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Resumen

En Argentina, Escherichia coli enteropatogénico (EPEC) es uno de los agentes mas preva-
lentes aislados de nifos con diarrea. Debido a que la contaminacion con este patotipo en
productos de pollo podria ocurrir durante el proceso de faena, nos planteamos como ob-
jetivo aislar y caracterizar EPEC de muestras de animales vivos (cloacas), carcasas evis-
ceradas sin lavar, carcasas lavadas y agua del tanque de enfriamiento. Se caracterizaron
29 aislamientos de EPEC que presentaron una amplia variedad de serotipos, algunos de
los cuales (02:H40, 08:H19 y 0108:H9) han sido informados en otras especies animales.
También se encontrd el serotipo 045:H8, aislado con anterioridad de nifios con diarrea.
Se detectaron aislamientos de los serotipos 02:H40, 0108:H9 y 0123:H32 en distintas
etapas del proceso de faena, lo que sugiere que el procesamiento no se realiza en forma
adecuada. Se torna necesario reforzar las medidas de control e higiene en las distintas
etapas del proceso para disminuir la contaminacion microbiana.
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los derechos reservados.

Characterization of enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) strains isolated during
the chicken slaughtering process

Abstract

In Argentina, EPEC is one of the most prevalent agents isolated from children with
diarrhea. Because contamination with this pathotype could occur during slaughter, the
aim of this study was to isolate and characterize EPEC strains obtained from live animals
(cloacae), eviscerated carcasses, washed carcasses and water from chillers. Twenty nine
isolates of atypical EPEC were characterized. These isolates presented a wide variety of
serotypes, some of which (02:H40, O8:H19 and 0108:H9) had been reported in other
animal species. Serotype 045:H8, previously isolated from children with diarrhea was
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also found. Isolates of serotypes 02:H40, O108:H9 and 0O123:H32 were detected at
different stages of the slaughtering process, suggesting that the process is not adequately
performed. This latter fact highlights the importance of reinforcing control and hygienic
measures at different stages of the chicken slaughtering process in order to reduce

microbial contamination.

© 2014 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espaia, S.L. All

rights reserved.

Escherichia coli enteropatogénico [enteropathogenic Es-
cherichia coli (EPEC)] produce diarrea acuosa en nifos y ha
sido responsable de varios brotes a nivel mundial. En Argen-
tina, la incidencia de diarreas infantiles es de 150/100 000
en nifnos menores de cinco afos'?, y EPEC es uno de los
agentes mas prevalentes. EPEC produce una lesion caracte-
ristica denominada A/E ("attaching and effacing”) mediada
por la intimina (codificada por el gen eae), el receptor tras-
locado de la intimina y otras proteinas secretadas. La inti-
mina puede presentar variantes que difieren en la region de
union al receptor??. Es importante aclarar que el gen eae no
es exclusivo de EPEC, ya que existen cepas de E. coli pro-
ductoras de verotoxinas que también lo portan.

Algunas cepas EPEC tienen la capacidad de expresar una
fimbria llamada BFP ("bundle forming pili”), que permite
formar redes tridimensionales entre las bacterias y cuya
subunidad principal esta codificada por el gen bfpA. La pre-
sencia o ausencia de BFP permite clasificar a las cepas EPEC
en tipicas y atipicas, respectivamente™. Las cepas EPEC ati-
picas tienen mayor prevalencia que las tipicas, tanto en los
paises en desarrollo como en los desarrollados™.

Los serotipos mas frecuentes entre las cepas EPEC tipicas
son 055:H6, 055:H-, 086:H34, 0111:H2, 0111:H-, 0114:H2,
0119:H6, 0119:H-, 0127:H6, 0142:H6 y 0142:H34'. Dentro
de las EPEC atipicas se ha descrito una amplia variedad de
serotipos a nivel mundial, entre los cuales predominan
033:H6, 051:H40, 051:H49, 0111:H-, 0119:H2, 0127:H40,
0132:H34, 0145:H-, OR:H- y una gran proporcion de ONT®.
Sin embargo, un mismo serogrupo puede estar asociado a
una cepa tipica o a una atipica (055, 086)".

Aligual de lo que sucede con otras E. coli diarreogénicas,
la transmision de EPEC ocurre por via fecal-oral a través de
manos, agua y alimentos contaminados. La contaminacion
de los alimentos puede ocurrir durante el proceso de faena
de los animales que son reservorios de la bacteria: bovinos,
cerdos y pollos, entre otros'®. En el caso de los pollos, y
especificamente en la planta de faena muestreada, una vez
que arriban a la planta los pollos son colocados en una noria
de colgado, insensibilizados y desangrados. Luego se reali-
zan los pasos de escaldado y pelado. El eviscerado es auto-
matizado, ayudado por operarios que quitan restos de la
evisceracion. La carcasa es lavada tanto en la superficie
externa como interna con agua potable corriente y clorina-
da aplicada a presion, y luego ingresa en dos tanques para
su enfriamiento. Por ultimo, la carcasa es escurrida y enva-
sada.

Debido a que EPEC ha sido comunicado en materia fecal,
carne y carcasas de pollo, pero no durante su procesamien-
to, nos planteamos como objetivo aislar y caracterizar ce-
pas EPEC de muestras eae positivas obtenidas en distintas
etapas del proceso de faena (animales vivos, carcasas evis-

ceradas sin lavar, carcasas lavadas después del pasaje por
los tanques de enfriamiento y muestras de los tanques de
enfriamiento) en un trabajo previo'.

En el presente trabajo, a partir de las zonas confluentes
positivas para eae conservadas a -70 °C se sembraron en
estria placas de agar Mac Conkey y se cultivaron 24 h a
37 °C. Se realizaron pools de 5 colonias y se realizé PCR mul-
tiplex para detectar eae y los genes de verotoxinas vt, y vt,'.
De los pools positivos a eae, cada colonia individual se cultivo
en 800 pl de caldo LB durante 18 h a 37 °C con agitacion y se
realizd nuevamente la PCR multiplex. La deteccion de los
genes vt, y vt,se incluy6 para identificar a los aislamientos
correspondientes a EPEC (eae-positivos pero vt-negativos) y
diferenciarlos de E. coli productores de verotoxinas.

Cada aislamiento de EPEC se proceso para detectar bfpA
por PCR monoplex segun Gunzburg et al.’ y la presencia de
las variantes o, B, vy € del gen eae segin la metodologia
descrita por Oswald et al.™. Los antigenos O y H se determi-
naron por la técnica de microaglutinacion en placa y tubo,
respectivamente, con un kit de antisueros (01-0186) y
56 antisueros H producidos por el Laboratorio de Referencia
de E. coli (LREC) (Lugo, Espana).

Se obtuvo un total de 29 aislamientos EPEC, ninguno de
los cuales presento el gen bfpA, lo que indica que los pollos
y las carcasas estaban contaminados con cepas EPEC atipi-
cas, en concordancia con los resultados obtenidos por Krau-
se et al.’ y Farooq et al.? en materia fecal de pollos. Este
dato también concuerda con los publicados por Trabulsi et
al.™, quienes demostraron que serotipos de cepas EPEC ati-
picas estaban asociados con huéspedes animales.

Los aislamientos presentaron 12 antigenos O diferentes
(02, 03, 04, 08, 025, 045, 0108, 0119, 0123, 0153, 0177
y OR), mientras que 5 aislamientos fueron NT (ausencia de
reaccion con los antisueros empleados) y uno se clasificd
como O? (reaccion con mas de un antisuero en titulo simi-
lar), combinados con 10 antigenos H diferentes (H4, H8, H9,
H19, H21, H26, H28, H32, H40 y H49), mientras que un ais-
lamiento fue no mavil. No se observo predominio de ningln
serotipo en particular (tabla 1).

Algunos serotipos se encontraron en distintas etapas del
proceso de faena, por ejemplo, en el segundo muestreo se
detecto un aislamiento 02:H40 en el interior de una carcasa
eviscerada sin lavar y otro en el interior de una carcasa la-
vada. Ademas, en el tercer muestreo se detectaron aisla-
mientos 0123:H32 tanto en el interior de carcasas eviscera-
das sin lavar como en la superficie de una carcasa lavada,
mientras que se identificaron aislamientos del serotipo
0108:H9 en el agua de un tanque de enfriamiento y en la
superficie de una carcasa lavada en el mismo muestreo.

Se ha informado la presencia de algunos de los serotipos
EPEC encontrados en cloacas y carcasas en otras especies
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Tabla 1 Serotipos de EPEC en la planta de faena. Se indica la variante de intimina entre paréntesis
Muestreo Cloacas Carcasas evisceradas sin Tanque de Carcasas lavadas
lavar? (superficie interna) enfriamiento . .
Superficie externa Superficie interna
1° 08:H19 (ND)? 045:H8(B)° OR:H32(B)°
0119:H4 (B) 08:H28(B)° ONT:H19(B)¢
ONT:H49 (ND)
2° 0108:H40 (B) 02:H40 (ND) 04:H21 (B)
0177:H40 (ND) 03:H26 (B) 04:H- (ND)
ONT:H40 (ND) 08:H21 (B)
025:H32 (B)
0153:H26 (B)
02:H40 (B)
3° 02:H40 (ND) 0123:H32 (B) 0108:H9 (B) 08:H21 (ND) 0108:H9 (B) ONT:H21 (B)

0108:H40 (B)
ONT:H40 (ND)

0123:H32 (B)

0123:H32 (B) 0?7:H40 (ND)?

2 ND: no determinada, fue negativa para las variantes o, 3, v, €.

b Serotipos aislados de la misma carcasa.
¢ Serotipos aislados de la misma carcasa.
4 0?: reaccion con mas de un antisuero en igual titulo.

animales (02:H40, 08:H19 y 0108:H9) y en ninos con diarrea
(045:H8)°. El serotipo 04:H- fue identificado previamente
como VTEC portador de intimina en bovinos con diarrea y
carne picada, y estuvo asociado a casos de SUH’. Este dato
es importante, ya que algunos autores postulan que tanto
cepas VTEC como asi también cepas EPEC tipicas pueden
convertirse en EPEC atipicas durante la infeccion debido a la
pérdida de elementos genéticos madviles como bacteriofagos
o plasmidos codificantes de vt y bfp, respectivamente®.

Por otra parte, en el presente trabajo se detectaron nue-
vos serotipos de EPEC como 03:H26, O4:H21, 08:H21,
08:H28, 025:H32, 0108:H40, 0123:H32, 0153:H26
0177:H40 y OR:H32, que no habian sido comunicados pre-
viamente en la bibliografia a nivel mundial.

La mayoria de los aislamientos (65 %) presentd la varian-
te B de la intimina, en concordancia con lo hallado por Ko-
bayashi et al.8, quienes detectaron dicha variante en 12
cepas EPEC atipicas provenientes de cloacas de pollos parri-
lleros. Esta variante se encuentra ampliamente distribuida
en cepas EPEC aisladas del hombre y de varias especies ani-
males como bovinos, cerdos, conejos, perros y aves''. Ade-
mas, es una de las variantes mas frecuentemente encontra-
das en cepas EPEC atipicas de diferentes serotipos*™. El
resto de los aislamientos fueron negativos a las variantes o,
B, vV €. Estos datos sugieren que los aislamientos de pollo y
sus productos podrian ser portadores de otras variantes co-
nocidas, pero aisladas con menor frecuencia, o de nuevas
variantes. Los serotipos 08:H19 y 0108:H9 presentaron la
misma variante informada por otros autores en aislamientos
de bovinos y cerdos*®. Sin embargo, el serotipo 02:H40 ha
sido comunicado en otras especies animales con otra va-
riante?, y, aunque en muchos casos cepas EPEC atipicas co-
rrespondientes a un mismo serotipo aisladas en diferentes

paises portan una misma variante de intimina, también se
ha informado la presencia de diferentes variantes en EPEC
atipicas de un mismo serotipo®.

En la planta de faena se detecté EPEC en cloacas, y su
presencia a lo largo del proceso posterior de faena demues-
tra que este no se realiza bajo las condiciones adecuadas.
Se detectaron aislamientos correspondientes a un mismo
serotipo en distintas etapas del proceso de faena, lo que
refuerza esta idea. Ademas de la deteccion de EPEC en car-
casas en distintas etapas, es llamativa su deteccion en el
agua de un tanque de enfriamiento, dado que algunos auto-
res sostienen que aquel reduce los niveles de contamina-
cion con E. coli y coliformes.

Sobre la base de los resultados de este trabajo, se consi-
dera necesario reforzar las medidas de control e higiene, en
particular, se recomienda realizar una evisceracion comple-
ta de las carcasas, un recambio permanente del agua clori-
nada de los tanques de enfriamiento y el control de la carga
microbiana, de acuerdo con las BPM recomendadas.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales. Los autores declaran
que para esta investigacion no se han realizado experimen-
tos en seres humanos ni en animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que en
este articulo no aparecen datos de pacientes.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado. Los
autores declaran que en este articulo no aparecen datos de
pacientes.
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