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RESUMEN

Echerichia coli O157:H7 es considerado un patégeno
emergente a nivel mundial y potencialmente fatal en infecciones
humanas. El ganado bovino es el reservorio primario de E. coli
0157:H7, por lo que el objetivo de esta investigacion fue dirigida
a determinar la presencia de dicha bacteria en heces de ganado
bovino de doble propésito del municipio Miranda, estado Zulia,
Venezuela. Se procesaron 309 muestras fecales de 155 vacas y
154 becerros provenientes de 6 fincas. Las muestras fueron ana-
lizadas usando técnicas bacteriolégicas convencionales, bioqui-
micas y serolégicas, estas Ultimas con la utilizacién de monova-
lentes somaticos O157 y H7, y pruebas de aglutinacion con latex
para O157. En total se logro el aislamiento de seis cepas (1,94%)
positivas a las pruebas de aglutinacion para antigeno somatico
0157 y flagelar H7. Adicionalmente, se detectd una cepa 0157
positiva no métil (O157:NM). No se observo diferencias significa-
tivas (P>0,05) en la excrecion de E. coli O157:H7 al comparar los
dos grupos de animales estudiados. Los animales portadores de
esta bacteria no mostraron signos clinicos de enfermedad, por lo
que fueron considerados como portadores asintomaticos. En
conclusién, los resultados de este estudio demuestran la presen-
cia de E. coli O157:H7 en heces de vacas y becerros en el esta-
do Zulia, los cuales pudieran considerarse como una fuente de
exposicion directa con este patdbgeno zoondtico, asi como una
fuente potencial de contaminacion de productos alimenticios de
origen bovino.

Palabras clave: Escherichia coli O157:H7, bovinos de doble
propésito, Venezuela.
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ABSTRACT

Escherichia coli O157:H7 is considered a worldwide
emerging pathogen which is potentially fatal in humans. Cattle
are known as one of the main reservoir of E. coli O157:H7. The
aim of this research was to investigate the presence of E. coli
0157:H7 in fecal material of dual purpose cattle from the Mi-
randa Municipality at Zulia State, Venezuela. Three-hundred
and nine fecal samples of 155 cows and 154 calves from 6
dual purpose farms were processed. Samples were analyzed
by conventional bacteriological techniques, biochemical and
serological tests, somatic monovalent O157 and flagellar H7.
Also, a latex agglutination for somatic antigen O157. A total of
six strains (1.94%) positives to the agglutination tests to detect
somatic antigen O157 and flagellar H7 were obtained. Addi-
tionally a nonmotile O157 strain was also detected (O157:NM).
Non significant differences were observed in the shedding of E.
coli O157:H7 between cows and calves. The animals who
shedding these bacteria did not show clinical signs of illness;
therefore, they were considered as asymptomatic carriers. In
conclusion, the presence of E. coli O157:H7 in feces from dual
purpose cows and calves from this study, revealed that these
animals could be considered a feasible source of direct expo-
sure with this zoonotic pathogen, as well as a potential source
of contamination of food products derived from those animals.

Key words: Escherichia coli O157:H7, dual purpose cattle,
Venezuela.

INTRODUCCION

En los ultimos 20 afios, Escherichia coli O157: H7 (Ente-
rohemorragica, ECEH) ha sido considerado como un patégeno
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emergente de gran impacto en la salud publica. Esta bacteria
ha sido identificada como una cepa causante de enfermeda-
des transmitidas por alimentos (ETA) a nivel mundial, princi-
palmente por alimentos de origen bovino [2, 24].

Escherichia coli enterohemorragica se caracteriza por
producir diarrea y colitis hemorragica en humanos [11]. Entre
el 5% y 10% de las personas infectadas, en especial nifios pe-
quefos y ancianos, desarrollan una grave complicaciéon deno-
minada sindrome urémico hemolitico (SUH) [15, 31]. Los indi-
viduos que desarrollan el SUH, presentan anemia, bajo re-
cuento de plaquetas e insuficiencia renal, con una tasa de le-
talidad estimada entre el 2% y 7% [35] y una tasa de secuelas
a largo plazo que incluyen disfuncién renal, lesion neurolégica
o hipertension, entre un 12% y un 30% de los casos [15].

Aproximadamente, un tercio de los rumiantes domésti-
cos son portadores asintomaticos de Escherichia coli O157:H7
y representan el principal reservorio para infecciones en huma-
nos. Otros animales como cerdos, caballos y ciervos tambien
son considerados como portadores de esta bacteria, pero no
son la principal fuente [32]. Dentro de los rumiantes, el ganado
bovino es reportado en varias investigaciones como uno de los
principales portadores de E. coli O157:H7 [8, 21, 27].

ECEH es considerada, junto con otras cepas de E. coli
productoras de toxinas shiga, como una causa importante de
diarrea en becerros [32]. Los animales afectados cursan diarrea
hemorragica raramente mortal, sin embargo, causa deshidrata-
cion, debilidad y retardo del crecimiento. Los animales adultos
pueden comportarse como portadores asintomaticos [32].

Los estudios de prevalencia de E. coli O157:H7 en Esta-
dos Unidos, han estimado que menos del 10% de los bovinos
excretan este patdgeno en las heces [22]. El tracto gastroin-
testinal del hospedero bovino generalmente es colonizado por
esta cepa sin causar la enfermedad y se ha considerado que
puede comportarse como un miembro transitorio de la flora in-
testinal [3, 8]. Un estudio realizado por Blanco y col. [4] sobre
la incidencia de cepas verotoxigénicas de E. coli en Espania,
detectd un 14% de (55/387) de dichas cepas provenientes de
bovinos, incluyendo E. coli O157:H7, las cuales han sido invo-
lucradas en varios paises con colitis hemorragica y SUH; estos
resultados indican que los bovinos pueden ser una fuente im-
portante de E. coli verotoxigénicas y que podrian involucrarse
con enfermedades en humanos.

En Centro y Sur América, especificamente en Argentina,
Colombia y Costa Rica, se ha reportado la presencia del sero-
tipo O157:H7 en el ganado bovino y en humanos con diarrea
[5, 23, 25, 30].

La presencia de E. coli O157:H7 en las heces de bovi-
nos parece estar influenciada por la edad del animal [8, 10,
20]. Asi mismo, existen investigaciones en las que se ha en-
contrado, que los terneros menores de 8 semanas de edad y
novillas excretan esta cepa mas a menudo que el ganado
adulto [14, 17].
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En Venezuela, E. coli O157:H7 fue detectada por Bravo
y Villalobos [6], en muestras de chorizo y carne molida obteni-
dos en el mercado municipal de Cumana, estado Sucre, mien-
tras que Arenas de Moreno y col. [1] y Narvaez y col. [26], en
canales bovinas y en carne de hamburguesa, respectivamen-
te, no la detectaron.

La determinaciéon de bacterias como E. coli O157:H7 en
bovinos es esencial para la evaluacion epidemiolégica de las
patologias provocadas por una posible infeccion y su impacto
en salud publica. Es importante conocer los riesgos debido a la
presencia de patdgenos, tal como E. coli enterohemorragica,
que pudiesen estar presente en animales de abasto en Vene-
zuela, a manera de garantizar la implementacion de programas
sanitarios a nivel de la produccién primaria que sean eficientes.

En vista de que los bovinos son considerados reservo-
rios asintométicos de la cepa enterohemorragica E. coli
0157:H7 y es poca la informacién disponible al respecto en el
pais, el objetivo principal de este trabajo fue determinar la pre-
sencia E. coli O157:H7 en heces de vacas adultas y becerros
de doble propésito en fincas del estado Zulia, Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Area de Estudio

El muestreo estuvo circunscrito al noreste del estado Zu-
lia, municipio Miranda. El clima y la vegetacion reinante corres-
ponde a bosque seco tropical, con temperatura promedio de
28°C y una precipitacion que oscila entre los 125 a 500
mm/afio (Ministerio de Agricultura y Cria — Fondo Nacional de
Investigaciones Agropecuarias, 1976).

Las muestras fueron recolectadas en 6 fincas de doble
propésito durante un periodo de dos (2) meses (abril-mayo).
Se utilizd un muestreo al azar restringido, recolectando un total
de 309 muestras, correspondientes a 155 vacas en produccién
y 154 becerros (de un dia hasta 12 meses de edad). En la TA-
BLA 1, se ilustra la distribucién de observaciones para evaluar
la presencia de E. coli O157:H7 por finca y grupo etario. Adi-
cionalmente se levanté una encuesta epidemioldgica con la fi-
nalidad de determinar si habian diferencias en el manejo de
los animales en las diferentes fincas (TABLA II).

Las muestras se tomaron de manera manual utilizando
guantes de palpacién y una bolsa plastica estéril individual
identificada para cada animal, evitandose asi la contaminacion
entre muestras. Las bolsas al final de la recoleccion se lleva-
ron en cavas al laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de La Universidad del Zulia (LUZ), don-
de fueron procesadas en un tiempo no mayor a dos horas des-
pués de haber sido tomadas.

Cultivo y aislamiento de Escherichia coli O157:H7

Se realiz6 un paso primario de enriquecimiento selecti-
vo, con la finalidad de optimizar el aislamiento de E. coli. Se
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tomd 1 gr de heces y se colocd en tubos que contenian 10 ml
de caldo tripticasa soya modificado con sales biliares y novo-
biocina (CTSm) [10]. Posteriormente, los tubos fueron incuba-
dos 24 horas a una temperatura de 37°C. Finalizada la incuba-
cion en CTSm, se procedié a sembrar las muestras por rayado
en placas de agar MacConkey sorbitol suplementado con telu-

TABLA |
DISENO EXPERIMENTAL PARA LA DETECCION
E. coli 0157:H7 POR FINCA Y GRUPO ETARIO/
EXPERIMETAL DESIGN FOR THE DETECTION
OF E. coli 0157:H7 BY FARM AND AGE GROUP.

rito de potasio y cefixime (SMACct, Oxoid®). El agar SMACct,
es un medio selectivo para el aislamiento de E. coli O157:H7
no fermentadora del sorbitol, con la substitucién de la lactosa
por 1% de D-Sorbitol, dicha bacteria no es capaz de fermentar
el sorbitol en 24 horas [11, 28]. Las placas una vez sembradas
fueron incubadas durante 24 horas a 37°C. Una véz cumplido
el tiempo de incubacion, se seleccionaron las colonias no fer-
mentadoras del sorbitol, las cuales se caracterizan por presen-
tar un aspecto grisaceo transparente. Como control positivo se
utilizé una cepa control E. coli 0157:H7 (Cepa de la Coleccién
Espafiola N° 5947).

Identificacion de Escherichia coli O157:H7

Finca Vacas Becerros Total . o .
Las colonias tipicas en el medio SMACct fueron sembra-
A 14 11 25 das en tubos que contenian agar triple azucar hierro (TSI). Las
B 29 29 58 colonias que mostraron reacciones bioquimicas tipicas de bi-
C 31 28 59 sel y taco acido, con o sin produccién de gas en agar TSI, fue-
D 24 34 58 ron seleccionadas y preservadas en tubos con agar nutritivo,
con la finalidad de realizar posteriormente pruebas bioquimi-
E 26 28 54 . . .
cas (citocromo oxidasa, malonato, ureasa, citrato, voges-
F 31 24 55 proskatier, indol, prueba ONPG, lisina descarboxilasa, ornitina
Total 155 154 309 descarboxilasa, rojo de metilo, motilidad) y serolégicas [13].
TABLA Il
ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA/ EPIDEMIOLOGICAL SURVEY
Variables n % Variables n %
Registros Otros animales en la finca
Avanzados* 2 33,3 Equinos 6 100
Basicos** 4 66,6 Perros 6 100
Tipo de Ordefio Ovinos 1 16,6
Manual 5 83,3 Aves 6 100
Mecanico 1 16,5 Suinos 1 16,6
Tipo de Vaquera Nutricion
Con techo 6 100 Pasto 6 100
Sin techo 0 Pasto de corte 1 16,6
Con piso 6 100 Heno 0 0
Sin piso 0 Concentrado 2 33,3
Tipo de Limpieza de la vaquera Cebada 0 0
Solo raspado 0 0 Yacija 1 16,6
Solo lavado 0 0 Melaza 3 50
Raspado y lavado 6 100 Minerales 6 100
Fuente de agua Otros 0
Jagley 2 33,3 Asistencia Veterinaria
Pozo 6 100 Si 6 100
Rio 1 16,6 No 0 0
Acueducto 0 0

*Basicos: s6lo poseen registros de tarjeta: datos reproductivos basicos, pesada de leche y nacimientos.

llevan registros sanitarios, mortalidad, morbilidad y ganancia de peso.

** Avanzados: adicional a los basicos se
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Las cepas con caracteristicas bioquimicas compatibles
con Escherichia coli fueron conservadas y posteriormente
sembradas en placas de agar bilis rojo violeta, suplementado
con 4-methylumbelliferyl-3-D-glucuronido (MUG), con la finali-
dad de seleccionar aquellas colonias MUG negativas. La reac-
cion MUG negativa es una caracteristica distintiva de las ce-
pas de E. coli O157:H7, las cuales no sintetizan la enzima g-
D-glucoronidasa, a diferencia del resto de las cepas de E. coli
no O157:H7, que si la producen [10, 19, 29].

Pruebas Seroldgicas

Consistié en pruebas de aglutinacion con antisueros mo-
novalentes somatico (0157) y flagelar (H7) (Denka Seiken®),
las cuales se procesaron segun las recomendaciones de la
casa comercial. Adicionalmente, se realizaron pruebas de
aglutinacion con particulas de latex sensibilizadas para antige-
no somatico 0157 (Oxoid®), la cual incluye controles positivos
y negativos. Se comprobd que las cepas no fueran autoagluti-
nantes previo a ser sometidas a las pruebas serologicas.

Analisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron procesados a través del Sis-
tema de Analisis Estadistico (SAS) [33]. Se realizd un analisis
de Ji-cuadrado para determinar las diferencias entre las fre-
cuencias de deteccion de E. coli O157:H7 por finca, por grupo
(vacas y becerros), por grupos etarios de becerros (1 a 4 me-
ses vs. 5 a 8 meses); basados en la proporcidon de muestras
positivas a E. coli O157:H7. La prueba exacta de Fisher fue
utilizada cuando el niumero de observaciones por celda fue
menor a 5.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de E. coli (0157:H7)

Se aisl6 un total de 76 (24,6%) cepas sorbitol negativas a
partir de las 309 muestras de heces, las cuales mostraron ca-
racteristicas tipicas de E. coli en agar TSl y en las pruebas bio-
quimicas realizadas. Al analizar todas las cepas presuntivas,
7/76 (9,2%) resultaron positivas a la prueba de antigeno somati-
co (0157); de estas 7 cepas, 6 cepas resultaron positivas a la
prueba de antigeno flagelar (H7) y 5 positivas a la prueba de
aglutinacién con latex (O157). Sélo una de las 7 cepas, positi-
vas al antigeno somatico, resulté negativa a la prueba de agluti-
nacién con el monovalente flagelar, lo cual corrobor6 el resulta-
do negativo obtenido con esa cepa para la prueba de motilidad.

Frecuencia de deteccion de E. coli 0157:H7 segun la finca
y grupo etario

De las seis fincas muestreadas, solo se aisl6 e identifico
E. coli O157:H7 en tres de ellas. En la encuesta levantada
(TABLA 111), no se observaron mayores diferencias de manejo,
nutricion y ambiente que expliquen la presencia de estos paté-
genos en dichas fincas.
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Los andlisis realizados para determinar la diferencia en
la frecuencia de excrecion de E. coli O157:H7 en los dos grupos
etarios estudiados (vacas y becerros) no revelaron diferencias sig-
nificativas (P>0,05) (TABLA V). Se identificaron 4 (1,29%) cepas
de E. coli O157:H7 en vacas y 2 (0,64%) en becerros. Al segregar
los becerros por edad, se encontré que los animales mayores de 4
meses fueron los que presentaron dos cepas positivas a ambos
monovalentes; siendo un becerro menor a 4 meses el que presen-
to la cepa de E. coli 0157 no métil. El porcentaje de excrecion de
E. coli O157:H7, obtenido en animales adultos en este estudio
(1,29%) es mucho menor a lo reportado por Thran y col. [34] y
Hancock y col. [18] (8,3%). Estas diferencias en los porcentajes de
excrecion, podrian deberse a las practicas de manejo y las condi-
ciones climaticas de paises como Estados Unidos o paises euro-
peos, donde se han generado la mayoria de las investigaciones
de prevalencia y excresion de E. coli O157:H7.

No se encontraron diferencias significativas en la ex-
crecion de E. coli O157:H7 entre becerros menores y mayores

TABLA Il
CEPAS POSITIVAS POR FINCA PARA LA PRUEBA DE
AGLUTINACION CON ANTIGENO SOMATICO 0157,
FLAGELAR H7 Y AGLUTINACION CON LATEX/ POSITIVE
STRAINS FOR SOMATIC 0157 AND FLAGELLAR H7 ANTIGENS AND
LATEX AGLUTINATION BY FARM.

Finca Antigeno O157  Flagelar H7 0157 Latex
(%*) (%) (%*)
A 0(0) 0(0) 0 (0)
B 1(0,32) 1(0,32) 1(0,32)
C 5(1,6) 4 (1,29) 4 (1,29)
D 0(0) 0(0) 0(0)
E 1(0,32) 1(0,32) 0 (0)
F 0(0) 0(0) 0 (0)
Total 7 (2,26) 6 (1,94) 5(1,61)

*: Los porcentajes fueron calculados en base al total de muestras
procesadas.

TABLA IV
NUMERO DE CEPAS POSITIVAS PARA LA PRUEBA
DE AGLUTINACION CON ANTIGENO SOMATICO 0157,
FLAGELAR H7 Y AGLUTINACION CON LATEX SEGUN
EL GRUPO ETARIO/ POSITIVE STRAINS FOR SOMATIC 0157
AND FLAGELLAR H7 ANTIGENS AND LATEX
AGLUTINATION BY AGE GROUP

Grupo Antigeno  Flagelar H7 (%*)  O157 Latex
Etario 0157 (%*) (%*)
Vaca 4 (1,29) 4 (1,29) 2 (0,64)
Becerro 3(0,97) 2 (0,64) 3(0,97)
Total 7 (2,26) 6 (1,94) 5(1,61)

*. Los porcentajes fueron calculados en base al total de muestras
procesadas.
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de 4 meses de edad (P>0,05), a diferencia de lo reportado por
Faith y col. [12] y Zhao y col. [36], que si encuentran diferen-
cias significativas. El porcentaje de excrecion de E. coli
0O157:H7 obtenido para estos grupos etarios fue menor
(0,97%) al reportado por otros autores (1,5 a 5%) [16]. Algunas
investigaciones indican [12, 36], que es mas frecuente aislar
este organismo en becerros cuyas edades estén comprendi-
das entre 2 y 4 meses, que en aquellos con edades por debajo
de los dos meses. Hancock y col. [16] han reportado que la ex-
crecion de E. coli O157:H7 es mayor en becerros destetados
que en lactantes. Durante la realizacion de este estudio, no fue
posible muestrear becerros destetados dado que, en la mayo-
ria de las fincas muestreadas los becerros son destetados al-
rededor de los 9 meses.

Los animales positivos a E. coli O157:H7 no mostraron
signos clinicos de diarrea. Estos animales con posibles infec-
ciones subclinicas, podrian comportarse como portadores
asintomaticos y actuar como posibles fuentes de infeccion
para el hombre, ya que éstos pasarian desapercibidos en el
sistema de produccion. El hecho de que estos animales excre-
ten E. coli sin mostrar signos clinicos de enfermedad, coincide
con lo observado en otras investigaciones, en las cuales han
encontrado que la mayoria de los animales que portan este or-
ganismo permanecen saludables [8, 9, 11, 20, 32].

La falta de relacion de 2 de las cepas que fueron positivas
al monovalente somatico, y negativas a la prueba de aglutinacion
con latex para 0157, podria deberse a que dicha prueba de aglu-
tinacién de latex, aun cuando es recomendada en trabajos de in-
vestigacion como un método sensible de diagnéstico para esta
cepa [28], parece estar presentando una sensibilidad menor a la
presentada por los antisueros monvalentes. Previo a realizar las
pruebas serologicas, se evaluaron las caracteristicas de todas
las colonias en cuanto a reacciones falso positivas, como suele
suceder en el caso de cepas rugosas, que tienden a la auto aglu-
tinacién, y ninguna de ellas auto aglutin6 cuando se homogenei-
zaron con solucion salina fisiolégica.

Aun cuando no se comprobd la virulencia de las cepas
aisladas de E. coli O157:H7 a través de la determinacion de
toxinas vero 1 y 2 y/o del gen eae (adherencia) [32], el hecho
de que estas cepas hayan mostrado resultados positivos a
ambas pruebas (monovalente O157, monovalente H7 y prue-
bas de aglutinacion con latex para O157), indican que esta
bacteria esta presente en el ganado de la zona y evidencian
peligro de diseminacion hacia otras regiones del pais y otras
adyacentes, lo que concuerda con los hallazgos de Bravo y Vi-
llalobos [6], donde se evidencio la presencia de esta bacteria
en productos carnicos obtenidos en un mercado de Cumana.

En paises de América Latina (Colombia, Costa Rica,
Brasil y Argentina) se ha reportado la presencia de E. coli
0157:H7 como patégeno [7, 23, 30], por lo que se considera
de importancia la frontera como puerta de entrada y distribu-
cion de esta bacteria, lo cual indica que se deben comenzar a
establecer sistemas de vigilancia epidemiolégica en las fronte-

ras venezolanas, con la finalidad de evitar una mayor disemi-
nacion de este agente en el pais.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Muestras procedentes de ganado bovino de doble pro-
posito presente en el municipio Miranda del estado Zulia, mos-
traron ser portadores asintomaticos de E. coli O157:H7 en el
1,9% del ganado muestreado. La presencia de E. coli
0157:H7 no estuvo influenciada por el grupo etario.

Al resultar positivas para Escherichia coli 0157:H7, 3 de
las 6 fincas muestreadas, se recomienda la realizaciéon de un
estudio epidemiolégico para poder establecer los factores de
riesgo que estan incidiendo en la presencia o no de este pato-
geno. También es importante la utilizacion de pruebas mas es-
pecificas como PCR, para determinar el grado de virulencia de
dichas cepas bacterianas mediante la determinacion de la pre-
sencia de genes para produccion de verotoxinas 1 y 2, asi
como del gen eae (factor de adherencia).

Los resultados obtenidos en este trabajo representan un
aporte considerable para la salud publica, lo que amerita aun
mas la implementacion de programas sanitarios a nivel de la
produccién ganadera primaria y asi evitar la contaminacion de
alimentos por E. coli O157:H7.

La aplicacion de las Buenas Practicas de Fabricacion de
alimentos (BPF) y del sistema de Analisis de Peligros y Puntos
Criticos de Control (HACCP), tanto a nivel de granjas como a
nivel industrial, podrian ayudar a minimizar el riesgo de los con-
sumidores a contraer sindromes diarreicos causados por este
patégeno.
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