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XIV Congreso Argentino de Microbiologia General (XIV SAMIGE)

vivas y, la capacidad de discriminar diferentes concentraciones de bacterias vivas en presencia de una alta
concentracion de bacterias muertas, tanto en cultivo como en hamburguesa. La cepa seleccionada para los
ensayos fue STEC O157:H7 (EDL 933). El PMA se agregd junto con el PMA enhancer y se someti6 a un proceso
de fotoactivacion durante 15 min. Luego se realizd la extraccion de ADN y se amplificé un fragmento del gen
stx2 por PCR en tiempo real.

Resultados: La concentracion minima de PMA necesaria para inhibir la sefal de 5 log UFC/ml de bacterias
muertas fue de 100 pM. La ausencia de influencia del PMA sobre la amplificacion de distintas concentraciones
de células viables se demostré comparando los valores de Ct obtenidos entre un grupo de muestras con
concentraciones crecientes de bacterias vivas (3 a 6 log UFC/ml) tratado con PMA y otro grupo igual de
muestras sin el colorante. Al no observarse diferencias significativas entre esos grupos se confirmé la ausencia
de influencia. La capacidad de discriminar entre bacterias vivas y muertas se evalud preparando un grupo de 9
muestras conteniendo 5 log UFC/mI de bacterias muertas combinadas con concentraciones crecientes de células
vivas, desde 1 hasta 7 log UFC/mI, tanto en cultivo como en hamburguesa. Los resultados mostraron una
disminucién del Ct consistente con el aumento de la concentracion de células vivas. Esto evidencia la capacidad
del PMA para discriminar células viables de no viables, tanto en cultivo como en hamburguesa.

Conclusiones: La técnica de PMA-gPCR resulta una alternativa novedosa y con gran potencial para detectar
viabilidad de STEC en hamburguesas.
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Introduccion y Objetivos: Escherichia coli verotoxigénico (VTEC) es uno de los patdégenos mas comunmente
transmitido al hombre a través de los alimentos, siendo el ganado su principal reservorio. El serotipo O157:H7
es el mas frecuentemente aislado de casos de sindrome urémico hemolitico (SUH) en Argentina y en el mundo.
Sin embargo, no todos los aislamientos 0157:H7 tienen la misma capacidad de infectar y de enfermar al
hombre. Existen métodos de subtipificacion molecular que permiten analizar la diversidad genética y distinguir
subtipos de VTEC 0157:H7, como el andlisis de polimorfismos de nucledtido simple (SNP), el analisis de
multiples loci VNTR (MLVA) y la determinacién de grupos filogenéticos. Con el propédsito de evaluar la diversidad
genética y detectar subtipos, analizamos 43 cepas de VTEC 0157:H7 aisladas de bovinos, humanos y alimentos
en la regién pampeana de Argentina.

Materiales y Métodos: Las cepas se subtipificaron mediante analisis de 2 SNP, (ECs2357 539 A>C vy tir 255
T>A), y determinacion de filogrupos. Estos datos de subtipificacién por SNP y filogrupos se complementaron
con datos de MLVA obtenidos previamente, amplificando 8 loci VNTR 0157:H7-especificos. EI SNP
en ECs2357 (539 C>A) se detecté por PCR utilizando primers hairpin. EI SNP presente en tir (255 T>A) se
analizd6 por PCR y secuenciacién. Mientras que para la determinacion de filogrupos se empleé una PCR
cuadruple.

Resultados: Los resultados mostraron que el 79 % de los aislamientos presentd el alelo ECs2357 539 A>C A,
mayormente asociado a cepas hipervirulentas del clado 8. En relacion al alelo tir 255 T>A, el 92 % de los
aislamientos analizados presentd el alelo T, asociado también a cepas con una incrementada virulencia en
humanos. Un alto porcentaje de aislamientos (95,4 %) fue asignado al filogrupo E, al igual que la mayoria de
las cepas VTEC 0157:H7 de diferentes regiones geograficas. A diferencia de estos resultados que mostraron
una alta homogeneidad, el MLVA, en base a marcadores altamente polimérficos y no relacionados con
virulencia, puso de relieve una alta diversidad genética entre las cepas circulantes.

Conclusiones: En conclusion, los resultados obtenidos no permiten distinguir la presencia de subtipos entre las
cepas argentinas de distintos origenes, mostrando la circulacidn casi exclusiva de aislamientos VTEC O157:H7
pertenecientes al clado hipervirulento 8, al filogrupo E y portadores del alelo tir 255 T>A T, tanto en cepas de
origen humano como bovino. Por este motivo, todos los aislamientos de origen bovino representarian un
potencial riesgo para la salud publica. La presencia en el ganado bovino de cepas 0157:H7 con caracteristicas
similares a las cepas que causan enfermedades en humanos podria contribuir a explicar la alta incidencia de
SUH en Argentina.
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