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RESUMEN

Escherichia coli verotoxigénico (VTEC) puede causar una serie de enfermedades en el
ser humano, desde diarrea acuosa y colitis hemorragica (CH), hasta sindrome urémico
hemolitico (SUH). Las cepas VTEC tienen la capacidad de producir verotoxinas (VTs), las cuales
estan codificadas por genes vix que se encuentran en profagos insertos en el cromosoma
bacteriano. La produccion de VTs esta ligada al ciclo de replicacion del fago y las condiciones
que llevan a la induccion del fago también incrementan la liberacion de verotoxinas.

La alta tasa de infecciones asociadas a VTEC en Argentina constituye un importante
problema en Salud Publica y un serio desafio para la industria alimenticia. Este trabajo se realizé
con el propdsito de evaluar el efecto del aditivo cloruro de sodio sobre el crecimiento de 6 cepas
VTEC aisladas de bovinos y alimentos, y sobre la induccion de fagos codificantes de
verotoxinas. Para ello se realizaron cultivos con y sin el agregado de NaCl 2%. Se midi6 la
densidad éptica a 600 nm y se realizaron curvas de crecimiento bacteriano. A las 3 horas
posteriores al agregado del aditivo, se recolectaron los sobrenadantes para la determinacion de
produccion de fagos por recuento de unidades formadoras de placa de lisis. Alicuotas de los
sobrenadantes se conservaron a 4 °C para evaluar la estabilidad de los fagos detectados. Los
ensayos mostraron disminucion de crecimiento de las cepas VTEC por la adicién del NaCl 2%.
Sin embargo, los titulos de fagos portadorers de vix producidos en presencia de NaCl 2% no
fueron significativamente diferentes de los producidos por los cultivos controles. En uno de los
sobrenadantes se detectd presencia de fagos infectivos luego de 55 dias de conservacion a
4 °C.

Teniendo en consideracion que los fagos pueden persistir en los alimentos, son
necesarios mas estudios que determinen el riesgo de produccion de fagos vix en alimentos

durante los procesos de elaboracion, manipulacion y almacenamiento.

Palabras claves: Escherichia coli, fago, verotoxinas, cloruro de sodio.
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ABSTRACT

Verotoxin-producing Escherichia coli (VTEC) can cause severe human diseases, ranging
from mild diarrhea to haemorrhagic colitis (HC) and haemolytic—uraemic syndrome (HUS). VTEC
strains are able to produce verotoxins (VTs), which are carried by phages inserted into the
bacterial chromosome. VT production is linked to phage replication, and conditions that cause
prophage induction also increment VT release.

The high rate of infections associated with VTEC in Argentina is a matter of public health
concern and a serious challenge to the food industry. The present study was performed to
evaluate the effect of sodium chloride on VTEC isolated from cattle and food and on the
production of verotoxin-encoding phages (vix phages). To reach this objective 6 VTEC strains
were cultivated with and without addition of NaCl 2% and spectrophotometrically (OD600)
monitored. After 3 h incubation, supernatants of cultures were collected for phage quantification
assay using the double-agar-layer method. Aliquots of supernatants were stored at 4 °C for
evaluation of phage stability. The assays showed a decrease in the growth of VTEC cultures
added with NaCl 2%. However, the titers of vtx phages produced by cultures incubated with NaCl
2% were not significantly different from those produced by the control cultures. Infective phages
were still present after 55 days at 4 °C in one of the supernatants.

Taking into account that phages can persist in food products, it is necessary that more
studies evaluate the risk of vtx phage production during the manufacturing, handling and storage

processes.

Keywords: Escherichia coli, phage, verotoxins, sodium chloride.
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1. INTRODUCCION

1.1 ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR LOS ALIMENTOS

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) son enfermedades
causadas por patdégenos, sustancias quimicas o parasitos y afectan la salud de una
persona o grupo de personas en forma aguda o crénica. Se dan por la ingestion de
alimentos, productos alimenticios o agua contaminados. Las mismas se encuentran
dispersas alrededor del mundo y toda persona esta en riesgo de contraerlas (WHO,
2007; Tauxe y col., 2010)

Las ETA constituyen un problema de salud publica mundial que se agrava afno
tras afo. Entre los factores responsables se destacan el crecimiento de la poblacion,
la pobreza, la urbanizacién en los paises subdesarrollados, el comercio internacional
de alimentos, nuevas formas de contagio, la aparicion de nuevos agentes causantes
de enfermedades transmitidas por alimentos o nuevas variantes de estas con mayor
resistencia y patogenicidad como asi también a la falta de educacion masiva en la

sociedad y en las industrias (Tozzi y col., 2001).

Se manifiestan con sintomas tales como diarreas, vomitos, cefaleas, fiebre,
shocks sépticos, hepatitis, entre otras, afectando con mayor gravedad a la poblacién

inmunodeprimida, apatncianos y nifios pequefios (Tozzi y col., 2001).

Entre las bacterias patégenas frecuentemente asociadas a ETA se encuentran:
Clostridium botulinum, Escherichia coli verotoxigénico, Listeria monocytogenes,

Salmonella y V. vulnificus (Scallan y col., 2011).

1.2 ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa perteneciente al orden de las
Eubacteriales, Familia enterobacteriaceae, Tribu Escherichieae, Género Escherichia,

Especie coli (Bergey y col., 1992)

Habitualmente forma parte de la microflora del intestino del hombre y de los

animales de sangre caliente, encontrandose normalmente en las heces. En los

1
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animales, desde las primeras horas después del nacimiento, cepas de E. coli habitan
la parte mas distal del ileon y todo el colon, representando el uno por ciento 0 menos
de las bacterias presentes en el colon. Esta bacteria es la especie anaerobia
facultativa mas numerosa en el tracto gastrointestinal sano de los animales adultos
(Scanlan, 1991).

También se puede hallar en el suelo, agua y otros lugares, aunque su
procedencia parece ser siempre intestinal. Su presencia en los alimentos es indice de

contaminacion fecal (Scanlan, 1991).

Las cepas de E. coli se pueden caracterizar en base sus antigenos somaticos
(0O), flagelares (H) y capsulares (K) (Evans y col., 1979). Han sido identificados por lo
menos un total de 174 antigenos O, 56 antigenos H, y 80 antigenos K. La mayoria de
las cepas son comensales inofensivos, aunque algunas cepas son patdgenas y

provocan diferentes enfermedades (Doyle y col., 2000).

Actualmente las cepas de E. coli diarreagénicas se clasifican en 6 patotipos:
Escherichia coli enteropatogénico (EPEC); Escherichia coli enterotoxigénico (ETEC);
Escherichia coli verocitotoxigénico (VTEC); Escherichia coli enteroinvasivo (EIEC);
Escherichia coli enteroagregativo (EAgQQEC) y Escherichia coli de adherencia difusa
(DAEC) (Scheutz y Strockbine, 2005; Bettelheim, 2007).

Particularmente, las cepas de E. coli productoras de verotoxinas (VTEC o
STEC) son importantes patdégenos asociados a problemas de salud publica en
Argentina (Caletti, 2006).

1.3 VTEC

Con la denominacion VTEC se conocen todas aquellas cepas de Escherichia
coli capaces de producir alguno de los tipos existentes de una potente citotoxina
conocida como verotoxina (VT), dada su capacidad de destruir in vitro las celulas Vero
(Konowalchuk y col., 1977).

La infeccion con VTEC puede causar un amplio espectro de manifestaciones

clinicas en seres humanos, desde infeccion asintomatica, diarrea leve o moderada,

2
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colitis hemorragica (CH) y sindrome urémico hemolitico (SUH) (Karmali, 1989; Proulx y
col., 2001; Tarr y col., 2005).

Las primeras asociaciones de cepas VTEC a enfermedad en humano fueron a
principio de los ‘80s. Riley y col., (1983) aislaron cepas E. coli O157:H7 de muestras
de materia fecal de personas afectadas por un brote de enfermedad gastrointestinal
asociado al consumo de carne mal cocida en EE.UU y Karmali y col.,, (1985)

evidenciaron infeccion por VTEC en pacientes pediatricos con SUH en Canada.

Si bien desde ese entonces la mayoria de estas infecciones se ha atribuido a
las cepas de VTEC el serotipo O157:H7 cada vez se registran con mayor frecuencia
casos de infeccion ocasionados por las cepas pertenecientes a serogrupos distintos
del 0157, como 026, 0103, 0111 y 0145, entre otros, conocidas como VTEC no-
0157 (Nielsen y col., 2006; Rivas y col., 2006)

1.4 FACTORES DE VIRULENCIA

Los principales factores de virulencia de VTEC son las verotoxinas (VTs)
(Karmali, 1989; Proulx y col., 2001; Tarr y col., 2005). Existen 2 tipos principales de
VT, denominados VT1 y VT2, atendiendo a diferencias en su secuencia aminoacidica

y en su reactividad inmunoldgica (Strockbine y col., 1986).

Aunque las toxinas VT1 y VT2 poseen similares mecanismos de accion, su
toxicidad varia tanto in vivo como in vitro. En este sentido, se ha establecido que las
cepas VTEC que producen sélo VT2 o VT1 y VT2 tienen una mayor probabilidad de
causar el SUH que aquellos que sdlo producen VT1 (Blanco y col., 2004; Johnson y
col., 2006). Los genes que codifican estas toxinas (vix) se encuentran en profagos

insertos en el cromosoma bacteriano (Unkmeir y col., 2000; Schmidt, 2001).

Ademas de producir VT, muchas cepas VTEC son capaces de colonizar la
mucosa intestinal mediante el desarrollo de una lesién caracteristica conocida como
lesion attaching and effacing o lesion A/E, que consiste en la adherencia intima de la
bacteria a la membrana de la célula epitelial, mediante una adhesina especifica

denominada intimina, y el posterior borrado o destruccion de las microvellosidades
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(Nataro y Kaper, 1998; Doyle y col., 2000).

Muchas de las cepas VTEC asociadas a enfermedad suelen presentar grandes
plasmidos. Estos megaplasmidos presentan variabilidad en tamafio y en la
combinacion de genes codificantes de factores de virulencia, entre ellos suele
encontrarse el gen ehxA, codificante de una hemolisina enterohemorragica (Schmidt y
col.,1994) y también el gen saa, codificante de una adhesina autoaglutinante de VTEC
(Paton y col., 2001).

1.5 BACTERIOFAGOS PORTADORES DE vtx

Los fagos, como todos los virus, son parasitos absolutos y son reconocidos
como los microorganismos mas abundantes de todo el planeta y posiblemente los mas
diversificados (Hendrix, 2002; Serwer y col., 2007). Los fagos juegan un rol importante
en el balance microbiano en distintos ecosistemas, pudiendo afectar el metabolismo e
incluso provocar la muerte bacteriana. Por otro lado, algunos fagos pueden aportar
factores de virulencia que pueden convertir a una cepa no patogénica en virulenta
(Kutter y Sulakvelidze, 2004). En particular, los fagos que portan los genes
codificantes de verotoxinas (vtx), también denominados fagos vtx, juegan un rol
fundamental en la patogénesis de VTEC (Schmidt, 2001).

Los fagos portadores de vix son temperados, es decir, generalmente siguen el
ciclo lisogénico al infectar la célula hospedadora, y se integran al cromosoma
bacteriano en forma de profagos. Ante una respuesta SOS bacteriana, se induce la via
litica (transicién del estado lisogénico a ciclo litico) con la consecuente produccion de
particulas virales y la liberacion de las mismas a través de lisis celular (Schmidt, 2001;
Brissow y col., 2004) (Figura 1). Los genes vitx estan dentro de la region tardia de
estos fagos (Kimmitt y col., 2000). Por lo tanto, las condiciones que llevan a la

induccién del fago también incrementan la liberacion de toxina (Schmidt, 2001).

Una gran variedad de agentes pueden inducir la respuesta SOS (Litle,
1984). Distintos investigadores han observado que estimulos como luz ultravioleta
(UV), agua oxigenada (H,O,) y mitomicina C pueden inducir a los fagos portadores de
vix (Kéhler y col., 2000; Schmidt, 2001).
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La transmisién por bacteriéfagos es el principal vehiculo en la propagacién
horizontal de los genes vix en E. coli y contribuye significativamente a la emergencia

de nuevos patotipos (Brett y col., 2003).

Se ha demostrado que los fagos en general son altamente resistentes a los
procesos de inactivacion (Baggi y col., 2001, Allué-Guardia y col., 2014) e incluso
pueden tener una mayor persistencia en el ambiente que las bacterias que los portan
(Martinez-Castillo y Muniesa, 2014). En particular, los fagos portadores de vix
demostraron mantener infectividad por periodos extendidos durante el proceso de

produccion de salchichas con alto contenido de NaCl (Rodé y col., 2011)

Figura 1. Esquema de los ciclos litico y lisogénico
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1.6 SUH

El sindrome urémico hemolitico es un desorden multisistémico caracterizado
por presentar insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica microangiopatica y
trombocitopenia (Karmali, 1989) que se presenta generalmente precedido por un
episodio de diarrea con o sin sangre. Estos sintomas pueden acompafiarse con fiebre,
vémitos, dolor abdominal, y anuria u oliguria. Ademas, puede afectar sistema nervioso
central, pulmones, pancreas y corazén, y llevar a la muerte debido a complicaciones
neuroldgicas, intestinales, cardiacas o a infecciones intercurrentes (MS, 2017).
Constituye importantes causas de insuficiencia renal aguda, de insuficiencia renal

cronica y de trasplante renal en nifios en la Argentina (Spizzirri y col., 1997).

El SUH se presenta principalmente en nifos menores de 5 afios. Si bien todos
los grupos de edad pueden resultar afectados por VTEC, los bebés y los nifios de
corta edad padecen muy frecuentemente la enfermedad grave (Kovacs y col., 1990).
Actualmente, nuestro pais presenta un alto registro de SUH, con alrededor de 500
casos nuevos declarados anualmente y una incidencia cercana a 17/100000 nifios

menores de 5 afios de edad (Rivas y col., 2010).

En la mayoria de los casos de infeccion por VTEC la diarrea es autolimitada,
pero se estima que aproximadamente un 5-10% de los pacientes infectados

evolucionan a SUH (Rivas y col., 2011).

Generalmente, los enfermos eliminan rapidamente E. coli O157:H7 de su tracto
gastrointestinal, con lo cual, antes de que aparezca el SUH, dos terceras partes de los

enfermos ya no tienen el microorganismo en sus deposiciones (Doyle y col., 2000).

1.7 RESERVORIO Y VIAS DE TRANSMISION

Esta claramente determinado que los rumiantes domésticos constituyen el
principal reservorio de VTEC, dado que diversos estudios han puesto de manifiesto
que principalmente el ganado bovino, también ovino y caprino, albergan cepas VTEC
en su microbiota intestinal de forma generalmente asintomatica. Muchas de las cepas

aisladas de estos animales pertenecen a los mismos serotipos que las cepas
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causantes de infecciones en los seres humanos (Blanco y col.,, 2004; Rey y col.,
2003).

Si no se realizan buenas practicas de faena, el contenido intestinal del bovino
puede pasar a la superficie de las reses, y asi contaminar la carne. El desollado es la
etapa mas critica para la contaminacion de las canales con VTEC (Rivas y col., 2007;
Bell, 1997; Cummins y col., 2008)

La principal via de transmisién de VTEC son los alimentos contaminados, como
por ejemplo, carne molida, productos carnicos crudos o insuficientemente cocidos,
hamburguesas, embutidos fermentados, morcilla, leche no pasteurizada ni hervida,
yogur, quesos, mayonesa, papas, lechuga, brotes de soja, alfalfa y rabano, jugos de
manzana no pasteurizados, y agua, entre otros (Kaper y col., 2004; Caprioli y col.,
2005; Rivas y col., 2003). En particular, la carne cruda o poco cocinada y la leche
cruda son los alimentos mas frecuentemente asociados a la infeccion con E. coli
0157:H7 (Cuno, 2000).

Otra forma de contagio de las infecciones por VTEC se produce por la
transmisién de persona a persona y el contacto directo con animales portadores o sus
heces (Nataro y Kaper, 1998; Armstrong y col., 1996). También se han sugerido otras
vias de contagio menos frecuentes, como la transmisién por via aérea (Varma y col.,
2003), y se han documentado asimismo infecciones nosocomiales e infecciones

adquiridas en el laboratorio (Orden y col; 2008)

La coccion incompleta de los alimentos carnicos contaminados no permite la
destruccién total de VTEC, aumentando el riesgo del desarrollo de enfermedades
graves en el hombre (Rivas y col., 2006). La hamburguesa y la carne picada son uno
de los productos de mayor riesgo debido a que, durante el picado, la bacteria pasa de
la superficie de la carne al interior del producto, donde es mas dificil que se alcance la

temperatura necesaria para eliminarla durante la coccién (Ministerio de Salud, 2011).

Segun el Cadigo Alimentario Argentino (CAA), se entiende por Hamburgués o
bife a la hamburguesa, al producto elaborado con carne picada con el agregado de
sal, glutamato de sodio y acido ascorbico. Su contenido de grasa no puede exceder
del 20%, definicion a la que el producto debe ajustarse ademas de cumplir con

cualquier otro requisito establecido para el grupo general al que pertenece (C.A.A. —

7



Trabajo Final Integrador. CESA, FCV, UNLP

“Efecto del aditivo alimentario cloruro de sodio sobre Escherichia coli verotoxigénico”

Cap. VI — Art. 330). En Argentina, Parma y col., 2000 detectaron cepas VTEC en el

29% de muestras de hamburguesas y en el 25% de muestras de carne picada.

1.8 ADITIVOS

Los alimentos carnicos, como otros alimentos, suelen contener aditivos en su
composicion. Los aditivos son sustancias que carecen de valor nutritivo y son
agregados intencionalmente, sin el propdsito de nutrir, con el objeto de modificar las
caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas o sensoriales, durante el proceso de
elaboracion y/o envasado y/o acondicionado, almacenado, transporte o manipulacion
de un alimento (Cubero y col., 2002; C.A.A., Cap. XVIII).

Ademas, son utilizados para mantener o mejorar su inocuidad, su frescura, su
sabor, su textura o su aspecto. Algunos de ellos se llevan empleando desde hace

siglos para conservar alimentos (OMS, 2017).

El cloruro de sodio, conocido como sal de mesa o sal comun, fue uno de los
primeros antimicrobianos empleados para la conservacion de alimentos y es un aditivo
ampliamente utilizado en la industria carnica. Es un ingrediente cominmente usado en
carnes procesadas para mejorar el sabor, solubilizar proteinas miofibrilares, y como
agente antimicrobiano (Smit y col., 2009, 2005). Comunmente se incorpora cloruro de
sodio al 2-3% p/v en la formulacién de productos carnicos (Harris y col., 2012). Segun
el C.A.A., las hamburguesas pueden contener cloruro de sodio en su composicion, con
un maximo 850 mg de sodio/100 g de producto (C.A.A, Cap. VI).

Desde el punto de vista de la seguridad alimentaria es importante conocer si
los aditivos que se emplean en la elaboracién de productos carnicos tienen algun
efecto sobre cepas patdgenas que pueden estar presentes como contaminantes.
Considerando que los productos carnicos pueden estar contaminados con VTEC, los
aditivos agregados a la carne podrian interaccionar con las bacterias, afectando su
crecimiento e incluso induciendo una respuesta SOS y la produccion de fagos

codificantes de verotoxinas.

Resulta entonces de suma importancia determinar el efecto del cloruro de sodio

sobre el crecimiento de cepas VTEC frecuentemente presentes en los productos

8
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carnicos, la produccion de verotoxinas y de los fagos que las codifican. Sin embargo,
solo se han realizado pocos estudios que evaluan el efecto de cloruro de sodio sobre

VTEC y estan restringidos a cepas O157:H7 (Hajmeer y col., 2006; Harris y col, 2012).
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2. HIPOTESIS

El cloruro de sodio al 2% p/v afecta el crecimiento de cepas VTEC

autéctonas, y la produccion de fagos codificantes de verotoxinas.

10
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3. OBJETIVOS

3.1 General

1. Estudiar el efecto del aditivo cloruro de sodio al 2% p/v sobre el crecimiento de

Escherichia coli verotoxigénico y la induccion de fagos codificantes de verotoxinas.

3.2 Especificos

1. Evaluar el efecto del cloruro de sodio al 2% p/v sobre el crecimiento de cepas
VTEC en medio liquido (Caldo Luria Bertani).

2. Analizar la induccién del ciclo litico de fagos presentes en cepas VTEC en
respuesta al cloruro de sodio.

3. Determinar el nivel de produccion de fagos infectivos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Cepas VTEC

A partir de la coleccion del laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia (FCV-

UNCPBA), se seleccionaron 6 cepas Escherichia coli verotoxigénico (VTEC) aisladas

de bovinos y carne picada pertenecientes a serogrupo 0157 y no-O157. Las mismas

se encontraban también caracterizadas respecto a la presencia-ausencia de distintos

genes de virulencia (Tabla 1). Las cepas E. coli se encontraban almacenadas a -70°C

en caldo Luria Bertani (LB) con 20% de glicerol.

Tabla 1. Cepas de VTEC utilizadas en los ensayos.

Cepa Origen serotipo Genes de virulencia
T 8-1 ternero 026:H11 Stxo, eae B  ehxA -
AP 97-3 bOViSaOS":‘gr“e'éo en OMM3H21  Stxe+ st -  ehxA saa
FB 5 bovino en feedlot 0145:H- Stxo, eaey ehxA -
FB 3 bovino en feedlot O157:H7 Stxos + StXo eaey ehxA -
FB 80 bovino en feedlot O157:H7 StXo, + Stxo¢ eaey ehxA -
41M carne picada 0178:H19 Stxo, - ehxA saa

4.2 Cepa hospedadora

Para la deteccion de fagos producidos por las cepas VTEC se utilizé como

hospedadora la cepa Escherichia coli derivada de K-12: DH5a (Muniesa y col., 2004).
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4.3 Solucion stock de cloruro de sodio

Se preparé una solucion stock de cloruro de sodio al 20% p/v utilizando droga
sélida de NaCl y favoreciendo la disolucién con agitacién y calor. Luego se filtré la

solucion utilizando filtros de 0,22 um y se almacend a temperatura ambiente.

4.4 Condiciones de crecimiento de las cepas VTEC

En cada ensayo se tomaron “ansadas” de los cultivos stock de las cepas VTEC
y se cultivaron en erlenmeyers con 5 ml de LB durante toda la noche (overnight) a 100
rom, a 37°C.

Al dia siguiente, se tomaron alicuotas de 220 ul de cada cultivo de cepa VTEC
y se colocaron en respectivos erlenmeyers conteniendo 11 ml de LB. Estos cultivos se
incubaron durante aproximadamente 45" a 180 rpm, a 37°C, hasta alcanzar una
densidad 6ptica a 600 nm (DOgq) de 0,2-0,3.

Una vez alcanzada la DO requerida, se dividieron los cultivos en dos partes
iguales, y se le agreg6 a una de ellas solucion de cloruro de sodio a una concentracién
final de 2% p/v y a la otra, el mismo volumen de agua destilada. Este momento se
definié como hora 0 (HO).

Los erlenmeyers se incubaron a 180 rpm a 37°C durante 3 horas
(denominadas H1, H2 y H3).

4.5 Curvas de crecimientol/lisis de cepas VTEC

Se siguid el crecimiento de los cultivos liquidos de VTEC a través de la
medicion de la DOgyy a cada hora, realizando diferentes diluciones con LB cuando fue

necesario (Tabla 2).

13



Trabajo Final Integrador. CESA, FCV, UNLP

“Efecto del aditivo alimentario cloruro de sodio sobre Escherichia coli verotoxigénico”

Tabla 2. Tabla de diluciones realizadas de los cultivos VTEC para medir DOg.

Hora Cultivo en LB Cultivo en LB + 2% NaCl
0 Puro Puro
1 1/2 1/2
2 1/4 1/4
3 1/5 1/4

4.6 Deteccion de produccion de fagos infectivos por cepas VTEC

Para evaluar la produccion de fagos con capacidad infectiva se utilizd el
método de titulacion en doble capa de agar (Kéhler y col., 2000; Muniesa y col., 2004).
Se utilizé la cepa hospedadora E. coli DH5a cultivada hasta una DOgqy entre 0,6 — 0,8
(durante 2,5 horas aproximadamente).

En H3 se tomd 1 ml de cada cultivo de las cepas VTEC por duplicado, y se
centrifugd a 4°C, a 12000 rpm durante 10°. Se filtraron los sobrenadantes utilizando
filtros de 0,22 ym baja adsorcién proteica (MillexGV, Millipore). Una alicuota de cada
filtrado se proceso en el dia y otra alicuota se conservé en heladera para evaluar la
estabilidad de los fagos en el tiempo.

Se realizaron diluciones 1/10 de cada filtrado en LB. Luego se colocaron 500 pl
del cultivo de la cepa hospedadora DH5a con 100 ul del filtrado de cultivo de cada
cepa (o de las diluciones correspondientes) en tubos de 15 ml, y se incubé durante 30°
a 120 rpm, a 37°C. Se agregd a cada tubo 3 ml de top agar suplementado con CaCl,
(9 mM final) e inmediatamente se volcé sobre una placa de LB agar, que se incubo a
37°C 18 h aproximadamente. Se evalué la presencia y el nUumero de placas de lisis, y

se determind la concentracion de ufp/ml.
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4.7 Deteccidn de genes vitx,, eae, saa y uspA por PCR

Se utilizé una PCR especifica para determinar si las placas de lisis observadas
eran producidas por fagos vitx,. Para tal fin se levantaron con tips pequefas muestras
de agar conteniendo las placas de lisis a evaluar. Las muestras se colocaron en 100 pl
de agua bidestilada y se emplearon 2,5 pl en un volumen final de 25 ul de reaccion. Se
realizé una reaccidén de PCR multiplex que incluyd primers para la deteccién de vix, y
también para los genes uspA, eae y saa (Paton y col., 1998; Chen vy Giriffiths, 1998)
(Tabla 3).

Tabla 3. Primers utilizados para la deteccion de genes de virulencia por PCR-
MULTIPLEX.

Gen Primer Tamano del Referencia
secuencia 5°-3° amplimero
vix; stx2F-GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255 pb Paton y Paton,
stx2R-TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 1998
eae eaeAF-GACCCGGCACAAGCATAAGC 384 pb Paton y Paton,
eaeAR-CCACCTGCAGCAACAAGAGG 1998
saa saaDF-CGT GAT GAACAG GCTATTGC 119pb Paton y Paton,
saaDR-ATG GAC ATG CCT GTG GCA AC 1998
uspA Up-CCGATACGCTGCCAATCAGT 884 pb Cheny
Down-ACGCAGACCGTAGGCCAGAT Griffiths, 1998

El termociclado (Tabla 4) se realizé en un termociclador programable. Los
productos de amplificacién se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%
tefidos con bromuro de etidio y se visualizaron con luz UV, se utilizaron dos controles:

» Controles positivo: lisado de un cultivo de E. coli EDL933 (vix,+, eae+, uspA+).

¢ Control negativo: agua bidestilada.
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Tabla 4. Termociclado de la reaccion PCR-MULTIPLEX para la deteccion de factores

de virulencia.

CICLOS1a9 CICLOS 10a 15 CICLOS 16 a 24 CICLOS 25a 35

95°C x 1° 95°C x 1° 95°C x 1” 95°Cx 1’

8 ; 65°C a 60°C o . o .
65°C x 2 (-1°Clciclo) x 2° 60°C x 2 60°C x 2

72°C x 1,5 72°C x 1,5 72°C x 1,5 72°Cx 2,5

4.8 Deteccion de fagos infectivos por cepas VTEC en los filtrados

guardados

Para evaluar la estabilidad de fagos conservados en heladera, se realizé un

nuevo ensayo de titulacién en doble capa a los 55-57 dias.

4.9 Analisis estadistico

Se utilizé el test t para datos apareados, a través del programa GraphPad
Prism 7.03, para comparar los valores de DOg Yy los titulos de ufp/ml de los grupos

tratado y control. Se consideraron diferencias significativas cuando p< 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Curvas de crecimiento en presencia-ausencia de cloruro de sodio

Se construyeron curvas de DOgq a lo largo del tiempo para cada cultivo VTEC
incubado con y sin agregado de cloruro de sodio 2% (Figuras 2 a 7). En los graficos
se observa una menor velocidad de crecimiento en los cultivos con agregado de
cloruro de sodio respecto a los cultivos controles. En H3 los cultivos controles llegaron
a valores de DOgyy promedio de 4,8 mientras que los tratados con cloruro de sodio
mostraron valores de DOgq promedio de 3,6 (Figura 8). El analisis estadistico mostré

diferencias significativas del grupo tratado vs. no tratado (p=0.012).

En ninguno de las dos condiciones de crecimiento, se observaron curvas de

crecimiento con patrén bacteriolitico
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Figura 2. Curvas de crecimiento de la cepa FB80 con y sin el agregado de NaCl.
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Figura 3. Curvas de crecimiento de la cepa FB5 con y sin el agregado de NacCl.
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Figura 4. Curvas de crecimiento de la cepa T8-1 con y sin el agregado de NaCl
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Figura 5. Curvas de crecimiento de la cepa 41M con y sin el agregado de NaCl.
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Figura 6. Curvas de crecimiento de la cepa AP97-3 con y sin el agregado de NaCl.
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Figura 7. Curvas de crecimiento de la cepa FB3 con y sin el agregado de NacCl.
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Figura 8. Densidad optica de los cultivos VTEC a las 3 horas (H3) del agregado de
NaCl 2%.
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5.2 Titulacion de fagos por método de doble capa de agar

Se detectaron placas de lisis a partir de los sobrenadantes de todos los
cultivos, tanto tratados con el agregado de cloruro de sodio como los controles (Figura
9). Los titulos promedios de dos ensayos, determinados como unidades formadoras
de placas (ufp)/ml, se muestran en la Tabla 5. En algunos casos el numero de ufp
obtenidas a partir del sobrenadante puro fue menor a 30, por lo que no se pudo
determinar el titulo (se expres6 como < 3 102 ufp/ml). El general se observé menor
numero de ufp a partir de los sobrenadantes de cultivos con cloruro de sodio que en
los correspondientes controles, sin embargo la diferencia entre ufp/ml de tratados vs

no tratados no fue estadisticamente significativo.
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Tabla 5. Titulos promedio de fagos en sobrenadantes de cultivos en presencia y en
ausencia de cloruro de sodio.

Titulo (ufp/ml)*
CEPAS
LB + agua LB + 2% NaCl

FB 80 1,4 x 107 <3x10?

41M <3x10? <3x10°

FB5 3,04 x 10° 7,7 x10*

T8-1 1,4 x 10° 1,06 x 10°

FB3 <3 x10? <3x10?
AP97-3 <3 x10? <3x10?

* Valor promedio de dos ensayos.
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Figura 9. Placas de lisis obtenidas a partir del sobrenadante de la cepa de E. coli FB5

sobre un césped de E. coli DH5a.

5.3 Identificacion de vtx, y vix; por PCR

Las placas de lisis analizadas fueron positivas para vix, y negativas para eae,
confirmando que las placas observadas correspondian a fagos portadores de vix
(Figura 10).
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Figura 10. Foto de gel de agarosa evidenciando la amplificacion de vix, a partir de
placas de lisis.

USPA  wp

€36
ViX, e

Productos de PCR obtenidos a partir cepa control EDL933 (calle 1) y de zonas de
placas de lisis de los sobrenadantes de los cultivos de T8-1 incubados sin y con
agregado de NaCl (calles 2 a 5, y 6 a 10 respectivamente), FB 3 sin y con agregado de
NaCl (calles 11 a 15, y 16 a 18, respectivamente).

5.4 Evaluacion de la infectividad de los fagos conservados a 4°C

Se observd una placa de lisis a partir del sobrenadante guardado de la cepa
VTEC FB5 control. No se pudieron detectar fagos infectivos del resto de los

sobrenadantes guardados.
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6. DISCUSION

Escherichia coli es el agente etioloégico bacteriano mas comun en brotes
asociados con productos carnicos, especialmente carne de res molida (Rangel y col.,
2005).

Dentro de los E. coli patdbgenos asociados con infecciones gastrointestinales en
el hombre se encuentra E. coli verotoxigénico (VTEC) (Scheutz y Strockbine, 2005;
Bettelheim, 2007), que puede generar un amplio espectro de caracteristicas clinicas, y
causar una grave enfermedades como es el sindrome urémico hemolitico (SUH) en
humanos (Karmali y col., 1983).

En nuestro pais el SUH adopta caracteristicas de enfermedad endémica y se
presenta con la mayor incidencia mundial de casos reportados (Lopez y col., 1998;
Rivas y col., 2010).

VTEC produce verotoxinas, las cuales son responsables de muchas de las
caracteristicas patoldgicas y de las complicaciones severas de la infeccion (O Loughlin
y Robins-Browne, 2001). Estas toxinas se encuentran codificadas en profagos insertos
en el cromosoma bacteriano (Asadulghani y col., 2009; O'Brien y col., 1984). Los
genes vix estan altamente expresados cuando se activa el ciclo litico del fago
(Johannes y Romer, 2010). Ante una respuesta SOS bacteriana, respuesta global
generada ante agentes que dafian el ADN bacteriano o bloquean su replicacion, se
induce también el cambio del ciclo lisogénico al litico de los bacteriéfagos codificantes
de vtx (Imamovic y Muniesa, 2012; Thi y col., 2011; Waldor y Friedman, 2005). De
esta manera se produce la lisis bacteriana y la consecuente liberacién de fagos y
verotoxinas.

La sal es un ingrediente importante en las carnes procesadas, ya que mejora el
sabor, solubiliza las proteinas miofibrilares y tiene propiedades antibacterianas, que
puede causar estrés a E. coli e inducir la respuesta SOS.

Debido a que muchos estudios demuestran que los productos carnicos pueden
estar frecuentemente contaminados con VTEC, el presente estudio buscoé evaluar los
efectos del cloruro de sodio al 2% (concentracion relevante para el procesamiento de
hamburguesas), en el crecimiento bacteriano de VTEC y en la induccion de fagos

portadores de vix.
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Las curvas de DOgy mostraron una disminucion en la velocidad de crecimiento
en los cultivos de las cepas 6 VTEC analizadas debido al agregado de NaCl 2%. Estos
resultados son coincidentes con los obtenidos previamente por Harris y col., (2012) en
el estudio de dos cepas O157:H7, quienes observaron inhibicién de crecimiento en los
cultivos con el agregado de NaCl 2% respecto a cultivos sin agregado de NaCl.

Estudios previos desmostraron que altas concentraciones de NaCl (~200 mM)
pueden inducir bacteriofagos lambdoides que infectan E. coli (Los y col.,, 2009 y
Shkilnyj y Koudelka, 2007). Sin embargo, £os y col., (2009) no observaron efecto
inductor de NaCl 200 mM sobre fagos portadores de vix.

A partir de este primer analisis de resultados se podria sugerir que el NaCl 2%
no induce la produccion de fagos portadores de vix ya que no se detectd diferencia
significativa en los titulos obtenidos en los cultivos tratados con respecto a los
controles. Y ademas, no se observd efecto bacteriolitico en las curvas de DOgy de
cultivos suplementados con NaCl 2%, como se visualiza en las curvas de cultivos en
presencia de inductores tipicos de fagos vix, como la mitomicina C (Imamovic y
Muniesa; 2012). Sin embargo, no se puede dejar fuera del analisis la disminucioén de
células bacterianas en los cultivos con NaCl, que pudiera haber influido en el menor
recuento de placas de lisis. En el estudio de Harris y col., (2012) no encontraron una
diferencia significativa el contenido de verotoxina en los cultivos con NaCl 2% respecto
a los controles, pero determinaron una produccion aumentada de verotoxinas en los
cultivos con NaCl al relativizarla a la poblacién bacteriana presente (expresada como
log CFU/m).

La presencia de fagos vix en alimentos ha sido poco estudiada teniendo en
cuenta que los fagos podrian persistir en condiciones en las que las bacterias son
inactivadas y mantener en el ambiente un importante gen de virulencia como vix. Rodé
y col., (2011) mostraron una alta estabilidad de los fagos vix en condiciones de
procesamientos de los alimentos. En este estudio se pudo observar que al menos uno
de los fagos vix mantuvo su capacidad infectiva luego de 55 dias de almacenamiento
4°C.
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7. CONCLUSIONES

En presencia de NaCl 2% las cepas VTEC estudiadas mostraron una
disminucion de crecimiento y, si bien no se detectd un efector inductor fuerte,
mantuvieron la produccion de fagos portadores de vix

En base a que la sal es un ingrediente muy usado en carnes procesadas, y en
distintas cantidades, son necesarias futuras investigaciones que evallen diferentes

concentraciones de este aditivo sobre VTEC y fagos vix.
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ANEXO

Preparacion de los medios:

Caldo LB (500 ml):

* Tripteina bacterioldgica: 5 g.
* Cloruro de Sodio: 2,5 g.

» Extracto de levadura: 2,5 g.

Se disolvieron en agua destilada y se llevd a volumen. Se esterilizé en autoclave.

Top agar:
Se agregaron 0,225 g de agar-agar a 30 ml de caldo LB. Se esterilizé en autoclave.

LB agar para placas:

Se agregaron 7,5 g de agar-agar a 500 ml de LB. Se esteriliz6 en autoclave. Se
distribuyé sobre placas de Petri.

En los casos en los que se utilizé para la deteccion de placas de lisis se adicion6 con
ampicilina a una concentracién final de 0,33 g /ml previo a la distribucion en la placas
de Petri.
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