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Resumen

Las cepas enterohemorragicas de Escherichia coli (EHEC) son
pat6genos zoon6ticos de transmision alimentaria asociados a
epidemias y a casos esporadicos de diarrea y colitis hemorra-
gica, cuadros que pueden complicarse y dar lugar al sindrome
hemolitico urémico (HUS). La importancia de las cepas EHEC se
debe a la gravedad del HUS, que es la causa méas frecuente de
insuficiencia renal aguda en los nifios en América y Europa.
E. coli0157:H7 es el serotipo fundamental del patotipo EHEC.
Ya hace afios se predijo que cepas EHEC de otros serotipos
podrian convertirse en importantes patégenos transmitidos por
alimentos, y desde entonces estos microorganismos se han
relacionado con numerosos casos de enfermedad en todo el
mundo. La incidencia de estos serotipos distintos del 0157:H7
sigue creciendo, lo que significa que pueden considerarse pa-
tégenos emergentes. Un ejemplo reciente es el gran brote de
infecciones transmitidas por los alimentos y causadas por
EHEC 0104:H4, que se centré principalmente en Alemania du-
rante mayo y junio de 2011. La cepa responsable del brote po-
see una combinacién de factores de virulencia tipicos de dife-
rentes patotipos de E. coli, lo que corrobora que la plasticidad
de los genomas bacterianos facilita la emergencia de nuevos
patdgenos especialmente virulentos. Las investigaciones epi-
demiolégicas identificaron el origen del brote en una partida de
semillas de alholva (fenogreco) importadas de Egipto en 2009.
La dimension internacional de esta epidemia ilustra la urgente
necesidad de mejorar la vigilancia epidemioldgica de las cepas
EHEC.
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Abstract

Title: Enterohaemorrhagic strains of Escherichia coli as a para-
digm of emerging pathogens. Lessons from the large outbreak
of foodborne infections centred in Germany throughout May
and June of 2011

Enterohaemorrhagic strains of Escherichia coli (EHEC) are
foodborne zoonotic pathogens associated with major out-
breaks and sporadic cases of diarrhoea and haemorrhagic coli-
tis or bloody diarrhea, which can progress to the hemolytic
uremic syndrome (HUS). The importance of EHEC lies in the
severity of HUS, which is the most frequent cause of acute
renal failure in children in the Americas and Europe. It was
predicted years ago that EHEC strains other than the proto-
typic 0157:H7 serotype would emerge as significant foodborne
pathogens. Since then, these microorganisms have been linked
to numerous outbreaks and sporadic cases of disease around
the world. The incidence of these serotypes continues to grow,
which means they can be considered emerging pathogens. A
recent example is the large outbreak of foodborne infections
caused by EHEC 0104:H4, which was mainly centred in Ger-
many lasting throughout May and June of 2011. The outbreak
strain shows a combination of virulence factors from different
E. coli pathotypes, highlighting the way in which the plasticity
of bacterial genomes facilitates the emergence of new highly
virulent pathogens. Epidemiologic investigations traced the
origin of the outbreak to fenugreek seeds imported from Egypt
in 2009. The international dimension of the outbreak illustrated
the urgent need for improving the epidemiologic surveillance of
EHEC.
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Introduccion

Las enfermedades emergentes de transmision alimentaria son
un desafio para los sistemas de salud publica y casi siempre un
gran reto asistencial. Sabemos que la seguridad microbioldgi-
ca de los alimentos es un problema dindmico y sujeto a la in-
fluencia de numerosos factores a lo largo de toda la cadena
alimentaria, desde la granja o las pesquerias hasta la mesa. En
concreto, las poblaciones de patégenos méas relevantes para la
seguridad alimentaria no son estaticas, y pueden evolucionary
utilizar distintos alimentos como vehiculos para colonizar nue-
vos huéspedes'. Ello explica que la epidemiologia de las enfer-
medades transmitidas por los alimentos haya cambiado en las
Gltimas décadas, no sélo por la aparicién de nuevos pat6genos,
sino por los cambios que han tenido lugar en el suministro de
alimentos y por un aumento de la poblacién con mayor suscep-
tibilidad a estas enfermedades®.

Nuevos patdogenos alimentarios

El espectro de las infecciones transmitidas por los alimentos ha
variado, ya que algunos patégenos tradicionales han sido contro-
lados o eliminados, mientras que otros agentes desconocidos,
muchos de ellos transmitidos desde reservorios animales, han
surgido como nuevos patdgenos humanos'. Las enfermedades
emergentes se han descrito como aquellas cuya prevalencia ha
aumentado en las Gltimas décadas y que previsiblemente segui-
ré haciéndolo en un futuro préximo? Por tanto, un patdgeno
emergente no tiene por qué haber surgido recientemente, y se
acepta que microorganismos clasicos transmitidos por alimen-
tos, como Salmonella spp. y las cepas enteropatdgenas de Es-
cherichia coli, pueden evolucionar hacia un mayor poder patége-
no y aprovechar nuevas situaciones favorables a su difusién y al
desarrollo de infecciones. Por ejemplo, pueden contaminar ali-
mentos que no eran considerados de riesgo, como las verduras
frescas, y causar nuevos problemas de salud pdblica, como la
resistencia a antibidticos. Tanto E. coli 0157:H7 como las cepas
de Salmonella resistentes a antibidticos, ambas comensales en
el ganado vacuno, son ejemplos de agentes patégenos que se
han desarrollado como tales hace relativamente poco tiempo®.

Estos nuevos patégenos pueden surgir debido a la transferencia
genética de factores de virulencia que se encuentran en regiones
del ADN cromosémico, conocidas como «islas de patogenicidad»,
que pueden ser compartidas entre diferentes microorganismos®.
La promiscuidad genética que permite que estos genes sean ad-
quiridos por una bacteria se relaciona con la presencia de una
serie de elementos genéticos méviles, como plasmidos, transpo-
sones, transposones conjugativos y bacteriéfagos®. Hoy sabemos
que la adquisicion de esos elementos y su integracion en el geno-
ma bacteriano desempefian un papel fundamental en la aparicion
y la evolucién de nuevas cepas de un microorganismo. De esa
forma, E. coli 0157:H7 evolucioné a partir de un ancestro entero-
patdgeno del serotipo 055:H7 a través de la transferencia horizon-
tal y la recombinacion de distintos genes®.

En otros casos, los nuevos patégenos aparecen debido a
cambios ecolégicos o tecnolégicos que ponen a un microorga-
nismo potencialmente infeccioso en contacto con la cadena
alimentaria. Algunos ejemplos relativamente recientes de pa-
tégenos asociados a los alimentos como vehiculos de enferme-
dad y relacionados con cambios ambientales incluyen Listeria
monocytogenes, Cryptosporidium parvumy Cyclospora cayeta-
nensis. Muchos de estos patégenos humanos son zoonéticos:
tienen un reservorio animal, pero no causan necesariamente
enfermedad en el animal®.

Las cepas enterohemorragicas de
«Escherichia coli» como paradigma
de los agentes patogenos emergentes

Escherichia coli es una de las especies bacterianas comensa-
les del intestino humano, aunque existe un grupo de cepas de
esta especie que causan diferentes enfermedades. Estas ce-
pas se clasifican en funcién de la enfermedad que originan y
de sus factores de virulencia particulares®. Entre los principa-
les patotipos causantes de diarrea se encuentran E. coli ente-
rotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli entero-
hemorrégica (EHEC) y E. coli enteroinvasora (EIEC). Estos cuatro
grupos han sido implicados en enfermedades causadas por
alimentos o agua contaminada®.

Las cepas EHEC son patdgenos zoon6ticos de transmisién
alimentaria asociados a epidemias y a casos esporadicos de
diarrea y colitis hemorragica (HC), que destacan entre el resto
de los pat6genaos alimentarios porque un nimero pequefio pero
significativo de las personas infectadas desarrolla el sindrome
hemolitico urémico (HUS), que es la causa méas frecuente de
insuficiencia renal aguda en los nifios en América y Europa’s.

Las cepas EHEC son un subgrupo del grupo de cepas de E. coli
que producen toxinas de tipo Shiga (Stx), también denominadas
verocitotoxinas (VT), por lo que el patotipo se denomina indistinta-
mente STEC o VTEC. Hay muchos serotipos de STEC, pero sélo los
que han sido clinicamente asociados a casos de HC se designan
como EHEC. De éstos, el serotipo 0157:H7 es el prototipo de EHEC
y el implicado méas frecuentemente en la enfermedad en todo el
mundo®. El resto de serotipos comparten los principales factores
de virulencia de este serotipo, y también se encuentran con fre-
cuencia en el ganado vacuno sano y en otros rumiantes, causando
enfermedades poco perceptibles o inaparentes en estos reservo-
rios animales®. Las heces que contienen estos microorganismos
actuarfan como fuente de contaminacion de diferentes alimentos
y del ambiente™. Aunque £. coli 0157:H7 se estudia como uno de
los principales parametros de la seguridad de los alimentos, no
estd claro si todos los aislados de £. coli 0157 de origen animal
son igual de dafiinos para los seres humanos. Y en contraposicion,
el potencial patogénico de los serotipos de STEC diferentes al
0157 se pasa a menudo por alto'". Por tanto, resulta dificil la dis-
tincion entre las cepas EHEC v las cepas STEC no asociadas a en-
fermedad y que pueden no ser patdgenas'?. Para detectar las ce-
pas EHEC de seratipos diferentes al 0157:H7, es preciso emplear
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métodos moleculares basados en la identificacion de los factores
de virulencia y/o sus genes®'".

Hace afios se predijo que las cepas STEC de otros serotipos di-
ferentes al 0157:H7 se podrian convertir en importantes patége-
nos transmitidos por alimentos. Desde entonces, estos microorga-
nismos se han vinculado a numerosos brotes epidémicos y casos
esporadicos de enfermedades alimentarias en todo el mundo?, y la
incidencia de estos serotipos sigue creciendo, lo que significa que
pueden considerarse patdgenos emergentes'2. Un ejemplo recien-
te es el gran brote de infecciones transmitidas por los alimentos
causadas por EHEC 0104:H4, que tuvo lugar en mayo y junio de
2011. Se centr6 principalmente en el norte de Alemania, pero afec-
t6 también a otros 13 paises europeos, asi como a Estados Unidos
y Canada'3". El serotipo 0104:H4 s6lo se habia detectado ante-
riormente asociado a un pequefio nimero de infecciones en huma-
nos, pero hasta la fecha no se ha detectado en animales ni en
alimentos. En el brote de 2011, el nimero total de casos de infec-
cioén por STEC en Europa fue de 3.910 (941 confirmados y 2.969
probables), incluyendo 782 casos de HUS (264 confirmados y 518
probables) y 46 muertes (29 debidas al HUS)™. Estas cifras repre-
sentan la mayor epidemia de EHEC que se ha descrito hasta ahora
en el mundo en cuanto al nimero de casos de HUS se refiere.

Respecto a la patogenia de la infeccion por EHEC, se sabe
que es multifactorial e involucra varios niveles de interaccion
entre la bacteria y el huésped. Las cepas EHEC portan un con-
junto de genes de virulencia que codifican los factores de
unién a las células del huésped, la sintesis de moléculas efec-
toras y la produccién de diferentes toxinas. Aunque los facto-
res de virulencia de los diferentes patotipos de E. coli normal-
mente no se superponen, hay un ndmero creciente de estudios
que describen el aislamiento de cepas de E. coli asociadas a
enfermedades humanas que contienen nuevas combinaciones
de factores de virulencia''2.

Como integrantes del grupo STEC, la facultad de las cepas EHEC
de originar enfermedad en los seres humanos se relaciona con su
capacidad de expresar los diferentes tipos de Stx (Stx1 y Stx2, y
distintas variantes de Stx2). La toxina Stx puede alcanzar el torren-
te sanguineo y ligarse a los receptores especificos de la glucopro-
tefna Gb3 en las células del propio intestino, del glomérulo y, oca-
sionalmente, de otros érganos vitales, como el cerebro. Se sabe
que la unién de Stx en el glomérulo es heterogénea debido a las
variaciones de expresion de la Gb3 en su interior'®, lo que condi-
ciona su internalizacion y la subsecuente inhibicién de la sintesis
proteica. El resultado es un dafio y muerte celular variables, con
separacién mas o menos extensa del epitelio de su membrana
basal y un amplio espectro en su presentacion clinica.

Las cepas EHEC pueden considerarse también un subgrupo del
patotipo EPEC, ya que tienen la capacidad de fijarse y producir
lesiones en el epitelio intestinal, caracteristica de las cepas
EPEC (lesiones de adhesién y destruccion localizada, o attaching
and effacing [A/E] lesions). Esta capacidad de las cepas EHEC de
originar lesiones en el intestino después de la ingestion también
esta vinculada a la enfermedad en los seres humanos®.

Lecciones de la epidemia europea
de 2011 causada por EHEC 0104:H4

La epidemia europea de 2011 causada por EHEC 0104:H4 ha
sido inusual, por presentar diferencias clinicas y microbiolégi-
cas importantes respecto a otros grandes brotes previos, prin-
cipalmente los de STEC 0157:H7".

En el mes de mayo ya se observé que la frecuencia de HUS
era mas alta de lo habitual, demostrandose ademas que la ce-
pa EHEC 0104:H4 posefa un plasmido de virulencia tipico de
otro patotipo diferente al EHEC, las cepas enteroagregantes
de E. coli (EAEC), lo cual también resultaba insdlito'.

En el mes de junio ya se habia obtenido la secuencia del ge-
noma completo de nueve aislados diferentes de la bacteria, y se
llevé a cabo su analisis comparativo, haciéndose pablicos los
resultados inmediatamente'®'. Las secuencias corroboraron
que el cromosoma de esta cepa de £. coli 0104:H4 es similar al
de las cepas de tipo EAEC, pero ademds contiene el gen stx2 li-
gado a un bacteriéfago integrado en el cromosoma. Asi, los ge-
nes que permitirian a esta cepa colonizar el intestino humano no
proceden del patotipo EPEC, como ocurre normalmente, sino del
grupo de cepas EAEC'®S. Por tanto, la cepa responsable del bro-
te posee una combinacion de factores de virulencia tipicos de
dos patotipos diferentes de E. coli (las cepas EHEC y EAEC). El
grupo EAEC es probablemente la causa bacteriana mas comun
de diarrea, pero no se identifica en la mayoria de los laboratorios
de diagnéstico. Las cepas EAEC se agregan para adherirse fuer-
temente a los enterocitos, por lo que perduran en el intestino
mas tiempo que otros patotipos. Ello explicaria por qué la cepa
de EHEC 0104:H4 es mas virulenta que las cepas EHEC clasicas.

Los estudios de genémica comparada mostraron que este clon
de 2011 no era completamente nuevo, sino una ligera variante
de cepas conaocidas que tienen un fondo genético similar tipico
de las cepas EAEC, aunque han adquirido la capacidad de produ-
cir Stx. Pero la cepa de 2011 contiene genes cromosémicos
plasmidicos adicionales que la diferencian de las demas, como
genes de virulencia tipicos de patotipos extraintestinales de E.
coliy genes de resistencia a diferentes antibiéticos. Ello sugiere
que es una variante relativamente nueva, y que adquirié el
fago con el gen stxZy la resistencia a antibidticos hace 10 0 20
afios'®?, La transferencia genética horizontal seria responsable
de la emergencia de esta cepa EH(EA)EC especialmente virulen-
ta, lo que corrobora que la plasticidad de los genomas bacteria-
nos facilita la emergencia de nuevos patégenos®.

La publicacién a las pocas semanas del inicio del brote de la
secuencia completa del genoma del microorganismo responsable
es un buen ejemplo de la aplicacion de la tecnologia de secuencia-
cién de ADN de dltima generacion para el analisis de los brotes
epidémicos de este tipo de infecciones en tiempo real. Con el ra-
pido intercambio nacional e internacional de informacién y de ce-
pas, los datos conocidos fueron inmediatamente evaluados en el
marco de una colaboracion global sin precedentes’.

Los resultados sobre |as caracteristicas genéticas de la cepa
responsable del brote no sélo ayudaron en el diagnéstico répi-
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do y preciso de los pacientes, sino que también permitieron la
investigacion del origen y las vias de transmision de la enfer-
medad. Con gran rapidez, se aplicaron nuevas herramientas de
andlisis y diagndstico para detectar la cepa en las muestras
clinicas y en alimentos. Asi, tres dias después de obtener el
primer aislado se desarrollé y publicé una reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) multiplex especifica que, junto con una
novedosa PCR en tiempo real, permiti6 el reconocimiento y la
identificacion de la cepa en los alimentos™ '8,

Las investigaciones epidemiolégicas identificaron el origen
del brote en una partida de semillas de alholva (fenogreco) im-
portadas de Egipto en 2009, aunque no se consigui¢ aislar la
cepa responsable de ninguna de las muestras de semillas ana-
lizadas?'. El tiempo transcurrido y la amplia distribucién de las
semillas por todo el mundo impiden saber dénde se encuentran
y durante cudnto tiempo permaneceran a la venta, lo que hace
patente la gran complejidad de la produccion y la distribucién
de alimentos a escala global'’.

Esta epidemia de dimensiones internacionales muestra la ur-
gente necesidad de mejorar la vigilancia epidemiolégica de las
cepas EHEC. Para ello, es necesario desarrollar herramientas de
diagnéstico rapido y flexible para detectar en los alimentos to-
das las EHEC, y no centrarse solo en E. col/i0157:H7'8. La mejora
de los métodos para la identificacion de posibles EHEC emergen-
tes es una de las principales ensefianzas de esta epidemia.

La extension y la complejidad de esta epidemia también nos
advierten de la importancia de la colaboracion de todos los nive-
les de las redes de salud pdblica para reconocer el brote, identi-
ficar y caracterizar el agente causal, encontrar los vehiculos de
transmision y controlar la infeccion. La puesta en funcionamien-
to de estas redes debe basarse en la participacion multidiscipli-
naria (técnicos de salud, expertos en seguridad veterinaria vy
alimentaria, sanitarios y gestores, e investigadores de centros
pablicos y privados) y multipatégeno (bancos informativos)?'2.
Ello resulta esencial para hacer un seguimiento de las tenden-
cias de cambio de enfermedades, ya bien conocidas, y detectar
los patégenos emergentes; en suma, para desarrollar programas
de prevencion eficaces y estrategias de control. Il
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