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Escherichia coli verocitotoxigénico (VTEC).
Caracteristicas de virulencia y persistencia en
el medio ambiente.
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— Resumen

Argentina es el pais con mayor nimero de casos de SUH a nivel mundial. Los bovinos son
el principal reservorio de Escherichia coli verocitotoxigénico (VTEC) y los rodeos argentinos
presentan una alta prevalencia de este patogeno. En la region pampeana se ha comprobado
que el ganado de pastoreo y los animales de engorde a corral son portadores de serotipos
VTEC muy virulentos. Sin embargo, estos patdgenos son aislados del medio ambiente con
baja frecuencia. Una posible explicacion estaria basada en la capacidad de VTEC de formar
biofilms y/o entrar en un estado fisioldgico de no culturabilidad. Esta caracteristica haria
que escapen a la deteccion por medios tradicionales de microbiologia, siendo imprescindible
el uso de técnicas moleculares.
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Verocytotoxigenic Escherichia coli (VTEC). Characteristics of virulence and persistence in the
environment.

Summary

Argentina has the highest recorded frequency of HUS in the world. Cattle are the main reservoir
of verocytotoxigenic Escherichia coli (VTEC) and Argentine herds have a high prevalence of
these pathogens. In the Pampeana region, grazing and feedlot cattle are carriers of highly
virulent serotypes. Despite this, VTEC is isolated with low frequency from the environment. An
explanation could be the ability of VTEC to form biofilm or to enter in a nonculturable state.
These characteristics would make these clusters of cells undetectable by traditional
microbiology methods, justifying the use of molecular techniques.
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Introduccion

Argentina es el pais con mayor incidencia
de SUH a nivel mundial (13,9/100000 nifios
menores de 5 afos). El principal agente causal
es Escherichia coli enterohemorragico
(EHEC)* . EHEC agrupa a los serotipos
aislados de casos de colitis hemorragica (CH)
y sindrome urémico hemolitico (SUH) en
humanos. Sin embargo, EHEC forma parte de
un grupo mayor llamado Escherichia coli
verocitotoxigénico (VTEC), con capacidad de
sintetizar citotoxinas denominadas verocito-
toxinas o shiga toxinas*'’>. Una forma
importante de diferenciar VTEC es mediante
la serotipificacion, que a menudo es el punto
inicial de la caracterizacion'?. El serotipo
0157:H7 es el mas aislado en casos de SUH,
seguido por O145:H-, aunque también se han
aislado los serotipos O5:H-, O26:H11,
091:H21, O103:H2, O104:H21, O111:H-,
O113:H2; O113:H21, O121:H-, O121:H19,
O157:H-y O165:H25": 1526, Debido a que el
serotipo no es necesariamente indicativo de la
virulencia, estas cepas se pueden clasificar en
patotipos segun los factores de virulencia que
poseen y la enfermedad clinica que producen,
y alternativamente, se pueden agrupar como
0157 y no-O157%'.

Los factores de virulencia criticos de
VTEC son las verocitotoxinas VT1y VT2, que
producen muerte celular en los tejidos de los
organos afectados (rifidn. intestino, higado,
pancreas y sistema nervioso central)*’. Otros
factores de virulencia importantes para VTEC
son: una adhesina llamada intimina (codificada
por el gen eae), necesaria para la lesion de
adherencia y borrado del enterocito (lesion A/
E) y una hemolisina enterohemorragica
(EhxA)*'.

Los genes vt/ y vt2 se encuentran
codificados en fagos que se insertan en el
cromosoma bacteriano, lo que facilitaria la
transmision horizontal de la informacion a
bacterias no patdogenas, pudiendo transfor-
marlas en VTEC?. Existen variantes de las
toxinas (VT1, VT1cy VTId, asi como VT2,
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VT2¢, VT2d, VT2e, VT2f y VT2g) que se
han relacionado con distintos grados de
patogenicidad'>'*. Aunque la mayoria de los
casos son causados por cepas portadoras del
gen eae, éste no seria esencial para la virulencia
de VTEC, ya que se ha identificado una
proteina autoaglutinante de membrana externa
(Saa) en las cepas eae-negativas que estaria
implicada en la adherencia del patdégeno al
epitelio intestinal®*. Sin embargo, Werber y cols.
(2003)** han demostrado una estrecha
asociacion entre la presencia de los genes eae
y vt2 en cepas aisladas de casos de SUH.

Reservorios animales y vias
de transmision

La mayoria de los brotes se producen por
el consumo de alimentos contaminados. Carne
mal cocida, vegetales de hoja y agua
contaminados, leche no pasteurizada, frutas,
salames, mayonesa y yogurt, han sido
responsables de brotes y casos aislados de CH
y SUH® %, En las tltimas dos décadas ha
aumentado la importancia del medioambiente
como fuente de contagio, segun lo reflejan los
numerosos estudios recopilados por Fremaux
y cols. (2008)™°.

Estudios realizados en Argentina han
corroborado que el bovino es el principal
reservorio de VTEC!7- 132230 Se establecio
que la prevalencia de VTEC en bovinos de
pastoreo de la Pampa Humeda es del 32,8 %,
mientras que en animales de feedlot la
prevalencia de VTEC asciende al 63% 2> 3.
El muestreo seriado realizado en bovinos de
feedlot permitié confirmar la liberacion
intermitente de VTEC, la cual podria ser la
causa de la transmision y reinfeccion entre
animales??. El sistema de produccion de tambo
también puede contribuir al riesgo de infeccion
por el consumo de leche cruda o productos
lacteos contaminados, sin desestimar que parte
de la carne faenada para consumo proviene
de ese origen*. Fernandez y cols. (2007)’
detectaron en 5 tambos de Argentina, una
prevalencia de VTEC del 37,5% en vacas y
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43% en terneros, siendo la toxina VT2 el factor
de virulencia hallado con mayor frecuencia.

VTEC en el medio ambiente

Franz y cols.(2007)° encontraron una
prevalencia de VTEC del 79,5 % en abonos
provenientes de 25 tambos en Paises Bajos.
LeJeune y cols. (2001)'¢ observaron que los
sedimentos de bebederos contaminados con
heces de vacunos excretores de E. coli O157
puede servir como reservorio del
microorganismo por mas de 245 dias, sin perder
su capacidad infectiva para terneros durante
6 meses. En numerosos casos y brotes de SUH
se han identificado como fuente de la infeccion
a las aguas superficiales y el suelo de campos
donde habia animales portadores de VTEC no-
0157 33119 Estos datos no hacen mas que
confirmar la presencia de VTEC en el medio
ambiente y su capacidad de adaptacion ante
condiciones adversas.

La supervivencia de E. coli O157:H7
frente a condiciones de estrés en medios acidos
y diferentes temperaturas ha sido estudiada
por muchos investigadores, pero poco se
conoce sobre el efecto del estrés en otros
serotipos. Molina y cols. (2003)? estudiaron
in vitro el comportamiento de distintos serotipos
de VTEC (026:H11, O91:H21, O111:H-,
0145:H-,0157:H7 y O174:H21) de los cuales
O91:H21 presentd la mayor resistencia al
estrés acido.

Estrategias de supervivencia

Células viables pero no
cultivables (VNC).

E. coli tiene la capacidad de entrar en este
estado cuando se encuentra en un ambiente
estresante’- > . Las bacterias viables pero no
cultivables (VNC) son células metabdli-
camente activas incapaces de multiplicarse y
formar colonias en los medios regularmente
utilizados en los laboratorios, a menos que sean
incubadas en presencia de metabolitos
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antioxidantes, acido piruvico y la enzima
catalasa con una alta disponibilidad de
nutrientes'’. En este caso, el uso de métodos
tradicionales de identificacion de VTEC
basados en el cultivo de una muestra podria
dar resultados falsos negativos, representando
un potencial riesgo para la salud si se emplean
en la deteccion de contaminacion fecal. Por lo
tanto, es indispensable la busqueda del
patéogeno con técnicas que no requieren el
cultivo del microorganismo, como PCR-
Directo®. Los métodos basados en PCR
pueden detectar especifica y sensiblemente E.
coli O157 y otras VTEC aun en bajas
concentraciones, aunque no distinguen células
vivas de muertas.

En nuestro laboratorio realizamos la
inoculacion experimental de O157:H7 en agua
esterilizada procedente de bebederos y
conservada a temperatura ambiente.
Logramos recuperar células viables de
O157:H7 hasta el dia 117 pos-inoculacion por
medio del recuento de colonias (Polifroni y col,
datos no publicados). En este experimento, se
compararon los resultados del recuento de
colonias en placas con las estimaciones de
UFC determinadas por DO, . La diferencia
de UFC observada entre ambas técnicas nos
permitio hipotetizar sobre la presencia de
cé¢lulas injuriadas o estresadas que no lograban
formar colonias, a pesar de que pudieran
hallarse viables®. Para corroborarlo, cultivamos
muestras del agua con recuento de colonias
inferior a 10 UFCml"' sobre agar LB
enriquecido con 0,1% de piruvato de sodio,
logrando aumentar significativamente el
numero de colonias (Polifroni y col, datos no
publicados).

Formacion de biofilms

E. coli O157 y otros patogenos pueden
formar biofilms cuando se encuentran en
medios nutricionalmente deficientes (agua,
suelo y superficies inertes). La adherencia y
la formacion de biofilms en instalaciones
dedicadas al procesamiento y elaboracion de
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alimentos es un riesgo a tener en cuenta en el
sistema de aseguramiento de riesgos y puntos
criticos de control (H.A.C.C.P.)*.

Los biofilms son comunidades bacterianas
que viven adheridas a superficies mediante
fimbrias y exopolisacaridos producidos por las
mismas bacterias®®. La formacion de esta
comunidad, posiblemente compuesta por
bacterias de diferentes géneros y especies,
implica una interaccion coordinada de muchas
cé¢lulas al unisono siguiendo una serie de etapas
definidas dependientes de las condiciones
ambientales. Se ha identificado que la fimbria
curli, junto con la celulosa, es uno de los
componentes mayoritarios de la matriz
extracelular del biofilm de diversos aislamientos
de Salmonella enterica serovar Typhimurium
y E. coli®. La transcripcion de la unidad proteica
de curli (CsgA) esta regulada por el CsgD y
por un regulador metabolico general (Crl)*.
Distintos fenotipos de curli han sido identificados
en los patotipos de E. coli enteropatdgeno
(EPEC) y E. coli enterotoxigénico (ETEC)’.
En nuestro laboratorio hemos estudiado 14
aislamientos VTEC respecto a su fenotipo curli
mediante cultivo en placas de Rojo Congo
(RC)*. Los aislamientos fueron recuperados
de muestras procedentes del medioambiente de
tambo y mostraron diferentes fenotipos
relacionados con el lugar del aislamiento
(Polifroni y col, datos no publicados). Por
ejemplo, los aislamientos obtenidos de hisopados
de superficies solidas presentaron fenotipo
productor de fimbria, mientras que los obtenidos
de agua de los bebederos de animales y del
suelo de los corrales no la expresaron, aun
cuando todos los aislamientos poseian la
informacion genética para hacerlo. Entonces,
la expresion de determinado fenotipo de fimbria
curli estaria determinada por la superficie
disponible para adherirse.

La baja prevalencia de VTEC en muestras
ambientales podria deberse en parte a la
capacidad de formar biofilm.
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Conclusion

Numerosos estudios han confirmado al
bovino como el principal reservorio de VTEC
y se han identificado los serotipos mas
prevalentes. Se ha estudiado el rol de los
bebederos y de los suelos de los corrales como
vias de transmision de O157:H7 para los
animales. Sin embargo, el aislamiento de
VTEC en los ambientes de produccion ha sido
muy bajo y no se ha determinado si la infeccion
de los animales se produce por contacto directo
(animal-animal) o por compartir un medioam-
biente contaminado.

Resultados obtenidos in vitro demostraron
la capacidad de ciertos serotipos de sobrevivir
a condiciones estresantes como pH acido,
presencia de acidos organicos y diferentes
temperaturas. Las estrategias de supervivencia
de VTEC en el medioambiente podrian estar
relacionadas a su adaptacioén a condiciones
adecuadas a través de la formacion de biofilms
o de entrar en el estado VNC. Esto podria
enmascarar los resultados de las pruebas de
diagnostico con el consiguiente riesgo para la
Salud Publica, considerando que Argentina es
el pais con mayor incidencia de SUH a nivel
mundial. Por lo tanto, son necesarios mas
estudios para dilucidar los mecanismos por los
que VTEC sobrevive en el medioambiente,
fuera de su reservorio principal.
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