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Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) es un patégeno emergente a nivel mundial siendo reconocido
como agente causal de enfermedades severas en el hombre, como colitis hemorréagica (CH) y sindrome urémico
hemolitico (SUH).

El objetivo consistié en determinar € rol de los animales de compafiia como potenciales reservorios de STEC en
la cadena epidemiol6gicadel SUH.

Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal. Entre octubre de 2010 y abril de 2013 se procesaron 162
muestras de perros y gatos realizandose PCR mdltiple para la deteccion de los genes stxi, stx ¥ rfbossz, no detec-
téndose sefia positiva por PCR en ninguna de las muestras procesadas.

Estos resultados de ausencia de STEC en los animales estudiados podria deberse a que la alimentacion de los
mismos resultd principalmente con alimentos balanceados ya que € consumo de alimentos contaminados, como
por gjemplo carne molida, productos carnicos crudos o insuficientemente cocidos, constituyen unade las principa-
les fuentes de infeccion para este microorganismo.
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Escherichia coli Shiga toxin-producer (STEC) is an emerging pathogen worldwide being recognized as a cause of
severe human diseases, such as hemorrhagic colitis (HC) and hemolytic uremic syndrome (HUS).

The aim of this work was to determine the role of companion animals as potential reservoirs of STEC in the
epidemiological chain of HUS.

A descriptive cross-sectional study was conducted. Between October 2010 and April 2013, samples from 162 dogs
and cats were processed performing multiplex PCR for detection of stx1, stx2 and rfbO157 genes. Was not detect-
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ed positive signal by PCR in any of the processed samples.

Editado por:
Selva Andina These results from the absence of STEC in animals studied could be because feeding them with feed resulted
Research Society primarily because the consumption of contaminated foods, such as ground beef, meat products raw or under-
cooked, constitutes a major infection source for this microorganism.
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Introduccion

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC)
es un patdégeno emergente a nivel mundial siendo
reconocido como agente causal de enfermedades
severas en el humano, como colitis hemorrégica
(CH) y sindrome urémico hemoalitico (SUH). Mdlti-
ples serotipos de STEC han sido asociados a estas
patologias y a enfermedades transmitidas por ali-
mentos en distintas partes del mundo, con evidencia
de que una gran proporcién de los casos se deben a
serotipos distintos del prototipo O157:H7 (Franke et
al. 1995).

Los registros oficiales de Argentina muestran que €
SUH es endémico y presenta la mayor incidencia en
el mundo, con un reporte de més de 10 ca
s0s/100000 nifios menores de 5 afios en la dltima
década y aproximadamente 400 casos anuales (Ri-
vaset al. 2011).

L os mecanismos de transmision de Escherichia coli
0157:H7 y otros STEC comprenden e consumo de
alimentos y aguas contaminadas, contacto directo
con animales portadores o sus heces y transmision
de persona a persona (Griffin & Tauxe 1991, Doyle
et al. 1997) . Los avances en el conocimiento de esta
patologia, especialmente en |os aspectos etiol 6gicos,
conllevan la necesidad de investigar no solo o vin

culado a los hébitos alimentarios de la poblacion,
sino a contacto con animales que son considerados
de compafiia para los nifios. El ganado bovino es
considerado €l reservorio principa de este patdgeno
(Nataro et al. 1998). Se han aislado cepas STEC de
animales domésticos sanos como cabras, oveas,
cerdos, gatos y perros, hallando una prevalencia del
13.8% en gatos y 4.8% de perros (Beutin et al.
1993). También se han aislado a partir de gaviotas
(Kobayami et al. 1999), conejos, pollos.

En Argentina se ha detectado la presencia de STEC
en un 4.0% en perros y 4.2% en gatos (Gallego et
al. 2006). Similar porcentaje (4.3%) se detecté en
otro trabgjo (Bentancor et al. 2006) en caninos y
felinos.

STEC 0157:H7 fue aidado de un perro asintométi-
€O que mantuvo contacto con un equino y un hu-
mano infectado con este serotipo (Trevena et al.
1996).

En la ciudad de Mar del Plata, segin e Departa-
mento de Zoonosis de la Municipalidad del Partido
de General Pueyrreddn, se estima que la proporcién
es aproximadamente de 1 perro por cada 6 personas
con una dispersion de la poblacion canina estimada
en 1 animal por cada 10 personas para la zona cén-
trica de la ciudad mientras que la relacién seria 1/2
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para las zonas periféricas. Los datos del dltimo cen-
so en Argentina (Instituto Nacional de Estadisticasy
Censos 2010) establecieron que la poblacion para e
Partido de General Pueyrreddn era de 618989 habi-
tantes.

La dinamica de STEC, en su relacion reservorio-
medio ambiente, no esta totalmente dilucidada. Por
ello, congtituye un desafio epidemiolégico alcanzar
un mayor conocimiento de la frecuencia de porta-
cion de este microorganisSmo en reservorios menos
frecuentes.

El objetivo del trabgjo consistié en describir € rol
de los animales de compafiia como potenciaes re-
servorios de Escherichia coli productor de toxina
Shiga (STEC) en la cadena epidemiol6gica del Sin-
drome Urémico Hemolitico.

Materialesy métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transver-
sa para caracterizar € perfil de la poblacion en
estudio y la presencia/ausenciade STEC.

Para € trabgjo se reaiz6 un muestreo por conve-
niencia. Latoma de muestra se efectud a los prime-
ros cinco animales que concurrieron a la consulta el
primer dia hébil de cada semana comprendida den-
tro del periodo de estudio.

L as variables sometidas a estudio fueron: edad, sexo
y raza de los animales, tipo de alimentacion catego-
rizada como alimento balanceado (de elaboracion
comercia definido como alimento balanceado com-
pleto y equilibrado que contiene todos los nutrientes
esenciales que satisfacen todos los requerimientos
del animal) y no balanceado, lugar de residencia del
animal, sintoma de diarrea en € propietario como
en su familia en los quince dias previos alatoma de
muestra en la mascota, sintoma de diarreaen € ani-
mal en los quince dias previos alatoma de muestra,

cohabitabilidad de los animales con seres humanos
(definido como el contacto con humanos adultos,
nifios o0 ambos) y deteccion de STEC.

Entre octubre de 2010 y abril de 2013 e Centro
Municipal de Zoonosisy € Quiréfano Movil depen-
diente del mismo, tomaron y procesaron 162 mues-
tras de materiafecal obtenidas por hisopado rectal y
conservadas en medio de transporte Cary Blair (Bri-
tania, Buenos Aires, Argentina), de animales de
compaiiia (96 perrosy 66 gatos) citados para cirugia
de castracion (ovariohisterectomia u orquiectomia),
previo consentimiento informado del duefio del ani-
mal. Simultdneamente se completé una ficha de
toma de muestra 'y envio de la misma, confecciona-
da especificamente para tal fin, donde se consigna-
ron los datos del animal en estudio.

Para la deteccion de STEC las muestras de materia
fecal fueron sembradas en placas de agar MacCon-
key con sorbitol (SMAC) (Difco, Laboratorios, De-
troit, MI, EE.UU.) las cuales fueron incubadas a 37°
C durante 18 h, por cultivo directo y luego del enri-
quecimiento por incubacion de 6 h a37° C en cado
tripticasa soya (CTS) (Britania) suplementado con
50 mg/L de cefiximay 2.5 mg/L de telurito de pota-
sio (bioMérieux Marcy/Etoile, France) (CT-CTS)
(Leotta et al. 2006)

Las placas de cultivo sembradas fueron enviadas a
Servicio de Bacteriologia del Laboratorio de Diag-
néstico y Referencia dd Instituto Nacional de Epi-
demiologia "Dr. Juan H. Jara’ - ANLIS “Dr. Carlos
G. Malbran”, en donde se realiz6 a partir de la zona
de confluencia y de 10 colonias elegidas a azar de
las placas de primo aisamiento la deteccion de los
genes de toxina Shiga stxi, stx. y rfboisz, mediante
técnica de reaccién de la polimerasa en cadena
(PCR) multiple (Leotta et al. 2005). Las colonias
seleccionadas se suspendieron en 150 pL de soluci-
on de tritdbn X-100 (Promega, Madison, WI, EE.-

4
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UU.) a 1% en buffer TE 1X. Se centrifugaron a
10000 rpm durante 5 min luego de hervir en bafio de
agua a 100° C durante 15 min. El extracto de ADN
se conservd a 4° C para ser utilizado como templa-
do.

Pararealizar la PCR mltiple se utilizaron tres pares
de oligonucledtidos iniciadores para amplificar
fragmentos de los genes stxi, stxe y rfbois7: stxla
(5-GAAGAGTCCGTGGGATTACG-3), stxlb -
(5-AGCGATGCAGCTATTAATAA-3), stx2a -
(5-TTAACCACACCCCACCGGGCAGT-3), stx-
2b (5-GCTCTGGATGCATCTCTGGT-3'), O157F
(5- CGGACATCCATGTGATATGG-3) y O157R
(5-TTGCCTATGTACAGCTAATCC-3), cuyos
tamarios de los fragmentos de amplificacion fueron
130, 346 y 259 pares de bases respectivamente. Se
utilizaron 50 pL finales de mezcla de reaccion de
PCR, conteniendo 5 pL de Buffer PCR 10X (Invi-
trogen Life Technologies, Brasil), 2 yL de mezcla
de dNTPs 2.5 mM (Promega), 1.5 pL de Cl:Mg 50
Mm (Invitrogen), 1 pL del par de oligonucledtidos
iniciadores Stx1 0.1 nmol/uL (Invitrogen), 0.2 pyL
de los pares de oligonucledtidos iniciadores Stx2 0.1
nmol/uL (Invitrogen), 0.3 pL de los pares de oligo-
nucledtidos iniciadores 0157 0.1 nmol/uL (Invitro-
gen), 0.2 pL de Taq polimerasa 5U/mL (Invitrogen),
36.3 uL de agua tridestilada estéril y finamente 2
pL de ADN templado. Como control positivo y
negativo se utilizé el ADN templado de las cepas E.
coli EDL933 O157:H7 stxlUstx2 y E. coli ATCC
25922 sin factores de virulencia, respectivamente.
Ademés se utilizaron 50 yL de mezcla de reaccién
de PCR sin ADN templado como control de siste-
ma. Se utiliz6 un termociclador Multigene TC9600
(Labnet, Edison, NJ, EE.UU.). Las condiciones de
amplificacion fueron 94° C por 5 min, seguido de
30 ciclosa 94° C por 30 s, 58° Cpor 30sy 72° C
por 30 s. La extension final fue a 72° C por 2 min.
5

Se agregaron 10 uL de una solucion de xilene cy-
anol 0.25% y glicerol en agua 30% (Sigma, St
Louis, EE.UU.) a 50 pyL del ADN amplificado,
sembrandose 10 pL en un gel de agarosa (Invitro-
gen) a 2% en buffer TAE 1X (Invitrogen) y los
marcadores de peso molecular 100 bp Molecular
Rule (BioRad, Hercules, CA, EE.UU.) y Cienmar-
ker (Biodynamics S.R.L., Buenos Aires, Argentina).
Se redliz0 la corrida electroforética a 8V/cm (Lab-
net) durante 50 min. Posteriormente € gel fue su-
mergido en una suspensién de bromuro de etidio 0.5
Mg /ml (Promega) durante 3 min. Para documentar
el gel se utilizd un transiluminador TFX-20M (Vil-
bert Lourmat, Marne-la-V allée Cédex, Francia).

Se redliz6 €l andlisis descriptivo de las variables en
estudio y € céalculo de las medidas de tendencia
central mediante € uso del paquete estadistico in-
formatizado Epi Info™ 3.5.4. (Centers for Disease
Control and Prevention. 2010).

Para garantizar 10s aspectos éticos de la investiga-
cion los datos personales fueron encriptados respe-
tando la confidencialidad de los sujetos participan-
tes atendiéndose especiamente a lo normado por la
Ley Nacional N° 25326 de proteccion de datos per-
sonales. Los propietarios de los animales dieron su
consentimiento por escrito y las practicas se gjusta-
ron a las normas estandar de cuidado y uso de ani-
males: Ley Nacional 14346 sobre malos tratos y
actos de crueldad alos animales (1954).

Resultados

El 59.3% (96) de los animales muestreados corres-
pondieron a especimenes caninos, con edades com-
prendidas entre los 6 meses y 11 afios, una media de
31.8 meses, mediana de 24 meses y un desvio stan-
dard de 26.7 meses.
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Con respecto al sexo el 90.6% resultaron hembras,
mientras que el 9.4% fueron machos.

Las razas de los perros (reportadas solo en 91 fi-
chas) fueron: mestizo (mezcla de razas) 85.7%,
|abrador 4.4%, caniche 2.2%, collie 2.2%, boxer
1.1%, dogo 1.1%, fox terrier 1.1%, ovejero aeméan
1.1%y rottweiler 1.1%.

La aimentacion a base de alimento balanceado fue
del 45.7% para la poblacion canina estudiada mien-
tras que los que consumian alimento no balanceado
resultaron en el 8.7%. El 45.7% restante ingerian
alimentacion mixta

El lugar de residencia de los animales se muestra en
lafigura 1.

Fiz 1 Distribucion de especimenes caninos muestreados enla

cindad de Mar del Plata. Afios 2010-2013. {[V=90)

Be'erercm

Canini
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S6lo el 1.0% de los animales present6 diarrea en los
15 dias previos a la toma de muestra, en tanto que
ninguno de los propietarios como sus respectivas
familias presentaron sintomas de diarrea en €l mis-
mo periodo.

En relacion a la cohabitabilidad de los perros con
seres humanos el 62.0% estaban en contactos con

adultos y nifios mientras que & 38.0% estaban en
contacto con adultos.

En ninguna de las muestras procesadas se detecta-
ron los genes que codifican para la produccion de
las toxinas Shiga 1y 2 (stxy, stxz) ni & gen rfbois?
por latécnicade PCR multiple

L os especimenes felinos estudiados (66) tenian eda-
des comprendidas entre 10s 5 meses y 12 afios, una
media de 22.2 meses, una mediana de 8 mesesy un
desvio standard de 26.1 meses. El 51.5% resultaron
hembras, mientras que el 48.5% fueron machos.

Fig 2 Distriucion de especimenes felinos muestreados en la

ciudad de Mar del Plata. Afios 2010-2013. (Nr=63)

Rk tenca :

/
£ Fell
e steada

En la poblacién felina estudiada, 1a aimentacion a
base de alimento balanceado fue del 59.7% para
aquellos con aimento no balanceado resultdé del
8.1% y alimentacion mixtadel 32.3%.

La zona de residencia de los animales estudiados se
muestraen lafigura 2.

El 4.9% de los animales present diarrea en los 15
dias previos a la toma de muestra, en tanto que ni
los propietarios ni sus respectivas familias presenta-
ron sintomas de diarrea en el mismo periodo.
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El 60.0% de los gatos estaban en contacto con adul-
tosy nifios y e 40.0% restante solo o estaban con
adultos.

No se detect6 sefia positiva por PCR para los genes
stxq, stxe ni para el gen rfbosz en las muestras proce-
sadas.

Discusion

La distribucion georreferenciada de los animales
muestreados, tanto perros como gatos, establecid
que los mismos residian en barrios localizados en
sectores céntricos como asi también en sectores mas
periféricos de la ciudad de Mar del Plata, cuyo indi-
ce socioecondémico de la poblacién residente (Cele-
min 2012) tiende a disminuir desde el centro urbano
hacia la periferia.

Si bien agunas mascotas presentaron sintomatolo-
gia diarreica es motivo de consideracion en € pre-
sente trabajo que ninguno de los propietarios como
sus respectivas familias presentaron sintomas de
diarrea en los 15 dias previos a la toma de muestra
en |os animal es estudiados.

Podria suponerse un grado de cuidado por parte de
los duefios hacia sus mascotas a partir de la decision
de castracion de las mismas, como asi también que
la aimentacion brindada era principalmente con
alimentos balanceados por 1o cual podria suponerse
también un estado de higiene en las condiciones de
cohabitabilidad con |os mismos.

Dada la alta incidencia de casos de SUH en Argen-
tina, antecedentes bibliogréficos (Gallego et
al.2006, Bentancor et al. 2006) y resultados previos,
se esperaba detectar |a presencia de Escherichia coli
productor de toxina Shiga (STEC) en las especies
estudiadas. Por ello también fue imposible correla-
cionar la potencialidad como factores de riesgo para

adquirir y/o transmitir la infeccion con las variables
;

sometidas a estudio como género, raza, edad, ali-
mentacion, sintomatologia y distribucidn geogréfica
de los mismos.

Una posible hip6tesis para la ausencia de STEC en
este estudio consistiria en que la alimentacion en los
animales estudiados (caninos y felinos) resulto prin-
cipalmente con alimentos balanceados; quizas pue-
da considerarse esta circunstancia como uno de los
factores determinantes para que no se haya aislado
el microorganismo buscado en las muestras ya que
el consumo de aimentos contaminados, como por
giemplo carne molida, productos carnicos crudos o
insuficientemente cocidos, constituyen una de las
principales fuentes de infeccién para este microor-
ganismo (Rivas et al. 2006). Podria reforzar esta
suposicion un trabajo realizado en perros, en e cuad
no se detectd6 STEC, los autores refirieron que la
falta de resultados positivos para este microorga-
nismo podria deberse a que los cuidados que se
tienen con perros de zonas urbanas tales como ad-
ministracion de alimentos balanceados cuya elabo-
racion implique procesos de coccidn, aimentacion
con comidas cocidas preparadas por sus propieta
rios, ingestiéon de agua de bebida potable de red,
permitirian reducir e contacto y colonizacién de
estos caninos con este microorganismo (Fernandez
et al. 2006).

En funcion de | os resultados obtenidos en este traba-
jo y la hipotesis planteada se concluye que seria
recomendable el estudio de STEC en este tipo de
animales de compariiia pero en aquellos cuya ali-
mentacion no fuera a base de aimentos balancea-
dos, sino que fuera por ejemplo de alimentos de tipo
animal (a base de distintos cortes de carne y/o visce-
ras vacunas o de otra especie, crudas 0 semicaocidas,
restos de comidas, etc) con el proposito de meorar
el conocimiento de la transmision de este microor-
ganismo a partir de los animales de compafiia como
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potenciales portadores, lo cual permitiriaimplemen-
tar nuevas estrategias de prevencion y control de
esta enfermedad.
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