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Escherichia coli enteroagregativa 0104:H4-ST678 productora de Stx2a.
iDiagnéstico microbiolégico ya, de este y otros serotipos de STEC/VTEC!
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Una cepa de Escherichia coli productora de la toxina Stx2a (STEC) perteneciente al serotipo 0104:H4, que
tiene factores de virulencia caracteristicos del patotipo de E. coli enteroagregativo, ha causado el reciente
(2011) brote de Alemania. La cepa ademads presenta varios factores de virulencia de cepas de E.coli pat6-
genas extraintestinales y ha adquirido resistencia a numerosos antibiéticos, incluidas las cefalosporinas
de tercera generacién, ya que presenta un plasmido que lleva genes que codifican para las 3-lactamasas
TEM-1 y CTX-M-15. Hay muy pocos reportajes previos sobre el serotipo 0104:H4; es muy raro en huma-
nos y nunca se detecté en animales ni alimentos. Una vez que se conoci6 el serotipo de la cepa del brote
aleman se desarrollaron métodos especificos para su deteccién basados en PCR convencional y en tiempo
real. Datos de Galicia sugieren que el serotipo STEC 0157:H7 causa mas de 500 casos de infecciéon por
afo y que los STEC no-0157 mas de 2.000 casos en Espafa. Por ello, se considera necesario llevar a cabo
el diagnéstico microbiolégico de las cepas STEC de los serotipos 0104:H4, 0157:H7 y de otros serotipos
en los hospitales espafioles.
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Stx2a-producing enteroaggregative Escherichia coli 0104:H4-ST678.
Microbiological diagnostic already, for this and other STEC/VTEC serotypes!

SUMMARY
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0104:H4 serotype

A Stx2a-producing Escherichia coli (STEC) strain belonging to serotype 0104:H4, with virulence features
common to the enteroaggregative E. coli pathotype, was reported as the cause of the recent 2011 outbreak
in Germany. In addition, the German outbreak strain was found to possess several virulence factors of
extra-intestinal pathogenic E. coli and to have acquired resistance to numerous antibiotics, including
third-generation cephalosporins, owing to several plasmid-borne genes encoding TEM-1 and CTX-M-15
[-lactamases. There are only a few reports of serotype 0104:H4, which is very rare in humans, and has
never been detected in animals or food. Once the serotype of the German outbreak strain became known,
specific molecular methods were developed for its detection based on conventional and real-time PCR.
Data from Galicia suggest that, per year in Spain, STEC 0157:H7 is responsible for more than 500 cases
of infection, and non-0157 for more than 2,000. A microbiological diagnosis for 0104:H4, 0157:H7 and
other STEC serotypes is required in Spanish hospitals.
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Las cepas de Escherichia coli que causan diarrea en seres huma-
nos se clasifican en cinco patotipos: E. coli enteropatogénicos
(EPEC), enterotoxigénicos (ETEC), enteroinvasivos (EIEC), enteroa-
gregativos (EAEC) y productores de toxinas Shiga/verotoxinas o
enterohemorragicos (STEC/VTEC/EHEC)!.

El patotipo STEC es un importante patégeno zoondsico emer-
gente que causa patologias muy graves en seres humanos:
la colitis hemorragica (HC) y el sindrome urémico-hemolitico
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(HUS)?-2. Aunque las cepas STEC pertenecen a una amplia varie-
dad de serotipos (varios cientos), el mas frecuente y virulento
es el 0157:H7, seguido del 026:H11 (http://www.usc.es/ecoli/
SEROTIPOSHUM.htm). Las cepas elaboran dos potentes citotoxinas
denominadas toxinas Shiga/verotoxinas (Stx1/VT1y Stx2/VT2) que
estan codificadas en el genoma de profagos. Existen tres subtipos
de Stx1 (a, cy d) y siete de Stx2 (a,b,c,d,e,f,g)610.11,

Las cepas del patotipo STEC poseen otros factores de virulencia
adicionales, siendo el mas importante una proteina denominada
intimina que es responsable de la intima adhesién de las bacterias
al epitelio intestinal y de la lesién de adhesién y borrado (attaching
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and effacing)'2-14, La intimina (proteina de la membrana externa)
se encuentra codificada en el gen eae, que forma parte de la isla de
patogenicidad cromosémica locus for enterocyte effacement (LEE).
Las patologias severas en seres humanos se asocian normalmente
con las cepas eae+ de los seropatotipos A y B, a las que normal-
mente se clasifican como enterohemorragicas>!>16. La intimina
se une al receptor Tir que la bacteria transloca al enterocito por
medio de un sistema de secrecién tipo III (TTSS), que utiliza para
para inyectar numerosos proteinas efectoras (tanto codificadas en
la isla LEE como en otros genes) desde el citoplasma bacteriano a
los enterocitos!2-14,

Karmali et al.'® han propuesto clasificar los serotipos de las
cepas STEC en cinco seropatotipos, atendiendo a su incidencia y
asociacién con casos de HUS y brotes. El seropatotipo A incluye
cepas altamente virulentas de los serotipos 0157:H7 (no fermen-
tadoras de sorbitol) y 0157:H- (H-=no méviles; fermentadoras
de sorbitol) causantes de numerosos brotes y frecuentemente
asociadas con HUS. El seropatotipo B incluye serotipos que han
causado brotes ocasionales y son relativamente comunes en casos
HUS y HC (026:H11, 0103:H2, O111:H8,H-, 0121:H19, 0145:H-).
El seropatotipo C incluye serotipos no responsables de brotes pero
que se han aislado de pacientes con HUS y HC (05:H-, 091:H21,
0104:H21,0113:H21,0121:H-,0165:H25 y otros). El seropatotipo
D incluye serotipos que nunca se han asociado con HUS, pero que si
se han aislados de pacientes con patologias menos graves (diarrea
y HC) (07:H4, 069:H11, 0103:H25,0113:H4, 0117:H7, 0119:H25,
0132:H-, 0146:H21, 0171:H2, 0172:H-, 0174:H8 y otros). Por
altimo, el seropatotipo E incluye muchos serotipos aislados de ani-
males, alimentos y del medioambiente no implicados nunca con
casos clinicos/enfermedad en humanos. Es por lo tanto muy impor-
tante determinar el serotipo de la cepa STEC para poder saber el
riesgo patogénico potencial de la misma.

Cepa enteroagregativa 0104:H4 Stx2a

El 26 de julio 2011 el Instituto Robert Koch de Berlin daba por
finalizado el brote que mas casos HUS ha producido en el mundo
hasta la fecha!”. Entre el 1 de mayo y el 4 de julio se registraron en
Alemania 852 casos HUS y 3.469 casos de diarreas/CH, falleciendo
50 pacientes (incluidos 32 con HUS). Segin los datos del Euro-
pean Centre for Disease Prevention and Control (ECDPC)!® en otros
13 paises de la Unién Europea se produjeron 49 casos de HUS y 76
casos de diarrea/CH, incluidos 8 casos HUS del brote de Francia'®
y los dos casos esporadicos de Espafia. Ademas, también se detec-
taron algunos casos en EE.UU. y Canada en pacientes que habian
visitado Alemania.

La cepa hipervirulenta causante de los brotes de Alemania y
Francia es una cepa atipica en muchos aspectos:

a) Se trata de una cepa hibrida de dos patotipos ya que es a la vez
enteroagregativa y productora de la toxina Shiga del subtipo
Stx2a. La combinacién de genes de virulencia de estos patoti-
pos no es frecuente y previamente se habia observado en una
cepa del serotipo O111:H2 responsable de un pequefio brote en
nifios con HUS ocurrido en Francia2C.

b) Pertenece a un serotipo (0104:H4) muy raramente aislado hasta
la fecha en pacientes humanos y nunca observado en cepas ais-
ladas de animales ni de alimentos?!?2, Tenemos referencias de
este serotipo en cepas STEC aisladas en Alemania (2001)23, Fran-
cia (2004)22, Corea (2005)2425, Reptiblica de Georgia (2009)22,
Italia (2009)%6 y Finlandia (2010)?2. Las cepas de Alemania,
Republica de Georgia, Italia y Finlandia sabemos que también
eran enteroagregativas y productoras de Stx2a. La cepa de Corea
no es enteroagregativa y produce Stx1y Stx2. Por el momento se
desconoce si la cepa de Francia es enteroagregativa. También se
han aislado cepas enteroagregativas del serotipo 0104:H4, pero

no productoras de toxinas Shiga, en la Repiblica Centroafricana
(1995/1996)21, Dinamarca (2000)%2 y recientemente en la Repii-
blica de Mali (2009)22 y Espafia (1996) (datos no publicados).

c) Carece de la isla de patogenicidad LEE que lleva el gen eae que
esta presente en las cepas STEC mas virulentas de los seropato-
tipos Ay B21.

d) También se diferencia de la mayoria de las cepas de STEC, en
que es multirresistente, siendo productora de la beta-lactamasa
de espectro extendido CTX-M-15 también presente en el clon
intercontinental 025b:H4-ST13121:27.28,

Ademas de genes de virulencia de STEC y EAEC, la cepa del brote
posee factores de virulencia de cepas de E. coli patégenas extrain-
testinales (EXPEC) que también estan presentes en cepas del clon
025b:H4-ST13121:28.29,

Si no tuviéramos claro que existe una gran plasticidad en el
genoma de E. coli, estariamos pensando en que una cepa que com-
bina tantos genes de virulencia y de resistencia no podria ser mas
que el fruto de la ingenieria genética. Pero no hay ningtin dato que
apoye dicha hipétesis, y todo parece indicar que es una de las miles
de cepas que emergen continuamente como consecuencia de la
transferencia horizontal de genes (fagos, plasmidos y transposo-
nes) y deleciones, y es seleccionada por la presioén antibiética. El
genoma de E. coli contiene entre 4.200 y 5.500 genes, con menos de
2.000 genes conservados (core genome). Su pan-genome (reper-
torio genético de la especie) es enorme y consiste en al menos
20.000 genes3C. Una de las lecciones del brote es la capacidad de
especies como E. coli de generar nuevas combinaciones de genes
que conducen a la emergencia de cepas muy agresivas que ademas
pueden ser resistentes a los antibiéticos de mayor utilidad clinica.
Hasta ahora, parecia que existia una cierta incompatibilidad entre
los genes de resistencia y los genes de virulencia, pero la reciente
emergencia del grupo clonal EXPEC 025b:H4-B2-ST131 y de la cepa
actual STEAEC 0104:H4-B1-ST678 supone un nuevo desafio. Curio-
samente estas cepas comparten el antigeno flagelar H4 y el enzima
CTX-M-15. No obstante, es necesario precisar que el tratamiento
antibiético en las infecciones causadas por cepas STEC esta gene-
ralmente contraindicado, ya que el antibiético puede inducir a la
cepa a producir una mayor cantidad de toxinas Shiga, aumentando
elriesgo de presentacion de HUS. De hecho, se ha podido demostrar
que las quinolonas promocionan la produccién de Stx2a por parte
de la cepa 0104:H4 del brote?®.

Pero cudl es el origen de la cepa enteroagregativa 0104:H4
Stx2a?

Se cree que es una cepa nueva probablemente de origen humano
que ha emergido recientemente a partir de una cepa enteroagrega-
tiva (EAEC) del serotipo 0104:H4 que ha adquirido un fago portador
del gen stx2a a partir de una cepa STEC. A partir de otra cepa adqui-
riria el plasmido que codifica para el enzima CTX-M-15. Esto se
ha deducido después de comparar el genoma completo de varios
aislados de la cepa del brote aleman con el genoma de cepas ente-
roagregativas del serotipo 0104:H4 y de otros serotipos, y con el
genoma de cepas de otros patotipos de E. coli diarreagénicos (ETEC,
EPEC, EIEC)29:31-33,

Las cepas de EAEC causan diarreas de larga duracién princi-
palmente en nifios y viajeros de paises del tercer mundo, pero
también son una causa significativa de diarrea en Europa, incluida
Espafia34-36, Su reservorio son tinicamente los seres humanos. Pre-
sentan un plasmido (pAA) que codifica para una adhesina fimbrial
que es responsable del patrén de adherencia enteroagregativa a
células HEp-Il'y al epitelio intestinal. La cepa responsable del brote
actual posee la fimbria AAF/I, mientras que la cepa enteroagregativa
y productora de Stx2a aislada en Alemania en el afio 2001 poseia la
fimbria AAF/IIl y era sensible a los antibiéticos?!.
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Por qué la cepa enteroagregativa 0104:H4 Stx2a es tan
virulenta?

Es evidente que no sorprende el grado de virulencia de la cepa si
tenemos en cuenta el gran arsenal de genes de virulencia que tiene
la cepa del brote. Pero se desconoce el porqué la cepa 0104:H4 es
tan virulenta. Se ha especulado con que su capacidad enteroagre-
gativa le permita colonizar mejor el epitelio intestinal y con que
tenga mecanismos que le permitan producir o liberar mas can-
tidad de toxina Stx2a. Tiene por lo menos tres adhesinas (AAF/I,
LPF-IpfAO26 e Iha), dos sider6foros (aerobactina y yersiniabactina)
y tres tipos de proteasas SPATE (Pic, Sig A y SepA). La combinacién
de estos tres tipos de proteasas se da en muy pocas cepas2?,

Semillas de fenogreco importadas de Egipto principales
sospechosas

Investigaciones epidemiol6gicas apoyan la hipétesis de que los
brotes de Alemania3? y Francia!® estan relacionados, ya que han
sido causados por la misma cepa y por el mismo alimento: brotes
obtenidos a partir de semillas de fenogreco importadas de Egipto38.
El vehiculo mas frecuente en los brotes causados por STEC es la
carne de vacuno poco cocinada3?, pero en los tltimos afios cada
vez son mas los brotes causados por productos vegetales, especial-
mente de ensaladas y brotes de diferentes semillas38. Curiosamente
el brote mas grande en niimero de casos de diarrea y CH fue pro-
ducido por un STEC 0157:H7 en el aio 1996 en la ciudad de Sakai
(Osaka, Japén) y se asoci6 con el consumo de brotes de rabano?0.
Las cepas EAEC también han causado varios brotes asociados con el
consume de brotes, incluyendo un brote por el serotipo ONT:H10
sucedido en el Japon en 1993 que afecté a mds de 2.000 personas?!,
En estudios futuros se debera examinar si las cepas enteroagrega-
tivas tienen mecanismos especiales que le permitan adherirse a la
superficie de los vegetales. Lo que es evidente que las condiciones
de produccién de los brotes (humedad y temperatura) favorecen el
crecimiento de los microorganismos contaminantes. Se desconoce
cémo 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.

El hecho de que el nimero de mujeres afectadas sea mucho
mayor de lo normal con respecto a otros brotes por STEC, donde los
nifios eran los principalmente afectados, se relaciona fundamen-
talmente con los habitos culinarios, ya que las mujeres consumen
mucho mas ensaladas con brotes que los nifios.

Contagios persona-persona y portadores asintomaticos

Enlo que respecta alos contagios persona-persona via fecal oral,
recordar que el contagio es mucho mas frecuente que en otros tipos
de infecciones intestinales, ya que la dosis infectiva de las cepas
STEC es muy baja (se estima que es de tan solo 100 a 200 bacterias).
Por lo tanto, es necesario aislar al paciente y tomar las medidas
oportunas para evitar que se contagien los familiares y el personal
sanitario. Especial cuidado hay que tener con los nifios pequefios,
si la afectada es su madre. También se han producido contagios
en el personal de laboratorios de diagnéstico, por lo que se deben
extremar las medidas de seguridad.

Aunque la cepa 0104:H4 puede provocar patologias severas,
como CH y HUS, en muchos casos Ginicamente provoca diarreas
autolimitadas que remiten espontineamente después de unos
pocos dias, siendo frecuentes los portadores asintomaticos. En este
sentido, actualmente provoca preocupacién la posible existencia
de portadores de larga duracion especialmente entre los manipu-
ladores de alimentos. Nosotros hemos observado varios casos en
los que los pacientes infectados con diferentes serotipos de STEC
continuaban eliminando la misma cepa durante mas de 6 meses
sin presentar ningin tipo de sintomatologia.

Diagnostico microbiologico de la cepa enteroagregativa
0104:H4 Stx2a

En cuanto al diagnéstico microbiolégico, comentar que inmedia-
tamente que se conocieron las caracteristicas de la cepa del brote
varios centros (Instituto Robert Koch de Berlin, German National
Consulting Laboratory for HUS of Miinster University, European
Reference Laboratory for E. coli de Roma), desarrollaron métodos
basados en PCR convencional y en tiempo real para su deteccién
en muestras clinicas y alimentos2!#2, En el LREC-USC también
desarrollamos una PCR convencional para detectar los genes que
codifican los antigenos 0104 y H4 que validamos internamente
en menos de 1semana con cepas pertenecientes a los antigenos O
(01 a 0181) y H (H1 a H56) reconocidos, y que empleamos para
demostrar la ausencia de la cepa enteroagregativa 0104:H4 Stx2a
en las muestras de pepinos producidos en Andalucia sefialados
errébneamente e injustificadamente como sospechosos de ser el
vehiculo del brote de Alemania“3.

Se pudo y se debio evitar la llamada crisis del pepino

Es evidente que las autoridades alemanas cometieron un grave
error al acusar precipitadamente a los pepinos producidos en Anda-
lucia como causantes del gran brote de Alemania. Se basaban en las
encuestas epidemiolégicas que implicaban inicialmente a tomates,
pepinos y brotes, y en el hecho de haber aislado una cepa STEC de
un pepino espafiol del mercado de Hamburgo. Posteriormente se
comprobaria que dicha cepa pertenecia a otro serotipo (08:H19)
incluido en el seropatotipo E. Simplemente habria que haber espe-
rado 48 horas para saber si su serotipo y patrén de bandas obtenido
por electroforesis en campos pulsantes (PFGE) era el mismo que
el de la cepa 0104:H4 responsable del brote. Ademas, la UE lanz6
la alerta antes de que el Laboratorio de Referencia de E. coli para
alimentos aleman (German National Reference Center for E. coli,
Federal Institute for Risk Assessment, BfR, Berlin) determinase el
serotipo de la cepa aislada de los pepinos espaiioles.

Las hortalizas producidas en Espaiia tienen una buena
calidad higiénico-sanitaria

Después de demostrar que los pepinos producidos en Espafia
estaban libres de la cepa STEAEC 0104:H4 y que tenian una calidad
higiénico-sanitaria excelente (menos de 10 ufc de E. coli por gramo),
realizamos un amplio muestreo en hortalizas producidas en nues-
tro pais y puestas a la venta en grandes superficies y pequefios
establecimientos comerciales. Se procesaron 200 muestras de hor-
talizas (junio y julio de 2011), resultando todas negativas para la
cepa hipervirulenta del serotipo 0104:H4 y tinicamente 1 (0,5%)
de verdura positiva para una cepa del serotipo 0146:H21 (con los
genes stx1 y stx2) considerado de baja virulencia (categoria D). A
pesar del caso positivo detectado la calidad higiénico sanitaria de
las hortalizas resulté ser muy buena, ya que 195 (98%) de las mues-
tras presentaron menos de 10 ufc de E. coli por gramo. No obstante,
es evidente que debe seguir recomendandose que se laven bien los
vegetales antes de su consumo en fresco. Algo que nos preocupaba
mucho eran las ensaladas que vienen en bolsas listas para consu-
mir sin lavar, pero afortunadamente las 41 muestreadas resultaron
todas negativas®3.

Es urgente iniciar la basqueda de las cepas STEC
en coprocultivos

Seguramente, los microbi6logos clinicos se estan planteando
en estos momentos la necesidad de realizar la deteccién de
la cepa 0104:H4 y de otros tipo de cepas enterohemorragicas
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(especialmente, las de los serotipos responsables de la mayoria
de los casos HUS, los seropatotipos A y B). Es evidente que es
ahora o nunca. Hay una cepa hipervirulenta que esta circulando
y que podria ocasionar problemas muy graves, y nuestros hospita-
les deben estar preparados para realizar su diagnéstico. Coincido
con la recomendacién del CDC de Atlanta** en que se realice la
deteccién de todos los serotipos de STEC, tanto del 0157:H7 como
de los no-0157, en todo tipo de diarreas comunitarias. Tanto en
las diarreas sanguinolentas como en las acuosas, e incluso en las
consideradas como posibles diarreas viricas y a lo largo de todo el
afio.

En el aflo 2007, la incidencia por 100.000 habitantes de
infecciones por STEC 0157:H7 y no 0157 en EE.UU. era de 1,19 y
0,59, respectivamente. En la UE, la incidencia en 2006/2007
era 1,1y 0,6, respectivamente. El 70% de las infecciones en EE.UU.
eran atribuidas al serotipo 0157:H7, mientras que en Europa tni-
camente el 50%. Se estima que las cepas STEC producen en EE.UU.
mas de cien mil casos de infeccién por afio (73.500 por el serotipo
0157:H7 y 37.000 por otros serotipos)?. En al afio 2000 el 95%
de los laboratorios realizaban el diagndstico del serotipo 0157:H7
y tan solo el 3% usaban un método que permitia detectar los no-
0157. Los datos del afio 2008 muestran que eran ya el 35% los
laboratorios que realizaban la deteccién de todas las cepas STEC
en EE.UU%. Entre los afios 2005 a 2009, los estados miembros de
la UE han comunicado 16.263 casos confirmados de infecciones
por cepas STEC!®. Concretamente en el afio 2009, se comunicaron
3.573 casos. Los estados que comunicaron mas de 100 casos en
dicho afio fueron: Dinamarca (160 casos), Alemania (878 casos),
Irlanda (237 casos), Holanda (313 casos), Suecia (228 casos) y el
Reino Unido (1.339 casos). En el afio 2009, la tasa de notificacién
por 100.000 habitantes era de 0,75. Solamente se produjeron entre
2 y 6 muertes anuales por afio entre 2006 y 2009 en Europa8.

Espafia Gnicamente comunicé 14 casos en el afio 2009, lo que
refleja que posiblemente en la mayoria de los hospitales espafioles
no se realizaba la deteccién de las cepas de STEC. El LREC-USC en
colaboracién con los Servicios de Microbiologia del Hospital Lucus
Augusti de Lugo y Complejo Hospitalario Universitario de Santiago
de Compostela (CHUS) harealizado la deteccién de STECO157:H7 y
de otros serotipos en un total de 15.441 coprocultivos entre los afios
1992 y 2011 usando una PCR convencional que detecta los genes
stx1ystx2.Las cepas 0157:H7 se aislaron en 76 casos (0,5%) y las no-
0157 en 267 casos (1,7%)>*3. A partir de estos datos estimamos que
actualmente se pueden estar produciendo en Espafia del orden de
500 infecciones por el serotipo 0157:H7 y mas de 2.000 por cepas
de otros serotipos. Creemos que estas cifras son suficientemente
significativas y justifican la necesidad de realizar el diagnéstico.

Cerca del 70% de las cepas STEC aisladas de pacientes de Lugo y
Santiago de Compostela presentaron el gen eae y aproximadamente
el 60% se pudieron englobar en un reducido nimero de seroti-
pos (05:H-, 026:H11, 0103:H2, O111:H-, 0113:H21, 0118:H16,
0145:H-, 0146:H21 y 0157:H7) en su mayoria incluidos dentro de
las seropatotipos A y B de Karmali et al.!6. Los serotipos 026:H11
y 0157:H7, como ocurre en casi todo el mundo, son los dos mas
frecuentemente aislados en Espafia, suponiendo mas del 35% de
las cepas STEC. Entre las 368 cepas humanas STEC serotipadas no
encontramos ninguna perteneciente al serogrupo 0104>43,

{Qué medios de cultivo y técnicas se pueden emplear
para detectar las cepas STEC?

Lo primero remarcar la importancia de recoger la muestra
fecal durante los primeros dias de la diarrea, ya que los copro-
cultivos se pueden negativizar muy pronto. En los casos HUS
muchas veces Ginicamente se consigue aislar la cepa en los copro-
cultivos del prodromo de diarrea?. Sin lugar a dudas el medio

mejor para recuperar y aislar las cepas STEC es el agar MacCon-
key con telurito y cefixima (CT-SMAC)°. Este medio es adecuado
para las cepas del serotipo 0157:H7 (no fermentadoras de sorbi-
tol y beta-glucuronidasa negativas) y también para los serotipos
eae+ incluidos en el seropatotipo B (fermentadores de sorbitol y
beta-glucuronidasa positivos), y para la cepa 0104:H4 del brote
(fermentadora de sorbitol y beta-glucuronidasa positiva). No obs-
tante, en este medio no crecen las cepas del serotipo O157:H-
fermentadoras de sorbitol y beta-glucuronidasa positivas que son
muy virulentas y abundan especialmente en Alemania. Estas cepas
y el resto de las cepas STEC no 0157 sin la isla de patogenicidad
LEE se pueden recuperar en agar MacConkey clasico con lactosa,
que también es adecuado para el aislamiento de ECEP, ETEC, EIEC
y EAEC. Para la cepa 0104:H4 del brote también se puede emplear
un medio selectivo para cepas productoras de BLEE, pero este tipo
de medios no son adecuados para aislar la mayoria de las cepas de
otros serotipos STEC (incluidas las 0157:H7 y 026:H11) ya que no
producen BLEE¥,

En el LREC-USC nosotros empleamos una técnica de PCR conven-
cional para detectar los genes stx1 y stx2 utilizando el ADN extraido
de mezcla de cultivos obtenidos a partir de la zona de crecimiento
confluente de las placas de agar MacConkey y CT-SMAC. En caso
positivo posteriormente se deben localizar las colonias STEC y para
ello examinamos primero un pool formado por unas diez colonias
entre las que normalmente se van a encontrar varias positivas. La
granventaja de la PCR es que también permite saber si la cepa posee
el gen eae asociado con los seropatotipos Ay B mas virulentos, esta-
blecer si es enteroagregativa e incluso serotipar molecularmente la
cepa.

Otros grupos emplean una PCR en tiempo real, un procedimiento
que ya esta disponible comercialmente. Segiin nuestra informa-
cién al menos cinco casas comerciales tienen disponibles kits que
permite detectar los genes stx1 y stx2 (TagMan VT1 y VT2 assays,
Applied Biosystems-Life Technologies; Mericon VTEC stx1/2 kit,
Qiagen; PCRFast VTEC stx1/2, Nova-Tec Immundiagnostica GMBH;
EHEC Real Time PCR kit DNA I-1I, Gentaur Molecular Products; PCR
kit Muta-Fast VTEC stx1/2, Immundiagnostik), e incluso existe un
kit para detectar especificamente la cepa 0104:H4 en alimentos
basada en el protocolo propuesto por el Laboratorio Europeo de
Referencia de E. coli del Istituto Superiore di Sanitd de Roma*2
(TagMan O104:H4 assay, Applied Biosystems-Life Technologies).
También estd disponible un kit para detectar por hibridacién los
genes stx1, stx2 y eae (GenoType EHEC, Hain Lifescience). Por su
parte, los arrays de ADN permiten detectar a la vez numerosos
genes'348_El desarrollado por Bugarel et al.*8 basado en la tecno-
logia GeneDisc permite detectar 15 genes de virulencia, 12 genes
de antigenos O y 7 genes de antigenos H, y permite determinar el
potencial de virulencia de la cepa y los serotipos de mayor interés
clinico. Posiblemente en los proximos meses la oferta disponible de
métodos genéticos aumente de forma muy significativa.

Otra posibilidad es utilizar un método inmunolégico capaz de
detectar las diferentes variedades de toxinas Stx1 y Stx2. El CDC#
ha aprobado varios que tienen una sensibilidad y especificidad
muy elevadas: BioStar OIA Shigatoxin (Inverness Medical Professio-
nal Diagnostics), Duopath Verotoxins (Merck), ImmunoCardSTAT
EHEC (Meridian Diagnostics) y Premier EHEC (Meridian Diagnos-
tics). Otro que tiene también buenas referencias es el VTEC-RPLA
(Denka Seiken)!®. En el LREC-USC hemos trabajado con uno de
ellos (ELISA de Premier EHEC) y nuestra experiencia es muy posi-
tiva ya que hemos encontrado una correlacién muy buen con el
ensayo de PCR convencional. Como el CDC, recomendamos utili-
zar dichos ensayos inmunolégicos para ensayar los cultivos (zona
de crecimiento confluente de la placa de CT-SMAC), mejor que
para detectar directamente las toxinas en heces. Recientemente
Feng et al.!% han demostrado que los ensayos inmunolégicos no
detectan todas los subtipos de Stx conocidas. Los cuatro ensayados
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(VTEC-RPLA, ImmunoCardSTAT, Premier EHEC y ProsSpecT) falla-
ron en detectar los subtipos Stx2b, Stx2c, Stx2e, y Stx2 g, tres de
ellos el subtipo Stx2fy dos el subtipo Stx1c. No obstante, los cuatro
son capaces de detectar los subtipos Stx2a y Stx2d que son los mas
importantes ya que son producidas normalmente por las cepas de
los serotipos mas virulentos.

Por supuesto, también coincido con el CDC** en la necesidad de
que las cepas STEC aisladas deban ser enviadas a un laboratorio
de referencia de E. coli para que se pueda completar su caracteri-
zacioén, incluyendo la determinacién del serotipo O:H, la secuencia
tipo por MLST y el perfil de macrorrestriccion con el enzima Xbal
por PFGE, y compararlas con las cepas aisladas con anterioridad
en Espaifia. En nuestro pais las cepas se podrian enviar al Centro
Nacional de Microbiologia (CNM) y al LREC-USC#°.

El WHO Collaborating Centre for Reference and Research on
Escherichia and Klepsiella (Staten Serum Institut, Copenhague) y
el EU Reference Laboratory for E. coli (Istituto Superiore di Sanita,
Roma) tienen un programa de calidad externo (VTEC International
External Quality Assurance) apoyado por el ECDPC, en que ha par-
ticipado nuestro laboratorio y el CNM y otros 43 laboratorios de
38 paises que controla especialmente las capacidades de seroti-
pado, determinacién de los subtipos de Stx1 y Stx2, y del gen eae©.

{Pero también se tendria que realizar el diagnéstico
de otros patotipos de E. coli diarreagénicos?

En los coprocultivos de pacientes con gastroenteritis aguda rea-
lizados en colaboracién con la Unidad de Microbiologia Clinica
del Hospital Lucus Augusti de Lugo durante el afio 2011 la pre-
valencia de enteropatégenos bacterianos fue: EPEC atipicos eae+
(12,6%); Campylobacer jejuni (7,1%), Salmonella serotipo Typhimu-
rium (3,3%), Salmonella serotipo Typhimurium (3,1%), STEC/VTEC
(1,8%), EAEC (1,2%), EPEC tipicos eae+y bfpA+ (0,9%), Yersinia ente-
rocolitica (0,6%), ETEC (0,3%), Aeromona hydrophila (0,2%), Shigella
(0%) y EIEC (0%).

Es evidente que también se deberia abordar el diagnéstico de
los otros patotipos de E. coli diarreagénicos, pero vayamos paso
a paso. Lo mismo que con el patotipo STEC/VTEC/EHEC las cepas
de los otros patotipos pertenecen a miltiples serotipos que pre-
sentan un potencial de virulencia y una significacién clinica muy
variable13536.5051.52 Especialmente problematico es el caso repre-
sentado por el patotipo EPEC atipico, ya que aunque han provocado
algunos brotes con cientos de pacientes implicados, también se
aislan con frecuencia en coprocultivos de controles sanos.

Su deteccion se tiene que realizar por métodos genéticos (PCR
convencional, PCR en tiempo real, hibridacién y arrays de ADN). En
el LREC-USC nosotros empleamos una técnica de PCR convencional
para detectar ECEP tipicos y atipicos, ETEC, EIEC y EAEC utilizando
el ADN extraido de cultivos obtenidos a partir de la zona de cre-
cimiento confluente de la placa de agar MacConkey3643, Ya hay
disponibles varios kits comerciales para detectar todos los patoti-
pos de E. coli diarreagénicos (Gentaur Molecular Products) y seguro
que en los préximos afos dispondremos de nuevos kits molecula-
res que permitiran realizar su deteccién de forma rapida, simple y
econ6mica.
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