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Resumen: En los tltimos veinte arios las infecciones por Escherichia coli Enterohemorrdgico
(EHEC) representan una gran preocupacion para la Salud Publica mundial. E. coli O157:H7/
NM es el prototipo de un grupo de mas de 150 serotipos que comparten el mismo potencial
patogénico. El objetivo del trabajo fue aislar E. coli O157:H7 de alimentos obtenidos en
mercados habilitados para la venta en la ciudad de Asuncion, Paraguay. Se analizaron
50 muestras, para el aislamiento se realizé un enriquecimiento en caldo Escherichia coli
adicionado con novobiocina y luego se sembré en medios sélidos PRS-Mug y Fluorocult. Las
colonias caracteristicas fueron confirmadas por pruebas bioquimicas y serolégicas. A partir
de hamburguesas de carne bovina cruda se obtuvieron dos cepas de E. coli O157:H7, ambas
portadoras del gen eae, y negativas para los genes ehxA, stx, y stx,. Este es el primer reporte
sobre el aislamiento de E. coli O157:H7 a partir de alimentos en Paraguay.
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FIRST ISOLATION OF Escherichia coli O157:H7
FROM HAMBURGERS IN PARAGUAY

Abstract: In the last twenty years the infections caused by enterohemorragic Escherichia coli
(EHEC) represented a great concern for the world public health. E. coli O157:H7/NM is the
prototype into a group of more than 150 serotypes that share the same pathogenical poten-
tial. The purpose of this work was to isolate E. coli O157:H7 from food obtained in markets
qualified for sale in Asuncién city, Paraguay. Fifty samples were analyzed, for the isolation
and enrichment in Escherichia coli broth added with novobiocin was carried out, and then it
was streaked into solid media PRS-Mug and Fluorocult. Typical colonies were confirmed by
biochemical and serological tests. From hamburgers of raw bovine meat two E. coli O157:H7
strains were obtained, both carriers of eae gene and negatives for ehxA, stx, and stx,genes.
This is the first report about the isolation of E coli O157:H7 from foods in Paraguay.
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INTRODUCCION

Escherichia coli Enterohemorragico (EHEC)
es un patogeno emergente asociado a enfermeda-
des transmitidas por alimentos (ETA). Fue reco-
nocido por primera vez como patogeno humano
en 1982 durante dos brotes de colitis hemorragica
(CH) ocurridos en Oregon y Michigan, EE.UU.,
atribuidos al consumo de hamburguesas en
restaurantes de una cadena de comidas rapidas.
La infeccion por EHEC puede causar casos espo-
radicos o brotes de diarrea, colitis hemorragica y
sindrome urémico hemolitico (SUH) (6, 10). Es-
cherichia coli O157:H7 es el prototipo de mas de
150 serotipos que comparten el mismo potencial
patogénico, cuyo principal factor de virulencia
son las toxinas Shiga (7, 9, 28). A este grupo se
lo denomina Escherichia coli productor de toxina
Shiga (STEC). Segtin la OMS (1997), las cepas de
EHEC deben presentar los siguientes factores
de virulencia: a) toxinas Shiga, b) intimina, y c)
enterohemolisina (27). Debido a que no todas las
cepas STEC presentan estos factores de virulen-
cia, y solo son productoras de toxina Shiga, se
considera que las cepas EHEC son un subgrupo
entre las STEC.

La habilidad de las cepas EHEC O157:H7
para causar enfermedad esta relacionada con
su capacidad para producir Stx1l, Stx2, y sus
variantes, responsables del dano del endotelio
vascular (29). El segundo factor de virulencia es
una proteina de membrana externa de 94-kDa,
llamada intimina codificada por el gen eae loca-
lizado en la isla de patogenicidad LEE (del inglés,
locus of enterocyte effacement). Este locus esta
asociado con la adherencia intima de la bacteria
a la célula epitelial, la iniciacién de las sefnales de
transduccién, y la desorganizacién de las micro-
vellosidades con la formacion de la lesion AE (del
inglés, attaching-and-effacing) (14). La presencia
de LEE le confiere a las cepas EHEC una mayor
virulencia, pues los serotipos LEE-positivos apa-
recen con mayor frecuencia asociados a brotes y
casos de SUH que los serotipos LEE-negativos.
El tercer factor de virulencia que caracteriza a
las cepas EHEC es la produccién de una ente-
rohemolisina (EHEC-Hly), codificada en el gen
ehxA del megaplasmido de 90-kb, la cual estaria
involucrada en la patogénesis (23).

Numerosos estudios realizados en diferen-
tes paises, incluyendo a la Argentina permitieron
confirmar el rol del ganado vacuno como principal
reservorio de E. coli O157:H7 (2, 14, 20), aunque
las ovejas y las cabras también fueron descriptas
como reservorios (2, 3, 13).

La principal via de transmisién de E. coli
0157 son los alimentos contaminados, como por
ejemplo, carne molida, productos carnicos crudos
o insuficientemente cocidos, hamburguesas, em-
butidos fermentados, morcilla, leche no pasteuri-
zada, yogur, quesos, mayonesa, papas, lechuga,

brotes de soja y alfalfa, jugos de manzana no
pasteurizados, y agua, entre otros (21). La conta-
minacion de los alimentos se debe principalmente
al contacto con las heces del ganado bovino. En la
Argentina, se detecté STEC O157:H7 en el 3,9 %
de productos carnicos a nivel de boca de expen-
dio (5). Otras formas de transmision incluyen el
contacto directo del hombre con los animales, la
contaminacién cruzada durante la preparacion
de alimentos, y la transmision persona a persona
por la ruta fecal-oral. Es importante destacar que
la dosis infectiva capaz de ocasionar enfermedad
por parte de este grupo bacteriano es de 10 a 100
bacterias por gramo de alimento.

En Argentina, donde el SUH es endémico,
se producen aproximadamente 400 casos nuevos
por ano. La enfermedad constituye la primera
causa de insuficiencia renal aguda en la edad
pediatrica y la segunda de insuficiencia renal
cronica. E1 SUH es responsable del 20% de los
transplantes renales en nifios y adolescentes (8,
21).

En Paraguay son escasos los estudios rea-
lizados sobre la deteccion de E. coli O157:H7 en
alimentos, por lo cual la deteccién, identificacion
y caracterizacion de este patégeno emergente en
alimentos y en los procesos de produccion de
los mismos, podria ser una herramienta funda-
mental para prevenir la posible infeccion en los
consumidores (16).

El objetivo del trabajo fue aislar E. coli
O157:H7 en muestras de alimentos obtenidas
en supermercados de la ciudad de Asuncion,
Paraguay.

MATERIALES Y METODOS

Durante los meses de noviembre y diciem-
bre de 2006, el personal del SENACSA (Servicio
Nacional de Calidad y Sanidad Agroalimentaria,
del Paraguay) recolecté 50 muestras de alimentos
en 15 mercados habilitados para la venta en la
ciudad de Asuncién, Paraguay. Se recolectaron
35 muestras de quesos denominados “Paraguay”,
10 muestras de carne picada y 5 muestras de
hamburguesas crudas.

Para la deteccion y aislamiento de E. coli
O157:H7, se inocularon 65 g de cada muestra
en caldo Escherichia coli (Bio Pro Lab., EE.UU.)
con novobiocina (Biokar Diagnostics, Beauvais
Cedex, France), incubandose a 35°C por 18 h 'y
sin agitacion. Posteriormente, una alicuota de
cada caldo enriquecido fue sembrada en Phenol
Red Sorbitol-mug (PRS-Mug, Oxoid) y Fluorocult
(Merck, Darmstadt Alemania), e incubada a 35°C
por 24 h. Las colonias presuntivas se repicaron en
medio s6lido eosina azul de metileno (Britania Lab,
Argentina) y en agar tripticasa soya (Britania Lab,
Argentina) para su posterior tipificacién bioquimi-
ca (24). Para el seroagrupamiento se utiliz6 el test
aglutinacion de Latex 0157 (OXOID, U.K.).
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Las cepas aisladas fueron enviadas al Ser-
vicio Fisiopatogenia del INEI - ANLIS “Dr. Carlos
G. Malbran”, para confirmar la presencia de los
antigenos O157 y H7, la capacidad de producir
citotoxicidad en células Vero, y la portaciéon de los
genes rfb, .., fliC, ., eae, ehxA, stx, y stx, (12).

RESULTADOS

Sobre 50 muestras analizadas, dos (4%)
fueron positivas para E. coliO157:H7. Los dos ais-
lamientos fueron recuperados de hamburguesas
crudas y presentaron colonias sorbitol negativas
en los medios de cultivo PRS-Mug, y Fluorocult.
Las dos cepas aisladas presentaron movilidad y
las pruebas bioquimicas arrojaron los siguientes
resultados: oxidasa negativa, catalasa positiva,
indol positivo, Voges Proskauer negativo, rojo de
metilo positivo, citrato negativo, lisina y ornitina
decarboxilasa positivas, hidrogeno sulfurado
negativo, y fermentacion de glucosa y lactosa.
Ambos aislamientos fueron portadores del gen
eae y no portaron los genes stx,, stx,y ehxA.

DISCUSION

Considerando que en la ultima década
las enfermedades causadas por E. coli O157:H7
ocasionaron una gran preocupacion en la salud
publica mundial (1, 19), el control de los alimen-
tos para la deteccion de este microorganismo
constituye una herramienta fundamental para
prevenir las enfermedades transmitidas por ali-
mentos.

Cabe destacar que las cepas de E. coli
0157:H7 aisladas no portaron dos de los factores
de virulencia de EHEC (toxinas Shiga y entero-
hemolisina). Sin embargo, estos aislamientos
son portadores del gen eae que codifica para
la intimina y podrian ser potencialmente patoé-
genos al adquirir los genes stx mediante fagos.
Cabe destacar que segun Karmali y col. (10), el
serotipo O157:H7 pertenece al seropatotipo A
segun su potencial patogénico y epidémico, su
asociacion a enfermedades severas en el hombre
y su capacidad para producir brotes (10, 18). Las
cepas aisladas en el presente trabajo podrian ser
consideradas un parametro de contaminacion
por E. coli O157:H7 toxigénico ya que Wetzel Y
LeJeune (26) reportaron la pérdida de los genes
que codifican las toxinas Shiga.

El aislamiento de E. coli O157:H7 fue de
gran importancia ya que se utiliz6 una meto-
dologia convencional menos exigente que la
recomendada por United States Department of
Agriculture/Food Safety and Inspection Servi-
ce (USDA/FSIS) (24, 25). De lo anteriormente
expuesto puede deducirse que una busqueda
mas exhaustiva en este tipo de alimentos, podria
arrojar mayor numero de cepas.

Con respecto a la presencia de E. coli
O157:H7 en Paraguay, los tnicos datos en-
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contrados se refieren a Ortiz (16), quien realizd
estudios en media res bovina para exportacion,
los cuales arrojaron resultados negativos para
el aislamiento. El presente es el primer reporte
sobre el aislamiento de E. coli O157:H7 a partir
de alimentos en Paraguay. Es necesario realizar
mayores estudios para evaluar la presencia de E.
coli O157:H7 a los fines de determinar si existen
serotipos patégenos en alimentos en Paraguay, y
posteriormente implementar un plan de control
sanitario.

Este trabajo fue realizado a los efectos de
comenzar una vigilancia epidemiolégica sobre
E. coli O157:H7 en alimentos para lo cual se
organiz6 este primer muestreo coordinado por
el Laboratorio de Alimentos dependiente del
SENACSA. Sin embargo, destacamos que seria
muy importante realizar una busqueda mas
exhaustiva con metodologias apropiadas para el
aislamiento de las cepas de E. coli productoras
de toxinas Shiga no-O157, cuya incidencia en
casos clinicos se ha venido incrementando a nivel
mundial (11, 17, 22) y por lo tanto, podrian estar
presentes en Paraguay.

A partir de los aislamientos obtenidos, el
laboratorio Oficial decidié implementar la meto-
dologia recomendada y validada por la USDA/
FSIS, que incluye la separacién inmunomagné-
tica (4, 24, 25).
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