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Comunicacion

INVESTIGACION DE ESCHERICHIA COLI0O157:H7
EN PLANTA DE FAENA DE POLLOS

OTERO, J.L.Y; MENDOSA, A%, BARBERIS,A.Y; LUNGHI, M.* & ROLDAN, L.?

RESUMEN

Escherichia coli O157:H7 es un patdgeno emergente transmitido por alimentos. Se ha asociado
condiarrea, colitishemorrégica(CH), sindrome urémico hemolitico (SUH) y plrpuratrombocitopénica
trombética (PTT). Sedescribié alaespecie bovinacomo e principal reservorio. LapresenciadeE.
coli enterohemorrégico en los alimentos es considerado un grave problemade Salud Pdblicaanivel
mundial. En nuestro pais, que cuenta con latasa de incidencia de SUH més alta del mundo se han
realizado estudios sobrelafrecuenciade aisamiento de E. coli O157:H7 en enfermedad humana, pero
hay pocostrabajos sobre el papel eimportanciadelosaimentosde origen animal, particularmentelos
pollos, en su transmisién. En este estudio, se tomaron muestras de materia fecal de pollos 'y de
mesadas de evisceracion durante lafaena. Luego del aislamiento, usando separacioninmunomagnética,
serealizd laidentificacion bioquimicay serotipificacién. No se podido confirmar lapresenciade E.
coli O157:H7. Esnecesario continuar con estetipo de relevamientos en un mayor nimero de estable-
cimientosfaenadores.
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SUMMARY

Characterization of Escherichia coli strains isolated from chickens.

Escherichia coli O157:H7 is an emergent foodborne pathogen associated to bloody and non-
bloody diarrhea, hemorrhagic colitis (HC), hemolytic-uremic syndrome (HUS) and thrombotic
thrombocytopenic purpura(TTP). The bovine cattleisdescribed asthe main reservoir. The presence
of E. coli O157:H7 in foodsis considered a serious public health problem throughout the world. In
our country, where the HUS rate is the highest in the world, very few studies have been done to
establish therole and theimportance of animal food, particularly chickens, in thetransmission of this
pathogen. Inthisstudy, sasmplesof chickenfecesand evisceration surfacesweretaken at daughterhouse.
After theisolation by using immunomagnetic separation , biochemical identification and serotyping,
were determined. It was not posible to confirm the presence of Escherichia coli O157. Theseresults
make neccesary to continue with thiskind of assay inalarger numer of chicken slaughterhouses.
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INTRODUCCION

Las cepas de Escherichia coli producto-
ras de toxinas denominadas verocitotoxinas,
toxinas similares a Shiga, o toxinas Shiga
("Shigatoxins producing Escherichia coli”
0 STEC), han emergido enlosultimostreinta
afos como una causa importante de enfer-
medad gastrointestinal grave en seres hu-
manos, con complicaciones que ponen en
peligro la vida del paciente. Estas cepas
patégenas pertenecen a un amplio rango de
serotipos capaces de causar enfermedades
severasen €l hombre, como ColitisHemorré-
gica (CH), Sindrome Urémico Hemolitico
(SUH), y ParpuraTrombdtica Trombocitopé-
nica(PTT) (Griffin & Tauxe, 1991).

Escherichia coli O157:H7 estd comin-
mente asociado con brotes de enfermeda
des producidas por STEC transmitidos por
losalimentosy es el serotipo més estudiado
en animales productoresde alimentos (Feng,
1995; Paton & Paton, 1998). Escherichia coli
0157:H7 fue identificado por primera vez
como causade enfermedad en €l afio 1982y
hay muy pocosreportes de aislamientos pre-
viosaesafecha. Este serotipo, asi como otros
serotipos de STEC, son clasificados como
E. coli enterohemorragicos (EHEC) debido
a que causan diarrea sanguinolenta acom-
pafiada por severo dolor abdominal (Neill,
1989; Dorn, 1995). Luego de la colitis
prodromica, cerca del 8 % de los pacientes
desarrollan SUH, unaenfermedad extraintes-
tinal severacaracterizadapor lastibitaapari-
cién de anemiahemolitica, trombocitopenia
y fallo renal aguda, pudiendo afectarse tam-
bién el sistema nervioso central, pancreas,
pulmonesy corazon (Fitzpatrick, 1999). Aun-
gue se han notificado casos de SUH anivel
mundial, existen ciertas|ocalizaciones geo-
graficas con unaincidencia particularmente
alta de este sindrome, tales como Sudéfrica,
Holanda, €l oeste de los Estados Unidos y

Argentina(Neill, 1989).

En Argentina, donde el SUH es endémi-
€0, son reportados anualmente casi 400 ca-
sos. Latasaanua estimadafuede10.4y 12.2
casos cada 100,000 nifios menores de 5 afios
en 2001 and 2002, respectivamente (Rivaset
al., 2006).

Latasa es 10 veces mayor que en otros
paisesindustrializados. En algunos estudios
realizadosenladécadadelos 90", laeviden-
ciadeinfeccién por STEC fue encontrada
en el 59 % de los casos de SUH en Argenti-
na, y STEC O157:H7 fuee serotipo predomi-
nante (Miliwebsky et al., 1999).

En general, los casos de SUH son repor-
tados como eventos esporadicos. Sin em-
bargo; varios brotes han sido descriptos en
anosrecientes (Miliwebsky et al., 2007).

Los bovinos y otros rumiantes son con-
sideradosel mayor reservoriode STEC, y el
serotipo O157:H7 escomlUnmente aislado de
materiafecal debovinos(Martiny col. 1986;
Borczyk y col., 1987; Montenegro y col.,
1990; Wellsy col., 1991) y ovinos (Kudvay
col, 1996; Heuvelink y cal., 1998). AsSmismo,
se han reportado varios aislamientos de E.
coli 0157:H7 a partir de ganado bovino en
nuestro pais(Chineny coal., 2003; Meichtri y
col., 2004; Padolay cal., 2004). Tanto losani-
males bovinos adultos como los terneros
muestran diseminacién asintométicadel mi-
croorganismo (Armstrong, 1996).

Se ha demostrado una elevada relacion
genética entre las cepas aisladas de los ani-
mal es de consumo (bovinos) y aguellas ais-
ladas de casos clinicos en nuestro pais (Chi-
neny col., 2003). La contaminacion de la
carnedurantelafaenaeslaprincipal rutapor
lacual STEC pasaalosalimentos. Los pro-
ductos elaborados con carne picada han es-
tado implicados en lamayoriade los brotes
deinfeccionespor E. coli O157:H7 (Belongia
y col., 1991; Bell y cal., 1994; Brandt y col.,
1994; Turney y col., 1994). En nuestro pais
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seaid6 E. coli O157:H7 apartir de carney
productos carnicos, y se demostro la estre-
charelacién clona entre las cepas aisladas
con otras cepas de E. coli O157:H7 aisladas
apartir de casos clinicosy de otros alimen-
tos(Chineny col., 2001; Roldany col., 2007).

Se ha reportado la presencia de E. coli
0157:H7 o E. coli O157:NM en materiafecal
(Pilipcinecy cal., 1999; Schouteny col., 2005)
y carne de pollos (Doyle y Schoeni, 1987;
Abdul-Raouf y cal., 1996; Raduy col., 2001;
Reubeny cal., 2003). Laprevaenciade este
agente patdgeno en pollos es aparentemen-
tebga(lrwiny col., 1989; Chapmany col.,
1997; Heuvelink y cal., 1999).

METODOLOGIA

El muestreo fuerealizado entrelos meses
demayo de 2008y abril de 2009, en un mata-
dero de pollos delalocalidad de Esperanza,
Provinciade SantaFe. Lasmuestrasfueron
tomadas a partir de pollos (Gallus gallus)
criados para consumo humano y de superfi-
cies de mesadas de evisceracion Los pollos
eran provenientes de sistemasde crianzain-
tensivaen granjas. Setrabaj6 con 2 tiposde
muestras. En primer lugar se tomaron seg-
mentos deintestino y cloaca, que fueron ex-
traidos por corte y se ligaron en sus extre-
mos para ser transportados al laboratorio en
refrigeracion parasu posterior procesado. La
segunda parte del muestreo fue un hisopado
de mesadas de evisceracion, utilizando es-
ponjas de poliuretano estériles, de un tama-
fio de 10 cm delargo, 7cm deanchoy 4 cm
de espesor. Con cada una de |as esponjas se
abarco un area distinta de la mesada de
evisceracion, paraaumentar lasuperficiede
muestreo. Se completaron 100 pooles de
muestras de 5 animales cada uno (total 500
animales). Enlos muestreosde superficiede

evisceracion setomaron 5 muestras en cada
oportunidad, con un total de 30.

Parael aislamiento seutilizé e método de
Separacion Inmunomagnética (SIM) utiliza-
do paraaisamientodeE. coli O157:H7 apar-
tir decarney leche (Roldany col. , 2007) con
algunasmodificaciones. Enel laboratorio se
extrajo el contenido intestinal junto con el
material obtenido por raspado delamucosa
correspondientes a 5 animales, hasta com-
pletar 25 gramos, sehomogeneizaron en 225
ml de caldo EC modificado (Oxoid Ltd.,
Hampshire, England) suplementado con
novobiocina (MP Biomedicals, Escwege,
Germany) a una concentracion de 20mg/mi
(ECm+N). En € caso de |as esponjas, éstas
se sometieron masaje intenso dentro de bol-
sas de polietileno estériles, con 225 ml del
mismo caldo de enriquecimiento (ECm+N).
Los caldos se incubaron 18 horas a 42° C.
L uego delaincubacion, cada muestra enri-
quecida fue sometida a separaci 6n inmuno-
magnética(IMS), con particulas sensibiliza-
das con anticuerpos anti-O157 (Neogen
Corp., Lansing, MI, USA) utilizando 1 ml de
caldo de enriquecimiento, segin lasinstruc-
ciones del fabricante.

La muestrainmunoconcentrada (100 pl)
fue sembrada en 2 aicuotas de 50 ul cada
una. Una de ellas en placas de agar
MacConkey sorbitol (SMAC, Difco) y laotra
enel mismo agar SMAC, pero suplementado
con cefixima (50 ng/ml) y telurito de potasio
(2,5pg/ml) (CT-SMAC). Todaslaplacasfue-
ronincubadasa37° C por 24 h. Decadapla-
ca se seleccionaron hasta 10 colonias no
fermentadoras de sorbitol, las cualesfueron
identificadas mediante pruebas bioquimicas
convencionaes(Mac Faddin, 2003): produc-
cion deindol, utilizacion de citrato, produc-
cion de sulfuro de hidrégeno, ureasa, fenila-
lanina desaminasa, ornitina decarboxilasa,
motilidad, fermentaci 6n delactosa, glucosa,
D-sorbitol, dulcitol, rafinosay L-ramnosa, y
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actividad de B-glucuronidasa. A las cepas
identificadas como E. coli selesredlizo la
prueba de fermentaci én de sorbitol en tubo.
Debido a las posibles reacciones cruzadas
se procedi6 aladiferenciacién entre E. coli
y E. hermanii serealiz6 mediantelapruebas
de fermentacién de celobiosa, lisina
decarboxi-lasa y produccion de pigmento
amarillo. Aquellas cepas que fueron identifi-
cadas presuntivamente como E. coli sorbitol
negativo fueron sometidas a test de agluti-
nacién con anti sueros especificos para 0157
y H7, provistos por el Instituto Nacional de
Produccién de Biol6gicos-ANLIS"Dr. Car-
losG. Malbrén".

RESULTADOS Y DISCUSION

Escherichia coli O157:H7 es uno de los
patégenos humanos que mas se ha investi-
gado en el mundo en los Ultimos afios. En
nuestro pais se han realizado relativamente
pocos trabajos en animales y en alimentos,
si consideramoslaaltatasadeincidenciade
SUH enArgentina. Dadalagravedad delas
enfermedades que este agente patdgeno pro-
duceen sereshumanosy lafaltadeunatera-
piaespecificaparasu tratamiento, es funda-
mental orientar los esfuerzos hacia la
prevencion delainfeccion. Paraello, esim-
portante realizar estudios de este agente pa-
tégeno en animales que son destinados &
consumo humano, utilizando técnicas sen-
sibles, afinde evaluar su diseminacion, iden-
tificar un posible reservorio y conocer las
vias de transmision.

En estetrabajo, los 7 aislamientos presun-
tivos de Escherichia coli O157:H7 fueron
serol 6gicamente negativos. Con estos re-
sultados podemosinferir quelospolloscria-
dos para consumo humano, en nuestras con-
diciones de produccion, son probablemente

una fuente poco relevante de Escherichia
coli O157:H7. Debe considerarse ademés,
gue en los sistemas de crianza intensiva es
frecuentelautilizacion deantibidticosen tra-
tamientos masivos, a través del agua o €
alimento.

Nuestros resultados parecen confirmar la
baja prevalenciade E. coli O157:H7 en po-
Ilos reportada en otros lugares el mundo
(Irwin'y col., 1989; Chapmany col., 1997;
Heuvelink y col., 1999). Sin embargo, se ha
demostrado lacapacidad de E. coli 0157:H7
de colonizar lamucosa intestinal de pollos,
particularmente en ciego, y diseminarse al
ambiente (Beery y col., 1985; Schoeni y
Doyle, 1994; Zhaoy col., 1996; Best y col.,
2003; Best y cal., 2005; LaRagioney col.,
2005), lo cual significa que los pollos pue-
den actuar como hospedadores o reservorios
deE. coli O157:H7, eindicaunaposibleame-
nazaalasalud publica. Estahipoétesispare-
ce verse reforzada por 1os aislamientos de
Escherichiacoli O157:H7 redlizadosen nues-
tro pais a partir de hamburguesas y canales
depoallo, y por el hallazgo de cepasidénticas
enambosorigenes(Chineny cal., 2009). Aln
cuando |os autores sostienen que es proba-
ble que el origen de lacontaminacion delas
hamburguesas hayasido unacontaminacion
cruzada, desde otrosalimentos crudos o des-
deel ambiente. Con respecto alacontamina-
cién delas canales, los autores no pudieron
determinar quelacontaminacién hubiese pro-
venido delos procesos de faena, enfriamien-
to o transporte.

Con lo cual, no ha sido demostrada una
relacion directaentrelaprobable contamina
cion en animales vivos y la presencia de
Escherichia coli O157:H7 en aimentos de
ese origen. Es por eso necesario continuar
con este tipo de investigaciones, en un ma-
yor nimero de establecimientos de faenay
en etapas sucesivas de la cadena de comer-
ciaizacion.
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