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TABLA DE ABREVIACIONES

ARNt: Acido Ribonucleico de Transferencia
CH: Colitis Hemorragica

EHEC: Escherichia coli enterohemorragica
EPEC: Escherichia coli enteropatogénica
Gb3: globotriaosylceramida 3

GbA4: globotetraosylceramida 4

IL-1B: Interleuquina 1-beta

IL-6: Interleuquina 6

IL-8: Interleuquina 8

LEE: Locus of enterocyte effacement

PCR: Polymerase Chain Reaction

STEC: Escherichia coli productora de Toxina Shiga
Stx: Toxina Shiga

SUH: Sindrome Urémico Hemolitico
TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral Alfa
TSA: Triptosa Soya Agar

UFC: unidades formadoras de colonias
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RESUMEN

La produccion ganadera bovina, una de las principales actividades econémicas en nuestro pais, ha
experimentado una tendencia hacia sistemas de produccidn intensivos y semi-intensivos en busca
de una mayor rentabilidad. Esto trae consigo una mayor incidencia de enfermedades
infectocontagiosas tanto entre animales como hacia los seres humanos. Escherichia coli

productora de toxinas Shiga (STEC) presenta a los bovinos como su principal reservorio natural y
se asocia a enfermedades en los seres humanos transmitidas por la via fecal-oral. STEC puede
causar desde diarreas leves hasta colitis hemorragica (CH) y sindrome urémico hemolitico (SUH),
causado exclusivamente por las toxinas Shiga y pudiendo desencadenar la muerte. El principal
factor de virulencia de STEC son las toxinas Shiga 1 (Stx1) y 2 (Stx2), dentro de las cuales se
identifican 3 subtipos para Stx1 y 7 para Stx2. Particularmente, los subtipos Stx2a, Stx2c y Stx2d se
asocian a enfermedad severa. Por otro lado, Stx2b, Stx2f, Stx2g y Stx1 se asocian a diarreas leves,
fiebre, dolores abdominales y Stx2e a enfermedad en cerdos. En Uruguay la incidencia de SUH se
estima en 4 o 5 nifios cada 100000 menores de 5 aios. En ningln caso se ha identificado su origen
ya gue no existe investigacion epidemioldgica por no ser de reporte obligatorio al Ministerio de

Salud Publica.

El objetivo de este trabajo consistié en subtipificar las toxinas Shiga 1y 2 de una coleccidn de 32
aislamientos de STEC obtenidos de muestras de heces de terneros mediante la técnica PCR a
tiempo final. Asimismo se realizd un arbol filogenético mediante la técnica de neighbour- joining
para diferenciar ciertos aislamientos cuyas secuencias son muy similares entre si. Se lograron
detectar los genes de los subtipos stx2a, stxla y stxlc, estos ultimos en algunos casos en los

mismos aislamientos. No se detectaron las variantes stx2b, stx2c, stx2d, stx2e, stx2f, stx2g y stx1d.

Los resultados demuestran la potencialidad de STEC aisladas de bovinos en Uruguay de causar
enfermedad severa en el hombre, resaltando el riesgo zoondtico y la necesidad de realizar

deteccion temprana de este patdgeno para evitar su propagacion.
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INTRODUCCION

ACTIVIDAD GANADERA EN URUGUAY

En Uruguay la produccidn de carne y la industria lechera son importantes fuentes de ingresos
econdémicos debido tanto al consumo interno como a la exportacidn. Segun datos disponibles del
Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca, en 2016 habia en el pais mas de 12 millones de
vacunos (2,7 millones eran terneros), con una produccion anual que supera el millén de toneladas
de carne y los 2000 millones de litros de leche comercial. Esto refleja la importancia del desarrollo

de este sector (Direccion del Area de Estadisticas Agropecuarias, 2016).

En los ultimos afios, ciertos factores han generado la necesidad de modificar los sistemas de
produccién con el objetivo de maximizar los recursos disponibles y en busca de una mayor
rentabilidad. Entre éstos se encuentra una reduccion en las extensiones de campo disponibles
para la ganaderia debido a un aumento de las destinadas a la forestacion y a la agricultura de
secano (Direccién del Area de Estadisticas Agropecuarias, 2016). Otro factor relevante es la
necesidad de agregar valor a la produccién, asi como la exigencia de un marco normativo
internacional orientado a la producciéon saludable y sustentable y la demanda creciente de

alimentos a nivel mundial.

Tradicionalmente, la producciéon pecuaria ha sido de tipo extensiva. Sin embargo, dichas
condiciones han llevado a los productores a optar por sistemas intensivos, incrementando la
produccién en el menor lapso de tiempo posible y utilizando el espacio minimo requerido. Esto, si
bien aumenta la rentabilidad, genera condiciones de estrés en los animales y un aumento en el
contagio de enfermedades infecciosas, tanto entre animales como hacia los seres humanos

(Mulligan y Doherty 2008; Radostits et al. 2007; Renter et al. 2003).

Diversos agentes patégenos se han determinado como los causantes de dichas enfermedades
infectocontagiosas, siendo uno de los principales el bacilo Escherichia coli. En bovinos se ha
asociado a leucopenia, hipoglucemia, bajas concentraciones plasmaticas de zinc, fiebre vy
septicemia (Ballou et al. 2011). Ademads, junto a Rotavirus, especies de Cryptosporidium vy
Coronavirus se estima que son responsables del 75% al 95% de las infecciones en terneros

neonatos (Radostits et al. 2007).
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ESCHERICHIA coLI

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo anaerobio facultativo que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae y fue descrito por primera vez en 1885 por un pediatra aleman, Theodor
Escherich, a partir de heces de un nifio que padecia diarrea (Croxen et al. 2013). Es un
componente de la microbiota no patogénica predominante en especies de sangre caliente y es
considerado el anaerobio facultativo mas abundante de la microbiota intestinal humana. Tanto en
humanos como en bovinos, E. coli coloniza el tracto gastrointestinal horas después del nacimiento
a partir de la microbiota materna y ambiental, coexistiendo en condiciones de salud y beneficio
mutuo (Kaper et al. 2004; Leopold et al. 2014; Mainil y Fairbrother 2014). Algunas cepas, sin
embargo, han evolucionado a cepas patdgenas al adquirir la capacidad de provocar enfermedad.
Menos de 2000 genes de los entre 4200 y 5500 que posee E. coli en su genoma son conservados
entre todas las cepas de la especie (genoma core). Ademads, estudios del repertorio del pan
genoma muestran que comprende 15741 familias génicas, de las cuales sélo el 6% se encuentran
representadas en todos los genomas. De esta manera, el genoma variable o accesorio conforma
mas del 90% del pangenoma y un 80% de un genoma tipico (Lukjancenko et al. 2010). Las
mutaciones, inserciones, deleciones, rearreglos, duplicacion y el flujo continuo de genes
localizados en elementos modviles como transposones, integrones, bacteriéfagos, plasmidos,
elementos de insercidn o islas de patogenicidad dan lugar a nuevas combinaciones de genes que
aceleran la adaptacién de E. coli a variados ambientes y estilos de vida, llevando al surgimiento de
nuevas cepas mas virulentas y con capacidad de causar enfermedad (Muniesa y Schmidt 2014;
Scheutz 2014). Dichos elementos mdviles pueden ser transferidos desde una cepa patogénica a
una no patogénica simplemente mediante el co-cultivo de ambas. Factores de virulencia como
toxinas y adhesinas entre otros son codificados en estos elementos génicos accesorios (Kaper et
al. 2004; Leopold et al. 2014; Muniesa y Schmidt, 2014; Scheutz 2014). Algunos de estos factores
han persistido exitosamente y las cepas que se han transformado en patdgenas se han clasificado
en patotipos de E. coli (Lukjancenko et al. 2010; Scheutz 2014). Estos se definen como grupos de
cepas de una Unica especie que causan una enfermedad comun utilizando el mismo set de genes
de virulencia (Kaper et al. 2004). Asimismo, la totalidad de cepas de E. coli se pueden clasificar en
comensales, patdgenas intestinales 6 diarreogénicas, y patégenas extraintestinales. Estas ultimas
infectan partes del cuerpo fuera del ambiente intestinal y son responsables por ejemplo de
infecciones en el tracto urinario, genital, glandulas mamarias, septicemia y tejido subcutaneo,

entre otros (Mainil y Fairbrother 2014).
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Actualmente, dentro de las E. coli patdgenas asociadas a enfermedad diarreogénica (DEC) se
reconocen los patotipos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli de adhesion difusa (DAEC), E. coli
productora de toxina Shiga (STEC) y dentro de ésta se distinguen las STEC-LEE positivas (también
denominadas E. coli enterohemorragicas, EHEC) y LEE-negativas (Kaper et al. 2014; Scheutz
2014). LEE (Locus of Enterocyte Effacement) es una isla de patogenicidad que codifica las
proteinas requeridas para el ensamblaje del sistema de secrecién tipo lll, que tiene capacidad de
inyectar proteinas directamente en el citoplasma de células eucariotas, siendo la intimina una de

las proteinas esenciales para la virulencia de STEC (Garcia-Angulo et al. 2013).

STEC

La caracteristica mds distintiva del patotipo STEC es la expresién de toxinas Shiga. Es un grupo
patogénico de E. coli con potencial zoonético definido, siendo los rumiantes y principalmente los
bovinos su reservorio natural, aunque pueden aislarse del tracto gastrointestinal de una amplia
variedad de animales de sangre caliente (Gyles 2007; Kaper et al. 2004). STEC se encuentra
habitando principalmente el rumen o intestino, formando parte de la microbiota de animales
sanos, y su concentracion se hace maxima en la porcién recto-anal en la parte distal del intestino
grueso (Caprioli et al. 2005; Croxen y Finlay 2010; Kaper et al. 2004). Su papel patogénico en
bovinos es bastante discutido, ya que si bien su colonizacién tiende a ser asintomatica debido a la
ausencia del receptor vascular en células eucariotas Gb3 (globotriaosylceramida) (Neill 1997), se
ha asociado a episodios de diarrea, especialmente en terneros neonatos (Mainil y Fairbrother

2014; Wieler et al. 1998).

Las STEC se propagan por la via fecal-oral, y tanto bovinos como seres humanos se encuentran
expuestos en forma directa mediante el contacto con heces de animales colonizados y en forma
indirecta principalmente a través de agua y alimentos contaminados (Daly y Hint 2016). Los
niveles de excrecion de STEC son minimos en terneros en lactacién, mientras que los maximos se
observan inmediatamente luego del destete (Nielsen et al. 2002). Un ternero colonizado puede
llegar a excretar STEC a niveles tan altos como 1,1x10’ UFC/gramo de materia fecal y por un
tiempo promedio de 30 dias, si bien puede extenderse hasta por un afio (Fegan et al. 2004; Lim et
al. 2007; Widiasih et al. 2004). Son de gran relevancia los denominados shedders, que superan las
10" UFC de STEC/gramo de materia fecal, y que a pesar de estar en baja prevalencia son
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responsables de la gran mayoria de las STEC presentes en el medio (Chase-Topping et al. 2008). La
excrecion de STEC tiene ademas una marcada estacionalidad, siendo maxima en los meses
calurosos de verano y principios de otofio, y disminuyendo en los meses de invierno (Hancock et

al. 2001).

En los rodeos su dispersion se ve favorecida bajo condiciones inapropiadas en el
almacenamiento del alimento y disefios inadecuados en los comederos y bebederos, en los que
pueden persistir viables hasta 4 meses (Persad y Leleune 2014). Otros factores que pueden
aumentar su incidencia son la limpieza con agua de la materia fecal en los callejones (Garber et al.
1999), el uso de camas de aserrin con respecto a las de arena (Lejeune y Kauffman 2005) vy el
movimiento de los animales desde y hacia el tambo, por ejemplo a exhibiciones (Cernicchiaro et
al. 2009). En estaciones de abundantes lluvias e inundaciones la escorrentia y agua de riego
contaminada pueden alcanzar rios, lagos y pozos privados de agua potable, facilitando su
dispersion (Croxen 2013). Se ha demostrado ademas que la lixiviacién de pasturas puede derivar
en contaminacién subterranea y que STEC puede adherirse a raices, superficies foliares e incluso a
compartimientos internos de las plantas, donde resultan dificiles de remover (Duffy y McCabe
2015; Fairbrother y Nadeau 2006; Gagliardi y Karns 2000; Saldafa et al. 2011). De forma similar a
su supervivencia ambiental, se ha comprobado que STEC se reproduce y sobrevive durante largos
periodos de tiempo en diversas fuentes alimenticias. La carne puede contaminarse durante el
sacrificio y procesamiento de animales colonizados, mientras que la leche cruda suele
contaminarse por el contacto entre animales y el ambiente (vOmitos, vectores, aerosoles) (Lira et
al. 2004). En forma muy poco frecuente se han detectado los genes de la toxina Shiga en leche de
vacas con mastitis, lo que puede significar el comienzo de una infecciéon por STEC en terneros en
amamantamiento o bien en personas que consuman leche no pasteurizada y sus derivados
provenientes de estos animales (Lira et al. 2004). También las hortalizas pueden contaminarse
mediante el uso de estiércol como fertilizante o a través de agua de riego contaminada (Ferens y

Hovde 2011).

Como se menciond anteriormente, ademas de los bovinos existen numerosos animales que
pueden portar STEC. Pequefios rumiantes como ovejas y cabras son importantes reservorios de
STEC y las pueden adquirir por las mismas vias que los bovinos. Por ejemplo, los ovinos han sido
identificados como hospederos de gran relevancia de este patotipo en Australia (Gyles 2007). Sin

embargo, el sitio de colonizacién podria diferir del de los bovinos, viéndose afectada la mucosa
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intestinal y todo el intestino distal, y no solo la porcidn recto-anal (Grauke et al. 2002; La Ragione

et al. 2009).

Los seres humanos también pueden actuar como reservorio de STEC, presentando infeccion en
forma asintomatica y promoviendo una rdpida propagacién del brote, principalmente en el caso
de manipuladores de alimentos o personas receptoras especialmente susceptibles a la infeccién
(Beutin y Martin 2012). Se ha demostrado que podrian originar el 30% de los brotes reportados.
Ademas es la via de contagio del 15 a 20% de los casos en un brote, principalmente por
transmisién en el hogar (45%), centros de salud (11%) y agua para uso recreacional (10%)
(Pennington 2010; Rangel et al. 2005; Snedeker et al. 2009). Los nifios son el grupo con mayor
riesgo de sufrir estas infecciones debido al contacto interpersonal cercano, por poseer un sistema
inmune inmaduro, pobre higiene personal y tiempo de evacuaciéon prolongados. También las
personas mayores y los inmunocomprometidos corren con mayor riesgo dentro de la poblacion
(Rangel et al. 2005; Snedeker et al. 2009). Un 50% de los brotes en los seres humanos son
originados por alimentos contaminados, entre los que prevalecen la carne sin cocer,
especialmente carne picada, hamburguesas y salchichas, productos lacteos, algunas frutas vy
verduras, y la lista se encuentra en continuo crecimiento. La contaminacién por sélo 3 a 15 células
viables por gramo de carne vacuna y 3 a 4 células viables por gramo de salame ha sido asociada a
grandes brotes (Rangel et al. 2005). Ademas, una misma fuente de alimento contaminado puede
causar tanto casos esporadicos como grandes brotes (Croxen et al. 2013). Las infecciones
sintomaticas acaecidas por STEC representan unos 110.000 casos anuales y entre 61 y 541
muertes en Estados Unidos (Fuller 2011; Pacheco y Sperandio 2012). Si bien se han detectado
infecciones tanto en paises desarrollados como en desarrollo, estos ultimos usualmente carecen

de diagndsticos clinicos y sistemas de vigilancia que sean efectivos (Croxen et al. 2013).

La mayoria de los individuos infectados con STEC logran recuperarse sin mayores
complicaciones. Los sintomas pueden variar desde una diarrea acuosa leve a colitis hemorragica
severa (CH), causada por la lisis de las células endoteliales de la mucosa intestinal. En algunos
casos comienza como una diarrea acuosa que en 1 6 2 dias evoluciona hacia una diarrea
hemorragica que puede presentarse acompafiada de vomitos y dolor abdominal severo (Pacheco
y Sperandio 2012). En algunos casos pueden avanzar a complicaciones sistémicas como el

sindrome urémico hemolitico (SUH), caracterizado por falla renal aguda, trombocitopenia vy

9



Subtipificacion de toxinas Shiga en STEC de origen bovino en Uruguay

anemia hemolitica. Es una de las principales afecciones a nivel renal en nifnos menores de 5 afios a

nivel mundial (Croxen et al. 2013).

La relevancia de STEC en la salud publica fue reconocida en 1982, cuando surgieron 2 brotes en
Estados Unidos asociados al consumo de hamburguesas de una reconocida cadena de comida
réapida contaminadas con E. coli 0157:H7, un serotipo hasta el momento considerado raro. Este
serotipo fue hallado también en un lote de carne sospechoso de haber ocasionado el brote. Los
sintomas incluian calambres abdominales, abundante diarrea sanguinolenta sin leucocitos fecales
y sin fiebre, con una duracion de entre 2 a 9 dias. No hubo muertes, complicaciones ni secuelas en
ningun caso (Scheutz 2014). Otros ejemplos de importantes brotes son el ocurrido en 1999
debido al consumo de agua contaminada, con 781 personas infectadas, considerado el mayor
ocurrido en Estados Unidos hasta el momento (Rangel et al. 2005). En 2006, tuvo lugar un brote
causado por espinaca contaminada, relevante debido a que el 29% de los pacientes desarrollaron
SUH, reflejando un aumento en su incidencia con respecto a brotes anteriores (15-20% de los
pacientes) (Pacheco y Sperandio 2012). En 2011 en Alemania el consumo de coles contaminados
dio lugar a uno de los mayores brotes de gastroenteritis y SUH reportados hasta el momento, en
el que 54 personas fallecieron. Los coles contenian cepas de E. coli del serotipo 0104:H4, hasta el
momento no relacionadas a STEC, que adquirieron la capacidad de expresar las toxinas Shiga
(Scheutz 2014). El mismo afio, en Japdn ocurrié un gran brote provocado por O111:H8 en el que 5

pacientes fallecieron (Terajima et al. 2014).

Es importante destacar que actualmente Argentina es considerado el pais con mayor incidencia
de SUH en nifios menores de 5 afios (300/400 casos al afio) y a la vez es uno de los mayores
consumidores de carne bovina a nivel mundial (60kg/persona al afio) (Blanco et al. 2004). En
Uruguay, al igual que Brasil, los casos de SUH y CH no son frecuentes, con una incidencia estimada
en 4 o 5 cada 100000 nifios (Blanco et al. 2004; Pérez et al. 2014). Asimismo, trabajos realizados
por nuestro grupo de trabajo han detectado una baja presencia de este patotipo en heces de

terneros en nuestro pais (Umpiérrez et al. 2017a).
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STEC LEE-Positivas

También denominadas como el patotipo enterohemorragico (EHEC), las STEC LEE positivas
producen lesiones llamadas de adhesidon y borrado (A/E) en células del epitelio intestinal
mediante la remodelacién de la actina del citoesqueleto de la célula hospedera. La habilidad de
inducir estos cambios se encuentra codificada en la isla de patogenicidad LEE (Kaper et al. 2004,
Pacheco y Sperandio 2012). Si bien la expresién de toxina Shiga se considera su factor de
virulencia principal, LEE codifica para una serie de proteinas entre las que se destaca la proteina
de membrana externa llamada intimina de 94-97 KDa (eae) que media la adhesion bacteriana a
las células epiteliales entre otras funciones (Croxen y Finlay 2010; Higgins et al. 1999). La intimina
juega un papel primordial en la persistencia y patogénesis de EHEC en distintas especies animales,
tiene un papel sinérgico con Stx y se asocia al 75% de los brotes causados por productos de origen
bovino (Cornick et al. 2002; Judge et al. 2004; Nguyen y Sperandio 2012, Ritchie et al. 2003;
Saeedi et al. 2017). Se estima que apenas entre 50 y 100 UFC de EHEC pueden ser suficientes para

causar enfermedad en un individuo sano (Pacheco y Sperandio 2012).

STEC LEE-Negativas

Corresponden a aquellas cepas que carecen de la isla de patogenicidad LEE, por lo tanto no
codifican para la intimina. Tienen mecanismos moleculares diferentes a los de las cepas LEE
positivas y se han asociado a casos de CH y SUH, siendo uno de los principales el ocurrido en

Alemania en 2011, el mayor brote de SUH reportado hasta el momento (Croxen et al. 2013).

TOXINAS SHIGA

La toxina Shiga es una exotoxina y es uno de los venenos bioldgicos mas potentes conocidos.
Fueron descritas por primera vez por Conradi en 1903, quien las identific6 como extractos del
bacilo Shigella dysenteriae, causante de la disenteria bacteriana tipo 1. Conradi reportd que estos
extractos eran capaces de paralizar y causar la muerte en conejos (Conradi 1903).
Descubrimientos similares y casi al mismo tiempo fueron publicados por Neisser y Shiga
independientemente (Neisser y Shiga 1903). Sin embargo, no fue hasta 70 afos después de sus
primeros reportes que se determind la actividad endotdxica propia de la toxina Shiga de origen
proteico (Stx) (Bridgwater et al. 1955; Dubos y Geiger 1946; Strockbine et al. 1988). Stx y la toxina
Shiga producida por S. dysenteriae difieren en solo un aminoacido, por lo que una vez que se

obtuvieron toxinas Shiga de S. dysenteriae tipol purificadas fue posible sintetizar anticuerpos
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monoespecificos en ratones con capacidad para neutralizar también las citotoxinas producidas
por algunas cepas de E .coli. Es por este motivo que inicialmente se les denomind toxinas tipo
Shiga a las producidas por E. coli (O'Brien et al. 1983; O Brien y LaVeck 1983). Por otro lado, un
grupo de investigadores demostraba que algunas cepas de E. coli producen una toxina capaz de
destruir células Vero en cultivos, razén por la cual las nombraron verotoxinas (Konowalchuk et al.
1977). Finalmente, en 1983 se descubrid que la E. coli productora de toxinas Shiga que habia
causado un brote de CH en Estados Unidos era igual a la verotoxina previamente descrita (Scheutz
2014). De esta manera, en 1983 se llegd a la conclusion de que las verotoxinas y las toxinas Shiga
eran en realidad la misma, por lo que puede encontrarse en la bibliografia bajo ambas

denominaciones.

Las toxinas Shiga pertenecen al grupo de proteinas AB5, con una subunidad A con actividad
ARN-glicosidasa y 5 unidades B idénticas en la holotoxina madura que median la unién con el
receptor globotriaosylceramida (Gb3) de las células eucariotas (Melton-Celsa, 2014) (Fig. 1).
Tienen un peso de 70 kDa y su funcidn es inhibir la sintesis proteica en células eucariotas
mediante la formacién de un complejo y remocion de un residuo de adenina del ARN ribosédmico
28S de la subunidad 60S, modificando asi el sitio de acoplamiento del aminoacil ARNt (Juillot y

Romer 2014).

Se clasifican en 2 grupos genética e inmunoldgicamente diferentes: Stx1 (difiere en un
aminoacido con la toxina Shiga de S. dysenteriae tipo 1) y Stx2, las cuales comparten un 55-60%

de identidad aminoacidica (Scheutz et al. 2012; Weinsten et al. 1989).

Las subunidades A y B estan codificadas en un mismo operén, el gen stxA estd ubicado upstream
con respecto a stxB, y existe una region intergénica corta de 9 a 12 pb. Ambos genes se
encuentran localizados entre el gen Q antiterminador y el gen de lisis S (Scheutz et al. 2012).
Ademas, dichos genes expresan un péptido sefial N-terminal de 66 pares de bases (pb) en la
subunidad A de Stx1y 2,y de 60y 57 en la subunidad B de Stx1 y Stx2 respectivamente, el cual es
responsable de conducir a la toxina al periplasma de la bacteria previo a ser liberada de la célula

(Scheutz 2014).

La subunidad A madura de Stx1 consiste de 293 aminodacidos (879 pb), mientras que la cadena A
de Stx2 tiene 4 aminoacidos mas en el C-terminal (891 pb). Por otra parte, la subunidad B esta
compuesta de subunidades iguales de 69 aminodcidos en Stx1 (207 pb) y de 71 aminoacidos en

Stx2 (213 pb) (Melton-Celsa 2014; Scheutz et al. 2012). A y B se unen mediante un poro central en
12
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el pentamero con forma de rosquilla que forman los mondémeros de B, donde se inserta la region
C terminal de StxA (Julliot y Romer 2014). La subunidad A puede ser clivada en fragmentos Al y
A2 que estan unidos por un enlace disulfuro, siendo Al el fragmento cataliticamente activo. Por

otro lado, la subunidad B determina la ubicacidn celular de las toxinas (Shimizu et al. 2007).

En el sitio activo de la toxina Shiga se encuentra el aminoacido acido glutdmico, ubicado en la
posicién 167 de la cadena aminoacidica A (Hovde et al. 1988). Ademas, hay otros residuos de la
subunidad A que contribuyen a la funcidn enzimatica de Stx, incluyendo N75, Y77, Y114, R170 y
W203 (W202 en Stx2) (Aletrari et al. 2011; Deresiewicz et al. 1992; Di et al. 2011; Hovde et al.
1988).

Figura 1. Estructura esquematica de Toxina Shiga. Tomada de Sandvig, 2001.

Stx1 y Stx2: Profagos

Las toxinas Shiga Stx1 y Stx2 estan codificadas en el genoma de profagos lamboides templados
de ADN doble hebra, los cuales varian entre 42,6 y 63,4 kb de tamafio y se integran al cromosoma
bacteriano (Muniesa y Schmidt 2014), excepto un subtipo de Stx2 (Stx2e, descrito mdas adelante).
Estos fagos son elementos altamente moviles, capaces de transmitir los genes stx a otros
miembros de la familia Enterobacteriaceae y promueven la diseminacion de STEC, dado que

pueden encontrarse como fagos libres en el ambiente, en los alimentos y agua (Imamovic et al.
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2009). Ambas toxinas estan codificadas en fagos diferentes, por lo que en aquellos hospederos
infectados por multiples profagos se puede dar la producciéon de mas de un subtipo de la toxina.
Esto también tiene implicancias desde el punto de vista del surgimiento de nuevas variantes,
aumentando la probabilidad de recombinacién entre secuencias de fagos (Johansen et al. 2001).
Algunos fagos pueden integrarse al menos 3 veces en un mismo huésped, con eficiencia creciente
en cada infeccidn sucesiva (Muniesa y Schmidt 2014). El sitio de insercion del fago en el genoma
de E. coli depende de la cepa y de la disponibilidad del locus preferente para la misma. Estos sitios
de insercién son diferentes para cepas LEE positivas y LEE negativas. Para las primeras, los sitios
de insercidn que han sido reportados son wrbA, yecE, torS/T, sbcB, yehV, argW, ssrA y prfC. En
cepas LEE negativas los sitios de insercion suelen ser diferentes e incluyen patC, yciD, ynfH, serU
mirA y yjbM (Steyert et al. 2012). En este sentido, se ha encontrado una asociacién entre la
presencia de determinados sitios de insercién dentro de una cepa y su capacidad de causar

enfermedad (Shringi et al. 2012).

La expresion de la toxina estd regulada por la induccién del ciclo litico del fago, favorecido bajo
condiciones que dafian al ADN. En el caso de Stxl su expresién también estd regulada por un
promotor que depende de la concentracidon de hierro y aumenta en condiciones ambientales
como temperaturas de 372C (Muniesa y Schmidt 2014; Pacheco y Sperandio 2012). Por su lado, la
expresion de Stx2 se ve favorecida por numerosos factores tales como la accidon de algunos
antibiéticos como quinolonas, ciprofloxacina y mitomicina C que inducen una respuesta celular
tipo SOS (Muniesa y Schmidt 2014; Zhang et al. 2000). También la luz UV, sefiales del quorum
sensing, las hormonas de respuesta al estrés adrenalina y noradrenalina, etanolamina, perdxido
de hidrégeno, especies reactivas de oxigeno, temperaturas de 302C, entre otros, pueden

favorecer la expresion de Stx2 (Kendall et al. 2012; O'Brien et al. 1982; Zhang et al. 2000).

Por otro lado, existen factores inhibidores de las toxinas, como son el éxido nitrico y el zinc. Para
Stx1, las altas concentraciones de hierro inhiben su transcripcién debido a la unién de la proteina
Fur, y para Stx2 los probidticos (in vitro), altas concentraciones de acetato y temperaturas de
42°C. Si bien el citrato tiene la capacidad de aumentar la expresion de Stx, también provoca una

reduccidn en el nimero de fagos funcionales (Muniesa y Schmidt 2014).
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Ingreso de la toxina al organismo

Como se menciond anteriormente, las STEC son adquiridas por la via fecal-oral, y una vez que
logran superar las condiciones ambientales del estémago y llegan al intestino, deben competir
con otros microorganismos intestinales para poder establecerse y colonizar (Juillot y Romer
2014). Este proceso se ve favorecido por cadenas cortas de acido graso como acetato, propionato
y butirato presentes en el intestino como producto de la fermentacién de carbohidratos de la
dieta, y catecolaminas que activan la comunicacién entre bacterias con las hormonas del
hospedero (Karpman y Stahl 2014). A diferencia del género Shigella productor de toxina Shiga que
coloniza en forma no invasiva, STEC se asocia a las vellosidades del ileon terminal intestinal a
través de pili y fimbrias y desde alli secreta toxinas al lumen intestinal (Juillot y Romer 2014;
Karpman y Stahl 2014). Estas pueden ser liberadas de 3 formas diferentes: mediante la lisis
bacteriana inducida por el fago y su ciclo litico, por lisis mediada por el sistema inmune del
hospedero o por un sistema de secrecidn a partir de la célula viable de E. coli (Donohue-Rolfe y
Keusch 1983; Juillot y Romer 2014; Shimizu et al. 2009). Las Stx liberadas al lumen se unen a
células endoteliales del intestino que expresan el receptor Gb3, formando un complejo receptor
Gb3-Stx que ingresa en endosomas tempranos por endocitosis dependiente o
independientemente de clatrina. Se dirigen hacia el aparato de Golgi y finalmente al reticulo
endoplasmatico (Fig. 2), donde es reducido el enlace disulfuro que mantiene unidos Al con el
resto de la molécula A2B5 (Fernandez et al. 2006; Jones et al. 2000; Sandvig et al. 2010). De esta
manera Al entra al citosol de las células intestinales donde ejerce su actividad citotdxica,
removiendo la adenina del ribosoma 28S, y alterando la sintesis proteica (Obrig et al. 1987;
Spooner y Lord 2012; Tam y Lingwood 2007). La consecuente acumulacion de proteinas
parcialmente plegadas o defectuosas en el reticulo endoplasmico contribuye al estrés del
organelo y a la liberacién de Ca** al citosol, promoviendo la activacién de la cascada de caspasas
gue inducen el proceso de apoptosis (Lee et al. 2008). Otros efectos del estrés ribotdéxico que
pueden desencadenar la apoptosis celular son el efecto proinflamatorio, responsable de la
activacion de citoquinas, principalmente IL-8, IL-6 y TNF-a, quimioquinas, el ingreso de neutrofilos
al lumen intestinal, entre otros. Este proceso permite la absorcién de la toxina al torrente
sanguineo y su diseminacion a otros drganos, principalmente los rifiones (Tesh et al. 1994; Thorpe

et al. 2001; Yamasaki et al. 1999).
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Figura 2. llustracién de la via retrograda de ingreso de la toxina a la célula. Extraido de Melton- Celsa, 2015.

Se han propuesto otras vias de ingreso de la toxina a las células intestinales tales como la
endocitosis por macropinocitosis y se ha demostrado que tanto Stx1 como Stx2 son capaces de
atravesar células coldnicas polarizadas T84 que carecen de Gb3 sin alterar la monocapa (Acheson
et al. 1996; Hurley et al. 2001; Philpott et al. 1997). También se ha propuesto que las bacterias
podrian ingresar por células M intestinales y ser transferidas a los macréfagos que estan por
debajo, donde pueden sobrevivir y desde alli producir Stx que es liberada al torrente sanguineo

(Karpman y Stahl 2014).

El receptor Gb3, que se encuentra principalmente en células endoteliales (Melton-Celsa 2014),
tiene un componente lipidico o ceramida y un trisacarido (Lindberg et al. 1987; Lingwood et al.
1987) y estudios han demostrado que cuando estd ausente en lineas celulares y ratones estos son
insensibles a Stx (Acheson et al. 1996; Jacewicz et al. 1994; Okuda et al. 2006). Gb3 se encuentra
dentro de lipid rafts y se ha reportado que el largo de la cadena de acidos grasos y el estado de
saturacion del lipido influyen en la unién de la toxina. También se ha demostrado que niveles
altos de colesterol en el lipid raft tienden a inhibir la unién de Stx1 pero no de Stx2, lo contrario
sucede para la esfingomielina, que disminuye la unién de Stx2 pero no Stx1 (Tam et al. 2008). Se

desconoce su funcién celular normal, sin embargo cuando se encuentra en exceso, como por
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ejemplo en personas afectadas con la Enfermedad de Fabry, es responsable de dolencias en los
rifiones entre otros sintomas (Tarabuso 2011). Se ha demostrado que conejos y seres humanos
expresan Gb3 en células endoteliales y neuronas, mientras que en ratones su expresidén se ve
limitada a neuronas (Ren et al. 1999; Utsunomiya et al. 2001). Es por esto que los modelos de
ratones utilizados para estudiar los efectos de STEC, si bien desarrollan su colonizacion en el
intestino grueso y delgado, no presentan diarrea, lesiones de adhesion y borrado ni ningun otro
sintoma gastrointestinal causado por las toxinas (Pacheco y Sperandio 2012). Ademas, se ha
reportado que tanto Stxl como Stx2 pueden interaccionar con el receptor alternativo

globotetraosylceramida (Gb4) aunque en forma leve (Nakajima et al. 2001).

Sindrome urémico hemolitico (SUH)

Se define como la presencia simultdnea de anemia hemolitica no inmune (hematocrito/
volumen de células compactadas <30% con evidencia de hemdlisis y negativo en prueba de
Coombs), trombocitopenia (recuento de plaquetas <150000 mm3) y azotemia (creatinina en

concentraciones mayores a las normales para la edad) (Davis et al. 2015).

Se desarrolla en entre un 5y 10% de los casos de infeccidn por STEC y es una de las principales
afecciones renales en nifios menores de 5 afios a nivel mundial (Croxen et al. 2013). En la mayoria
de los pacientes se requieren transfusiones de eritrocitos debido a la hemdlisis y hasta en el 71%
de los casos es necesario realizar didlisis debido a alteraciones electroliticas en SUH aguda (Davis
et al. 2015). Ademas se ve un aumento en la sintesis y secrecion de citoquinas proinflamatorias y
quimioquinas, especialmente IL-6, IL-8, TNF-a e IL-1B (van Setten et al. 1998). Las neuronas y
células endoteliales del sistema nervioso central también expresan Gb3 por lo que el sistema
nervioso central es un érgano blanco en SUH (Obata et al. 2008). Entre un 20 y 50% de los casos
de SUH presentan complicaciones neuroldgicas, de las cuales las mas comunes son convulsiones,
coma y accidentes cerebrovasculares, si bien estos no resultan letales por si mismos (Davis et al.
2015). Es importante destacar que, sin importar la severidad del dafio neurolégico, los pacientes
pueden recuperarse completamente en semanas o meses (Braune et al. 2013; Loos et al. 2012;
Magnus et al. 2012). Se estima que entre el 2% y el 7% de los pacientes que desarrollan SUH
fallecen de esta enfermedad (Croxen et al 2013; Eppinger y Cebula 2015). Asimismo, esta

ampliamente aceptado que Stx2 tiene mayor potencial de provocar SUH que Stx1 (Fuller 2011).
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Stx y serotipos de E. coli

En 1940 Kauffmann propuso un esquema de serotipificacion de E. coli, segin el cual se
distinguen las cepas por su lipopolisacarido (O) y el flagelo (H). El serotipo 0157:H7 es el principal
serotipo asociado a SUH post-diarrea, si bien se han identificado STEC pertenecientes a mas de
100 serotipos diferentes (Beutin y Fach 2014). Otros serotipos de relevancia que han sido
vinculados recientemente a grandes brotes de SUH son 026, 045, 0103, 0111, 0121, y 0145
(Brusa et al. 2017; Hickey et al. 2011; Jajarmi et al. 2017; Rivas et al. 2006; Tarr et al. 1990). En
particular, el sistema A/E presente en las STEC LEE positivas es tanto un mecanismo tipico de

dichos serotipos como del serogrupo 0157:H7 (Beutin y Fach 2014).

Algunos autores han propuesto clasificar a los serotipos en seropatotipos segln la ocurrencia
con la que se han reportado en brotes o enfermedad espordadica, la severidad con que lo hacen y
su asociacion con SUH. Estos grupos se clasifican en letras, desde la “A” hasta la “E” (Karmali
2003), siendo el grupo A el que abarca los mas virulentos; 0157:H7 y 0157:NM (non-motil), hasta
el serotipo E, que se compone de al menos 14 serotipos animales que no han sido implicados en
enfermedad en humanos (Karmali 2003). Sin embargo, con el surgimiento de nuevos brotes y una
vez que hubo suficiente evidencia, el Panel de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
sobre riesgos bioldgicos determind que la patogenicidad no puede ser excluida ni confirmada para

un serotipo o serogrupo de STEC (Scheutz 2014).

Subtipos de toxinas Shiga

Las toxinas Stx1 y Stx2 se han clasificado en diferentes subtipos. El grupo Stxl es mas
conservado y cuenta con 3 subtipos, g, ¢ y d, mientras que Stx2 es mas heterogéneo y se han
distinguido 7 subtipos, a, b, ¢, d, e, fy g. Los subtipos tienen hibridacién cruzada de sus genes bajo
condiciones de alta astringencia, pero pueden exhibir diferencias significativas en actividad
bioldgica y/o inmunoreactividad, unidn a receptor y capacidad de ser activados por elastasa en el
mucus intestinal (Melton-Celsa 2014; Scheutz 2014). Ademas, se han descrito variantes dentro de
cada subtipo, 107 reconocidas al afio 2014, incluyendo 9 variantes de stxl1a, 4 de stxlc, y 1 de
stx1d, y 21 de stx2a, 16 de stx2b, 18 de stx2c, 18 de stx2d, 14 stx2e, 2 stx2f y 4 stx2g (Scheutz
2014). Stx2a y Stxla son los mas comunmente asociados a enfermedad dentro de sus respectivos

grupos.
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Stx1
Stxla,cyd

Hasta el momento sdlo el subtipo Stxla ha sido reportado en casos de enfermedad severa en
humanos, aunque no se ha determinado una asociacién significativa con SUH (Melton-Celsa,
2014). En los casos excepcionales en los que se ha asociado la presencia del gen stx1 y SUH se
encontraron factores agravantes como el suministro de antibiéticos, falla renal aguda, doble
infeccidn con presencia de gen stx2 y eae, entre otros (Scheutz 2014). Stxlc y Stx1d raramente
estan asociados a enfermedad en seres humanos, y cuando han sido aislados de pacientes con

STEC presentan sintomas leves (Melton-Celsa 2014).

Stx2
Stx2a,cyd

Stx2c y principalmente Stx2a y Stx2d se asocian a SUH y normalmente tienen consecuencias
clinicas mas severas que Stx1 (Bergan et al. 2012; Gyles 2007). Se ha reportado que Stx2d resulta
tan téxica como Stx2a al ser inyectada en animales y que un cambio en un aminodcido del sitio de
unién de la subunidad B de Stx2d vuelve a la toxina tan potente para las células Vero como Stx2a
(Lindgren et al. 1994). Estudios in vitro también las han reportado mas potentes que Stx2b y Stx2c
(Fuller 2011). Por otro lado, Stx2c se ha manifestado potencialmente peligrosa cuando se

encuentra en combinacién con Stx2a (Ogura et al. 2015; Scheutz 2014).

Como se menciond anteriormente, la mayoria de los brotes de SUH estan dados por cepas STEC
0157:H7 que contienen el gen de la toxina stx2a, acompafiado o no por el gen stx2c (Scheutz
2014). La fuerte asociacidon entre SUH y Stx2a se reporté por primera vez en el brote causado por
coles contaminadas en Alemania en 2011 (Frank et al. 2011). El agente etioldgico de este brote
fue una cepa 0104:H4, un serotipo nunca antes asociado a los genes stx aunque vinculado a
diarrea no sanguinolenta. Esta cepa al adquirir el fago codificante de Stx2a obtuvo la capacidad de
causar numerosos casos de CH y SUH, dejando en evidencia el papel fundamental de Stx en el

desarrollo de enfermedad severa (Scheutz 2014).

Por otro lado el subtipo Stx2d ha sido clasificado en base a su activacién por elastasa, la cual
remueve 2 aminodacidos (GE) del extremo C-terminal de la subunidad A (Scheutz 2012). Los

cultivos con cepas que expresan Stx2d activable al tratarse con elastasa aumentan la citotoxicidad
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en células Vero, y se cree que la capacidad de Stx2d de causar enfermedad severa en humanos y
ratones esta dada por su presencia en el intestino (Melton-Celsa et al. 1996). Stx2d activable se ha
asociado con la manifestacion mas seria de infeccidn por STEC, SUH, y se ha reportado que sélo

esta presente en STEC LEE negativas (Bielaszewska et al. 2006).

Stx2e
Stx2e esta asociado a gastroenteritis en forma leve en humanos mientras que es el subtipo mas

frecuente en porcinos. En éstos es capaz de causar edema, una enfermedad que puede
desencadenar desérdenes neuroldgicos fatales (Beutin et al. 2008). En 2 ocasiones se reportd
haber sido aislado de pacientes humanos con SUH, aunque estudios ulteriores demostraron que
uno de ellos probablemente se encontraba coinfectado con otro subtipo de toxina Shiga, y que el

otro presentaba un sistema inmunoldgico debilitado (Scheutz 2014).

La subunidad B de Stx2e tiene 9 aminodcidos diferentes al subtipo Stx2a y carece de los 2
aminoacidos C-terminales. Estos cambios alteran la preferencia por la unidn a receptor. Stx2e es
el Unico subtipo que interactua preferentemente con Gb4, antes que con Gb3 (DeGrandis et al.
1989; Samuel et al. 1990). Esto lo convierte en el Unico subtipo de Stx2 que carece de la capacidad
de infectar células Hela, ya que éstas no presentan del mencionado receptor (Paton y Paton

1998).

Stx2b,fyg
Stx2b raramente se asocia a enfermedad en humanos, y si lo hace es en forma leve, mientras

gue Stx2f y Stx2g colonizan diversos animales sin causarles enfermedad (Pierard et al. 1998;
Stephan y Hoelzle 2000). Si bien se ha visto en aumento la deteccidn de la variante Stx2f en STEC
aisladas de seres humanos, estos son muy escasos por lo cual no hay suficiente informacién
acerca de su patogenicidad ni de prevalencia en los seres humanos (Moxley 2000; Persson et al.
2011; Prager et al. 2009). Debido a su restringida diversidad, algunos autores sugieren que este

subtipo ha surgido recientemente (Prager et al. 2011).
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HIPOTESIS

Existe en Uruguay un potencial riesgo zoondtico asociado a la presencia de variantes de STEC de

origen bovino altamente virulentas.

OBJETIVO GENERAL

Subtipificar los genes que codifican a las toxinas Shiga 1 y 2 de una coleccion de aislamientos del

patotipo STEC asociadas a diarrea neonatal en terneros.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Puesta a punto de la técnica de PCR convencional para la deteccién de las variantes stx1a, stxlc

y stx1d de stx1.
-Obtener las secuencias de los amplicones generados.
-Confirmar identidad de las secuencias obtenidas mediante herramientas bioinformaticas.

-Puesta a punto de la técnica de PCR convencional para la deteccion de las variantes stx2a,

stx2b, stx2c, stx2d, stx2e, stx2f y stx2g de stx2.
-Obtener las secuencias de los amplicones generados.

-Confirmar identidad de las secuencias obtenidas mediante herramientas bioinformaticas.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamientos bacterianos

En el presente trabajo se emplearon 32 aislamientos de E. coli de los patotipos STEC LEE-
positivos y STEC LEE-negativos. Dichos aislamientos fueron obtenidos en el marco de dos
proyectos de investigacion sobre E. coli asociada a la Diarrea Neonatal en Terneros llevados
adelante por nuestro equipo de trabajo en el Departamento de Microbiologia del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable. En los mencionados proyectos se caracterizaron
molecularmente mas de 2000 aislamientos de E. coli provenientes de aproximadamente 230
bovinos. Del total, sélo 8 animales presentaron aislamientos positivos para STEC. Uno de estos
animales estaba sano, 5 presentaban sintomas de diarrea y los 2 restantes también tenian
sintomas de diarrea pero estaban muertos al momento del muestreo. Los aislamientos fueron
obtenidos a partir de materia fecal de los animales, excepto en los animales muertos, en los
cuales se aislo E. coli a partir de las necropsias (muestras de ileon y bazo). Los establecimientos
ganaderos en los cuales se detecté STEC se encuentran ubicados en los departamentos de

Colonia, Artigas y San José y fueron aislados entre 2014 y 2016 (Umpiérrez et al. 2017a).

Cultivo bacteriano y extraccion de ADN

Todos los aislamientos utilizados en este trabajo se encontraban almacenados a -802C en medio
Caldo Soya Triptosa (TSB) con 15% de glicerol esteril, en el Cepario del Departamento de
Microbiologia del IIBCE. Cuando se requirio, los aislamientos se cultivaron en placas de Tripteina

Soya Agar (TSA) durante 18 a 24 horas, a 379C.

La extraccion de ADN se realizé por lisis térmica. Para ello se tomaron 2 o 3 colonias por cada
aislamiento y se realizd una suspensién de bacterias en 200ul de H,0 destilada. Cada suspensién
se calentd a 1002C por 10 minutos en bafio de agua y se centrifugd por 10 minutos a 12000 rpm.
El ADN bacteriano total se colecté del sobrenadante, se cuantifico en NanoDrop (Thermo

Scientific) y se almacend a -202C hasta su uso.

Subtipificacion de las toxinas Shiga por PCR a tiempo final

Basandonos en el trabajo realizado por Scheutz y colaboradores (2012), se puso a punto en el
laboratorio la técnica de PCR convencional para la subtipificacion de las toxinas. Se evalud la

presencia de los genes de los subtipos stx1a, stxic y stx1d y de los subtipos stx2a, stx2b, stx2c,
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stx2d, stx2e, stx2f y stx2g. Para todos los casos se amplificaron fragmentos de los genes de las
toxinas que permitian diferenciarlos entre si (Tabla 1). En el caso de las variantes de stx1 los
cebadores amplifican una regidn de la subunidad A del gen stx1A, mientras que para determinar
las variantes de stx2, los cebadores amplifican un fragmento de la subunidad A del gen stx2A, otro

de la subunidad B del gen stx2B y la region intergénica entre ambos genes (Scheutz et al. 2012).

Confirmacidn de la identidad de los productos de PCR y andlisis de secuencias
La correcta amplificacién de los genes se verificé corriendo una alicuota de cada producto de

PCR en geles de agarosa (1%) tefiidos con GelRed (Biotum) y luego observados bajo luz UV. Dado
gue era la primera vez que se identifican las toxinas Shiga a nivel subtipo en nuestro laboratorio,
no contadbamos con muestras que pudieran ser utilizadas como controles positivos. Por lo tanto,
aquellos aislamientos que presentaron una banda del tamano esperado en los geles se
consideraron presuntamente positivos y fueron secuenciados en el servicio brindado por

Macrogen (Corea).

Una vez obtenidas las secuencias de los genes amplificados, una a partir del cebador Forward y
otra del Reverse para cada subtipo, se elaboré una secuencia consenso entre ambas con el

programa bioinformatico Bioedit.

Se establecié el porcentaje de identidad con secuencias de cepas de referencia para cada
subtipo establecidas por Scheutz y colaboradores en su trabajo (2012), todas disponibles en la
base de datos publica NCBI (National Center for Biotechnology Information). El porcentaje de
identidad fue obtenido mediante la herramienta disponible en el programa de alineamiento de
secuencias BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). De esta manera fueron clasificados los
aislamientos a partir del punto de corte establecido para Stx1 y Stx2. Para el caso de los subtipos
stx2a, stx2c y stx2d cuyas secuencias nucleotidicas son muy similares entre si, luego de la
amplificacién de cada subtipo por PCR se procedid a secuenciar parcialmente el operén Stx2AB.
Los cebadores empleados se detallan en la Tabla 1 y amplifican un fragmento de 627pb que
comprende un fragmento de la subunidad A del gen stx2A, otro de la subunidad B del gen stx2By
la regidn intergénica entre ambos genes (Persson et al. 2007). Con las secuencias obtenidas y con
las de las cepas de referencia de cada variante (Stx2a: X07865, Stx2c: L11079, Stx2d: DQ059012)
se realizd un arbol filogenético para visualizar diferentes clusters. EI mismo fue realizado
mediante el método de neighbour-joining acorde a lo planteado en el trabajo de Scheutz y

colaboradores (2012) y con un bootstrap de 1000 en el programa bioinformatico MEGA 6.0.
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Tabla 1. Cebadores y condiciones de PCR utilizados para la amplificacidn de los subtipos de las toxinas Shiga.

. L, Tamaiio L. . .
Cebadores Secuencia 5’---3’ Posicidn (pb) Mezcla de reaccion (25 pl) Ciclado Referencia
stx1
stxlaF CCTTTCCAGGTACAACAGCGGTT 362-384
478
stxlaR GGAAACTCATCAGATGCCATTCTGG 815-839 0,4mM dNTPs, 3mM MgCl,,
stx1cF CCTTTCCTGGTACAACTGCGGTT 362-384 cebadores: 1,6uM de stx1a, 0,8uM
252 de stxlcy stxld, 5ng/ul ADN, 1U de
stx1cR CAAGTGTTGTACGAAATCCCCTCTGA 588-613 Tagq Polimerasa y 1X de buffer de la
stx1dF CAGTTAATGCGATTGCTAAGGAGTTTACC 50-78 enzima
203
stx1dR CTCTTCCTCTGGTTCTAACCCCATGATA 225-252
Stx2
stx2aF GCGATACTGRGBACTGTGGCC 754-774
349
stx2aR CCGKCAACCTTCACTGTAAATGTG 1079-1102
stx2bF AAATATGAAGAAGATATTTGTAGCGGC 968-994 8 min a 952¢. [50
251 min a 959C, [ Scheutz et al. 2012
stx2bR CAGCAAATCCTGAACCTGACG 1198-1,218 seg a 95°C, 40 seg a
stx2cF GAAAGTCACAGTTTTTATATACAACGGGTA 926-955 66°C, 1 mina 722C]
177 x 35,y 9 min de
stx2cR CCGGCCACYTTTACTGTGAATGTA 1079-1102 extension a 722C
Stx2dF AAARTCACAGTCTTTATATACAACGGGTG 927-955
280
stx2dR GCCTGATGCACAGGTACTGGAC 1184-1206 0,4mM dNTPs, 4mM MgCl,, 0,32uM
stx2eF CGGAGTATCGGGGAGAGGC 695-713 de cada cebador 5ng/ul ADN, 1U de
411 Taq Polimerasa y 1X de buffer de la
stx2eR CTTCCTGACACCTTCACAGTAAAGGT 1080-1105 enzima
stx2fF TGGGCGTCATTCACTGGTTG 451-475
424
stx2fR TAATGGCCGCCCTGTCTCC 856-874
stx2gF CACCGGGTAGTTATATTTCTGTGGATATC 203-231
573
stx2gR GATGGCAATTCAGAATAACCGCT 771-93
Operdn stx2AB
Stx2F GGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGT 606-629 Persson et al. 2007
627
stx2R ATTAAACTGCACTTCAGCAAATCC 1209-1232
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RESULTADOS
Stx1

Puesta a punto del PCR para la subtipificacién de las variantes de Stx1

Se puso a punto la técnica de PCR convencional para amplificar los genes de los subtipos stx1:
stxla, stx1c y stx1d. Se obtuvieron bandas de tamano esperado para stxla de 478pb y stxIc de
252pb, sin bandas inespecificas (Fig. 3). No se detectd el gen stx1d en ningun aislamiento. El gen
stxla se detectd en todos los aislamientos stx1+ (n=26), mientras que stxIc se detectd en 15

aislamientos stx1a+. No se detectaron aislamientos que presentaran sélo el gen stx1c.

B)1 2 3

|

300
200

Tamafio esperado: 478pb Tamafiio esperado: 252pb

Figura 3. Productos de amplificacion correspondientes a los genes stxla y stx1c. Carril 1 de cada gel: estandar
1kb Plus (Thermo Scientific). A) Carril 2: aislamiento stxIa+. Carril 3: control negativo. B) Carril 2: control
negativo. Carril 3: aislamiento stxIc+. Flechas: productos de PCR. Los tamaios esperados se especifican debajo

de cada imagen.
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Confirmacidn de la identidad de los productos de PCR por secuenciacion y analisis de

resultados.

De acuerdo a lo establecido por Scheutz y colaboradores (2012), para confirmar la presencia
de un gen de un subtipo stx1 en un aislamiento su secuencia nucleotidica debe coincidir en mas
del 95,89% con una secuencia de referencia seleccionada para cada caso. Se secuenciaron 2
aislamientos stx1+ seleccionados aleatoriamente en representacion de la totalidad, dado que las
corridas electroforéticas fueron iguales entre si. Las secuencias consenso generadas se
compararon con las de referencia con el programa BLAST y se obtuvieron asi los resultados

plasmados en la tabla 2.

) 100 110 120 130 140
TATGCGACATTAAATCCAGATAAGAAGTAGTCAACGAATGGCGATTTATCTGCATCCCCGTACGAC

Figura 4. Resultado ilustrativo de uno de los cromatogramas obtenidos de la secuenciacién de las variantes

stx1 (MACROGEN, método de Sanger).

Sequences producing significant alignments:

Sel 1

@ ot

Alignments

Related Information

Figura 5. Ejemplo de porcentaje de identidad entre la secuencia obtenida para la variante stxIc de un

aislamiento y la secuencia de la cepa de referencia. Herramienta: BLAST.
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Tabla 2. Subtipificaciéon Stx1. Establecimientos muestreados, sintomatologia de cada animal, aislamientos

positivos para los genes stxla y stxIcy patotipo correspondiente.

Estado del . . Subtipos ege .
Departamento Establ. . Aislamiento ——— | Patotipo
animal a c d (M
AC3.1 1 1 0 1
Colonia 1 Sano AC3.2 110 1 STEC LEE-
posmva
AC3.10 1 0 O 1
AD1.2 1 0 O 0
AD1.5 1 1 0 0
Enfermo AD1.6 1 0 O 0 STEC L.EE_
negativa
AD1.7 1 1 0 0
AD1.9 1 1 0 0
AD3.2 1 1 0 1
AD3.4 1 1 0 1
AD3.5 1 1 0 1 STEC LEE-
Enfermo .
San José 2 AD3.7 1 1 0 1 positiva
AD3.9 1 0 O 1
AD3.10 1 1 O 1
AD7.2 1 0 O 0
AD7.4 1 0 O 0
AD7.5 100 O STEC LEE-
negativa
Enfermo AD7.8 100 0
AD7.9 1 0 O 0
AD7.10 10 0 1 STEC LEE-
posmva
Artigas 3 Enfermo 74.2 10 0 O STEC L.EE_
negatlva
16.16 1 1 0 1
18.16 1 1 0 1
i EC LEE-
Colonia 4 Neclrop5|ado 19.16 11 0 1 ST C :
(ileon) positiva
20.16 1 1 0 1
21.16 1 1 0 1

*Analizado previamente. Umpiérrez et al. 2017b.
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Tabla 3. Prevalencia de los genes de cada subtipo stxI+ por aislamientos respecto a la sintomatologia de los

animales muestreados. n= numero total de aislamientos stx1+.

N2 aislamientos (n=26)

Prevalencia (%)

Enfermos Sanos Total Enfermos Sanos Total
stxla 23 3 26 88 12 100
stxlc 13 2 15 87 13 58
stx1d 0 0 0 0 0 0

La prevalencia del gen stxla fue del 100% en los aislamientos analizados, el gen stx1c fue

detectado en el 58% de los mismos y el gen stx1d en el 0% (Tabla 3). Mientras que stx1c sélo fue

hallado en aislamientos positivos también para stx1a, stx1a fue hallado en forma individual en el

42% de los aislamientos. La prevalencia de stxIa en forma individual y junto a stxIc fue similar

tanto en aislamientos provenientes de animales enfermos como los del animal sano. Los

muestreos fueron realizados durante el afio 2016, excepto el establecimiento ubicado en

Artigas, que corresponde al afio 2014. De esta manera, a tiempos cercanos pero en distintos

establecimientos y departamentos fue detectada la presencia de STEC, tanto LEE-positivas como

negativas.
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Stx2

Puesta a punto del PCR para la subtipificacion de Stx2

Se puso a punto la técnica de PCR convencional para amplificar las variantes de Stx2. Se
obtuvieron bandas de los tamafios esperados para los subtipos stx2a, de 349pb, stx2c de 177pb,
stx2d de 280pb y stx2e de 411pb sin bandas inespecificas (Fig. 6). De los 6 aislamientos stx2+, 1
presentd banda de tamaifio esperado Unicamente para el subtipo stx2a. Dos aislamientos
presentaron sélo para stx2e. Por otro lado, 1 aislamiento presentd bandas correspondientes a
los subtipos stx2a, stx2c y stx2d en simultaneo y 2 aislamientos presentaron bandas para los
subtipos stx2a, stx2c, stx2d y stx2e simultdaneamente. No se obtuvieron bandas para los genes

stx2b, stx2f y stx2g en ninguno de los aislamientos evaluados.

A)l 2 3 4 B)1 2 3 4 )1 2 3 4 D)1 2 3
st

_ stx2a M stx2c stx2d stx2e
i':‘é
(o] (5 l ]
> o
(RS L
. ' 2
[ L ‘ 500 e—
- i - 400

100 i amenne . ‘ ‘ e

300 & ¢
- 200 Y mw LAY 300

200
SRR e ..
Tamafio esperado: 349pb Tamafio esperado: 177pb Tamafio esperado: 280pb Tamafio esperado: 411pb

Figura 6. Productos de amplificacion de los genes stx2a, stx2c, stx2d y stx2e. Carril 1 en todos los geles: 1kb
Plus (Thermo Scientific). A) carriles 2, 3 y 4: muestras stx2a+. B) carril 2 y 4: muestras stx2c+. Carril 3: muestra

stx2c-. D) Carril 2 y 3: muestras stx2e+. Flechas: bandas de tamafio esperado. Los tamafos esperados (pb) se

especifican debajo de cada imagen.

Se selecciond el producto de amplificacién de un aislamiento positivo para cada subtipo y

fueron secuenciados en Macrogen (Corea). A partir de las secuencias obtenidas fue posible
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determinar que el producto amplificado por cebadores stx2e no correspondié a una toxina
Shiga, lo cual se atribuye a una amplificacidn inespecifica. Por otro lado, las secuencias consenso
de stx2a, stx2c y stx2d presentaron porcentajes de identidad muy altos tanto con su propia
secuencia de referencia como con las referencias de los otros dos subtipos (Fig. 7). Si bien el
punto de corte establecido para secuencias stx2+ es 82.93%, estos 3 subtipos son una excepcion
por ser muy similares entre si. Para confirmar la identidad se amplificé parcialmente el operén

Stx2AB de dichos aislamientos tal como sugieren Scheutz y colaboradores en su trabajo (2012).

Secuencias de referencia

E Q| % identidad  stx2a stx2c stx2d
§ § stx2a 99,2 98,3 96,7
; § stx2c 100 97,1 98,6

stx2d 100 92,9 91,6

Figura 7. Porcentajes de identidad obtenidos con BLAST. Columna izquierda: secuencia consenso obtenida a
partir de un aislamiento positivo para cada subtipo. Fila superior: secuencias de referencia propuestas por

Scheutz y colaboradores (2012).
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Confirmacion de la identidad de los productos de PCR por secuenciacion y analisis de

resultados.

Una vez obtenidas las secuencias de los operones de los aislamientos stx2a+, stx2c+ y stx2d+
se realizé un arbol filogenético junto a las secuencias de referencia y se confirmé que todos los

aislamientos son positivos para el subtipo stx2a (Fig. 8).

AG2 3

71 | AGZ.10

100 AG22

AG2 A
L Stx?a referencia

—— Stw?c referencia

Stx2d referencia

Figura 8. Arbol filogenético con los genes de las variantes Stx2a, Stx2c y Stx2d de referencia y de los 4

aislamientos STEC analizados. Obtenido mediante analisis de neighbour-joining con 1000 réplicas de bootstrap.

Tabla 4. Subtipificacion de Stx2. Localizacion del establecimiento muestreado, n? de animales y estado de

salud, aislamientos positivos para cada subtipo y patotipo de los mismos.

. . . SUbtipOS eae .

Depto Establ. Animal Estado Aislamiento * Patotipo
a b ¢ d e f g (*)
AG2.1 1 0 0 0 0 0O 0 1
AG2.2 1 0 0 00 0O 0 1

Colonia 5 1 Enfermo STEC LEE-positiva
AG2.3 1 0 0 00 0O 0 1
AG2.10 1 0 0 0 0 0O 0 1

*Analizado previamente. Umpiérrez et al. 2017b.
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Tabla 5. Prevalencia de los genes de cada subtipo en aislamientos stx2+ respecto al estado de salud
de los animales muestreados. Todos los aislamientos corresponden al mismo animal. n= ndmero total

de aislamientos stx2+.

N2 aislamientos (n=4) Prevalencia (%)
Enfermos Sanos Total Enfermos Sanos Total
stx2a 4 0 4 100 0 100
stx2b 0 0 0 0 0 0
stx2c 0 0 0 0 0 0
stx2d 0 0 0 0 0 0
stx2e 0 0 0 0 0 0
stx2f 0 0 0 0 0 0
stx2g 0 0 0 0 0 0

En el arbol filogenético se observa un cluster que incluye todos los aislamientos STEC stx2+
junto con la secuencia de referencia para el subtipo Stx2a y otro cluster que agrupa las
secuencias de referencia de Stx2c y Stx2d. Es posible entonces confirmar la presencia del gen
gue codifica para el subtipo Stx2a en todos los aislamientos y se descarta la presencia de los
subtipos Stx2c y Stx2d (Tablas 4 y 5). Los aislamientos considerados presuntivamente positivos
para el gen stx2e y que fueron descartados como tales fueron obtenidos de un animal diferente
al de las muestras mencionadas, por lo tanto todos los aislamientos confirmados corresponden
a un mismo animal enfermo con sintomas de diarrea. Asimismo, todos los aislamientos positivos
lo son también para el gen de la intimina, analizado en trabajos anteriores en nuestro
laboratorio (Umpiérrez et al. 2017a) por lo cual son LEE-positivos. Vale destacar que si bien el
establecimiento esta ubicado en el departamento de Colonia no corresponde con ninguno de

los que presentaron resultados positivos para stx1.
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DISCUSION

La severidad de las infecciones causadas por STEC esta determinada tanto por factores del
huésped como del microorganismo. Ciertos grupos dentro de la poblacién como los nifios,
ancianos e inmunocomprometidos tienen mayor susceptibilidad a las mismas, si bien los
factores exactos que influyen en la edad no son audn claros (Fuller et al. 2011). Por otro lado,
entre los aspectos determinados por el microorganismo se destaca la presencia de otros genes
de virulencia en E. coli, como el gen de la intimina que puede tener efecto sinérgico con las
toxinas Shiga. Ademas, altos niveles de expresidn de la toxina estdn asociados a mayor
probabilidad de desarrollar enfermedad severa (Fuller et al. 2011; Gyles 2007). Finalmente, los
subtipos de las toxinas Shiga cumplen un papel fundamental en este aspecto, con ciertos
subtipos asociados a alta y otros a baja potencia de la toxina. Mientras que los subtipos de Stx1
y los subtipos Stx2b, Stx2e, Stx2f y Stx2g de Stx2 estdn mayormente vinculados a baja toxicidad
en los seres humanos, existen subtipos con altos niveles de toxicidad: Stx2a, Stx2c y Stx2d, los
cuales se asocian a CH y SUH (Akiyama et al. 2017). Sumado a esto, podria existir una relacién

sinérgica o antagdnica entre los diferentes subtipos (Fuller et al. 2011).

En el presente trabajo se analizaron 32 aislamientos en los que previamente fueron
detectados genes que codifican para las toxinas Shiga (26 stx1+ y 6 stx2+). La mayoria de los
animales de los cuales se aislaron presentaban sintomas de diarrea (6/7), mientras que solo uno
de ellos se encontraba sano (Tablas 2, 3, 4 y 5). Se detecto la presencia de 3 de los 10 genes que

codifican para subtipos de las toxinas Shiga, stx1a, stx1cy stx2a.

En el caso de stx1 se encontrd una prevalencia del 100% del subtipo stx1a. Estos resultados
son comparables con trabajos publicados recientemente por investigadores en Estados Unidos,
Irdn y Japén. Dichos trabajos reportan la prevalencia de este subtipo en muestras extraidas de
bovinos y los autores proponen que la variante stx1a seria la mas prevalente dentro de las stx1
en bovinos (Akiyama et al. 2017; Jajarmi et al. 2017; Shridhar et al. 2017). Asimismo, en el
trabajo realizado en Estados Unidos también fue detectado stxIc. La presencia de stxla vy stx1c
simultdneamente ha sido previamente reportada en bovinos, si bien stxlc se ha asociado
mayormente a ovinos (Brett et al. 2003). Por otro lado, un estudio reciente realizado en

Argentina encontrd en alta prevalencia el subtipo stx1a en muestras de carne obtenidas en
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carnicerias en Buenos Aires, aunque en la mayoria de los casos los aislamientos también

presentaban ademas otros genes de toxinas, principalmente stx2a (Brusa et al. 2017).

Con respecto a la sintomatologia de los animales, 2 de los 3 aislamientos provenientes del
animal sano fueron positivos para el subtipo stxla y stxIc simultdneamente y también para el
gen de la intimina eae, mientras que el tercero fue negativo para sxtlc. Aunque se requeriria
contar con un mayor numero de muestras, los datos obtenidos reflejan que sélo evaluando la
presencia o ausencia de los genes de virulencia analizados no es suficiente para determinar que
se desarrollen signos clinicos en los animales que los portan. Podrian estar involucrados otros
factores en la sintomatologia, tales como otros factores de virulencia, factores ambientales,
estado nutricional, entre otros. Al respecto, otros trabajos han demostrado que Stx1 no estd
asociada a apoptosis celular en terneros y que las células coldnicas son resistentes al efecto
modulador y citotdxico de las toxinas (Menge et al. 2006; Stamm et al. 2008). En cuanto a los
seres humanos, en nuestro pais se han reportado casos de SUH asociados a Stx1 junto con
intimina y otros genes de virulencia, si bien dichos aislamientos no fueron caracterizados a nivel
subtipo (Perez et al. 2014). En general es poco frecuente la asociacion entre Stxla y SUH, y se ha
manifestado que cuando ocurre probablemente estén influyendo otros factores agravantes. Por
su lado, Stx1c y Stx1d normalmente estdn asociados a enfermedad leve, por lo cual la presencia

de Stx1 no estaria representando un peligro mayor para la salud publica (Melton-Celsa 2014).

Con respecto a Stx2, Scheutz y colaboradores (2012) proponen un punto de corte de 82,93%
en el porcentaje de identidad frente a una cepa de referencia para confirmar la presencia de un
gen de un determinado subtipo. Sin embargo, Stx2a, Stx2c y Stx2d deben ser confirmados
mediante la realizacidon de un arbol filogenético por tener secuencias muy similares entre si. En
el presente trabajo se detecté el subtipo stx2a con 100% de prevalencia en cepas LEE positivas
(Tablas 4 y 5). Estudios recientes a nivel regional, asi como en Japdn y Corea han reportado la
prevalencia de este gen en muestras provenientes de bovinos (Akiyama et al. 2017; Bursa et al.
2017; Dong et al. 2017). Stx2a se encuentra mayormente asociado a cepas de E. coli 0157:H7, y
en muestras de bovinos se ha demostrado que es el factor determinante para que dichas cepas
sean virulentas o no (Shringi et al. 2012). Sumado a esto, se ha manifestado potencialmente

peligrosa la combinacion con Stx2c (Ogura et al. 2015; Scheutz 2014). Con respecto a los seres

34



Subtipificacion de toxinas Shiga en STEC de origen bovino en Uruguay

humanos, es el patotipo mas ampliamente asociado a enfermedad severa y especialmente SUH,
siendo responsable del mayor brote reportado al momento (Scheutz 2014). En Uruguay también
se ha asociado a SUH, y de hecho la primera cepa STEC 0157:H7 aislada en nuestro pais a partir
de un paciente correspondia a la variante Stx2a (Gadea et al. 2004). Se han identificado otros
casos de SUH en Uruguay causados por cepas stx2+y eae+, pero no se ha especificado el subtipo

de las cepas que los provocaron (Pérez et al. 2014).

En Uruguay la incidencia de SUH se estima en 4 o 5 cada 100000 nifios menores de 5 afios,
mientras que en Argentina esta cifra se eleva a 12,2 cada 100000, una de las mas altas a nivel
mundial (Blanco et al. 2004; Pérez et al. 2014). En los trabajos publicados sobre SUH en Uruguay
no pudieron establecerse los alimentos o las vias por las que fueron adquiridas las cepas téxicas.
Esto podria explicarse por el hecho de que los casos de SUH no son de reporte obligatorio ante
el Ministerio de Salud Publica y por lo tanto no hay investigacion epidemioldgica al respecto
(Pérez et al. 2014). Por otro lado, las bajas incidencias de SUH en nuestro pais corroboran la baja
deteccion de STEC en muestras bovinas registradas por nuestro grupo de trabajo en heces de
terneros (Umpiérrez et al. 2017a). Si bien SUH es endémica en algunos paises de la regién, sélo
en Argentina, Chile, Bolivia y Paraguay deben reportarse obligatoriamente (Rivas et al. 2014).
Mientras tanto algunos paises de Europa, Estados Unidos, Australia y Canada entre otros, tienen
sistemas de vigilancia de enfermedades que les permite obtener datos sobre la incidencia de

infecciones por STEC (Rivas et al. 2014).

La identificacién temprana e internacion de los pacientes infectados con STEC es critica para
evitar el riesgo de casos secundarios y diagndsticos errdneos. Ademas, permite iniciar la
fluidoterapia intravenosa lo mas pronto posible, que hasta el momento consiste en el
tratamiento mas efectivo para limitar el desarrollo de SUH (Ake et al. 2005; Hickey et al. 2011;
Werber et al. 2008). No se ha desarrollado aun un tratamiento 100% efectivo, incluso en
paises desarrollados. La administracién de antibiéticos en etapas tempranas de SUH ha
demostrado que en el mejor de los casos tienen efecto neutro y que tiende a aumentar el
riesgo de que se desarrolle enfermedad severa, al igual que agentes antidiarreicos (Davis et al.
2015). Algunas estrategias alternativas son la utilizacion de inhibidores del quorum sensing, las

vacunas, el uso de probidticos, y la utilizacion de receptores andlogos a Stx y piocinas, entre
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otros (Nguyen et al. 2012; Pacheco y Sperandio 2012). También se ha sugerido agregar un paso
final de descontaminacidn en la elaboracién de productos cdrnicos de origen bovino, por
ejemplo mediante irradiacion gamma. Hasta el momento la intervencién mas exitosa han sido
2 vacunas anti E. coli 0157:H7 que se suministran a los bovinos (Pacheco y Sperandio 2012). Si
bien éstas han logrado reducir las prevalencias de bovinos shedders portadores de STEC
0157:H7, en condiciones naturales su eficacia no es clara y probablemente depende de cémo
los productos son administrados en los animales (Smith et al. 2009). Para mejorar su eficacia
seria necesario realizar mas ensayos en condiciones que se aproximen mejor a las reales de los

tambos (Smith et al. 2009).

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten confirmar la presencia de subtipos de STEC
con capacidad de causar enfermedad leve y severa en nuestro pais. Se destaca la necesidad de
la implementacién de un sistema de vigilancia a nivel nacional, asi como medidas de control y
prevencion de este patégeno en el ambiente de los rodeos, sus alrededores y en la cadena de
produccidon de alimentos. Sumado a esto, se destaca la importancia de promover buenas
practicas de higiene en la sociedad que permitan reducir la propagacion de SUH y otras

enfermedades.
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