sistemas agropecuarios.

Esta intensificacion tiene su inicio en la Argentina, a partir de las ultimas tres décadas
del siglo pasado, como consecuencia de la introduccién del cultivo de soja
[66,96,97,98,99,100].

Por esta razon, en las regiones con aptitud agricola, la ganaderia paso, en algunos
casos, a compartir el suelo con la agricultura, en rotaciones que le aseguran
sustentabilidad a los sistemas productivos [101]. En otros, ha sido desalojada,
generando el confinamiento de los animales de recria y terminaciéon en corrales de

encierre, de distinta duracion [65,66].

En la actualidad, el 20% de los animales faenados anualmente en nuestro pais,
provienen de sistemas de engorde a corral o feedlot, basados en la alimentacién con

granos de cereales y/o silaje de maiz [66,96,100,104].

Como consecuencia de este proceso de transformacion, la alimentacion intensiva de
bovinos con encierres temporarios, ha crecido en todo el pais [65,66]. Esta actividad se
ha ido adaptando a las necesidades de produccidén, en muchos casos en forma
desordenada [66,67]. Esta concentracion de animales genera un aumento de
produccién de carne por unidad de superficie, pero a su vez, provoca problemas de
contaminacion ambiental, con el consecuente riesgo sanitario, tanto para los animales

como para la salud publica [67].

Este nuevo contexto obliga a incorporar nuevas herramientas y repensar los procesos
de produccidn. En este sentido, las exigencias del mercado estan ejerciendo presion
sobre la cadena, desde los frigorificos hacia atras, involucrando tanto al mercado local
como al internacional. Se considera que el control de la E. coli O157:H7 en el ganado
bovino debe empezar dentro del establecimiento productor, para disminuir la incidencia

de la infeccién en el hombre [37].

Esta circunstancia esta requiriendo buscar nuevos modos de encarar la actividad
pecuaria: la ganaderia de precision y por ambientes [101], esto es, repensar sus
ingenierias de procesos, de alimentacion, de manejo, genéticas y sanitarias, que
conlleven a un proceso de evolucién, en el cual, el concepto de sanidad animal esté

directamente ligado a la salud publica [65,66].
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La aparicién de enfermedades infecciosas emergentes, especificamente aquellas que
se trasmiten a través de los alimentos (ETA), implica tomar conciencia sobre los riesgos

potenciales que generan, especialmente en los paises en desarrollo [83,84,85].

La transformacion del sistema de produccion de carne en la Argentina, obliga a tomar
debida cuenta de los riesgos sanitarios que ello acarrea para la salud publica, ya que el
consumo de carne vacuna por habitante, es el mas alto del mundo. Situacién que

incrementa los riesgos de la poblacion a padecer ETA [37,65,66].

Por tal motivo, se requiere trabajar en el perfeccionamiento de las técnicas de
diagnéstico, tanto en el nivel de especificidad, como en la sensibilidad y rapidez en la
deteccidn de agentes infecciosos y de sus genes de virulencia. Ello permitira ejecutar

programas adecuados de prevencion y tratamiento de estas enfermedades.

2.3.- Patogenia de la enfermedad en el hombre

La bacteria E. coli, que figura como una especie bacteriana predominante entre la flora
normal del aparato digestivo del hombre y de los animales [77,80,93], tiene distintas
cepas virulentas, como la E. coli O157:H7, que colonizan el tracto gastrointestinal (TGI)
de los animales, sin causarles lesiones [95], pero estan identificadas como patégenos
capaces de causar un amplio rango de enfermedades al ser humano, porque presentan

una alta capacidad de dispersion a través de la cadena alimentaria [77].

La transmision de EHEC al ser humano puede darse en forma directa, a través de una
amplia variedad de productos carnicos o lacteos, o indirecta, via la excrecion fecal en el
medio ambiente, conduciendo a la contaminacién de otros productos o de las fuentes
de agua (Yoon y Hovde, 2008). También puede ser transmitida de persona a persona;
pero la ingestion de carne picada vacuna mal cocida, comiunmente en forma de

hamburguesa, sigue siendo el principal vehiculo de infeccién [77].
Sin embargo, el consumo de vegetales crudos contaminados por EHEC, también han

sido responsables de varios brotes, con alto numero de infectados en otros paises
[69,60,61].
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Los efectos de las infecciones de EHEC en humanos, se manifiestan en un rango muy
variable, que van desde pacientes asintomaticos hasta casos fatales. En nifios, la EHEC

causa diarrea, colitis hemorragica y SUH [59].

E. coli O157:H7 es el serotipo mundialmente reconocido como el causante de la mayoria
de los grandes brotes y casos aislados de colitis hemorragica y SUH; siendo

etiolégicamente en la Argentina, el responsable del 85% de los casos de SUH [7].

Aunque no es el unico serotipo asociado a enfermedad severa en el hombre, ya que
también poseen potencial patogénico similar otros serotipos, conocidos como no-0157,
tales como: O2:H11, 08:H19, O15:H27, 025:H-, 026:H11, O58:H40, 091:H7, O111:H-
, 0103:H2, 0103:H25, O113:H21, O104:H4, O121:H19, 0145:H-0145:H25, O171:H2,
y O174:H21 [11,12].

Las caracteristicas tipicas de la gastroenteritis causada por E. coli O157:H7 estan dadas
por intenso dolor abdominal, diarrea no sanguinolenta, que progresa a sanguinolenta

después de 1 a 4 dias, con ausencia de fiebre [10].

El SUH es una entidad clinica y anatomopatolégicamente caracterizada por
presentacion aguda de dafo renal, anemia hemolitica microangiopatica y
trombocitopenia, que puede afectar a otros parénquimas como intestino, pancreas,

corazén y sistema nervioso central.

2.4.- Patogenia de la enfermedad en los animales

Un paso clave para abordar las acciones preventivas en salud publica, es saber como y
donde persiste la bacteria en los bovinos. Hasta ahora se habia descripto la presencia
de la E. coli O157:H7 dentro del TGI, con una afinidad por el intestino grueso
[64,65,66,72].

Utilizando tanto infeccion experimental de terneros como animales jovenes,

provenientes de rodeos comerciales [63], se evidenci6 que en algunos de esta

categoria, el mayor niumero de bacterias se encontraba en la materia fecal [93,90].
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Consecuentemente, los rastreos del contenido del lumen del TGl en busca de los
microorganismos, arrojaban resultados negativos o se encontraban concentraciones

significativamente bajas [91,92].

La necropsia de dichos animales permitié observar una asociacion de adherencia entre
el tejido y la bacteria, en la zona comprendida alrededor del pliegue recto — anal (PRA)
[65,66,92].

Este tejido, elegido por la E. coli O157:H7, estaba caracterizado por poseer una alta
densidad de foliculos linfoideos, lo que permite la persistencia de la bacteria en ese

lugar, favoreciendo la existencia de animales super excretores.

Observaciones posteriores, utilizando un microscopio de inmunofluorescencia,

detectaron micro colonias de E. coli en el epitelio de ese sitio [66,92].

Trabajos realizados recientemente [91,92] determinaron que algunas cepas
enteropatdgenas y en particular cepas de EHEC pueden llevar un locus de
patogenicidad especifico, que afecta a las células de la mucosa epitelial de la zona recto
- anal, mediante una adhesina bacteriana, que les permite adherirse a los receptores de
los enterocitos de los bovinos huésped, especificamente localizados entre 3 a 5 cm de

la apertura anal.

La alta concentracion de foliculos linfoideos favoreceria la interaccidon entre las bacterias

y las células de los animales [91,92].

Las mismas experiencias reportaron que las bacterias con esa ubicacién especifica
(EHEC), estaban predominantemente presentes en la superficie de la bofiiga fecal de

los animales estudiados.

En contraste con otros serotipos de E. coli, presentes en niveles consistentes, a lo largo
del intestino grueso, su ubicacién y concentracion en las bofigas estaba equitativamente
distribuida.

Adicionalmente, componentes intrinsecos a los animales, asociados a factores

patogénicos y ambientales, ayudarian a la colonizacion del recto terminal por parte de

la E. coli O157:H7, estableciendo asi la existencia de super excretores [64].
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A su vez, se demostrd, mediante estudios experimentales [66] y de campo de larga
duracién [64,65], que el subgrupo de animales con la mucosa epitelial colonizada por E.
coli O157:H7, estaba asociado a elevados niveles de excrecion durante semanas y
meses. Mientras que los animales, en los cuales las bacterias estan presentes en el TGl

y con el recto no colonizado, excretaban bacterias solo por un par de dias [64,88].

Por la naturaleza del confinamiento, se presume que la presencia de super excretores
en sistemas de alta concentracion de animales aumentaria la contaminacion del

ambiente a través de las heces.

Dada la capacidad de sobrevivencia de la E. coli O157:H7 por largos periodos en el
ambiente [104], el riesgo de infeccion de otros animales genera una mayor probabilidad

de contaminacion de las canales en mataderos y frigorificos [63,64,68,69,70,71].

2.5.- Epidemiologia de la enfermedad en el ser humano

La E. coli O157:H7 fue reconocida como patdégeno humano por primera vez, a partir de
dos casos de diarrea hemorragica, ocurridos en Oregon y Michigan, EEUU en 1982 [77],
después de comer hamburguesas. A partir de ese momento es considerada como ETA,
destacandose la participacion de la carne y subproductos carnicos, jamén y salames;
como asi también aguas contaminadas, leche, yogur y jugo de manzanas sin
pasteurizar, entre otros [58,59,60,61,62,86].

Las STEC estan identificadas como patégenos capaces de causar un amplio rango de
enfermedades al ser humano, porque presentan una alta capacidad de dispersion a
través de la cadena alimentaria [77]; pudiendo causar distintos sindromes diarreicos y
enfermedades severas; incluso mortales, cuando son ingeridas por los seres humanos

a través de los alimentos contaminados [59,61,77,80,93,95].

Los primeros casos de SUH en Argentina fueron estudiados por el Dr. Carlos
Giannantonio en la década del 60 [104] y hoy es considerada una enfermedad endémica
[63], registrandose una incidencia de entre 7 y 10 veces mayor que en las zonas de

mayor riesgo en el mundo, afectando a nifios de entre 6 meses a 6 afios de edad [60,62].
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En el afio 1997 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) notificé en la Argentina 450
casos [60,61]; y para el afio 2005 el registro ascendia a 13,9 casos cada 100.000 nifios

menores de 5 anos [61,62].

Esta enfermedad, en nifilos menores de 6 anos, requiere internacion, por el compromiso
renal que implica, con la necesidad de tratamientos de didlisis y en casos graves,

trasplante renal.

La etapa aguda puede derivar en la muerte, debido al serio compromiso del sistema

nervioso central de los menores [87].

Por tal motivo, en abril de 2000, por Resolucién N° 346/00, el Ministerio de Salud de la
Republica Argentina, establecio la notificacion obligatoria del SUH al Sistema Nacional

de Vigilancia Epidemioldgica.

El SUH constituye en la Argentina, la primera causa de insuficiencia renal aguda y la
segunda de insuficiencia renal crénica en pediatria, siendo responsable del 20% de los

trasplantes renales en nifios que han padecido el sindrome [93,60].

En particular, la informacion recogida de la Unidad Centinela SUH (UC SUH), sistema
de vigilancia que monitorea la tendencia de la enfermedad en la provincia de La Pampa,
indica que esta es una de las provincias Argentinas que registra mayor prevalencia de
SUH [157,159].

La UC SUH del Hospital Lucio Molas, de la ciudad de Santa Rosa, informé que de los
63 casos registrados, en el periodo 2005 — 2013, la mayor incidencia de la enfermedad
se registrd durante los meses calidos, con pico en junio y julio, afectando a nifios de 31
meses de edad promedio, con una letalidad del 7% [157,159]. (Ver Cap. 10: Anexos,

grafico 13)

Con respecto al analisis de los datos de laboratorio, de los casos registrados en la UC
SUH, se observa que la Stx2, portada por las E. coli O157:H7 aisladas, es el factor de
virulencia responsable del mayor nimero de nifos afectados [157]. (Ver Cap. 10:

Anexos, grafico 14, 15)
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Es de hacer notar que, debido al avance en el manejo clinico temprano y los tratamientos
en la fase aguda de la enfermedad, se ha logrado, en los ultimos afios, descender del
27% a menos del 5% el indice de mortalidad [60,87].

2.6.- Epidemiologia de la enfermedad en animales y factores de riesgo para el ser

humano

Para el presente trabajo, se detectaron fuentes informativas [63,68,64,88,94] sobre los
factores contaminantes, que favorecen el desarrollo y la incidencia de la E. coli O157:H7

en las circunstancias actuales.

Durante la década pasada, estudios realizados en Escocia demostraron que el 20% de
los animales de las granjas estudiadas estaban infectados con E. coli O157:H7 y que a
su vez, algunos animales se comportaban como super excretores, porque excretaban
mucho mas bacterias que otros bovinos, lo que tiene implicancia en la dinamica de la
transmision de la E. coli en los animales y el riesgo de infeccién en el ser humano
[7,31,64].

Estudios de campo mostraron que el 75% de las muestras de materia fecal de ganado
de carne positivas a E. coli 0157:H7, contenian <102 Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) por gramo de excretas. En contraste, se detectaron unos pocos animales que
excretaron E. coli con niveles superiores a >10” de UFC por gramo de materia fecal. El
9% de bovinos de carne fueron responsables de mas del 96% de toda la excrecién de
E. coli 0157 [14,15].

Esta situacion se agrava, como consecuencia del crecimiento de los sistemas de
engorde a corral, ya que por la naturaleza del confinamiento, se presume que la
presencia de excretores en sistemas de alta concentracion de animales, aumentaria el
riesgo de infeccion de otros y la mayor probabilidad de contaminacion de las carcasas

en mataderos y frigorificos [72].

La alta densidad de animales en los corrales, obliga a éstos a echarse sobre sus propias
deposiciones, aumentando el riesgo de contaminacion de la piel, por la presencia de E.
coli O157:H7 en las costras de materia fecal adheridas en los pelos de la parte ventral
y los flancos, con la consecuente probabilidad de contaminacion de las medias reses en
los mataderos y frigorificos [63,64,68,69,70,71,132].
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Recientes trabajos indican que hay una correlacién entre animales excretores de E. coli

O157:H7 y la frecuencia de canales contaminadas y que la carga de E. coli en las
canales se correlaciona con la concentracién de E. coli en la piel de los bovinos
[37,64,72].

Esto demuestra el efecto de la transferencia bacteriana de la piel del animal a la canal,
durante el desollado. Por cuanto, la probabilidad de encontrar una carcasa contaminada
con E. coli después del cuereado en el frigorifico, seria 1,5 veces mayor en aquellas
provenientes de animales engordados a corral, que de los provenientes del sistema de
pastoreo [63,72].

En la Argentina, como consecuencia de la adaptacion a los nuevos escenarios de
produccién, la adopcién de la alimentacion intensiva de bovinos en sistemas de encierre,

ha ido creciendo y tendera a mantenerse en el futuro préximo [35,36,102].

Por lo expresado hasta ahora, se puede decir que los animales excretores de E. coli
O157:H7 adquieren importancia epidemiolégica, por ello que es importante el
conocimiento de la dinamica de su excrecion, durante el ciclo de recria, engorde y
terminacion, para contribuir a entender mejor la contaminacién de las carcasas y a
proyectar futuras medidas, para garantizar la seguridad en la cadena alimentaria,
disminuyendo la incidencia de la enfermedad y por ende una merma en la morbi -
mortalidad infantil por esta causa. [64,65,66,67,73,74,104].

2.7.- Estudios longitudinales y transversales de STEC en bovinos

En el 100% de los rodeos analizados en Canada, los terneros recién destetados estaban
expuestos a STEC y el 83% excretaban antes de su llegada a los corrales de engorde
[135].

Estudios realizados en Espafia, indicaron que el 95% de las granjas examinadas
estaban contaminadas con STEC; dentro de ellas el 37% de los terneros y el 27% de

las vacas dieron resultados positivos [7,31,32].

Los novillos de la principal zona productora de carne vacuna de la Argentina son un
importante reservorio de STEC O157:H7 [35,46]. Se determind que sobre 373 novillos
(46%), 198 vacas (24%), 136 novillitos (17%), 57 vaquillonas (7%) y 47 terneros (6%),
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previo a la faena, en distintos frigorificos, la prevalencia de E. coli 0157 era del 10,5 %
en los terneros, del 8,5% en las vaquillonas, 5,1% para los novillitos, 3,5% para los

novillos y 1,5 % para las vacas que ingresaron a faena [142].

En distintos tambos del estado de Washington, se reportd una considerable variabilidad
en la excrecién de STEC O157:H7 [134]. De 56 animales positivos (5,13%) sobre 1091
muestreados, 35 (3,20%) excretaron una unica vez, 12 (1,09%) repitieron la excrecion
en 2 oportunidades, de los cuales, 11 en forma consecutiva. Siete vacas (0,64%)
excretaron en 3 oportunidades, 1 vaca (0,09%) excret6 STEC 4 veces y 1 animal
(0,09%) eliminé STEC en 5 oportunidades, estos ultimos con resultados positivos
intercalados entre resultados negativos. En algunos tambos, la frecuencia de la
excrecion de STEC fue relativamente alta en contraposicion con otros, en los cuales no
se aislo STEC. No obstante, la condicion de los tambos con baja prevalencia de STEC

durante un periodo prolongado de tiempo, podia cambiar repentinamente [134].

En un seguimiento realizado durante 11 meses, en 10 granjas del Reino Unido, a un
promedio de 90 animales por establecimiento, menores de 24 meses, se aislo STEC
0157 en el 7,7% de 6266 muestras, con una variacion del 0,4 al 17,9%. Se identifico la
presencia de 361 animales (26,1 %) excretando STEC O157 sobre 1383 muestreados,
con una variacion del 1,9 al 48,5 % entre las distintas granjas analizadas. Un total de
269 animales (19,45%) resultaron positivos a STEC una sola vez, 67 animales (4,84%)
excretando STEC dos veces, 22 animales (1,59 %) excretaron STEC 3 veces, 3
animales (0,21 %) excretando STEC en 4 oportunidades. Por otra parte se determino
una relativamente baja probabilidad que un animal positivo en un muestreo, volviera a
excretar un mes mas tarde, siendo un evento relativamente transitorio, con una duracién
de 1 mes [138].

En un seguimiento del comportamiento de la excrecion de E. coli O157:H7 en rodeos de
cria, sobre sistemas pastoriles, en el estado de Kansans, EEUU, los resultados de los
muestreos de vacas y terneros, durante un afo, arrojaron resultados de prevalencia
bajos (1,3%). No se identificaron animales excretando STEC en mas de una ocasién y
la probabilidad que un animal positivo en un muestreo volviera a excretar un mes mas
tarde, fue baja [82].

Los reportes de Canada en un feedlot de 75000 animales [139], dispuestos en corrales
de a 500, indicaron una prevalencia del 7,4% de STEC al destete y el 15% en el primer
muestreo, obtenido 7 dias después del arribo de los animales a las instalaciones,

encontrando que en todos los corrales habia por lo menos, 1 0 mas animales positivos.
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La prevalencia de E. coli 0157 en los terneros de un feedlot Canadiense, con capacidad
para 2000 animales, se mantuvo estable a lo largo del ensayo, registrandose valores
del 36,7% al inicio y 30,8% dos meses después, concluyéndose que las cepas
introducidas por los animales, al ingresar a los corrales, terminan contaminando y

persisten en el medio ambiente, contagiando a otros animales [136].

Sobre 2164 muestras y 1262 animales muestreados (830 vacas y 432 terneros)
analizadas en tambos de Holanda, la excrecion de E. coli O157:H7 fue intermitente en

los animales infectados, con mayor prevalencia en otofio y menor en invierno [123].

Los indices estacionales en la excrecion de E. coli 0157:H7 en vacas lecheras del estado
de Washington, fueron elevados durante el verano y el otofio, separados por periodos

de baja excrecion durante el invierno y la primavera [134].

Reportes Canadienses registran una prevalencia de STEC mayor, durante los meses

de verano, siendo baja o nula en los meses de invierno [145].

Otras revisiones bibliograficas indican que existen picos de prevalencia estacionales de
STEC en verano, como consecuencia de la mayor cantidad de horas luz diurna, lo que
favoreceria la capacidad de multiplicacion de la bacteria en los animales, ayudando a la
sobrevivencia del agente patdégeno en el ambiente; y por ende, colaborando en la
transmisién. Coincidentemente se registré mayor cantidad de brotes de SUH durante
estos picos de verano [68,124,139,144,145,146].

Contradictoriamente, la prevalencia de STEC en bovinos de carne en Escocia fue mas

elevada en la estacion invernal (20%) y del 8,7% en el verano [41].

En Argentina observaron una mayor prevalencia de STEC en terneros de tambo en

épocas calidas [125,150].

2.8.- Factores nutricionales que influyen en la excrecion de STEC

Se reportan episodios de excrecidn de corta duracion y reinfeccion de STEC en un rodeo
de carne, del estado de Ohio, los que pudieron obedecer a factores ambientales o
nutricionales, como consecuencia de una disminucion transitoria de la resistencia de los

animales a la colonizacién de STEC [139].

41| 153



Méd. Vet. Luis Carlos Rhades
Tesis de Maestria en Ing. en Calidad

En Canada se informé que el incremento de la concentracién de grano en la dieta, que
fue en aumento durante el primer mes de encierre, pudo contribuir a acrecentar la
susceptibilidad de los animales a la infeccién y a incrementar la excrecién de E coli
O157:H7 durante los primeras 4 semanas de encierre. Cuando la concentracion de
grano de la dieta se estabilizé, se notd también que la prevalencia de excrecién de STEC

se estabilizd en un nivel mas bajo [69,139].

El estrés pos destete y el cambio de dieta en terneros, incidié sobre una alta prevalencia
de STEC, debido a que esos factores favorecieron una mejor colonizacion del TGl de

los animales. [150]

En un estudio comparativo sobre el comportamiento de la excrecién de la E. coli
0O157:H7 en novillos encerrados en 15 corrales (300 a 500 por corral), alimentados con
una racion a base de grano de cebada, con otros, alimentados en base a grano de maiz,
se determind que la prevalencia de STEC fue del 2,4% en los alimentados con cebada
y del 1,3% en el ganado alimentado con maiz, determinandose que esta diferencia pudo
estar dada por el Ph de la materia fecal, que en el caso de la dieta a base de maiz era

mas bajo [151].

La evaluacion de los efectos de una alimentacion a base de maiz humedo con otra a
base de maiz entero seco, suplementados con dos aditivos nutricionales distintos, sobre
la excrecion de E. coli O157:H7, en 168 novillos cruza Angus, encerrados en 24 corrales,
determind que los alimentados con maiz entero presentaron una prevalencia mayor que
los animales alimentados con maiz humedo; sin embargo, estas diferencias

obedecieron al tipo de aditivo utilizado [152].

En un trabajo sobre el seguimiento del comportamiento de la excrecion de la STEC en
el ganado bovino de carne en la Argentina, se observo una disminucion de animales
excretando E. coli O157:H7 al pasar abruptamente de consumir una dieta a base de

grano de maiz a un pastoreo directo a campo [129].

Los resultados de los analisis realizados en frigorificos argentinos a novillos de 14 a 16
meses de edad, alimentados a base a granos, determinaron que el 39% de los animales

excretaban STEC y que ello se debia al factor alimenticio [63].

Otro reporte indica que, si bien la composicion de la dieta tiene incidencia en la excrecion

y prevalencia de la E. coli O157:H7 en los bovinos, los mecanismos especificos
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responsables del aumento o disminucién de la excrecién, aun no se conocen muy bien,
sosteniendo que pueden obedecer a cambios en la bioecologia del intestino grueso,
inducida por la variedad de ingredientes que se utilizan para la formulacion de las dietas
[153].

2.9.- Presencia de los factores de virulencia Stx

En un trabajo realizado en Espafa, sobre bovinos de carne en engorde, el 20% de los
aislamientos de STEC portaban los genes para Stx1, el 54% poseia los genes que
codificaban a la Stx2 y el 26% portaban los genes para la expresion de la Stx12. El gen
eae y el de la Stx2, para el serotipo de la E. coli O157:H7, fueron los hallazgos mas
comunes, seguidos de los genes eae y Stx1, y a su vez la presencia del gen eae fue
significativamente mayor entre cepas portadoras del gen Stx1, aisladas en terneros y el
gen para Stx2 predomind en los aislamientos de STEC de los animales de mayor edad
[32].

Por otro lado, los trabajos Canadienses realizados en un feedlot de 75000 animales,
indicaron que las STEC aisladas, portaban los genes para la codificacion de Stx12 en el
83% de las muestras, mientras que los genes para Stx2 se diagnosticaron en el 16% y

solo el 0,43% para los genes de Stx1 [139].

En un seguimiento del comportamiento estacional de la STEC en vacas de tambos,
realizado en Argentina, se comprobé un aumento de las cepas portadoras del gen Stx12
y una disminucion de las Stx1 en estaciones calidas, manteniéndose estable la

presencia cepas portadoras del gen Stx2 en todas las estaciones del afno [147,150].

Estudios en Tandil, Argentina, establecieron que las vacas adultas de tambos se
comportaban como reservorio de STEC, encontrando el gen de la Stx2 en 51 de las 86
cepas aisladas (59,3%). Por otro lado, el 7% de las STEC llevaban el gen eae y
Uunicamente en 4 de las 86 STEC aisladas, se identifico la presencia de los genes para

la expresion de los factores de virulencia para Stx1 y eae [104].

En un seguimiento de 3 afios a 244 bovinos de carne en pastoreo, de un establecimiento
ganadero de la region Pampeana, la presencia del gen eae de la regidén constante de
Intimina se manifestdé con mayor frecuencia en terneros (20/26) que en bovinos adultos
(1/39) [46].
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En la Argentina se informaron prevalencias del 20% para la presencia del gen que
codifica la expresion de la Stx2, 9% para el gen Stx1 y 4% para los genes de Stx12,
sobre 126 terneros y 118 vacas lecheras, indicando que los hallazgos del gen Stx2, son

mas comunes en animales de mayor edad [125].

2.10.- Relacién de los factores ambientales con la excrecion de STEC y la

presencia de los factores de virulencia Shiga

Respecto a la incidencia de los factores ambientales, como el estrés pos destete, el
transporte, el manejo dentro de las instalaciones, vacunaciones; y otras causas de
estrés, incluidas las condiciones de los corrales de engorde, el barro y el exceso de
humedad, como las condiciones secas y polvorientas, estan mencionados como
factores que pueden actuar como causa predisponente para la excrecion de STEC
0O157:H7 en los terneros que ingresan al feedlot; favorecer su transmision y mantener

la prevalencia en los animales. [125,136,138,145,147].

En feedlots, los factores de estrés ambiental y nutricional, como los cambios de dieta,
disminuyen la resistencia transitoria de los animales a la colonizacion de STEC,
provocando la excrecidén por cortos periodos de tiempo, por lo que la eliminacion de
estos factores podria disminuir sustancialmente la exposicién del hombre a este agente
infeccioso [139,145,147].

El estrés pos destete, conjuntamente con cambios en la dieta, provocaria un menor
desarrollo del sistema inmunolégico y cambios anatdomicos vy fisiolégicos del TGl de los
terneros de tambo, lo que favoreceria una mejor colonizacion del TGI por parte de la

STEC, explicando la alta prevalencia [150].

2.11.- Temperatura y lluvia como factores predisponentes para la excreciéon de
STEC

Debido al cambio climatico, se aguarda un aumento de la temperatura de 2° a 5°C y un
incremento de las precipitaciones en las regiones tropicales y en invierno, en las
latitudes medias septentrionales y una disminucién en otras, para fines del siglo XXI.

Ademas, se prevé un aumento del numero de fendmenos de precipitacion extrema,
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incluso en zonas con precipitaciones decrecientes. Se espera que esta situacion afecte
a las fuentes y vias de contaminacion de E. coli O157:H7, aumentando las ETA en los
seres humanos, asociadas al consumo de alimentos carnicos y verduras crudas

contaminados, como contacto directo con animales o MF [156].

Varios autores hacen referencias y concuerdan en que las estaciones del ano influyen
sobre la excrecién de STEC. En general citan una mayor prevalencia en las épocas
calidas y lluviosas (primavera-verano) y menor en invierno. Sin embargo, en ninguno de
los trabajos consultados se correlacionan los registros de temperatura y precipitaciones

con la excrecion de E. coli O157:H7.

Respecto a la influencia estacional como factor predisponente para la excrecion de
STEC O157:H7, se comprobd en un feedlot de Kansas, que 16/319 terneros (5%)
destetados en setiembre (otofio), previo a la entrada a los corrales, provenientes de

pasturas, fueron positivos a la E. coli O157:H7 [143].

Una revisién sistémica sobre la prevalencia de E. coli 0157 en diferentes categorias de
animales y en diferentes estaciones del afio, en EEUU, informa que en el verano, la
prevalencia de STEC O157 era de 10,68% en animales jovenes, 4,65% en bovinos
adultos y 1,79% en vacas lecheras y en invierno era del 9,17% para los animales jévenes
y para los vacunos adultos de 4,21%, mientras que en vacas lecheras fue del 0,36%
[144].

Un trabajo realizado en los estados del norte de EEUU, que limitan con el sur de Canada,
otro en el medio oeste y el tercero en los estados del sur, limitando con México,
reportaron niveles de prevalencia mas altos en el verano y niveles bajos o indetectables
en el invierno, encontrando una correlacion positiva entre la longitud del dia y la
temperatura ambiente como factor predisponente para la excrecion de E. coli O157: H7

en bovinos de carne [154].
En un trabajo de analisis de correlacién revela una alta asociacion entre la duracién del
dia y la prevalencia de E. coli O157:H7, mientras que es menor entre la temperatura y

la prevalencia [124].

Los picos de prevalencia de STEC O157 en bovinos de carne jovenes, en Gran Bretana,

ocurrieron durante la primavera y en otros en el verano, destacando que los patrones
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estacionales de excrecién no guardaban relacion con reportes de otros paises europeos
[138].

2.-12.- Relacion del peso de los animales con la excreciéon de STEC

Con respecto a la edad y al peso de los animales, estos factores actuaron como
desencadenantes de la excrecién de STEC en bovinos de carne en Canada. Los
terneros excretaron mas que los novillos, estableciéndose que los animales con pesos

inferiores a los 317 kg mostraron mayor indice de excrecion [69].

2.13.- Presencia de la E. coli 0157:H7 en productos alimenticios

Reportes recientes indican una correlacion entre animales portadores de E. coli

0O157:H7 y la frecuencia de canales contaminadas [37,64,72].

Trabajos de diagndstico realizados en frigorificos argentinos, indagando la presencia de
E. coli O157:H7 en medias reses, determinaron una baja prevalencia de STEC portando
los factores de toxicidad Shiga [7,12,14,31,51,53,58,62].

En un relevamiento efectuado en la provincia de Tucuman, se reporté que en solo 1/216
esponjados de medias reses, realizados en 6 frigorificos, se recupero E. coli O157:H7
portando los factores de virulencia eae, rfboss7 y Stx2 [137]. Situacion que obedeceria

a la adopcién de las BPM y del sistema de control HACCP.

La presencia de E. coli O157:H7 ha sido un hallazgo frecuente en establecimientos de

venta al publico de productos carnicos frescos y secos [104,137].

En la Argentina, se detecté un 8,4% de STEC O157:H7 en hamburguesas congeladas
comerciales y un 3,9% en productos carnicos a nivel de boca de expendio (Chinen et al,
2001). Estas tasas de prevalencia y los aislamientos de serotipos STEC de carne

bovina, enfatizaron el rol de la carne en las infecciones humanas [104].

En un relevamiento realizado sobre la presencia de E. coli O157:H7 en negocios de
venta minorista de productos carnicos, en la localidad de Gualeguaychu, provincia de
Entre Rios, Argentina, se detectoé en el 3,8% (6/160) de las muestras de carne picada,
en el 4,8% (4/83) de los chorizos frescos y en el 3,3% (1/33) de chorizos secos. La
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caracterizacion genotipica de las cepas aisladas revel6 la presencia del gen eae. En las
6 cepas de carne picada, se encontré que 4 portaban los genes para Stx12 y las dos
restantes, una Stx1 y la otra Stx2. De las 4 cepas aisladas en chorizos frescos, en 3
portaban Stx2 y en la restante Stx12, mientras que en la Unica cepa aislada en chorizos

secos se identificd Stx2 [49].

En la ciudad de Bahia Blanca, provincia de Buenos Aires, Argentina, se realizé un
seguimiento para detectar la presencia de E. coli O157:H7 en carne picada fresca y
hamburguesas congeladas, en las bocas de expendio de una cadena de supermercados
local. De las 37 muestras de carne picada y 43 de hamburguesas congeladas,
solamente se aislé STEC en una de las muestras de carne picada, portando el gen eae
y Stx2 [157].

El aislamiento de E. coli O157:H7 en 9/113 muestras de carne picada y en 3/23 de
embutidos, obtenidas en carnicerias de la provincia de Tucuman, Argentina, se encontrd

la presencia de los factores de virulencia eae, rfbos7, Stx2 [137].

Otras referencias indican que a nivel de los comercios de procesamiento y venta
minorista de carne, las mesadas y los elementos de procesamiento de alimentos, como
cuchillos, maquinas de picar y sierras, representan los lugares en los cuales se detecta
frecuentemente STEC 0157 [72,76,80,81,83,85,87].

2.14.- Efectos y consecuencias de la STEC sobre el comercio de alimentos

La existencia de animales excretores de EHEC O157:H7 no solo adquieren relevancia
epidemiolégica, por el hecho mantener a la E. coli en el ambiente y favorecer su
diseminacion; si no que a su vez, su existencia gravita en el mercado internacional,

poniendo en riesgo la comercializacion de las carnes Argentinas.

Actualmente la OMS considera que los alimentos son la mayor fuente de exposicion a
riesgos, por la presencia de agentes patégenos, tanto quimicos como bioldgicos, que

afectan sin distincién, el nivel de desarrollo de los paises [103].

Los estudios de la OMS indican que, entre el 5 y el 10 por ciento de la poblacion de los
paises desarrollados, se ve afectada anualmente por la incidencia de enfermedades

infecciosas como la salmonelosis, la campilobacterosis y las infecciones causadas

47 | 153



Méd. Vet. Luis Carlos Rhades
Tesis de Maestria en Ing. en Calidad

por Escherichia coli 0157:H7, asociadas a la contaminacién de los alimentos (OMS,
1997).

Como consecuencia de esta realidad, la Administracion de Medicamentos de Estados
Unidos (USDA) y la Administracién de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos
(USFDA) [37], han establecido sistemas de control que comprenden leyes y normas
rigurosas; que reglamentan mecanismos de inspeccion, analisis y certificacion, para
productos provenientes de paises, cuyos sistemas de control de calidad e inocuidad no
ofrecen el mismo nivel de proteccion que el que se aplica a los productos producidos en
los Estados Unidos [37,102,103].

A su vez, la European Food Safety Authority (EFSA) de la Unién Europea, ha adoptado
sus propias disposiciones de inspeccion y contralor, logrando asi, uno de los mas altos
estandares de seguridad alimentaria en el mundo [37], garantizando la seguridad
alimenticia de los consumidores, con herramientas como el Rapid Alert System for Food
and Feed (RASFF), que permite el seguimiento fronterizo de informacion, para

reaccionar rapidamente, cuando se detectan riesgos para la salud publica [105].

En este sentido, si bien el serotipo O157:H7 de EHEC, sigue siendo prevalente en
muchos paises, estos organismos (USDA — EFSA), han ampliado la lista de serogrupos
como el 0:26, 0:111, 0:121, O:45, 0:103,0:145, a los que denominaron como los seis
grandes (the big six) [14,42,43,104,110]

En consecuencia, otros Estados también han tomado medidas similares, por lo que
muchos productos son y seran sometidos a controles estrictos por parte de las
autoridades sanitaras, al ingresar a estos paises, por lo que aumentaran los rechazos

de mercaderias [84], ocasionando perjuicios a los paises exportadores.

Estos rechazos no solo afectan a un producto o a un conjunto de productos, sino que
involucran a otros tipos de mercancias, provenientes de los estados en los que se
identifiquen malas practicas higiénicas o de manejo y conservacion.

No obstante, en los paises importadores existe la certeza en que la solucién no reside
en el cierre de las fronteras, ni en la multiplicacién de los sistemas de vigilancia, con el
objeto de hacer que el ingreso de las mercancias sea mas selectivo, sino en que los
paises exportadores, adopten estrategias de buenas practicas a lo largo de toda la
cadena productiva, en este caso, la cadena de la carne, desde la produccion de
terneros, pasando por la recria, el engorde y la terminacién, hasta la planta frigorifica
[65,66,103].
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En consecuencia, la existencia de animales excretores de EHEC O157:H7 no solo
adquieren relevancia epidemioldgica, por el hecho mantener a la E. coli en el ambiente
y por ende, favoreciendo su diseminacién [45]; si no que a su vez, su existencia gravita
en el mercado internacional, poniendo en riesgo la comercializacion de las carnes

Argentinas.

Por lo hasta ahora resefiado, el conocimiento de la dinamica de la excrecion de la E.
coli O157:H7 durante el ciclo de recria, engorde y terminacion de terneros a corral e
incluso aquellos engordados a pasto, permitird generar aportes para el mejor
entendimiento de la mecanica de la contaminacién de las medias reses, contribuyendo
asi, a proyectar estrategias de control, que permitan disminuir la contaminacién de la
carne y sus subproductos por microorganismos productores de ETA , en especial las
STEC [39,42].

Toda contribucién que aporte informacién, para generar medidas que ayuden
significativamente a los procesos de produccion, gravitara positivamente en la
consolidacién del mercado internacional de carnes y por ende promovera el desarrollo
sustentable del sector pecuario argentino, con el consiguiente desarrollo social de las

regiones involucradas en el sistema [14,17,44,45].
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Capitulo 3: Justificacion, hipétesis y objetivos

3.1.- Justificacion y pertinencia tematica

La aparicién de enfermedades infecciosas emergentes, especificamente aquellas que
se trasmiten a través de los alimentos [52], implica tomar conciencia sobre los riesgos

potenciales que generan para la salud humana.

En vista de esto, el presente trabajo se focaliza en el estudio del rol ejercido por los
animales excretores de E. coli O157:H7. Entendiendo su rol como vectores de
contaminacion de la carne, mediante mecanismos que son abordados con la pertinencia
adecuada. El objetivo es generar informacién cientificamente valida y aplicable en pro

de la prevencion y en definitiva, de inocuidad de la carne manufacturada.

Como referencia de gestion, pueden citarse a las Buenas Practicas de Manufactura
(BPM), actualmente reunidas en el estandar ISO 22.000 - “Sistemas de gestion de la
inocuidad de los alimentos - Requisitos para cualquier organizacién en la cadena

alimentaria” [75].

Hasta hace solo 2 afios, las medidas de prevencion dirigian el esfuerzo al control en los

frigorificos, como unica medida de lucha contra la E. coli O157:H7.

Actualmente la estrategia ha cambiado, adoptandose una vision sistémica, que aborda
la lucha contra la diseminacién de la bacteria, a través de mecanismos que permitan
prevenir la contaminacidén ambiental, napas y cursos de agua, que a su vez contaminan
hortalizas de hoja. [59,75].

El nuevo concepto mundial habla de una sola salud (one health): Salud Humana — Salud
Animal — Ambiente. (FAO — OIE — WHO) [59]. En este sentido, la enfermedad producida
por STEC es considerada, por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(originalmente Oficina Internacional de Epizootias -OIE-) como una zoonosis bacteriana

de origen alimentario [76].
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Figura 3: Interaccidén e Interrelacion entre Salud Humana — Salud Animal — Salud
Ambiental segin FAO — OIE - WHO

En este sentido, las incumbencias de la carrera y los conocimientos aprendidos en sus
materias, como gestion de la inocuidad en sistemas biolégicos y alimentos, control
estadistico de la calidad, herramientas para la calidad, metodologia de la investigacion,
son instrumentos aplicables, que serviran de insumo para el desarrollo del trabajo de

esta tesis.

Es asi que, ampliando los conocimientos de la dinamica del comportamiento de la E.
coli O157:H7, se contribuira a fundamentar el concepto de una sola salud, donde la

salud animal, salud humana y el ambiente interactian y se interrelacionan [59].

3.2.- Hipotesis

1.- La deteccién de la presencia de animales positivos y su eliminaciéon en etapas
tempranas de la recria, permitiria reducir la incidencia de STEC en animales destinados

a faena.

2.- La prevalencia de STEC en un ciclo de engorde se sostiene con la presencia de

animales que excretan persistentemente a lo largo de todo el periodo.

3.- Factores estresantes, clima, cambios nutricionales, manejo, pueden influir en la

excrecion de STEC.

4.- La presencia de los factores de virulencia, Stx1, Stx2, presentes en las STEC
excretadas por los animales, tienen comportamientos diferentes a lo largo del ciclo de

engorde.

51 | 153



Méd. Vet. Luis Carlos Rhades
Tesis de Maestria en Ing. en Calidad

3.3.- Objetivos

3.3.1.- Objetivo general: finalidad

El objetivo del presente trabajo es determinar el rol de los bovinos, en la trasmisién y
persistencia de la E. coli O157:H7 en los corrales de confinamiento y a campo, durante

la etapa de recria, engorde y terminacion.

3.3.2.- Objetivos especificos

1.- Identificar la presencia de animales excretores de E. coli O157:H7 y sus factores de
virulencia, desde el destete hasta la faena, de bovinos a corral y a campo, en un

establecimiento ganadero de la provincia de La Pampa.

2.- Describir la dinamica de la excrecion individual de la STEC desde el destete hasta el

envio a faena.
3.- Generar aportes para el mejor entendimiento de la mecanica de la contaminacién

con E. coli O157:H7, para contribuir a proyectar estrategias de control que permitan

disminuir su presencia en la carne y sus subproductos.
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Capitulo 4.- Protocolo experimental — Instalaciones, animales y

muestreo

En este capitulo se describe el método experimental y el universo muestral aplicados al
ensayo propuesto, para el seguimiento del comportamiento de excrecion de E. coli
0O157:H7 a lo largo del tiempo, en animales destinados para engorde con destino a

faena.

4.1.- Introduccién

Se utilizaron 120 terneros machos, recién destetados, pertenecientes a la EEA INTA

Anguil.

Se encerraron los animales en 36 corrales de engorde, albergando entre 3 a 4 terneros
por redil, distribuidos por peso. Los animales fueron alimentados utilizando una dieta de

alta energia, con 3 niveles de proteina bruta (PB), 9% - 13% - 18%, durante 84 dias.

Durante la etapa de recria, los animales pastorearon lotes de maiz (Zea mays) y de
centeno (Secale cereale), consociado con triticale (cereal hibrido que procede del
cruzamiento entre trigo, Triticum spp y centeno) durante 130 dias de pastoreo directo a

campo.

Transcurrido ese tiempo, los animales retornan nuevamente a las instalaciones de los
corrales, donde permanecen todos juntos, durante 32 dias, recibiendo una dieta de

acostumbramiento, consistente en heno y avena (Avena sativa) en grano.

Concluido el periodo de acostumbramiento, comienza la etapa de terminacion, en la cual
se encierran a los novillitos en los corrales, guardando la distribucién previamente fijada
al inicio del ensayo. Se los divide en 2 grupos, con dos niveles de suplementacion

proteica, 9,5y 13%.
A partir del 19 de marzo de 2014, mensualmente, durante el periodo de recria, el

pastoreo a campo, hasta la finalizacion de la terminaciéon de los novillos, el 24 de abril

de 2015, se tomaron las muestras, mediante el HMRA, a todos los animales.

53 | 153



Méd. Vet. Luis Carlos Rhades
Tesis de Maestria en Ing. en Calidad

A partir del 12 de enero de 2015, se interrumpié la toma de muestras, por falta de
presupuesto para la compra de los insumos, realizandose el ultimo HMRA el 24 de abril,

previo a la venta de los animales con destino a frigorifico.

Por ultimo, en la planta frigorifica, al finalizar la faena, en la cdmara de oreo, se
realizaron los esponjados de las carcasas, con el propésito de determinar la presencia

de E. coli O157:H7 en las mismas.

Manejo de los animales

Recria Temprana Recria Tardia Acostumbramiento Terminacion
corrales campo corrales
19 marzo — 10 junio 11 junio—-24 25 octubre — 26 27 noviembre — 7 abril
(84 dias) octubre (135 dias) | noviembre (32 dias) (131 dias)

Grano 9-13-18% PB

Pastoreo 9% PB

Heno+avena 9% PB

Heno+grano 9,5-13% PB

21 marzo vacuna

21 octubre vacuna

4 marzo vacuna anti

13 mayo HMRA
10 junio HMRA

10 setiembre HMRA
11 octubre HMR

HMRA

anti aftosa anti aftosa aftosa
24 marzo
castracion
25 marzo mueren 2 6 enero seretiral
animales animal
lzglrgiﬁrHHMNéiA 117;;2;: I\I-/||I5IAI;A 11 noviembre 9 diciembre HMRA

12 enero HMRA
7 abril HMRA

24 abril faena

Tabla 1: Resumen del manejo de los animales durante el periodo de ensayo, desde el ingreso a los corrales

hasta la faena

A continuacién se propone un diagrama de flujo, para permitir visualizar y resumir el

protocolo experimental propuesto para esta tesis.
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Diagrama 1: Diagrama de flujo para la identificacién de muestras positivas.

4.2.- Animales e instalaciones

Para el disefio del ensayo se destinan 120 terneros machos, enteros (sin castrar), de
raza britanica, provenientes del rodeo de la EEA INTA Anguil, destetados los primeros
dias del mes de marzo de 2014. La edad promedio de los animales esta comprendida
entre 4 y 6 meses y un peso promedio de 169 kg, con un valor minimo de 87 kg y 224

kg como valor maximo.
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Todos los animales son identificados mediante el uso de caravanas numeradas en la
oreja izquierda; en el pabellén derecho, botdn numerado de seguridad y caravana de

color, para indicar el nivel de PB de la dieta a los que fueron sometidos.

Se los distribuyeron en bloques por peso en: livianos y pesados. Para lo cual se usaron
36 corrales con 3 0 4 animales en cada uno. Quedando de esta manera 18 corrales para

animales livianos y 18 corrales para los pesados.

Los corrales son rectangulares, de 4 metros de frente, en las caras norte y sur, por 15

metros de profundidad; dispuestos en forma paralela.

Al sur, existe una cortina de arboles, para proteger a los animales de los vientos frios,
disponiendo de una calle, entre los arboles y los corrales, para permitir el paso de la

maquinaria de distribucion del alimento.

Al norte, los corrales dan sobre un pasillo, que permite el movimiento de los animales,
para llevarlos a las instalaciones de manga y balanza, instalada en el extremo oeste de

los mismos.

SUR - Arboleda
Calle

33| 33| 3[3|3[2|2(2|2{2|2{2|2{2)2[{1] {111 1[1]1]1[1
654 3[2(1/0|9(8|7|6|5|43,2|1)0|9|8|7|6|5|4|3|2(1[0

vQ S o3

Pasillo

NORTE

Diagrama 2: Distribucidn de los corrales utilizados para el ensayo
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Foto 1: Distribucion de los corrales. Cortina de arboles, calle y comederos sobre el sur. Pasillo para
movimiento y manejo de los animales al norte. Puede apreciarse el declive del terreno, que permite el
drenaje de los corrales hacia el norte.

Se dispuso la ubicacién de los corrales sobre un terrero con una pendiente del 15%,
orientada de sur a norte, permitiendo el escurrimiento de los corrales hacia el pasillo que

se utiliza para el movimiento de los animales.

La disposicidon de los bebederos es compartida cada dos corrales, comenzando con el
corral N° 1 y N° 2 y asi correlativamente con el N° 3 y N° 4 hasta finalizar con el N° 35 y
N° 36.
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Foto 2: Caravana numerada de identificacion individual, colocada en la oreja izquierda

Los comederos son individuales para cada corral y estan ubicados sobre la calle que da

al sur.

Los animales de cada corral tienen contacto con los de los corrales vecinos, a través del
cerco alambrado de los mismos, comenzando por el corral N° 1, que contacta con el N°

2. EI N° 2 contacta con el N°1 y el N° 3 y asi sucesivamente.

Para disminuir factores estresantes de manejo, como destete y componentes
ambientales, previo a la distribucion de los terneros en los corrales, los animales
permanecieron todos juntos, en el pasillo, utilizado para el movimiento de los mismos,
consumiendo una dieta de acostumbramiento, consistente en heno de alta calidad y
grano, por un lapso de 72 horas. Finalizado ese periodo, el 19 de marzo de 2014, se

procedio a su encierre.
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4.3.- Etapas del ensayo

Al ensayo de lo dividié en cuatro etapas:

Recria a corral con una duracion de 84 dias, desde el 19 de marzo al 10 de junio,

con el objetivo de lograr los 250 kg promedio de peso vivo (PV).

Pastoreo a campo, con una duracién de 135 dias, desde el 11 de junio al 24 de

octubre, con el objetivo de alcanzar 350 kg de PV.

Dieta de acostumbramiento en los corrales: Duracion 32 dias, desde 25 de octubre

al 26 de noviembre.

Terminacion en confinamiento, con una duraciéon de 131 dias, desde el 27 de

noviembre al 7 de abril, con el objetivo de lograr un PV final de 380 kg de promedio.

4.3.1.- Recria a corral

Para la recria temprana a corral se dispusieron tres dietas de alta energia, basada en
harina de soja, grano de maiz y heno de mijo, con un complemento vitaminico y mineral
y un ionosforo modulador de la fermentacién ruminal, con niveles diferentes de proteina

del 9, 13, 18% respectivamente.

De tal manera que dentro de cada grupo quedaron, 6 corrales con nivel bajo de proteina,

6 corrales con nivel medio y 6 corrales con nivel alto.

Los animales se sometieron a un consumo restringido del 2,5 % de su PV en base seca,

para evitar ganancias superiores a 1kg/dia; impidiendo asi el sobre engrasamiento.

A partir del 19 de marzo de 2014 se hacen pesadas mensuales, previo a un desbaste
de 17 horas, ocasion que se hace coincidir con el hisopado de la mucosa recto anal
(HMRA), para tomar las muestras individuales que permitan determinar la presencia de

animales excretores de E. coli O157:H7.

El dia 21 de marzo, los terneros del ensayo fueron vacunados contra fiebre aftosa.
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El dia 24 de marzo, todos los animales fueron castrados por método quirurgico, lo que
provocd, como consecuencia de este acto, la muerte de dos terneros identificados con
el numero 750 y 795.

Foto 3: La disposicion del bebedero, compartido cada dos corrales

4.3.2.- Pastoreo a campo

A partir del 10 de junio de 2014, después de permanecer durante 84 dias en los corrales,
los terneros son sacados del encierre y conducidos, todos juntos, a pastorear lotes de
maiz en grano diferido, rotando en parcelas construidas ad hoc, conforme disponibilidad

visual de forraje.
A partir del 9 de setiembre pasan a pastorear lotes encafados de centeno vy ftriticale,
hasta su reingreso a los corrales, o que acontece el dia 24 de octubre; sumando 135

dias de pastoreo a campo.

El dia 21 de octubre, todos los terneros del ensayo fueron vacunados nuevamente

contra fiebre aftosa.
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4.3.3.- Dieta de acostumbramiento en los corrales

En los corrales reciben una dieta de acostumbramiento, consistente en heno (rollo) en

pie a discrecion y grano de avena desde el 25 de octubre hasta el 26 de noviembre.

4.3.4.- Terminacion en confinamiento

A partir del 26 de noviembre se le agrega maiz al consumo de avena, para formular dos
dietas de terminacion, con 9,5% y 13% de PB, con un consumo restringido del 2,6 % del
PV, distribuyendo nuevamente a los animales en los corrales, guardando la distribucion
previamente fijada al inicio del ensayo. El 12 de enero de 2015 se realiza el ultimo HMRA
de los novillos, en la etapa final de engorde, con peso promedio de 380 kg,
posponiéndose, por razones presupuestarias, la realizacion del HMRA final, previo a la

venta de los animales, lo que acontecié el 7 de abril de 2015.

Foto 4: Caravana colocada en el pabellon derecho, para identificar el nivel de PB de la dieta a los que
fueron sometidos los animales

El dia 4 de marzo, la totalidad de los novillos del ensayo son vacunados nuevamente
contra fiebre aftosa. Los animales son cargados el 23 de abril por la madrugada y

transportados a la planta frigorifica, para ser faenados al dia siguiente.
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RECRIA (corrales)
19 mar-10jun | 9% PB
19 mar-10jun | 13 % PB
19 mar-10jun | 18 % PB
PASTOREO CAMPO
25 oct-24 oct | Maiz — centeno — triticale = 9% PB
ACOSTUMBRAMIENTO
25 oct—26 nov | Heno + avena = 9% PB
TERMINACION (corrales)
27 nov- 15 abr | Heno + avena + maiz=9,5 % PB
27 nov- 15 abr | Heno + avena + maiz =13 % PB

Tabla 2: Factores de alimentacion de acuerdo a las dietas de recria,
pastoreo a campo y terminacion
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Capitulo 5.- Materiales y Métodos

5.-1.- Introduccion

En este capitulo se describen, en primer término, la preparacion de los insumos y
materiales, utilizados para la realizacion del HMRA en los animales y los materiales y
métodos para llevar adelante las pruebas de aislamiento e identificacion de la E. coli

0157:H7 y sus factores de toxicidad.

5.2.- Materiales

5.2.1.- Preparacion del caldo de enriquecimiento tripticasa soja (TSB)

Los caldos de enriquecimiento son utilizados para recuperar microorganismos
patégenos, a partir de muestras donde hay una elevada concentracion de
microorganismos comensales. Estos son inhibidos en el caldo de enriquecimiento
selectivo, permitiendo que células bacterianas de STEC 0157 entren en fase logaritmica
de crecimiento, pudiendo competir mejor por su supervivencia [113,116], para su

posterior procesamiento en el laboratorio.

El caldo se prepara en un Erlenmeyer de 2 litros, al que se le agregan 30 g de TSB
(Oxoid Cod: CM0129B), previo pesado en balanza de precision y se debe completar a
1 litro con agua destilada ultra pura, calentado luego en un mechero bunsen hasta

hervor.

Luego se lleva a autoclave durante 20 minutos a 1 atmadsfera. Una vez frio, en la cabina
de bioseguridad, previa reconstitucion de cada frasco ampolla, se agregan al medio, 2
viales de 3,00 mg de vancomicina (Oxoid Cod. SRO186E) y 2 viales de 1,25 mg de
telurito de potasio y 0,025 mg de cefixima (Oxoid SRO172E), con el propdsito de reducir
el nivel de la flora comensal. Por ultimo, se fracciona a razén de 5 ml en viales y se

conserva refrigerado hasta el momento del HMRA.
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5.2.2.- Preparacion de la Soluciéon Salina Amortiguada por Fosfatos (PBS) +

Polioxietileno monolaurato de sorbitan 20 (Tween 20)

La Solucion Salina Amortiguada por Fosfatos o Phosphate Buffered Saline (PBS) por
sus siglas en inglés, constituye una soluciéon tampén o buffer, amortiguadora de pH,
empleada para procedimientos bioquimicos, ya que por su concentracion de iones (Cl-
, Na+ y K+) es muy semejante a la del liquido extracelular de los mamiferos y su pH es
de 7.4.

La concentracion de iones es isotdnica, es decir, la concentracién de soluto es igual a
la intracelular, por lo que no es téxica para las células y se la emplea en el cultivo y el

lavado de las mismas.

Es una solucién acuosa salina, que contiene Cl Na, CI K, con el agregado de reguladores
de pH, sodio fosfato dibasico anhidro (Na;HPQO,4) y potasio monobasico anhidro

(PO4KH), con el agregado de cantidad suficiente de agua destilada pura.

El polioxietileno monolaurato de sorbitan 20 (Tween 20) se agrega como un tensioactivo

no iénico, para emulsionar y estabilizar la solucion [115].

El PBS tween se prepara en un Erlenmeyer conteniendo 1 litro de agua bidestilada, a la
que se le agregan 2 g de PO4KHy; 11.5 g de Na,HPO4; 2 g de CIK'y 80 g de CINa [114].

Luego, cada 200 ml de PBS se le deben agregan 100 pl de tween 20, con pipeta
calibrada. La solucion una vez preparada, se acondiciona y se lleva a autoclave por 20
minutos a 1 atmosfera. Una vez fria la solucion, se debe guardar refrigerada, hasta su

posterior utilizacion.

5.2.3.- Preparacion de Agar Mac Conkey Sorbitol + suplemento de Cefixima
Telurito de Potasio (SMACct)+ Suplemento MUG

Todas las cepas EHEC aisladas de pacientes con SUH son incapaces de fermentar el
sorbitol (Mach y Ratnam, 1986) por lo que, para realizar el primer aislamiento, se utiliza
Agar Sorbitol — McConkey, ya que permite seleccionar rapidamente las colonias no
fermentadoras de este azucar, que aparecen de color blanco pajizo), permitiendo

descartar al resto.
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El medio Agar Sorbitol — McConkey se complementa con el agregado del suplemento
de Cefixima Telurito de Potasio (SMACct) y el suplemento MUG (4-metilumbeliferil-beta-

D-glucuronido).

Para prepararlo, se vierten en un Erlenmeyer, 2 litros de agua estéril y pura, a la que se
agregan 103 g de agar Mac Conkey (Oxoid Cod: CM0115B). Luego se calienta en
mechero bunsen y se revuelve hasta la disolucion del agar, lo que acontece, cuando se

aclara el color, pasando de rojo intenso a rosado palido.

Concluido este paso, se reconstituyen 2 viales de 50 mg de suplemento MUG (Oxoid
Cod: BROO71E) y se agregan al agar, antes de llevar a esterilizar en autoclave durante

20 minutos a 1 atmodsfera.

El suplemento MUG reacciona frente al crecimiento de colonias no pertenecientes a las
cepas de E. coli 0157, que lo metabolizan, provocando luminiscencia fluorescente, color

celeste turquesa, cuando las placas de Petri son sometidas a un haz de LUV.

Transcurrido el proceso de esterilizacién, se lleva el agar a la sala de plaqueo y se deja

enfriar a 50°C.

Luego, se agregan 2 viales de 1,25 mg de telurito de potasio y 0,025 mg de cefixima
(Oxoid SRO172E), con el propdsito de reducir selectivamente el nivel de la microbiota
de competencia, en particular Proteus spp., que representan un gran numero de

bacterias que no fermentan al sorbitol.

Posteriormente se procede al llenado de las placas de Petri, agregando 20 ml de

SMACcr, mediante el uso de una bomba dosificadora peristaltica.

Una vez frias, se conservan en heladera a 4°C, hasta su utilizacion.

El suplemento MUG reacciona frene al crecimiento de colonias no pertenecientes a las
cepas de E. coli 0157, que lo metabolizan, provocando luminiscencia fluorescente de

color celeste turquesa, cuando las placas de Petri son sometidas a un haz de LUV. De

esta manera se agiliza la identificacion de las colonias de E. coli O157.
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5.2.4.- Preparacion de Agar Mac Conkey

Este medio se prepara mezclando 50g del polvo de Agar Mac Conkey (Britania Codigo
B0211406) en un litro de agua destilada pura, contenido en un Erlenmayer con 2 | de

capacidad.

El siguiente paso consiste en calentar la mezcla hasta el hervor, para disolver el polvo.

Posteriormente se lleva a autoclave durante 20 minutos a 1 atmdsfera, para esterilizar.

Por ultimo se procede a plaquear el Agar Mac Conkey mediante el uso de una bomba

dosificadora peristaltica, llenando cada placa con 20 ml de agar.

Una vez frias, se conservan en heladera a 4°C, hasta su utilizacion.

5.2.5.- Preparacion del caldo de enriquecimiento modificado (TSBm + 8 mg

novobiocina)

El caldo de enriquecimiento tripticasa soja, modificado con 8 mg de novobiocina, se lo
utiliza para recuperar microorganismos patdégenos, que se encuentran en muy bajo
namero, a partir de muestras de alimento, donde hay una elevada concentracién de

microorganismos comensales Gram positivos.

Estos son inhibidos en el caldo de enriquecimiento selectivo, permitiendo que células
bacterianas de STEC 0157 entren en fase logaritmica de crecimiento, pudiendo

competir mejor por su supervivencia [116].

El caldo se prepara midiendo en una probeta calibrada, 1 litro de agua destilada ultra
pura y se vierte en un Erlenmeyer de 2 litros, a la que se le agregan 30 g de TSB (Oxoid
Cod: CM0129B) previo pesado en balanza de precision y calentado en un mechero

bunsen hasta hervor, para disolver.
Luego se lleva a autoclave durante 20 minutos a 1 atmaésfera. Una vez frio, en la cabina

de bioseguridad, previa reconstituciéon de cada frasco ampolla, se agregan al medio 8,00

mg de novobiocina (Oxoid Code: SR0181 - Novobiocin selective supplement) y 2 viales
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de 1,25 mg de telurito de potasio y 0,025 mg de cefixima (Oxoid SRO172E), con el

propésito de reducir el nivel de la microbiota de competencia [117].

El caldo debe conservarse refrigerado hasta el momento de su utilizacién.

5.2.6.- Preparacion del caldo de enriquecimiento de agua peptonada (CEAP)

Este es un medio de enriquecimiento no selectivo usado como diluyente, para el

enriquecimiento bacteriano, a partir de alimentos y otros materiales de interés sanitario.

Es recomendado para ser utilizado en lugar de solucion fisiolégica, para recuperar
células de enterobacterias dafiadas por procesos fisicoquimicos, a los que ha sido
sometido el alimento [118], en el cual la peptona proporciona nutrientes necesarios para

el desarrollo microbiano y el cloruro de sodio mantiene el balance osmatico [119].

El caldo se prepara midiendo en una probeta calibrada, 1 litro de agua destilada ultra
pura y se vierte en un Erlenmeyer de 2 litros, a la que se le agregan 10 g de Peptona
carne (Britania, Codigo B0215205) y 5 g de cloruro de sodio (Britania, Cddigo

B0215206), previo pesado en balanza de precision.

El paso siguiente consiste en mezclar el preparado, calentado en un mechero bunsen

hasta ebullicién, durante 1 minuto, para disolver.

Luego se esteriliza en autoclave a 121°C a 1 atmosfera, durante 15 minutos.

Una vez frio, se debe almacenar con un pH final de 7,2 +- 0,2, refrigerado.

5.2.7.- Esponjas de poliuretano

Para la toma de las muestras de las medias reses, en la camara de oreo de la planta
frigorifica, se acondicionan esponjas de poliuretano de alta absorcion, de 4 por 4 cm por

2 cm, las que se esterilizan en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

En camara de bioseguridad se acondicionan las esponjas, embebiéndolas con 10 ml de

caldo de enriquecimiento de agua peptonada, para hidratarlas y se las coloca en bolsas
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de Stomacher, bolsas de polietileno estériles por radiacion, (Deltalab Cédigo: PLA-

00030), dispuestas para el esponjado de las carcasas.

Las mismas se mantienen refrigeradas, hasta el momento de la toma de las muestras.

5.3.- Métodos

En el bovino, la EHEC 0157 tiene la capacidad de colonizar la regién terminal del tracto
gastrointestinal, en los ultimos centimetros del recto, [17]. Esta ubicacién permite,
mediante la utilizacion de un hisopo estéril, recolectar muestras de materia fecal, para

su posterior aislamiento.

5.3.1.- Toma de muestras de la Mucosa Recto — Anal (MRA):

Las muestras se tomaron inmovilizando a los terneros en la manga. Se procedio a

realizar hisopados individuales de la mucosa recto anal (MRA), introduciendo un hisopo,

aproximadamente 2 a 5 cm dentro del ano, realizando un movimiento circular,

abarcando el perimetro de la juntura recto-anal (RA).
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Foto 5: Hisopado de la mucosa recto anal

Luego, cada hisopo se coloco en viales conteniendo 5 ml de medio de cultivo de caldo

tripticasa soja (TSB), suplementado con vancomicina, cefixima y telurito de potasio.

Una vez terminado el HMRA, las muestras son llevadas al laboratorio, donde son

incubadas en estufa a 37°C durante 18 horas.

Transcurrido ese tiempo, se precedié a la separacion inmunomagnética (SIM) de las

cepas de E. coli contenidas en el caldo.

5.3.1.1.- Separacion inmunomagnética de E coli 0157 (SIM)

5.3.1.1.2.- Fundamento

Las perlas anti — E. coli (Dynabeads® MAX E. anti — E. coli O157; Catalog N° A10714

and A10715 - Version A DYNAL MPC®-M, Noruega) estan disefiadas para realizar una
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separacion selectiva de E. coli O157, directamente de muestras enriquecidas en el

medio TSB, usando la separaciéon inmunomagnética.

Las perlas anti E. coli O157 son pequefas esferas microscépicas de polyestyreno,
mezcladas con oxido de hierro paramagnético, recubiertas con anticuerpos purificados
anti E. coli 0157.

Las perlas se preparan incubandolas en una muestra pre enriquecida, para que los
anticuerpos especificos contra E. coli 0157 se adosen a la superficie de las perlas, de
manera tal, que permitan la unién antigeno — anticuerpo, agrupando a las cepas de E.
coli 0157 del cultivo.

Este complejo perla — bacteria se separa luego del resto de la mezcla, aplicando al

cultivo un campo magnético.

De esta manera, las E. coli O157 patégenas y no patégenas quedan adheridas a las

micro perlas, separando asi, rapidamente a las bacterias del medio inicial.

Este procedimiento es utilizado para hacer una primera separacion selectiva de las E.
coli 0157 de las muestras obtenidas por el HMRA, contenidas en el medio de cultivo
TSB.

5.3.1.1.3.- Procedimiento

El primer paso consiste en resuspender las perlas anti E. coli en vortex (agitador
mecanico), poniendo posteriormente, con pipeta calibrada, 20ul de la suspensién de

perlas anti — E. coli en tubos tipo Eppendorf.

Luego, a cada tubo Eppendorf se le vierte 1 ml de caldo de enriquecimiento TSB,

cultivado durante 18 horas a 37° C, conteniendo los hisopos del HMRA.

Se cierran los tubos y se llevan a un agitador suave, a temperatura ambiente, durante

15 minutos.

Cumplido el tiempo de agitacién, se insertan los tubos en una placa concentradora de
particulas (PCP) (Dynal MPC®-S Biotec - Magnetic Particle Concentrator for
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Microcentrifuge Tubes — Pro. N° 120.20), a la que se le agrega en la parte posterior, la
placa magnética, durante 5 minutos, para que las micro perlas que contienen el complejo

antigeno — anticuerpo de E. coli, quedan adheridas a la pared del tubo Eppendorf.

Transcurridos los primeros cinco minutos del proceso, se vuelca cuidadosamente el
contenido de los tubos Eppendorf y se le agrega a cada tubo, 1 ml de soluciéon tampén
de lavado PBS — Tween 20.

Se quita la placa magnética y se invierte la PCP 5 veces y se repite nuevamente el

procedimiento.

Esta operatoria se reitera 3 veces, con el objeto de eliminar otras bacterias
contaminantes, hasta que al final de la tercer operatoria, se vuelca el sobrenadante y se
re suspende el pellet adherido a la pared de cada tubo en 100 pl de tampdn de lavado
PBS — Tween 20.

5.3.1.2.- Cultivo selectivo de Escherichia coli 0157

Después del ultimo paso de la SIM, se toman 50 ul de la suspension, con una pipeta
calibrada y se la esparce en un cuadrante de una placa de Petri, conteniendo Agar Mac
Conkey Sorbitol + cefixima telurito + suplemento MUG (SMACcr).

Para desarmar los complejos de las inmunoperlas — E. coli, se siembra inmediatamente

con un ansa en el resto de los cuadrantes de la placa.

Una vez terminada la siembra de todas muestras, las placas se incuban a 35 — 37°C por
18 — 20 horas.

Las cepas EHEC incapaces de fermentar el sorbitol, generan colonias amarillo pajizo
(Mach y Ratnam, 1986), por lo que, con la utilizacion de Agar Sorbitol — McConkey
Sorbitol + cefixima telurito + suplemento MUG (SMACcr), se logra seleccionar

rapidamente las colonias de E. coli O157:H7, que no fermentan de este azucar.

En cambio las colonias no pertenecientes a cepas de E. coli O157:H7 metabolizan al
sorbitol y al suplemento MUG contenido, generando el crecimiento de colonias color rojo

intenso, con fuerte luminiscencia fluorescente color celeste turquesa alrededor de ellas.
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Esto facilita la seleccion de las colonias E. coli O157:H7, para la posterior confirmacion,

a través de la prueba de aglutinacion.

5.3.1.3.- Prueba de aglutinacién de latex para la identificacion de la E. coli
0157:H7

Para confirmar el aislamiento de E. coli O157:H7 de las colonias amarillo pajizo, que
durante su crecimiento, no fermentaron al sorbitol y no metabolizaron al MUG, se utiliza
la prueba de aglutinacion, que es un método basado en la reaccion de los anticuerpos
anti O157:H7 (Latex Test Kit (Oxoid,Cod: DR0620) con los antigenos presentes en las

cepas aisladas.

Previo a la rutina de diagndstico, se retiran los reactivos del Kit de la heladera y se los
lleva a temperatura ambiente. Luego se agitan los frascos provistos por el Kit y se
procede a chequear el correcto funcionamiento de los reactivos, mediante las pruebas

de control, suministradas por el fabricante.

Con un ansa, se recoge una porcion de la colonia a identificar, depositandola sobre el

borde de uno de los circulos de las tarjetas de reaccién, provistas por el Kit.

Cuidadosamente se dispensa una gota del reactivo y posteriormente, con movimientos
circulares, se mezcla la muestra con un ansa, asegurandose de extenderla hasta cubrir

la mayor parte del area de reaccion.

Para finalizar, se somete a la tarjeta a movimientos circulares, observando si se produce
la aglutinacién, la que debe ocurrir en el término de un minuto. Si aglutina, se observa
un granulado celeste oscuro en un medio liquido traslucido. Esto indica la presencia de
E. coli O157.

Si no se da la aglutinacién, debe interpretarse como resultado negativo e indica ausencia

de E. coli O157:H7. En este caso, se procede a probar con otra colonia de la misma

placa, antes de descartarla.
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5.3.1.4- Congelacién y conservacion

Una vez identificadas las cepas de E. coli O157:H7, se las repica en medio Agar Mac
Conkey (Britania Cadigo B0211406) y se las lleva a estufa, para su cultivo, a 35° — 37°C
por 18 — 20 horas.

Al finalizar el tiempo de incubacién, se procede al acondicionamiento de las cepas en
tubos crioviales (Cryoinstant - Delta Lab Cod. 409113/1), para su almacenamiento y
conservacion a —74°C, hasta la posterior extraccién de ADN de la E. coli O157:H7, para

la caracterizacion genética de las cepas, por prueba de PCR.

Para ello se procede a tomar con ansa, una muestra de la placa de Agar Mac Conkey,
conteniendo el crecimiento de las colonias; introduciéndola en un tubo criovial,
(Crioperlas Cryoinstant™, Instrumentacion Cientifica Técnica, S.L.) que es un sistema
estéril de conservacion de cepas microbioldgicas, consistente en un criovial de 2 ml,
conteniendo 25 crioperlas de vidrio tratadas con crioprotectores que actuan como

conservante.

Posteriormente, con el criovial cerrado, se agita con vortex, para homogeneizar la

muestra.

Por ultimo, con pipeta Pasteur, se elimina el medio de suspension, se rotula el tubo y se

lleva a heladera a -74°C.

5.3.2.- Esponjado de medias reses en camara de oreo

En el frigorifico se realiz6 el seguimiento de la faena, acompafando el procesamiento
de los novillos, desde el cajon de noqueo (insensibilizacion ante mortem) hasta la
camara de oreo, (sala refrigerada, destinada a la maduracién de la carne), lugar donde
se extraen las muestras, mediante esponjado de la superficie de las medias reses
faenadas, para verificar la posible contaminacién de las carcasas con E. coli O157:H7,

durante la faena.
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5.3.2.1.- Toma de muestras

En la cAmara de oreo se procede a invertir las bolsas Stomacher, conteniendo las
esponjas embebidas en CEAP, para frotar la superficie de la zona perianal, gluteo,
cuello, flanco, pecho y zona de corte del raquis de las carcasas [102].

Una vez terminado el procedimiento, se reintroduce la esponja en la bolsa y se procede

a su cerrado.

En el laboratorio, a cada bolsa conteniendo las esponjas, se le agregan 100 ml de caldo
de enriquecimiento modificado (TSBm + 8 mg novobiocina/l) y se las vuelve a cerrar.
Concluido este procedimiento, las bolsas se cultivan en estufa a 42° C durante 18 a 20

horas.

Concluido el tiempo de incubacién, se procesa a cada una de las muestras, como a las
del HMRA.

5.3.3.- Prueba de validacion de las cepas aisladas

Para control, se repican nuevamente, todas las cepas congeladas hasta ese momento,
en Agar Mac Conkey Sorbitol + suplemento de cefixima telurito de potasio (SMACcr)+
suplemento MUG (Oxoid Cod: CM0115B).

Las cepas que no metabolizaron el sorbitol y el MUG y generaron colonias amarillo
pajizo, después de 18 horas de cultivo a 37°C, se vuelven a someter a la prueba de
aglutinacion en placa para E. coli 0157 (Latex Test Kit Oxoid,Cod: DR0620).

Las cepas que aglutinan, confirmando la presencia de E. coli O157:H7, se repican en
Agar Mac Conkey (Britania Cédigo B0211406) y se cultivan durante 18 a 20 horas a
37°C. Al finalizar el tiempo de incubacion de las cepas de E. coli O157:H7, se
acondicionan en tubos crioviales, para su almacenamiento y conservacién, a —74°C,
hasta la extraccion de ADN de la E. coli O157:H7 y caracterizacion genética de cepas

por prueba de PCR.
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5.3.4.- Extraccion de ADN

Una vez finalizado el ensayo se toman todas las cepas aisladas (mantenidas a -74°C) y
se las cultiva en Agar Mac Conkey (Britania Coédigo B0211406) a 35° — 37°C por 18 —
20 horas. Luego se toma con ansa de cada cultivo una muestra y se procede a su
dilucion en PBS para luego realizar la extraccion de ADN. El material asi obtenido es
utilizado posteriormente para caracterizar las cepas patdégenas a través de los perfiles
antigénicos. [1,2,3,14,15]

5.3.4.1.- Método para la extraccion de ADN

A continuacion, en el diagrama 2, mediante un flujo lineal, se detalla la metodologia para
la extraccion de ADN de las cepas de E. coli O157:H7, utilizando un kit comercial
especifico, (DNeasy® Blood & Tissue Handbook — Dneasy Blood & Tissue Kit), de las

muestras previamente congeladas, al finalizar el proceso de aislamiento e identificacion.
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EXTRACCION DE ADN

Extraccion del ADN de las cepas de E. coli 0157:H7 de las muestras previamente congeladas, utilizando
un kit comercial especifico, el (DNeasy® Blood & Tissue Handbook - DNeasy Blood & Tissue Kit).

PRIMER PASO
Re-suspender, en un tubo, la muestra de E. coli 0157:H7 en 200 ul de PBS, con el agregado de 20 ul de

proteinasa K, cuya funcién es facilitar la lisis y degradacion de las proteinas bacterianas, para obtener
una muestra mucho mas pura.

SEGUNDO PASO
Finalizado el paso inicial, se agregan 200 ul de Buffer AL (provisto por el Kit) y se agita con vortex, para
llevar luego a estufa a 562C durante 10 minutos.

TERCER PASO

Transcurridos los 10 minutos, se agregan 200 pl de etanol (96-100%) y se lleva el tubo a vortex para
agitacion. Se pipetea el contenido del preparado obtenido en el paso anterior y se lo deposita en la
columna (DNeasy Mini spin column) provisto por el kit y se la inserta la columna en un tubo de
depdsito de 2 ml.

CUARTO PASO

Acto seguido, se lleva a centrifuga a 8.000 rpm, durante 1 minuto y se descarta el filtrado y el tubo de
recogida, conservando la columna (DNeasy Mini spin column), la que se introduce en un nuevo tubo de
coleccion de 2 ml, al que se le agrega 500 pl del Buffer AW1.

QUINTO PASO

Luego, el tubo se centrifuga, durante un minuto a 8.000 rpm. Una vez transcurrido el tiempo de
centrifugacion, se vuelve a descartar el filtrado y el tubo de recoleccidn.

SEXTO PASO

La columna (DNeasy Mini spin column) se introduce en un nuevo tubo de coleccion de 2 mly se le
agrega 500 ul del Buffer AW2. Se lleva a centrifuga durante 3 minutos a 14.000 rpm.

SEPTIMO PASO

Finalizado este paso, se descarta el filtrado y el tubo de recoleccion. La columna (DNeasy Mini spin
column) se transfiere a un nuevo tubo de 2 ml para micro centrifugacion.

OCTAVO PASO
Seguidamente se enjuaga la disolucién de ADN, agregando 200 pl del Buffer AE, en el centro de la
membrana de la columna (DNeasy Mini spin column).

NOVENO PASO

Una vez concluido este paso, se incuba a temperatura ambiente (15 — 202C) durante 1 minuto y luego
se centrifuga durante 1 minuto a 8.000 rpm.

DECIMO PASO
Por ultimo se descarta la columna (DNeasy Mini spin column) y el eluido logrado en el Ultimo paso,
después de la centrifugacion, se lleva a freezer a - 42C.

Diagrama 3: Flujo lineal, detallando la metodologia para la extraccion de ADN de las cepas de E. coli
0157:H7, utilizando el DNeasy® Blood & Tissue Handbook - DNeasy Blood & Tissue Kit.
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5.4.- PCR reaccion en cadena de la polimerasa

5.4.1.- PCR Multiplex para la deteccién de E. coli O157:H7 eae, Stx1, Stx2, fbO157
Se utilizé una reaccion de PCR que permite detectar los genes de la regién constante
de Intimina (eae), de las Stx1 y Stx2 y del responsable de la sintesis del antigeno O

(rfbO1s7), utilizando un termociclador MyCycler®.

La amplificacion selectiva de las secuencias especificas de ADN bacteriano es realizada

en un volumen final de 50 pl (Tabla N° 1), la cual contiene:

Componente Concentracion Volumen
Templado ADN - 2,5yl
Buffer Taq 1X 2,5l (de una solucion10X)
MgCl2 2mM 1ul (de 50mM)
DNTPs 0,2mM (de cada uno) 0,5ul (de 10mM)
Primer EAE-1 30 pmol 0,75ul (de 20uM)
Primer EAE-2 30 pmol 0,75ul (de 20uM)
Primer vt1-a 30 pmol 0,75ul (de 20uM)
Primer vt1-b 30 pmol 0,75l (de 20uM)
Primer vt2-a 30 pmol 0,75pl (de 20uM)
Primer vt2-b 30 pmol 0,75l (de 20uM)
Primer O157R 30 pmol 0,75l (de 20uM)
Primer O157F 30 pmol 0,75l (de 20uM)
Taq 1,25U 0,125pl (de 5U/ul)
H20 - 11,375ul

25pl

Tabla 2: Componentes para la amplificacion selectiva de las secuencias especificas de ADN
bacteriano dispuestas en un volumen final de 50 pl

Como control se utilizé el ADN templado de cepa E. coli O157:H7 EDL933, provista por

Instituto de Biotecnologia del INTA Castelar.

Las condiciones de amplificacién para la PCR fueron a 94°C por 2 minutos, para producir
la desnaturalizacion inicial; seguida de 60 segundos a 94°C; continuando con 60

segundos a 57°C; terminando con 60 segundos a 72°C por 30 ciclos. [32,33].

Posteriormente los productos amplificados fueron visualizados en un medio gel de
agarosa al 2%, con el agregado de 5 pg/ml del colorante fluorescente intercalante

bromuro de etidio; utilizando 10 pl de la mezcla.

El tiempo de electroforesis a las que fueron expuestas las muestras fue de 60 minutos
a 130V.
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Los fragmentos amplificados de tamano especifico son visualizados posteriormente

utilizando luz ultravioleta (LUV).

Primer Secuencia 5'-3’ Amplicon Condiciones Referencia
(pb)

EAE-1 GGAACGGCAGAGGTTAATCTGCAG 345 Blanco 2004

EAE-2 GGCGCTCATCATAGTCTTTC

Vt1-a CAGTTAATGTGGTGGCGAAG _ Olsvik 1993

Vti-b CTGCTAATAGTTCTGCGCATC 894 é’(‘)‘ 305722 %OC'SC";)Z ?‘é °g(')

Vi2-a CTTCGGTATCCTATTCCCGG ' s (3'0 i clé)s) '

Vi2-b GGATGCATCTCTGGTCATTG 478

O157F CGGACATCCATGTGATATGG 258 Paton 1998

0O157R TTGCCTATGTACAGCTAATCC

Tabla 3: Primers a utilizar con la secuencia de nucleétidos de factores de virulencia de E. coli 0157:H7
(Invitrogen, EEUU) para amplificacién del ADN en la prueba PCR multiplex [160,161,162].

5.5.- Toma de datos

Para poder determinar los posibles factores climaticos que pueden predisponer la
excrecion de E. Coli O157:H7 en los animales del estudio, se accedié a los datos del
registro diario de la Estacion Meteorolégica (E. M.) de la E.E.A INTA Anguil, de donde
se extrae informacion sobre temperatura y precipitaciones, desde el inicio del ensayo

hasta el momento de la faena.

Se tomaron los registros de las temperaturas, alas 01 hs — 06 hs - 08 hs — 10 hs, durante

los 15 dias previos a cada HMRA.

Se calculd el promedio y se buscé el rango de las temperaturas maximas y minimas en

cada periodo de tiempo.

Se obtuvieron los registros de las precipitaciones, 15 dias previos al HMRA. Analizando
los datos, se calcularon las lluvias acumuladas que incidian previamente a la fecha de

los muestreos.

Para poder determinar los posibles factores nutricionales que pueden predisponer la
excrecion de E. Coli O157:H7, se registro la composicion de las dietas de la recria y de
terminacion y la identificacién de los animales que fueron sometidos a cada una de ellas.
Concomitantemente, se registraron los eventos de manejo que tuvieron efectos
estresantes sobre los animales, como cambios de dieta, fechas de castracion y de

vacunacion.
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5.6.- Analisis estadistico

La relacién entre la excrecién de STEC vy la portacién de los genes que codifican los
factores de virulencia, Stx1, Stx2 y sus variantes con los factores ambientales, la
temperatura maxima, minima y media; las precipitaciones se modelaron con una
regresion Poisson. Esta es una forma del modelo lineal generalizado, en el que se
asume que la variable respuesta tiene una distribucion Poisson y el logaritmo de su valor
esperado puede ser modelado por una combinacién lineal de variables con parametros
(coeficientes ) desconocidos, que se estiman por métodos numéricos. Se uso el
procedimiento GENMOD de SAS, version 9.2 (Pedan, 2001) para ajustar modelos
completos y reducidos con las distintas variables, eliminando aquellas que no aportaban

significativamente al modelo [131,132].

La relacién del peso de los animales, divididos en livianos y pesados, los distintos tipos
de alimentacion, recria, pastoreo a campo, terminacién y la composicion de la dieta, en
los distintos momentos del ensayo, con la excrecion de STEC y la presencia de los
factores de virulencia, se analiz6 mediante tablas de contingencia y pruebas de Chi
cuadrado [131,132].

Se calcularon los intervalos de confianza para las distintas condiciones de manejo y su

relacion con la excrecién de STEC y la presencia de los factores de virulencia [131,132].
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Capitulo 6: Resultados

6.1.- Introduccion

En el presente capitulo se consignan los aislamientos de STEC en los animales
muestreados y se exponen los resultados de las pruebas de diagnéstico para la
deteccion e identificacion de los genes de la region constante de intimina (eae), el gen
rfbO1s7, responsable de la sintesis del antigeno somatico O y de los genes que codifican
las citotoxinas Shiga (Stx1, Stx2 y Stx1-Stx2) portados por la STEC, durante los periodos

de recria, pastoreo a campo y terminacion.

Se relevaron y consignaron los registros climaticos (temperatura y precipitaciones) y los

factores de manejo (castracion, vacunaciones y alimentacion).
Se clasificaron a los animales por etapa de engorde, peso y tipo de dieta recibida.

Se presentan los resultados, relacionando la cantidad de animales excretores de STEC
vinculados con posibles factores predisponentes, como variables climaticas ligadas a

las lluvias y la temperatura ambiente.

Se busca relacionar también el factor cronolégico, analizando los patrones de excrecion
de STEC, de acuerdo a la edad y el peso, segun el momento del afio y/o la etapa de

engorde.

Se analiza la asociacién entre la composicion de las distintas dietas a las que fueron
sometidos los animales, durante el periodo de engorde, con la excrecién STEC vy la

presencia de Stx.

Se relacionaron los factores climaticos como posibles factores predisponentes de la

presencia de las Stx en las STEC excretadas por los animales.
Por otro lado, se indago sobre los efectos del estrés emergente, como consecuencia del

ingreso a los corrales, la castracion y las vacunaciones y los cambios de dieta, como

posibles responsables de la excrecién de STEC y la presencia de Stx.
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6.2.- Excrecion de STEC

En la tabla 5 se advierte que del total de animales muestreados, 73/120 (60,83%) fueron
identificados como excretores de STEC, de los cuales, 60 excretaron en una sola

oportunidad, durante la duracién del ensayo.

Animales excretores de STEC

Animales (+) hasta 1 vez 60 82,19%

Animales (+) hasta 2 veces | 12 16,44 %

Animales (+) hasta 3 veces 1 1,37 %

Total 73 100%

Tabla 5: Distribucién de la cantidad de animales de acuerdo al nimero de excreciones en el tiempo

Durante el mismo periodo, solamente 12 terneros excretaron STEC dos veces. Entre

ellos, unicamente 2, lo hicieron en forma consecutiva.

Solamente 1 animal, fue individualizado excretando STEC en tres oportunidades, dos

de las cuales en forma consecutiva.

En el grafico 1 se puede apreciar la secuencia de la eliminacion de STEC a lo largo del

ciclo de engorde de los animales.

A partir del mes de marzo, cuando se realiza el primer HMRA (10,83% de prevalencia),
hasta el mes de julio (0,84%), se percibe un decrecimiento mensual en la excrecion de
STEC. Durante este periodo, los terneros se encontraban en los corrales, consumiendo

la dieta de recria.

Por falta de presupuesto para la compra de insumos, los HMRA del mes de agosto no

se pudieron realizar.

En el mes de setiembre, cuando los animales se encontraban pastoreando en el campo,
se observé un incremento significativo en la eliminacion de STEC (15,25 % de
prevalencia), manteniéndose hasta noviembre (15,25%), dejando constancia que, por
los mismos motivos que en el mes de agosto, en octubre no se pudieron realizar los

trabajos de diagnostico.

81 | 153



Méd. Vet. Luis Carlos Rhades
Tesis de Maestria en Ing. en Calidad

Después de las altas prevalencias registradas en setiembre y noviembre, los animales
son introducidos nuevamente a los corrales de encierre, conservando su distribucion
original, observandose una disminucion en la excrecion de STEC hasta el mes de enero
de 2015 (0,85%).

Los trabajos de diagnéstico previstos para el mes de febrero y marzo también fueron

suspendidos por problemas presupuestarios.

En el dltimo HMRA, realizado en abril de 2015 (5,08%), previo a remitir los novillos al

frigorifico, puede verse un incremento en la excrecion de STEC.
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Gréfico 1: Secuencia de la eliminacion de STEC de los animales excretores, por fecha de HMRA, a lo largo
del ciclo de engorde.

Acorde a la evaluacién de los resultados del ensayo y al andlisis de los datos obtenidos,
se determind que durante el desarrollo del mismo, las pruebas diagndsticas revelaron
un nivel variable de animales excretando STEC desde el inicio del encierre, hasta el

ultimo muestreo.
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6.3.- Presencia de Shiga toxinas

Se constaté que el 100% de los animales identificados como excretores de STEC,
portaban el gen eae de la region constante de Intimina y el gen rfbO4s7, responsable de
la sintesis del antigeno somatico O. (Ver Tabla 2 del Anexo). En la misma tabla se

aprecia la distribuciéon en los corrales de los animales excretores de STEC.

Para describir la presencia de los genes que codifican las citotdxinas Shiga Stx1, Stx2
y Stx12 y la identificaciéon de los genes de la regidn constante de Intimina (eae) de las
STEC, diagnosticadas durante los tres periodos de engorde de los animales, se elaboro
la tabla 6, en la cual se consignaron los distintos genes presentes. En base a esta tabla
se determiné que el 10,83% de los animales excretaron STEC en el primer HMRA,
portando genes para Stx1, Stx2 y la portacién conjunta de los genes Stx1 y Stx2;
mientras que en el ultimo muestreo, solo el 5,08% de los animales resultaron excretores

de STEC, portando solamente Stx2 y la portacion conjunta de los genes Stx1 - Stx2.

Recria Campo Terminacién
mlzzr— abr-14 m1a4y— jun-14 | jul-14 | set-14 n;\(_ dic-14 e:se— abr-15 | Totales
ege-Stx 1 4 3 1 0 0 0 0 0 0 0 8
eae-Stx 2 4 2 3 1 1 3 2 4 0 4 24
eae-Stx 12 5 0 0 1 0 15 16 1 1 2 41
TOTAL 13 5 4 2 1 18 18 5 1 6 73
% 10,83 | 4,23 3,38 1,69 0,84 | 15,25 | 15,25 | 4,23 0,85 5,08

Tabla 6: Distribucién a lo largo del afio de la presencia de los genes eae y de Stx, en animales positivos a la
Excrecion de E. coli 0157:H7, diagnosticados por fecha de HMRA.

En el grafico 2 se puede ver la distribucion de las Shiga toxinas a lo largo del tiempo. Se
observa que la presencia de Stx1 en terneros se registra solamente durante los tres

primeros meses del ensayo y luego desaparece.
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Grafico 2: Distribucidn anual de la presencia de los distintos tipos de Stx durante el ensayo.

La presencia de Stx2 y Stx1 - Stx2 se detecta durante todo el periodo, con niveles
variables, destacandose la presencia de Stx2 en 9 de 10 fechas de muestreo y la
presencia de Stx1-Stx2 en 7 de 10, manifestandose particularmente elevada en los

meses de setiembre y noviembre.

De los animales que excretaron STEC a lo largo de todo el ensayo, se encontrd que el
11% de las cepas aisladas portaban Stx1, el 33% portaban Stx2 y el 56% Stx1 y Stx2
(Grafico 3).

W Stx2 mStx1 mStx12

Grafico 3: Distribucion de los genes que codifican la expresion de las citotoxinas Shiga Stx1, Stx2 y Stx12
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En la tabla 7 se individualizan a los animales que excretaron STEC en dos y tres

oportunidades y se identifican las Shiga toxinas que portaban.

803 | 787 | 764 | 595 | 721 | 718 | 797 | 704 | 758 | 701 | 773 | 710 | 765
mar-14 Stx2 l
abr-14 Stx2 Stx1 Stx2 |
may-14 Stx1
jun-14 | Stx12
jul-14 | Stx2
Ago-14 No se realiz6 muestreo
Set-14 | 5tx2 | stx2 | G | | stx12 | S | | BB | Stxa2 | | BB | stx12
Oct-14 No se realiz6 muestreo
nov-14 Stx12 Stx12 Stx12 Stx12
dic-14 Stx12 | Stx2 Stx2 Stx12
ene-15 -
Feb-14 No se realiz6 muestreo
Mar-14 No se realiz6 muestreo
abr-15 [ [ (= [ [ [ [ [ [ |

Tabla 7: Distribucion de los animales que excretan STEC en 2 y 3 oportunidades, con la identificacion de
los genes que portan para la codificacion de las Stx.

De los 12 animales que se identificaron excretando STEC en dos oportunidades, a lo
largo del ensayo, se destacan 5 que excretaron STEC portando conjuntamente Stx1 y
Stx2 (color rojo), en forma alternada, presumiendo que 2 de ellos (797 — 758) pudieron
haber excretado en mas de dos oportunidades, en forma consecutiva. Sin embargo, al
no contar con los muestreos de octubre, no se puede confirmar. Dos portaron Stx1 y
posteriormente Stx1-Stx2 (amarillo en la tabla). Otros 2 portaron Stx2 y luego Stx1-Stx2
(verde). Marcados con gris, se identificaron a 2 animales que eliminaron STEC portando
Stx2 en dos oportunidades en forma alternada. Finalmente se identifico a un animal
eliminando STEC portando en forma consecutiva, primero Stx1-Stx2 y un mes mas

tarde, Stx2 (color celeste).
Solo un animal, el N° 765, se identificdé excretando STEC en tres ocasiones, de las
cuales, 2 fueron en forma consecutiva, portando Stx2 (verde oliva) y en la tercera

oportunidad, portando conjuntamente Stx1 y Stx2.

Se destaca que la presencia de los genes para la expresidon de Stx2 se mantuvieron

constantes a lo largo de todo el periodo de encierre.

El animal N° 803 eliminé STEC portando conjuntamente Stx1 y Stx2 y Stx2 en forma

consecutiva, durante el mes de junio y julio.

85 | 153



Méd. Vet. Luis Carlos Rhades
Tesis de Maestria en Ing. en Calidad

El animal N° 787 elimindé STEC portando Stx2 y Stx1-Stx2 en forma alternada, en los

meses de setiembre y diciembre.

El animal N° 764 elimind STEC portando Stx2 en forma alternada durante los meses de

setiembre y diciembre.

El animal N° 595 eliminé STEC, portando conjuntamente Stx1 y Stx2 en forma alternada

durante los meses de setiembre y enero de 2015.

El animal N° 721 eliminé STEC, portando conjuntamente Stx1 y Stx2 en forma alternada

en los meses de noviembre y abril de 2015.
Se identificaron 2 animales, el N° 718 eliminando STEC y portando Stx1 y Stx1-Stx2
alternadamente, en los meses de mayo y setiembre; y al N° 797 con la portacion

conjunta de los genes Stx1 y Stx2 durante los meses de setiembre y noviembre.

Se hallé al animal N° 704 eliminando STEC y portando Stx2, durante el mes de abril

(etapa de recria) y en el mes de diciembre (etapa de terminacion).

Se encontrd al animal N° 758 eliminando STEC portando en forma conjunta los genes

para Stx1 y Stx2 durante los meses de setiembre y noviembre.

Se identificé al animal N° 701 eliminando STEC portando genes de Stx2 en el mes de

marzo y genes de Stx1 y Stx2 en forma conjunta en setiembre.

Se hallé al animal N° 773 eliminando STEC portando genes de Stx1 en el mes de abril

y portando genes en forma conjunta para Stx1 y Stx2 en el mes de noviembre.

Se detecté al animal N° 765 eliminando STEC portando genes de Stx2 en forma

consecutiva en marzo y abril y Stx1 - Stx2 en el mes de setiembre.

El hallé en el animal N° 710 la presencia conjunta de los genes para Stx1 y Stx2 en

forma alternada durante setiembre y diciembre. (Tabla 1 Anexo).

En el grafico 4 se puede visualizar las tasas de genes para las Stx, presentes en las

STEC excretadas por los animales a lo largo del ensayo.
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En relacién a la presencia de los genes que codifican la expresion de las citotoxinas, se
advierte que la presencia conjunta de los genes para la Stx1 y Stx2 es significativamente
mayor en los meses de setiembre y noviembre. (Ver tabla 4 Anexo).

0,25

0,20
0,15 1
0,10

0,05 1

R T T 1

mar.-14  abr-14 may.-14 jun.-14 jul-14 ago.-14  sep.-14 oct.-14 nov.-14 dic.-14 ene.-15 feb.-15 mar-15 abr.-15

Deae-2 Mmeae-1 Oeae-1-2 OTotal

Grafico 4: Andlisis descriptivo mostrando en porcentaje, la proporcidn de animales excretores de STEC caracterizados
por tipo de Stx presente.

6.4.- Distribucion en los corrales de los animales excretores de STEC portando los
genes de las diferentes Shiga toxinas

En las tablas 8 y 9 se observan la distribucién de las citotoxinas portadas por las STEC,

excretadas por los animales en los corrales, en los distintos periodos de alimentacion.

CORRALES
2 3 4 5 6 7 8 9 10| 11|12 |13 ]| 14| 15| 16| 17| 18
Recria 1112 2] 12 2 2 1 1 1
Campo 12.12 12
2 2 12 2]12] 2 12 | 12 12 [12.12]
Terminacién 2.2 12112 ] 2 2 2 | 12 12

Tabla 8: Distribucidon de las Stx en los corrales 1 al 18, donde 1= Stx1 — 2= Stx2 - 12 = Stx 12 — 12.12 indican 2
aislamientos de Stx12 y 12.12.12 12 indican 3 aislamientos de Stx12 (amarillo)- 2.2 indican 2 aislamientos de Stx 2
en un mismo corral.

En la etapa de recria se detectd en 20 corrales la excrecion de STEC, de los cuales,
solo en los corrales 23, 25 y 26 se identificaron mas de un animal (2 en cada uno),

eliminando STEC. Solo en el corral 23 se determind la eliminacién simultanea de 2

87 | 153



Méd. Vet. Luis Carlos Rhades
Tesis de Maestria en Ing. en Calidad

animales, sin embargo las Stx presentes en las cepas aisladas, correspondieron a

expresiones genéticas distintas (Stx1 y Stx2).

CORRALES
191 20| 21| 22| 23|24 |25]|26|27]28(29]|30|31]32]33(|34]35] 36
Recria 12 | 12 12 | 2.1 12.2( 2.2 2 2 1 2 1
Campo 12,12 2 12.12 12 12.1212.12
12 121121 12| 12 | 12 12 2.12 12 12.2| 12
Terminacion 2 2

Tabla 9: Distribucion de las Stx en los corrales 19 al 36, donde 12 = Stx 12 — 1= Stx1 — 2= Stx2 - 12.12 indican 2
aislamientos de Stx12 —12.12.12 12 indican 3 aislamientos de Stx12 (amarillo) - 2.2 indican 2 aislamientos de Stx 2
-12.2 indica la presencia de Stx12 y Stx2 - 2.1 indica la presencia de Stx2 y Stx1 en 1 mismo corral.

Si bien, durante el periodo de pastoreo a campo, los animales no estuvieron encerrados,
se conserva su distribucidn en los corrales, para analizar la presencia de Stx en los

excretores de STEC.

En la etapa de terminacion se identificé en 10 corrales la excrecion de STEC, de los
cuales, solo en el corral 4, se encontro la presencia de 2 animales eliminando STEC en

diferentes fechas de muestreo.

6.5.- Resultado de la probabilidad de excrecion de STEC de acuerdo al peso y nivel
de PB en la dieta.

La edad de los animales que ingresaron al ensayo estaba comprendida entre 4 y 6
meses, con un peso promedio de 169 kg, con un valor minimo de 87 y un maximo de
224 kg. Por tal motivo fueron distribuidos por peso en dos bloques: livianos y
pesados. Para lo cual se usaron 36 corrales, incluyendo 3 0 4 animales en cada uno de
ellos, quedando de esta manera, 18 corrales para animales livianos, con 128 kg de

promedio y 18 corrales para los pesados, con 197 kg de promedio.
En la tabla 10 se consignaron los datos del nimero de animales que excretaron STEC

en cada etapa de engorde, de acuerdo al nivel de PB de la dieta, separandolos de

acuerdo al peso, en livianos y pesados.

88 | 153



Méd. Vet. Luis Carlos Rhades
Tesis de Maestria en Ing. en Calidad

Recria Campo Terminacion
39 39 40 118 118 58 59
Nivel PB 9% 13% 18% | Tot 9% 9,5% 13% Tot

Livianos 4/20 | 1/20 | 3/20 8 9/60 5/29 10/30 15
Pesados 6/19 | 6/19 3/20 15 10/58 8/29 8/29 16

Tabla 10: Distribucion de la excrecién de STEC por etapa de engorde, nivel de proteina y peso
de los animales.

De acuerdo al ordenamiento de los datos en esta tabla, en el periodo de recria se
observa un elevado numero de animales pesados excretando STEC, a diferencia de los

animales livianos, en los cuales se aprecia un bajo numero de excretores.

Por otro lado, tanto en el periodo de pastoreo a campo como en la etapa de terminacion,
los registros de la excrecion de STEC entre animales livianos y pesados tienen valores

similares.

6.6.- Relacion de los pesos (livianos y pesados) de los animales con la excreciéon

de STEC durante el periodo de recria, campo y terminacion.

El analisis en relacion a los pesos, usando una prueba de asociacion por Chi cuadrado,
determiné en los animales clasificados como livianos, un aumento de la excrecion de
STEC en el periodo de terminacién, mientras que los animales pesados no presentan

diferencias en la excrecién de STEC durante el mismo periodo (Tabla 11).

Peso Recria | Campo | Terminacion | Totales
Livianos + 8 9 15 32
Livianos - 52 51 45 148
Pesados + 15 10 16 41
Pesados - 43 48 42 133

Totales 118 118 118 354

Tabla 11: Andlisis en relacidn a los pesos, se detecta en animales
livianos mayor excrecion de STEC durante la terminacion. Los
animales pesados no presentan diferencias en la excrecion.

Chi: 5,246 P: 0,5125 NS

La excrecion de STEC en relacion a las 3 fases del engorde, recria (considerando los 3
niveles de PB 9 — 13 — 18%), campo (9% PB) y terminacién (9,5 — 13% PB), usando una
prueba de asociacion por Chi cuadrado, no dio resultados significativos. Analizando
solamente la dieta de recria, conteniendo el 13% de PB, las diferencias observadas
entre animales livianos y pesados, si bien importantes (1/20 y 6/19 respectivamente), no

son significativas.
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En la fase de terminacion, la relacion de la excrecidon de STEC con respecto al

porcentaje de PB en la dieta, no presenta desvios significativos de las proporciones

esperadas, entre los animales que consumieron una dieta con 9,5y 13% de PB, tanto

livianos como pesados (Tabla 12).

Peso 9,5% PB | 13% PB | Totales
Livianos + 5 10 15
Livianos - 24 20 44
Pesados + 8 8 16
Pesados - 21 21 42

Totales 58 59 117

Tabla 12: Con respecto al porcentaje de PB en la dieta,
la excrecidon de STEC entre los animales, tanto livianos
como pesados, que consumieron una dietacon 9,5y
13% de PB, no presenta desvios significativos.

Chi: 2,0219 P: 0,5678 NS

6.7.- Presencia de genes de Shiga toxinas de acuerdo al nivel de PB por etapa de

engorde

En la tabla 13 se puede apreciar la distribucién de los genes de los factores de toxicidad

(Stx), presentes en las STEC excretadas en cada etapa de engorde, de acuerdo al nivel

de PB de la dieta.

Recria Campo Terminacién

N2 Anim 39 39 40 118 58 59
PB 9% 13% 18% 9% 9,50% 13%

Stx1 3 2 3 0 0 0

Stx2 4 4 3 5 4 4

Stx12 4 2 0 31 1 3

Tabla 13: Relacion del nivel de PB de la dieta con la presencia de Stx en cada

etapa de engorde.

En los animales que consumen la dieta de recria con un nivel del 9% de PB, se destaca

que la presencia de Stx12 tiene valores mas elevados que los que consumen la dieta

con 13% y 18% de PB.
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Grafico 5: Relacidn del nivel de PB de la dieta en cada etapa del ciclo de engorde con la presencia
de Stx1 — Stx2 — Stx12.

En el grafico 5 se observa que los terneros, al inicio de la recria, excretan STEC
portadoras de Stx1, Stx2 y Stx1-Stx2. Por otro lado, se destaca en los animales que
pastorearon en el campo, una elevada excrecion de STEC portadoras en forma conjunta

de Stx1-Stx2, que disminuye luego, cuando los animales reingresan a los corrales.

Durante la etapa de terminacion se registraron animales con una baja excrecion de
STEC portadoras de Stx1-Stx2, con valores similares a los registrados en la etapa de
recria. Después del periodo de recria, no se vuelve a identificar la presencia de Stx1 'y

la aparicion de Stx2 se mantiene constante, con pocas variaciones.

6.7.1.- Relacion de los genes que codifican la expresion de las Stx con los

periodos de recria, campo y terminaciéon

La asociacion entre la presencia de los genes que codifican la expresion de las Stx con
los periodos de recria, campo y terminacion a los que fueron sometidos los animales,

indico diferencias entre los tres momentos del ensayo (Tabla 14).

Toxina Recria | Campo | Terminacion
Stx1 8 0 0
Stx2 11 3 8
Stx12 6 15 4

Tabla 14: Analisis comparativo de la presencia de los
factores de toxicidad durante recria, campo y terminacién
Chi: 22,8846 P: 0,000836
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En las tabla 15 pueden apreciarse los resultados del analisis comparativo entre recria
versus campo y terminacién, usando una prueba de asociacion por Chi cuadrado, de los
cuales se desprenden diferencias significativas, debido a que la Stx1 aparece
solamente durante este periodo y luego desaparece y la Stx1-Stx2 es mas frecuente

durante las dos ultimas etapas.

Toxina Recria C"’"T‘p° y
Terminacion
Stx1 8 0
Stx2 11 11
Stx12 6 19

Tabla 15: Analisis comparativo de la presencia de Stx
entre recria versus campo y terminacion.
Chi 66,6875 P<0,0001

Analizando las etapas de campo y terminacion, en la tabla 16 se destaca que la
presencia de Stx1 - Stx2 se manifiesta significativamente mas durante la etapa de

pastoreo, en tanto que la Stx2 se manifiesta mas durante la etapa de terminacion.

Toxina Campo Terminacion
Stx1 0 0
Stx2 3 8
Stx12 18 12

Tabla 16: Analisis comparativo de la presencia de Stx
entre campo y terminacion.
Chi 17,0956938 0,00067543

A su vez, surge del andlisis, que la Stx2 se mantiene presente en los tres periodos de

alimentacion.

6.8.- Registros climaticos

6.8.1.- Temperaturas

El régimen térmico de la provincia de La Pampa, republica Argentina, se distingue por
poseer un clima templado continental, con temperaturas diarias que oscilan entre 20 y
25°C en verano, pudiendo, por la sequedad del clima, registrarse temperaturas

extremas, superiores a los 32°C (Casagrande et al, 2012).

En invierno, las temperaturas diarias oscilan entre 16°C y -6°C, pudiendo registrarse

temperaturas extremas por debajo de los -10°C.
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19 21 13 .10 .07 1 10set | 11-oct 04- 09_ 12en - 15ma o7-
mar | abr | may | jun jul ago nov dic feb abr

Lluvia 42 43,4 16 2 8 0 40,4 | 106,3 | 97,1 29 17 78 23 17,8
TeMax | 23,72 | 19,22 | 182 | 13¢ 92 |16,52|15,62| 24°C | 262 | 262 | 322 | 322 | 30,52 26,52
TeMin | 3,02 | 2,9¢ 30 -3¢ | -62 | -5°C | -52 | 0,9eC | 3,52 | 119 | 112 | 112 | 152 | 6,32
6,42
C
Tabla 17: Registro del promedio de las de las temperaturas maximas, minimas y medias, 15 dias previos a cada HMRA.

T2CX | 14,92 | 10,05 | 10,62 | 5,32 | 0,92 7,42 110,889 | 14,42 | 22,42 | 232 | 21,92 22,26 15,62

A través del analisis de los registros de las temperaturas, efectuados a las 01 hs — 06
hs - 08 hs — 10 hs, durante 15 dias previos a cada HMRA, a lo largo de todo el ciclo de
engorde, se elaboré la tabla 17 y el grafico 6 (EEA, Estacion Meteoroldgica INTA Anguil,
2014/15), en los cuales se consignaron los promedios de las temperaturas maximas,
minimas y medias, para poder determinar si factores relacionados con el clima estaban

asociados a la excrecion de STEC.
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Grafico 6: Promedio de las temperaturas maximas, minimas y medias, tomadas 15 dias previos a cada HMRA.

6.8.2.- Relacion entre temperatura y excrecion de STEC

Con los registros de los promedios de las temperaturas maximas, minimas y medias,
obtenidas 15 dias previos a cada HMRA, se elaboré la tabla 18 y el grafico 7, para
comprobar si estos factores estaban asociados con el numero de animales eliminando
STEC.

mar-14| abr-14 | may-14| jun-14 | jul-14 |ago-14 | sep-14 | oct-14 | nov-14 | dic-14 | ene-15| feb-15 | mar-15]| abr-15
STEC 13 5 4 2 1 s/d 18 s/d 18 5 1 s/d s/d 6
T°C Max | 23,7 19,2 18 13 9 9 15,6 24 26 26 32 32 30,5 26,5
T°C Min 3 2,9 3 -3 -6 -5 -5 0,9 3,5 11 11 11 15 6,3
X 14,9 | 10,05 | 10,6 5,3 0,9 6,14 7,4 10,8 14,4 22,4 22,4 21,9 | 22,26 | 15,6

Tabla 18: Relacion de las temperaturas maximas, minimas y medias con la excrecion mensual de STEC.
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El analisis del gréafico 7 permite observar que a partir de marzo hasta julio de 2014, a
medida que disminuyen las temperaturas maximas, medias y minimas, disminuye la

excrecion de STEC.

Desde agosto hasta noviembre, independientemente de las temperaturas minimas, se
percibe que a medida que aumentan las temperaturas medias y maximas, se incrementa

la excrecion de STEC.

A partir del mes de diciembre comienza a aumentar la temperatura maxima, superando
los 30°C, en los meses de enero, febrero y marzo de 2015. Las temperaturas medias y
minimas se estabilizan en el mismo periodo y comienzan a bajar a partir de marzo, del
mismo modo que lo hace la temperatura maxima. Durante ese lapso de tiempo no se

observa una variacion importante en la excreciéon de STEC.

En el HMRA del mes de abril de 2015, coincidiendo con la disminucion de las
temperaturas, la excrecion de STEC no registra diferencias, comparandola con los

resultados del mes de diciembre.
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Grafico 7: Relacion de las temperaturas maximas, minimas y medias con la excrecion mensual de STEC.
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6.8.3.- Relacion entre temperatura y presencia de los genes de Stx

Con los registros del promedio de las temperaturas maximas, minimas y medias,
obtenidas 15 dias previos a cada HMRA, se elabord la tabla 19 y el grafico 8, para ver
la relacion de las temperaturas con la presencia de animales excretores de STEC

portando los distintos genes que codifican los factores de virulencia Shiga.

19 21 13 10 07 11 10 11 04 09 12 11 15 07
mar | abr | may | jun jul ago set oct nov dic ene | feb | mar | abr

Lluvia | 42 43,4 16 2 8 0 40,4 | 106,3 | 97,1 29 17 78 23 17,8
TeMax | 23,72 | 19,22 | 18¢ 13¢ 9¢ | 16,52 | 15,62 | 24°C | 26°¢ 262 | 329 | 322 | 30,52 26,5°
TeMin | 3,02 | 2,92 3¢ -32 -62 | -5°C | -5¢ | 0,9°C | 3,52 | 11° 11¢ 11¢ 15¢ | 6,32

o
TeCX | 14,92 | 10,05 | 10,62 | 5,32 | 0,92 2’4 7,42 10;88 14,40 | 22,42 | 239 |21,9° (22,26 | 15,62
Stx2 4 2 3 1 1 s/d 3 s/d 2 4 0 s/d | s/d 4
Stx1 4 3 1 0 0 s/d 0 s/d 0 0 0 s/d | s/d 0
Stx12 5 0 0 1 0 s/d 15 s/d 16 1 1 s/d | s/d 2

Tabla 19: Relacidn entre las temperaturas maximas, minimas y medias con la presencia de los genes que codifican
los factores de virulencia Shiga.

A partir del analisis del grafico 8 se pueden comparar los datos de las temperaturas

maximas, minimas y medias con la presencia de Shiga toxinas.

Desde marzo hasta mayo de 2014, a medida que bajan las temperaturas, se observa
una disminucién de la presencia de Stx1 y a partir de junio, hasta finalizar en ensayo,
no se la vuelve a identificar. En el periodo comprendido entre marzo y julio, con la
disminucion de las temperaturas, se aprecia también una disminucion de la presencia

de las Stx2 y la presencia conjunta de las Stx1 - Stx2.

A partir de julio, independientemente de las temperaturas minimas, con el aumento de
las temperaturas medias y maximas, se detecta en los HMRA de los meses de setiembre
y noviembre, un significativo incremento de la presencia de genes de para los factores

de virulencia de las Stx1 - Stx2.

Desde diciembre hasta el mes de marzo de 2015, se registraron temperaturas maximas,
minimas y medias elevadas. Durante ese lapso de tiempo, se realizaron solamente los
HMRA de diciembre y enero, detectandose una disminucién en la presencia conjunta de
Stx1 - Stx2.
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El muestreo del mes de abril, momento en que nuevamente se marca un descenso de
las temperaturas, se detecta la presencia conjunta de Stx1 - Stx2 con niveles similares

al mes de diciembre.

Por otro lado, durante el mismo periodo, la presencia de Stx2 se mantiene, no

registrandose su presencia en los HMRA realizados en el mes de enero.
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Gréfico 8: Relacion del promedio de las temperaturas maximas, minimas y medias con la presencia de Stx en los HMRA
mensuales.

6.9.- Precipitaciones

Las lluvias en la EEA del INTA Anguil, segun el resumen promedio de precipitaciones,
correspondientes al periodo 1973 — 2012, realizado por Casagrande, G. A., en 2012,

determina inviernos secos y veranos humedos.

Con los datos de los registros de las precipitaciones durante el periodo de engorde de
los animales, se obtuvo la tabla 20 y el grafico 9, en los cuales se ajustaron las lluvias

acumuladas que incidian 15 dias previos a las fechas cada muestreo.

Precipitaciones acumuladas 15 dias previos al HMRA
19 21 13 10 7 7 10 11 11 9 12 11 15 7
mar | abr | may | jun jul | ago set oct nov dic | ene | feb | mar | abr
42 | 43,4 16 2 8 0 40,04 | 106,3 | 97,01 | 29 17 78 23 17,8
Tabla 20: Registro de las precipitaciones acumuladas en mm, 15 dias previos al HMRA
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El analisis de estos datos, obtenidos previo a los HMRA, permitid determinar que
durante el periodo de ensayo se registraron precipitaciones superiores a la media
histérica anual (1064,7 mm versus 746,2 mm en el periodo 1973-2015, E. M. de la E.E.A

INTA Anguil).
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Grafico 9: Distribucion de las precipitaciones 15 dias previos al HMRA

Con el objetivo de realizar un analisis estacional, se tomaron los registros de las lluvias,
desde marzo de 2014 hasta junio de 2015 y se distribuyeron por estacion. Se incluyeron
a su vez, el resumen promedio de precipitaciones estacionales, correspondientes al
periodo 1973 — 2015, (E. M. de la E.E.A INTA Anguil) y el registro promedio de las
precipitaciones 15 dias previos a cada HMRA, para poder comparar la incidencia de las

lluvias durante el ensayo con los registros histéricos. (Tabla 21 y grafico 10).

Precipitaciones en mm
OTONO | INVIERNO PRIMAVERA VERANO | OTONO
2014/1015 242,4 147,4 304,6 237 133,3
1973/2015 67,6 22 68,4 93,4 67,6
HRMA 59,4 10 272 124 40,8

Tabla 21:  Distribucion de las precipitaciones, desde marzo 2014 hasta junio 2015 y los promedios
del periodo 1973 — 2015, distribuidas por estaciones (Estadisticas agroclimaticas de la EEA Anguil)
y el registro promedio de las precipitaciones 15 dias previos a cada HMRA.

En base a este analisis, se destacan abundantes lluvias estacionales durante todo el
ensayo, mostrando un comportamiento atipico con respecto a los promedios historicos

del periodo 1973 — 2015, en el cual, los registros pluviométricos son mayores durante el
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verano. Finalmente podemos decir que las precipitaciones durante todo el ciclo de

engorde, excedieron los valores histéricos.
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Grafico 10: Distribucion de las precipitaciones acumuladas, desde marzo 2014 hasta junio 2015y
resumen de los promedios del periodo 1973 — 2012, distribuidas por estaciones (Casagrande,

G. A,; Deanna, M. E.; Farrell, A.; Babinec, F., Estadisticas agroclimaticas de la EEA Anguil, Publicacion
Técnica N2 88, Ediciones INTA, Agosto 2012) y el registro promedio de las precipitaciones 15 dias
previos a cada HMRA.

Se subraya que casi la totalidad de las precipitaciones registradas en primavera,

ocurrieron durante los 15 dias previos a la toma de muestras.

6.9.1.- Relacion entre las precipitaciones y la excreciéon de STEC

Con los datos de los registros de las lluvias acumuladas, se confecciond la tabla 22, con

el objetivo de relacionar la posible incidencia de las precipitaciones con la excrecion
mensual de STEC.

19-mar| 21-abr |13-may| 10-jun | 07-jul |07-ago| 10 -set| 11-oct | 11-nov | 09-dic | 12-ene| 11-feb |15-mar| 07-abr
Precipit 42 43,4 16 2 8 0 40,04 | 106,3 97,1 29 17 78 23 17,8
STEC 13 5 4 2 1 s/d 18 s/d 18 5 1 s/d s/d 6

Tabla 22: Relacion entre las precipitaciones y la excrecién de STEC.

El grafico 11 permite visualizar que, coincidentemente con la ocurrencia de
precipitaciones, se percibe una mayor excrecion de STEC, destacandose los meses de
setiembre y noviembre, durante los cuales se detectd la mayor excrecion de todo el

ensayo.
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Grafico 11: Relacion entre las precipitaciones y la excrecién de STEC.

6.9.2.- Relacion entre las precipitaciones y la presencia de las diferentes Stx

Con los datos de los registros de las lluvias acumuladas, se confeccioné la tabla 23,
para comparar la posible incidencia de las precipitaciones con la presencia de los genes

que codifican los factores de toxicidad Shiga.

19-mar| 21-abr [13-may| 10-jun | 07-jul | 07-ago| 10 -set| 11-oct | 11-nov | 09-dic | 12-ene| 11-feb [ 15-mar | 07-abr
Precipit | 42 43,4 16 2 8 0 40,04 | 106,3 | 97,1 29 17 78 23 17,8
Stx-2 4 2 3 1 1 s/d 3 s/d 2 4 0 s/d s/d 4
Stx-1 4 3 1 0 0 s/d 0 s/d 0 0 0 s/d s/d 0
Stx-1-2 5 0 0 1 0 s/d 15 s/d 16 1 1 s/d s/d 2

Tabla 23: Relacion entre las precipitaciones y la presencia de los genes que codifican los factores de
toxicidad Shiga.

En el grafico 12 se visualiza claramente una mayor presencia de genes Stx coincidiendo
con los meses en los que se registraron mayores precipitaciones, disminuyendo a

medida que los registros pluviométricos son menores.

A partir del mes de marzo de 2014, se observa que a medida que disminuyen los
registros pluviométricos, se reduce la presencia de los genes que codifican la expresion
de Stx1, Stx2 y Stx1 - Stx2. Durante los meses de junio y julio, con registros de lluvia

muy bajos, la deteccion de Stx es coincidentemente reducida.
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Durante los meses de setiembre y noviembre se registraron abundantes precipitaciones,
detectandose un aumento moderado de la presencia de Stx2 y un significativo

incremento de la presencia conjunta de Stx1 y Stx2.

Posteriormente, a partir de diciembre, con un registro menor de lluvias, se advirtié una

disminucion de la presencia de genes de Stx1 - Stx2 y un registro moderado de Stx2.

En el HMRA de enero de 2015, con pocas lluvias, se detecté solamente la presencia

conjunta de Stx1 y Stx2.

En el mes de abril de 2015, también con bajas precipitaciones, se registré una moderada

presencia de los genes que codifican los factores de toxicidad Stx2 y Stx1 - Stx2.
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Gréfico 12: Relacién entre las precipitaciones y la presencia de los genes que codifican los factores de
toxicidad Shiga.
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6.10.- Relacion de los factores climaticos (lluvia y temperatura) con la excreciéon
de STEC

Se encontré una relacién significativa entre las lluvias, temperatura minima y la
temperatura media, mediante una regresién Poisson (Tabla 24). Los coeficientes de
lluvias y temperatura media son positivos, lo que indica que cuando estas aumentan,
también lo hace la excrecion de STEC. Sin embrago, la interpretacion del coeficiente
para temperatura minima, que es negativo, no es claro, ya que estaria indicando que la

excrecion aumentaria a menores temperaturas.

Pardmetros | DF Estimado Error X2 Pr > X?
Intercept 1 -10.7680 0.7571 202.31 <.0001
Lluvia 1 0.0161 0.0039 17.24 <.0001
T2 Min 1 -0.2765 0.0732 14.25 0.002
T2 Med 1 0.2266 0.0716 10.01 0.0016
Escala 0 1.0000 0.0000

Tabla 24: Estimaciones de los parametros utilizando Maxima Verosimilitud, los coeficientes
de lluvias y temperatura maxima son positivos, lo que indica que cuando estas aumentan,
también lo hace la excrecion de STEC.

6.11.- Relacion de los factores climaticos (lluvia y temperatura) con la presencia

de los genes de virulencia Stx.

Cuando se analizaron los datos correspondientes a los registros de las temperaturas y
las precipitaciones, para determinar si estos factores climaticos influyen sobre la
presencia de los genes que codifican la expresion de la Stx1, también mediante una
regresion Poisson (tabla 25), no se encontrdé relacion con ninguna de las variables

climaticas, lluvia, temperatura maxima, temperatura minima, temperatura media.

Pardmetros | DF Estimado Error X2 Pr > X2
Intercept 1 -9.0027 2.6209 11.80 0.0006
Lluvia 1 0.0149 0.0160 0.86 0.3524
T2 Max 1 -0.0411 0.2053 0.04 0.8413
T2 Min 1 0.1550 0.2475 0.39 0.5312
T2 Med 1 -0.0974 0.2633 0.14 0.7114
Escala 0 1.0000 0.0000

Tabla 25: Estimaciones de los parametros utilizando Maxima Verosimilitud. No hay
relacion entre las variables climaticas con la expresion de los genes que codifican a
la Stx1.

Situacién ésta que se explicaria porque la Stx1 solo fue registrada en los tres primeros

HMRA, estando ausente en los posteriores.
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Tampoco se encontrd relacion de las temperaturas y las precipitaciones, con la
presencia de los genes que codifican la expresion de la Stx2, usando la misma

metodologia estadistica (Tabla 26).

Pardmetros | DF Estimado Error X2 Pr > X?
Intercept 1 -9.0442 1.4945 36.62 <.0001
Lluvia 1 0.0052 0.0098 0.28 0.5940
T2 Max 1 0.0776 0.1033 0.57 0.4522
T2 Min 1 0.0430 0.1360 0.10 0.7520
T2 Med 1 0.1262 0.1393 0.82 0.3648
Escala 0 1.0000 0.0000 36.62 <.0001

Tabla 26: Utilizando Estimaciones de los parametros de Maxima Verosimilitud no se
encontro relacion de las temperaturas y las precipitaciones, con la presencia de los
genes que codifican la expresion de la Stx2.

No obstante, se enfatiza que la presencia de los genes para la expresion de la Stx2 se
registré en forma regular, a lo largo de todo el periodo de engorde. Esta situacion debe
tenerse en cuenta, por la toxicidad de esta Stx y su incidencia en los casos de SUH

observados en la Argentina.

Al analizar, con la misma metodologia, se encontré que la relacion entre las
temperaturas y las precipitaciones con la presencia de los genes que codifican la
expresion conjunta de la Stx1 y Stx2, era significativa. Los coeficientes para la lluvia y
la temperatura media fueron positivos, lo que indica que si aumenta la lluvia y/o la
temperatura media, aumenta la presencia de Stx1 - Stx2. El coeficiente para
temperatura minima nuevamente fue negativo, lo que implica que a menor temperatura

aumentaria también la expresion de Stx12 (Tabla 27).

Pardmetros | DF Estimado Error X2 Pr > X2
Intercept 1 -15.2109 1.9161 63.02 <.0001
Lluvia 1 0.0281 0.0056 25.05 <.0001
T2 Min 1 -0.6090 0.1497 16.55 <.0001
T2 Med 1 0.5176 0.1608 10.36 0.0013

Tabla 27: Estimaciones de pardmetros utilizando Maxima Verosimilitud se encontré
que la relacidn entre temperaturas y precipitaciones con la presencia de Stx12 es
significativa.

Una posible interpretacion a este comportamiento, podria ser la influencia de la amplitud

térmica, lo que deberia confirmarse en nuevos estudios.
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6.12.- Factores de manejo

Desde el comienzo del ensayo, los terneros fueron sometidos a distintas medidas de
manejo. Destete previo al ingreso a los corrales, inicio del consumo de la dieta de recria,
castracién quirurgica, inmunizaciones contra fiebre aftosa, cambio de dieta con la salida

al campo y reingreso posterior al encierre, con consumo de dieta de terminacion.

En la tabla 28 se detallan los factores de manejo a los que se sometio a los animales en
cada periodo del engorde, para indagar sobre los posibles efectos del estrés emergente,
como factores responsables de la excrecion de STEC y la presencia de los genes de
Stx.

Factores de estrés que afectaron alos animales

Recria Campo Acostumbramiento Terminacidén
19 marzo 2014 - 10 L 25 octubre — 26 27 noviembre — 24
o 11 junio — 24 octubre . .
junio noviembre abril 2015
. , Pastoreo a campo . . . .
Dieta recria Dieta adaptacion Dieta terminacion
21 marzo vacuna 21 octubre vacuna 4 marzo vacuna
antiaftosa antiaftosa antiaftosa

24 marzo castracion

25 marzo mueren 2 6 enero se retira 1
animales animal (*)

Tabla 28: Eventos de manejo que tienen efectos de estrés sobre los animales, que podrian predisponer la excrecidn

de E. coli. (*) Se retira un animal por no lograr adaptase a la dieta

Se inmunizé a los animales contra fiebre aftosa en tres oportunidades, en marzo,

octubre de 2014 y en marzo de 2015.

Como consecuencia de las lesiones producidas por la castracion quirurgica, el dia 15

de abril de 2014, se producen las muertes de los terneros caravanas N° 750 y 795.

Como resultado de la falta de adaptacion a la dieta suministrada, durante el periodo de

terminacioén, el dia 12 de enero de 2015, se retira del ensayo al novillo caravana N° 709.

Por lo anteriormente descripto, el ensayo finaliza con 117 animales.
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6.12.1- Relacion entre las condiciones de manejo y la excrecion de STEC

Se buscé relacionar si las diferentes medidas de manejo, a las que fueron sometidos los
animales durante el periodo de engorde, pudieron haber actuado como causas

predisponentes para la excrecion de STEC.

El resultado de los analisis de la influencia de la castracion y las inmunizaciones contra
la fiebre aftosa, sobre la excrecion de STEC, revela que estos estan confundidos con
las variables climaticas de lluvia y temperaturas. Determinar su relacién requiere de un
ensayo que contemple mantener las variables ambientales constantes, situacion que no

se condice con el contexto experimental de este estudio.

6.12.2.- Relacion entre las condiciones de manejo y la presencia de Stx

Se indagd sobre la posible relacion de las medidas de manejo a los que fueron
sometidos los animales, durante el periodo de engorde, pudo haber actuado como
factores predisponentes para la manifestacion de los genes que codifican los factores

de virulencia Shiga.

El resultado de los andlisis sobre la influencia de los factores de manejo, sobre la
presencia de los genes que codifican la expresion de las Shiga toxinas, revela que estos
también estan confundidos con otras variables climaticas; por lo que para determinar su
relacion se requiere de un ensayo que contemple mantener las variables climaticas

constantes, situacion que no se condice con el contexto experimental de este estudio.

6.13.- Resultado del analisis del esponjado de las medias reses en la camara de

oreo

En la camara de oreo se tomaron muestras de las carcasas de los 117 animales
enviados a faena, en la zona perianal, gluteo, cuello, flanco, pecho y zona de corte del

raquis de la media res.

En total se tomaron 706 muestras, las que fueron cultivadas en caldo de
enriquecimiento, para hacer el cultivo selectivo posterior en Agar Mac Conkey Sorbitol

+ cefixima telurito + suplemento MUG.
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El resultado de todas las pruebas diagnésticas efectuadas en el laboratorio fueron

negativas a la presencia de E. coli O157:H7.

6.14.- Dificultades presupuestarias para la ejecucion del protocolo experimental

previsto

Durante el desarrollo de las actividades previstas en el protocolo experimental, se
presentaron contratiempos inesperados. Como consecuencia de la situacion econdémica
de la Argentina, imprevistamente, durante los meses de agosto y setiembre de 2014;
febrero y marzo de 2015, no fue posible contar con los insumos necesarios para la
realizacién de las pruebas diagndsticas en tiempo y forma, habida cuenta de las

demoras en su importacion y posterior liberacién aduanera.
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Capitulo 7: Discusion de resultados

7.1.- Prevalencia de STEC

Los reportes de Parma, A. E., 2000 y Vilte, D. A., 2008, indican que los novillos jévenes
de la principal zona productora de carne vacuna de la Argentina, son un importante
reservorio de STEC O157:H7 [35]. Si bien se han identificado otros serogrupos
vinculados con la ocurrencia del SUH, este trabajo se ha centrado en la identificacion y

seguimiento de este serotipo.

Los analisis de los HMRA realizados mensualmente a los 120 animales involucrados en
este ensayo de tesis, determinaron un nivel variable de animales excretores de E. coli
0O157:H7 durante todo el periodo de recria, pastoreo a campo y terminacion, previo al
envio de los animales al frigorifico. De los 73 animales excretores, 60 (82,19 %) fueron
identificados como excretores de STEC en una sola oportunidad y solamente 12 (16,44
%) excretaron 2 veces. Unicamente 1 animal (1,37 %) fue reportado excretando STEC
en 3 oportunidades, 2 de las cuales en forma consecutiva. Por otro lado, del total de
1200 muestras, 73 (6,08 %) fueron positivas a STEC O157:H7 durante el periodo de

estudio.

Besser, T. et al, 1997, realizaron muestreos mensuales y secuenciales en 10 tambos
del estado de Washington, durante 1 afio, determinando una considerable variabilidad
en la excrecion de STEC 0157:H7. De los 56 animales positivos (5,13%) sobre 1091
muestreados, 35 (3,20%) excretaron una unica vez, 12 (1,09%) repitieron la excrecion
en 2 oportunidades, de los cuales, 11 en forma consecutiva. Siete vacas (0,64%)
excretaron en 3 oportunidades, 1 vaca (0,09%) excreté STEC 4 veces y 1 animal
(0,09%) elimind STEC en 5 oportunidades, estos ultimos con resultados positivos
intercalados entre resultados negativos. Detectaron que en algunos tambos, la
frecuencia de la excrecion de STEC era relativamente alta en contraposicion con otros,
en los cuales no se aislo STEC. No obstante, determinaron que la condicién de los
tambos con baja prevalencia de STEC durante un periodo prolongado de tiempo, podia

cambiar repentinamente.

Por otro lado, Sargeant, J. M. et al, 2000, en un trabajo realizado en 10 establecimientos
con un sistema pastoril de cria, en Kansas, EEUU, muestrearon mensualmente, desde
diciembre de 1996 hasta diciembre de 1997, tomando muestras de materia fecal

inmediatamente después de producidas las deyecciones de las vacas y los terneros.
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Durante ese periodo, cada animal fue muestreado de 1 a 8 veces, encontrando una
prevalencia del 1,3% (40/3152 muestras). Concluyeron, que la baja prevalencia de
STEC 0O157:H7 encontrada, comparada con otros trabajos, obedece a la los métodos
de muestreo, medios de cultivo, métodos de diagndstico empleados y a diferencias
geograficas. Observaron que a mayor numero de muestras por animal, aumenta
significativamente la posibilidad de encontrar mayor cantidad de reaccionantes
positivos. No obstante, ningun animal excreté STEC en mas de una oportunidad. De los
23 animales identificados como excretores, 11 dieron resultados positivos en el primer
muestreo. No encontraron diferencias significativas en los resultados de los muestreos
entre la primavera y el invierno siguiente. Concluyeron que la probabilidad que un
animal positivo en un muestreo en este estudio, volviera a excretar un mes mas tarde,

es relativamente baja.

Estudios realizados en Espafia, indicaron que el 95% de las granjas examinadas
estaban contaminadas con STEC. Dentro de este analisis, se determiné que el 37% de

los terneros y el 27% de las vacas dieron resultados positivos [7,31,32].

Los resultados del trabajo de esta tesis, indican que la prevalencia de STEC O157:H7
en los terneros, al inicio del ensayo, fue del 10,83%, quienes, al alcanzar la categoria
de novillitos, promediando el ensayo, presentaron una prevalencia del 15,25%, mientras
que al finalizar el periodo de engorde, previo al envio de los novillos al frigorifico, la
prevalencia fue de 5,8 %. Por otra parte, los resultados de este ensayo coinciden con
los trabajos por Sargeant, J. M., quien informa de la baja probabilidad en que un animal

positivo en un muestreo vuelva excretar al mes siguiente.

En un muestreo realizado sobre 811 animales, en nueve frigorificos de Argentina, (Del
Castillo, L., 2014) se tomaron muestras de MF de 373 novillos, 198 vacas, 136 novillitos,
57 vaquillonas y 47 terneros, previo a la faena, para estimar la prevalencia de la E. coli
0157. Se determiné una prevalencia de STEC en los terneros del 10,5 %, en las
vaquillonas del 8,5%, mientras que para los novillitos fue del 5,1%, en novillos del fue
3,5% y 1,5 % en las vacas. Como puede apreciarse, los resultados de este trabajo son

similares a los encontrados por esta tesis en las categorias de terneros y novillos.
La prevalencia de STEC resultante de los HMRA efectuados a los novillitos del ensayo

de esta tesis, fue del 15,25%, cifra que es mayor a la encontrada por otros autores. Es

por ello importante destacar que en este caso, los terneros alcanzaron la categoria de
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novillitos en la primavera de 2014, en donde, los factores climaticos influyeron

significativamente sobre la excrecion de STEC.

En el Reino Unido, Smith R.P. et al, 2009, hizo un seguimiento en 10 granjas, durante
11 meses, de marzo de 2000 a febrero de 2001, a un promedio de 90 animales por
establecimiento, menores de 24 meses, tomando muestras mensuales de la MRA. En
esta tesis se efectud un seguimiento de los animales de un solo rodeo, compuesto, al
inicio por terneros, los cuales fueron cambiando de categoria, hasta alcanzar la
condicion de novillos. Comparten edades y categorias semejantes, durante un lapso de
tiempo parecido, comprendiendo las mimas estaciones del afio, utilizando los mismos
métodos de diagndstico. Smith aislé STEC O157 en el 7,7% de 6266 muestras, con una
variacion del 0,4 al 17,9%, mientras que los resultados del presente ensayo arrojaron
datos similares, en el cual se observé una prevalencia del 6,08 % sobre el analisis de
1200 muestras. Smith detectd la presencia de 361 animales (26,1 %) excretando STEC
0157 sobre 1383 muestreados, con una variacion del 1,9 al 48,5 % entre las distintas
granjas analizadas. En cambio, en el presente ensayo se detectd, durante un periodo
de tiempo similar, un mayor niumero de animales excretando STEC, 73 (61,86 %) sobre
118. Un total de 269 animales (19,45%) analizados por Smith, resultaron positivos a
STEC una sola vez y en el presente ensayo se detectaron 60 animales (50,84 %)
excretando STEC O157:H7 en una sola oportunidad. Smith reporté 67 animales (4,84%)
excretando STEC dos veces, mientras que el presente trabajo se informa la presencia
de 12 animales (10,16%) excretores. Smith informo que 22 animales (1,59 %) excretaron
STEC 3 veces, mientras que el presente trabajo se identifico solamente 1 animal
(0,84%) excretando la misma cantidad de veces. El trabajo de Smith informé de la
presencia de 3 animales (0,21 %) excretando STEC en 4 oportunidades, mientras que
el presente trabajo no se identificaron animales excretando en mas de 3 oportunidades.
Por otra parte, Smith encontrd, en muestras de novillos analizadas, una relativamente
baja probabilidad que un animal positivo en un muestreo, volviera a excretar un mes
mas tarde; e informd que la excrecién de E. coli 0157:H7 en los animales de su ensayo
fue un evento relativamente transitorio, con una duracién de 1 mes. Lo mismo se

observo en el presente ensayo.
Estos resultados ponen de manifiesto la variacion de los patrones individuales de

excrecion, la proporcion de animales excretores dentro de los rodeos y el tiempo de

excrecion dentro de los mismos.
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Los resultados del estudio de Laegreid, W. W. et al, 1999, disefiado para determinar la
prevalencia de E. coli O157:H7 en terneros al destete, antes de su llegada a los corrales
de engorde, indicaron que el 83% de los mismos estaban excretando STEC y que en el
100% de los rodeos analizados, los terneros estaban expuestos a STEC al momento

del destete.

Sanderson, M. W. et al, 2006, reporta en un estudio longitudinal, sobre la distribucién de
E. coli O157 en un feedlot con capacidad para 2000 animales, distribuidos en 25
corrales, que la prevalencia en los terneros, dos semanas antes de ingresar a las
instalaciones, era del 0,7% (2/273) y se mantuvo baja hasta la quinta semana, donde
registré una prevalencia del 36,7% (88/240). Concluy6 que las cepas introducidas por
los animales al ingresar a los corrales, terminan contaminando y prevaleciendo en el
medio ambiente, contagiando a otros animales. Estos resultados se contraponen a los
encontrados en esta tesis, en donde los animales ingresan a los corrales con una alta
prevalencia (10,8%) y va disminuyendo progresivamente hasta alcanzar una
prevalencia de 0,84% en el mes de julio. Lo mismo sucede cuando ingresan nuevamente
a los corrales, con una prevalencia del 15,25%, luego del periodo de pastoreo y va

disminuyendo, para llegar en el mes de enero a una prevalencia de 0,85%

El estudio longitudinal de LeJeune J. T. et al, 2003, en un feedlot de Canada con 75000
animales, dispuestos en corrales de a 500, para determinar la excrecion de E. coli
0O157:H7, registrd una prevalencia del 7,4% de STEC al destete y el 15% en el primer
muestreo, obtenido 7 dias después del arribo de los animales a las instalaciones. Hallo

por otro lado, que en todos los corrales habia por lo menos, 1 o0 mas animales positivos.

En el caso de la presente tesis, las instalaciones del feedlot fueron construidas ad hoc
y no hubo presencia de animales en los corrales, previo al ingreso de los mismos al
ensayo. Inmediatamente después de la incorporacion de los terneros a las instalaciones
de engorde, se detectaron 13/120 (10,83%) excretando E. coli O157:H7, por lo cual se
puede afirmar que las cepas de STEC fueron introducidas por los animales, los que
contaminaron el ambiente de las instalaciones, pero a diferencia de otros autores, la

prevalencia de STEC fue disminuyendo hasta la salida al campo.

Otro estudio longitudinal sobre Escherichia coli O157:H7 realizado en un feedlot por
Terrance, M. et al, 2009, comprobd que 16/319 terneros (5%) destetados en setiembre
(otono), previo a la entrada al feedlot, provenientes de pasturas, fueron positivos a la E.

coli, similar a otros reportes y a los datos aportados por el presente trabajo.
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7.2.- Eliminacion de STEC en bovinos de acuerdo a la estacion del ano

Ekong, P. S., et al, 2015, en una revision sistémica, analizdé la prevalencia y la
concentracién de E. coli O157 en diferentes categorias de animales y en diferentes
estaciones del afio, informando que la prevalencia estival de STEC era de 10,68% en
animales jovenes, 4,65% en bovinos adultos y 1,79% en vacas lecheras. Por otra parte,
reportd que la prevalencia de STEC en invierno era del 9,17% para los animales jovenes
y para los vacunos adultos fue de 4,21%, mientras que en vacas lecheras la prevalencia
fue del 0,36%.

En un estudio longitudinal sobre Escherichia coli 0157 realizado por Schouten, J. M. et
al, 2005, sobre 2164 muestras y 1252 animales muestreados (830 vacas y 422 terneros)
en tambos de Holanda, determiné que la excrecién de E. coli O157:H7 fue intermitente
en los animales infectados, con mayor prevalencia en otofio en vacas adultas y menor

prevalencia en invierno.

Smith R.P. et al 2009, realizando un estudio longitudinal en Gran Bretafa sobre la
excrecion de STEC en bovinos de carne jovenes, informoé que los picos de prevalencia
de STEC 0157, en algunos rodeos, ocurrieron durante la primavera y en otros en el
verano. Destaco que los patrones estacionales de excrecién no guardaban relacion con

reportes de otros paises europeos.

Besser, T. et al 1997, encontraron, en un estudio realizado en vacas lecheras, en el
estado de Washington, una variacién estacional en la excrecion de E. coli 0157:H7,
reportando indices de excrecion elevados durante el verano y el otofio, separados por

periodos de baja excrecidén durante el invierno y la primavera.

Coincidentemente, Fernandez, D. y Padola, N. 2012, observaron en Argentina una

mayor prevalencia de STEC en terneros de tambo en épocas calidas.

A su vez, se ha reportado en Alberta, Canada, por Van Donkersgoed, J. et al, 2001, que
los factores estacionales que inciden en la excrecion de STEC, registran una prevalencia
mayor durante los meses de verano y otofio, siendo menores en los meses de invierno,

estaciéon donde se detecta una baja o nula excrecion de STEC.

Respecto a la influencia estacional como factor predisponente para la excrecion de

STEC O157:H7, la revision bibliografica indica que existen picos de prevalencia
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estacionales en verano, como consecuencia de la mayor cantidad de horas luz diurna,
lo que favoreceria la capacidad de multiplicacién de la bacteria en los animales,
ayudando a la sobrevivencia del agente patdgeno en el ambiente; y por ende,

colaborando en la transmision.

Coincidentemente, durante los meses calidos, se registra la mayor cantidad de brotes
de SUH, (Van Donkersgoed, J. et al, 2001; LeJeune et al, 2004; Kovatset al, 2004;
Rangel et al, 2005; Hussein, 2007; Edrington et al, 2006; Lal et al, 2012).

Por otro lado, en Escocia, un reporte de Chase-Topping, M. et al, 2008, indica que la
prevalencia de STEC en bovinos de carne fue mas elevada en invierno (20%), mientras

que en el verano fue del 8,7%.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que las prevalencias de STEC bajan
durante el otofio, ascienden en la primavera y disminuyen durante el verano. Si bien se
observan prevalencias dispares entre este trabajo de tesis y los reportes de distintos
autores de diferentes paises, se considera que, para efectuar comparaciones respecto
al comportamiento estacional de la prevalencia, es necesario tener en cuenta las
caracteristicas climaticas de cada pais. Teniendo en cuenta las disimiles condiciones
meteoroldgicas de cada region, como asi también los sistemas de produccion,
fundamentalmente intensivos y en estabulacién en Europa, predominancia de feedlots
en Estados Unidos y en Canada y mayoritariamente extensivos en la Argentina.
Situacién que hace dificil comparar resultados entre trabajos generados bajo diferentes
condiciones. En este sentido, Fernandez, D. et al, 2009, recomienda ser cuidadosos a
la hora de hacer comparaciones con la prevalencia de STEC registrada en otros paises
e incluso dentro de un mismo pais, ya que se pueden observar variaciones debidas a
multiples factores, como el niUmero y la categoria de animales muestreados, el método
de muestreo, metodologia empleada para el procesamiento de las muestras, la estacién
del afio, factores climaticos — ambientales, nutricionales y de manejo, en la que los

estudios fueron realizados.

También, es importante destacar que este trabajo de tesis se realizé sobre animales
provenientes de un rodeo cerrado, a los que se les hizo un seguimiento a lo largo de un
ano, durante el cual, los mismos fueron cambiando de categoria, desde su ingreso en
otofio, como terneros, pasando a la categoria de novillitos en primavera, hasta alcanzar

la categoria de novillos en el otofio siguiente. Si bien se traté de los mismos animales,
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las prevalencias registradas durante el periodo de estudio obedecieron a distintas

categorias.

Esta situacién, planteada en este trabajo de tesis, simula de alguna manera, lo que
ocurre con la dinamica productiva y comercial del sector pecuario Argentino, en el cual,
diferentes categorias de animales, dependiendo del periodo del afio, de las condiciones
climaticas, de las necesidades financieras de las empresas, entran y salen de planteos

pastoriles hacia encierres a corral y viceversa.

7.3.- Presencia de los factores de los factores de virulencia Shiga

Etcheverria, A. et al, 2013, en un estudio longitudinal en Tandil, Argentina, sobre el rol
del bovino adulto, como reservorio de STEC portadores de los genes de los factores de
virulencia para las Stx, reportaron la prevalencia del gen para la Stx2 en 51 de las 86
cepas aisladas (59,3%). Solamente el 7% de las STEC llevaban el gen eae. Unicamente
en 4 de las 86 STEC aisladas, se encontrd que portaban los genes para la expresion de

los factores de virulencia para Stx y eae.

En un seguimiento de 14 establecimientos de la regién Pampeana, realizado por Parma
et al., 2000, durante 3 anos, se realizaron HMRA sobre 244 bovinos de carne en
pastoreo, pertenecientes a un mismo rodeo, determinando que la presencia del gen eae
de la region constante de Intimina se manifesté con mayor frecuencia en terneros
(20/26) que en bovinos adultos (1/39). Se concluye que algunas de las cepas aisladas
en terneros y la mayoria de las cepas aisladas en adultos, no correspondian al serotipo
O157:H7.

Blanco, M. et al, 2000, comunicaron que el gen eae y el gen Stx2, para el serotipo de la
E. coli O157:H7, fueron los hallazgos mas comunes, seguidos de los genes eae y Stx1,
y a su vez la presencia del gen eae fue significativamente mayor entre cepas portadoras
del gen Stx1, aisladas en terneros y el gen para Stx2 predominé en los aislamientos de
STEC de los animales de mayor edad. En el presente trabajo, utilizando SIM y la prueba
de aglutinacion de latex para la captura de E. coli O157:H7, se encontr6 que el 100% de
las cepas aisladas de los animales identificados como excretores, portaban el gen eae
de la region constante de Intimina y el gen rfbO1s7, responsable de la sintesis del

antigeno somatico O [32].

112 | 153



Méd. Vet. Luis Carlos Rhades
Tesis de Maestria en Ing. en Calidad

En la Argentina, Padola, N. et al, 2010, informaron prevalencias del 20% para la
presencia del gen Stx2, 9% para el gen Stx1 y 4% para la presencia conjunta de Stx1y
Stx2, sobre 126 terneros y 118 vacas lecheras muestreados, indicando que los

hallazgos del gen Stx2, son mas comunes en animales de mayor edad [32,125].

Estudios ya citados de Blanco, M. et al, 2010, de Espafia, indican que la prevalencia de
los genes que codifican la expresion de la Stx2 y Stx1 - Stx2, portados por STEC
0157:H7, resultaron proporcionalmente similares, tanto para vacas como para terneros.
En contraste, el hallazgo de los genes para Stx1 fue mas comun en terneros. También,
en trabajos del mismo autor, se ha reportado que, sobre 514 aislamientos de bovinos
con y sin diarrea, el 20% de las STEC eran portadoras del gen Stx1; el 54% portaban el

gen para Stx2 y el 26% portaban ambos genes Stx1 y Stx2 [32].

Ledeune J. T. et al, 2003, en un feedlot de 75000 animales en Canada, identificaron los
genes para la codificacion conjunta de Stx1 y Stx2 en el 83% de las muestras, los genes

para Stx2 en el 16% y el 0,43% para los genes de Stx1.

En un seguimiento del comportamiento de la STEC en tambos, realizado en Argentina
por Fernandez, D. y Padola, N., 2012, analizaron la presencia de las diferentes Stx en
cada estacion del afo, en vacas de tambo, reportando un aumento de las cepas
portadoras de los genes Stx1 - Stx2 y una disminucion de las Stx1 en estaciones célidas,
manteniéndose estable la presencia cepas portadoras del gen Stx2 en todas las

estaciones del afno.

Los resultados de los analisis realizados en la presente tesis determinaron, que la
presencia de los genes que codifican la expresion de la Stx1 se verificd solamente en
animales jévenes (11%), al inicio del ensayo, durante un breve periodo de tiempo. En
cuanto a los genes que codifican la expresion de la Stx2 se detectaron en el 33% de las
muestras, manifestandose en forma constante a los largo de todo el ensayo, con poca
variacion. La expresion de los genes que codifican en forma conjunta a la Stx1 y Stx2
(56%) fue irregular a lo largo del periodo del estudio, destacandose, durante la

primavera, su presencia en un elevado numero de muestras.
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7.4.- Relacién de los factores climaticos con la excreciéon de STEC y la presencia

de los factores de virulencia Shiga

En este trabajo de tesis, cuando se confrontaron estadisticamente, la influencia de los
factores climaticos (precipitaciones y temperaturas) con la excrecién de STEC, se
determiné que hay una relacion positiva significativa entre la lluvia y las temperaturas
minima y media con la excrecién de E. coli O157:H7. Con respecto a los factores de
virulencia de las STEC, no se encontroé relacién entre la lluvia y las temperaturas con la
presencia de los genes que codifican la expresion de las Stx1 y Stx2. Por el contrario,
estos factores climaticos influyeron significativamente sobre la expresion conjunta de la
Stx1 y Stx2. Destacandose que durante el aino 2014 ocurrieron precipitaciones por
encima de la media historica, registrandose valores elevados durante la primavera. Se
encontré que la presencia de los genes que codifican a la Stx2 se expresaron en forma
regular a lo largo de todo el periodo del ensayo, sin sufrir la influencia de los factores
meteoroldgicos, situacion que amerita tenerse en cuenta, dada la toxicidad de esta Stx

y su incidencia en la patogenia del SUH en la Argentina.

Varios autores hacen referencias y concuerdan en que las estaciones del ano influyen
sobre la excrecién de STEC. En general citan una mayor prevalencia en las épocas
célidas y lluviosas (primavera-verano) y menor en invierno. Sin embargo, en ninguno de
los trabajos publicados se correlacionan los registros de temperatura y precipitaciones

con la excrecion de E. coli O157:H7.

7.5.- Relacién de los factores ambientales y de manejo con la excrecién de STEC

y la presencia de los factores de virulencia Shiga

Respecto a la incidencia de los factores ambientales, como causa predisponente para
la excrecién de STEC 0157:H7, Smith, D. R. et al 2005 y Sanderson, M. W. et al, 2006,
citan que las condiciones de los corrales de engorde, con gran cantidad de barro y
exceso de humedad, como las condiciones secas y polvorientas, pueden impactar como
factor predisponente para la excrecion y la transmisién de E. coli O157:H7 y mantener

alta la prevalencia de STEC en los animales.

Le Jeune, J. T. et al, 2004, informé, en un estudio longitudinal de excrecién de E. coli
0O157:H7, realizado en feedlots del estado de Ohio, USA, que la excrecion de STEC fue

de corta duracién. Concluyé que los episodios de reinfeccion dentro del rodeo pueden
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obedecer a factores ambientales o alimentarios, los que disminuyen la resistencia
transitoria de los animales a la colonizacién de STEC. Por lo que la identificacion y la
eliminacion de estos factores podrian disminuir sustancialmente la exposicién del

hombre a este agente infeccioso.

Van Donkersgoed, J. et al, 2001, Padola, N. et al, 2004, Berg, J. et al, 2006, mencionan
el transporte de los terneros, los cambios de dieta, vacunaciones, manejo de los
animales dentro de las instalaciones y otras causas de estrés, incluidas las condiciones
de los corrales, como factores que favorecerian la predisposicion de los animales a la

excrecion de STEC.

Kuduva, I. T. et al, 1996, informa que si bien, los factores que desencadenan el inicio de
la excrecion de STEC en los terneros que ingresan al feedlot, no estan bien
determinados, afirma que el estrés nutricional juega un papel predisponente para la

excrecion, contaminacion del ambiente y el posterior contagio de otros animales.

En el trabajo de Fernandez, D. y Padola N., 2012, donde analizaron el comportamiento
de la STEC en tambos, indicaron que la alta prevalencia de STEC en terneros pudo
deberse a una mejor colonizacién del TGI, favorecido por el estrés pos destete, por un
menor desarrollo del sistema inmunolégico, cambios en la dieta o a cambios anatémicos

y fisiolégicos del TGI.

En el presente trabajo, el resultado de los analisis sobre la posible influencia de los
factores de manejo, como la castracion y las inmunizaciones contra la fiebre aftosa,
sobre la excrecion de STEC y la presencia de los genes que codifican la expresion de
las Shiga toxinas, revelaron que estos estan confundidos con otras variables.
Determinar su relacién requiere de un ensayo que contemple mantener estas variables
ambientales constantes, situacion que no se condice con el contexto experimental de

este estudio.

7.6.- Relacion del peso y las caracteristicas de la alimentacién con la excrecién de

STEC y la presencia de los factores de virulencia Shiga

En un estudio longitudinal realizado en Canada por Ledeune J. T. et al, 2003, informd
que el incremento de la concentracion de grano en la dieta, que fue en aumento durante

el primer mes de encierre, pudo contribuir a acrecentar la susceptibilidad de los animales
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a la infeccion y a incrementar la excrecion de E coli O157:H7 durante los primeras 4
semanas de encierre. Cuando la concentracién de grano de la dieta se estabilizd, notd
que también la prevalencia de excrecion de STEC se estabilizé en un nivel bajo.
También informé que la edad y el peso de los animales fue un factor predisponente
sobre la excrecion de STEC. Los animales jovenes excretaron mas que los animales
adultos, estableciéndose que los animales con pesos inferiores a los 317 kg mostraron

mayor indice de excrecion.

Berg, J.; et al, 2004, en un trabajo realizado para comparar el comportamiento de la
excrecion de E. coli O157:H7 en novillos encerrados en 15 corrales (300 a 500 por
corral) alimentados con una racion de terminacion a base de grano de cebada y en otros
15 corrales con animales alimentados con una dieta en base a grano de maiz, determiné
que la prevalencia de excrecion fue del 2,4% en el ganado alimentado con cebada y el
1,3% en el ganado alimentado con maiz. Informé que la diferencia entre los novillos
alimentados con cebada y los alimentados con maiz pudo estar dada por el Ph de la

materia fecal, que en el caso de la dieta a base de maiz era mas bajo.

Cernicchiaro, N. et. al., 2010, evalud los efectos del contenido de humedad de la fuente
de energia (maiz humedo y maiz entero seco) con la utilizaciéon de dos nucleos, sobre
la excrecion de E. coliO157: H7 en 168 novillos Angus cruza, encerrados en 24 corrales.
Los animales alimentados con maiz entero presentaron una prevalencia mayor que los
animales alimentados con maiz humedo. Sin embargo, informd que el efecto del tipo de
maiz en la prevalencia de E. coli O157:H7 varia con el tipo de aditivo para piensos

utilizados.

En este trabajo de tesis, con respecto a la distribucion de los terneros en los corrales,
de acuerdo a los pesos (livianos y pesados) y al nivel de PB de las dietas a los que
fueron sometidos, se determiné que el nivel de suplementacién proteica, tanto en

livianos como en pesados, no influy6 sobre la excrecion de STEC.
Pero, cuando se analizé individualmente a la dieta de recria que contenia el 9% de PB,
se destaca que la presencia conjunta de Stx1 y Stx2 tiene valores mas elevados que los

que consumen la dieta con 13% y con 18% de PB.

Al analizar a los animales livianos y pesados al inicio del ensayo, se observo en los

livianos, un aumento de excrecion de STEC durante el periodo de terminacion.
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Jacob, M. et. al. 2009, reporté que la composicién de la dieta tiene incidencia en la
excrecion y prevalencia de la E. coli O157:H7 en los bovinos, pero que los mecanismos
especificos responsables del aumento o disminucidn de la excrecion no se conocen muy
bien, sosteniendo que pueden deberse a los cambios en la bioecologia del intestino
grueso, inducida por los tipos de dieta. Con respecto a esta afirmacion, concluyé que
los resultados de los estudios, son muchas veces contradictorios o no repetibles, como
consecuencia de la complejidad del ecosistema del intestino de los animales, de los
efectos de la variada gama de materias prima que se usan en la alimentacion y la

variedad de ingredientes que se utilizan para la formulacién de dichas dietas.

Los reportes (Meichtri et al, 2004) sobre los analisis realizados en un matadero en la
Argentina, entre julio de 1999 y diciembre de 2000, detectaron, sobre 70 muestras de
MF y 130 HMRA de novillos de 14 a 16 meses de edad, alimentados con una dieta en
base a granos, durante 3 a 4 meses previo a la faena, la presencia de STEC en el 39%

de los animales [63].

Mercado, E., 2006 en un trabajo sobre el control de la excrecion de la STEC en el
ganado bovino de carne, informa que cuando se pasé abruptamente de una dieta
basada en grano de maiz a forraje, se observé una disminucién de animales excretando
E. coli O157:H7. En el trabajo de esta tesis se observo, al contrario de lo antecitado, que
cuando los animales alimentados con la dieta de recria, basada en granos, pasaron a
pastoreo a campo, la cantidad de animales excretando STEC aumentd, no coincidiendo
con lo reportado por otros autores [64,65,66,67,73,74,104]

7.7.- Discusion de las hipotesis

Los estudios ya citados [7,31,32], indican que la prevalencia de la citototoxina Stx1 fue
mayormente aislada en terneros de entre 4 y 8 meses de edad, hecho que se confirma

con los resultados de los HMRA de los meses de marzo, abril y mayo.

Por otro lado, los informes de la Argentina, respecto a la presencia de las Stx2 y Stx1 -
Stx2, para el serotipo de la O157:H7, indican que sus hallazgos son mas comunes en

animales de mayor edad [32].

Acorde a la evaluacién de los resultados del ensayo y al analisis de los datos obtenidos,

se determind que:

117 | 153



Méd. Vet. Luis Carlos Rhades
Tesis de Maestria en Ing. en Calidad

7.7.1.- Discusion Hipétesis 1

Durante el desarrollo del ensayo, las pruebas diagnésticas revelaron la existencia de
animales excretores de STEC, desde el inicio del encierre, hasta el ultimo muestreo,
previo al envio de los animales al frigorifico. Determinandose a su vez, un numero
variable de animales excretando E. coli O157:H7 a lo largo de todo el ensayo. Si
consideramos a los animales que se detectaron como eliminadores de SETEC en los
distintos muestreos, encontramos un escaso contagio dentro de un mismo corral. Pero
si se detectaron animales excretores en distintos corrales, a lo largo del periodo de
estudio, siendo dificil establecer las posibles vias de contagio. Sin embargo, es evidente
que la aparicidn de animales positivos en corrales distantes, implicaria la presencia de
portadores que no son eliminadores, los que bajo determinadas circunstancias se

convertirian en excretores de STEC.

Entonces, de acuerdo a los resultados obtenidos, la suposicién inicial que sostiene que
la deteccidn temprana de animales excretores al inicio del encierre, permitiria reducir, al
finalizar el ciclo de engorde, la presencia de STEC en los animales destinados a faena,

es poco probable.

7.7.2.- Discusion Hipoétesis 2

Si bien se detecto la presencia de animales excretando, temporalmente, E. coli O157:H7
en mas de una oportunidad, esta condicion no permite inferir que los mismos sean

excretores persistentes.

En consecuencia, de acuerdo a los antecedentes y a los resultados obtenidos, se puede
inferir que, una vez presente el agente etioldgico en los corrales, el mantenimiento de
su prevalencia no esta supeditada a la presencia de animales que excretan E. coli en

forma continua, por lo que se refuta la formulacion de la segunda hipotesis.

7.7.3.- Discusion Hipétesis 3

Estadisticamente se determiné que la influencia de las lluvias y las temperaturas inciden
sobre la excrecion de STEC, indicando que cuando estas aumentan, también lo hace

Su excrecion.
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El resultado de los analisis de la influencia de las diferentes medidas de manejo, sobre
la excrecion de STEC, revela que estas estan confundidas con las variables climaticas
de lluvia y temperatura. Determinar su relacién requiere de un ensayo que contemple
mantener las variables climaticas constantes, situacién que no se condice con el

contexto experimental de este estudio.

El analisis en relacion a los pesos, determiné en los animales livianos, un aumento de
excreciéon de STEC en el periodo de terminacién, mientras que los animales pesados no

presentan diferencias en la excreciéon durante el mismo periodo.

Con respecto a los factores nutricionales, se determiné que las diferentes dietas

influyeron en la excrecion y presencia de factores de virulencia.

Se acepta que los factores como el clima, el peso y factores nutricionales, pueden
incrementar la excreciéon de STEC. Por el contrario, por lo expresado anteriormente, no

fue posible establecer una correlacion entre el manejo y la excrecion de STEC.

7.7.4.- Discusion Hipétesis 4

De los resultados del analisis comparativo entre el periodo de recria versus pastoreo a
campo y terminacion se desprenden diferencias significativas, debido a que la Stx1
aparece solamente durante el periodo de recria y luego desaparece. La Stx12 es mas
frecuente durante las dos ultimas etapas. Cuando se analizan las etapas de campo y
terminacion, se destaca que la presencia conjunta de las Stx1 Y Stx2 se manifiesta
significativamente mas durante la etapa de pastoreo a campo, en tanto que la Stx2 se
manifiesta mas durante la etapa de terminacién, pero su comportamiento, en general,

se mantiene presente en los tres periodos de alimentacion.
Los factores de virulencia Stx1, Stx2 y Stx12 presentes en las STEC excretados por los

animales durante el ciclo de engorde, tuvieron comportamientos diferentes,

aceptandose la hipétesis propuesta.
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7.8.- Discusion sobre los aspectos de la influencia de las dificultades econdmicas

para conseguir los insumos de laboratorio en los resultados de los ensayos.

La imposibilidad de procesar los HMRA y los posteriores aislamientos de STEC, en los
meses de agosto y octubre de 2014, impidi6 contar con los datos sobre el
comportamiento de la excrecion de STEC en los animales, durante ese lapso de tiempo.
Especialmente en el momento del ensayo, durante el cual, la excrecion de STEC
coincidié con un aumento de las precipitaciones y las temperaturas. En otro momento,
el verano de 2015, se generd otro bache, en el cual, coincidentemente con la incidencia
de las altas temperaturas, no se pudo tener informacion sobre la excrecion de STEC.
De haber contado con los resultados de esos muestreos, se hubiera podido hacer un
mejor analisis, permitiendo contar con la secuencia mensual completa de la excrecion

de STEC y la identificacion de sus factores de virulencia.
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Capitulo 8: Conclusiones

Se asocia esta tesis con la falta de inocuidad y de seguridad alimentaria en la carne
bovina, cuando el factor de riesgo de contaminacién radica en la presencia de animales
excretores de E. coli O157:H7, durante el periodo de recria, pastoreo a campo y
terminacion, hasta el momento de la faena; y desde el frigorifico, cuando la misma pasa

a la cadena comercial y de ahi a los consumidores.

El analisis de los datos aportados por este trabajo, determinaron que la E. coli O157:H7
es introducida por los terneros que ingresan a los corrales de engorde, después del
destete, revelando la existencia de animales excretores desde el inicio del encierre hasta

el final, confiriéndole asi a la STEC la condicidn de endémica dentro de las instalaciones.

Si bien, se detectaron animales excretando temporalmente E. coli O157:H7, en mas de
una oportunidad, a lo largo de todo el periodo de ensayo, esta condicidn no permitid

inferir que los mismos sean excretores persistentes.

Si en los corrales hubiese habido animales excretores persistentes, estos no fueron
detectados. Independientemente a esto, no se observd en el grupo en estudio, un
contagio importante entre animales de un mismo corral e incluso, que hubiera contagio

entre animales de corales linderos.

Por otro lado, se vio que el nivel de contagio en el campo fue superior que el registrado

en los corrales.

Los resultados del presente trabajo ponen de manifiesto la variacién de los patrones
individuales de excrecién, la proporcion de animales excretores dentro de las

instalaciones, y el tiempo de excrecion.

Se observé que la excrecidon de STEC varia a lo largo del afio, con niveles de excrecion
altos al inicio del ensayo, luego disminuyen gradualmente hacia el mes de julio,
presentando niveles mas elevados en setiembre y noviembre, coincidiendo con el
pastoreo a campo, volviendo a disminuir progresivamente a partir del reingreso de los
animales a los corrales (noviembre). Al finalizar el ensayo, se observa un leve

incremento de la excrecion (abril) previo al envio al frigorifico.
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Contradictoriamente a lo citado en la bibliografia, se observé en este trabajo que un
numero mayor de animales excretd E. coli O157:H7 cuando se cambié la dieta basada

en granos por el pastoreo a campo.

Al analizar el comportamiento de los animales livianos y pesados al inicio del periodo de
engorde, se observo en los livianos, un aumento de excrecién de STEC durante el
periodo de terminacion. Situacion a tener en cuenta al momento del ingreso de animales
a los corrales, ya que se esperaria una mayor excrecion, en aquellos que ingresan con
bajo peso a la recria. Por lo tanto, la observacion de la condicion corporal, al inicio la
recria, permitiria alertar a las plantas frigorificas, al momento de su envio a faena, con

el objeto de que extremen las medidas de control.

Si bien se comprobd que las temperaturas y las precipitaciones actuaron como factores
predisponentes para la excreciéon de E. coli O157:H7, sin embargo, podemos afirmar,

que la excrecion se mantuvo a lo largo del ensayo.

La portacion de genes Stx es variable. El gen Stx1 se detectd en terneros jévenes y no
se vuelve expresar en los HMRA posteriores. La presencia de Stx2 se mantuvo
constante durante el periodo de estudio; dato importante, ya que este factor de toxicidad
estd asociado con la patogenia del SUH, habida cuenta que esta variante es la
responsable del mayor numero de causas de muerte en niflos que padecen la
enfermedad. La portacién conjunta de los genes Stx1 y Stx2 es elevada en marzo y

significativamente mayor durante el pastoreo de setiembre y noviembre.

Se determind que las temperaturas y las lluvias no influyeron sobre la presencia de los
factores de virulencia para la Stx1 y Stx2, mientras que si incidieron sobre la expresion

conjunta de los factores de virulencia para la Stx1 y Stx2.

El analisis sobre la influencia de los factores de estrés, como la castraciéon y las
inmunizaciones contra la fiebre aftosa, sobre la excrecién de STEC y la presencia de
Shiga toxinas, reveld que estos estan confundidos con las variables climaticas.
Determinar su relacién requiere de un ensayo que contemple mantener estas variables

reguladas, situacién que no se condice con el contexto experimental de este estudio.

Si bien se trabajo con una baja densidad de animales en los corrales, se pudo demostrar
que los bovinos se comportan como reservorio, situacion que adquiere vital importancia,

habida cuenta el alto consumo de carne por habitante en la Argentina.
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La ejecucion de practicas tendientes a reducir la colonizacion del TGI de los bovinos por
E. coli O157:H7, aun se encuentran en fase de experimentacién, y por otro lado, las
medidas tendientes a disminuir la carga de STEC en los productos alimenticios
manufacturados, la carne y sus subproductos en este caso, no reducen a cero la
probabilidad de contraer la enfermedad en el hombre, por ende, es pertinente seguir

analizando propuestas que permitan la implementacién de acciones preventivas.

Considerando el nivel de prevalencia encontrado en los novillos, previo a su envio a

frigorifico (5,08%), no fue posible identificar E. coli O157:H7 en las carcasas.

Se concluye que con estos niveles de infeccién y con la implementacion de buenas

practicas de faena, las probabilidades de contaminacién de la carne son muy bajas.

Es por estas circunstancias que la realizacion de trabajos transversales y longitudinales
que permitan estimar la magnitud y la distribucion de la enfermedad por un lado y
factores de riesgo por otro, son de importancia para el avanzar en la adopcién de
medidas preventivas, que contribuyan a disminuir la prevalencia de STEC en el ganado
bovino destinado a faena y consecuentemente propender a una reduccion del niumero
de casos de SUH.
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Capitulo 9: Perspectivas futuras

9.1.- Entre las posibles lineas futuras de investigacion, se propone el estudio de la
dinamica de excrecion, contaminacion, infeccion y persistencia de E. coli O157:H7 a lo
largo del tiempo, en sistemas de encierres y pastoreos alternativos no programados,
como consecuencia de crisis hidricas y forrajeras y/o decisiones econémico-financieras,
en la estrategia de gestion de las empresas, que reflejen la realidad de los sistemas

productivos existentes.

9.2.- Se plantea la realizacién de estudios sobre la excrecion de la E coli O157:H7 y la
presencia de sus factores de toxicidad, en animales en terminacion, previo al envio a

faena, que ingresaron a la recria con condicién corporal regular o mala.

9.3.- Se propone realizar un seguimiento de animales que excretaron en mas de una
oportunidad, cepas portando los mismos factores de toxicidad, para determinar si son
los mismos genotipos presentes en distintos muestreos, o se produce una reinfeccion

del mismo animal con otro serotipo.

9.4.- Se sugiere el seguimiento de la excrecion de STEC O157:H7 en sistemas de
engorde a corral y extensivos a campo, en una misma region (con caracteristicas

climaticas similares), para confirmar los patrones de infeccién entre uno y otro sistema.

9.5.- Se propone la genotipificacion de las Stx de las cepas de STEC obtenidas durante
el ensayo, mediante la utilizacion de PFGE o gel electroforesis en campo pulsado
(GECP).

9.6.- Se sugiere realizar estudios de patogenicidad y persistencia en bovinos y otros
modelos animales, de algunas de las 73 cepas de STEC aisladas, que presenten

determinadas caracteristicas genotipicas.

9.7.- Dada la persistencia encontrada, a lo largo de todo el periodo de estudio, en la
eliminacion de E. Coli O157:H7 portadoras de la Stx2, seria de interés conocer la
dinamica del contagio y los factores de riesgo que se encentran involucrados

especificamente para este serotipo.
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Capitulo 10: Anexos

Foto 6: Novillos identificados con caravana numerada en la oreja izquierda y en el pabellén derecho, botdn
numerado de seguridad y caravana de color indicando el nivel de PB de la dieta a los que fueron
sometidos.

En las tablas 29 y 30 se individualiza el comportamiento de los animales que excretaron
STEC, con la correspondiente identificacién genética de las Stx presentes en cada uno
de los corrales, a partir de los HMRA que se realizaron mensualmente, desde el 14 de
marzo de 2014 hasta el 7 abril de 2015.
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RESULTADO| RESULTADO] RESULTADO | RESULTADO] RESULTADO| RESULTADO] RESULTADO | RESULTADO[RESULTADO [RESULTADO [RESULTADO [RESULTADO
CARAVANA |CORRAL
19/03/2014 | 21/04/2014 | 13/05/2014 | 10/06/2014 | 07/07/2014] 11/08/2014] 10/09/2014] 09/10/2014 | 04/11/2014] 09/12/2014] 12/01/2015( 07/04/2015)
707 1
738 1
811 1
703 2
737 2
755 2
706 3
749 3
798 3
813 3 H
588 4
769 2 [ s |
774 4
596 5
724 5
729 5
741 6
777 5 [ sz |
787 6
806 6
717 7
786 7
742 8 [ s ]
764 8 sz |
781 8
739 9
70 5 [ sve |
799 9
75| 10 |
730 10
300 10
[T T -
775 11
804 11
595 12
747 12 ] |
789 12 | |
763 13
778 13
791 13
751 14
762 14
780 14
593 15
711 15
783 5 H
728 16
792 16
805 16
| v — swaz |
748 17
767 17
740 18
784 18
79 18

Tabla 29: Se muestran a los resultados de la identificacion genética de las Stx, portadas por las STEC
excretadas por los animales, distribuidos en los corrales numerados del 1 al 18, durante el ensayo.
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589 19 [ [ [ [ [ [ [ [ [ [
700 19 [ [ [ [ [ [ [ [
795 19 MUERTO

788 19 [ [
725 20

727 20

750 20 MUERTO

810 20

735 21

772 21

793 21

794 21

732 2

746 2

801 2

716 23

768 23

797 23 -
712 24 [

719 24

] eTEm|
816 24

743 25

776 25

713 25

704 26

709 26 RETIRADO
754 26

733 27

2| o |

803 27

702 28

714 28

731 28

736 2

757 29

766 30

802 30

809 30

759 31

760 31

779 31

708 32

720 32

501 33

PZEN ) [sea | q
785 33 |

592 34

723 34

710 35

722 35

734 35 [

705 36

756 36

807 36 [ ‘H
PR | I I

Tabla 30: Se muestran a los resultados de la identificacion genética de las Stx, portadas por las STEC
excretadas por los animales, distribuidos en los corrales numerados del 19 al 36, durante el ensayo.

127 | 153



Méd. Vet. Luis Carlos Rhades
Tesis de Maestria en Ing. en Calidad

FECHA

CARAVANA| rfb258 eae 345 Stx1

FECHA

19/03/2014

19/03/2014

805
782

19/03/2014

19/03/2014
19/03/2014

725
715
701

10/09/2014

19/03/2014

19/03/2014
19/03/2014
19/03/2014

774
776
753
812

19/03/2014

19/03/2014

19/03/2014

19/03/2014

795
765
813
783

15/04/2014

Stx1 FECHA rfb258 eae 345 Stx2 Stx1

10/09/2014

15/04/2014 765
15/04/2014 815
15/04/2014 742
15/04/2014 704
15/04/2014 773
13/05/2014 718
13/05/2014 716
13/05/2014 754
13/05/2014 743

16/06/2014

07/07/2014

16/06/2014

777
803
803

10/09/2014

10/09/2014
10/09/2014

595
710
712

10/09/2014

10/09/2014
10/09/2014

717
734
736

10/09/2014

746

10/09/2014

10/09/2014

10/09/2014

758
763
764

|
| 09/12/2014]

09/12/2014f

10/09/2014

10/09/2014
10/09/2014
10/09/2014

765
767
778
787

| e | 09/12/2004

04/11/2014

10/09/2014
10/09/2014

797
804
773

04/11/2014

723

04/11/2014 770
04/11/2014 779
04/11/2014 744
04/11/2014 727
04/11/2014 811
04/11/2014 760
04/11/2014 713
04/11/2014 756
04/11/2014 722
04/11/2014 748
04/11/2014 721
04/11/2014 792
04/11/2014 709

04/11/2014

710

07/04/2015

09/12/2014
09/12/2014

769
771
721

07/04/2015

703

07/04/2015 814
07/04/2015 745
07/04/2015 790
07/04/2015 807

Neg

Neg 10/09/2014

Tabla 31: Se exponen los animales excretores de STEC y la identificacién genética del gen rfbOisy,
responsable de la sintesis del antigeno somatico O, el gen eae, que codifica para la proteina intimina y de
las Stx, factores de toxicidad responsables de los dafios celulares en los distintos 6rganos del hospedador.
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Foto 7: Tubos Eppendorf en la placa concentradora de particulas (PCP) (Dynal - MPC®-S Biotec
Magnetic Particle Concentrator for Microcentrifuge Tubes — Pro. N2 120.20), a la que se le
agrega en la parte posterior, la placa magnética, durante 5 minutos, para que las micro perlas
que contienen el complejo antigeno — anticuerpo de E. coli, quedan adheridas a la pared del
tubo.

Foto 8: Placa de Agar Sorbitol — McConkey Sorbitol + cefixima telurito + suplemento
MUG (SMACct) para seleccionar las colonias de E. coli 0157:H7 que no fermentan
de este azucar, que aparecen de color amarillo pajizo.
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Foto 9: Placa de Agar Sorbitol — McConkey Sorbitol + cefixima telurito + suplemento
MUG (SMACct) mostrando las colonias de E. coli que fermentan de este azucary al
complemento MUG, que aparecen de color rojizo y mostrando fluorescencia.

Foto 10: Placa con crecimiento de colonias de E. coli 0157:H7 vy tarjeta
mostrando reaccion de aglutinacion positiva (circulo 1) a la prueba de
latex, confirmando la presencia de E. coli 0157:H7.
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Foto 11: Visualizacién de la reaccidon de PCR en medio de gel de agarosa, que
permite detectar los genes de la regién constante de intimina (eae), de las
tdxinas Shiga (Stx1 — Stx2 y del responsable de la sintesis del antigeno O (rfbO1s7)

Foto 12: Proceso de desollado de los animales en el sector sucio de la planta frigorifica
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Foto 13: Procesamiento de las muestras del esponjado de las medias reses para realizar la SIM
y posterior cultivo selectivo en Agar Mac Conkey Sorbitol + cefixima telurito (SMACct) +
suplemento MUG, el analisis de aglutinacidn (Latex), el repique en Agar Mac Conkey.

12

10

Grafico 13: Distribucion de casos de SUH seguin mes de ocurrencia- La Pampa - afios
2005-2013 (n=63) Sistema de Vigilancia, Unidad Centinela SUH, Hospital Lucio Molas,
La Pampa, destacandose la ocurrencia de casos en los meses de invierno.
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Grafico 14: Serotipos de STEC en casos de SHU-UC (Unidad Centinela) Hospital Lucio Molas
Santa Rosa, La Pampa, afio 2005 a 2013 (Laboratorio de Bacteriologia Hospital Lucio Molas)

uSTX 1 LIBRE MF

mSTX 2 LIBRE MF

m8TX 1/2 LIBRE MF

uSTX LIBRE NEG

N= 38

Grafico 15: Toxina Shiga libre en MF - casos SHU-UC Hospital Lucio Molas -
Santa Rosa - La Pampa, afio 2005 al 2013 (Laboratorio de Bacteriologia
Hospital Lucio Molas)
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10.1.- Informacién complementaria: trabajos presentados

10.1.1.- IV Seminario de Investigacion en Extension - Centro Regional La Pampa -
San Luis — Maestria Sociedad e Instituciones de la Facultad de Ciencias
Econémicas, Juridicas y Sociales de la Universidad Nacional de San Luis
Presentacion Plan de Tesis, sometiéndose a evaluacion y posterior devolucion por
parte de los moderadores del plenario

10.1.2.- Asociacion Argentina de Veterinarios de Laboratorios de Diagnéstico —

XXI Reunién Cientifico Técnica “Dr. Bernardo Jorge Carrillo”

“Efecto de Factores Predisponentes Sobre la Transmision y Persistencia de E. coli
0O157:H7 en Bovinos”

10.1.3.- Asociaciéon Argentina de Veterinarios de Laboratorios de Diagnoéstico —

XXI Reunién Cientifico Técnica “Dr. Bernardo Jorge Carrillo”

“Estudio Longitudinal Sobre Transmision y Persistencia de E. coli O157:H7 en Bovinos”
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