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RESUMEN

Introduccion: El proceso de adherencia es fundamental en el desarrollo de la
mayoria de las infecciones ocasionadas por Escherichia coli. Para los patotipos de
esta especie se describen tres patrones de adherencia diferentes: adherencia
localizada, adherencia difusa y adherencia agregativa, los cuales se relacionan
con los procesos patogénicos especificos que ocasiona en la clinica. Sin embargo,
son pocos los estudios en relacion con los fenotipos de adherencia in vitro de E.
coli aisladas del ambiente.

Objetivo: Determinar los fenotipos de adherencia de cepas de E. coli aisladas de
ecosistemas dulceacuicolas de La Habana.

Métodos: Se analizaron 108 cepas de E. coli aisladas de los rios Almendares, Quibu
y Luyané de La Habana. Se determiné el patron de adherencia mediante ensayos
de adherencia en cultivo celular de la linea HEp-2 asi como el serotipo de cada
cepa.

Resultados: El 25 % de las cepas de E. coli aisladas fueron adherentes y el 75 %
fueron no adherentes. Veintidds cepas mostraron el tipico patron de adherencia
difusa y cinco cepas mostraron una adherencia agregativa. Se encontraron cepas
de los dos patrones de adherencia en los tres rios evaluados. Las cepas
presentaron 24 serotipos diferentes.

Conclusiones: Se demostré que las cepas de E. coli ambientales circulantes en
estos ecosistemas presentan caracteristicas adherentes, cuya patogenicidad
implica un riesgo potencial para la salud humana, especialmente en edades
pediatricas.

Palabras clave: patrones de adherencia; E. coli; ambiente.
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ABSTRACT

Introduction: Adherence is crucial to the development of most Escherichia coli
infections. Three different adherence patterns have been described for
pathotypes of this species: localized, diffuse and aggregative adherence, based
on the specific clinical pathogenic processes they bring about. However, few
studies have been conducted about in vitro adherence phenotypes of E. coli
isolated from the environment.

Objective: Determine the adherence phenotypes of E. coli strains isolated from
freshwater ecosystems in Havana.

Methods: An analysis was conducted of 108 E. coli strains isolated from the rivers
Almendares, Quibu and Luyandé in Havana. Determination was made of the
adherence pattern by adherence assays in HEp-2 cell line cultures, as well as of
the serotype for each strain.

Results: Of the E. coli strains isolated, 25% were adherent and 75% were not.
Twenty-two strains displayed the typical diffusely adherent pattern and five
displayed aggregative adherence. Strains exhibiting the two adherence patterns
were found in the three rivers evaluated. The strains contained 24 different
serotypes.

Conclusions: The environmental E. coli strains circulating in these ecosystems
were found to have adherent characteristics whose pathogenicity implies a
potential risk to human health, particularly in childhood.

Keywords: adherence patterns; E. coli; environment.
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Introduccion

En todo proceso infeccioso causado por una bacteria, la interaccion entre las
bacterias patdgenas y los tejidos del hospedero constituye un evento crucial para
la adhesion primaria y la colonizacion tejido-especifica. La adherencia bacteriana
se considera un prerrequisito para la colonizacion, pues las bacterias no
adherentes son rapidamente eliminadas por mecanismos inespecificos de defensa
del hospedero, como el peristaltismo, el movimiento ciliar y el flujo de liquidos,
o por el recambio de células del epitelio y de la capa mucosa. ("

La adhesion es también el primer paso para mantener a los miembros de la
microbiota normal en el intestino; en donde se comporta de manera inocua y
constituye un miembro importante Escherichia coli. Sin embargo, los patotipos de
E. coli son una de las causas mas importantes de diarrea aguda y persistente en
ninos de paises en vias de desarrollo.? Actualmente, se reconocen seis grupos en
base a criterios clinicos, epidemioldgicos y moleculares: E. coli enteropatogénica
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(EPEC, de sus siglas en inglés), E. coli enterotoxigénica (ETEC, de sus siglas en
inglés), E. coli enteroinvasiva (EIEC, de sus siglas en inglés), E. coli productora de
shiga toxina (STEC, de sus siglas en inglés), E. coli enteroagregativa (EAEC, de sus
siglas en inglés) y E. coli de adherencia difusa (DAEC, de sus siglas en inglés). (1:2:3)
El proceso de adherencia es fundamental en el desarrollo de la mayoria de las
infecciones ocasionadas por E. coli, y las investigaciones encaminadas a analizar
este evento incluyen estudios in vitro utilizando cultivos de lineas celulares. El
ensayo de adherencia sobre células epiteliales HEp-2 se considera el estandar de
oro dentro de las pruebas fenotipicas de diagnostico para la identificacion de
cepas de E. coli patogenas intestinales.®

Inicialmente, en las cepas patdgenas humanas de E. coli intestinales se
informaron tres patrones morfologicos de adherencia in vitro a células epiteliales:
adherencia localizada, adherencia difusa y adherencia agregativa.?3) Estos
diferentes patrones de adherencia se han relacionado con los procesos
patogénicos especificos que ocasionan los patotipos de E. coli; por ejemplo, el
patron de adherencia localizada fue detectado inicialmente en EPEC, mientras
que cepas de E. coli que muestran patrones de adherencia difusa, han sido
aisladas de heces de infantes con diarrea aguda. Por su parte, EAEC ha sido
asociada a brotes o casos esporadicos de diarrea persistente. > Recientemente
se han observado estos patrones de adherencia in vitro en ensayos con aislados
de E. coli uropatogénica, siendo la adherencia agregativa la que se presenta con
mas frecuencia.® En contraparte, existen pocos estudios en relacion con los
fenotipos de adherencia in vitro de E. coli aisladas del ambiente, como por
ejemplo ecosistemas acuaticos.

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar los fenotipos de adherencia
de cepas de E. coli aisladas de ecosistemas dulceacuicolas de La Habana en
células epiteliales en cultivo.

Métodos

Microorganismos
Se estudiaron un total de 108 cepas de Escherichia coli ambientales, las cuales
fueron aisladas de muestras de agua colectadas de los rios Almendares, Quibu y
Luyané de La Habana. Para la identificacion de las cepas se empled el sistema API
20E (bioMérieux). Las cepas forman parte de la coleccion microbiana del
Departamento de Microbiologia y Virologia de la Facultad de Biologia de la
Universidad de La Habana.
Ensayos de adherencia en células HEp-2

Se realizaron ensayos de adherencia a células de la linea celular HEp-2 utilizando
el método propuesto por Cravioto y otros.®7) Las células HEp-2 en cultivo in vitro
infectadas durante 3 h con las cepas de E. coli evaluadas se fijaron con metanol
al 70 % y se realizd una tincion con colorante de Giemsa para su posterior
observacion. Se emplearon como controles las cepas: E. coli 042 (patron de
adherencia agregativa), E. coli 87124 (patron de adherencia difusa) y E. coli
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2348/169 (patron de adherencia localizada) conservadas en el Laboratorio de
Investigacion Basica del Departamento de Salud Publica de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).
El ensayo de adherencia se realizé por triplicado para cada cepa. Se consideraron
positivas para algun patron aquellas cepas que se encontraban adheridas en el 40
% o mas de las células de la preparacion.
La observacion se realizo en un microscopio optico (Microscopio ZEISS AX10LAB),
en campo claro, con un aumento de 100X con aceite de inmersion. En los casos
pertinentes se realizd una micrografia (Microscopio ZEISS AX10LAB HBO 50
conectado a una camara Cool Snap-Pro, Color and Integrated Solution, Media
Cybernetics the Imaging Experts). Las microfotografias se capturaron en el
programa LAB WORK 45.

Serotipificacion
La serotipificacion de las cepas de E. coli se realizd segin el procedimiento
descrito por Orskov y Orskov.® Se emplearon sueros especificos anti-O (antigeno
somatico) y anti-H (antigeno flagelar) (SERUMAN, México) para 174 antigenos
somaticos y 56 flagelares. Las reacciones de aglutinacion se efectuaron en
microplacas de 96 pozos de fondo en forma de “u” (COSTAR).

Resultados

El 25 % de las cepas presentd adherencia a las células HEp-2, mientras que el 75
% resultdo no adherente. En las cepas adherentes se observaron dos de los tres
patrones de adherencia tipicos descritos previamente en cepas de E. coli
causantes de diarrea en humanos. Veintidos cepas mostraron el tipico patron de
adherencia difusa en el que las bacterias se adhieren sobre toda la superficie
celular. Cinco cepas mostraron una adherencia agregativa (Fig.). Se encontraron
cepas de los dos patrones de adherencia en los tres rios evaluados.

A: control celular; B: cepa de E. coli con patron de adherencia difusa (AD), las bacterias se adhieren a toda la superficie
de la célula en forma aleatoria (flecha); C: cepas de E. coli con patrones de adherencia agregativa tipico (AA), las
bacterias se adhieren a la célula en forma de ladrillos apilados (flecha).

Fig. - Células HEp-2 en cultivo in vitro infectadas durante 3 h con cepas de E. coli
aisladas de tres ecosistemas dulceacuicolas de La Habana, fijadas con metanol al 70 %,
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tenidas con el colorante de Giemsa y observadas bajo microscopia de luz convencional
(aumento 100x).

De los 24 serotipos descritos en las cepas que presentaron adherencia, los
serotipos O1:H7, O5:H-, ONT:H47, ONT:HNT y ONT:H10 se han informado en la
literatura asociados a brotes diarreicos. Los cuatro primeros asociados a la
categoria STEC con un patrén de adherencia difusa y el Gltimo a EAEC con un
patron tipico de adherencia agregativa (Tabla).

Tabla - Serotipos y patron de adherencia de las cepas de E. coli aisladas de los rios
Almendares, Quibu y Luyané
Patron de adherencia | Serotipo Mo. de cepas
Adherencia difusa O1:H7 1
01:H15 2
05:H- 1
016:H7 1
020:H15 1
023:H46 1
023:HNT 1
025:H19 1
070:H54 1
O75:H44 1
DB6:H34 1
DEB:H21 1
016%:H9 1
016%9:H- 1
O174:H3z 1
ONT:H? 1
ONT:H26 1
ONT:H47 1
OMT:H- 1
OMT:HWT 2
Adherencia agregativa 025:HNT 1
054:H- 1
O128:HNT 1
ONT:H10 2

Discusion
El patron de adherencia difusa es el patron caracteristico del grupo patogeno
ADEC aunque se ha descrito también en cepas atipicas de EPEC y el patotipo STEC.
Las cepas ADEC se pueden aislar tanto de personas sanas como de personas con
diarrea, siendo mas importantes en nifios de 4 a 5 anos.® Aunque aun no se
conoce todo sobre el mecanismo de patogenicidad de este patotipo, se han
caracterizado fimbrias de superficie las cuales estan directamente involucradas
en el fendmeno de adherencia difusa. Los genes que codifican para estas fimbrias
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se pueden encontrar en el cromosoma o en un plasmido.("® Los factores de
virulencia asociados al fenotipo de adherencia difusa incluyen las fimbrias Afa/Dr,
AIDA, y Daa codificadas en operones con su mismo nombre los cuales se han
detectado también en cepas de E. coli no patogenas.®') El fenémeno de
adherencia en este patotipo esta directamente relacionado con su patogenicidad.
Al realizar ensayos in vitro en células HEp-2 y otras lineas celulares,? las cepas
ADEC tienen la capacidad de inducir la formacion de estructuras protuberantes,
semejantes a dedos, las cuales confieren proteccion a las bacterias, pero la
presencia de dichas estructuras no se ha demostrado in vivo. ADEC es el patotipo
menos caracterizado de todos y tal vez el grupo mas heterogéneo desde el punto
de vista seroldgico.("? Se han descrito una amplia variedad de serogrupos y
serotipos entre las cepas de ADEC,("¥ lo cual esta en correspondencia con los
resultados obtenidos en el presente trabajo.

Las cepas de EAEC causan diarreas de larga duracion principalmente en nifos y
viajeros de paises del tercer mundo, pero también son una causa significativa de
diarrea en Europa.('413.16) Sy reservorio es Unicamente el ser humano. Presentan
un plasmido (pAA) que codifica para una adhesina fimbrial que es responsable del
patron de adherencia agregativa a las células HEp-2 y al epitelio intestinal. Este
tipo de adherencia favorece no solo la colonizacion intestinal de este patotipo
sino que también favorece la formacion de biopeliculas sobre superficies no
biologicas.'7:® EAEC necesita de otros factores de virulencia para inducir
enfermedad, sobre dichos factores se continla investigando en la actualidad,
pero se cree incluyen el factor de regulacion global AggR, varias enterotoxinas y
proteasas séricas. (1218

Las proteasas séricas son proteinas autotransportadoras capaces de translocarse
del periplasma a través de la membrana externa al exterior de la bacteria. Las de
clase | son citotoxicas para las células epiteliales, y su miembro mas importante
es Pet (Plasmid-endoded toxin). (%29 La de clase Il son capaces de cortar proteinas
asociadas a la respuesta inmunitaria y expresadas en la superficie de células
intestinales y ejercer una funcion inmunomoduladora. "

Entre las cepas enteroagregativas asociadas a eventos diarreicos se han descrito
un numero reducido de serogrupos y serotipos en la literatura.®'3) Sin embargo,
las cepas de EAEC han cobrado gran importancia en la clinica en los ultimos
tiempos, sobre todo después del brote en que mas casos de sindrome urémico
hemolitico (SUH) se han producido en el mundo hasta la fecha.??) Este brote tuvo
lugar en Alemania en el ano 2011, con mas de 852 casos de SUH y 3 469 casos de
diarrea, en el que fallecieron 50 pacientes, incluidos 32 con SUH. La cepa
responsable de este brote se sabe fue una cepa nueva, probablemente de origen
humano que emergio a partir de una cepa enteroagregativa del serotipo 0104:H4
que adquirio un fago portador del gen stx2a a partir de una cepa E. coli productora
de toxina shiga.(??) Se considerd una cepa muy virulenta, que contaba con un gran
numero de genes de virulencia. Se plantea que su capacidad enteroagregativa le
permitia colonizar mejor el epitelio intestinal y ademas contaba con un
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mecanismo que le permitia liberar mayor cantidad de la toxina STX2 variante a,
ademas tenia al menos tres adhesinas (AAF/1, LPF-lpfAO26 e lha), dos siderdforos
(aerobactina y yersiniabactina) y tres tipos de proteasas SPATE (Pic, Sig A y
SepA).@3)

Investigaciones epidemiologicas apoyan la hipdtesis de que el brote de
Alemania@ fue causado por el consumo de brotes obtenidos a partir de semillas
de fenogreco importadas de Egipto.?? Aunque el vehiculo mas frecuente en los
brotes causados por STEC es la carne de vacuno poco cocinada,?® en los ultimos
anos cada vez son mas los brotes causados por productos vegetales,
especialmente de ensaladas y brotes de diferentes semillas.??) Se desconoce
como han podido contaminarse las semillas, pero se supone que puede haberse
debido al empleo de agua de riego contaminada con aguas residuales de origen
humano.#?

Curiosamente el brote mas grande en numero de casos de diarrea y colitis
hemorragica fue producido por una cepa de STEC 0157:H7 en el ano 1996 en la
ciudad de Sakai (Osaka, Japon) y se asocio con el consumo de brotes de rabano. (2
Las cepas EAEC también han causado varios brotes asociados con el consumo de
vegetales frescos, incluyendo un brote por el serotipo ONT:H10 sucedido en Japon
en 1993 que afecté a mas de 2 000 personas,?”) serotipo que también se aislo en
los ecosistemas dulceacuicolas evaluados.

Estudios futuros examinaran si las cepas enteroagregativas tienen mecanismos
especiales que le permitan adherirse a la superficie de los vegetales. Lo que es
evidente que las condiciones de produccion de los brotes vegetales (humedad y
temperatura) favorecen el crecimiento de los microorganismos contaminantes. (%)
Este ejemplo demuestra la importancia de la deteccion de cepas de esta categoria
en cualquier ambiente, ya que la circulacion de cepas hipervirulentas como la
responsable del brote en Alemania podria representar un serio problema para la
salud publica.

La transmision de microorganismos que causan enfermedades diarreicas agudas
(EDA) a través de alimentos y agua es importante en paises en via de desarrollo
como también en paises industrializados. Se cree que el intercambio comercial
de productos alimentarios contribuye a la transmision de patégenos intestinales
de pais a pais, entre ellos las cepas de E. coli enteropatogenas. (28

Estudios realizados en Colombia plantean que el consumo de agua contaminada
es tal vez el factor mas importante en la transmision de E. coli enteropatogenas.
La calidad de agua para consumo humano en areas rurales del pais es mas
deficiente que la calidad del agua en areas urbanas, lo cual puede en parte
resultar en mayor nimero de casos de EDA en la poblacion rural.®2% Por otra
parte, el consumo de productos alimentarios contaminados con E. coli patégenos
intestinales se asocia también a EDA. En el 2010, se informo6 que el 30 % de los
productos alimentarios disponibles en supermercados en Bogota estaban
contaminados con E. coli patdgenas intestinales. Los agentes mas comunes
aislados de vegetales y carne de res fueron STEC y EAEC. G0
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Teniendo en cuenta que la contaminacion del agua y los alimentos son los
mecanismos mas importantes de la transmision de patdégenos entéricos, es
primordial que la comunidad consuma agua potable y que elimine los agentes
microbianos de alimentos contaminados mediante coccion (carnes y vegetales) o
lavado (frutas), o que se retiren del mercado alimentos altamente
contaminados. >3 Para determinar el grado de contaminacion del agua vy
alimentos para consumo humano, una vigilancia epidemiolégica de estos
microorganismos es primordial.

En Cuba, se han descrito muy pocos brotes de diarrea causados por estas cepas
relacionados con aguas contaminadas, sin embargo, la presencia de estas cepas
con caracteristicas adherentes en los rios evaluados constituye una alerta de la
deficiente calidad microbiologica que presentan las aguas de estos rios y del
riesgo para la salud que podria representar el uso inadecuado de las aguas de
estos ecosistemas por la poblacion de La Habana.
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