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RESUMEN

“Estudio de los factores de adherencia de cepas de Escherichia coli

productoras de toxina Shiga aisladas de bovinos”

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) es un patégeno de transmicion
alimentaria con un demostrado caracter zoonético que representa un grave problema
para la Salud Publica, ya que ocasiona brotes y es responsable de la ocurrencia del
potencial fatal sindrome urémico hemolitico (SUH). En Argentina el SUH es
endémico y constituye la primera causa de insuficiencia renal aguda en nifios
menores de 5 afos. El principal reservorio de STEC es el ganado bovino sano a
pesar que un numero limitados de serotipos fueron asociados con diarrea en
terneros. El serotipo de STEC mayormente asociado a enfermedad humana es
0157:H7, pero existen mas de 100 serotipos no-O157 capaces de causar
enfermedad en el hombre. La carencia de secuencias génicas completas de cepas
STEC no-0O157 limité el descubrimiento cientifico sobre las diferencias de las bases
genéticas respecto a la virulencia. Con el objetivo de dilucidar posibles mecanismos
de patogenia de este grupo bacteriano heterogéneo, se determind mediante la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) la prevalencia de seis genes
que codifican posibles adhesinas y tres toxinas en una coleccion de 200 cepas
STEC no-0O157 LEE-negativas aisladas de reservorio animal y de infecciones
humanas, siendo IpfAo113 el gen identificado como mas prevalente (99,5%). Ademas
se demostr6 que las cepas STEC LEE-negativas bovinas poseen genes que
codifican para adhesinas putativas y toxinas presentes en las cepas STEC LEE-
negativas aisladas de casos de infeccion humana. Sin embargo, en el subgrupo de
cepas estudiadas y bajo las condiciones ensayadas en el presente trabajo, Lpf2 no
resultd ser la principal adhesina que participa en los mecanismos de pegado o

interaccion a células epiteliales in vitro.

Palabras claves:

STEC LEE-negativas, factores de virulencia, adhesinas, patogénesis, adherencia.
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SUMMARY

‘Study of the adherence factors of Shiga toxin-prod ucing

Escherichia coli isolated from cattle’

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) are zoonotic foodborne pathogens
that are a serious public health concern because they cause outbreaks and the
potentially fatal hemolytic uremic syndrome (HUS). In Argentina the HUS is endemic,
and is the leading cause of acute renal failure among children. The main reservoir of
STEC is healthy cattle while a limited number of serotypes have been associated
with diarrhea in calves. The most common STEC serotype associated with human
disease is O157:H7, but there is a growing recognition of over 100 non-O157
serotypes that also may result in human iliness. The scarceness of whole genome
sequence data for non-O157 STEC has limited the scientific discovery into the
genetic basis of these differences in virulence. With the aim to elucidate possible
mechanisms of pathogenesis of this heterogeneous bacterial group, the prevalence
of six putative adhesin-encoding genes and three toxins were investigated in a 200-
strain collection of LEE-negative non-O157 STEC strains isolated from cattle and
human infections, being IpfAoc113 the most prevalent virulence gene identified
(99,5%). It was also showed that bovine LEE-negative STEC strains possess genes
encoding for putative adhesins and toxins present in human LEE-negative STEC
strains. However, in the subgroup of strains studied and under the conditions tested,
Lpf2 not proved to be the main adhesin involved in the mechanisms of adherence or

interaction with epithelial cells in vitro.

Key words:

LEE-negative STEC, virulence factors, adhesins, pathogenesis, adherence.
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1. INTRODUCCION

Escherichia coli (E. coli) es probablemente el organismo mas estudiado en
Microbiologia. Desde su primera descripcion (Escherich, 1885), se convirtio en el
organismo modelo de muchas investigaciones microbiolédgicas, tanto que a menudo
se olvida que su principal nicho ecoldgico es el tracto alimenticio del hombre y de la
mayoria de los animales de sangre caliente.

La mayoria de las cepas de E. coli son comensales, pero algunas de ellas
pueden causar enfermedad tanto en el hombre como en animales. Hasta el
presente, se reconocen seis categorias asociadas a infecciones gastrointestinales
(DEC, por sus siglas en inglés diarrheagenic E. coli), aparte de aquellas causantes
de infecciones urinarias, septicemia y meningitis (EXPEC, E. coli extraintestinales).

Los patotipos asociados a infeciones gastrointestinales se clasifican segun

sus manifestaciones clinicas, patogenicidad, y caracteristicas epidemiologicas en:

E. coli enteropatégeno (EPEC, por su siglas en inglés enteropathogenic E. coli).
» E. coli enterotoxigénico (ETEC, por su siglas en inglés enterotoxigenic E. coli).
» E. coli productor de toxina Shiga (STEC, por su siglas en inglés Shiga toxin-

producing E. coli).

E. coli enteroinvasivo (EIEC, por su siglas en inglés enteroinvasive E. coli).

E. coli enteroagregativo (EAEC, por su siglas en inglés enteroaggregative E. coli).
» E. coli de adherencia difusa (DAEC, por su siglas en inglés diffuse-adherent E.
coli).

En el intestino humano, ETEC, EPEC y EAEC colonizan el intestino delgado,

mientras que EIEC y STEC colonizan el intestino grueso. Debido al gran nimero de
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cepas DAEC, la localizacion exacta para la colonizacion intestinal de esta categoria
no fue definida (Williams y col., 2011).

Los aislamientos se diferencian serolégicamente por los antigenos somaticos
(O), flagelar (H) y capsular (K). Hasta el presente se identificaron 181 antigenos O y
53 antigenos H (Scheutz, comunicacion personal). Los antigenos O definen un
serogupo, y una combinacion especifica de antigenos O y H definen el serotipo de
un aislamiento.

En este trabajo nos focalizaremos especificamente en el grupo bacteriano E.

coli productor de toxina Shiga.

1.1.- Escherichia coli productor de toxina Shiga
Las cepas STEC se caracterizan por su habilidad de producir al menos un tipo de
toxina que pertenece a una clase de potentes citotoxinas que tienen la capacidad de
inhibir la sintesis proteica en células eucariotas. Estas toxinas fueron denominadas
en un primer momento como Verotoxinas (VT, por sus siglas en inglés Verotoxins),
por su efecto citotoxico en células Vero (Knowalchuk y col., 1977). Pocos afios
después, se observé que también producian un efecto citotéxico en células Hela, el
cual podia ser neutralizado por anticuerpos anti-toxina Shiga de Shigella dysenteriae
tipo 1 (O'Brien y col., 1982), y se las denominé toxinas Shiga (Stx, por sus siglas en
inglés Shiga toxins). Por lo tanto, la denominacion de VTEC (por sus siglas en inglés
Verotoxigenic E. coli) y STEC son equivalentes y definen a todas las cepas E. coli
que producen una o0 mas toxinas de la familia Stx (VT).

STEC fue descripto por primera vez por Knowalchuk en 1977 (Knowalchuk y

col., 1977), quien informd que cepas E. coli de los serogrupos 018, 026, 0111 y
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0128 aisladas de nifios y cerdos con diarrea producian una toxina extracelular con
propiedades citotoxicas sobre células Vero. Pero la importancia de STEC como
patdgeno humano cobré notoriedad recién en 1982, cuando se produjeron dos
brotes de diarrea sanguinolenta severa, denominada colitis hemorragica (CH), en los
estados de Michigan y Oregon (EE.UU.) causados por el consumo de
hamburguesas, identificandose por primera vez el serotipo O157:H7 como patégeno
humano (Riley y col., 1983).

El término Escherichia coli enterohemorragico (EHEC, por sus siglas en inglés
enterohemorragic E. coli) es utilizado frecuentemente para describir un sub-grupo de
cepas STEC responsables de causar enfermedad severa en el hombre como CH y
sindrome urémico hemolitico (SUH), del cual E. coli O157:H7 es la cepa prototipo.
Ademas de expresar Stx, este grupo bacteriano posee factores de virulencia
adicionales, como la isla de patogenicidad LEE (por sus siglas en inglés Locus for
Enterocyte Effacement), que codifica para un sistema de secresion tipo Il y
proteinas efectoras homélogas a aquellas producidas por EPEC (Kaper y col., 2004).
Sin embargo, existen cepas STEC LEE-negativas capaces de causar enfermedad
severa, por lo tanto resulta adecuada la utilizacion de un término mas general, como
STEC, para referirse a todas las cepas de E. coli capaces de producir Stx.

Dentro del grupo de las STEC, E. coli O157:H7 es el serotipo aislado mas
frecuentemente y al que se le atribuye la ocurrencia de la mayoria de los grandes
brotes como los registrados en la costa oeste de Estados Unidos en 1993 (Barret y
col., 1994) y en Japdn en 1996 (Watanabe y col., 1996). Pero existen otros serotipos
STEC no-0O157 que también pueden causar enfermedad y la ocurrencia de grandes

brotes, como el descripto a comienzos de mayo de 2011 en Alemania y que se
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extendio a 13 paises miembro de la Union Europea, Canada y EE.UU., asociado a
E. coli O104:H4, causando aproximadamente 3.500 casos de infeccidn, incluyendo
810 casos de SUH y 39 muertes. La particularidad de este brote fue el predominio de
mujeres adultas implicadas, complicaciones neurolégicas severas Yy las
caracteristicas de la cepa involucrada, ya que la misma no fue una “tipica” STEC
virulenta, sino un patotipo hibrido no habitual que portaba la codificacion mediada
por fagos para Stx2 pero con una base genética de EAEC, al cual se lo denominé E.
coli enteroagregativo productor de toxina Shiga (Bielaszewska y col., 2011).

Si bien la mayoria de los estudios estan orientados a la deteccion de E. coli
0157, en la actualidad han aumentado los esfuerzos para detectar los diferentes
serotipos de STEC. A diferencia de lo que ocurre con O157:H7, que no fermenta
sorbitol y no posee actividad B-glucuronidasa, los serotipos de STEC no-0O157 no
presentan marcadores fenotipicos diferenciales comparados con las E. coli
comensales. Por lo tanto, para su identificacion se requiere la aplicacion de
estrategias mas complejas, como: serotipificacion, adherencia a células HEp-2,
ensayo de FAS (por sus siglas es inglés fluorescent actin staining), diferentes
técnicas de biologia molecular para amplificar genes que codifican factores de

virulencia especificos, entre otras.

1.2.- Reservorios y vias de transmision de STEC

A diferencia de lo que ocurre con las infecciones causadas por otras cepas de E. coli
enteropatdogeno, aquellas asociadas a STEC poseen un caracter zoondético
demostrado. Aunque la mayoria de los animales son portadores asintomaticos de

STEC, se reportaron casos de diarrea en terneros, cerdos, perros y gatos (Abaas y
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col., 1989; Hammermueller y col., 1995). Por ejemplo, la enfermedad de los edemas
del cerdo es causada por una variante especifica de STEC (Frydendahl, 2002;
Zweifel y col., 2006).

Los rumiantes en general, y el ganado vacuno en particular, son los
principales reservorios de STEC. Sin embargo, en diferentes estudios de
investigacion se demostrdo que pueden encontrarse cepas de STEC en el tracto
gastrointestinal de animales domésticos como ovejas, cabras, bufalos, cerdos,
perros y gatos (Beutin y col., 1993; Caprioli y col., 2005; Bentancor y col., 2007;
Oliveira y col., 2007). También pueden encontrarse cepas de STEC en animales de
vida silvestre (Leotta y col., 2006).

En distintos paises, entre los que se incluye a la Argentina, se realizaron
numerosos estudios sobre la prevalencia de STEC que permitieron confirmar el rol
del ganado vacuno como principal reservorio, aunque resulta dificil realizar
comparaciones entre dichos estudios por las diferencias en las metodologias
utilizadas y el muestreo (drskov y col., 1987; Wells y col., 1991; Beutin y col., 1993;
Chapman y col., 1993; Cimolai y col., 1994; Parma y col., 2000; Meichtri y col., 2004;
Masana y col., 2010; Masana y col., 2011).

Tanto el ganado de carne como el ganado lechero es portador de STEC. En
un estudio realizado en nueve plantas de faena de la Argentina, se obtuvo una
prevalencia de STEC 0157 de 4,1% en muestras de materia fecal y de 2,6% en
muestras de carcasa bovina, mientras que la prevalencia de STEC no-O157 fue de
22,3% y 9%, respectivamente (Masana y col., 2010; Masana y col., 2011). E. coli
0157:H7 no es patdgena para el ganado, con excepcion de casos en neonatos

bovinos (Dean-Nystrom y col., 1997), la colonizacién es transitoria, de menos de 2



20

meses de duracion, y la portacion fecal es mas frecuente en el ganado joven (2 a 24
meses) que en el ganado adulto, lo cual se deberia a una mayor susceptibilidad a la
colonizacion. Se ha propuesto que la utilizacion de granos para engordar
rapidamente al ganado en sistemas de cria intensiva es un factor que favorece al
patdogeno. Sin embargo, la evidencia cientifica sobre la controversia entre la
alimentacion con granos o pastos no es concluyente (Hovde y col., 1999).

La principal via de transmision (Figura 1) de STEC 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, papas, lechuga, brotes de soja y rabano,
jugos de manzana no pasteurizados, y agua, entre otros (Kaper y col., 2004; Caprioli
y col., 2005).

La contaminacion de los alimentos se debe principalmente al contacto con las
heces de los animales. El consumo de carne molida o hamburguesas mal cocidas es
la principal causa de infeccion por STEC. Durante la faena se contamina la superficie
de la res, y en el procesamiento se transfiere la contaminacién bacteriana al interior
de la carne, donde los microorganismos pueden resistir una coccion insuficiente. En
la Argentina, se detectd un 8,4% de STEC no-O157 en hamburguesas congeladas
(Gémez y col.,, 2002); un 6,8% de STEC 0157:H7 en hamburguesas crudas y
cocidas (Chineny col., 2009); y un 13,2% de STEC en productos carnicos a nivel de
boca de expendio (Jure y col., 2010).

STEC es resistente a los acidos y puede sobrevivir en alimentos fermentados
y vegetales frescos. En estos Ultimos, la contaminacion se debe a la fertilizacion de

los cultivos con materia fecal animal utilizada como abono, o posiblemente también
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durante la cosecha o procesamiento de los mismos, ya que se observo la presencia
de los microorganismos en el interior del producto.

Otras formas de transmisién (Figura 1) incluyen la contaminacién cruzada
durante la preparacion de los alimentos, el contacto directo del hombre con los
animales, y 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 menor a 100 bacterias.

El tratamiento térmico es el método recomendado para asegurar la
eliminacién de STEC de los alimentos. La temperatura de pasteurizacion de la leche
(72°C durante 16,2 seg) es un método efectivo para eliminar 10* células de E. coli
0157:H7 por mililitro. En los alimentos carnicos una temperatura interna de 63°C,
constituye un punto critico de control para asegurar la inactivacion de E. coli
0157:H7. Sin embargo, la Administracion de Alimentos y Drogas (FDA, por sus
siglas en inglés Food and Drug Administration) de EE.UU. recomendo incrementar la
temperatura de coccion de las hamburguesas a 68,3°C después de un brote que
abarco cinco estados y afectd a mas de 700 personas en ese pais (Griffin y col.,
1994).

La contaminacion fecal del agua puede deberse a la descarga de materia
fecal en aguas de recreacién o agua de bebida sin tratamiento previo. En Argentina
se aislo E. coli O157:H7 en el Rio de La Plata, en areas cercanas a las tomas de
agua para consumo humano (Lépez y col., 1998). Ademas, se analizaron 2 brotes
de diarreas por STEC, asociados con aguas recreacionales (Miliwebsky y col.,

2007). A pesar que E. coli O157:H7 es susceptible al agua clorada, cuando el
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mantenimiento de las piscinas con desinfectantes es insuficiente, pueden llegar a

ocurrir brotes debido a un ineficiente sistema de control.

Reservorio
bovino de STEC

Carnemolida
(y otras carnes)

Otros
alimentos

Contacto

directo Bebible,

recreacional

Persona

}

Persona

Figura 1. Vias de transmisién de STEC. La principal via de transmision de STEC la constituyen los
alimentos contaminados. Otras formas de transmision incluyen la contaminacion cruzada durante la
preparacion de los alimentos, el contacto directo del hombre con los animales, y persona a persona

por la ruta fecal-oral. Gyles (2007).

1.3.- Manifestaciones clinicas de la infeccién por STEC
La infeccion por STEC puede resultar en la portacion asintomética del
micoorganismo; casos esporadicos o brotes de diarrea (D); CH o SUH, una

complicacion sistémica severa caracterizada por insuficiencia renal aguda, anemia
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hemolitica microangiopatica y trombocitopenia (Kaper y col., 2004). Los rifiones
constituyen el principal 6rgano afectado, pero también otros érganos como el
pancreas, los pulmones, el corazon y el sistema nervidoso central pueden resultar
afectados.

La infeccion y desarrollo de la enfermedad puede ocurrir luego de la ingesta
de una pequefia dosis bacteriana (tan baja como 50 unidades formadoras de
colonias, UFC). El periodo de incubacion promedio de la infeccién por STEC es de 3
dias (con un rango de 1-8 dias). Luego de ese periodo, un alto porcentaje de
pacientes presenta diarrea acuosa y aproximadamente el 30% (80% en Argentina)
evoluciona a diarrea sanguinolenta (DS) o CH en los dias 5-6, presentando
evidencia de edema de la mucosa colonica, dolores abdominales severos (frecuente
en niflos mayores), en algunos casos pueden presentarse vomitos e irritabilidad,
pero no es frecuente la aparicion de fiebre. Aunque en la mayoria de los casos la
diarrea por STEC es autolimitada, aproximadamente del 5 al 10% de los nifios
infectados evolucionan a SUH, para el cual no existe un tratamiento especifico, sino
de sostén. Aproximadamente la mitad de los pacientes con SUH requiere dialisis y el
75% requiere transfusion sanguinea (Rivas y col., 2011).

Entre los factores predictivos de evolucibn a SUH se incluyen: edades
extremas (Cimolai y col., 1994; Buteau y col., 2000), leucocitosis (Bell y col., 1997,
Buteau y col.,, 2000), tratamiento con agentes reductores de motilidad o
antidiarreicos (Cimolai y col.,, 1994; Bell y col., 1997), fiebre (Bell y col., 1997),
periodo prodromico corto (Buteau y col., 2000), y en algunos casos diarrea
sanguinolenta (Carter y col., 1987). El genotipo de la toxina de la cepa virulenta

también influye en la evolucién a SUH (Ostroff y col., 1989).
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En algunos pacientes, los sintomas de SUH aparecen 6-8 dias después del
inicio de la diarrea e incluyen: anemia hemolitica microangiopatica (hematocrito
<30%), trombocitopenia (<150.000 plaquetas/mm?®), e isuficiencia renal aguda (>1
mg/dl). En otros pacientes, puede observase un periodo de silenciamiento entre la
diarrea y la aparicion de SUH; mientras que en otros pacientes el SUH aparece
conjuntamente con el periodo de diarrea. En una proporciéon muy baja de casos de
SUH no existe diarrea prodromica (Tarry col., 2005).

Esta enfermedad sindromica puede presentar dos formas, una tipica de
etiologia infecciosa, precedida por un periodo prodrémico con diarrea, generalmente
sanguinolenta y de caracteristicas endemoepidémicas (D+); y otra forma atipica (D-)
desencadenada por varios factores, como drogas, transplantes de 6rganos, post
parto, entre otros. STEC fue reconocido como agente causal de la forma infecciosa
de SUH (Kaplan y col., 1990) y fueron Karmali y col. (1983) quienes reportaron la
asociacion entre SUH y cepas de STEC.

En los Ultimos afos, el diagnéstico precoz de la enfermedad y el mejor
manejo de la insuficiencia renal aguda y de la anemia disminuyé la letalidad durante
el periodo agudo, siendo en la actualidad del 3 al 5%. Sin embargo, un 5% de nifios
con SUH desarrolla insuficiencia renal crénica, requiriendo en pocos afos
procedimientos dialiticos o transplante renal. Otro 20% continla con microhematuria
y grados variables de proteinuria, pudiendo desarrollar insuficiencia renal cronica
terminal en lapsos variables que pueden llegar a décadas (Spizzirri y col., 1997).
Esta patologia implica grandes costos econémicos para los sistemas de salud, lo

cual tiene un impacto importante en los paises en desarrollo.
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1.4.- Estrategias de la infeccion por STEC

A) Patogénesis

Al igual que con otras infecciones entéricas causadas por E. coli, el mecanismo de
patogénesis consiste en la colonizacion del intestino y produccion de dafo al
hospedador debido a la produccion de toxina. Sin embargo, este es un mecanismo
que involucra multiples procesos y una compleja interaccion entre factores
bacterianos y del hospedador. Un resumen general de este proceso se puede
observar en la Figura 2.

Durante la colonizacion, STEC sortea los mecanismos de defensa del
hospedador para establecerse en el intestino. La acidez del tracto gastrointestinal
constituye un importante mecanismo de defensa del hospedador, pero en general se
puede decir que STEC es una bacteria acido-resistente, permitiéndole la
supervivencia al bajo pH del estbmago (Large y col., 2005). La bacteria pasa a
través del intestino delgado, donde se activan genes en respuesta a las sefales

ambientales.

Bacteria

Intestino delgado
Sangre |
"-.. Colon
l Adherencia, daio
. microvellosidades ~* Diarrea
Rinon l
Fallo Produccidn toxina Diarrea
. > .
renal, Shiga sanguinolenta
SUH

Figura 2. Vision general de la enfermedad en humano s producida por STEC. Gyles (2007).



26

La adherencia a células epiteliales intestinales es una de las caracteristicas
de la infeccion por STEC y ha sido ampliamente investigada utilizando lineas de
cultivos celulares e in vivo. El patrén de adherencia e interaccion con células
epiteliales es notablemente diferente entre las cepas STEC LEE-positivas y LEE-
negativas. En las cepas LEE-positivas, la adherencia inicial es mediada por la fimbria
polar larga (Lpf, por sus siglas en inglés Long polar fimbriae; ver abajo seccion sobre
Lpf), seguida por la producion de una histopatologia caracteristica denominada
lesion A/E (por sus siglas en inglés attaching and effacing), que involucra cambios
estructurales en las células epiteliales y adherencia intima de la bacteria al enterocito
(Figura 3). Los cambios estructurales incluyen el barrido de las microvellosidades y
la formacion de pedestales, debido a la acumulacion de filamentos de actina debajo
de la membrana apical del enterocito. Los genes bacterianos requeridos para la
formacion de la lesidbn A/E se encuentran localizados en la isla de patogenicidad
LEE, y estan conservados en cepas EPEC y STEC capaces de inducir este tipo de
lesion. Por el contrario, la adherencia de las cepas LEE-negativas no ha sido
ampliamente investigada y solo se realizaron trabajos puntuales para ciertos
serotipos de STEC en los que no se observa la tipica lesion A/E producida por las

cepas LEE-positivas (Dytoc y col., 1994).
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Figura 3. Representacion grafica de la colonizacion del epitelio intestinal por STEC 157. Pasos

caracteristicos de la lesion A/E y otras respuestas celulares. Adaptado de Knutton y col. (1987).

La produccion de toxina Shiga constituye el factor critico en las enfermedades
causadas por STEC. Si se produce suficiente Stx, los resultados frecuentes son
diarrea sanguinolenta, debido al dafio localizado de los vasos sanguineos del colon.
En cambio, si entra suficiente Stx a la circulacién, los sitios endoteliales ricos en el
receptor especifico globotriaosilceramida (Gb3) de la toxina van a resultar dafiados.

La toxina Shiga liberada se une mediante la subunidad B a la célula epitelial
del intestino por interaccion con el receptor especifico Gb3 que se encuentra en la
membrana apical. La toxina es luego internalizada en una vesicula endocitica y
transportada al aparato de Golgi, donde la subunidad A es escindida
proteoliticamente liberando el fragmento Al, el cual actia sobre la subunidad
ribosomal 28S removiendo una adenina, lo que resulta en una inhibicion irreversible

de la sintesis proteica, provocando la muerte celular (Paton y Paton, 2006).
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La toxina puede también ser translocada desde la membrana apical a la
superficie basolateral, con induccion de interleuquina-8 (IL-8), que contribuye a la
acumulacion de leucocitos en la pared intestinal. Se produce un dafio en las células
endoteliales de los vasos sanguineos provocando diarrea sanguiolenta (Ray y Liu,
2001).

Stx entra a la circulacion sanguinea y es transportada a distintos 6rganos
blanco cuyas células endoteliales poseen el receptor Gb3. El lipopolisacarido (LPS)
bacteriano y las citoquinas del huésped aumentan la sensibilidad a las Stx
incrementando la disponibilidad de dichos receptores. En el rinidbn se encuentran
altos niveles de Gb3, particularmente en la region cortical, donde se observan las
principales lesiones en los pacientes con SUH. Las lesiones histopatolégicas ocurren
por interaccion de la Stx con las células endoteliales de los vasos sanguineos, éstas
se hinchan y se desprenden a nivel del glomérulo. Simultaneamente, se produce un
depdsito de fibrina y de plaquetas en la microvasculatura renal, se oclusionan los
capilares y se reduce el flujo sanguineo, causando insuficiencia renal y ruptura de
los gldbulos rojos. También se observan lesiones trombéticas, particularmente en la
microvasculatura del intestino, cerebro y pancreas (Guth y col., 2011).

B) Factores de virulencia

Las toxinas Stx son consideradas el pricipal factor de virulencia de STEC, pero no
las Unicas responsables de la patogenicidad bacteriana completa. Tal es asi, que se
describieron factores de virulencia adicionales, incluyendo adhesinas, proteasas,
sistemas de captura de hierro, LPS, flagelos y otras toxinas, que podrian contribuir

en la patogénesis de las mismas (Guth y col., 2011).
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La mayoria de los factores de virulencia/colonizacion se han descripto en
aislamientos de E. coli O157:H7; sin embargo, es importante destacar el avance en
el proceso de identificacion y caracterizacion de factores de virulencia adicionales de
cepas STEC no-O157.

B.1.- Toxina Shiga

Los miembros de la familia Stx poseen una estructura conservada de subunidades
ABs, codificadas por bacteriéfagos insertos en el cromosoma bacteriano. La
subunidad A (33 kDa) es la parte biologicamente activa y la subunidad pentamérica
B (7,5 kDa cada mondmero), es la responsable de la union de la toxina al receptor
celular especifico Gb3 (O’Brien y Holmes, 1987).

Las Stx se pueden clasificar segun sus secuencias aminoacidicas en dos
grandes grupos, Stx1 y Stx2. Cada uno de estos grupos a su vez posee un creciente
namero de variantes. El grupo de las Stx1 esta compuesto por los subtipos Stxla,
que es idéntica a Stx de S. dysenteriae tipo 1; Stxlc (Zhang y col., 2002); y Stx1d
(Burk y col., 2003). A pesar que Stx1 y Stx2 poseen el mismo mecanismo de accion,
comparten so6lo un 55% de similitud en la secuencia aminoacidica. El grupo de las
Stx2 es mas heterogéneo, y comprende a los subtipos Stx2a (O'Brien y col., 1984),
Stx2b (Melton-Celsa y col., 1996; Pierard y col., 1998), Stx2c (Schmitt y col., 1991),
Stx2d (Kokai-Kun y col., 2000), Stx2e (Weinstein y col., 1988), Stx2f (Schmidt y col.,
2000) y Stx2g (Leung y col., 2003). Las cepas STEC de origen humano, animal o de
alimentos pueden producir variantes de Stx1 y Stx2, solas o combinadas. Si bien los
miembros de la familia de Stx muestran similitud en su estructura y funcién, cada
uno de los subtipos presenta grandes diferencias en su toxicidad in vitro e in vivo.

Con lo que a esto respecta, se ha demostrado que Stx2 tiene una actividad
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citotoxica de 100 a 1000 veces superior a Stx1 (Tesh y col., 1993). Mas aun, las
cepas productoras de Stx2a, Stx2c y Stx2d fueron asociadas con mayor frecuencia a
casos de CH y SUH, cuando se compararon con otros subtipos de Stx1 y Stx2
(Schering y col., 2008). Por lo tanto, la caracterizacion de stx posee un importante
valor predictivo de evolucion a SUH en un paciente infectado por STEC (Friedrich y
col., 2002).

B.2.- Otras toxinas

En la dltima década se descubrio un nuevo miembro de la familia de las toxinas CDT
(por sus siglas en inglés cytolethal distending toxin), denominada CDT-V, en cepas
STEC 0157 y no-O157 asociadas a casos de SUH (Janka y col., 2003,
Bielaszewska y col., 2004). Estudios de su posible funcién revelaron que la toxina
dafia el ADN eucariota, conduciendo a un arresto del ciclo celular en G2/M y
posterior muerte celular (Bielaszewska y col., 2005). Estos datos demuestran que la
proteina CDT-V dafia directamente las células endoteliales y por lo tanto podria
contribuir al desarrollo de SUH.

Un nuevo miembro de la familia de toxinas de tipo ABs, denominada subtilasa,
se descubrid por primera vez en una cepa STEC 0113:H21 causante de un brote de
SUH en Australia (Paton y col.,, 2004). Se realizaron numerosos estudios de
prevalencia de los genes subAB en cepas STEC de un gran niamero de serotipos de
diferentes paises. Sin embargo, sélo se encontré en un subgrupo de cepas STEC
LEE-negativas y en ciertos casos se puede ver asociada a cdt-V (Cergole-Novella y
col., 2007; Galli y col., 2010a). Esta nueva toxina esta compuesta por una subunidad
A enzimaticamente activa, que es una serin-proteasa tipo subtilasa; y una subunidad

B, que esta relacionada a una posible proteina de exportacion de Yersinia pestis. La
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inyeccion intraperitoneal de SubAB en ratones causa una extensiva trombosis de la
microvasculatura, y necrosis de los rifiones, el higado y el cerebro (Paton y col.,
2004), semejantes a las lesiones observadas en los pacientes con SUH, y por lo
tanto sugiriendo la contribucion de esta toxina a la patogénesis de las cepas STEC.
La toxina estable al calor de E. coli enteroagregativo, EASTL1 (por sus siglas
en inglés enteroaggregative E. coli heat-stable toxin 1) se identificd por primera vez
en una cepa EAEC aislada de un nifio con diarrea en Chile (Savarino y col., 1991).
Esta codificada por el gen astA, que se lo puede encontrar de forma cromosomal y/o
plasmidica, en una o0 mas copias. EAST1 fue asociada con otros patotipos de E. coli
ademas de EAEC, como STEC, ETEC, DAEC y EPEC; y también con Salmonella.
Se aislaron cepas EAST1-positivas tanto de humanos como de animales sanos o
enfermos (Veilleux y Dubreuil, 2005), sin embargo se vio asociada comunmente con
el ganado bovino y porcino.
B.3.- Factores de adherencia intestinal

Codificados dentro la reqién LEE

B.3.1.- Intimina como factor clave de colonizacién

Ademas de los genes stx, las cepas STEC mas virulentas poseen el gen eae, que
codifica para la proteina de membrana externa intimina. El gen eae se encuentra
codificado en la isla de patogenicidad LEE, la cual contiene 41 genes organizados
en 5 operones polisitrénicos denominados LEE1, LEE2, LEE3, LEE4 y LEES5 (Figura
4). Esta compleja isla de 35,6 kb se encuentra estrictamente regulada y contiene
todos los genes necesarios para la formacién de la lesion A/E (explicada
anteriormente). Los operones LEE1l, LEE2 y LEE3 codifican los genes de las

proteinas del sistema de secrecion tipo Il (SSTT) que forman el complejo de aguja.
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En el LEE4 se codifican los genes de las proteinas que se secretan a través del
SSTT, las cuales se conocen de forma colectiva con el nombre de Esp (del inglés, E.
coli secreted proteins). En el operon LEES se encuentran codificados los genes de
las proteinas del sistema de adherencia propiamente dicho, la intimina y su receptor
Tir (del inglés, translocated intimin receptor) (Castillo y col., 2005).

El aparato secretor consiste en una estructura molecular tipo aguja que
comienza en el interior del citoplasma bacteriano, atraviesa las membranas interna y
externa, y pasa a través de la membrana celular del hospedador. Las proteinas
secretadas son transferidas desde el citoplasma bacteriano hasta la célula
hospedadora a través de esta estructura, tal como ocurre con la proteina Tir, la cual
es translocada por la bacteria a la célula hospedadora. Una vez alli, se inserta en la
membrana plasmatica exponiendo su region extracelular que funciona como receptor
de la intimina (Kaper y col., 2004).

Aunque el papel esencial de la intimina y Tir es la unién intima de la bacteria a
los enterocitos y se haya reportado que cepas STEC O157:H7 mutantes para la
intimina o Tir no sean capaces de colonizar el intestino en el modelo de infeccién de
conejo (Ritchie y col., 2003), la presencia de la regiéon LEE no seria esencial para la
patogénesis, dado que un gran nimero de cepas STEC LEE-negativas son capaces
de causar enfermedad severa y ocasionalmente brotes (Paton y col.,, 1999;
Bielaszewska y col., 2011). Por lo tanto, en estas cepas otros factores de adherencia

adicionales estarian involucrados en la patogénesis.
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Figura 4. Organizacion de la isla de patogenicidad LEE. Castillo y col. (2005).

Codificados fuera de la reqiéon LEE

B.3.2.- Fimbria polar larga (Lpf)

A partir del analisis de secuencia del acido desoxirribonucleico (ADN) de cepas
0157:H7 se encontraron dos locus estrechamente realcionados con el operon Lpf de
Salmonella enterica serovar Typhimurium (Baumler y Heffron, 1995). El primero,
denominado Ipfl, se encuentra inserto entre las regiones intergénicas yhjX-yhjw (en
relacion al cromosoma de E. coli K-12) y esta localizado en una isla de
patogenicidad de 0157 denominada OI-141, por lo cual en un comienzo recibio el
nombre de Ipfo;.154. EI mismo posee seis genes (IpfABCC'DE) similares en secuencia
y orden a los de Salmonella, salvo que el gen IpfC se encuentra truncado (Torres y
col.,, 2002). La expresion del operdn Ipfl en una cepa de E. coli no fimbriada
(ORN172) revelo una adherencia aumentada in vitro (Torres y col., 2002). Ademas,
mediante mutagénesis de la principal subunidad fimbrial, IpfAl, tanto en cepas
0157:H7 stx-positivas como stx-negativas, se vid que exhibian una capacidad de
adherencia reducida in vitro y el patréon de adherencia era difuso en vez de
localizado (Torres y col., 2002; Torres y col., 2004). En un estudio reciente se
demostré que las cepas STEC O157:H7 presentan una adherencia elevada in vitro
cuando las lineas celulares son pre-incubadas con proteinas de matriz extracelular

(Farfan y col., 2011). Ademas se observo una reduccion en el pegado de las cepas
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mediante mutacion de la principal subunidad fimbrial de Lpf, utilizando anticuerpos
especificos contra LpfAl, y mediante la adicion de manosa (Farfan y col., 2011).

El segundo operén se denomind Ipf2, se encuentra localizado en una isla
especifica de O157 denominada OI-154, por lo cual al comienzo se lo denominé
Ipfor-1s4, Y S€ encuentra inserto entre la region intergénica gimS-pstS (Torres y col.,
2004). A diferencia de Ipfl, el locus Ipf2 contiene 5 genes (IpfABCDD), pero carece
de un gen homologo de IpflE y en su lugar, IpfD esta duplicado. Contrariamente de
lo ocurrido con Ipfl, la expresiéon del operdn Ipf2 en una cepa de E. coli no fimbriada
revel6 una adherencia disminuida in vitro, con aparicién de finas estructuras tipo
fimbrias en la superficie de la bacteria, pero diferentes estructuralmente a aquellas
observadas cuando se cloné Ipfl. Sin embargo, la mutacion de la principal
subunidad fimbrial, IpfA2, resulté en una reduccién en la adherencia inicial a células
Caco-2, aunque la adherencia a células HelLa no se vi6 afectada (Torres y col.,
2004).

En cepas no-O157 también se identificaron genes homologos a Ipf. Se
encontré que una cepa de STEC 0O113:H21 exhibia una capacidad de adherencia
reducida a células CHO-K1 mediante ensayos de mutagénesis al azar (Doughty y
col., 2002). Cuando los investigadores analizaron la secuencia, demostraron que la
cepa tenia un operon Ipf compuesto de cuatro genes (IpfABCD), y con la misma
localizacion de Ipf2 de STEC O157:H7 (gImS-pstS), por lo que se lo distinguié con el
nombre de Ipfo113 (Doughty y col., 2002). La expresion del operon Ipfo113 en una
cepa de E. coli no fimbriada (ORN103) revel6 que las bacterias se adherian de forma

localizada y al mutar la principal subunidad de la fimbria, IpfAo113, Se observé que las
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cepas tenian menos capacidad de formar microcolonias, indicando que esta fimbria
podria estar promoviendo las interacciones bacterianas (Doughty y col., 2002).

Para determinar el rol de Lpf en la patogénesis se realizaron diversos estudios
en modelos animales de infeccién o ex vivo. En un estudio realizado por Jordan y
col. (2004), se demostr6 que cepas 0O157:H7 con los genes IpfAl y IpfA2 mutados
eran recuperadas en menor proporcion, y causaban menos lesiéon A/E que la cepa
silvestre cuando eran inoculadas en ovejas y cerdos gnotobioticos (Jordan y col.,
2004). En otro estudio realizado por Fitzhenry y col. (2006), se demostré mediante
cultivo de 6rganos in vitro (IVOC, por sus siglas en inglés in vitro organ culture) que
los operones Ipf median el tropismo intestinal de STEC O157:H7, reteniendo la
adherencia a los foliculos asociados al epitelio y extendiéndose ademas al intestino
delgado.

Estudios posteriores realizados por Torres y col. (2007a) determinaron la
contribucion de Lpf en la colonizacién, mediante la inoculacion experimental de
corderos de 6 semanas de vida con cepas de E. coli O157:H7 mutantes para IpfA1l,
IpfA2, y para ambos genes (IpfAl y IpfA2) (Torres y col., 2007a). A pesar que las
cepas mutantes simple para IpfA, particularmente IpfAl, exhibieron una reduccion en
el nimero de bacterias recuperadas de la materia fecal de los corderos infectados, la
doble mutante IpfAl IpfA2 tuvo efectos mucho mas pronunciados (Torres y col.,
2007a). Sin embargo, la infeccidon con la cepa silvestre y las mutantes de Ipf en el
sistema IVOC de corderos, reveld que tanto la cepa silvestre como la doble mutante
para Ipf adherian preferentemente en el recto medio, pero también al duodeno,
jejuno, ileon y el colon, indicando que la reduccion en la persistencia no se debia a la

falta de colonizacién del tracto gastrointestinal de los corderos (Torres y col., 2007a).
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Como se menciond anteriormente, al encontrarse operones Ipf homadlogos en
otras cepas de E. coli, su rol en la patogénesis también fue investigado. Por ejemplo,
las cepas E. coli enteropatdogenas poseen un locus Ipf homélogo al operén de
Salmonella. El analisis de una cepa EPEC mutante en Ipf, no revel6 cambios en la
adherencia a células HelLa o células de biopsia intestinal humana mediante el
sistema IVOC, comparado con la cepa silvestre, sugiriendo que este operdn no es
necesario para la adherencia de EPEC y la formacién de lesion A/E in vitro (Tatsuno
y col., 2006). Las cepas de E. coli enteropatégenas de conejo (RPEC, por sus siglas
en inglés rabbit enteropathogenic E. coli) poseen 2 loci Ipf. El primero codifica para
los genes IpfABCDE (Ipfri141), altamente homologos a los genes Ipfl de STEC
0157:H7 (Newton y col., 2004). El segundo locus (Ipfris4), €S idéntico a Ipfo113 de
STEC 0113:H21. La mutacion de los operones Ipfris1 Y Ipfris4 NO resultdé en una
adherencia disminuida a células en cultivo in vitro. Sin embargo, se produjo una
significativa reduccion en la severidad de la diarrea de los conejos (Newton y col.,
2004).

La nomenclatura de Ipf es compleja debido a las diferentes designaciones de
los mismos operones por distintos grupos de investigacion. Por ejemplo, el locus Ipfl
también fue denominado Ipfois7/01-141 (TOma y col., 2006), Ipfoe e€n cepas STEC
026:H11 (Bardiau y col., 2009), y Ipfri41 €n cepas REPEC (Newton y col., 2004). De
igual manera, el locus Ipf2 fue denominado también como Ipfois7/01-154 (TOMa y col.,
2006), Ipfo113 en cepas STEC 0O113:H21 (Doughty y col., 2002), Ipfris4 en REPEC
(Newton y col., 2004), y stg en APEC (Avian Pathogenic E. coli) (Lymberopoulos y
col., 2006). Por lo tanto, con el fin de estandarizar la nomenclatura, en un estudio

reciente se analizd la secuencia de ADN de distintos genes IpfAl y IpfA2, y se
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identificaron algunos polimorfismos que permitieron clasificar la principal subunidad
fimbrial en distintas variantes (Torres y col., 2009). Se describieron 5 tipos de IpfAl
(denominadas IpfAl-1, IpfAl-2, IpfAl-3, IpfAl-4 y IpfAl-5), y 3 tipos de IpfA2
(identificadas como IpfA2-1, IpfA2-2, y IpfA2-3). Las distintas variantes de IpfAl y
IpfA2 se asociaron con variantes especificas del gen eae (Torres y col., 2009). Sin
embargo, en otro estudio posterior con una coleccion de cepas STEC LEE-
negativas, no se pudo establecer asociacion de alguna variante de IpfA y gravedad
de la enfermedad (Galli y col., 2010b).

Cabe aclarar que la nomenclatura IpfAo113 utilizada a lo largo del manuscrito
se debe a que originalmente se llamaba de este modo, pero en realidad las cepas
IpfAo113-positivas pueden tener variantes diferentes de IpfA2.

B.3.3.- Factor de E. coli enterohemorragico para la adherencia

Otra estrategia utilizada para la identificacion de nuevos factores de adherencia es el
analisis de aquellas cepas con una elevada capacidad de adherencia. En un estudio
de mutagénesis mediada por transposones se identificéd una cepa STEC O111:HNM
con una elevada capacidad de adherencia a células CHO (Chinese hamster ovary),
conduciendo a la identificacion de un gen de 9.669 pb que codifica para una proteina
de 365 kDa (Nicholls y col., 2000). Cuando se comparo la capacidad de adherencia
de una cepa silvestre y aquella mutante para este gen, se observd una capacidad de
adherencia reducida de la cepa mutante, pero el fenotipo de la lesion A/E
permanecio siendo el mismo. A este gen se lo denominé factor de E. coli
enterohemorragico para la adherencia 1 (por sus siglas en inglés, enterohemorrhagic
E. coli factor for adherence 1 o efa-1), y se lo encontr6é en cepas EPEC y STEC no-

0157 (Nicholls y col., 2000). En las cepas EPEC, se encontré que Efa-1 tenia un
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97,4% de similitud con la proteina LifA (también denominada como linfostatina), que
inhibe la proliferacion de linfocitos y la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias como
IL-2, IL-4, IL-5, e interferon gamma (Klapproth y col., 2000; Abu-Median y col., 2006).
Las cepas E. coli O157:H7 poseen una version truncada del gen cromosomal efa-1,
y algunos estudios sugieren que la proteina Efa-1 truncada podria llegar a tener
algunas propiedades tales como las observadas para la proteina de tamafio
completo (Stevens y col., 2004).

Un gen homdélogo a efa-1/lifA también existe en el plasmido pO157 y se lo
denominé toxB. La proteina ToxB exhibe un 28% de similitud aminoacidica con la
proteina Efa-1/LifA y contribuye a la adherencia a células epiteliales intestinales
(Tatsuno y col., 2001). Sin embargo, en estudios de modelo animal, se demostro que
ToxB no es esencial para la colonizacion intestinal de ovejas y terneros (Stevens y
col., 2004), y ninguna actividad del tipo linfostatina fue encontrada en cepas de E.
coli O157:H7 (Abu-Median y col., 2006). Estudios recientes sugieren la presencia de
un motivo o dominio que podria estar asociado a la adherencia celular, actividad de
linfostatina o induccién de efectores del sistema de secresion tipo Il en cepas STEC
(Deacon y col., 2010). Por lo tanto, la determinacion de funcion de ciertos domininos
de las proteinas Efa-1/LifA/ToxB, seran utiles para entender las posibles funciones
de estas proteinas versatiles en la patogénesis de cepas STEC.

B.3.4.- Adhesina autoaglutinante de STEC

Si bien se determiné el fenotipo de adherencia de algunas cepas STEC LEE-
negativas (Paton y col., 2001), poco se conoce sobre los mecanismos reales en
cuestion. La capacidad de adherencia de una cepa STEC O113:H21 (98NK2), LEE-

negativa, causante de un brote de SUH en Australia, exhibié6 una capacidad de



39

adherencia in vitro similar a cepas STEC LEE-positivas de referencia (Paton y col.,
1999). Estudios posteriores sobre esa cepa determinaron la existencia de un
megaplasmido que codifica para una proteina de 516 aa denominada Saa (por sus
siglas en inglés STEC autoagglutinating adhesin), con un bajo porcentaje de similitud
aminoacidica con la proteina YadA, una proteina extracelular plasmidica de Yersinia
enterocolitica, implicada en adherencia a células epiteliales e invasion (Tamm y col.,
1993); y Eib, una familia de proteinas de union a inmunoglobulina de E. coli. La
expresion de Saa en una cepa de E. coli (JM109) revel6 una capacidad de
adherencia aumentada a células HEp-2 respecto de la cepa silvestre y el patron de
adherencia resulté semi-localizado. La mutagénesis del gen saa en 98NK2, o la
eliminacion del megaplasmido a través de la técnica de curado, reflejé una reduccion
significativa en la capacidad de adherencia de la cepa. La proteina Saa producida
por otras cepas STEC se diferencian en el tamafio (460 a 534 aa), como
consecuencia de una variacion en el numero de repeticiones y/u otras inserciones o
deleciones en el extremo 3" (Paton y col., 2001). También se sugirio que las cepas
STEC con un menor numero de repeticiones, poseen una menor capacidad de
adherencia a células HEp-2 que las cepas con genes saa de mayor tamafio (Patony
col., 2001). El gen saa se encontré en una amplia gama de fuentes y variedad de
serotipos de cepas STEC LEE-negativas (Jenkins y col., 2003; Toma y col., 2004;
Galliy col., 2010a), y fue propuesto como la posible adhesina de este tipo de cepas.
Sin embargo, en estudios posteriores se demostré que cepas mutantes en este gen
no mostraban una reduccibn en la capacidad de adherencia cuando eran
comparadas con las cepas silvestres correspondientes (Toma y col.,, 2008).

Inclusive, se observO que cepas de STEC saa-positivas exhibian diferentes
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propiedades de adherencia a células epiteliales que no podian atribuirse al nimero
de repeticiones en el extremo C-terminal o a la expresion de Saa, sugiriendo que
existen multiples mecanismos de adherencia en las cepas saa-positivas (Toma y
col., 2008).

B.3.5.- Adhesina homdloga a IrgA

Los mecanismos de adherencia de las cepas STEC solo se encuentran parcialmente
dilucidados. En la construccion de una biblioteca de ADN de E. coli O157:H7, se
hallaron dos cosmidos que contenian un gen cromosomal que codificaba para una
proteina similar a IrgA (por sus siglas en inglés iron regulated gene A) de Vibrio
cholerae (Goldberg y col., 1992), y cuyo producto fue denominado lha (por sus siglas
en inglés IrgA homologue adhesin) (Tarr y col., 2000). La proteina lha tiene un
tamafio de 67 kDa en E. coli O157:H7 y de 78 kDa en cepas de E. coli de
laboratorio. El gen iha fue encontrado en una amplia variedad de serotipos de cepas
STEC e inclusive en cepas EXPEC, y se localiza adyacente al loci de resistencia a
telurito.

La expresion de lha en una cepa no fimbriada de E. coli revel6 un patrén de
adherencia difuso a células MDBK (por sus siglas en inglés Madin-Darby bovine
kidney). Ademas, la mutacion de iha en una cepa O157:H7 resulté en una reduccion
no significativa de la adherencia a células HelLa (Tarr y col., 2000). En un estudio
posterior, se demostro la importancia de iha en la patogénesis de las infecciones
urinarias, aunque se requieren mas estudios que prueben la posible funcion de esta

adhesina en cepas silvestres (Johnson y col., 2005).
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B.3.6.- Fimbria de tipo 1

La capacidad de una cepa patdgena para unirse a la mucosa intestinal del
hospedador es un paso critico en la patogénesis de muchas infecciones bacterianas.
Sin embargo, esta caracteristica también esta presente en cepas comensales, ya
qgue necesitan adherirse y colonizar nichos especificos. Tanto cepas comensales
como patogénas tienen posibles adhesinas que podrian participar en el proceso de
adherencia. El ejemplo mas estudiado son las fimbrias de tipo 1, que se pueden
encontrar en la mayoria de las bacterias gram negativas, incluyendo E. coli,
Salmonella spp., Klebsiella spp. y Vibrio cholerae. Estas fimbrias fueron las primeras
en ser identificadas por su capacidad de aglutinar eritrocitos. Sin embargo, esta
aglutinacion puede ser inhibida por la presencia de manosa, fendmeno que se
denomind aglutinacién manosa-sensible o MSHA (por sus siglas en inglés mannose-
sensitive hemagglutination) (Edwards y Puente, 1998).

Las fimbrias de tipo 1 estan codificadas por un cluster de genes fim, que
incluyen al menos 9 genes requeridos para la biosintesis, y estan compuestas
principalmente por FimA, la pricipal subunidad estructural. La funcién de adhesina
manosa-sensible se la confiere una pequefia cantidad de la proteina FimH que se
encuentra en la punta de la fimbria (Jones y col., 1995). La expresion de esta fimbria
es variable dependiendo de la orientaciéon de un elemento invertible de 314 pb
localizado entre dos repeticiones invertidas de 9 pb (Abraham y col., 1985). Este
elemento contiene el promotor que dirige la transcripcion de los genes que codifican
para las subunidades que componen la fimbria en una orientacién (encendido), pero
no en la otra (apagado) (Figura 5). Esta inversion es catalizada por dos

recombinasas sitio-especificas, FimB y FimE, codificadas rio arriba de este elemento
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invertible. FimB puede catalizar la inversion en ambas direcciones, tanto de
encendido como de apagado de la expresion de la fimbria, mientras que FimE solo
puede catalizar la inversion en una direccion (de encendido a apagado) (McClain y
col., 1991; Gally y col., 1996). El andlisis de la secuencia nucleotidica del elemento
invertible de cepas de E. coli O157:H7 y O157:HNM, revel6 que poseen un delecion
de 16 pb que hace que el estado de orientacion sea el de apagado. Estos resultados
sugieren que la expresion de la fimbria de tipo 1 esté regulada de forma diferente en

distintos patdégenos que causan infeccion entérica (lida y col., 2001).

Po3 Estado
IRL
Encendido
£imE
442 bp
P-3

> IRL SnaBI

fime Pfim

200 bp | 354 bp

Figura 5. Orientacion del elemento invertible que d  etermina la variacién de fase
de la fimbria de tipo 1. Representacion esquematica del promotor de fim mostrando
los cebadores y sitios de restriccion de SnaBl. La orientacion puede determinarse por
una PCR combinada con una restricciobn enzimatica, ya que SnaBl corta
simétricamente. IRL e IRR, repeticiones invertidas lzquierdas y derechas. lida y col.
(2001).

B.3.7.- Curli
Las bacterias entéricas como E. coli y Salmonella spp. expresan fimbrias de origen

proteico denominadas curli, que estan involucradas en la adherencia a superficies,

contacto celular y formacion de biopeliculas (biofilms). Curli también media la
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adherencia e invasion celular al hospedador y son potentes inductoras de la
respuesta inflamatoria del hospedador. También se demostr6 que curli puede
promover la adherencia a células vegetales (Barnhart y Chapman, 2006).
Bioquimicamente y estructuralmente, pertenecen a una clase creciente de fibras
conocidas como amiloides.

Las bacterias que expresan curli presentan una coloracién rojiza cuando son
crecidas en placas suplementadas con el colorante rojo Congo (RC), proveyendo un
meétodo facil para identificar fenotipicamente la produccion de curli (Collinson y col.,
1993). Al menos 6 proteinas, codificadas por los operones csgBA y csgDEFG, estan
involucradas en la formacion de curli. Se identificaron operones homodlogos en
Salmonella spp., denominados agfBA y agfDEFG (Collinson y col., 1996; Rémling y
col., 1998). El operdn csgBA codifica la subunidad estructural principal, CsgA y la
proteina nucleadora CsgB. En ausencia de CsgB curli no se ensambla y la
subunidad principal, CsgA, se secreta de la célula en una forma no polimerizada
(Barnhart y Chapman, 2006). Sin embargo, CsgA y CsgB no necesitan ser
expresadas por la misma célula para que ocurra el ensamblado de curli, fenémeno
denominado complementacion interbacteriana. ElI operon csgDEFG codifica 4
proteinas accesorias requeridas para la formacion de curli. La proteina CsgD actua
como regulador transcripcional positivo del operon csgBA. CsgG es una lipoproteina
de membrana externa requerida para la estabilidad y secresion de CsgA y CsgB.
Cepas mutantes en csgG se observan de color blancas en las placas indicadoras de
RC y no se observan fimbrias por microscopia electronica. CsgE y CsgF son
proteinas perplasmicas que interactia con CsgG. Las mutantes en csgF presentan

un fenotipo similar a las mutantes en csgB porque secretan CsgA de forma no



polimerizada, presentando ambas una coloracion rosada (Barnhart y Chapman,
2006).

La temperatura Optima de expresion de curli es por debajo de los 30°C. Sin
embargo, se demostré que también se puede expresar a 37°C. Los medios limitados
en nutrientes y sal estimulan la expresion de curli y se observé que la expresion
maxima se produce durante la fase estacionaria de crecimiento. Sin embargo,
también se demostr0 que la expresion es dependiente de la cepa y de las
condiciones ambientales del hospedador (Barnhart y Chapman, 2006).

B.3.8.- Flagelos

El rol de los flagelos en la adherencia y colonizacion intestinal de las cepas STEC
continla siendo controversial. En un comienzo, se observdé que anticuerpos
especificos contra el antigeno H7 no inhibian significativamente la adherencia in vitro
de STEC O157:H7. Sin embargo, en otro estudio, la delecion del gen fliC de STEC
0157:H7 causo6 una reduccidn significativa en la capacidad de adherencia de la cepa
a células intestinales bovinas comparado con la cepa silvestre, sugiriendo que el
flagelo H7 posee propiedades de adherencia (Erdem vy col.,, 2007). Estudios
adicionales, confirmaron que el flagelo H7 actia como una adhesina sobre el epitelio
intestinal bovino, admitiendo su participacion en los primeros pasos de colonizacion
del reservorio animal (Mahajan y col., 2009).

En ensayos in vivo, se demostr6 que el flagelo era necesario para la
persistencia de una cepa de E. coli O157:H7 stx-negativa en el intestino de pollos
SPF (por sus siglas in inglés specific pathogen free) (Best y col., 2005). Mientras que
en estudios realizados en el modelo animal de raton tratados con estreptomicina se

observd que no existian diferencias a nivel de colonizacion intestinal en una cepa
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STEC 0113:H21 y su respectiva AfliC, pero la cepa mutante era menos virulenta que
la cepa silvestre (Rogers y col., 2006). Estudios posteriores revelaron que una
mutacion del gen fliCy,; resultaba en una disminucion significativa en la capacidad
de invasion de la cepa STEC 0113:H21, sugiriendo que FIliC juega un rol importante
en la infeccion de este grupo bacteriano, permitiéndole penetrar el epitelio intestinal
(Luck y col., 2006). Sin embargo, el flagelo no debe cumplir un rol esencial en la
patogénesis en humanos, ya que se encontraron cepas no moviles, como
0157:HNM fermentadora de sorbitol, asociadas a casi el 40% de casos de SUH en

Alemania (Karch y Bielaszewska, 2001).

1.5.- Situacién actual del SUH en Argentina

En Argentina, el SUH es endémico y constituye la primera causa pediatrica de
insuficiencia renal aguda y la segunda de insuficiencia renal crénica. Ademas, es
responsable del 20% de los transplantes renales en nifios y adolescentes. Se
producen alrededor de 500 casos nuevos por afio con un importante subregistro,
acumulandose mas de 7.000 casos desde 1965 hasta el presente (Comité de
Nefrologia, 1995). Los nifios afectados son menores de 5 afios, fundamentalmente
entre 6 y 36 meses, de ambos sexos y cualquier condicién social (Rivas y col.,
2011).

La enfermedad esta distribuida en todo el pais, pero la frecuencia es mayor
en las provincias del centro y sur durante los meses calidos, aunque se registran
casos durante todo el afio. La incidencia fue aumentando a través de los afios, esto
puede estar relacionado con el desconocimiento etiologico que imperd hasta hace

pocos afos, mientras que la letalidad disminuyé en los ultimos afios, debido al
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diagnostico precoz de la enfermedad, la instauracion temprana de la dialisis en los
casos de oliguria severa o anuria y al manejo de la anemia hemolitica. En estudios
realizados para establecer la etiologia del SUH en nifios argentinos (Lopez y col.,
1989; Rivas y col., 2011), se encontraron evidencias acumulativas de infeccion por
STEC en el 60% de los casos, siendo O157:H7 el serotipo mas frecuente. Shigella
dysenteriae tipo 1, también asociada a casos de SUH en otros paises, no fue aislada
en nuestro pais asociada a esta enfermedad.

La tasa de hospitalizacion para el afio 2009 fue de 12 casos por cada 100.000
nifios menores de 5 afios. Se notificaron 487 casos de los cuales el 58,5%
correspondio al sexo femenino y una edad promedio de 37,0 + 49,5 meses. La
mayoria de los casos ocurrieron durante los meses calidos, en los periodos de enero
a abril y de noviembre a diciembre. La letalidad en la fase aguda fue del 2,9%. El
Laboratorio de Referencia Nacional recibi6 muestras de 324 pacientes con
diagnostico de SUH, estableciéndose la infeccion por STEC en el 38,6% de los
mismos, por uno 0 mas de los tres criterios diagndsticos utilizados (Fuente: Servicio

Fisiopatogenia, INEI-ANLIS “Dr. C. G. Malbran”).

1.6.- Tratamiento

Hasta el presente, no existe una terapia especifica para las infecciones por STEC. Si
bien, E. coli O157 es susceptible a la mayoria de los agentes antimicrobianos
utilizados comdnmente, aun no se confirmd que la antibioticoterapia aporte algun
beneficio para el paciente. Por otra parte, algunos autores demostraron que dicho
tratamiento puede precipitar la evolucion a SUH. Por ejemplo trimetoprima-

sulfametoxazol estimula la liberacion de Stx in vitro (Wong y col., 2000). Es por ello
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gue se debe realizar una cuidadosa utilizacién de los antimicrobianos hasta que se
demuestre la eficacia de los mismos mediante la realizacion de estudios de
intervencion controlados. Tampoco se deben usar agentes antidiarreicos, que
disminuyen la motilidad intestinal, pues estudios retrospectivos sefialan un riesgo
aumentado de evolucion a SUH.

El tratamiento comprende medidas terapéuticas destinadas a corregir las
alteraciones hidroelectroliticas, hematoldgicas, neurolégicas o de hipertension
arterial durante el periodo agudo, y otras dirigidas a modificar la etiopatologia de la

enfermedad.

1.7.- Control de STEC en el ganado bovino

Como se mencion6 anteriormente, el ganado bovino es considerado el principal
reservorio y el origen de la infeccion por STEC para el hombre. Hasta el presente,
las estrategias de intervencion para evitar la contaminacion de los productos
carnicos se centralizd en la playa de faena con la aplicacion de practicas que evitan
la contaminacion y proliferacion de STEC. Actualmente, se considera que el control
de STEC en el ganado bovino debe empezar dentro del establecimiento productor.
Este podria ser uno de los puntos de intervencion mas importantes para disminuir la
incidencia de infeccion en el hombre. Prebidticos, bacteriéfagos, modificaciones en
el manejo de los animales y nuevas formulaciones vacunales son algunas de las
estrategias propuestas para el control de STEC en el ganado bovino (Mercado,
2006). La aplicacion de estas estrategias puede contribuir a disminuir la incidencia

de esta zoonosis.
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2. OBJETIVOS

2.1.- Objetivo general
Estudiar las adhesinas y los factores de adherencia putativos de cepas STEC LEE-
negativas aisladas de ganado bovino destinado a consumo humano, con el objetivo
de dilucidar posibles mecanismos de patogenia de este grupo bacteriano
heterogéneo. Para ello nos planteamos estudiar centralmente dos aspectos: uno
referido a conocer la prevalencia de adhesinas en cepas STEC LEE-negativas
aisladas de bovinos y compararlas con cepas STEC LEE-negativas aisladas de
humanos con diagnéstico de enfermedad por STEC; y el otro, consiste en
establecer la capacidad de adherencia in vitro de un subgrupo bacteriano y
desarrollar las bases para una estrategia alternativa de prevencion.

Consideramos que el conocimiento de las moléculas implicadas en la
fisiopatogenia bacteriana constituye la base racional para el desarrollo de estrategias

preventivas viables.

2.2.- Objetivos especificos
Enmarcado dentro del objetivo general podemos elaborar dos objetivos especificos
centrales:
Objetivo A
Conocer la prevalencia de las adhesinas en cepas STEC LEE-negativas
aisladas de bovinos y humanos con diagnéstico de infeccion por STEC.
A.1.- Caracterizar las cepas en estudio mediante técnicas fenotipicas,

genotipicas y de subtipificacion molecular.
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A.2.- Identificar los genes que codifican para las adhesinas y los factores de
adherencia putativos presentes en las cepas en estudio.
A.3.- Comparar el perfil de virulencia de las cepas en estudio y determinar las

adhesinas mas prevalentes entre las cepas de origen bovino y humano.

Objetivo B

Establecer la capacidad de adherencia in vitro de un subgrupo de cepas

STEC LEE-negativas.

B.1.- Seleccionar las cepas STEC con perfiles de adhesinas uUnicos, y
determinar su capacidad de adherencia in vitro.

B.2.- Obtener la cepa mutante negativa para la adhesina identificada como
mas prevalente.

B.3.- Desafiar lineas celulares con la cepa silvestre y su respectiva mutante
negativa.

B.4.- Comparar los resultados obtenidos en el objetivo anterior.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.- Cepas bacterianas y plasmidos
Se utilizaron 200 cepas pertenecientes a la coleccion del Servicio Fisiopatogenia del
Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas - ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”. Se
estudiaron 153 cepas STEC no-O157, LEE-negativas, aisladas de materia fecal y
carcasas bovinas durante los afios 2005-2006, y 47 cepas STEC no-O157, LEE-
negativas, aisladas de casos clinicos de infeccion humana durante los afios 2001-
2008 [SUH (n=19); D (n=17); DS (n=2); asintomaticos (n=9)]. EI numero de
identificacion, origen y caracteristicas relevantes de las cepas bacterianas
estudiadas se encuentran detalladas en el Anexo 1.

Los plasmidos utilizados en este estudio se encuentran listados en la Tabla 1.

Las cepas E. coli EDL933, O157:H7 (iha, efal, toxB, IpfAl-3, IpfA2-2, csgA);
93-016, 0113:H21 (IpfA2-1 [IpfAo11s], imA, SUbAB, cdt-V); E2348/69, 0127:H6 (eae,
IpfAl-1); H30, 026:H11 (IpfAl-2); 344/09, O103:H2 (IpfAl-4); 136/05, O145:HNM
(IpfA1-5); 883/05, 0143:HNM (IpfA2-3); 434-1, O2:H8 (saa); EIEC C481 (astA) y E.
coli K12 (JM109, Promega, Madison, WI, EE.UU.); fueron utilizadas como controles
positivos y negativo, repectivamente.

La cepa STEC EH41 (O113:H21), EH41AlpfAo113 ¥ el plasmido pWSK:Ipf
(para complementar la mutante de IpfAo113), fueron proporcionados por la Dra.
Elizabeth L. Hartland, Universidad de Melbourne, Australia.

Las cepas EHEC 86-24 (O157:H7), AGT210 (AlpfAl1/2), SIL102 (AcsgA); y los

plasmidos pKD4 y pKM201 fueron proporcionados por el Dr. Alfredo G. Torres,
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Universidad de Texas Medical Branch, EE.UU. Todas las cepas se mantuvieron a -
80°C en CTS con 40% de glicerol.

Las cepas utilizadas fueron identificadas por pruebas bioquimicas (Ewing y
Edwards, 1986) y seroagrupadas segun su antigeno somatico (O) y flagelar (H), con
los antisueros, O1-0181 y H1-H56, preparados en el Instituto Adolfo Lutz de Brasil.
Para la deteccion del antigeno O se utilizo la técnica de aglutinacién en lamina con
antisuero policlonal anti-O y para la deteccion del antigeno H se ultilizé la técnica de
aglutinacion en tubo con antisuero anti-H (@rskov y @rskov, 1984). La capacidad de
produccion de toxina Shiga de las cepas STEC se determind mediante ensayos de

citotoxicidad especifica en células Vero (Karmali y col., 1985).

Plasmidos  Caracteristicas relevantes Fuente /referencia

pKM201 Plasmido helper red, derivado pMAK700, Amp', Hamilton y col., 1989
bajo niumero copia, origen de replicaién sensible
a la temperatura (crece a 30C)

pW SK:Ipf Vector de clonacion pWSK29, Amp', bajo nimero  Doughty y col., 2002
copia, portando el operén IpfABCDo;13

pKD4 Plasmido templado para la amplificacion por Datsenko y Wanner, 2000
PCR del cassette de kanamicina para la
recombinaciéon mediada por lambda red.

Tabla 1. Plasmidos utilizados en este estudio.

3.2.- Medios y condiciones de crecimiento bacterian 0

Todas las cepas fueron incubadas en atmadsfera aerobia a 37<C en medio liquido o
sélido, salvo cuando fuera indicada una restriccion de temperatura. Los medios
utilizados para el crecimiento bacteriano fueron caldo tripticasa de soja (CTS) o
caldo Luria Bertani (LB). La formulacion del caldo LB (pH 7,0) fue 10 g de triptona, 5
g de extracto de levadura, y 10 g de NaCl por litro de medio (Sambrook y col., 1989).

Se adicionaron 15 g de bacto-agar por litro de caldo LB para preparar LB-agar. La
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formulacion del CTS consistio en 30 g de tripticasa de soja por litro de medio (Becton
Dickinson Co., Sparks, MD, EE.UU.). Se adicionaron 15 g de bacto-agar por litro de
CTS para preparar agar tripticasa de soja (ATS). La triptona, el extracto de levadura,
el NaCl y el bacto-agar fueron adquiridos de Fisher Scientific (Fair Lawn, NJ,
EE.UU.).

El medio SOC (Sambrook y col., 1989) para electroporacion se prepard con
20 g de triptona; 5 g de extracto de levadura; 0,5 g de NaCl; 0,186 g de KCI; 0,95 g
de MgCly; 1,20 g de MgSO, y 3,6 g de glucosa por litro de medio.

Las placas indicadoras rojo Congo se prepararon a partir de LB-agar sin NacCl,
40 pg/ml de rojo Congo (MP Biomedicals Inc, Solon, OH, EE.UU.) y 20 ug/ml de azul
brillante de Coomassie (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EE.UU.).

Cuando fue necesario, tanto los medios liquidos como soélidos fueron
suplementados con los siguientes antibidticos o compuestos: 50 pg/ml de
kanamicina (Km); 100 pg/ml de ampicilina (Amp); 100 pg/ml de estreptomicina (Sm);
100 pg/ml de gentamicina (Gm); 0,5% de manosa (MP Biomedicals Inc., Solon, OH,
EE.UU.); 10 mg/ml de levadura (Calsa, Lanus, Argentina). Los antibidticos fueron

adquiridos de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EE.UU.).

3.3.- Lineas celulares y cultivo de células
Se utilizaron las siguientes lineas celulares: HEp-2 (carcinoma de laringe), clon CRL
2102 de Caco-2 (adenocarcinoma de colon), T84 (carcinoma de colon). Todas las
lineas celulares fueron incubadas a 37°C en presencia de 5% CO..

La linea celular HEp-2 fue mantenida en medio de Eagle modificado (MEM,

por sus siglas en inglés modified Eagle’s medium) (Gibco, Carlsbad, CA, EE.UU.),
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conteniendo 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco, Carlsbad, CA, EE.UU.), 2 mM
de L-glutamina, 10 mg/l de rojo de fenol (RF) y 1% de una mezcla de antibidticos-
antimicéticos (100 U penicilina base; 100 ug Sm base; 0,25 pg/ml anfotericina B)
(Gibco, Carlsbad, CA, EE.UU.). La linea intestinal CRL 2102 fue mantenida de forma
indiferenciada en medio MEM (Gibco), conteniendo 20% de SFB (Gibco), 2 mM de
L-glutamina, 10 mg/L de RF y 1% de una mezcla de antibidticos/antimicoticos
(Gibco). La linea intestinal T84 fue mantenida en medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, por sus siglas en inglés Dulbecco’s modified Eagle’s medium),
mas una mezcla de nutrientes de Ham F-12 (DMEM/F12 en una propocion 1:1)
(Gibco, Carlsbad, CA, EE.UU.), conteniendo 10% de SFB (Gibco); 2,5 mM de L-
glutamina; 15 mM de HEPES; 8,1 mg/L de RF y 1% de una mezcla de

antibioticos/antimicaticos (Gibco).

3.4.- Caracterizacioén genotipica

Se confirmo la portacion del gen stx de las cepas productoras de toxina Shiga
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés polymerase chain reaction) mdultiple, previamente validada por Leotta y col.
(2005).

La subtipificacién de los aislamientos se realizé por PCR, seguida de una
restriccién enzimatica que genera fragmentos de largo polimérfico (PCR-RFLP, por
sus siglas en inglés restriction fragment lenght polymorphism); y electroforesis en
campo pulsado (PFGE, por sus siglas en inglés pulsed-field gel electrophoresis).
Mediante PCR-RFLP se determinaron las variantes de stx; y stx, (Tyler y col., 1991;

Pierard y col., 1998; Zhang y col., 2002; Jelacic y col., 2003). El andlisis de los
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fragmentos de macrorestriccion generados por PFGE se realizé utilizando el
protocolo estandarizado por PulseNet para E. coli 0157:H7 (Ribot y col., 2006).

La identificacion de las adhesinas y factores de virulencia adicionales se
realizé por PCR utilizando las concentraciones de los cebadores (Operon, Huntsville,
AL, EE.UU.) y las condiciones de amplificacion que se detallan en la Tabla 2. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pl, conteniendo 1 pl
de sobrenadante de lisado bacteriano (ver aislamiento de ADN total, seccion 3.4.1);
20 mM Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM KCI; 1,5-2 mM MgCl,; desoxinucleétidos trifosfato
(dNTP) 0,1 mM cada uno (Invitrogen, Brasil); y 1 U de Taqg (Thermus aquaticus) ADN
polimerasa recombinante (Invitrogen, Brasil). Para todas las reacciones de
amplificacién se utilizdé un termociclador My Cycler™ Thermal cycler (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.).

Las condiciones individuales de algunas PCR se describen en las proximas

secciones.
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e o Programa Tam?‘ﬁ,o .

Nombre Secuencia (5°-3") Blanco(s) s [uM] Amplicén  Referencia
Amplificacion (pb)
stxla GAAGAGTCCGTGGGATTACG =i, 94<C, 5 min (1 ciclo); 94T, 30 seg, 58<T, 30 seg, 2 130 Leotta y
stx1b AGCGATGCAGCTATTAATAA 72T, 30 seg (30 ciclos); 72T, 2 min (1 ciclo) col., 2005
stx2a TTAACCACACCCCACCGGGCAGT sty Idem stx, 0.4 346 Leotta 'y
stx2b GCTCTGGATGCATCTCTGGT ' col., 2005
KS7 CCCGGATCCATGAAAAAAACATTATTAATAGC —— 94<C, 5 min (1 ciclo); 94T, 30 seg, 52T, 1 min, 06 282 Zhang y
KS8 CCCGAATTCAGCTATTCTGAGTCAACG @ >e 72T, 40 seg (30 ciclos); 72T, 2 min (1 ciclo) ' col., 2002
VT2v-a CATTCAGAGTAAAAGTGGCC StXach-a)r StXach-b)s 94<, 5 min (1 ciclo); 94T, 30 seg, 55<, 30 seg, 04 385 Tyler y col.,
VT2v-b GGGTGCCTCCCGGTGAGTTC StX2p-0118, StXop-0x3a 72T, 30 seg (30 ciclos); 72C, 2 min (1 ciclo) ’ 1991
VT2v-c AAGAAGATGTTTATGGCGGT StXza, StXacyh-a); 94, 5 min (1 ciclo); 94T, 30 seg, 55T, 30 seg, 06 285 Tyler y col.,
VT2v-d CACGAATCAGGTTATGCCTC StXac(vhb) 72, 30 seg (30 ciclos); 72<C, 2 min (1 ciclo) ’ 1991
VT2v-e AATACATTATGGGAAAGTAATA StXza, StXacvh-a), , o .
e SUabouts, 94<C, 5 min (1 CIC|O),. 94°C', 30 seq, 55‘(:, 30 seg, 1 348 Pierard y

VT2v-f TTAAACTGCACTTCAGCAAAT SDop.oran 72, 30 seg (30 ciclos); 72T, 2 min (1 ciclo) col., 1998
SLT-ll-ve ACCACTCTGCAACGTGTCGC StXad, StXod1(vh-a), 94, 5 min (1 ciclo); 94T, 30 seg, 58T, 90 seg, 5 890 Jelacic y
CKS2 ACTGAATTGTGACACAGATTA StXodo(vh-b) 72, 90 seg (30 ciclos); 72T, 2 min (1 ciclo) col., 2003
SK1 CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC cae 95T, 5 min (1 ciclo); 95T, 30 seg, 54T, 1 min, 04 864 Karch y
SK2 CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG 72<C, 2 min (30 ciclos); 72<C, 2 min (1 ciclo) ' col., 1993
SAADF CGTGATGAACAGGCTATTGC saa 93<, 5 min (1 ciclo); 93T, 1 min, 55<T,1 min, 05 119 Tomay
SAADR ATGGACATGCCTGTGGCAAC 72T, 1 min (25 ciclos); 72C, 2 min (1 ciclo) ' col., 2004
iha-I CAGTTCAGTTTCGCATTCACC . Tomay
iha-ll GTATGGCTCTGATGCGATG iha Idem saa 05 1305 o1, 2004
toxB.911F ATACCTACCTGCTCTGGATTGA toxB lderm saa 05 602 Tomay
toxB.1468R TTCTTACCTGATCTGATGCAGC ' col., 2004
88T14 GAGACTGCCAGAGAAAG Toma
88T9 GGTATTGTTGCATGTTCAG efal Idem saa 0.2 479 col., 208/4
IpfA-F ATGAAGCGTAATATTATAG IpfAoss 94%C, 2 min (1 ciclo); 94, 1 min, 52T, 50 seg, 4 573 Tomay
IpfA-R TTATTTCTTATATTCGAC 72T, 1 min (30 ciclos); 72C, 2 min (1 ciclo) col., 2004
LPFA1-AF AGTTGGTGATAAATCACCAT IpfAL-1 94, 5 min (1 ciclo); 94T, 30 seg, 59T, 30 seg, 1 992 Torres y
LPFA1-AR GTGCTGGATTCACCACTATTCATCG 72, 30 seg (35 ciclos); 72, 10 min (1 ciclo) col., 2009
LPFA1-B1F AAGTCTGTATTTACTGCTATG IpfA1-2 94<C, 5 min (1 ciclo); 94T, 30 seg, 57T, 30 seg, 1 273 Torres y
LPFA1-BIR GAAATACAGAACGGTCTGA 72<T, 30 seg (35 ciclos); 72T, 10 min (1 ciclo) col., 2009
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P Programa Tam?‘ﬁ,o .
Nombre Secuencia (5"-3") Blanco(s) = [uM] Amplicén  Referencia
Amplificacion (pb)
LPFA1-CF GGTTGGTGACAAATCCCCG IpfAL-3 94, 5 min (1 ciclo); 94T, 30 seg, 62T, 30 seg, 1 244 Torres y
LPFA1-CR1 CGTCTGGCCTTTACTCAGA 72T, 30 seg (35 ciclos); 72<C, 10 min (1 ciclo) col., 2009
LPFA1-B2F AAGTCTGTGTTTACCACTACT IpfA1-4 94<, 5 min (1 ciclo); 94T, 30 seg, 52T, 30 seg, 1 273 Torres y
LPFA1-B2R AAAATACAGAACAGTCTGG 72T, 30 seg (35 ciclos); 72T, 10 min (1 ciclo) col., 2009
LPFA1-CF GGTTGGTGACAAATCCCCG IpfA1-5 94<C, 5 min (1 ciclo); 94, 30 seg, 60T, 30 seq, 1 250 Torres y
LPFA1-CR1 GAGAACCGTCTGGCCTGTTT 72, 30 seg (35 ciclos); 72, 10 min (1 ciclo) col., 2009
LPFA2-B1F GGTAGTCTGGCGTCGCCACAGA IpfA2-1 94<C, 5 min (1 ciclo); 94T, 30 seg, 60T, 30 seg, 1 207 Torres y
LPFA2-BIR AATACGAATACCAACGCCG 72T, 30 seg (35 ciclos); 72T, 10 min (1 ciclo) col., 2009
LPFA2-CF CTACAGGCGGCTGATGGAACA IpfA2-2 94, 5 min (1 ciclo); 94T, 30 seg, 72T, 30 seg, 1 297 Torres y
LPFA2-CR GCTAATACCAGCGGCAGCATCGT 72T, 30 seg (35 ciclos); 72<C, 10 min (1 ciclo) col., 2009
LPFA2-B2F GGTAGTCTGGCGTCACCACAGC IpfA2-3 94<C, 5 min (1 ciclo); 94T, 30 seg, 52T, 30 seg, 1 207 Torres y
LPFA2-B2R AATACGAATACCGACACCC 72T, 30 seg (35 ciclos); 72T, 10 min (1 ciclo) col., 2009
eastlla CCATCAACACAGTATATCCGA astA Idem saa 1 111 Yamamoto
eastllb GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT y col., 1996
csgA F TGGTAACAGCGCCACTCTTG csgh 94<, 2 min (1 ciclo); 94, 1 min, 60T, 1 min, 05 111 Lloyd y col.,
csgA R GACGGTGGAATTAGATGCAGTC 72T, 1 min (30 ciclos); 72C, 10 min (1 ciclo) ' 2012
P3 GTGCATCGAAATATTCGCCATACT FmA 94<, 5 min (1 ciclo); 94, 1 min, 60T, 1 min, 06 554 liday col.,
P4 AGTCGTTCTGTACACTTTGTTTTG 72, 1 min (30 ciclos); 72C, 5 min (1 ciclo) ' 2001
subHCD F TATGGCTTCCCTCATTGCC 95T, 2 min (_1 CiC|0);_ 95T, 1 min, 6$‘C, 2 min, Paton y
SUbSCDR  TATAGCTGTTGCTTCTGACG SUbAB 2%, 1é5mr?r:?7(;%?'igsz1’igi§é ;:l:)";) 00T, 0.5 556 col., 2004
cdt-V F TTCATTGTTCGCCTCCTG Cergole-
cdt-V R TTTATAAGCTGGTATCCTG cdt-v Idem eae 0.4 755 Novella y
col., 2007
hlyAl GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG ehxA 94<, 5 min (1 ciclo); 94T, 30 seg, 58<T, 90 seg, 04 1551 Schmidt y
hlyA4 TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA 72, 90 seg (30 ciclos); 72T, 3 min (1 ciclo) ' ' col., 1995

Tabla 2. Secuencias de los cebadores y condiciones de ciclado para las PCR realizadas en este trabajo. Las diferentes temperaturas de pegado de los

cebadores se encuentran resaltadas
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3.4.1.- Aislamiento de ADN total

Un mililitro de cada cultivo bacteriano crecido en CTS a 37°C durante 18 h se
centrifugd durante 5 min a 12.000 rpm. El sedimento celular se resuspendié en 150
ul de buffer triton X-100 al 1% en TE 1X [10 mM Tris-HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA (pH
8,0)], se calentd a ebullicion (100°C) durante 15 min, y se centrifugé a 12.000 rpm
por 5 min. El ADN contenido en el sobrenadante se separé y almacend a -20°C por
un periodo maximo de 3 meses. Luego, 1 pl de ese sobrenadante se utiliz6 como
ADN templado en las reacciones de PCR.

3.4.2.- Electroforesis y adquisicion de imagenes

Se agregaron 5 ul de una solucién de xilene cyanol 0,25% y glicerol 30% en agua, a
25 pl del ADN amplificado, sembrandose 10 ul en un gel de agarosa (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO, EE.UU.) al 2% en buffer TAE 1X [40 mM tris-acético; 1mM EDTA
(pH 8,0)] y adicionado con 0,5 ug de bromuro de etidio/ml (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, EE.UU.). La electroforesis se realizé a 80 v/cm durante 50 min utilizando
una fuente de poder PowerPac (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.). Se
utilizé el marcador de peso molecular Cienmarker (Biodynamics SRL, Argentina).
Para documentar los geles se utilizé un transiluminador modelo 2000 (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.) y el sistema Olympus C-5060, 5,1 MP
(Olympus, Japén). El andlisis de los geles se realizé con el programa DIGI Doc-It

version 2.4.0 (UVP, Upland, CA, EE.UU.).

3.5.- Ensayo de aglutinacion de las fimbrias detip o1
Una colonia aislada fue utilizada para inocular 5 ml de caldo LB y cultivada durante

18 h a 37°C. Luego, ese cultivo se repic6 2 veces consecutivas en el mismo medio y
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condiciones descriptas anteriormente. El ensayo de aglutinacion se realizdé sobre
una placa de vidrio mezclando 20 pl del cultivo bacteriano activado con igual
volumen de una suspension de levaduras en PBS 1X (10 mg/ml). La inhibicion de la
aglutinacion, fue confirmada utilizando 3% de D-manosa (MP Biomedicals Inc.) en la
suspension de levadura.

3.5.1.- Determinacion del estado de orientacion de  fimA

La orientaciébn del elemento invertible del promotor de fimA fue determinado
utilizando una PCR-RFLP. Este método se basa en la orientacion dependiente de la
localizacion de un sitio Unico de restriccion de SnaBl que se encuentra en el
fragmento de ADN amplificado. Para ello, se amplificé la regién del promotor de fimA
que permite determinar la orientacion con los cebadores P3 y P4 (Tabla 2)
generando un producto de 554 pb. Del producto de amplificacion, 10 ul se digirieron
con 4 U de la enzima SnaBl (Ecol05l) (Fermentas). Los productos de digestion se

resolvieron en un gel de agarosa (Sigma-Aldrich Co.) al 2%.

3.6.- Ensayo de expresion fenotipica de curli

El ensayo de unién a rojo Congo se realizé segun el protocolo descripto por Jonas y
col. (2007). Brevemente, los cultivos bacterianos se crecieron en caldo LB con
agitacion, a 37°C, durante 18 h. Luego, se diluyeron 1:1 en agua destilada estéril y
se sembraron gotas de 6 pl aproximadamente en placas de rojo Congo. Las placas
se incubaron a 30°C 6 37°C y se fotografiaron a las 24 h con una camara Lumix

DMC-TZ4 (Panasonic, Japén).
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3.7.- Secuenciacion nucleotidica

La secuencia de ADN del gen IpfA de la cepa 187/06(22) fue determinada mediante
el método de terminacion di-deoxi de Sanger, utilizando un secuenciador automatico
Hitachi 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), los
cebadores IpfA-F, IpfA-R (Tabla 2) y las condiciones que se detallan a continuacion.
Se realizaron dos mezclas de reaccion de secuenciacidon madres, una para la hebra
codificante y otra para la hebra no codificante. La mezcla de reaccion se realizé en
un volumen final de 10 ul, conteniendo 7 ng/ul de ADN templado (producto de
amplificacién por PCR IpfAo113), 1 uM de cada cebador, 1 pl de la mezcla BigDye™
terminator version 3.1 2,5X (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.) y 2 ul de
buffer 5X (Applied Biosystems). Las condiciones de amplificacién fueron 96°C por 1
min, seguido de 40 ciclos a 96°C por 10 seg, 50°C por 5 seg y 60°C por 2 min. La
purificacion de los productos de la reaccion de secuenciacion se realizé mediante
precipitacion con etanol. Las secuencias de ADN generadas se analizaron con el
programa Bioedit version 7.0.4.1 (Hall, 1999) y a través del Centro Nacional para la
Informacidén Biotecnologica (NCBI, por sus siglas en inglés National Center for
Biotechnology Information) mediante la herramienta BLAST para acceder a la base

de datos de secuencias genéticas.

3.8.- Adherencia bacteriana in vitro

3.8.1.- Ensayo cualitativo

Los ensayos cualitativos de adherencia bacteriana a células en cultivo in vitro, se
realizaron siguiendo el protocolo descripto por Doughty y col. (2002), con algunas

modificaciones. Se colocaron vidrios estériles de 12 mm de diametro en placas de 24
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pocillos (Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, Alemania 6 Falcon™ BD, Franklin
Lakes, NJ, EE.UU.), las cuales fueron posteriormente inoculadas con 10° células
HEp-2 por pocillo e incubadas a 37°C, 5% CO,, hasta alcanzar aproximadamente un
80% de confluencia. Las monocapas semiconfluentes se lavaron 3 veces con buffer
fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés phosphate-buffered saline) (NaCl 8 g;
KCl 0,2 g; Na;HPO,4 1,44 g; KH.PO, 0,24 g; pH 7,4), se infectaron con ca. 10’
bacterias de un cultivo crecido por 18 h (MOI 100), y se incubaron 90 min a 37°C,
5% CO; en presencia/ausencia de manosa al 1%. Pasado el periodo de incubacion,
las células fueron lavadas 3 veces con PBS 1X para remover las bacterias no
adheridas o adheridas inespecificamente, y se incubaron por 4 h mas en las mismas
condiciones descriptas anteriormente. Transcurrido el segundo periodo de
incubacion, las células fueron lavadas 5 veces con PBS 1X y fijadas con metanol
70%. Una vez que estuvieron secas, se tifieron durante 15 min con una solucién de
Giemsa (Merck, Darmstadt, Alemania) 1:10 en agua destilada. Los vidrios se
montaron sobre portaobjetos y se observaron utilizando un microscopio 6ptico Nikon
Eclipse E200 (Nikon Corp., Tokyo, Japdn). Las imagenes fueron capturadas con el
sistema Nikon Coolpix 4500, 4.0 MP 4X zoom (Nikon Corp., Tokyo, Japén).

3.8.2.- Ensayo cuantitativo

Los ensayos cuantitativos de adherencia bacteriana in vitro se realizaron como se
describié anteriormente con algunas modificaciones. Las monocapas celulares
semiconfluentes se lavaron inicialmente 3 veces con PBS 1X. Aproximadamente 10°
células crecidas en placas de 24 pocillos (Falcon™ BD) fueron infectadas con ca.
107 bacterias (MOI 100) e incubadas por 3 h a 37°C, 5% CO,, en presencia/ausencia

de manosa al 0,5%. Pasado el periodo de incubacién, las células fueron lavadas 2
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veces con PBS 1X y se lisaron con 200 pl de una solucién 0,1% de tritdbn X-100/PBS
durante 30 min o hasta observarse desprendimiento total de la monocapa celular.
Seguido a la lisis, 20 pl del homogenato se resuspendieron en 180 ul de caldo LB y
se cuantificaron mediante diluciones seriadas en base 10, las cuales fueron
sembradas en placas de LB-agar con su respectivo antibiético, utilizando la técnica
de la gota descripta por Chen y col. (2003). El porcentaje de bacterias adherentes se
calculéo como el numero de UFC/ml de bacterias recuperadas, dividido el nUmero de
UFC/ml inicial, multiplicado por 100 (promedio * desviacion estandar). Los ensayos
se repitieron 2 veces por cuadruplicado cada vez.

3.8.3.- Ensayo de competencia

Los ensayos de competencia in vitro se realizaron como se describié anteriormente
(ver ensayo cuantitativo de adherencia). Las células Caco-2 (clon CRL2102) se
infectaron con 5 x 10° bacterias silvestre y mutante, respectivamente (nimero total
de bacterias/pocillo 10°). El nimero de UFC/ml de las cepas silvestre y mutante
fueron determinadas sembrando diluciones seriadas del homogenato en placas de
LB-agar y LB-agar con el respectivo antibiético para seleccionar la cepa mutante. El
indice de competencia se calcul6 como el numero de UFC/mI de bacterias mutantes
recuperadas, dividido el numero de UFC/ml de bacterias silvestres recuperadas; todo
eso dividido el numero de UFC/ml inicial de las bacterias mutantes, dividido el

numero de UFC/ml inicial de las bacterias silvestres.

3.9.- Invasion bacteriana in vitro
El ensayo cuantitativo de invasion bacteriana a células in vitro se realizé en las

mismas condiciones descriptas anteriormente para el ensayo cuantitativo de
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adhrencia pero por duplicado, ya que luego de las 3 h de incubacion inicial un grupo
de células se lis6 y cuantificO para dar el nimero total de bacterias adherentes,
mientras que para obtener el numero de bacterias intracelulares, un segundo grupo
de pocillos infectados fueron lavados 2 veces con PBS 1X y se incubaron con 100
png/ml de Gm durante 2 h. Seguida esta incubacion, las células se lavaron 2 veces
con PBS 1X y se lisaron con 200 pl de una solucion 0,1% de triton X-100/PBS
durante 30 min o hasta observarse desprendimiento total de la monocapa. Seguido a
la lisis, 20 pl del homogenato se resuspendieron en 180 ul de caldo LB y se
cuantificaron mediante diluciones seriadas en base 10. El total de bacterias
intracelulares se expres6 como el porcentaje del total de bacterias adherentes
(promedio = desviacion estandar). Los ensayos se realizaron 2 veces, por

cuadruduplicado cada vez.

3.10.- Analisis estadistico de los resultados de ad  herencia e invasion

Para el andlisis estadistico, las diferencias significativas en los ensayos de
adherencia e invasion fueron calculadas mediante la prueba estadistica t Student,
utilizando el programa InStat version 3.05 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,

EE.UU.).

3.11.- Transformacion de cepas bacterianas

3.11.1.- Aislamiento de ADN plasmidico

La extraccion de ADN plasmidico se realizé utilizando el kit Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega Corp, Madison, WI, EE.UU.), a partir

de 10 ml de un cultivo bacteriano incubado durante 18 h. Se utilizaron los reactivos y
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las condiciones descriptas por el fabricante. Brevemente, se centrifugaron 10 ml del
cultivo bacteriano. El sedimento celular se resuspendié en 250 ul de la solucion de
resuspension celular [50 mM Tris-HCI (pH 7,5); 10 mM EDTA; 100 ug/ml RNasa A].
Luego, se adicionaron 250 pl de la solucion de lisis celular (0,2 M NaOH; 1% SDS) y
se mezclo por inversion 4 veces. Se agregaron 10 pl de la solucion de proteasa
alcalina y se mezcld6 nuevamente por inversion 4 veces, se incubé 5 min a
temperatura ambiente y se neutralizé con 350 pl de la solucién de neutralizacion
(4,09 M hidrocloluro de guanidinio; 0,759 M acetato de potasio; 2,12 M acido acético
glacial; pH 4,2) mezclandose nuevamente 4 veces por inversion. Seguido, se
centrifugd por 10 min a velocidad maxima. El sobrenadante clarificado se transfirio a
una columna y se centrifugd durante 1 min a maxima velocidad. Se realizaron 2
lavados, uno con 750 pl y el otro con 250 pl de la solucion de lavado [60% etanol; 60
mM acetato de potasio; 8,3 mM Tris-HCI (pH 7,5); 0,04 mM EDTA] y el ADN se eluyo
con 100 pl de agua libre de nucleasas. EI ADN plasmidico se almaceno6 a -20°C
hasta su uso.

3.11.2.- Preparacion de bacterias electrocompetente s

Una colonia de la cepa 187/06(22) fue inoculada en 5 ml de caldo LB e incubada en
agitacion por 18 h a 37°C. El cultivo crecido durante toda la noche se diluyé 1:200 en
25 ml de caldo LB y se incubd en agitacion a 37°C hasta alcanzar una densidad
optica de 0,6 a 600 nm (DOsggp). Una vez alcanzada la DO, el cultivo se enfrio en
hielo durante 20 min y luego se centrifugé a 4°C y 4.000 rpm durante 6 min. El
sedimento celular se resuspendio en 1 ml de agua destilada estéril fria. Se realizaron

2 lavados mas con agua fria y 2 lavados con glicerol al 10% frio.
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Una vez obtenidas las bacterias 187/06(22) transformadas con el plasmido
pKM201, una colonia de la cepa 187/06(22) (pKM201) fue inoculada en 5 ml de
caldo LB suplementado con 100 pg/ml Amp e incubada en agitacion por 18 h a 30°C.
El cultivo crecido durante toda la noche se diluyé 1:200 en 25 ml de caldo LB
suplementado con 100 pg/ml Amp, y se incubd en agitacion a 30°C hasta alcanzar
una DOgy de 0,6. Cuando el cultivo alcanzé aproximadamente 2 x 10® células, se
enfrié en hielo durante 20 min y luego se centrifugd a 4°C y 4.000 rpm durante 6 min.
El sedimento celular se resuspendid6 en 1 ml de agua destilada estéril fria. Se
realizaron 2 lavados mas con agua fria y 2 lavados con glicerol al 10% frio. Las
bacterias electrocompetentes se utilizaron el mismo dia en el que fueron preparadas.
3.11.3.- Electroporacion
Para la transformacion, se mezclaron 50 pul de bacterias electrocompetentes frescas,
con 1, 2 6 3 pl del producto de PCR (0,5-1 pug ADN) o ADN plasmidico (0,5 pg), en
una cuveta de electroporacién de 0,2 cm Gene Pulser”/E. coli Pulser™ (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.). El equipo generador del pulso eléctrico
GenePulser Il (Bio-Rad Laboratories) fue calibrado en 25 pF capacitancia; 2,5 kV; y
200 Q resistancia. Se aplicé un pulso, e inmediatamente se adicioné 1 ml de caldo
SOC. Luego de la electroporacion, la suspension bacteriana fue recuperada a 37°C
0 30°C (segun correspondiera la cepa) por 2 h y se sembraron alicuotas apropiadas
en medio selectivo (LB-agar suplementado con el antibidtico apropiado). Las placas

se incubaron durante 24-48 h.
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3.12.- Construccion de una cepa mutante delecionada  en IpfAoi13

3.12.1.- Purificacion de fragmentos de ADN

Los fragmentos de ADN se escindieron del gel de agarosa de bajo punto de fusion y
se mezclaron con 3 volimenes de buffer de solubilizacion L3 (isotiocianato de
guanidinio). La agarosa se fundio a 50°C durante 15 min. El proceso de purificacion
se realizd por centrifugacion, utilizando columnas de afinidad PureLink™ Quick Gel
Extraction Kit (Invitrogen, Lohne, Alemania), los reactivos y las condiciones
descriptas por su fabricante.

3.12.2.- Construccion de la mutante  IpfA

Para generar una mutante delecionada en IpfAoi13 de la cepa 187/06(22), el gen
IpfAo113 fue reemplazado con un gen de resistencia a Km utilizando el sistema de
recombinacién lambda red (Datsenko y Wanner, 2000). Se sintetizaron cebadores
largos para introducir la mutacion siendo: IpfAKO-F (5"-ATA AGT CGA TGA TTC
ATG GTA AAG GAT ATA TTA TAT CAA TGT GTA GGC TGG AGC TGC TTC-3) y
IpfAKO-R (5"-CTG GCC AAA GCC AAC TGA ATA AAA AGG CCC TTG ATA AAT
TCA TAT GAA TAT CCT CCT TAG-3"). Cada cebador incluye 20 pb de secuencia
homologa al plasmido utilizado como ADN templado, pKD4, y 40 pb de secuencia
homologa a las regiones flanqueantes del gen IpfAo113. El gen de resistencia a Km
se amplificé a partir del ADN plasmidico pKD4 por PCR, utilizando los cebadores
descriptos anteriormente. La mezcla de reaccion se realizé en un volumen final de
50 ul, conteniendo 2 pl de ADN plasmidico como templado, 10 mM Tris-HCI (pH 8,8);
50 mM KCI; 0,8% Nonidet P40 (v/v); 0,75 mM MgCl,; dNTP 0,1 mM cada uno
(Invitrogen, Brasil); 0,05 uM de cada cebador; 1 U de Tag ADN polimerasa

recombinante (Fermentas) y 0,1 U de Pfx ADN polimerasa (Invitrogen, Brasil). Las
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condiciones de amplificacion fueron 94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos a 94°C por
1 min, 60°C por 1 min y 72°C por 2 min. La extension final fue a 72°C por 10 min. El
producto de PCR se corri6 en un gel de agarosa al 2% y la banda de
aproximadamente 1600 pb se escindié del gel y purific6 como se describid
anteriormente (ver purificacion de fragmentos de ADN, seccion 3.12.1). El producto
de PCR purificado y previamente cuantificado utilizando el fluorémetro Qubit™
(Invitrogen, Carsldbad, CA, EE.UU.), se electroporé en la cepa 187/06(22), la cual
fue previamente transformada con el plasmido pKM201. Las colonias resistentes a
Km fueron chequeadas por PCR para observar el reemplazo del gen IpfAoi13 por el
marcador de resistencia a este antibiético. Las mutantes 187/06(22)AlpfAo113 fueron
complementadas en trans gracias a la introduccion del operron completo de Ipfoi13 a

través del plasmido pWSK:|pf.

3.13.- Extraccion de proteinas por calor

Las cepas bacterianas fueron crecidas en diferentes caldos: LB, LB sin hierro
[dipiridil 200 uM (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EE.UU.)], DMEM; DMEM sin
hierro; y temperaturas (30°C y 37°C). Para la extraccion de proteinas propiamente
dicha, el cultivo bacteriano se estandarizé en una concentracién de 4 x 10°% se
centrifugd a 3.000 xg por 10 min; se descarto el sobrenadante y el concentrado
bacteriano se resuspendido en 160 pl de PBS; el homogenato se calentdé a 60°C
durante 30 min y se centrifugd nuevamente a 3.000 xg por 10 min. Luego, el
sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo y se adicionaron 40 ul de buffer de
siembra 5X [60 mM Tris (pH 6,8); 2% SDS; 10% glicerol; 5% 2-mercaptoetanol;

0,01% azul de bromofenol]. Las proteinas se calentaron a 70°C durante 10 min
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previo a ser colocadas en el gel para desnaturalizarlas y mantener reducidos los

puentes disulfuro.

3.14.- Electroforesis en gel de poliacrilamida desn  aturalizante

Las proteinas extraidas por calor (15 pl), fueron separadas en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes. El gel separador fue preparado con poliacrilamida
al 10%, y el gel concentrador con poliacrilamida al 4%. La corrida electroforética se
realizé a 150 v/icm durante 60 min (Bio-Rad Laboratories). Los geles fueron tefiidos
mediante tincidn rapida con una solucidn de azul brillante de Coomassie (0,25% azul
brillante de Coomassie; 40% metanol; 10% &cido acético glacial) durante 1 min a
maxima potencia en microondas, y clarificados con una solucion de destefiido (40%
metanol, 10% &cido acético glacial) hasta observar el patron electroforético de las
proteinas. Se utiliz6 el marcador de peso molecular Prestained Protein Marker,
Broad Range (New England BioLabs, MA, EE.UU.).

3.15.- Secuenciacion proteica

Luego de realizar la corrida electroforética en gel de poliacrilamida desnaturalizante
al 10%, 3 bandas de aproximadamente 17 kDa, 44 kDa y 60 kDa, fueron
identificadas mediante espectrometria de masa utilizando un analizador 4800 MALDI
TOF/TOF Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Para
ello, se limpiaron 3 tubos plasticos con metanol, se escindieron las bandas proteicas
de interés del gel de poliacrilamida utilizando una hoja de afeitar estéril para cada
banda y se colocaron en 200 ul de agua estéril calidad biologia molecular en cada
uno de los tubos plasticos, para luego ser entregados al servicio de espectrometria

de masa (Mass Spectrometry Core Lab, UTMB, Galveston, TX, EEUU).
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4. RESULTADOS

4.1.- Caracterizacion fenotipica y genotipica de la s cepas

Los serotipos, la fuente de aislamiento, los genotipos de la toxina Shiga y otros
marcadores de virulencia de las cepas se muestran en la Tabla 3. Como criterio de
inclusion elegido, todas las cepas fueron intimina-negativas y fermentaron el D-
sorbitol (Anexo 1). Entre las cepas estudiadas, se identificaron 37 serotipos
diferentes (O y H), que comprendieron 27 serogrupos O y 18 antigenos H. Sesenta y
dos cepas fueron O no-tipificables (ONT) y 11 cepas O-rugoso (OR), 191 cepas
fueron tipificables para el antigeno flagelar y 9 fueron no-modviles. Es importante
sefalar que 13 serotipos fueron comunes a cepas aisladas de ambos origenes, sin
embargo, algunos fueron especie especificos. Los serotipos comunes mas
prevalentes fueron: O113:H21 (12 cepas), O174:H21 (10 cepas), O130:H11 (9
cepas), O8:H19 (6 cepas), O15:H27 (4 cepas), O91:H21 (4 cepas) y O163:H19 (4
cepas).

Diferentes genotipos stx se observaron entre las cepas aisladas de ganado y
las aisladas de humanos. Comparativamente, los genes stx,, stxi/stx, y stx; fueron
detectados en el 64%; 26,8% y 9,2% de las cepas aisladas de ganado; y en el 83%;
10,6% y el 6,4% de las cepas de origen humano, respectivamente.

Por PFGE fue posible subtipificar 186 aislamientos (14 se lisaron), generando
143 patrones moleculares diferentes (Anexo 1), con un 63,90% de similitud,

determinando asi una gran variedad de cepas.
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Origen N° cepas positivas para los genes

Serotipo

Bovino Humano Genotipo stx (N° cepas) saa ehxA |IpfAci1z  itha astA subAB cdt-V fimA
02:H25 1 StXaq (1) 1 1 1 1
O5:HNM 12 Stxa (1) 1 1 1 1 1
O7:HNM 2 Stx1a (2) 2 2
O7:H21 3 StX1a/StX2a (1), StXza (1), Stxac (vhea) (1) 2 2 3 3 2 2 3
0O8:H16 3 1° StX1a/StX2a (2), StX2a (1), StX1a/StXaq (1) 4 4 4 4 1 4
08:H19 3 3° StXad (4), StX1a/Stxza (1), Stxadz (1) 3 6 6 2 1 1 6
015:H27 2 2Pe StXadz (3), StXe/Stxadz (1) 4 4 4
020:H19 1° StXzdz (1) 1 1 1
022:H8 2 StXad2 (2) 2 2 2
022:H16 3 StX2d1 (1), StX2d1/StX2d2 (1), StX2b-0x3a (l) 3 3 3
039:H49 1 StXza (1) 1 1 1 1 1 1
046:H38 2 StX1a/StXaa (2) 2 2 2 2 2
058:H40 1° Stx1a (1) 1 1
059:H19 4° StXza (4) 4 4 4
O74:H12 1 Stxia (1) 1 1
O74:H28 1 Stxzd2 (1) 1 1 1 1 1 1
074:H42 1 StX1a/StXod/StXod2 (1) 1 1 1 1 1
079:H19 2 StX1a/StX2d2 (2) 2 2 2 2 2 2
O79:H28 1 Stxad2 (1) 1 1 1 1 1
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Origen N° cepas positivas para los genes

Serotipo

Bovino Humano Genotipo stx (N° cepas) saa ehxA |IpfAci1z  itha astA subAB cdt-V fimA
082:H8 1 StX1a/StX2a (1) 1 1 1 1 1
091:H16 1 StXzq (1) 1 1 1
091:H21 1 3¢ StX1a/StX2a/StX242 (1), StX2a (1), StXad2 (1), StXad/StX2d2 (1) 4 4 4 4 4 4 4
0113:H21 9 3°c StX2a (4), Stxzd (3), StX1a/StX2d/StXad2 (2), StX1a/StXad2 (1) StXad/StXadz (1), StXad2 (1) 11 11 12 12 2 11 6 12
0116:H21 5 StXad (2), StXaa/StXad (2), StX1a/StXod/StX2d2 (1) 5 5 5 5 5 3 5
0124:H19 1 StX1a/StX2a (1) 1 1 1 1
0130:H11 7 20d StX1a/StXad2 (4), StX1a (3) StX1a/StXag (1), StXia/StX2a (1) 8 8 9 8 8 9
0136:H12 7 Stx1a (7) 7 7
0141:H49 3 StXaq (2), StXza (1) 3 3 3 3 1 3
0143:HNM 1° StXzq (1) 1 1 1
0163:H19 3 1° Stxza (2), Stxzq (2) 4 4 4 4 4 4 4
0171:H2 2° StXacwh-a) (1), StXadz (1) 2 2 2
0174:H8 1° StXap-oxza (1) 1 1
0174:H21 1 9°%%  stxag (10) 1 1 10 10 4 10
0174:H28 1 2° StXzd (2), StX1a/Stxad (1) 3 3 3 3 3 1 3
0174:HNM 1° StX1c/StXap-0118 (1) 1 1 1 1 1
0178:H19 18 StX1a/StX2a (7), StX1a/StX2d (4), StXocwh-a) (4), StXad2 (2), StXad/StXad2 (1) 12 12 18 18 5 3 18
0179:H8 3 Stxaq (3) 3 3 3 3 3 3

ONT:H2 21 StXacwh-a) (6), StXad2 (5), StX2d1/StXadz (5), Stxad/StXzd1 (2), StXia (1), Stxadr (1), 2NT (1) 21 21 21
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Origen N° cepas positivas para los genes

Serotipo

Bovino Humano Genotipo stx (N° cepas) saa ehxA |IpfAois  tha astA subAB cdt-V fimA
ONT:H4 2° StX2a (2) 1 2 1
ONT:H7 8 1° StXad2 (7), StXad1 (1), StX1a/StX2a (1) 1 1 9 7 1 9
ONT:H14 1 Stxzd2 (1) 1 1 1
ONT:H19 7 1° StXaa/StXzdz (5), StXza (1), StXadz (1), StXzcwh-by (1) 8 8 8 7 8 8
ONT:H21 6 StX1a/StX2a (3), StXad (2), StXadz (1) 5 6 6 5 6
ONT:H25 1 StX2a (1) 1 1 1 1 1 1 1
ONT:H28 2 StXzq (2) 2 2 1 2
ONT:H46 6 1° StXzq (5), StXzdz (1), StXza/StXadz (1) 7 7 7 6 7 1 7
ONT:H49 12 StX1a/StX2g (1) 1 1 1 1 1 1
ONT:HNM 1 3ne StXza (3), Stx1a (1) 4 3 1 3
OR:H2 10 StXacwh-a) (5), StXad1 (1), Stxadz (1), StX1a/StXza (1), StXad1/StXaqa (1), 2NT (1) 1 1 10 9 10
OR:H19 1 StxX1a/StXza (1) 1 1 1 1 1
Total 153 47 100 107 199 172 20 70 26 187
(% cepas)  (76,5) (23,5) (50,0) (53,5) (99,5) (86,0) (10,0) (35,0) (13,0) (93,5

Tabla 3. Serotipos, origen, genotipo de toxina Shiga y otros marcadores de virulencia de las cepas E. coli estudiadas.
aDS. PSUH. °D. “Asintomaticos. OR:O-rugoso, HNM:no movil, NT:no tipificable.

Los genotipos de toxina Shiga se encuentran denominados de acuerdo al consenso de nomenclatura del VTEC 2009.

StX1a (antiguamente denominada stxiony); stxza (antiguamente denominada StxXaeny); Stxzcwha) (@Ntiguamente denominada stXayh.a); Stxzcwhb) (@Ntiguamente denominada

StXayh-b); Stxzb-o118 (@Ntiguamente denominada StXzg.ount); StXab-oxza (@Ntiguamente denominada StXyg.oxsa); StXad (StXzony activable); stxaar (StXayn-a activable); stxadz (StXzunp

activable).
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4.2.- Marcadores de virulencia

La distribucion de los genes que codifican para las adhesinas putativas y factores de
virulencia adicionales, se muestra en la Figura 6. Los genes mas comunes, entre
todas las cepas estudiadas, fueron los codificados por IpfAoi1z (199/200; 99,5%) vy
fimA (187/200; 93,5%). Cabe destacar que la Unica cepa IpfAoi13-negativa fue
aislada de un caso de SUH perteneciente al serotipo ONT:H4. La regién promotora
del gen fimA estuvo presente en 142/153 (92,8%) cepas bovinas y en 45/47 (95,7%)
cepas humanas; mientras que el gen iha estuvo presente en 130/153 (85%) y en
42/47 (89,4%), respectivamente (Figura 6). De las 187 cepas fimA-positivas, 175
(93,6%) expresaron la fimbria de tipo 1 por el ensayo de aglutinacion con levaduras,
mientras que 12 no la expresaron a pesar de los sucesivos pasajes en caldo LB para
estimular la expresion. También hubo una asocoacién entre el fenotipo y los
productos obtenidos mediante PCR-RFLP para determinar el estado de orientacion
de fimA, ya que las cepas que daban aglutinacion positiva poseian el patron de
restriccion caracteristico de fimA encendido, dando bandas de 442 pb y 112 pb. Las
cepas fimA-negativas, aisladas de ambos origenes, pertenecieron a los serotipos
0136:H12 (7 cepas), O7:HNM (2 cepas), O74:H12 (1 cepa), y tres cepas fueron no
tipificables. Las cepas iha-negativas pertenecieron a los serotipos O136:H12 (7
cepas), O8:H19 (4 cepas), O7:HNM (2 cepas), O58:H40, O74:H12, O91:H16,
0124:H19, O130:H11, O174:H8 (una cepa de cada uno), y nueve cepas fueron no
tipificables. Curiosamente, todas las cepas fimA-negativas también fueron iha-

negativas, a excepcion de las dos cepas del serotipo ONT: H4 (Tabla 3).
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Figura 6. Distribucion de los marcadores genéticos de virulen cia en las cepas
STEC de origen bovino y humano. Las cepas bovinas estan respresentadas en
color azul y las cepas humanas en color rojo.

El gen ehxA estuvo presente en 107 (53,5%) de las 200 cepas estudiadas,
independientemente del origen. De las 107 cepas ehxA-positivas, 100 fueron
también saa-positivas. El gen ehxA estuvo presente en 87/153 (56,9%) cepas de
ganado y en 20/47 (42,5%) cepas STEC humanas. Ademas, el gen saa fue
detectado en 81/153 (52,9%) y 19/47 (40,4%), respectivamente (Figura 6). Ninguna
cepa ehxA-negativa fue positiva para el gen saa. Todas las cepas fueron toxB y
efal-negativas. Este hallazgo es coincidente con estudios previos que asocian con
mayor frecuencia estos genes a cepas intimina-positivas (Toma y col., 2004,
Cergole-Novella y col., 2007).

La presencia de secuencias génicas relacionadas con subAB, cdt-V y astA, se
confirmé en 70/200 (35%), 26/200 (13%) y 20/200 (10%) de las cepas,

respectivamente. No se observo diferencia estadisticamente significativa en la
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frecuencia de subAB, cdt-V y astA, entre las cepas aisladas de ganado bovino y las
cepas humanas. El gen subAB estuvo presente en 55/153 (35,9%) cepas bovinas y
en 15/47 (31,9%) cepas humanas; cdt-V en 18/153 (11,8%) y en 8/47 (17%); y astA
en 15/153 (9,8 %) y en 5/47 (10,6%), respectivamente (Figura 6). Las cepas subAB-
positivas pertenecieron a varios serotipos, pero los mas frecuentes fueron O113:H21
(10 cepas), O130:H11 (6 cepas), O116:H21 (5 cepas), O178:H19 (5 cepas) y
091:H21 (4 cepas). Los serotipos mas frecuentes de las cepas cdt-V-positivas
fueron O113:H21 (6 cepas), 091:H21 (4 cepas) y 0163:H19 (4 cepas). Todas las
cepas cdt-V-positivas fueron subAB-positivas, pero no todas las cepas subAB-
positivas fueron cdt-V-positivas. Las cepas astA-positivas pertenecieron a los
serotipos O136:H12 (7 cepas), O174:H21 (4 cepas), O7:HNM (2 cepas), 0113:H21
(2 cepas), O2:H25 (1 cepa), O74:H12 (1 cepa), y 3 cepas fueron no tipificables
(Tabla 3).

4.2.1.- Variantes de IpfA

Una vez finalizada la caracterizacion genotipica de los marcadores de virulencia de
las 200 cepas estudiadas, Torres y col. (2009) identificaron algunos polimorfismos en
la secuencia nucleotidica de los genes IpfAl y IpfA2, lo que le permitio clasificar la
subunidad principal en distintas variantes.

Utilizando la clasificacion experimental descripta por Torres y col. (2009), se
encontr6 que de todas las cepas IpfAoiis-positivas, la variante IpfA2-1 fue la mas
prevalente. Como se muestra en el Anexo 1 la variante IpfA2-1 estuvo presente en
198/199 cepas IpfAoi13-positivas (99,5%), mientras que la variante IpfA2-3 estuvo
presente en una cepa. La frecuencia de IpfAl-2 fue del 46% (92/200) y

aparentemente este gen se haya asociado a IpfA2-1, ya que siempre se los encontré
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juntos. En ninguna de las cepas estudiadas se encontraron las variantes IpfAl-1,
IpfAl-3, IpfAl-4, IpfAl-5, ni IpfA2-2.

La unica cepa STEC IpfA-negativa identificada en este estudio fue aislada de
un caso de SUH, pertenecio al serotipo ONT:H4, y el Gnico factor de adherencia
detectado fue el gen iha.

No se pudo establecer ninguna asociacion estadisticamente significativa entre
la presencia de alguna variante particular de IpfA y la severidad de la enfermedad.
Sin embargo, se observo que la mayoria de los serotipos mantienen la misma
combinacion de variantes de Ipf, independientemente del origen de las cepas. Tales
resultados se ven reflejados por ejemplo en el serogrupo 022, en el que se
encuentran dos cepas del serotipo O22:H8 que portan las variantes IpfAl1-2 y IpfA2-
1, mientras que las tres cepas del serotipo 022:H16 sélo poseen la variante IpfA2-1.
Resultados similares pueden observarse en el serogrupo 0174, donde todas las
cepas 0174:H21 poseen las variantes IpfAl-2 y IpfA2-1, mientras que los otros
serotipos de 0174 (0O174:H8, O174:H28 y O174:NM) sélo portan el gen IpfA2-1

(Anexo 1).

4.3.- Comparacion del perfil de virulencia de las ¢ epas estudiadas

Se observaron distintos perfiles de virulencia entre las cepas STEC LEE-negativas
analizadas, encontrandose diferencias entre las cepas bovinas y las cepas humanas
(Tabla 4). Se identificaron once perfiles de virulencia diferentes entre las 153 cepas
bovinas, siendo la combinacion de IpfAoi13/ iha/ fimA la mas frecuente (49/153,
32%), seguido por IpfAo113/ iha/ saa/ ehxA/ subAB/ fimA (32/153, 21%) y IpfAo113/

iha/ saa/ ehxA/ fimA (29/153, 19%). Entre las 47 cepas STEC LEE-negativas de
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origen humano, también fueron reconocidos 11 perfiles de virulencia diferentes. El
perfil identificado con mayor frecuencia fue idéntico al mas prevalente detectado
entre las cepas bovinas IpfAo113/ tha/ fimA (19/47; 40,4%). El segundo perfil mas
frecuente observado fue IpfAo113/ iha/ saa/ ehxA/ subAB/ cdt-V/ fimA, encontrandose

en ocho cepas de las 47 (17,2%).

N° de cepas (%)

Perfil de virulencia Valor p
Humanas Bovinas

IpfAc1s/ ihal fimA 19 (40,4) 49 (32) NS
IpfAc113/ iha/ saa/ ehxA/ subA/ fimA 6 (12,8) 32 (21) NS
IpfAo113/ iha/ saal ehxA/ fimA 3(6,4) 29 (19) <0.05
IpfAo113/ iha/ saal ehxAl subA/ cdt-V/ fimA 8 (17,2) 17 (11) NS
IpfAo113/ astA 0(0) 11 (7,2) <0.05
IpfAo113/ ehxA/ fimA 1(2,1) 5 (3,5) NS
IpfAc11s/ fimA 2 (4,3) 4 (2,6) NS
IpfAc11s/ iha/ astA/ fimA 4 (8,5) 2 (1,3) <0.05
IpfAo113/ saal ehxA/ fimA 1(2,1) 2(1,3) NS
IpfAo113/ iha/ saal ehxAl subA/ cdt-V/ astA/ fimA 0 (0) 1 (0,6) NS
IpfAo113/ ehxA/l astA/ fimA 0 (0) 1(0,6) NS
IpfAo113/ iha/ astA 1(2,1) 0(0) NS
IpfAc113/ saa/ ehxA/ subA/ fimA 1(2,1) 0(0) NS
iha 1(2,2) 0(0) NS
Total 47 153

Tabla 4. Comparacion de los perfiles de virulencia identificados en cepas STEC LEE-negativas

aisladas de bovinos y casos de infeccion humana. NS, no significativo (p>0,05).

La asociacion entre el perfil de virulencia, la infeccion humana, y los serotipos

de STEC se muestra en la Tabla 5. De los once perfiles identificados en las cepas
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humanas, nueve se asociaron a SUH. El perfil més frecuente, IpfAo113/ iha/ fimA, fue
identificado en cepas de diferentes serotipos aislados de nueve casos de SUH, ocho
casos de D y dos contactos asintomaticos. De los casos de SUH, dos pacientes
fallecieron durante la fase aguda de la enfermedad y las cepas pertenecieron a los
serotipos 0143:HNM y ONT:HNM. Ademas, otros dos pacientes con SUH fallecieron
y las cepas aisladas portaron los genes IpfAo113/ iha/ saa/ ehxA/ subAB/ cdt-V/ fimA'y

pertenecieron a los serotipos 0113:H21 y O174:H28.



Perfil

Infeccibn humanana

(N° de casos)

Serotipo (N° d e cepas)

IpfAci13/ iha/ fimA

IpfAo113/ ihal saal ehxA/l subA/ fimA

IpfAo113/ ihal saal ehxA/ fimA

IpfAo113/ ihal saal ehxA/ subA/ cdt-V/ fimA

IpfAo113/ ehxA/ fimA
IpfAo113/ fIMA

IpfAo113/ ihal astA/ fimA
IpfAo113/ saal ehxA/ fimA
IpfAo113/ ihal astA

IpfAo113/ saal ehxA/ subA/ fimA
iha

SUH (9)

D (8)

A(2)

SUH (1)

D (2)

DS (1)
A(2)

SUH (1)

D (1)

A1)

SUH (3)

D (4)

DS (1)
SUH (1)
D(1),A(1)
SUH (1), D (1), A (2)
SUH (1)
SUH (1)
A1)

SUH (1)

015:H27 (1), 020:H19 (1), 059:H19 (4), 0143:NM (1)*, ONT:NM (2)*
015:H27 (1), 0171:H2 (2), 0174:H21 (3), ONT:H7 (1), ONT:NM (1)
0174:H21 (2)

0174:H28 (1)

0113:H21 (1), 0130:H11 (1)

ONT:H49 (1)

ONT:H46 (1), 0130:H11 (1)

08:H16 (1)

0174:NM (1)

O5:NM (1)

0113:H21(2)*, 0174:H28 (1)*

091:H21 (2), 08:H19 (1), 0163:H19 (1)

091:H21 (1)

08:H19 (1)

O58:H40 (1), 0174:H8 (1)

0174:H21 (4)

08:H19 (1)

ONT:H4 (1)

ONT:H19 (1)

ONT:H4 (1)

Tabla 5. Asociacién entre perfil de virulencia, infeccién humana y serotipos de STEC. *Pacientes fallecidos.
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4.4.- Adherencia bacteriana in vitro

Las cepas STEC que carecen de la isla de patogenicidad LEE son comunmente
aisladas de reservorio animal, casos esporadicos de diarrea, y recientemente fueron
asociadas a brotes de enfermedades transmitidas por alimentos. Sin embargo, poco
se conoce sobre los mecanismos por los cuales este grupo de patdgenos se adhiere
y coloniza el intestino causando enfermedad.

4.4.1.- Ensayos cualitativos de adherencia in vitro

Una vez determinados los factores de virulencia de las 200 cepas estudiadas, se
eligieron aquellas que presentaban perfiles de adhesinas Unicos y se compararon los
fenotipos de adherencia a través de ensayos in vitro con células HEp-2. Del total de
cepas STEC LEE-negativas, s6lo se encontraron cepas IpfAo113-positivas (variante
IpfA2-1) de origen bovino y una cepa iha-positiva de origen humano (SUH). A modo
comparativo, también se selecciond una cepa de origen humano (SUH) positiva para
los genes iha y IpfAo113 (variante IpfA2-3). Las cepas IpfAo113-positivas pertenecieron
a los serotipos 0136:H12, O7:H[12], y ONT:HNM; la cepa iha-positiva al serotipo

ONT:H4; y la cepa combinada al serotipo O143:H[4] (Tabla 6).

Factores de virulencia

Origen Serotipo stx  Positivo Negativo

Bovino 0136:H12 stx; IpfA2-1/astA  saa, efal, toxB, subAB, cdt-V, fimA
Bovino O7:H[12] stx; IpfA2-1/astA  saa, efal, toxB, subAB, cdt-V, fimA
Bovino ONT:HNM stx; IpfA2-1/astA  saa, efal, toxB, subAB, cdt-V, fimA
Humano ONT:H4 stx; iha saa, efal, toxB, astA, IpfAl, IpfA2, subAB, cdt-V, fimA

Humano O143:H[4] stx, iha/lpfA2-3 saa, efal, toxB, astA, subAB, cdt-V

Tabla 6. Cepas seleccionadas para el estudio de adherencia bacteriana in vitro. Los genes IpfAo113 S€
encuentran identificados con sus respectivas variantes.
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Como puede observarse en la Figura 7, las cepas IpfAo113-positivas O136:H12
y O7:H[12] mostraron un patron de adherencia parcialmente localizado sobre la
superficie celular denominado LAL por sus siglas en inglés localized adherence like,
mientras que la cepa ONT:HNM mostr6é una adherencia difusa. La cepa iha-positiva
mostré un patron de adherencia tipico de las cepas EAEC, pudiéndose observar la
disposicién en empalizada de las bacterias alrededor de las células. En cambio, la
cepa combinada (O143:H[4]) mostré un patron de adherencia difuso sobre la

superficie celular.

07:H[12]

Figura 7. Ensayo cualitativo de adherencia bacteria  na in vitro a células HEp-2. Las
cepas O7:H[12], O136:H12, ONT:HNM son IpfAq;13-positivas (variante IpfA2-1); la cepa
ONT:H4 es iha-positiva y la cepa 0143:H[4] es iha/lpfAo113-positiva (variante IpfA2-3). Se

utilizé la cepa K12 como control negativo.
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4.5.- Secuenciacion del gen IpfAo113

Luego se secuencidé el gen IpfAo;;3 de la cepa 187/06(22) (0O136:H12),
observandose 98% de similitud con el gen IpfAoi13 de la cepa EH41 (O113:H21)
descripta en el trabajado de Doughty y col. (2002) (Figura 8). Por lo tanto se
utilizaron los mismos criterios y secuencias de los cebadores descriptos en el trabajo
mencionado anteriormente para construir la cepa mutada en IpfA. La mayoria de las
diferencias nucleotidicas se produjeron al comienzo y finalizacion de la secuencia,
pudiendo especular que se deben a errores en el proceso de secuenciacion, ya que

ademas coinciden con la secuencia de los cebadores.
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Figura 8. Alineamiento nucleotidico de IpfAo113 de la cepa EH41 (N° accceso al
banco de genes AY057066) y la cepa 187/06(22) secue nciada en el presente
trabajo. EIl alineamiento se realiz6 con el programa ClustalX2 (version 2.0.12), y el
namero de nucleétido se encuentra sefialado a la derecha. Los gaps se indican con
una linea, y los nucledtidos conservados con un asterisco. Los nucleotidos variables
se encuentran resaltados y estan marcados con un punto. Los cebadores utilizados

para la secuenciacion se encuentran subrayados.

4.5.1.- Construccion de la cepa mutada en  IpfAoi1s

Utilizando el sistema de recombinacién lambda red y el protocolo descripto
en Materiales y Métodos (ver seccidon 3.12) se construyé una cepa mutada
para el gen IpfAo113. Las cepas recombinantes capaces de crecer en LB-
agar suplementado con 50 pg/ml de Km y sensibles a Amp, fueron
corroboradas mediante PCR, utilizando los cebadores IpfA-F y IpfA-R, para
observar la pérdida del gen IpfAo113, Ya que los cebadores utilizados para
generar la mutante tenian 40 pb de secuencia homéloga a las regiones
flanqueantes del gen IpfAoi13, obteniendo de esa manera una cepa
delecionada en IpfAo113 (Figura 9).
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«— 600 bp

573bp 573bp 573bp

Figura 9. PCR de punto final para la deteccion del  gen IpfAo113. Calle 1:
mezcla de reaccién sin ADN templado (control de sistema). Calle 2: cepa
187/06(22) silvestre. Calle 3: cepa 187/06(22)AlpfAc113 (PWSK:Ipf). Calle 4:
cepa 187/06(22)AlpfAp115. Calle 5: cepa EH41 (control positivo). Calle 6:
cepa EH41AlpfAoi13. Calle 7: Marcador de peso molecular 100 pb

(Cienmarker).

4.6.- Contribucion de Lpf a la adherenciadelacep a STEC O136:H12

A partir de los resultados anteriormente citados, se desafiaron las cepas 187/06(22)
silvestre, 187/06(22)AlpfAo113 Y 187/06(22)AlpfAo113 (PSWK:Ipf) sobre distintas lineas
celulares para observar si este gen estaba involucrado en la adherencia o invasion
de las cepas in vitro.

Tal como puede observarse en la Figura 10, el agregado de manosa al medio
inhibié la adherencia de las cepas a la linea celular T84. En estudios previos se
observé que las cepas delecionadas para el elemento invertible fimA son incapaces
de expresar la fimbria de tipo 1 capaz de unir manosa y sus derivados. Sin embargo,
las cepas estudiadas en el presente trabajo contienen un locus Ipf que comparte

cierta homologia con la fimbria de tipo 1. Por lo tanto, estos resultados coinciden con
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las observaciones realizadas por Farfan y col. (2011) quienes indicaron que la
manosa disminuye el pegado de Lpf a las proteinas de matriz extracelular. Debido a
este resultado, los ensayos de adherencia subsiguientes se realizaron en ausencia

de manosa para no inhibir la actividad de Lpf.

100,80
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53,6
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0,0 -

Figura 10. Ensayo de adherencia bacteriana in vitro a T84, en presencia
(barras rojas) o ausencia (barras verdes) de manosa al 0,5%. Porcentaje de
adherencia de las cepas 187/06(22) silvestre, mutante para IpfAciz VY

complementada, utilizando como control positivo la cepa EH41.

Los ensayos de adherencia bacteriana in vitro reflejaron que la adherencia de
las cepas es dependiente del tipo de linea celular utilizada, como puede observarse
en la Figura 11. En la grafica se ve reflejado que la cepa 187/06(22) y sus derivadas,

presentan una elevada adherencia a la linea celular T84, lo que estaria sugiriendo
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gue ademas de adherirse, las bacterias se estarian multiplicando durante el periodo
de incubacién de 3 h, ya que el nimero de microorganismos recuperados fue
superior al de infeccion. En base a esta observacion, se realizO un ensayo de
cinética de adherencia por parte de las bacterias a la linea celular T84 y un ensayo

de invasion para confirmar si las bacterias eran internalizadas y se multiplicaban en

el interior celular.
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Figura 11. Grafico comparativo de los ensayos de adherencia ba  cteriana in

vitro a las lineas celulares Caco-2, HEp-2 y T84. El porcentaje de adherencia se

expres6 como el numero de UFC/ml de bacterias recuperadas, dividido el numero

de UFC/ml inicial, todo multiplicado por 100 (promedio + desviacion estandar).

El ensayo de cinética de adherencia a T84 se realiz6 siguiendo el protocolo
descripto en la seccidn ensayo cuantitativo de adherencia (ver Materiales y Métodos,

seccién 3.8.2), utilizando los tiempos de infeccién: 30 min, 1, 2, y 4 h. En la Figura 12

se presentan los resultados obtenidos del experimento, donde queda demostrada
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una cinética de adherencia rapida a esta linea celular, ya que a los 30 min puede
observarse una alta tasa de recuperacion bacteriana y a las 4 h practicamente el
porcentaje de adherencia duplica al nimero de infeccion. Estos resultados ratifican

la alta afinidad de la cepa 187/06(22) y sus derivadas a la linea celular de carcinoma

de colon.
250 -
- 199.0 1037
< 200 -
o
(]
o
150 123,3
=
v 75,7 8.0 }
3 100 757 _.
m
5 31 5 419
S 504 222 267 257 20,7
Clam Il i
D Q T T T T T T T T 1
. O R
& &‘ &
SN S N SRRSO SR PO SN
187/06(22) 187/06(22)AlpfAciz  187/06(22)AlpfAcss3 (PWSK:Ipf)

Figura 12. Cinética de adherencia de las cepas 187/06(22) (barras verdes),
187/06(22)AlpfAo113 (barras azules) y 187/06(22)AlpfAc113 (PWSK:lIpf) (barras amarillas), a la

linea celular T84, siendo los periodos de infeccién 30 min, 1, 2, y 4 h. Este experimento fue
realizado una sola vez por cuadruplicado.

Paso siguiente, se procedid a realizar los ensayos de invasiéon in vitro. Los
experimentos reflejaron que la cepa 187/06(22) y sus derivadas no son invasivas Si
se las compara con el control positivo de invasion que es la cepa EH41 (Figura 13),
de este resultado se desprende la hipétesis que la linea celular T84 posee algun

receptor especifico para las cepas estudiadas que hace que sean hiper-adherentes.
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Figura 13. Ensayo de invasion in vitro a T84. El experimento se realiz6 por
duplicado y cuadruplicado cada vez. La cepa EH41 se utiliz6 como control positivo

de invasion.

Otro resultado que se ve reflejado en la Figura 11 es que no existe una
diferencia significativa en la reduccidn de la adherencia por parte de la cepa mutante
en IpfAo113 Si se la compara con la silvestre en las lineas celulares Caco-2 y HEp-2
(p=0,42; p=0,10). Sin embargo, existe una diferencia significativa (p<0,0002) en la
linea celular T84. En los ensayos de competencia, la media del indice de
competencia (3,27 £ 1,35) fue significativamente mayor a 1 (p=0,043), indicando que
la cepa mutante se adhiere mas que la silvestre. Este descubrimiento inesperado
sugiere que la cepa al carecer de Lpf como factor de adherencia estaria expresando
un factor adicional que le proveeria una ventaja en los ensayos de adherencia in
vitro. En un estudio recientemente publicado por Lloyd y col. (2012), se describié una
situacion similar a la mencionada anteriormente, donde una cepa O157:H7 doble

mutante IpfAl/2 (ya que E. coli O157:H7 tiene dos operones de Lpf), presenté un
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aumento en la adherencia a lineas celulares in vitro. Mediante ensayos de
microscopia electronica de transmision, se demostré la presencia de estructuras tipo
curli, que fueron confirmadas a través ensayos de expresion fenotipica de curli,
Western Blot, y PCR en tiempo real para medir la expresion de csgA.

Siguiendo este razonamiento, se determind la presencia del gen csgA en las
cepas 187/06(22), 187/06(22)AlpfAci113 ¥ 187/06(22)AlpfAci13 (PWSK:lIpf), mediante

PCR (Figura 14).

1000 pb
500 pb

100 pb

Figura 14. PCR de punto final para el gen csgA. Calle 1: cepa 187/06(22). Calle
2: 187/06(22)AlpfAp113. Calle 3: 187/06(22)AlpfAo113 (PWSK:Ipf). Calle 4: EHA41.
Calle 5: EH41AlpfAo113. Calle 6: 86-24 (O157:H7, control positivo). Calle 7: mezcla
de reaccién sin ADN templado (control de sistema). Calle 8: Marcador de peso
molecular 100 pb (Cienmarker).

Al observar que el gen se encontraba presente, se realizd el ensayo de
expresion fenotipica de curli (ver Materiales y Métodos, seccion 3.6), donde a
diferencia del caso explicado anteriormente la cepa 187/06(22) silvestre y sus
derivadas, no expresaron dicha fimbria. Como puede observarse en la Figura 15
(columna 2), la cepa O157:H7 doble mutante para IpfAl/2 cuando es sembrada en

las placas indicadoras de rojo Congo, desarrolla una coloracién rojiza consistente
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con la union del colorante por curli. Del mismo modo, puede observarse que las
cepas que no expresan dicha fimbria presentan una coloracibn mas palida, casi

blanquecina, o no producen la coloracion rojiza sélida (columnas 1, 3, 4-6).

12 3 4 5 6

=

30°C

37°C

Figura 15. Ensayo de expresién de curli. Se crecieron las cepas 1) EHEC 86-24
(0157:H7), 2) AGT210 (86-24AIpfAl/2), 3) SIL102 (AGT210AcsgA), 4) 187/08(22), 5)
187/08(22)AlpfAo113, 6) 187/08(22)AlpfAo113 (PWSK:Ipf), por 18 h. Se sembraron (6 ul)
en placas de LB-agar sin NaCl conteniendo 40 pg/ml de rojo Congo y 20 pg/ml de azul
brillante de Coomassie y se incubaron por 24 h a 30°C ¢ 37°C. La cepa AGT210
(AlpfA1/2) fue utilizada como control positivo. La diferencia de color del fondo las fotos

a 30°C 6 37°C se debe a artefactos de la toma de la foto.

En un intento por querer determinar la presencia de alguna otra adhesina no
identificada anteriormente, se incubd la cepa 187/06(22) en diferentes medios de
cultivo (LB, LB + dipiridil, DMEM, DMEM + dipiridil) a 30°C ¢ 37°C. Se realizd6 una
extraccion de proteinas por calor (ver Materiales y Métodos, seccion 3.13.1), se
corrieron en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 10% y se enviaron a
secuenciar tres bandas de aproximadamente 17 kDa, 44 kDa y 60 kDa con aparente
expresion inducida. El analisis de los resultados de espectrometria de masa no
reflej6 la secuencia de ninguna adhesina, sino que se obtuvieron secuencias
similares a una proteina periplasmica de Shigella flexneri (17 kDa), una proteina de

unién a fosfato (44 kDa) y una glutamato decarboxilasa de E. coli uropatogénica.
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5. DISCUSION

El conocimiento preciso de los factores que rigen la adherencia de STEC en los
huéspedes animales, y el eventual desarrollo de una grave enfermedad en los seres
humanos es imprescindible para lograr una intervencion eficaz tendiente a evitar la
colonizacion de este grupo bacteriano. Por otra parte, la definicion de la combinacion
de genes de virulencia y los mecanismos que hacen que una cepa STEC sea
potencialmente patogénica es fundamental para mejorar la eficacia tanto del
diagnoéstico de las infecciones en seres humanos como en la vigilancia de los
reservorios animales y la evaluacion de riesgos para la Salud Publica.

En los ultimos diez afos, el conocimiento sobre la epidemiologia de las
infecciones causadas por STEC avanz0 notablemente. A nivel mundial, entre los
afios 2000 y 2005, los casos de enfermedad humana causados por STEC no-O157
aumentaron un 60,5%, mientras que en el mismo periodo los casos causados por
STEC 0157 aumentaron so6lo un 13% (Coombes y col., 2008). En vista del nimero
creciente de informes sobre infecciones causadas por STEC no-O157 vy
puntualmente del brote en Alemania causado por una cepa STEC LEE-negativa, se
pone en evidencia la falta de informacion de este heterogéneo grupo bacteriano y
por ende la necesidad de investigar las bases moleculares para la virulencia, por lo
gue la prevalencia de adhesinas y otros marcadores de virulencia, junto a posibles

mecanismos de patogenia en este tipo de cepas deben ser estudiados.

5.1.- Prevalencia de factores de virulencia de cepa s STEC LEE-negativas
En este trabajo, se determiné la prevalencia de seis genes (incluidas sus variantes)

gue codifican para adhesinas o probables adhesinas, y tres genes que codifican
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para toxinas adicionales a las Stx, en un total de 200 cepas STEC LEE-negativas de
37 serotipos aisladas en Argentina a partir de ganado bovino y seres humanos con
infeccion gastrointestinal.

En este estudio, la prevalencia de los genes IpfAoi113 € iha fue de 99,5% y
86%, respectivamente. Resultados similares fueron descriptos por Cergole-Novella y
col. (2007), quienes encontraron IpfAoi13 (89,2%) e iha (87,6%) como las adhesinas
mas frecuentes. Toma y col. (2004) encontraron iha como la més prevalente (91%),
seguido por IpfAo113 (73%); mientras que Tatarczak y col. (2005) describieron a toxB
(70,3%) como la mas prevalente. Las principales diferencias entre los estudios
podrian deberse al subgrupo de cepas estudiadas, ya que en los trabajos
mencionados anteriormente se estudiaron en su mayoria cepas STEC LEE-
positivas; en cambio, el presente trabajo se focalizo en el estudio del grupo de las
STEC LEE-negativas. Por lo tanto, las diferencias en la frecuencia de las adhesinas
identificadas podrian depender de las cepas caracterizadas en cada estudio.

En un trabajo publicado por Torres y col. (2009) se identificaron varios
polimorfismos dentro del gen IpfA, que fueron utilizados para clasificar en variantes a
la principal subunidad de esta fimbria. En este estudio se investigo la presencia de
las variantes de IpfA tanto en las cepas aisladas de bovinos como en aquellas
aisladas de infecciones humanas, encontrandose una prevalencia de IpfAl y IpfA2
del 46% y 99,5%, respectivamente. Del total de cepas estudiadas sélo una fue IpfA-
negativa. La mayoria de las cepas port6 la variante IpfA2-1 (99%). Sin embargo, el
53% fue soélo IpfA2-1, mientras que el 46% fue positivo para la combinacion de

genes IpfAl-2 y IpfA2-1.
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Es interesante destacar que la variante mas comun identificada en las cepas
de origen bovino fue IpfA2-1 (57,5%). En cambio, en las cepas de origen humano la
combinacion de las variantes IpfAl-2 y IpfA2-1 fue la mas prevalente (57,4%). Estos
hallazgos sugieren que la variante IpfA2-1 podria estar vinculada més a aquellos
aislamientos que colonizan al ganado bovino, mientras que las cepas portadoras de
la combinacion IpfAl-2 y IpfA2-1 podrian llegar a tener la habilidad de colonizar el
intestino humano y eventualmente ocasionar enfermedad. Es evidente que se
requieren experimentos adicionales para confirmar la expresion de Lpf de estas
cepas y establecer la asociacion de determinadas variantes con enfermedad
humana. Como primera aproximacion los ensayos cualitativos de adherencia a
células HEp-2 revelaron un patron de adherencia diferente entre cepas con la
variante IpfA2-3, que presentd un fenotipo parecido al de las cepas DAEC; y cepas
IpfA2-1 que presentaron un tipo de adherencia localizado sobre las células.

De acuerdo con los resultados publicados por Torres y col. (2009) ninguna de
las cepas estudiadas presento las variantes IpfAl-3 o IpfA2-2 solas o combinadas.
Por lo tanto, el presente estudio apoya la observacion que estas variantes se
encuentran especificamente en cepas 0157:H7 y O55:H7 (su ancestro). Hasta el
presente, solo se vinculd la asociacion entre IpfA e intimina, indicando que diferentes
alelos de intimina estan relacionados con variantes de IpfA especificas (Torres y col.,
2009), lo que condujo al desarrollo de una PCR mudltiple que incluye los cebadores
de variantes de IpfA especificas permitiendo la deteccion de serotipos especificos de
STEC y EPEC (Botkin y col., 2012). Sin embargo, el trabajo de Torres y col. (2009)
no incluye cepas STEC LEE-negativas, una diferencia notable con el presente

estudio, porque a pesar que algunos de sus hallazgos son corroborados, nosotros
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encontramos evidencias de la distribucion de variantes de IpfA en otras cepas STEC
que también son patogenas para el hombre.

Ninguna de las cepas STEC LEE-negativas estudiadas portaron el gen efal ni
toxB, corroborando la estrecha asociacion entre estos genes y cepas intimina-
positivas (Toma y col., 2004; Tatarczak y col., 2005). Este es el primer trabajo en el
gue se estudié ampliamente el gen fimA y se lo encontré en el 93,5% de las cepas
STEC LEE-negativas. Los hallazgos condicen con la presencia de esta adhesina en
la mayoria de las cepas de E. coli comensales, lo que sugiere que la presencia de
estas fimbrias podria contribuir en los primeros pasos de la adherencia a las células
epiteliales.

Varios autores describieron la produccion de otras toxinas, como CDT-V y
SubAB, y propusieron su posible rol en la patogénesis de las infecciones causadas
por STEC (Bielaszewska y col., 2005; Talbot y col., 2005). En este trabajo se
demostré que el gen cdt-V estuvo presente en el 12% y el 17% de las cepas
animales y humanas; y subAB en el 36% y 32%, respectivamente. La frecuencia de
deteccion de cdt-V fue mayor en las cepas humanas que en las de ganado bovino.
Aunque Cergole-Novella y col. (2007) observaron que los genes de estas nuevas
toxinas estaban presentes sélo en cepas LEE-negativas aisladas de bovinos, es
importante mencionar que en el presente estudio, cdt-V y subAB se encontraron en
cepas STEC aisladas de casos graves de enfermedad humana. Por lo tanto, la
relevancia clinica aparente no debe ser ignorada, ya que especialmente se
identificaron en serotipos de STEC, como 0O113:H21, 091:H21, O130:H11l vy
0163:H19, relacionados con casos de SUH en todo el mundo

(http://www.lugo.usc.es/ecoli/SEROTIPOSHUM.htm). Asimismo, nuevos serogrupos



94

portadores del gen subAB fueron identificados por primera vez en este estudio como
07, 039, 074, 0116 y 0130. Por otra parte, la presencia simultanea de cdt-V y
SubAB fue identificada en un vasto grupo de serotipos como O7:H21, O8:H19,
091:H21, 0O116:H21, O163:H19, 0174:H28, 0O178:H19, ONT:H25 y ONT:H46,
algunos de los cuales causan enfermedad en humanos. La secuencia del gen astA
se encontré presente en el 9,8% y el 10,6% de las cepas animales y humanas,
respectivamente. Es importante sefialar que existié una asociacion entre el genotipo
stx especifico de las cepas humanas astA-positivas, ya que todas fueron stxyqo,
excepto una que fue stxz,. Sin embargo, las cepas de ganado fueron principalmente
StX1a.

El perfil de virulencia observado con mayor frecuencia entre las cepas
estudiadas coincidentemente fue IpfAo113/ 1ha/ fimA, el cual estuvo presente en diez
serotipos y en cepas no tipificables. Si bien el SUH presenta una etiologia
multifactorial, involucrando complejas interacciones de variables dependientes de la
bacteria y del hospedador, en este trabajo se demostré que las cepas aisladas de 15
de los 19 casos de SUH estudiados portaron los genes IpfAo113/ iha/ fimA. Se pudo
observar una gran diversidad de serotipos y perfiles de virulencia entre las cepas
STEC LEE-negativas de origen bovino y humano, sin embargo, ocho de los 11
perfiles coincidieron en ambos grupos. Estas pruebas refuerzan la teoria que el
ganado es el principal reservorio natural de STEC y el principal origen de las

infecciones en el ser humano.
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5.2.- Capacidad de adherencia de cepas STEC LEE-neg ativas

Se intentaron dilucidar los posibles mecanismos de adherencia de las cepas STEC
LEE-negativas a células epiteliales. Se seleccioné un grupo de aislamientos con
patrones Unicos de adherencia establecidos a través de ensayos de adherencia in
vitro. Para caracterizar mejor el rol del operén Ipfo113 en la adherencia, se construyé
una cepa mutante en la subunidad principal (LpfA) de la fimbria.

En estudios previos se demostré que la expresion del operén Ipfoi1z €n una
cepa de E. coli no fimbriada presentaba una adherencia elevada a células CHO-K1.
Ademas, se demostré que la mutacién del gen IpfAo113 (principal subunidad fimbrial
de Lpf) en una cepa STEC 0113:H21 (EH41), resulté en una reduccion de la
adherencia a células en cultivo in vitro y cuando la cepa delecionada era
complementada en trans con Ipfo113, reestablecia la adherencia a niveles similares a
la cepa silvestre (Doughty y col., 2002). Sin embargo, en estudios posteriores se
determind que la cepa EH41 era capaz de invadir células col6nicas humanas de
forma rapida (Luck y col., 2005), aunque ese fenotipo no se asoci6 a Lpf, sino que se
relacion6 a FliCy,; Y fue dependiente de la temperatura y del tipo flagelar, ya que en
una cepa fliCy2; mutante se observo una capacidad reducida de invasion a células
HCT-8 y sblo se reestablecié parcialmente cuando fue complementada con su
respectivo flagelo y no con otro aleatorio (Luck y col., 2006).

Otros estudios también demostraron que tanto los operones Ipfl como Ipf2 de
E. coli O157:H7 participan en la adherencia bacteriana en cultivo in vitro, ya que
cepas mutantes en los genes IpfAl y IpfA2 mostraron una reduccion en la capacidad
de adherencia a células epiteliales (Torres y col., 2002; Torres y col., 2004). En

cambio, en el presente trabajo se demostré que la adherencia de las bacterias es
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dependiente de la linea celular utilizada y no se pudo establecer una relacion directa
entre adherencia y la presencia de Ipf, ya que en una cepa O136:H12 delecionada
en IpfAo113 N0 se observaron diferencias significativas respecto de la adherencia al
compararla con la silvestre.

A diferencia de las observaciones de Luck y col. (2005), en este estudio
tampoco se vid que las cepas LEE-negativas fueran invasivas. Por lo tanto, la
hipotesis que las cepas STEC LEE-negativas podrian emplear un mecanismo de
invasion celular del huésped para colonizar el epitelio intestinal como medio de
patogenia alternativo de forma de compensar la ausencia de LEE y la incapacidad
de formar lesidbn A/E, seria valida solamente para algunas cepas STEC LEE-
negativas. Asimismo, teniendo en cuenta la informacion proporcionada por la
secuencia de la cepa del brote de Alemania, que demostré que la cepa tenia una
base genética de EAEC pero portaba la codificacion mediada por fagos para Stx2, y
las observaciones de Luck y col. (2005), se podria especular que algunas bacterias
del amplio grupo de las cepas STEC LEE-negativas podrian tener la base genética
de cualquiera de las categorias de E. coli patogénicas, pero que por algun evento
evolutivo adquierieron los fagos que codifican para las toxinas Shiga. Un indicio de
esta especulacion que se ve reflejada en el trabajo podrian ser las cepas STEC LEE-
negativas astA-positivas, ya que este tipo de toxinas es caracteristico de las cepas
EAEC.

Cabe destacar que se observo solamente una diferencia estadisticamente
significativa en la reduccion de la adherencia a la linea celular T84 por parte de la
cepa mutante, pero no se reestablecieron los valores de adherencia de la cepa

silvestre cuando la mutante fue complementada con el plasmido que tenia clonado el
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operon completo de IpfAo113. Ademas, en esta linea celular las cepas 0136:H12 y
sus derivadas (mutante para IpfAo113 Y complementada) presentaron una adherencia
elevada, sugiriendo que esta linea en particular posee alguna capacidad inherente
gue hace que las bacterias se adhieran mas que a otras lineas celulares como Caco-
2 o0 HEp-2. Estos resultados sugieren la existencia de algun tipo de receptor
especifico para alguna adhesina no identificada en las cepas en estudio, ya que a
pesar de obtener una reduccion significativa en la adherencia por parte de la cepa
mutante en IpfAo113, las cepas contindan uniéndose elevadamente a esta linea
celular.

Los ensayos de competecia en células Caco-2 en cambio, revelaron que la
cepa 187/08(22)AlpfAc113 fue mas adherente que la cepa silvestre.
Coincidentemente, un estudio reciente publicado por Lloyd y col. (2012), establecié
que una cepa 0O157:H7 doble mutante para Ipf (AlpfAl/2) fue mas adherente en
cultivo celular in vitro que su respectiva silvestre. Los investigadores encontraron que
al mutar ambos operones de Ipf, la cepa comenzaba a expresar mayores niveles de
curli, permitiéndole adherirse aun mas a la linea celular in vitro. En el presente
estudio se encontré que las cepas estudiadas portaban el gen que codifica para la
principal subunidad fimbrial de curli (csgA), pero a diferencia de lo descubierto por
Lloyd y col. (2012) esta fimbria no se expresaba fenotipicamente, alin en la cepa
mutante para IpfA. Estos resultados sugieren que podria llegar a existir otra fimbria
no identificada en este estudio (el presente estudio se centralizé6 en el estudio de
adhesinas principalmente descriptas en cepas de origen humano, pero no se
investigaron aquellas especificas de reservorio animal como F9 o F17, entre otras),

gue se estaria expresando bajo una situacién de estrés, como podria ser en este
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caso la mutaciéon de Ipf. A pesar de no poder identificar otra adhesina, estas
observaciones indican que los mecanismos regulatorios de la expresion de Lpf y otra
adhesina alternativa son interdependientes. Otra hipotesis podria ser que dentro de
la secuencia de IpfA2 se encuentre un sitio de unién especifico para algun regulador
transcripcional de otra fimbria y por ello cuando se muta una cepa en Ipf2 se observa
mayor adherencia in vitro.

Otro tema a tener en cuenta es la regulaciéon del operén Ipf2 en cepas STEC
LEE-negativas, ya que soélo se describié en profundidad la regulacion del operdn Ipfl
de cepas O157:H7. En el caso del operén Ipfl, se determind que se regula en
respuesta a la fase de crecimiento del microorganismo, de la temperatura y del pH
(Torres y col.,, 2007a). Asimismo, se demostr6 que el mecanismo de
silenciamiento/anti-silenciamiento esta regulado por las proteinas H-NS y Ler (Torres
y col., 2007b), y en un estudio recientemente publicado se describieron los sitios
especificos de unién de dichas proteinas (Rojas-L6pez y col., 2011).

En cambio, se conoce muy poco sobre los mecanismos de regulacion del
operon Ipf2. Mediante ensayos de fusion transcripcional se observé que este operon
se induce in vitro en la fase de crecimiento tardia del microorganismo a 37°C.
Ademas, la expresion de Ipf2 se vié estimulada en medio minimo restringido en la
concentracion de hierro, sugiriendo que la expresion de este operdon podria estar
regulado por la proteina Fur (Torres y col., 2007a). En otro trabajo se describié que
la expresion de Ipf2 se encuentra influenciada por la fuente de carbono y la ausencia
de hierro en el medio (Lymberopoulos y col., 2006). Sin embargo, se requieren mas

estudios que corroboren la funcién de Fur como reguladora de Ipf2.
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Las cepas STEC LEE-negativas al carecer de esta isla de patogenicidad,
tampoco poseen la proteina Ler, por lo tanto en este grupo bacteriano la expresion
de Lpf no puede estar regulada por esta proteina, y a pesar que se realizaron
algunos intentos por dilucidar el mecanismo de regulacion de Ipf2 (datos no
mostrados), poco se conoce sobre su expresion.

La principal subunidad fimbrial LpfAc113 pertenece a la familia de las fimbrias
de tipo 1, como tal posee residuos de cisteina conservados que forman puentes
disulfuro con otras proteinas, también poseen un dominio de union a chaperona
caracteristico por un residuo invariable de glicina y residuos aromaticos separados
por una serie alternada de residuos hidrofobicos (Dougthy y col., 2002). Por su alta
homologia con las fimbrias de tipo 1 también podria hipotetizarse que la expresion
de IpfA estuviera regulada por una fase de encendido y apagado como fimA, pero se
requieren estudios adicionales para dilucidar el complejo mecanismo de expresion y

patogeénesis del operon Ipf2.



100

6. CONCLUSIONES

6.1.- Se realiz6 por primera vez un estudio en el que se determind la presencia de
los genes que codifican para seis adhesinas putativas y tres toxinas, ademas de las
Stx, en una coleccion de 200 cepas aisladas en Argentinas de reservorio animal y de

infecciones intestinales humanas causadas por STEC LEE-negativas.

6.2.- Se demostré que las cepas STEC LEE-negativas bovinas poseen genes que
codifican para adhesinas putativas y las toxinas presentes en las cepas STEC LEE-

negativas aisladas de casos de enfermedad en humanos.

6.3.- A pesar de la diversidad de los perfiles de virulencia observados entre las
cepas estudiadas, se identific6 una asociacion caracteristica entre perfiles de

virulencia, serotipos y fuente de aislamiento.

6.4.- Se confirmd que las cepas STEC LEE-negativas no son un grupo clonal de
patdgenos, ya que se observaron diferencias en los perfiles de virulencia, incluso en
cepas del mismo serotipo. Si bien algunos determinantes no pueden considerarse
factores esenciales de virulencia para las infecciones humanas, podrian facilitar la

supervivencia y la persistencia de las cepas en diferentes ambientes.

6.5.- A pesar del gran esfuerzo por querer determinar alguno de los mecanismos
en las primeras etapas de la patogenia de las cepas STEC LEE-negativas, en el

presente trabajo se demostré6 que en las condiciones ensayadas, Lpf2 no es la
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adhesina principal participando de los mecanismos de pegado o interaccion a

células epiteliales in vitro.

6.6.- Se requieren estudios adicionales para determinar el papel exacto de cada

factor en la patogénesis de las cepas STEC LEE-negativas.

6.7.- Es de vital importancia para la Salud Publica y los laboratorios clinicos
reconocer las cepas STEC LEE-negativas como causa de infeccion en humanos e

incluirlos en el sistema de vigilancia.
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7. PERSPECTIVAS A FUTURO

7.1.- Encontrar las posibles adhesinas que estan participando en la adherencia de la

cepa O136:H12 in vitro.

7.2.- ldentificar los principales mecanismos de regulacion de la expresion del

operon Ipf2 en cepas STEC LEE-negativas.

7.2.- Determinar la contribucion de Lpf2 in vivo.
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