CAPITULO 3.10.9.

ESCHERICHIA COLI VEROCITOTOXIGENICA

RESUMEN

Escherichia coli es una bacteria habitual en el tracto grastrointestinal de los animales y de los
humanos. Algunas cepas se han adaptado muy bien para producir diarreas y diversas
enfermedades intestinales. Desde 1977, se sabe que algunas cepas que ocasionan diarreas de
E. coli producen toxinas que tienen un efecto citopatico irreversible sobre células Vero cultivadas.
Las cepas verocitotoxigénicas de E. coli (VTEC) pertenecen a mas de 100 serotipos diferentes.
Escherichia coli 0157:H7 es el serotipo predominante y mas virulento en un subtipo patégeno de
VTEC, llamado E. coli enterohemorragico (EHEC). Esta designacion se basa en su capacidad para
producir colitis hemorragica y el sindrome de la uremia hemolitica en humanos, su habilidad para
producir verocitotoxinas, para unirse y producir lesiones de eliminacion de células epiteliales y en
gue poseen un plasmido grande caracteristico. En las dos décadas pasadas, la VTEC 0157:H7 ha
adquirido importancia mundial como problema de salud publica. Otros serogrupos distintos del
0157, incluyendo 026, 091, 0103, 0104, 0111, 0113, 0117, 0118, 0121, 0128 y 0145, se han
asociado con brotes ocasionales de la enfermedad en humanos y otros se pueden asociar con
casos esporadicos. Los rumiantes son el principal hospedador natural de la VTEC y son, por lo
general, portadores sanos de los microorganismos. La VTEC también se ha aislado de cerdos,
gatos, perros, pollos y aves salvajes. Se considera que el ganado vacuno es el reservorio principal
de E. coli 0157:H7 para la infeccién en el hombre. A pesar de su patogenicidad para los humanos,
la infeccién de animales con E. coli 0157:H7 es invariablemente asintomatica. Como contraste, los
serogrupos EHEC 026, 0111 y 0103 pueden ser patégenos tanto para los humanos como para los
animales. La presencia de VTEC en heces de animales proporciona el potencial para que estos
microorganismos entren en la cadena alimentaria por la contaminacién fecal de productos lacteos,
contaminacion de la carne con contenidos intestinales durante el proceso del sacrificio o
contaminacion de la fruta y los vegetales por contacto con abono infectado. Las VTEC se
transmiten también a través del agua contaminada y por contacto directo con personas 0 con
animales infectados.

Identificacion del agente: Se han desarrollado procedimientos de diagnostico para las VTEC,
fundamentalmente para E. coli 0157:H7, que intentan superar los problemas relacionados con el
aislamiento de cantidades bajas de los microorganismos de productos complejos, tales como las
heces animales, muestras clinicas y alimentos. La identificacion de E. coli 0157:H7 en portadores
animales subclinicos depende del enriquecimiento de muestras de heces en medios liquidos,
generalmente agua tamponada con peptona con o sin adicion de vancomicina, cefsulodina y
cefixima, durante 6 horas a 37°C seguida de la separacion inmunomagnética usando particulas
paramagnéticas disponibles comercialmente o bolas recubiertas con anticuerpo anti-
lipopolisacarido 0157. Las bolas con bacterias ligadas se colocan en agar selectivo, normalmente
agar MacConkey con un 1% de sorbitol que contienen cefixima y telurito potasico, y se incuban
durante 18 horas a 37°C. Las colonias que no fermentan sorbitol se confirman bioquimicamente
como E. coli y, mediante pruebas de aglutinacién de suero o latex, como poseedoras del antigeno
somatico 0157 y/o el antigeno flagelar H7. La virulencia potencial para los humanos se confirma
demostrando la produccion de verocitotoxina mediante un ensayo en células Vero, el
enzimoinmunoensayo (ELISA), pruebas de aglutinacion o por la demostracién de los genes que
codifican la verocitotoxina mediante la reaccion en cadena de la polimerasa. La deteccion de la
VTEC no-0157 descansa en el analisis directo de colonias sobre placas no selectivas mediante,
por ejemplo, inmunotransferencia o sondas de ADN para la produccién de verocitotoxinas. Se han
descrito numerosas pruebas inmunolégicas y de reconocimiento del &cido nucleico para
proporcionar un diagndstico preliminar mas rapido de la VTEC y hay muchas disponibles
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comercialmente. La tipificacion del fago y la electroforesis en gel de campo pulsante se utilizan
ampliamente en laboratorios de referencia para subtipificar la VTEC 0157 con fines
epidemiolégicos.

Pruebas seroldgicas: Las pruebas serolégicas no se usan rutinariamente en animales para
diagnosticar la infeccion por VTEC, pero se ha demostrado que el ganado vacuno infectado con la
VTEC produce anticuerpos séricos al lipopolisacarido 0157 que pueden detectarse mediante
ELISA.

Requisitos para las vacunas y el material de diagnéstico: No existen en la actualidad vacunas
disponibles para controlar las infecciones por VTEC en animales o humanos, pero se estan
desarrollando algunas vacunas experimentales.

A. INTRODUCCION

Escherichia coli se encuentra habitualmente en el tracto gastrointestinal de los animales y de los humanos, en los
que algunas cepas se han llegado a adaptar para producir diarrea y varias enfermedades intestinales
adicionales. Escherichia coli se caracteriza rutinariamente por la identificacion serolégica de los antigenos O
somaticos, H flagelares y K capsulares. Sin embargo, mientras que algunos serotipos se correlacionan
completamente con algunos sindromes clinicos, la diferenciacion de cepas patégenas de la flora normal depende
de la identificacion de las caracteristicas de virulencia. Desde 1977, se ha reconocido que algunas cepas
diarreicas de E. coli producen toxinas que tienen un efecto citopético irreversible sobre las células Vero
cultivadas (Konowalchuk et al., 1977). Se ha demostrado que E. coli verocitotoxigénica pertenece a mas de
100 serotipos diferentes (Johnson et al., 1996a; Strockbine et al., 1998). También se la ha descrito como E. coli
productora de la toxina Shiga (STEC) debido a la similitud demostrada entre las verocitotoxinas (VT) y las toxinas
Shiga (stx) de Shigella dysenteriae (O’'Brien & Laveck, 1983). En las dos ultimas décadas ha aumentado la
importancia a escala mundial de la VTEC 0157:H7 como problema de salud publica. Escherichia coli 0157:H7 es
el serotipo predominante y méas virulento en un subtipo patégeno de la VTEC, designado E. coli
enterohemorragico (EHEC). Esta designacién se basa en su capacidad para producir colitis hemorragica y el
sindrome de uremia hemolitica en humanos, su habilidad para producir VT, para causar uniones y lesiones de
eliminacion de células epiteliales, y en que tiene un plasmico grande caracteristico (Nataro & Kaper, 1998). Otros
serotipos no-0157, incluyendo 026:H11, 0104:H21, 0111: H- y 0145: H-, se han asociado con brotes de la
enfermedad en humanos, y otros mas con casos esporadicos (Johnson et al., 1996a).

Los rumiantes son los principales hospedadores naturales de la VTEC y, por lo general, son portadores sanos de
los microorganismos. La VTEC se ha aislado también de cerdos, gatos, perros, pollos y aves salvajes. Estas
especies pueden ser colonizadas de forma transitoria por los microorganismos (Beutin et al., 1993; Johnson et
al., 1996a). Se ha descrito que las cepas 0157 representan normalmente una minoria de las VTEC que colonizan
el tracto intestinal de los animales. La presencia de la VTEC en heces de animales proporciona el potencial para
gue estos microorganismos entren en la cadena alimentaria por contaminacion fecal de la leche, contaminacién
de carne con contenidos intestinales durante el sacrificio o contaminacién de fruta y vegetales por contacto con
abono contaminado. La VTEC se transmite también a través del agua y por contacto directo con personas
infectadas, animales o deshechos animales. El agua contaminada utilizada para regar o lavar las verduras
también puede ser fuente de infeccién para humanos o animales. Se considera que el ganado vacuno es el
mayor reservorio de E. coli 0157:H7 de infeccién para los humanos, aunque el microorganismo se ha aislado de
algunos animales domésticos, caballos, perros, conejos, pajaros y moscas. A pesar de su habilidad para causar
la enfermedad grave en humanos (Paton & Paton, 1998), la infeccion de animales con E. coli 0157:H7 es
invariablemente subclinica. Sin embargo, algunos serotipos no-0157, son patégenos para los animales y los
humanos e incluyen 026:H11; 0103:H2; 0111: H- (Bettelheim, 2000; Johnson et al., 1996a).

La VTEC se asocia también con la enfermedad de los edemas en los lechones, con cuatro serotipos
responsables de la mayoria de los brotes mundiales, a saber, 045: K+, 0138:K81, 0139:K82 y 0141: K-. Los
principales factores de virulencia son las adhesinas de las fimbrias, F18, implicadas en la colonizacion, y la toxina
VT2e, que es responsable de los sintomas clinicos. Se ha demostrado un alto grado de relacion genética entre
las cepas 0101 que albergan genes stx2e de origen humano y porcino. Se requiere mas investigacion del papel
de los cerdos como portadores subclinicos de STEC en la epidemiologia de la enfermedad humana.

Debido a que E. coli 0157:H7 se ha convertido en la VTEC zoondsica predominante, se han desarrollado
métodos de diagnostico para detectar este serotipo selectivamente en casos clinicos humanos (Strockbine et al.,
1998) y en fuentes alimentarias (Vernozy-Rozand, 1997). Para el segundo de los casos, esta disponible un
método de deteccion internacional estandar y validado (EN ISO 16654:2001). Sin embargo, en este capitulo se
pondra de relieve el aislamiento y la identificacion de 0157 y otras VTEC de animales portadores (Clifton-Hadley,
2000).
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B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO
1. Identificacion del agente

1.1. Muestras

En la mayoria de los casos, las muestras tomadas de animales para el aislamiento de VTEC son las
heces recogidas con fines de inspeccion o como parte de una encuesta epidemioldgica después de un
brote de enfermedad en humanos. Las muestras se pueden tomar del recto o de heces recién
evacuadas en la granja o de contenidos intestinales después del sacrificio. Existe una variedad de
VTEC presente en animales sanos y no se cree que todas sean patdgenas para los humanos.
Escherichia coli 0157:H7, que es la VTEC mas significativa en la enfermedad humana, se presenta
subclinicamente en animales. Se cree que el ganado vacuno es el reservorio mas importante de este
serotipo. En un rebafio infectado, solo se puede detectar una proporcion de animales infectados, y el
organismo esta presente en los portadores en pequefias cantidades y es eliminado a través de las
heces intermitentemente. En esa eliminacién influye la edad de los animales, la dieta, el estrés, la
densidad de la poblacion, la localizacién geogréafica y la estacion (Meyer-Broseta et al., 2001). Se cree
que algunos animales contribuyen a la infeccion de forma desproporcionada, por lo que se les ha
calificado de “super-propagadores” (Matthews et al., 2006). Los indices de aislamiento se deben
mejorar tomando muestras de heces mejor que frotis rectales, aumentando el tamafio de la muestra,
el nimero de individuos muestreados y repitiendo el muestreo. Se ha informado de que el uso de frotis
de la mucosa del recto y del ano mejora la deteccion del ganado colonizado como distinta a la del
ganado infectado de forma transitoria (Rice et al., 2003). Se deben tomar precauciones para evitar la
contaminacion cruzada de las muestras manejadas y en el laboratorio. Las muestras deben
mantenerse frias y cultivarse lo antes posible después de la recogida.

1.2. Seguridad

Ha de tenerse cuidado cuando se manejan muestras positivas de VTEC, ya que las dosis infectivas
capaces de producir infeccion grave en humanos pueden ser bajas (posiblemente
100 microorganismos para VTEC 0157:H7) y se han descrito infecciones adquiridas en el laboratorio
(véase el Capitulo 1.1.4 Bioseguridad y bioproteccion: norma para la gestion del riesgo biolégico en el
laboratorio veterinario y en las instalaciones de los animales).

1.3. Aislamiento

1.3.1. Enriquecimiento de medios liquidos

Las muestras clinicas se colocan rutinariamente sobre medios liquidos para el aislamiento de
E.coli, pero el numero de microorganismos objetivo en las heces de portadores sanos es
generalmente bajo y el enriquecimiento de medios liquidos mejora la recuperacion.
Normalmente, los medios enriquecidos utilizados son el agua tamponada con peptona sin
suplementar (lo que permite una buena recuperacién) o suplementada con 8 mg/litro de
vancomicina, 10 mg/litro de cefsulodina y 0,05 mg/litro de cefixima (BPW-VCC) para suprimir el
crecimiento de los microorganismos Gram positivos, Aeromonas spp. y Proteus spp.; el caldo
de soja tripticasa modificado (mTSB) suplementado con 20 mg/litro de novobiocina o
10 mgl/litro de acriflavina para reducir el crecimiento de microorganismos Gram positivos; o el
caldo de E. coli modificado con 20 mg/litro de novobiocina (mEC+n). E. coli EHEC crece mal a
44°C. La incubacién 6ptima para minimizar el crecimiento excesivo de otros microorganismos
es la de 6 horas a 37°C para heces bovinas. Para muestras de carne, se usa el
enriquecimiento durante 6 horas a 41-42°C, y para el agua y los productos lacteos, 24 horas a
41-42°C. Se necesita el pre-enriquecimiento no selectivo para la recuperacion efectiva de
niveles bajos de E.coli 0157. Los caldos enriquecidos se deben precalentar para impedir que
los microorganismos sufran un choque por frio y ralenticen su crecimiento inicial; la incubacién
durante 24 horas puede aumentar la recuperacion si los microorganismos estan bajo la
influencia de algun factor que los altere.

1.3.2. Separacién inmunomagnética

Se ha utilizado la separacién inmunomagnética (MS) como técnica de concentracion selectiva
para mejorar el aislamiento de E. coli 0157:H7 donde la cantidad de microorganismos es baja
(Chapman et al., 1994). Las particulas paramagnéticas disponibles comercialmente o bolas
recubiertas con anticuerpo anti-lipopolisacarido (LPS) se mezclan con una alicuota del caldo
incubado. Las bolas con bacteria ligada se separan del sobrenadante mediante un campo
magnético y, después del lavado, se ponen sobre un agar selectivo y se incuban durante
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1.3.3

1.3.4

18 horas a 37°C para aislar las colonias sospechosas. La técnica es especifica de serogrupo.
Hay sistemas comerciales disponibles para la separacion automatica o manual (Chapman &
Cudjoe, 2001). La recuperacion puede estar afectada por la relacion entre bola y organismo (la
optima es 3:1), el caldo enriquecido usado y el problema de adsorcién no especifica de E. coli a
las bolas magnéticas (que se puede reducir mediante el uso de una solucion de fuerza
magnética baja en el procedimiento de IMS y un lavado cuidadoso). Estos factores deberian
tenerse en cuenta cuando se trata de maximizar la sensibilidad de la técnica para detectar
E. coli.

Cultivo selectivo de Escherichia coli 0157

No hay caracteristicas bioquimicas que distingan la mayoria de las VTEC de otras E. coli. Sin
embargo, la incapacidad de la mayor parte de las cepas de E. coli 0157:H7 para fermentar D-
sorbitol rapidamente y su falta de actividad beta-glucuronidasa se puede explotar durante el
aislamiento e identificacion de estos microorganismos. Sin embargo, las variantes menos
comunes de E. coli 0157: H (no moviles por falta de expresion del antigeno H 7), que fermentan
sorhitol y son positivas a beta-glucuronidasa, no se identificaran por aislamiento en los medios
selectivos escogidos por estas caracteristicas bioquimicas (Karch & Bielaszewska, 2001). El
agar MacConkey que contiene 1% de D-sorbitol en lugar de lactosa (SMAC) es un medio Gtil y
barato sobre el que crece el E. coli que no fermenta el sorbitol en pequefias colonias redondas
blanco-grisaceas. La selectividad se mejora mediante la adicién de 0,5% de rhamnosa, y la
adicién de 0,05 mg/litro de cefixima (CR-SMAC) inhibe el crecimiento en exceso por Proteus
spp. Aunque pocas colonias sospechosas requieren la prueba sobre este medio, la rhamnosa
es un suplemento caro. Una modificacion alternativa es la adicion de 2,5 mg/litro de telurito
potasico ademas de la cefixima (CT-SMAC), que tiene un mayor efecto inhibidor frente a E. coli
no-0157 y otros que no son fermentadores de sorbitol, como Aeromonas, Plesiomonas,
Morganella y Providencia, que frente a E. coli 0157 (O’'Brien & Laveck, 1983). Este es el medio
més usado para aislar E. coli 0157.

Para distinguir el E. coli 157:H7 que no produce beta-glucuronidasa se utilizan medios que
contengan glucurénidos cromogénicos o fluorogénicos. La hidrdlisis de 4-metilumbeliferil-beta-
D-glucurénido (MUG) por actividad beta-glucuronidasa produce un compuesto fluorescente
visible mediante luz ultravioleta. La adicion de 0,1 g/litro de 5-bromo-4-cloro-3-indoxyl-beta-D-
glucuronido (BCIG) a SMAC diferencia las colonias blancas de E. coli 0157:H7 de las colonias
azul-verdosas de los microorganismos positivos a las beta-glucuronidas y negativos al sorbitol.
Se pueden encontrar medios cromogénicos y fluorogénicos disponibles comercialmente a
través de la referencia de los catalogos de los medios. Mientras que se han hecho algunos
avances para mejorar la seleccion de los medios para E. coli 0157:H7, las tasas de aislamiento,
particularmente de los microorganismos estresados, pueden resultar afectadas negativamente
por los aditivos usados. Para mitigar estos efectos, la adicién de los agentes de recuperacion
tales como 1% de piruvato sédico a agar de soja triptona o el retraso de la exposicion de las
células con estrés a agentes selectivos puede ayudar a la recuperacion del microorganismo
(Blackburn. & McCarthy, 2000).

Se ha aislado E. coli 0157:H— que fermenta sorbitol (FS) en pacientes con diarrea y HUS, pero
se sabe poco de la epidemiologia de esta infeccion, y el microorganismo se ha aislado en raras
ocasiones en animales, incluido el ganado vacuno (Lee & Choi, 2006). La mayoria de
aislamientos de E. coli 0157: H- fermentadores de sorbitol (FS) son susceptibles al telurito y
no pueden identificarse en CT-SMAC. El analisis microbiolégico de este microorganismo es
muy laborioso e implica poner sobre placas SMAC microorganismos separados por IMS
(separacion inmunomagnética sobre muestras) y ensayar colonias individuales FS mediante la
aglutinacion con latex para el antigeno 0157. Como alternativa, se ensayan los barridos de
colonias mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar la presencia de
vtz, eae, rfbois7 y sfpA (véase mas adelante). Luego se ensayan colonias bien separadas
procedentes de cultivo positivo a la PCR mediante la hibridacidon de las colonias con sondas
para vtz, eae y sfpA o mediante inmunotransferencia de colonias utilizando un anticuerpo
especifico (Karch & Bielaszewska, 2001; Lee & Choi, 2006).

Aislamiento de otras VTEC

Las VTEC no-0157 crecen bien sobre medios que permiten el crecimiento de E. coli, tales
como agar sangre o agar MacConkey, y la mayoria solo se pueden diferenciar de otras E. coli
por su capacidad para producir VT. El gran nimero de diferentes serotipos de VTEC impide el
uso de antisueros O en el examen rutinario y la identificacion preliminar de colonias sobre estos
medios. Se puede usar IMS para una concentracion selectiva de los serogrupos 026, 0103,
0111 y 0145 de una muestra preenriquecida, como para las cepas 0157. Estos serogrupos son
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los VTECs no-0157 mas comunmente asociados con la enfermedad humana y actualmente se
dispone de bolas producidas comercialmente.

La incapacidad de las cepas 026 para fermentar rhamnosa ha conducido al desarrollo reciente
de medios que pueden ser Utiles para diferenciar E.coli 026 de otros microorganismos
entéricos. El primero es el agar rhamnosa-MacConkey (RMAC) en el cual la lactosa del medio
MacConkey es reemplazada por 10 g/litro de rhamnosa. Se considera que la adicion de
2,5 mg/litro de telurito de potasio y 0,05 mg/litro de cefixima (CT-RMAC) incrementa la
especificidad. El segundo es un agar de rhamnosa cromogénico que incorpora 10 g/litro de
rhamnosa y 0,02 g/litro de rojo fenol en agar coliforme de ES (un medio indicador para la
actividad beta-galactosidasa) al cual se afiaden 0,5 mg/litro de telurito potasico y 0,05 mg/litro
de cefixima. Sobre este medio, se han descrito colonias 026 de color azul marino a negro,
mientras otros serotipos de E. coli son verdes y otras enterobacterias que no son E. coli son
verdes, amarillas o incoloras.

Un marcador de virulencia para la VTEC potencialmente util es la produccion de
enterohemolisina, que produce hemdlisis de eritrocitos de oveja lavados tras su incubacién
durante la noche sobre agar sangre suplementado con calcio. Esta caracteristica la comparte el
90% de las E. coli productoras de VT aisladas en infecciones humanas. Sin embargo, el
descubrimiento de que una proporcién de las VTEC causantes de la enfermedad pueden ser
negativas para la produccién de enterohemolisina, reduce el valor del agar de enterohemolisina
para el andlisis.

En la mayoria de los casos, sin embargo, el aislamiento de la VTEC descansa en el andlisis
directo de colonias en la placa por inmunotransferencia o sondas de ADN a fin de producir VT
para identificar colonias de cara a su caracterizacion posterior. Primero se replican las colonias
de forma que las colonias positivas puedan aislarse después de que se hayan ensayado los
replicados. Las colonias se pueden transferir a membranas adecuadas (nitrocelulosa o nylon)
de las que se hacen réplicas o se pasan a placas de microtitulacion de 96 pocillos que
contengan caldo para la replicacion antes de transferir alicuotas a los filtros apropiados. Las
colonias se analizan utilizando sondas de acido nucleico o anticuerpos para identificar cualquier
VTEC (Strockbine et al., 1998). Hull et al. (1993) desarrollaron un ensayo de
inmunotransferencia con mitomicina para detectar la VTEC en heces, que es lo bastante
sencillo para utilizarse en laboratorios de diagndstico rutinario. Se inoculan sobre placas de
agar MacConkey diluciones seriadas de heces en caldo y se incuban durante la noche a 37°C.
Utilizando técnicas estandar de réplica en placa, el cultivo de la placa con alrededor de
200 colonias se transfiere a dos filtros de nitrocelulosa, de 0,45 pm de tamafio de poro, puestos
en agar Syncase con 25 ng de mitomicina/ml. Este medio induce el crecimiento vegetativo de
los bacteri6fagos que portan los genes para la VT y aumenta la expresion de la toxina.
(Alternativamente, se pueden colocar suspensiones bacterianas o fecales directamente sobre
los filtros). Se incuban las placas durante la noche a 37°C. Después se retiran los filtros de las
placas, se meten en un bafio de cloroformo durante 15 minutos, se bloquean durante 1 hora
con leche descremada al 5% en 10 mM de Tris, 150 mM de NaCl, y 0,5% de Tween (pH 8)
(TNT). Los filtros se incuban durante 1 hora con antisueros contra VT1 o VT2, se lavan 3 veces
durante 5 minutos en TNT, se incuban durante 1 hora con antiinmunoglobulina G conjugada
con fosfatasa alcalina, y posteriormente se realizan 3 lavados de 5 minutos en TNT. Cualquier
reaccion se visualiza por el desarrollo de color con nitroazul y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato.
Se prueba en paralelo E. coli control negativo a VT1, VT2 y VT. El uso de anticuerpos
policlonales da algunos resultado positivos falsos que se eliminan utilizando anticuerpos
monoclonales. Al comparar la utilizacién de sondas de ADN con la utilizacién del ensayo de
inmunotransferencia de colonias con mitomicina, se demostré que los resultados eran
comparables. El ensayo de inmunotransferencia tiene la ventaja de ser més simple de llevar a
cabo que el de las sondas de ADN. Las placas con mitomicina duran mas cuando se
almacenan en la oscuridad a 4°C.

La inmunotransferencia de colonias o el uso de sondas son técnicas de trabajo intenso y se
pueden aplican mejor a muestras analizadas que hayan resultado positivas a la presencia de
VT o genes de VT mediante, por ejemplo, el enzimoinmunoensayo (ELISA) o la PCR.

1.4. Identificacién y caracterizacion de colonias sospechosas

Se debe confirmar bioguimicamente o genotipicamente (p. ej. por GadA PCR) que las colonias que
crecen sobre medios solidos, sospechosas de VTEC, son de E.coli. Los antigenos “O” somaticos y los
“H” flagelares se identifican serolégicamente. Se cree que no todas las VTEC aisladas de animales
son patégenas para los humanos. Algunos aislamientos de E. coli 0157, en concreto los procedentes
de cerdos, no son verocitotoxigénicos ni patdgenos para los humanos. El diagnéstico, por tanto, debe
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incluir la demostracion de los factores de virulencia conocidos en los aislamientos. Estos incluyen las
verocitotoxinas VT1 (Stx1) y VT2 (Stx2) y sus genes, ademas de la intimina, que es la proteina
anclada en la membrana exterior, relacionada con la apariciéon y supresion de lesiones, y codificada
por el gen eae (Law, 2000). Para las cepas de VTEC 0157, se dispone de métodos de subtipificacion
en laboratorios de referencia para investigaciones epidemiolégicas.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.4.4.

Pruebas bioquimicas

Las VTEC son bioquimicamente similares a otras E. coli. Las cepas de VTEC 0157:H2 difieren
en que no fermentan el sorbitol, no producen beta-glucuronidasa y fermentan la rafinosa y el
dulcitol. Se puede distinguir Escherichia coli de E. hermanii por la falta de crecimiento en
presencia de cianuro potasico e incapacidad para fermentar la celobiosa. Escherichia hermanii
es positiva en ambas pruebas. El noventa y ocho por ciento de las cepas de E. hermanii tiene
un pigmento amarillo caracteristico sobre agar nutritivo que no se ve en la VTEC. Escherichia
coli se puede confirmar mediante la utilizacion de triptéfano y actividad con la beta-
galactosidasa (ver mas adelante) o mediante tiras de pruebas bioquimicas disponibles
comercialmente.

Pruebas seroldgicas

Hay disponibles kits comerciales de latex para 0157, 026, 091, 0103, 0111, 0128, 0145 y H7.
Los ensayos han de llevarse a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se deben
incorporar microorganismos control positivos y negativos y control del latex. Se debe llevar a
cabo un andlisis preliminar utilizando pruebas de aglutinacion en porta o tubo con antisuero
anti-O LPS (existen antisueros disponibles para 181 antigenos-O). Se ha demostrado que el
antisuero 0157 produce reacciones cruzadas con otros microorganismos incluyendo
E. hermanii (encontrado frecuentemente en alimentos), Salmonella O del grupo N, Yersinia
enterocolitica serotipo 09 y Citrobacter freundii, lo que indica la necesidad de confirmar las
colonias sospechosas de VTEC como E. coli. Los aislamientos deben probarse para detectar la
presencia de antigeno flagelar (los antisueros se preparan contra antigenos-H 56), pero esto
puede requerir un pase a través de un medio para detectar la movilidad. Algunos patégenos no
son moviles.

Produccion de verocitotoxina en ensayos de células Vero (Johnson et al., 1996a)

El ensayo de células Vero permanece como un método normalizado para la confirmacion de la
produccién de VT (ver més adelante). Las células Vero poseen una alta concentracion de
globotriaosilceramida (Gbzs) y globotetraosilceramida (Gbs) como receptores de la unién de la
toxina en su membrana plasmatica y normalmente detectan todas las variantes de VT. La
prueba se puede utilizar con suspensiones fecales, filtrados de cultivo o cultivos vivos. En
cultivos fecales mezclados, la sensibilidad del ensayo aumenta tratando la suspension con
polimixina B o mitomicina para liberar toxina asociada a la célula. Aunque esta prueba es
sensible, no esta sin embargo disponible en la mayoria de los laboratorios de diagndstico
rutinario. Requiere un trabajo intenso y los resultados pueden llevar 3—4 dias después de
inocular el cultivo celular. Donde no haya instalaciones para cultivo de tejidos, para detectar la
produccién de VT, se pueden utilizar otros métodos, incluyendo ELISA o aglutinacién, y por
PCR se pueden detectar los genes vt. Todos estos métodos estan disponibles como kits
comerciales.

Subtipificacién de Escherichia coli 0157 para estudios epidemiolégicos

Se dispone de una variedad de métodos en laboratorios de referencia que permiten discriminar
entre cepas de E. coli 0157:H7 para ayudar en las investigaciones epidemioldgicas de brotes
de la enfermedad humana (Hopkins & Hilton, 2000; Strockbine et al., 1998). Estos métodos
varian en su complejidad técnica y se requiere mas de una técnica para proporcionar una
diferenciacion util. Las técnicas incluyen tipicacion por fagos, pruebas de biotipificacion y
sensibilidad antimicrobiana (no siendo comun la resistencia en cepas procedentes de la
mayoria de los paises), perfil de plasmidos, andlisis del polimorfismo de la longitud de
fragmentos de restriccion, ribotipificacion, electroforesis en gel de campo pulsante (EGCP) y
varios analisis basados en la PCR (amplificacion aleatoria del ADN polimérfico; PCR del
elemento de ADN repetitivo; andlisis del polimorfismo de la longitud del plasmido amplificado).
De estos, solamente la tipificacion del fago y la EGCP se usan ampliamente. A pesar de las
dificultades en la interpretacion de los perfiles, la EGCP se ha impuesto como el método
estandar utilizado por laboratorios de referencia de salud publica para subtipificar la VTEC
0157 debido a su alto nivel de discriminacion, precision y reproducibilidad. Se utiliza en
"Pulsenet”, una red de laboratorios de salud publica que utilizan un método de EGCP
estandarizado que permite la comparacion de huellas dactilares por una base de datos
electronicos en los Centros de Control de Enfermedad y Prevencion en los EE.UU.
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(www.cdc.gov/ncidod/dbmd/pulsenet/pulsenet.htm). El sistema "Enter-net" de la Unién Europea
para el seguimiento de Salmonella y la VTEC descansa fundamentalmente en la tipificacion
fagica para subtipificar las cepas de E. coli 0157:H7. Se ha demostrado que la utilizacion de la
subtipificacion de genes para la intimina y la VT es valiosa para los estudios epidemiol4gicos y
la atribucion de la fuente (Beutin et al., 2004; 2007). Los métodos de subtipificacién para
serotipos no-157 han sido menos explorados, aunque se pueden adoptar procedimientos
moleculares similares a los utilizados para la VTEC 0157.

1.5. Técnicas sin cultivo para la deteccién de la VTEC

Aunque el diagnostico definitivo de la VTEC depende del aislamiento y caracterizacion de cultivos
puros, los métodos de cultivo para la VTEC son laboriosos y llevan mucho tiempo. Esto ha llevado al
desarrollo de una serie de pruebas inmunolégicas y de hibridacién de acido nucleico para la
identificacion rapida de antigenos de O y H, y de VT o genes asociados con la produccién de VT en la
muestra. Ya que las pruebas tienen un nivel de deteccién por encima de las cantidades a las que el
organismo esta presente normalmente en las heces, se necesita una fase de enriquecimiento
(preferiblemente no selectivo para el aislamiento de bacterias dafiadas o con alteraciones) para
aumentar las cantidades antes de la prueba.

1.5.1. Métodos inmunolégicos

Se pueden utilizar inmunoensayos para identificar antigenos O y H, y se puede utilizar VT para
confirmar la identidad de los microorganismos una vez que se han aislado de muestras
clinicas, alimenticias o ambientales, mientras que otros como las tecnologias de membranas y
varillas, ensayos de microplaca, inmunotransferencia de colonias, inmunofluorescencia y
ELISA, se utilizan como métodos rapidos para detectar la presencia de patégenos potenciales
en las muestras antes de su aislamiento, acortando, por tanto, el tiempo para un supuesto
diagndstico. La mayor parte de los ensayos para antigenos somaticos y flagelares se disefian
para detectar LPS 0157 y el antigeno flagelar H7. Los ensayos con toxinas tienen la ventaja de
detectar todas las VTEC. Existen kits comerciales para enzimoinmunoensayos con 0157 y VT,
inmunoensayo visual para 0157 y pruebas de aglutinacién para 0157, H7 y VT (7, 11, 27, 33).
No todas se han validado para utilizacion en heces. También hay reactivos especializados
disponibles en los que anticuerpos anti-0157 se conjugan con fluoresceina, peroxidasa o
fosfatasa. De los enzimoinmunoensayos el formato que se usa con mas frecuencia es el
ensayo en "sandwich". El anticuerpo esta ligado a la superficie de un portador para capturar un
antigeno especifico de VTEC; después de la adicion del sustrato apropiado, un segundo
anticuerpo con un marcador enzimatico se liga a este antigeno y produce una reaccion de
color. Los kits se han validado con protocolos de preenriquecimiento especificos y reactivos
para asegurar resultados reproducibles. Algunos utilizan muestras tratadas con calor
mejorando de esa forma la seguridad de la prueba, y otros incorporan un sistema de
procesamiento automatico para analizar grandes cantidades de muestras. Otros son ELISAs
desarrollados para analizar colonias con el antigeno 0157. Los kits comerciales tienen la
ventaja de que son faciles de llevar a cabo en laboratorios rutinarios, y las pruebas deben
hacerse de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los kits validados para muestras de
alimentos y de canales o para muestras clinicas humanas pueden carecer de sensibilidad para
muestras de heces de animales. Los ensayos inmunoldgicos solo proporcionan resultados
preliminares, que pueden confirmarse por aislamiento y caracterizacién de los microorganismos
que producen el antigeno 0157 o la toxina. Esta variando la disponibilidad de kits, y los
laboratorios de referencia de la OIE deberian ser capaces de proporcionar la informaciéon més
reciente sobre kits de diagnostico.

1.5.2. Métodos de reconocimiento con acido nucleico
i) Ensayos de hibridacion en colonia

La hibridacién en colonia es un medio Util para detectar la VTEC en cultivo mixto para una
caracterizacion posterior. Estan disponibles sondas de ADN y de oligonucleétido sintético
marcadas con digoxigenina o biotina y por tanto adecuadas para utilizacion en
laboratorios de diagnéstico. Se han descrito ensayos para detectar genes de VT, el
plasmido de 60 MDa en E. coli 0157 y el gen eae, individualmente y en combinacién
(Nataro & Kaper, 1998; Paton & Paton, 1998; Strockbine et al., 1998). Los ensayos de
hibridacion son menos sensibles para detectar la VTEC en cultivos liquidos o extractos
fecales.
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i)

PCR para genes de VT y otros marcadores de virulencia

Se han descrito muchos PCR para la deteccion de VT1, VT2 y genes variantes de VT2
(Nataro & Kaper, 1998; Paton & Paton, 1998; Strockbine et al., 1998), y se han
comparado algunos de estos métodos de PCR tipificadores de la toxina (Ziebell et al.,
2002). La presencia de los genes asociados con la producciéon de VT no confirma la
expresion del gen y por tanto la produccion de toxina. La PCR puede utilizarse sobre
placas con cultivo puro o mixto, o en cultivos liquidos, y extractos de alimentos o heces.
También puede utilizarse para detectar genes en microorganismos inviables. La PCR,
ademas del papel que desempefia en el diagndstico, tiene el potencial de ser utilizada
para analizar muestras para la VTEC en estudios epidemiolégicos. La amplificaciéon de
genes diana en extractos de ADN bacteriano de heces es menos efectiva que en cultivos
puros, y se requiere una preparacion cuidadosa de la muestra para mejorar su
sensibilidad. Las heces contienen inhibidores inespecificos de la PCR y no existe ningin
método Unico ideal para eliminarlos. La sensibilidad mejora mediante el enriquecimiento
no selectivo previo a la prueba, pero permanece menor que mediante la utilizacion de IMS
o el ensayo de citotoxicidad de células Vero. Existen ensayos disponibles
comercialmente.

También se han desarrollado sondas de ADN, ensayos de PCR y ensayos de hibridacion
con “microarrays” para detectar otros genes en VTEC que, segun se ha demostrado,
estan asociados con la virulencia en humanos, incluyendo eae (que codifica intimina), ehx
(que codifica la produccion de enterohemolisina), fliC (que codifica el antigeno H7), rfb
0157 (que codifica LPS 0157), uidA (el gen de la glucuronidasa mutante en E. coli
0157:H7 negativo a la beta-glucuronidasa) y katP (un gen situado sobre un gran pladsmido
de E. coli 0157:H7 que codifica una nueva catalasa peroxidasa) (Bekal et al., 2003; Nataro
& Kaper, 1998; Paton & Paton, 1998; Strockbine et al., 1998). Se ha desarrollado varios
ensayos multiples para detectar simultaneamente diversos genes de diagndstico. Estos
ensayos son importantes en la caracterizacion de cultivos puros. En poblaciones
bacterianas mixtas de muestras de alimentos o heces pueden ser Utiles en la
identificacion de muestras para las que se deben disefiar procedimientos de aislamiento.

1.6. Analisis de heces para la deteccion de Escherichia coli 0157:H7

Escherichia coli 0157:H7 es la VTEC més preocupante para la salud publica en la mayoria de los
paises. El hecho de que se aloje en el tracto intestinal de animales sanos, particularmente del ganado
vacuno, representa una fuente de infeccion directa e indirecta para los humanos. El analisis se basa
en las técnicas de cultivo disefiadas para superar los problemas del aislamiento de un ndmero
reducido de microorganismos, posiblemente en estado alterado, de una flora competidora de fondo
mediante la identificacion de colonias sospechosas y la demostracion de las caracteristicas de
virulencia conocidas. Estos métodos aun estan en desarrollo y el siguiente es una descripcion de los
métodos empleados rutinariamente en un laboratorio veterinario nacional. Se deben tomar las
precauciones adecuadas para evitar la contaminacion de humanos (véase el capitulo 1.1.4).

1.6.1. Pre-enriquecimiento

i)

i)

ii)

iv)

Se transportan las heces en contenedores estériles, herméticos y cerrados a 4°C y se
ponen en cultivo lo antes posible, preferiblemente dentro de las 2 horas siguientes a la
recogida. Las heces que se hayan de almacenar durante un largo periodo deben
congelarse a —70°C.

Se mezclan las heces a una dilucién de 1/10 en agua caliente tamponada con peptona
(BPW) en un contenedor etiquetado.

Se incuban a 37°C +£2°C durante 6 horas.

Se incluyen cultivos como control positivos y negativos.

1.6.2. Separacién inmunomagnética

i)

El uso de Dynabeads® anti-E.coli 0157, producto 710.04 (Dynal Biotech, ASA, Oslo,
Noruega), cumple los requisitos de AFNOR (DYN 16/02-0696 y DIN 10167); se cita en el
Manual Analitico Bacterioloégico de la Administracion de Alimentos y Drogas de EE.UU.
(www.cfsan.fda.gov/-ebam/bam-4a.html) y el Compendio de Métodos Analiticos de la
Salud de Canada (www.hc-sc.gc.ca/food-aliment/mh-dm/mge-
dme/compendium/volume_3/e_mflp9001.html) y es el método oficial del Ministerio de
Salud de Japon.
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i)  Siguiendo las instrucciones de los fabricantes, se lleva a cabo la separacion
inmunomagnética (IMS) sobre las muestras preenriquecidas utilizando el método manual
(MIMS) o automatico (AIMS). Se ha de tener cuidado en mezclar bien las bolas antes de
utilizarlas, y evitar la contaminacion cruzada entre los tubos preparados. Si se utiliza el
método manual, es esencial cefiirse a las instrucciones para lavar con cuidado el
complejo bola-bacteria.

iii) Después del lavado final, se usa una micropipeta para pasar 50 pl de cada suspension de
bolas-bacterias a una placa de agar MacConkey etiquetada con sorbitol que contenga
cefixima y telurito potasico (CT-SMAC) (Zadik et al., 1993) teniendo cuidado de evitar la
contaminacion cruzada.

iv)  Utilizando una torunda estéril, se extiende la gota sobre un tercio o la mitad de la placa
para romper los complejos. Utilizando un asa estéril de 1 pl, se diluye méas el complejo
bola-bacteria sobre un cuadrante extendiendo en angulo recto desde el area previamente
sin extender. Utilizando una segunda asa estéril, se extiende en angulo recto desde este
cuadrante hasta el area final de la placa sin extender para obtener colonias aisladas. Se
incuba a 37°C + 2°C durante 16-18 horas (las colonias que fermentan sorbitol pierden
color tras este tiempo y pueden confundirse con E. coli 0157 que no fermenta sorbitol). Un
método alternativo para aislar colonias negativas a sorbitol es extender el indculo
completo sobre la superficie de una placa de CT-SMAC seca con una varilla doblada
estéril.

1.6.3. Identificacion de colonias

i)  Se pican hasta 10 colonias blancas negativas a sorbitol por placa y se prueban mediante
la aglutinacion de latex 0157 siguiendo las instrucciones del fabricante (incluir los
microorganismos de control positivos y negativos y el control de latex adecuados)

ii) Se subcultivan las colonias positivas para aglutinacion sobre un medio sélido sin
antibidticos (por ejemplo 5% agar sangre de oveja). Se extiende para obtener colonias
aisladas. Se incuba a 37°C £ 2°C durante la noche.

1.6.4. Confirmacién de Escherichia coli

i) Se inocula caldo de o-nitrofenil beta-D-galactopiranésido (ONPG). Se establecen
controles positivos y negativos. Se incuba durante la noche, aerébicamente a 37°C.
Escherichia coli produce un resultado positivo indicado por un cambio a la coloracién
amarilla, lo que confirma la actividad de la beta-galactosidasa.

ii)  Se coloca un circulo de papel de filtro de membrana de nitrato de celulosa de 0,45 pum
sobre una placa de agar con bilis y triptona, (TBA) utilizando férceps estériles. Se utiliza
un asa de 1 pl para retirar un asa completa de crecimiento para la prueba y se inocula un
area del tamafio de un guisante sobre la superficie del filtro Milipore. Se establecen
controles positivos y negativos. Se incuba a 44°C durante al menos 17 horas. Se
transfiere la membrana a un papel de filtro empapado con reactivo para indol a fin de
detectar la utilizacion de triptéfano. Escherichia coli muestra una reaccion positiva
indicada por una coloracion violeta-rosa.

iii) Existe en el mercado un colorante para la deteccion de indol. Se coloca el reactivo sobre
papel de filtro y se extiende una porcion de la colonia sobre la mancha del reactivo. Esto
requiere menos de 5 minutos y puede confirmarse mediante la prueba descrita si las
colonias sospechosas aparecen negativas. También esta disponible en el mercado el
medio con indol.

iv) Alternativamente, se utilizan tiras comerciales de pruebas bioquimicas disponibles para
confirmar la presencia de E. coli.

1.6.5. Determinacién somatica (Matthews et al., 2006)

i) Utilizando un asa estéril, se toma una sola colonia obtenida mediante el método de la
identificacion de las colonias descrito en el punto (c) anterior y se subcultiva en 4 ml de
caldo Schlecht (Ring & Schlecht, 1970). Se incuba a 37°C + 2°C durante la noche.

i)  Se hierve el caldo Schlech durante un minimo de 1 hora a 100°C.

iii) Se ponen 25 pul de solucion salina al 0,85% en los pocillos 2 al 12 de una placa de
microtitulaciéon con pocillos en U. Se ponen 50 pl de antisuero 0157 en el pocillo 1. Se
hacen una serie de diluciones dobles del antisuero hasta 1/1024, descartando 25 pl
después de mezclar bien. Se afiaden 50 pl de suspension de caldo hervido a los pocillos
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1 al 12. Se cubre la placa para impedir la evaporacion y se incuba a 37°C durante 6 horas.
Se utiliza un fondo negro para identificar la aglutinacion en los pocillos.

1.6.6. Ensayo en células Vero

i)

i)

ii)

iv)

v)

Vi)

vii)

viii)

Utilizando un asa estéril, se toma una colonia aislada obtenida mediante el método de
identificacion de colonias descrito en el punto (c) anterior y se subcultiva en 4 ml de caldo
Mundell (1976). Se incuba a 37°C + 2°C durante la noche.

Se hacen caldos con las cepas control de microorganismos que no produzcan ninguna
toxina, que produzcan enterotoxina termolabil (LT), factor necrotizante citotdéxico (CNF) y
verocitotoxina (VT). Se incuba a 37°C+ 2°C durante la noche.

Se colocan las células Vero (células de rifion de mono verde Africano, referencia ATCC
CCL81, proporcién de siembra 2 x 105/ml) en placas de microprueba con pocillos de fondo
liso, 200 pl para cada pocillo, 24 horas antes de la inoculacién. Se incuba a 37°C + 2°C en
5% de COz2 durante 24 horas.

Se afiaden 100 pl de una disolucion de 400.000 unidades/ml de sulfato de polimixina B en
agua destilada estéril a cada cultivo liquido durante la noche. Se incuba a 37°C + 2°C
durante 5 horas.

Se centrifugan los caldos a 3.000 rpm durante 30 minutos.

Se retiran los sobrenadantes en contenedores estériles etiquetados (se necesitan 1,5 ml
aproximadamente).

Se coloca la placa de células Vero sobre una hoja de trabajo numerada para identificar
cada pocillo. Se inoculan 10 pl de sobrenadante preparado en el pocillo relevante de las
células Vero. Se vuelve a poner las células Vero en el incubador de CO2z y se incuban
durante 3 dias.

Se examinan las células después de 24, 48 y 72 horas para observar cualquier efecto
citopatico. Se comparan con las pruebas control positivas y negativas. Con muestras
positivas a VT, la capa celular se desintegra y entre las 24 y 72 horas puede verse que
estan ennegrecidas y arrugadas.

1.6.7. PCR multiplex para VT1, VT2 y eae (Beebakhee et al, 1992; Jackson et al., 1987;
Strockbine et al., 1988)

Se

utiliza la PCR multiplex para confirmar la presencia de determinantes de virulencia

utilizando cebadores, como se muestra a continuacion:

Gen No. de Secuencia del cebador Posicién del Tamafio del
objetivo acceso nucleétido amplicén (pb)

VTl M19437 F (5'-CGC-TCT-GCA-ATA-GGT-ACT-CC-3’) 287-306 256
R (5'-CGC-TGT-TGT-ACC-TGG-AAA-GG-3’) 522-541

VT2 X07865 F (5’-TCC-ATG-ACA-ACG-GAC-AGC-AG-3’) 623-642 185
R (5'-GC-TTC-TGC-TGT-GAC-AGT-GAC-3’) 788-807

EaeA X60439 F (5-GC-TTA-GTG-CTG-GTT-TAG-GAT-TG-3’) 271-293 618
R (5'-CCA-GTG-AAC-TAC-CGT-CAA-AG-3’) 871-890

i)  Utilizando un asa estéril, se coge una colonia aislada obtenida mediante el método de

ii)

identificacion de colonias descrito en el punto (c) anterior y se subcultiva en 1 ml de caldo
Luria-Bertani. Se establecen tres caldos de control adecuados. Se incuba a 37°C + 2°C
durante la noche.

Se hierven los caldos durante 15 minutos a 100°C. Se retiran del bafio de agua y se deja
que se enfrien.

Se prepara una mezcla maestra de 48 pl por muestra que contenga:

1 x tampdn Saiki (50 mM KCI; 10 mM Tris, pH 8,5; 100 pg/ml de gelatina); 3 mM de
MgClz; 0,5 U de polimerasa Taq; 25 pmoles de cada cebador (cebadores directos e
inversos para VT1, VT2 y eaeA); 0,2 mM de dATP, dCTP, dGTP y dTTP.
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iv) Se mezcla mediante inversion de los tubos y se ponen 48 ul en cada tubo de reaccién de
la PCR.

v) Se afladen 2 pl de cultivo hervido (extracto crudo de ADN) al fondo de cada tubo de
reaccion (incluir tres extractos control y un medio blanco).

vi) Se realiza una PCR utilizando parametros ciclicos de desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 2 minutos; 25 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 62°C durante 1,5 minutos y 72°C
durante 2 minutos; con una extension final a 72°C durante 5 minutos. La reacciéon se
mantiene a 4°C hasta que se necesite para la electroforesis.

vii) Se realiza una electroforesis con 15 pl de cada muestra de PCR sobre un gel de agarosa
al 1,5% en tampon E (10x solucién concentrada que se obtiene afiadiendo a agua
destilada en el siguiente orden: 109 g/litro de Tris, 55,6 g/litro de acido ortobdrico, 9,3 g de
EDTA, completada hasta 1 litro con agua destilada y ajustada a pH 8,0 con 10 ml de acido
clorhidrico concentrado, diluida en agua destilada antes de usarla). Tomar como
referencia un marcador de peso molecular de 10 pb para la comparacion.

viii) Se tifie con bromuro de etidio y se observa mediante transiluminacion

ix) Se inspeccionan los recorridos del control para identificar las posiciones de los
amplicones de VT1, VT2 y eae. Se comparan con las bandas presentes en los recorridos
de las muestras-problema. Se registran los resultados.

2. Pruebas serolégicas

En los humanos, el serodiagnéstico de la VTEC puede ser (util, particularmente en fase tardia del curso de la
enfermedad cuando se hace cada vez mas dificil aislar de las heces el microorganismo causante. El LPS ha
resultado ser el antigeno preferido, y se ha demostrado la produccién de anticuerpos de suero contra el LPS de
un amplio espectro de serotipos prevalentes de la VTEC. Las pruebas serolégicas no se utilizan para el
diagnostico de la infeccién animal con VTEC. Sin embargo, se ha demostrado que la exposicion del ganado a la
infeccion por E. coli 0157:H7 da como resultado la produccién de anticuerpos contra el LPS 0157, que persiste
durante meses, demostrables por ELISA indirecto (Johnson et al., 1996b). Se han demostrado reacciones
cruzadas entre LPS 0157 y los antigenos de LPS de otras bacterias incluyendo E. coli 055, Salmonella spp.,
Yersinia enterocolitica, Brucella abortus y cepas no-01 de V. cholerae. Para reducir la reactividad cruzada, se ha
desarrollado un ELISA de bloqueo utilizando un anticuerpo monoclonal especifico para E. coli 0157 con
anticuerpo competidor para la deteccion de anticuerpos de suero frente al antigeno 0157 en ganado vacuno
(Laegreid et al., 1998). Se han demostrado anticuerpos de suero frente a VT1, pero no a VT2, en ganado
mediante pruebas de neutralizacion de la toxina en ensayos con células Vero (Johnson et al., 1996b). Otros
estudios han mostrado una mayor prevalencia de anticuerpos neutralizantes de VT1 que de VT2, en sueros de
ganado, lo que se puede explicar por la mayor prevalencia de la VTEC productor de VT1 en ganado y/o la menor
inmunogenicidad de VT2.

C. REQUISTOS PARA LAS VACUNAS Y EL MATERIAL DE DIAGNOSTICO

No existen en la actualidad vacunas disponibles para el control zoonésico de la VTEC. Se estan explorando
varios procedimientos para el control inmunoldgico de infecciones de EHEC en humanos (Levine, 1998). Estos
estan dirigidos a impedir la colonizacidn, la enfermedad intestinal o las secuelas graves del sindrome de uremia
hemolitica y puarpura trombocitopénica trombdtica. Incluyen el uso de vacunas conjugadas (por ejemplo el
polisacérido 0157 ligado a la subunidad B de VT1 y VT2 como proteinas portadoras), vacunas de vector vivo,
vacuna por toxoide o inmunizacioén pasiva con globulina hiperinmune o anticuerpos monoclonales contra VT. Sin
embargo, si existiera una vacuna efectiva disponible, serian polémicas las consecuencias politicas, sociales y
economicas de una vacunacion extensiva de las personas contra patdgenos existentes en sus alimentos. Como
se cree que los animales, fundamentalmente el ganado vacuno, son reservorios de la infeccién de la poblacion
humana, una estrategia nueva que se estd investigando es vacunar al ganado vacuno para reducir la
colonizacidon con VTEC patdgena y reducir, por tanto, la contaminacion de los alimentos y del ambiente (por
ejemplo, hacer que los alimentos sean mas seguros como medida opuesta a proteger al consumidor). Una
posibilidad es usar una cepa viva colonizante negativa a la toxina como vacuna oral para inducir anticuerpos
contra los componentes de superficie, y otra es proporcionar factores de colonizacién, como la intimina, como
vacuna por via digestiva a través de plantas transgénicas (Gyles, 1998).
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NB: Existe un Laboratorio de Referencia de la OIE para Escherichia coli
(puede consultarse la pagina web de la OIE:
https://www.oie.int/es/que-ofrecemos/red-de-expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3).
Para mas informacion sobre Escherichia coli, por favor contacte con el Laboratorio de Referencia de la OIE.

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 2004. ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2008.
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