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Resumen 

Escherichia coli verotoxigénico (VTEC) representa un grupo muy importante de 

patógenos emergentes, causante de diarrea y severas enfermedades en seres humanos, tales como 

colitis hemorrágica o síndrome urémico hemolítico (SUH). El SUH afecta mayormente a niños 

menores de 5 años, es la principal causa de insuficiencia renal aguda, una de las más importantes 

de insuficiencia renal crónica y puede causar la muerte. El bovino es el principal reservorio y los 

alimentos contaminados, la principal vía de contagio al hombre. Argentina posee la mayor 

incidencia a nivel mundial de SUH y una alta prevalencia de VTEC en bovinos y alimentos 

derivados. El serotipo O157:H7 es el mayormente involucrado en los casos de enfermedad en el 

mundo, y en Argentina, también el más frecuentemente asociado al SUH. Sin embargo, no todos 

los aislamientos de O157:H7 tienen la misma capacidad de infectar y de causar enfermedad en el 

hombre. Estudios filogenéticos determinaron que las cepas O157:H7 integran subpoblaciones de 

dispersión mundial, las cuales diferirían en relación a su asociación con enfermedad. A partir del 

análisis comparativo de genomas, se han descripto varios métodos de subtipificación molecular, 

los cuales analizan distintas regiones y tipos de variación en el genoma. La combinación de los 

datos obtenidos por esta variedad de metodologías puede ofrecer una visión más amplia y 

robusta sobre la estructura poblacional y la virulencia de este serotipo. En este contexto se 

plantearon como objetivos conocer la diversidad genética de VTEC O157:H7 de Argentina, en 

particular de aquellas cepas que están circulando en la región pampeana, e identificar subtipos 

asociados a patogenicidad y virulencia. Para ello, se usaron distintos métodos de subtipificación 

molecular, tales como polimorfismos específicos de linaje (LSPA6), polimorfismos de 

nucleótido simple (SNP) (rhsA 3468 C>G y tir 255 T>A), análisis de múltiples loci VNTR 

(MLVA), y determinación de filogrupos. Por otro lado se analizó la presencia de genes 

relacionados con virulencia, tales como genes que codifican factores putativos de virulencia 

(FPV), genes codificados en plásmidos, de genes que codifican efectores no codificados en LEE 

(nle), presentes en islas de patogenicidad y genes que codifican factores de adherencia. Como 

complemento, se evaluó también, la actividad citotóxica de los aislamientos. El 98 % de ellos 

pertenecieron al linaje I/II (2 % al linaje II). El 100 % presentó el alelo del SNP (8_rhsA) 

correspondiente al clado 8. Un alto porcentaje de aislamientos presentó en alelo tir 255 T>A T, 

asociado a hipervirulencia, y fue asignado al filogrupo E. Según el MLVA se encontró una 

amplia diversidad genética. Todos los aislamientos mostraron el perfil plasmídico ehxA-espP-

katP-stcE y poseyeron los genes ehaA, elfA, iha y lpfA variantes lpfA1-3, lpfA2-2 y ECSP_0242. 

Las frecuencias de los genes ECSP fueron 95 % ECSP_2687, 88 % ECSP_3286, 86 % 



 

 

 

ECSP_3620, 53 % ECSP_2870/2872 y 44 % ECSP_1733. Los aislamientos se agruparon en 

once perfiles nle, el 46 % fueron positivos para todos los genes nle, mientras que los 

aislamientos restantes, excepto dos, carecieron de nleF mostrando la OI-71 incompleta. Todas 

las cepas O157:H7, excepto el aislamiento identificado como linaje II, fueron citotóxicas en 

células Vero. Los resultados indican que las cepas de la región pampeana de Argentina son un 

grupo filogenéticamente homogéneo que presenta diversidad genética en relación a sus perfiles 

MLVA y de genes nle. La pertenencia de los aislamientos al clado hipervirulento 8 y al linaje 

I/II, la alta prevalencia del alelo tir 255 T>A T y de genes de factores putativos de virulencia, 

permite asignar a la mayoría de las cepas O157:H7 de esta región un alto riesgo para la salud 

pública. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Summary 

Verotoxin-producing E. coli (VTEC) O157:H7 is the dominant serotype isolated from patients 

with HUS and, Argentine has the highest rate of HUS in the world. However, not all O157:H7 

isolates have the same ability to infect and cause disease in humans. Molecular typing had 

allowed to identify subpopulations related to the origin and virulence of O157:H7 strains. Our 

aim was to perform a genetic characterization of 43 O157:H7 strains isolated in Argentine 

mostly from cattle and humans in order to establish the potential public health risk. For this 

purpose, a combination of molecular subtyping methods were used, lineage-specific 

polymorphisms (LSPA6), simple nucleotide polymorphisms (SNP) (rhsA 3468 C>G y tir 255 

T>A), multiple loci VNTR analysis (MLVA) and phylotyping determination; on the other hand, 

analysis of genes related to virulence, such as genes encoding putative virulence determinants 

(FPV), factors codified in plasmids, effectors not codified in LEE (nle) and genes encoding 

adherence determinants. Also, the cytotoxicity activity of the isolates was evaluated. The 98 % 

of them belonged to lineage I/II (2 % lineage II). All isolates carried the clade 8 SNP variant 

(8_rhsA). A high percentage of isolates presented tir allele 255 T>A T, associated with 

hypervirulence, and was assigned to phylogroup E. According to MLVA, a wide genetic 

diversity was found. All isolates showed the plasmid profile ehxA-espP-katP-stcE and harbored 

ehaA, elfA, iha and lpfA variants lpfA1-3 and lpfA2-2 and, ECSP_0242. The frequencies of the 

remaining ECSP genes were 95 % ECSP_2687, 88 % ECSP_3286, 86 % ECSP_3620, 53 % 

ECSP_2870/2872 and 44 % ECSP_1733. Isolates were grouped into eleven nle profiles, 46 % 

were positive for all nle genes, while the remaining isolates, except two, showed incomplete OI-

71, particularly lacked nleF. All O157:H7 strains, except the isolate identified as lineage II, were 

cytotoxic on Vero cells. Results point out that argentinean pampa region strains are a 

phylogenetically homogenous group, which shows genetic diversity in MLVA and nle profiles. 

The belonging of the isolates to hypervirulent clade 8 and lineage I/II, the high prevalence of the 

allele tir 255 T>A T and nle and putative virulence factors genes, would allow assigning most 

O157:H7 strains of this region a high risk to public health. 
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1 

 

Introducción 

Escherichia coli verotoxigénico (VTEC) representa un grupo importante de patógenos 

que puede causar severas enfermedades en los seres humanos, tales como colitis hemorrágica y 

síndrome urémico hemolítico (SUH) (Karmali, 1989; Paton y Paton, 1998), afectando 

principalmente a niños menores de 5 años (Rivas et al., 2006). En Argentina el SUH alcanza la 

mayor incidencia a nivel mundial (más de 500 casos/año), es la primera causa de insuficiencia 

renal aguda en niños y una de las más importantes de insuficiencia renal crónica (Ferraris et al., 

2002; Cobeñas et al., 2007). Existen numerosos serotipos, siendo O157:H7 el serotipo 

involucrado en la mayoría de los casos de enfermedad en el mundo, y en Argentina, también el 

más frecuentemente asociado al SUH (Rivas et al., 2008). Sin embargo no todos los aislamientos 

de O157:H7 tienen la misma capacidad de infectar y de causar enfermedad en el hombre (Mead 

y Griffin, 1998). 

Las cepas VTEC se encuentran en la flora intestinal de animales domésticos y el bovino 

es el principal reservorio. El contagio al hombre puede ser consecuencia, principalmente, de la 

ingesta de alimentos cárnicos deficientemente cocidos y productos lácteos sin pasteurizar 

(Rivero et al., 2010; Caprioli et al., 2005). En Argentina existe una alta prevalencia de VTEC en 

bovinos, así como en una alta proporción de alimentos (Sanz et al., 1998; Parma et al., 2000; 

Padola et al., 2004; Mercado et al., 2004; Fernández et al., 2009; Masana et al., 2010).  

En relación a O157:H7, mediante el análisis comparativo de genomas, se han descripto 

varios métodos de genotipado molecular los cuales analizan distintas regiones y tipos de 

variación en el ADN. La combinación de los datos obtenidos puede ofrecer una visión más 

amplia y robusta sobre la estructura poblacional y la diversidad genética de este serotipo. 

Estudios filogenéticos determinaron que estas cepas integran subpoblaciones de dispersión 

mundial, las cuales diferirían en relación a su asociación con enfermedad en humanos, 

poseyendo distintos tipo y nivel de expresión de factores de virulencia (Kim et al., 1999; 2001; 

Yang et al., 2004).  

Los estudios de comparación genómica junto con la evaluación del contenido de las islas 

de patogenicidad y la identificación de los genes de virulencia que estas islas codifican han 

ofrecido una nueva herramienta que permite determinar el potencial riesgo para la salud pública 

asociado a las cepas de VTEC. Basándose en esto último, Coombes et al. (2008) han propuesto 

el concepto de evaluación de riesgo molecular o MRA (Molecular Risk Assessment) como 

estrategia para identificar cepas  VTEC que poseen un alto riesgo para la salud pública.  
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Hipótesis 

Por todo lo expuesto, especialmente debido a que i) O157:H7 es el serotipo involucrado 

en la mayoría de los casos de enfermedad en el mundo y, particularmente en Argentina, el más 

frecuentemente asociado al SUH, ii) no todas las cepas VTEC O157:H7 tienen la misma 

capacidad de infectar, nos propusimos aportar datos sobre la diversidad genética de O157:H7, e 

identificar las características de virulencia presentes en los aislamientos. Esta información 

permitirá conocer la estructura de la población local y mejorar la identificación de las cepas 

O157:H7 que están circulando en la región pampeana. 

 

La hipótesis de esta tesis es que en la región pampeana de Argentina están circulando 

cepas VTEC con distintas características genéticas y que algunas de ellas son hipervirulentas. 

Nos planteamos tratar de probar esta hipótesis utilizando distintas metodologías tales como 

estudios de polimorfismos específicos de linaje (LSPA-6), subtipificación mediante 

polimorfismos de nucleótido simple (SNP) y análisis de múltiples loci VNTR (MLVA), 

asignación de filogrupos, análisis de la distribución de genes que codifican factores putativos de 

virulencia (FPV), de genes de virulencia ubicados en plásmidos, en islas de patogenicidad que 

codifican efectores del sistema de secreción tipo III,  codificantes de adhesinas y análisis de 

citotoxicidad.  
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Objetivos 

Objetivo general 

Conocer la diversidad genética de Escherichia coli verotoxigénico O157:H7 de nuestro 

país, en particular de aquellas cepas que están circulando en la región pampeana, e identificar 

subtipos asociados a patogenicidad y virulencia con el fin de contribuir al conocimiento del 

riesgo que representan para la salud pública. 

 

Objetivos específicos 

- Subtipificar aislamientos VTEC O157:H7 nativos mediante análisis de polimorfismos 

específicos de Linaje (LSPA-6), análisis de polimorfismos de nucleótido simple (SNP), 

análisis de múltiples loci VNTR (MLVA) y determinación de grupos filogenéticos. 

- Analizar la distribución de genes codificantes de factores putativos de virulencia (FPV), 

de genes plasmídicos que codifican factores de virulencia, de genes ubicados en islas de 

patogenicidad (OI−36, OI−57, OI−71 y OI−122) que codifican efectores del sistema de 

secreción tipo III y de genes que codifican factores de adherencia en aislamientos VTEC 

O157:H7. 

- Evaluar la citotoxicidad de aislamientos VTEC O157:H7. 

- Realizar un análisis comparativo de los aislamientos estudiados, teniendo en cuenta los 

múltiples caracteres analizados para identificar si existe algún tipo de asociación entre 

ellos y las cepas provenientes de bovinos y de casos clínicos, y si se diferencian 

subpoblaciones.
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CAPÍTULO I: CONOCIMIENTO ACTUAL SOBRE LA TEMÁTICA 
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1.1 Escherichia coli verotoxigénico 

Escherichia coli (E. coli) es un bacilo gram negativo que forma parte de la flora normal 

del intestino del hombre y de los animales de sangre caliente, siendo el organismo anaerobio 

facultativo más común del colon. E. coli y su hospedador se relacionan de manera simbiótica, 

aunque se han reconocido cepas patógenas de importancia en clínica humana y veterinaria, 

causantes de un amplio espectro de enfermedades (Nataro y Kaper, 1998; Kaper et al., 2004).  

Kauffmann (1947) propuso un esquema antigénico de clasificación para E. coli, basado en 

3 tipos de antígenos de superficie: O (somático), H (flagelar) y K (capsular), el cual permite 

asignar serogrupos y serotipos. 

La mayoría de las cepas de E. coli no son patógenas, sin embargo distintas cepas han 

adquirido factores de virulencia específicos que les confieren habilidad para adaptarse a nuevos 

nichos y les permiten causar un amplio espectro de enfermedades. Estos factores se codifican con 

frecuencia en elementos genéticos móviles. Solo las combinaciones más exitosas de factores de 

virulencia han persistido para convertirse en patotipos específicos de E. coli que son capaces de 

causar enfermedades en individuos sanos (Kaper et al., 2004). 

Las cepas de E. coli asociadas con infecciones gastrointestinales se pueden clasificar, al 

menos, en seis patotipos, los cuales causan enfermedad por diferentes mecanismos: E. coli 

enteropatogénico (EPEC), E. coli enterotoxigénico (ETEC), E. coli verotoxigénico (VTEC), del 

cual E. coli enterohemorrágico (EHEC) es un subgrupo, E. coli enteroinvasivo (EIEC), E. coli 

enteroagregativo (EAggEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC) (Bettelheim, 2007).  

VTEC constituye un importante grupo de patógenos emergentes de origen zoonótico, 

capaz de causar patologías muy severas en el hombre, tales como colitis hemorrágica (CH) y 

síndrome urémico hemolítico (SUH) (Karmali, 1989; Paton y Paton, 1998).  

 

 

1.2 Síndrome urémico hemolítico (SUH) 

La infección por VTEC puede provocar diarrea acuosa, diarrea sanguinolenta o SUH. El 

SUH es una enfermedad de transmisión alimentaria (ETA) que afecta principalmente a niños 

menores de 5 años (Belardo, 2014), y se caracteriza por la presencia de anemia hemolítica 

microangiopática, trombocitopenia e insuficiencia renal aguda (Gianantonio et al., 1973; Mele et 

al., 2014). Los riñones son los principales órganos afectados, junto al sistema nervioso central, 

los pulmones, el páncreas y el corazón (Gyles, 2007). 
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VTEC causa en el mundo más de 2,8 millones de enfermedades agudas al año, con 

3890 casos de SUH, 270 casos de enfermedad renal en etapa terminal y 230 muertes 

(Majowicz et al., 2015). 

En Argentina, el SUH es endémico convirtiéndose en un problema de salud pública 

(Belardo, 2014). Se reportan aproximadamente 500 casos de SUH al año, con una incidencia 

10 veces mayor que cualquier otro país industrializado, de entre 7,8 y el 17 por cada 100 mil 

niños menores de cinco años, y una letalidad del 2 al 5 % (Rivas et al., 2010). El SUH 

constituye la primera causa de insuficiencia renal aguda en niños y la segunda de insuficiencia 

renal crónica (Spizzirri et al., 1997; Ferraris et al., 2002; Cobeñas et al., 2007). 

 

 

1.3 Reservorios y vías de transmisión de VTEC 

Los rumiantes, en particular los bovinos, son el principal reservorio de VTEC, y los 

alimentos y aguas contaminados las principales vías de transmisión al hombre (Karmali et al., 

2003; Caprioli et al., 2005). En particular, la carne es contaminada durante la faena de los 

animales en el frigorífico y la falta de higiene puede provocar la contaminación de la leche 

durante el ordeñe (Blanco et al., 1996). VTEC puede afectar al hombre en cualquier punto de la 

cadena productiva debido a su capacidad de sobrevivir en ambientes hostiles y/o a su dosis 

infectiva muy baja (Todd y Dundas, 2001). Menos de 100 bacterias por gramo de alimento 

pueden producir enfermedad (Kaper et al., 2004). 

Las vías de transmisión de este patógeno incluyen carne picada, hamburguesas y otros 

productos cárnicos mal cocidos, embutidos fermentados, leche cruda, queso, sidra y jugos sin 

pasteurizar, lechuga, melón, brotes de alfalfa, brotes de rábano, agua potable, aguas 

recreacionales y el contacto con animales. La transmisión también puede ocurrir persona a 

persona (Figura 1) (Gyles, 2007). Los brotes de VTEC fueron asociados históricamente al 

consumo de hamburguesas mal cocidas, sin embargo en la actualidad las infecciones por VTEC 

se asocian al consumo de un gran número de alimentos (Kaper et al., 2004), principalmente 

aquellos alimentos listos para el consumo (RTE- Ready To Eat food), incluidas las frutas y 

hortalizas frescas (Torres et al., 2018). 

A nivel mundial la epidemiología de las infecciones por VTEC ha cambiado 

notablemente durante los últimos años y ha aparecido un número creciente de vehículos 

alimentarios inusuales. Un ejemplo de ello es el último gran brote causado por una cepa VTEC 
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atípica, que comenzó en el norte de Alemania y se extendió a 15 países en 2011, generado a 

partir del consumo de brotes de fenogreco contaminados con VTEC O104:H4 (Blaser, 2011). 

En Argentina, existe una alta prevalencia de VTEC en bovinos alimentados a pastoreo y a 

corral, así como una alta proporción de alimentos derivados contaminados con estas cepas (Sanz 

et al., 1998; Parma et al., 2000; Gómez et al., 2002; Padola et al., 2004; Masana et al., 2010).  

 

Figura 1. Vías de transmisión de VTEC. Adaptado de Gyles (2007). 

 

 

 

1.4 Factores de virulencia de VTEC 

VTEC se caracteriza por la producción de citotoxinas que inhiben la síntesis proteica en 

células eucariontes. Estas toxinas se denominan verotoxinas (Vtx) debido a su actividad 

citotóxica sobre las células de la línea Vero, o toxinas Shiga (Stx), por su similitud con las 

sintetizadas por Shigella dysenteriae. Por ello, a este patotipo se lo conoce también como STEC 

o E. coli productor de toxinas Shiga (Caprioli et al., 2005). Estos factores de virulencia 

codificados en bacteriófagos integrados al genoma de la bacteria son críticos en el desarrollo del 

SUH (Karmali, 1989; Paton y Paton, 1998). Una vez que las Vtx ingresan al torrente sanguíneo 

pueden desencadenar el SUH (Gianantonio et al., 1973). El ensayo de citotoxicidad en la línea 

celular Vero es utilizado como método estándar para la titulación de las Vtx y la evaluación de 

sus efectos citotóxicos (Konowalchuk et al., 1977).  

Además, se ha descrito un número creciente de factores de virulencia adicionales, 

muchos de los cuales se encuentran codificados en otros elementos genéticos móviles o MGE 
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(Mobile Genetic Elements), como islas de patogenicidad (PAI) y plásmidos (Caprioli et al., 

2005).  

Algunas VTEC tienen la capacidad de colonizar la mucosa intestinal mediante un 

mecanismo de adherencia intima entre la bacteria y la membrana de la célula intestinal, que da 

lugar a la lesión característica de “adherencia y borrado” (AE- Attaching and Effacing Lesion) 

(Figura 2). Ésta implica cambios estructurales en la célula epitelial, como pérdida de 

microvellosidades, formación de pedestal y acumulación de proteínas del citoesqueleto debajo de 

las bacterias adheridas (Gyles, 2007). 

La información genética para el desarrollo de la lesión AE está codificada en una isla de 

patogenicidad (PAI) cromosómica llamada Locus de Borrado del Enterocito (LEE - Locus of 

Enterocyte Effacement) (McDaniel et al., 1995; McDaniel y Kaper, 1997). La isla LEE se 

encuentra organizada en 5 operones policistrónicos (LEE1 a LEE5) que codifican para un 

sistema de secreción de tipo III (SST3), un sistema de translocación de proteínas y un sistema de 

adherencia, además de otras proteínas efectoras que son translocadas por el SST3 (Gyles, 2007). 

La adherencia a las células del epitelio intestinal es mediada por una proteína de membrana 

externa, llamada intimina, codificada por el gen eae, y su receptor translocado (Tir- translocated 

intimin receptor), codificado por el gen tir. La proteína Tir es translocada por el SST3 e 

insertada en la membrana de la célula huésped donde actúa como receptor para la intimina de la 

membrana externa de la bacteria. El SST3 inyecta, además, otras proteínas efectoras desde el 

citoplasma bacteriano a la célula epitelial intestinal del huésped (Kaper et al., 2004; Gyles, 

2007). 

Otros factores de virulencia adicionales están codificados en megaplásmidos, como una 

adhesina autoaglutinante, Saa, involucrada en la colonización de la mucosa intestinal del 

huésped (Paton et al., 2001), una proteína con actividad hemolítica, EhxA (Schmidt et al., 1995), 

una catalasa peroxidasa (KatP), una serina proteasa (EspP), una metaloproteasa (StcE), una 

citotoxina subtilasa (SubAB) y otra adhesina (Sab) (Brunder et al., 1996; Brunder et al., 1997; 

Lathem et al., 2002; Paton et al., 2004; Herold et al., 2009).  
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Figura 2. Lesión de “adherencia y borrado” (AE). Se observan los cambios estructurales en las 

células epiteliales, similares a pedestales, sobre los que se posan las bacterias (Kaper et al., 

2004). 

 

 

 

1.5 Patogénesis de VTEC 

El mecanismo de patogénesis de VTEC consiste, básicamente, en la colonización del 

intestino y la producción de daño al hospedador debido a la producción de toxinas (Figura 3), 

involucrando múltiples procesos y una compleja interacción entre factores bacterianos y del 

hospedador (Rivas et al., 2010), que aún no se encuentran completamente dilucidados.  

La colonización es el proceso mediante el cual VTEC sobrepasa las barreras de defensa 

del hospedador y se establece en el intestino, adhiriéndose a los enterocitos sin invadirlos. 

Posteriormente, VTEC puede producir la lesión AE, que provoca el borrado de las 

microvellosidades y, consecuentemente, diarrea. Si se produce suficiente Vtx, el daño de los 

vasos sanguíneos del cólon produce diarrea sanguinolenta. Si se absorbe suficiente Vtx en el 

sistema circulatorio, se dañan otros sitios endoteliales que presentan el receptor afin a la toxina, 

los riñones y el sistema nervioso central principalmente, pudiendo desarrollarse SUH (Gyles, 

2007). 
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Figura 3. Patogénesis de VTEC sobre las células epiteliales del colon humano. Adaptado de 

Kaper y colaboradores (2004). 

 

 

1.6 VTEC O157:H7 

Si bien existen más de 150 serotipos VTEC que son potencialmente patogénicos, 

O157:H7 es el serotipo más frecuentemente aislado de casos de enfermedad en el mundo y al 

que se le atribuye la ocurrencia de la mayoría de los grandes brotes (Rivas et al., 2008). VTEC 

O157:H7 se identificó por primera vez como patógeno transmitido por los alimentos luego de 

dos brotes ocurridos en EE.UU. en 1982 (Riley et al., 1983). El serotipo O157:H7 es móvil, no 

fermenta el sorbitol, en general no expresa actividad de β-glucuronidasa (Bono et al., 2007). 

Las notificaciones de las infecciones por E. coli O157:H7 experimentaron un aumento 

exponencial a partir de su primera descripción (Rangel et al., 2005). Su emergencia generó una 

gran preocupación a nivel mundial por el número de personas afectadas y por los distintos 

vehículos de transmisión identificados (carnes, vegetales, alimentos ácidos, aguas de consumo y 

recreación, entre otros) (Rivas et al., 2008).  

VTEC O157:H7 ha causado numerosos brotes en las últimas décadas, con una amplia 

gama de manifestaciones clínicas (Manning et al., 2008). El primer brote, ocurrido en 1982, 

involucró al menos 47 casos de diarrea en EE.UU., y estuvo asociado con el consumo de 

hamburguesas de carne mal cocidas en restaurantes de comida rápida (Riley et al., 1983). En 

1993, en un brote asociado también al consumo de hamburguesas en EE.UU., se reportaron 501 
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casos de diarrea, 151 hospitalizaciones (31 %), 45 casos de SUH (9 %) y tres muertes (Bell et 

al., 1994). En 1996 ocurrió un brote masivo asociado con el consumo de brotes de rábano blanco 

en Sakai, Japón. Afectó a 7470 niños en edad escolar, ocurrieron 1000 hospitalizaciones con 

síntomas gastrointestinales graves, 100 casos de SUH y tres muertes (Michino et al., 1999). En 

China, en 1999, ocurrió otro brote masivo pero menos conocido asociado al contacto con 

animales infectados, con 195 pacientes hospitalizados con SUH, la mayoría mayores de 50 años 

(85.6 %), de los cuales el 90 % murió (177) (Xiong et al., 2012). En 2006, un brote asociado al 

consumo de espinacas afectó a 205 personas de diversos estados de EE.UU., presentando altas 

tasas de hospitalizaciones (50 %) y de SUH (16 %) (Grant et al., 2008). En 2014, en Inglaterrra 

se identificó un brote de O157:H7 asociado al consumo de RTE, donde se registraron 102 casos 

de enfermedad, en su mayoría mujeres con una edad media de 49 años, y 34 hospitalizaciones 

(33 %), no fueron diagnosticados casos de SUH (Sinclair et al., 2017). En 2015, en Washington, 

EE.UU., ocurrió un brote por VTEC O157:H7 luego de una excursión escolar, asociado al 

consumo de productos lácteos; donde se registraron 60 personas enfermas, de menos de un año a 

47 años de edad; 11 hospitalizaciones (18 %) y 6 casos de SUH (10 %) (Curran et al., 2017). En 

2016, Kanagawa, Japón, fue registrado un brote de VTEC O157:H7 asociado al consumo de 

hamburguesas de carne molida vendidas crudas por una cadena de supermercados. Se 

confirmaron un total de 61 personas afectadas, mayormente de entre 5 a 14 años, 24 

hospitalizaciones (39 %) y 4 casos de SUH (6,5 %) (Furukawa et al., 2018). 

En Argentina, el serotipo O157:H7 también es el más frecuentemente asociado al SUH, 

representa el 60 % de los casos de SUH reportados (Guth et al., 2010). Sin embargo, no se 

producen brotes de ETA asociados a infecciones con VTEC O157:H7. La presentación es en 

forma de casos esporádicos o brotes difusos de difícil definición epidemiológica (Rivas et al., 

2006). 

No todos los aislamientos de VTEC O157:H7 tienen la misma capacidad de infectar y de 

causar enfermedad en el hombre (Mead y Griffin, 1998) y los factores que contribuyen a la 

variación en la gravedad de la enfermedad son poco conocidos (Manning et al., 2008). Los 

últimos brotes relacionados al consumo de productos frescos contaminados con VTEC O157:H7 

fueron asociados con enfermedad más grave, por mayor frecuencia de hospitalización y por un 

alto número de casos de SUH, lo que sugiere un aumento en la virulencia de este patógeno 

(Manning et al., 2008). El surgimiento en las últimas décadas, de clones VTEC O157:H7 

hipervirulentos de distribución mundial (Rivas et al., 2016) es una clara evidencia de la dinámica 

genómica que posee este grupo de patógenos y de su capacidad para transferir o adquirir factores 

de virulencia (Torres et al., 2018).  
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 1.7 Subtipificación molecular de VTEC O157:H7 

Estudios filogenéticos determinaron que las cepas O157:H7 integran subpoblaciones de 

dispersión mundial, las cuales diferirían en relación a su asociación con enfermedad en humanos, 

poseyendo distintos tipo y nivel de expresión de los factores de virulencia (Kim et al., 1999; 

2001; Yang et al., 2004). Mediante el análisis comparativo de genomas, se han descrito varios 

métodos de subtipificación molecular, los cuales analizan diversidad nucleotídica en distintas 

regiones del ADN, tales como polimorfismos específicos de linaje (LSPA-6), polimorfismos de 

nucleótido simple (SNP), análisis de múltiples loci VNTR (MLVA) y determinación de grupos 

filogenéticos. Estos marcadores moleculares comprenden regiones del genoma con tasas de 

mutación características para cada una, lo que permite analizar la diversidad genética en 

diferentes escalas temporales. 

El análisis de polimorfismos específicos de linaje (LSPA-6) es un método que permite 

caracterizar a los aislamientos en base a polimorfismos presentes en seis marcadores genéticos 

(Yang et al., 2004). Mediante este análisis, primeramente, se propuso dividir a la población 

VTEC O157:H7 en dos linajes filogenéticos primarios, denominados linaje I y linaje II, los 

cuales tendrían diferencias en cuanto a su propensión a causar enfermedad o a ser transmitidos a 

humanos (Kim et al., 1999; 2001). En estudios posteriores se describió un tercer linaje, 

designado linaje I/II (Ziebell et al., 2008). Las cepas pertenecientes al linaje I se identifican con 

mayor frecuencia en muestras de ganado y humanos, el linaje II comprende predominantemente 

cepas de origen bovino y cepas no patogénicas derivadas de humanos. El linaje intermedio I/II se 

encuentra menos caracterizado con respecto al fenotipo y la distribución en el huésped (Ziebell 

et al., 2008; Laing et al., 2009; Hartzell et al., 2011). 

Manning y colaboradores (2008) desarrollaron un esquema que detecta 96 polimorfismos 

de nucleótido simple (SNP) y permite agrupar a las cepas O157:H7 en 9 clados evolutivos. Los 

aislamientos del clado 8 son más virulentos que los demás. Se ha sugerido que la adquisición de 

nuevos factores de virulencia y la sobreexpresión de otros explicarían la mayor gravedad de la 

enfermedad causada por cepas pertenecientes a este clado (McDaniel et al., 1995; Abu-Ali et al., 

2010; Neupane et al., 2011). Particularmente, para identificar las cepas pertenecientes al clado 8, 

Franz y colaboradores (2012) propusieron un ensayo de RFLP (polimorfismos de longitud de 

fragmentos de restricción- Restriction Fragment Length Polymorphism), dirigido a un SNP del 

gen rhsA (SNP posición 3468). Por otro lado, Bono y colaboradores (2007) describieron un SNP 

presente en la posición 255 del gen tir (tir 255 T>A) que permite distinguir subtipos de VTEC 
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O157:H7 asociados al reservorio bovino de aquellos asociados a una incrementada virulencia en 

humanos. 

El análisis de múltiples loci VNTR (MLVA, Multiple Loci VNTR Analysis) permite 

establecer  relaciones genéticas entre cepas bacterianas estrechamente relacionadas (Keim et al., 

2000; Noller et al., 2003; Lindstedt, 2005). Se han desarrollado protocolos específicos en 

relación a la subtipificación molecular del serotipo O157:H7 mediante MLVA (Keys et al., 

2005; Noller et. al., 2003; Lindstedt et al., 2003; 2004; 2007). 

Estudios filogenéticos sobre el origen evolutivo de E. coli patógeno han demostrado que 

las cepas de E. coli pueden clasificarse filogeneticamente en 4 grupos principales: A, B1, B2 y 

D, y a su vez, dichos grupos filogenéticos pueden subdividirse en 7 subgrupos (A, B1, B2, C, D, 

E y F) permitiendo incrementar el poder de discriminación del análisis de la población de E. coli 

(Clermont et al., 2013). 

Es importante disponer de una caracterización molecular de las cepas VTEC O157:H7 

circulantes en la región, que permita conocer la diversidad genética existente y compararla con la 

de otras regiones geográficas. 

 

 

1.8 Genes codificantes de factores de virulencia en VTEC O157:H7 

La evidencia epidemiológica sugiere que el potencial de E. coli O157:H7 para causar 

SUH se debe principalmente a la presencia de Vtx (codificadas por el gen vtx) o a la presencia de 

Vtx más la intimina (codificada por el gen eae) (Kaper et al., 2004). Sin embargo, Kulasekara y 

colaboradores (2009) identificaron siete determinantes de virulencia supuestos o putativos, en el 

genoma de una cepa responsable de un brote de SUH asociado al consumo de espinaca en el año 

2006 en EE.UU. (TW14359). Estas secuencias codificantes se encuentran relacionadas con dos 

proteínas efectoras del SST3, genes candidatos que podrían contribuir a un aumento de la 

patogenicidad o, alternativamente, adaptación a vegetales y un gen que codifica una óxido 

nítrico- reductasa. 

Otras propiedades importantes de virulencia están codificadas en MGE, tales como 

plásmidos y PAI. La mayoría de los aislamientos clínicos de VTEC O157:H7 poseen un gran 

plásmido, llamado plásmido enterohemorrágico (pO157) (Schmidt et al., 1996; Burland et al., 

1998). Entre aquellos factores de virulencia codificados en plásmidos, se distinguen: una 

proteína con actividad hemolítica, EhxA (Schmidt et al., 1995), una catalasa peroxidasa (KatP), 
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serina proteasas (EpeA y EspP), una metaloproteasa de zinc (StcE), entre otros (Brunder et al., 

1996; 1997; Lathem et al., 2002; Leyton et al., 2003; Paton et al., 2004). 

La PAI más estudiada, el LEE, rige la capacidad de VTEC para colonizar la mucosa 

intestinal del huésped (Manning et al., 2008; Masana et al., 2010). Otras PAI, denominadas islas 

O (OI), contienen genes efectores nle (non LEE efectors) que codifican sustratos translocados 

por el SST3 (Coombes et al. 2008; Bugarel et al., 2010; Konczy et al., 2008). Algunos de estos 

efectores contribuyen a la colonización y persistencia de VTEC en el ganado e interfieren en la 

respuesta inflamatoria del ser humano (Dziva et al., 2004; van Diemen et al., 2005). En el 

contexto de MRA, se ha propuesto el análisis de genes codificados en PAI para distinguir cepas 

altamente virulentas de aquellas menos virulentas (Cadona et al., 2018). 

Por otra parte, han sido descriptos en cepas O157:H7, determinantes adicionales de 

virulencia, de adherencia y de colonización. Entre ellos, Lpf, la fimbria polar larga, un 

importante factor de colonización y de adherencia en células (Torres et al., 2002; 2004; 2008); 

EhaA, una proteína autotransportadora (AT) implicada en la adhesión y formación de 

biopelículas (Wells et al., 2008); una fimbria de unión a laminilla de E. coli (ELF) que media la 

adherencia a las células intestinales humanas (Hernandes et al., 2011) e Iha, una adhesina 

homóloga a IrgA de Vibrio cholerae (Szalo et al., 2002). 

El análisis del potencial patogénico de cepas de ganado, y su comparación con cepas de 

casos clínicos, es fundamental para una mejor comprensión de las diferencias regionales en 

cuanto a la incidencia y gravedad de la enfermedad en humanos (Torres et al., 2018). 
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CAPÍTULO II: SECCIONES EXPERIMENTALES 
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2.1 Aislamientos bacterianos 

Se analizaron 43 aislamientos VTEC O157:H7 obtenidos de seres humanos (n=23), 

bovinos (n=19) y alimentos cárnicos (n=1) de la región pampeana de Argentina, entre 1996 y 

2014, disponibles en el Laboratorio de Inmunoquímica y Biotecnología, FCV-UNCPBA (Anexo 

I). Los aislamientos fueron previamente caracterizados en relación a genes codificantes de 

factores de virulencia: Vtx 1 y 2 (vtx1 y vtx2), intimina (eae), enterohemolisina (ehxA), y 

adhesina autoaglutinante (saa) (Padola et al., 2004; Fernández et al., 2009; 2012; Rivero et al., 

2010; Sanz, datos no publicados). La totalidad de los aislamientos presentó el perfil: vtx2, eae, 

ehxA. 

 

2.2 Cepas de referencia  

Para la asignación a subtipos y detección de factores de virulencia adicionales se 

utilizaron las siguientes cepas de referencia: 

- EDL 933 (VTEC O157:H7 vtx1, vtx2, eae, ehxA, chuA, clado 3, Linaje LSPA-6 I) 

proveniente del Servicio de Fisiopatogenia ANLIS- Malbrán, República Argentina. 

- K12 (cepa de referencia utilizada en LSPA-6). 

- Anguil 9.1 y VAC 07-2 (VTEC O157:H7 vtx2, eae, ehxA, clado 8) proporcionadas por 

el Dr. A. Cataldi, Instituto de Biotecnología, CICVyA, Argentina. 

- FB 94 (VTEC O103:H2 arpa y TspE4.C2+),  L2O1 (EPEC O39:H40 yjaA) y AP 28-1 

(VTEC O20:H19 espP, ehxA, suba, epeA) pertenecientes al Laboratorio de Inmunoquímica y 

Biotecnología, FCV-UNCPBA. 

 

2.3 Obtención de ADN 

Para la obtención del ADN se extrajeron alícuotas de los cultivos congelados y se 

colocaron en 500 µl de agua bidestilada, llevándose a ebullición durante 10 min. 
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SECCIÓN EXPERIMENTAL I: 

 Subtipificación molecular de aislamientos nativos VTEC O157:H7 

 

2.4 Objetivo: Subtipificar aislamientos VTEC O157:H7 nativos mediante análisis de 

polimorfismos específicos de linaje (LSPA-6), análisis de polimorfismos de nucleótido simple 

(SNP) específicos del clado 8 y del polimorfismo A/T en el gen tir, análisis de múltiples loci 

VNTR (MLVA) y detección de grupos filogenéticos. 
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2.4.1 Análisis de polimorfismos específicos de linaje (LSPA-6) 

Introducción: 

La genotipificación por métodos de alta resolución de cepas de E. coli O157:H7 mediante 

barrido genómico basado en octámeros -octamer-based genome scanning (OBGS)- demostró por 

primera vez que E. coli O157:H7 divergió en dos linajes primarios, designados como linaje I, y 

linaje II (Kim et al., 1999; 2001). Estos linajes se encuentran distribuidos de manera sesgada en 

diferentes huéspedes (Kim et al., 1999) y en distintas regiones geográficas (Mellor et al., 2015). 

Numerosos estudios han demostrado esta marcada diferencia en cuanto a la distribución de 

linajes entre cepas de origen humano y cepas obtenidas del reservorio bovino (Whitworth et al., 

2010; Franz et al., 2012). El linaje I es identificado con mayor frecuencia en aislamientos de 

muestras de humanos, mientras que el linaje II se encuentra altamente asociado con aislamientos 

de bovinos (Ziebell et al., 2008).  

La distribución no aleatoria de aislamientos VTEC O157:H7 provenientes de humanos y 

bovinos, entre los linajes sugiere que las cepas del linaje II podrían no causar fácilmente 

enfermedad o no podrían transmitirse fácilmente al hombre a partir de fuentes bovinas. Este 

hallazgo podría reflejar la adquisición o pérdida de alguna característica de virulencia (Kim et 

al., 1999). 

Posteriormente fue identificado el linaje I/II intermedio (Zhang et al., 2007), menos 

caracterizado, especialmente en relación al hospedador. 

Yang y colaboradores (2004) desarrollaron un ensayo de PCR múltiple, denominado 

análisis de polimorfismos específicos de linaje –Lineage Specific Polymorphism Assay (LSPA-

6), el cual permite identificar el linaje al que pertenece un aislamiento VTEC O157:H7 mediante 

el análisis de polimorfismos presentes en 6 marcadores. 

 

Materiales y métodos: 

La tipificación por LSPA-6 se realizó mediante dos reacciones de PCR múltiples y dos 

simples, utilizando los primers que se detallan en la Tabla 1. Una de las reacciones de PCR 

múltiple incluyó la amplificación de yhcG y rtcB y la otra, de arp-iclR y rbsB. En las reacciones 

simples se utilizaron los primers fold-sfmA y Z5935.  

Los cócteles para las reacciones múltiples incluyeron solución de buffer de Taq 

polimerasa 1x, 2 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 2,5 pmol de cada primer, 1 U de ADN 

Taq polimerasa (InBio, Highway) y 3 µl de extracto de ADN, en un volumen final de 25 µl. 
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Los cócteles para las reacciones simples incluyeron solución de buffer de Taq polimerasa 

1x, 2 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 5 pmol de cada primer, 0,5 U de ADN Taq 

polimerasa (InBio, Highway) y 3 µl de extracto de ADN, en un volumen final de 25 µl. 

Las condiciones de termociclado que se implementaron en cada PCR para la detección de 

las 6 secuencias, se obtuvieron a partir de la puesta a punto correspondiente y se detallan en la 

Tabla 2.  

Las reacciones de PCR se efectuaron en dos cicladores térmicos programables: T-17 

Ivema y Multigene Optimax. Los productos de amplificación fueron analizados mediante 

electroforesis en geles de agarosa al 3 %, teñidos con bromuro de etidio. Se sembraron 8 µl de 

cada muestra conteniendo loading buffer 1x. La corrida electroforética se realizó en una cuba 

horizontal de 20 cm a 100 V, durante aproximadamente 45 minutos en buffer TBE 1x. La 

visualización de las bandas en el gel se realizó mediante iluminación con luz UV. 

El tamaño de las bandas se determinó comparando los productos amplificados con el 

marcador de peso molecular de ADN 100-1000 pb (D0017 InBio, Highway), que consta de 10 

fragmentos de ADN de doble hebra de tamaño molecular 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 

900 y 1000 pb, de los cuales la banda de 500 pb contiene el triple de concentración molar que el 

resto y sirve como un visible indicador de referencia.  

Los alelos característicos de cada linaje se identificaron en cepas de referencia, K12 y 

EDL 933. Los perfiles se generan como códigos binarios de 6 dígitos. Los aislamientos con 

genotipo 111111 se clasificaron como linaje I, 211111 como linaje I/II y todas las desviaciones 

de esos genotipos, como linaje II.  

Las variantes alélicas identificadas para cada marcador fueron confirmadas mediante 

secuenciación en un analizador ABI PRISM 3730XL (Macrogen, Inc, Corea). Las secuencias 

obtenidas fueron analizadas mediante el software Chromas 2.32 (Technelysium Pty. Ltd.), y se 

alinearon con el software Clustal W (Larkin et al., 2007) frente a cepas de referencia. 

 

 Resultados: 

Un total de 42 aislamientos mostraron el perfil LSPA-6 211111, perteneciente al linaje 

I/II (98 %). Sólo un aislamiento obtenido de humano (N° 28) presentó el perfil LSPA-6 221211, 

característico del linaje II (Tabla 3).  
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Tabla 1. Secuencias de los primers empleados para la amplificación de los 6 marcadores 

incluidos en el LSPA-6 y tamaño de los productos de amplificación en los distintos linajes. 

Adaptado de Yang y colaboradores, 2004. 

Target Primers (5’-3’) 

Tamaño de los distintos alelos 

(pb) 

Linaje I Linaje II 

fold-sfmA fw-TACGTAGGTCGAAGGG 

rv-CCAGATTTACAACGCC 
161 170 

Z5935 
fw-GTGTTCCCGGTATTTG 

rv-CTCACTGGCGTAACCT 
133 142 

yhcG 
fw-CTCTGCAAAAAACTTACGCC 

rv-CAGGTGGTTGATCAGCG 
394 472 

rtcB 
fw-GCGCCAGATCGATAAAGTAAG 

rv-GCCGTTGTAAACGTGATAAAG 
218 209/214 

rbsB 
fw-AGTTTAATGTTCTTGCCAGCC 

rv-ATTCACCGCTTTTTCGCC 
270 279 

arp-iclR 
fw-GCTCAATCTCATAATGCAGCC 

rv-CACGTATTACCGATGACCG 
315 333/324 

 

 

Tabla 2. Condiciones de termociclado utilizadas para amplificar las secuencias target del LSPA-

6. 

Target 

Temp/Tiempo 

desnaturalización 

inicial (min) 

Ciclos Temp/Tiempo 

(min) 

Cantidad 

de ciclos 

Temp/Tiempo 

elongación 

final (min) 

fold-sfmA 

yhcG 

rtcB 

rbsB 

arp-iclR 

94°C/05:00 

Desnat. 94°C / 00:30 

Annealing 52,2°C / 00:30 

Elong. 72°C / 00:45  

30 72°C/10:00 

Z5835 94°C/04:00 

Desnat. 94°C/00:30 

Annealing 50°C a 

40°C/00:45  

(-1°C/ciclo) 

Elong. 72°C/01:00 

11 

72°C/05:00 

Desnat. 94°C/00:30 

Annealing 52°C/00:45 

Elong. 72°C/01:00 

20 
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Tabla 3. Perfiles genéticos y linajes LSPA-6 de los aislamientos VTEC O157:H7 estudiados. 

No. de 

aislamiento 

Perfil genético LSPA-6 
Linaje 

fold-sfmA Z5935 yhcG rtcB rbsB arp-iclR 

1 2 1 1 1 1 1 I/II 

2 2 1 1 1 1 1 I/II 

3 2 1 1 1 1 1 I/II 

4 2 1 1 1 1 1 I/II 

5 2 1 1 1 1 1 I/II 

6 2 1 1 1 1 1 I/II 

7 2 1 1 1 1 1 I/II 

8 2 1 1 1 1 1 I/II 

9 2 1 1 1 1 1 I/II 

10 2 1 1 1 1 1 I/II 

11 2 1 1 1 1 1 I/II 

12 2 1 1 1 1 1 I/II 

13 2 1 1 1 1 1 I/II 

14 2 1 1 1 1 1 I/II 

15 2 1 1 1 1 1 I/II 

16 2 1 1 1 1 1 I/II 

17 2 1 1 1 1 1 I/II 

18 2 1 1 1 1 1 I/II 

19 2 1 1 1 1 1 I/II 

20 2 1 1 1 1 1 I/II 

21 2 1 1 1 1 1 I/II 

22 2 1 1 1 1 1 I/II 

23 2 1 1 1 1 1 I/II 

24 2 1 1 1 1 1 I/II 

25 2 1 1 1 1 1 I/II 

26 2 1 1 1 1 1 I/II 

27 2 1 1 1 1 1 I/II 

28 2 2 1 2 1 2 II 

29 2 1 1 1 1 1 I/II 

30 2 1 1 1 1 1 I/II 

31 2 1 1 1 1 1 I/II 

32 2 1 1 1 1 1 I/II 

33 2 1 1 1 1 1 I/II 

34 2 1 1 1 1 1 I/II 

35 2 1 1 1 1 1 I/II 

36 2 1 1 1 1 1 I/II 

37 2 1 1 1 1 1 I/II 

38 2 1 1 1 1 1 I/II 

39 2 1 1 1 1 1 I/II 

40 2 1 1 1 1 1 I/II 

41 2 1 1 1 1 1 I/II 

42 2 1 1 1 1 1 I/II 

43 2 1 1 1 1 1 I/II 



 

22 

 

2.4.2 Análisis de polimorfismos de nucleótido simple (SNP) 

Los polimorfismos de nucleótido simple (SNP) han sido usados para determinar 

relaciones genéticas entre cepas O157:H7, las cuales pueden o no estar epidemiológicamente 

relacionadas (Manning et al., 2008). El término Single nucleotide polymorphisms (SNP) se 

utiliza para denotar cambios nucleotídicos puntuales, en contraste con las inserciones, deleciones 

y pequeñas inversiones (Weissman et al., 2003). Estas mutaciones son abundantes y se 

encuentran ampliamente distribuidas en el genoma de muchas especies, tanto en regiones 

codificantes como en las no codificantes (Morin et al., 2004). En bacterias patógenas, han sido 

descriptos diferentes SNP. Algunas de estas mutaciones, principalmente las que ocurren en 

regiones codificantes, promueven la patogenicidad, es decir que son “patoadaptativas”. Estas 

alteraciones en genes estructurales o reguladores proveen ventajas adaptativas durante el curso 

de una infección, durante el desarrollo de una epidemia o bien permiten la evolución de la 

virulencia a largo plazo (Sokurenko et al., 1999; Weissman et al., 2003). 

La genotipificación por SNP ha permitido establecer relaciones evolutivas dentro VTEC 

O157:H7 (Bono et al., 2012) y distinguir subtipos, incluyendo aquellos asociados al reservorio 

bovino y/o con una incrementada virulencia en humanos (Manning et al., 2008; Clawson et al., 

2009).  
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a) Identificación de aislamientos característicos del clado 8 

Introducción: 

Manning y colaboradores (2008) postularon que el aumento de la morbilidad en los 

brotes por VTEC O157:H7 asociados al consumo de productos frescos, se encontraba 

relacionado al aumento en la virulencia de este patógeno. Para probar esta hipótesis, 

desarrollaron un esquema de subtipificación basado en 96 loci SNP y genotiparon más de 500 

aislamientos clínicos VTEC O157:H7. Los aislamientos pudieron agruparse en 9 clados 

evolutivos, observándose diferencias entre ellos, en cuanto a la frecuencia y distribución de los 

genes que codifican las Vtx y al tipo de enfermedad clínica reportada. Los pacientes con SUH 

fueron asociados significativamente a cepas agrupadas en el clado 8, las cuales han aumentado 

en frecuencia en los últimos años (Manning et al., 2008). En nuestro país, Pianciola y 

colaboradores (2016) describieron la circulación con una alta prevalencia de cepas pertenecientes 

en su mayoría al clado 8, responsables de enfermedad más severa, de progresión rápida y altos 

porcentajes de hospitalización. 

Por su parte, Liu y colaboradores (2009) identificaron 7 genes rhs con variaciones en su 

secuencia de ADN que podrían servir potencialmente como marcadores para la subtipificación 

de E. coli O157:H7. Particularmente, Franz y colaboradores (2012) desarrollaron un ensayo de 

PCR complementado con análisis de polimorfismos de longitud para fragmentos de restricción o 

RFLP dirigido a uno de los SNP, ubicado en la posición 3468 del gen rhsA (rhsA 3468 C>G), el 

cual permite identificar aislamientos pertenecientes al clado 8. 

 

Materiales y métodos: 

La identificación de aislamientos pertenecientes al clado 8 se realizó mediante la 

detección de un SNP ubicado en una porción del gen rhsA (SNP en posición 3468) por la técnica 

de PCR- RFLP. 

Para ello se amplificó por PCR un fragmento del gen rhsA con los primers descriptos por 

Franz et al. (2012) (Tabla 4). El cóctel de reacción de PCR incluyó solución de buffer de Taq 

polimerasa 1x, 2 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 2,5 pmol de cada primer, 0,5 U de ADN 

Taq polimerasa (InBio, Highway) y 3 µl de extracto de ADN, en un volumen final de 25 µl. Las 

condiciones de termociclado que se implementaron en la PCR se obtuvieron a partir de la puesta 

a punto correspondiente para la detección del target y se detallan en la Tabla 5.  
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El amplímero obtenido se analizó por RFLP mediante cortes con las enzimas de 

restricción Sau961 y HaeII (New England BioLabs, UK), de acuerdo a condiciones descriptas 

por Franz et al. (2012). Los amplímeros de aislamientos pertenecientes al clado 8 [rhsA 

(3468C)], generan 2 fragmentos de restricción con la enzima HaeII de 525 y 110 pb, mientras 

que con Sau961 resultan en 3 fragmentos de 296, 273 y 66 pb respectivamente. Los aislamientos 

que no pertenecen al clado 8 [rhsA (3468G)] dan como resultado 3 fragmentos de restricción con 

la enzima HaeII, de 269, 256 y 110 pb, y 2 fragmentos con Sau96I, de 339 y 296 pb (Tabla 6). 

Las condiciones de digestión del amplímero fueron modificadas de las de Franz et al. (2012) 

(Tabla 6). Las cepas de referencia utilizadas como controles positivos de clado 8 fueron Anguil 

9.1 y VAC 07-2 y de no clado 8, EDL 933. 

Los productos de PCR-RFLP fueron analizados mediante electroforesis en geles de 

agarosa al 3 %, teñidos con bromuro de etidio. Se sembraron 10 µl de cada muestra conteniendo 

loading buffer 1x y la corrida electroforética se realizó en una cuba horizontal de 20 cm a 100 V, 

durante aproximadamente 40 minutos en buffer TBE 1x. La visualización de las bandas en el gel 

se realizó mediante iluminación con luz UV. El tamaño de las bandas se determinó comparando 

los productos amplificados con el marcador de peso molecular de ADN 100-1000 pb (D0017 

InBio, Highway).  

 

Resultados: 

Los 43 aislamientos VTEC O157:H7 estudiados presentaron el patrón de bandas PCR-

RFLP asociado al clado 8.  

 

 



 

25 

 

Tabla 4. Secuencias de los primers empleados y tamaño del producto amplificado para la 

identificación de cepas pertenecientes al clado 8. Adaptado de Franz y colaboradores, 2012. 

Target Primers (5’-3’) 
Tamaño del amplímero 

(pb) 

rhsA fw-CCACAATACAGAACGACAGA 

rv-ACCTTGCGGATCTACATTTA 
635 

 

 

Tabla 5. Condiciones de termociclado utilizadas para amplificar rhsA. 

Target 

Temp/Tiempo 

desnaturalización 

inicial (min) 

Ciclos Temp/Tiempo 

(min) 

Cantidad 

de ciclos 

Temp/Tiempo 

elongación 

final (min) 

rhsA 95°C/05:00 

Desnat. 94°C/01:00 

Annealing 58°C/01:00 

Elong. 72°C/01:00  

30 72°C/10:00 

 

 

Tabla 6. Condiciones de digestión con enzimas de restricción y fragmentos generados. 

Enzima Cóctel 

Digestión 

Temp/Tiempo 

(horas) 

Tamaño de los fragmentos (pb) 

Clado 8 No clado 8 

HaeII 

- 10 µl ADN 

- 34 µl H20 

- 5 µl buffer 

- 20 U HaeII 
37°C/02:00 

- 525 

- 110 

- 269 

- 256 

- 110 

Sau961 

- 10 µl ADN 

- 34 µl H20 

- 5 µl buffer 

- 10U HaeII 

- 296 

- 273 

- 66 

- 339 

- 296 
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b) Subtipificación mediante polimorfismos A/T en el gen tir 

Introducción: 

Bono y colaboradores (2007) identificaron un polimorfismo en el gen tir que permite 

distinguir subtipos de VTEC O157:H7 asociados al reservorio bovino de aquellos asociados a 

una incrementada virulencia en humanos. Los autores describieron un SNP en la posición 255 

del gen tir (tir 255 T>A). Como se mencionó anteriormente, este gen está localizado en el locus 

LEE y codifica para el receptor de la intimina, siendo este complejo responsable de la adherencia 

íntima de E. coli O157:H7 a las células del epitelio intestinal (McDaniel et al., 1995). Los 

autores citados encontraron mayor prevalencia del alelo T de este SNP en cepas asociadas con 

enfermedad en el hombre en relación al alelo A, observado en cepas de origen no humano. Este 

polimorfismo está localizado en la secuencia del gen que codifica para una región cercana al 

extremo amino del receptor Tir, porción de la molécula que normalmente se encuentra en el 

citosol del huésped durante la unión Tir-Intimina en la adherencia bacteria-célula huésped (Luo 

et al., 2000), para esta región, hasta el momento, no se ha descrito función alguna. 

El alelo tir 255 T>A T es identificado con mayor frecuencia en aislamientos de muestras 

de humanos, mientras que el alelo tir 255 T>A A se encuentra altamente asociado con 

aislamientos de bovinos (Bono et al., 2007). 

Con el objetivo de detectar subpoblaciones relacionadas con el origen de las cepas, se 

analizó por secuenciación el polimorfismo A/T en la posición 255 del gen tir en cepas nativas. 

 

Materiales y métodos: 

La identificación del SNP se realizó amplificando una secuencia de 169 pb del gen tir 

mediante una PCR simple, utilizando los primers que se detallan en la Tabla 7. 

El cóctel para la reacción de PCR incluyó solución de buffer de Taq polimerasa 1x, 2 mM 

de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 2,5 pmol de cada primer, 1 U de ADN Taq polimerasa (InBio, 

Highway) y 1 µl de extracto de ADN, en un volumen final de 25 µl. 

Las condiciones de termociclado que se implementaron se obtuvieron a partir de la puesta 

a punto correspondiente y se detallan en la Tabla 8.  

Los productos de amplificación fueron analizados mediante electroforesis en geles de 

agarosa al 2 %, teñidos con bromuro de etidio, con el objetivo de corroborar la eficiencia de la 

reacción. Se sembraron 8 µl de cada muestra conteniendo loading buffer 1x. La corrida 

electroforética se realizó en una cuba horizontal de 20 cm a 100 V, durante aproximadamente 20 
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minutos en buffer TBE 1x. La visualización de las bandas en el gel se realizó mediante 

iluminación con luz UV. El tamaño de las bandas se determinó comparando los productos 

amplificados con el marcador de peso molecular de ADN 100-1000 pb (D0017 InBio, Highway). 

Los amplímeros fueron secuenciados en un analizador 3500 GENETIC ANALYZER en 

el Centro de Instrumentación Científico-Técnica (CICT), Universidad de Jaén, España. Las 

secuencias obtenidas fueron analizadas mediante el software Chromas 2.32 (Technelysium Pty. 

Ltd.), y se alinearon con el software Clustal W (Larkin et al., 2007) frente a cepas de referencia. 

 

Resultados: 

Mediante esta técnica fue posible subtipificar 36 aislamientos de los 43 involucrados en 

este estudio. En el 92 % de los aislamientos analizados se detectó el alelo tir 255 T>A T, 

mayormente asociado a cepas con una incrementada virulencia en humanos (Tabla 9).  Este alelo 

se encontró tanto en aislamientos de origen humano (90 %) como en aislamientos bovinos 

(93 %). En el 8 % de los aislamientos restantes se detectó el alelo tir 255 T>A A, en una cepa 

aislada de bovino (Nº 15) y en dos aisladas de humanos (Nº 40 y 41) (Tabla 9).  
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Tabla 7. Secuencias de los primers empleados y tamaño del producto amplificado para la 

identificación del SNP en la posición 255 del gen tir (tir 255 T>A). Adaptado de Bono y 

colaboradores, 2009. 

Target Primers (5’-3’) 
Tamaño del amplímero 

(pb) 

tir 

fw- GAGTATCGAGCGGACCATGATC 

rv- TGGCGGCGTCTGAGATAAC 

169 

 

 

Tabla 8. Condiciones de termociclado utilizadas para amplificar tir. 

Target 

Temp/Tiempo 

desnaturalización 

inicial (min) 

Ciclos Temp/Tiempo 

(min) 

Cantidad 

de ciclos 

Temp/Tiempo 

elongación 

final (min) 

tir 94°C/02:00 

Desnat. 94°C/00:30 

Annealing 60°C/00:30 

Elong. 72°C/00:10  

35 72°C/05:00 
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Tabla 9. Alelos tir 255 T>A en los aislamientos VTEC O157:H7 estudiados. 

No. de 

aislamiento 
Origen Alelo  

1 Alimento T  

2 

Bovino 

T  

3 T  

4 T  

5 T  

6 T  

7 T  

9 T  

10 T  

12 T  

13 T  

14 T  

15 A  

16 T  

17 T  

20 T  

21 

Humano 

T  

22 T  

23 T  

24 T  

25 T  

26 T  

27 T  

29 T  

30 T  

31 T  

32 T  

34 T  

36 T  

37 T  

38 T  

39 T  

40 A  

41 A  

42 T  

43 T  
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2.4.4 Análisis de múltiples loci VNTR (MLVA) 

Introducción: 

El análisis de múltiples loci VNTR (MLVA, Multiple Loci VNTR Analysis) es una 

herramienta confiable, que permite establecer relaciones genéticas entre cepas bacterianas para la 

vigilancia epidemiológica y la subtipificación molecular de organismos patógenos como VTEC 

(Lindstedt et al., 2003; 2004; 2007; Noller et al., 2003; 2004; 2006; Keys et al., 2005). Esta técnica 

permite diferenciar aislamientos estrechamente relacionados y a nivel epidemiológico, la 

asociación entre aislamientos obtenidos de pacientes, con aislamientos provenientes de alimentos 

contaminados y reservorios, como también la interpretación de presuntos brotes (Keim et al., 

2000; Noller et al., 2003; Lindstedt, 2005).  

Las repeticiones en tandem de número variable (VNTR- Variable Number Tandem 

Repeats) son regiones de alta variabilidad, dispersas en los genomas eucariotas y procariotas. 

Consisten en secuencias cortas (conocidas como unidades de repetición o motivos) que se repiten 

en tandem y varían en el número de copias, creando polimorfismos de longitud (Lindstedt, 

2005). Poseen una tasa de mutación mayor en relación a otras regiones del genoma, lo que los 

hace útiles para identificar diversidad genética en una corta escala temporal o a corto plazo 

(Vogler et al. 2006, Bustamante et al. 2013). Los VNTR pueden ser detectados fácilmente por 

PCR usando primers complementarios a las secuencias flanqueantes de los mismos (Keim et al., 

2000).  

En relación a la subtipificación molecular del serotipo O157:H7 mediante MLVA, se han 

desarrollado protocolos específicos para el mismo (Keys et al., 2005; Noller et. al., 2003; 

Lindstedt et al., 2003; 2004; 2007), así como otros que permiten, además, la subtipificación de 

serotipos no-O157:H7 (Lindstedt et al., 2007; Izumiya et al., 2010; Miko et al., 2010). En el 

Laboratorio de Inmunoquímica y Biotecnología, FCV-UNCPBA, se ha puesto a punto e 

implementado desde hace ya varios años un ensayo de MLVA específico para VTEC O157:H7. 

Esta metodología fue modificada permitiendo prescindir del uso de secuenciadores automáticos 

y de esta manera puede ser utilizada en laboratorios que no cuentan con dicha tecnología 

(Bustamante et al., 2009). 

 

Materiales y métodos: 

Se analizaron ocho loci VNTR, previamente descriptos en la literatura, Vhec2, Vhec4 y 

Vhec7 (Lindstedt et al., 2003), TR3, TR4 y TR7 (Noller et al., 2003), O157-3 y O157-37 (Keys 
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et al., 2005). En la Tabla 10 se detallan las secuencias de los primers utilizados. Las condiciones 

de amplificación utilizadas fueron las descriptas por Bustamante et al. (2009) y se detallan en la 

Tabla 11. 

Los cócteles para las reacciones simples incluyeron solución de buffer de Taq polimerasa 

1x, 2 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 2,5 pmol de cada primer, 0,5 U de ADN Taq 

polimerasa (InBio, Highway) y 3 µl de extracto de ADN, en un volumen final de 25 µl. 

Los productos de la amplificación fueron analizados mediante electroforesis en geles 

desnaturalizantes de poliacrilamida al 6 % con buffer TBE 1x. Para la preparación de los geles se 

utilizaron 15 ml de acrilamida/bisacrilamida desnaturalizante al 6 %, y para su polimerización se 

agregaron 25 µl de persulfato de amonio 40 % y 15 µl de tetrametilen-diamina (TEMED) 

(Anexo III). Al volumen de muestra inicial (25 µl), se le agregó 12,5 µl de loading buffer 

desnaturalizante y de ello se sembraron 6 µl. La corrida electroforética se realizó a una potencia 

constante de 20 watts y con voltaje y miliamperaje variables. El tiempo de corrida varió de 

acuerdo al tamaño del amplímero analizado, siendo en promedio una hora.  

Las muestras se visualizaron por tinción con sales de plata, según el protocolo propuesto 

por Promega (Gene Print STR Systems, Silver Strain Detection, Promega, Madison, USA), 

utilizando como referencia alelos secuenciados en estudios anteriores. Los alelos fueron 

nombrados de acuerdo al número de repeticiones en tandem o unidades de repetición (UR). La 

ausencia de producto de amplificación se consideró como alelo nulo y se le asignó un número 

arbitrario (-2). Las variantes alélicas nuevas halladas fueron secuenciadas en un analizador ABI 

PRISM 3730XL (Macrogen, Inc, Corea). Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante el 

software Chromas 2.32 (Technelysium Pty. Ltd.), y se alinearon con el software Clustal W 

(Larkin et al., 2007) frente a cepas de referencia. Las repeticiones parciales se aproximaron hasta 

el número de repetición completo más cercano (Hyytiä-Trees et al., 2006). 

Para la caracterización y el análisis de la diversidad genética se calcularon las frecuencias 

alélicas, número y frecuencias de perfiles MLVA y el índice de diversidad genética de Nei (DN). 

Este último se calculó para cada locus VNTR utilizando la siguiente fórmula: DN: 1 - ∑ (fra)
2
, 

donde fra corresponde a la frecuencia alélica (Noller et al., 2003). En este cálculo fueron 

incluidos los alelos nulos. Además, para evaluar el poder de discriminación del método de 

tipificación se utilizó el índice de diversidad de Simpson (DS):  
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donde N es el número total de aislamientos, S es el número total de perfiles descriptos y 

nj es el número de aislamientos que pertenece a cada perfil (Hunter y Gaston, 1988). 

En base a los perfiles genéticos obtenidos para cada aislamiento se construyó un 

dendograma utilizando el software BioNumerics vs. 6.6 (Applied-Maths). El agrupamiento se 

realizó por UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages) para datos 

categóricos, utilizando el coeficiente de similitud. 

 

Resultados: 

Los 43 aislamientos VTEC O157:H7 fueron tipificados exitosamente por este ensayo de 

MLVA que incluyó 8 VNTR (Tabla 12). 

El número de alelos detectado por locus varió entre 4 (O157-37) y 10 (Vhec4). Este 

último VNTR (Vhec4) fue el más polimórfico. Cuatro VNTR presentaron alelos nulos (Vhec4, 

Vhec7, TR3, O157-3). En la Tabla 13 se muestra el número de alelos detectados para cada 

VNTR. 

El número de repeticiones (UR) identificado varió entre 1 y 17 UR. 

Los índices de diversidad genética de Nei (DN) fueron calculados para cada VNTR (Tabla 

13). El índice más bajo lo presentó el marcador TR4 (DN: 0,56), mientras que O157-3 mostró el 

valor más alto (DN: 0,85), seguido por Vhec4 y Vhec7 (DN: 0,79). 

El índice de diversidad de Simpson fue DS: 0,98. Este último valor indica que si 2 

aislamientos no relacionados son tomados al azar, existen 98 % de posibilidades de que los 

mismos presenten diferentes perfiles de MLVA. 

En la Figura 4 se muestra la distribución de perfiles MLVA sin discriminar perfiles 

únicos. El agrupamiento obtenido en base a los resultados de MLVA, muestra una alta 

diversidad genética entre los aislamientos O157:H7 circulantes en la región pampeana de 

Argentina (Figura 5).  

Se observaron 36 perfiles MLVA diferentes, 33 de los cuales fueron únicos. El perfil más 

frecuente fue 9-11-6-2-5-9-7-6, registrado en 6 aislamientos bovinos de pastoreo (N° 7, 8, 9, 10, 

11 y 12). Otros perfiles MLVA no únicos fueron compartidos por los aislamientos N° 2 y 4 

obtenidos de 2 bovinos de feedlot y, por los aislamientos N° 36 (paciente asintomático familiar 

de caso clínico) y 38 (obtenido de un caso clínico). 
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Tabla 10. Secuencias de los primers empleados y tamaño aproximado del producto amplificado 

para cada VNTR en el MLVA. 

 

 

Tabla 11. Condiciones de termociclado utilizadas para amplificar los VNTR. 

VNTR 

Temp/Tiempo 

desnaturalización 

inicial (min) 

Ciclos Temp/Tiempo 

(min) 

Cantidad 

de ciclos 

Temp/Tiempo 

elongación 

final (min) 

Vhec2, 

Vhec4 y 

Vhec7 

94°C/05:00 

Desnat. 94°C/00:30 

Annealing 50°C/01:00 

Elong. 72°C/00:50  

30 72°C/10:00 

TR2 94°C/05:00 

Desnat. 94°C/00:30 

Annealing 53°C/01:00 

Elong. 72°C/00:50 

30 72°C/10:00 

TR3, TR4 y 

TR7 
94°C/04:00 

Desnat. 94°C/00:45 

Annealing 56°C/00:45 

Elong. 72°C/01:00 

30 72°C/05:00 

VNTR Primers (5’-3’) 
Tamaño 

amplímero 

(pb) 

Referencia 

Vhec2 fw-AACCGTTATGAAAGAAAGTCCT 

rv-TCGCCCAGTAAGTATGAAATC 
469 

Lindstedt 

et al., 2003 

Vhec4  

 

Fw-ATCGCCTTCTTCCTCCGTAATG 

rv-CTCCTCGCGCTCAGACAGTG 
534 

Vhec7 Fw-ATGCGCGGTTAGCTACACGACA 

rv-TGAAAGCCCACACCATGCGATAAT 
288 

TR2 

 

fw-CGCAGTTGATACCTACGG 

rv-GGAAGGAAGCTGATAGGT 
209/515 

Noller 

et al., 2003 

TR3  

 

fw-TCTTGTCAATATAGATTGG 

rv-TGATTAAGCGTGTACTGA 
85/128 

TR4  

 

fw-GGTGATGGCTTGATATTGA 

rv-GCCACACTGCGAGTATAGAG 
147/183 

TR7  

 

fw-CGCAGTGATCATTATTAGC 

rv-TGCTGAAACTGACGACCAGT 
186/216 

O157-3  

 

fw-GGCGGTAAGGACAACGGGGTGTTTGAATTG 

rv-GAACAACCTAAAACCCGCCTCGCCATCG 
377 

Keys et 

al., 2005 

 
O157-37  fw-GCCGCCCCTTACATTACGCGGACATTC 

rv-GCAGGAGAACAACAAAACAGACAGTAATCAGAGCAGC 
184 
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Tabla 12. Distribución de alelos para cada locus VNTR y para cada aislamiento VTEC 

O157:H7. 

No. de aislamiento V2 V4 V7 TR3 TR4 TR7 O157-3 O157-37 

1 9 8 -2 -2 5 8 4 7 

2 8 11 8 2 5 7 12 6 

3 8 9 6 2 6 9 6 6 

4 8 11 8 2 5 7 12 6 

5 8 9 6 2 6 10 6 6 

6 10 8 -2 1 4 9 7 7 

7 9 11 6 2 5 9 7 6 

8 9 11 6 2 5 9 7 6 

9 9 11 6 2 5 9 7 6 

10 9 11 6 2 5 9 7 6 

11 9 11 6 2 5 9 7 6 

12 9 11 6 2 5 9 7 6 

13 9 10 -2 1 5 8 4 9 

14 8 13 5 4 4 8 9 7 

15 10 17 -2 1 4 8 9 7 

16 10 16 -2 2 4 8 8 7 

17 7 7 11 4 5 7 11 7 

18 9 10 -2 1 5 7 4 9 

19 10 16 -2 2 4 8 8 6 

20 9 13 7 2 5 8 7 6 

21 9 7 11 2 5 6 12 5 

22 9 11 8 2 5 9 6 7 

23 9 15 8 2 4 8 6 6 

24 8 8 -2 1 5 8 -2 6 

25 10 8 -2 1 1 8 4 7 

26 9 11 8 1 5 9 -2 6 

27 10 11 11 2 5 8 13 7 

28 10 11 6 2 3 6 8 6 

29 9 15 8 2 6 12 -2 9 

30 5 -2 7 3 3 7 3 6 

31 9 8 12 8 5 6 -2 9 

32 9 11 8 2 5 9 7 6 

33 10 11 -2 1 3 8 7 6 

34 9 11 8 2 5 10 7 6 

35 8 3 9 2 3 8 12 5 

36 9 11 -2 1 5 8 4 7 

37 7 13 6 2 5 8 7 7 

38 9 11 -2 1 5 8 4 7 

39 8 10 11 4 5 7 4 6 

40 6 -2 12 3 3 8 3 9 

41 9 15 -2 1 4 8 8 7 
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No. de aislamiento V2 V4 V7 TR3 TR4 TR7 O157-3 O157-37 

42 8 7 5 4 5 9 13 6 

43 8 13 6 4 5 8 13 6 

El nombre de los alelos se corresponde con el número de UR; aquellos codificados con -2 presentaron 

alelo nulo. 

 

 

Tabla 13. Caracterización de los loci VNTR estudiados. 

  Vhec2 Vhec4 Vhec7 TR3 TR4 TR7 O157-3 O157-37 

Tamaño UR (pb) 18 6 7 6 6 6 6 6 

N° alelos 6 10 7 5 5 6 9 4 

Rango alélico (UR) 5-10 3-17 5-12 1-8 3-6 6-12 3-13 5-9 

Alelos nulos no si si si no no si no 

Índice de Nei (DN) 0,67 0,79 0,79 0,63 0,56 0,68 0,85 0,61 

UR: Unidad de repetición 

 

 

Figura 4. Distribución de perfiles genéticos obtenidos por MLVA, sin discriminar los perfiles 

únicos. 
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Figura 5. Dendrograma de aislamientos VTEC O157:H7, construido por UPGMA, en base a sus 

perfiles MLVA. Se encuentran resaltados los perfiles MLVA compartidos.
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2.4.5 Determinación de grupos filogenéticos  

Introducción: 

La población de E. coli posee una subestructura genética predominantemente clonal, 

pudiéndose delimitar diferentes grupos filogenéticos (Tenaillon et al., 2010). Estos filogrupos 

difieren en sus características feno-genotípicas, sus nichos ecológicos y su capacidad de 

enfermar (Clermont et al., 2000). Se han observado cepas que difieren en la utilización de 

diferentes azúcares, en sus perfiles de resistencia a antibióticos, en los rangos de temperatura 

óptimas para su crecimiento, y en la presencia y/o ausencia de factores de virulencia (Gordon et 

al., 2008; Carlos et al., 2010).  

Diversos estudios sobre el origen evolutivo de E. coli patógeno han demostrado que las 

cepas de E. coli pueden clasificarse filogeneticamente en 4 grupos principales: A, B1, B2 y D.  

Clermont y colaboradores (2000), en base a tres marcadores, desarrollaron una PCR que 

permite detectar fragmentos de los mismos: gen chuA, que codifica un transportador del grupo 

HEM en E. coli enterohemorrágico O157:H7; yjaA, involucrado en la respuesta celular al 

peróxido de hidrógeno y al estrés ácido (Lee et al., 2010) y un fragmento de ADN (TspE4.C2) 

que posteriormente fue caracterizado como un gen putativo de una lipasa. La presencia/ausencia 

de estos tres fragmentos, permite asignar filogrupos a distintas cepas de E. coli (Clermont et al., 

2013). 

La comparación de los datos de filogrupo con datos de tipificación de secuencias de 

múltiples loci (MLST) de cepas de referencia de E. coli aisladas de diferentes hábitats y fuentes, 

permitieron validar los filogrupos asignados (Gordon et al., 2008). Sin embargo, también se 

observó la existencia de algunas cepas con genotipo incierto que no pudieron asignarse 

correctamente a ninguno de los filogrupos descriptos ni a los datos de MLST. Posteriormente fue 

posible identificar nuevos subgrupos, ampliándose a 7 el panel previamente descripto por 

Clermont y colaboradores (2000). Los 7 filogrupos (A, B1, B2, C, D, E y F) corresponden a E. 

coli sensu stricto, mientras que habría un octavo que correspondería al clado I críptico de 

Escherichia. Esto permite incrementar el poder de discriminación al analizar la población de E. 

coli (Clermont et al., 2013). Esta clasificación extendida, proporciona una mayor comprensión 

sobre el hospedador y los factores ambientales que dan forma a la estructura genética de E. coli 

en sus hábitats naturales. 
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Materiales y métodos: 

Los grupos filogenéticos fueron determinados utilizando un protocolo de PCR-

cuadruplex propuesto por Clermont et al. (2013), que permite identificar 7 grupos pertenecientes 

a E. coli sensu stricto (A, B1, B2, C, D, E y F) y uno correspondiente a Escherichia Clado I. Los 

primers utilizados y las condiciones de amplificación se detallan en las Tablas 14 y 15. 

El cóctel para la reacción tetravalente incluyó solución de buffer de Taq polimerasa 1x, 2 

mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 20 pmol de primers para amplificar chuA, yjaA y 

TspE4.C2, 40 pmol de primers para arpa, 1 U de ADN Taq polimerasa (InBio, Highway) y 3 µl 

de extracto de ADN, en un volumen final de 25 µl. 

Los cócteles para las reacciones simples de los Grupos E y C incluyeron solución de 

buffer de Taq polimerasa 1x, 2 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 20 pmol de cada primer, 

0,5 U de ADN Taq polimerasa (InBio, Highway) y 3 µl de extracto de ADN, en un volumen 

final de 25 µl. 

Las reacciones de PCR se efectuaron en dos cicladores térmicos programables: T-17 

Ivema y Multigene Optimax. Los productos de amplificación fueron analizados mediante 

electroforesis en geles de agarosa al 2 %, teñidos con bromuro de etidio. Se sembraron 8 µl de 

cada muestra conteniendo loading buffer 1x. La corrida electroforética se realizó en una cuba 

horizontal de 20 cm a 100 V, durante aproximadamente 30 minutos en buffer TBE 1x. La 

visualización de las bandas en el gel se realizó mediante iluminación con luz UV. El tamaño de 

las bandas se determinó comparando los productos amplificados con el marcador de peso 

molecular de ADN 100-1000 pb (D0017 InBio, Highway). 

La asignación a los distintos grupos filogenéticos se realizó a acuerdo a los patrones de 

bandas observados en los geles, según la información contenida en la Tabla 16. 

 

Resultados: 

Mediante la PCR propuesta fue posible asignar filogrupo a 42 de los 43 aislamientos 

VTEC O157:H7. La mayoría de los aislamientos (95,4 %) perteneció al grupo filogenético E, sin 

embargo, se detectó un aislamiento perteneciente al grupo filogenético A (N° 27) y otro no pudo 

ser asociado a ningún grupo (N° 35) (Tabla 17). 
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Tabla 14. Secuencias de los primers empleados y tamaño de los productos amplificados para la 

determinación de grupos filogenéticos. 

Reacción 

de PCR 
Target Primers (5’-3’) 

Tamaño 

del 

amplímero 

(pb) 

Referencia 

Cuádruple 

arpa 
fw-AACGCTATTCGCCAGCTTGC 
rv-TCTCCCCATACCGTACGCTA 

400 
Clermont et 

al., 2013 

chuA 
fw-ATGGTACCGGACGAACCAAC 
rv-TGCCGCCAGTACCAAAGACA 

288 

Clermont et 

al., 2013 

Clermont et 

al., 2000 

yjaA 
fw-CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 
rv-AATGCGTTCCTCAACCTGTG 

211 
Clermont et 

al., 2013 
TspE4.C2 

fw-CACTATTCGTAAGGTCATCC 
rv-AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 

152 

Grupo E arpa 
fw-GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 
rv-GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 

301 
Lescat et 

al., 2013 
Grupo C trpA 

fw-AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 
rv-TCTGCGCCGGTCACGCCC 

219 

 

 

Tabla 15. Condiciones de termociclado utilizadas para la determinación de grupos filogenéticos. 

Reacción de 

PCR 

Temp/Tiempo 

desnaturalización 

inicial (min) 

Ciclos Temp/Tiempo 

(min) 

Cantidad 

de ciclos 

Temp/Tiempo 

elongación 

final (min) 

Cuádruple 94°C/04:00 

Desnat. 94°C/00:30 

Annealing 59°C/00:30 

Elong. 72°C/00:30  

30 72°C/05:00 

Grupo E 94°C/04:00 

Desnat. 94°C/00:30 

Annealing 57°C/00:30 

Elong. 72°C/00:30  

30 72°C/05:00 

Grupo C 94°C/04:00 

Desnat. 94°C/00:30 

Annealing 62°C/00:30 

Elong. 72°C/00:30  

30 72°C/05:00 
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Tabla 16. Genotipos cuádruples y asignación a grupos filogenéticos de E. coli. Adaptado de 

Clermont y colaboradores (2013). 

Genotipo cuádruple 
Filogrupo 

arpA chuA yjaA TspE4.C2 

+ - - - A 

+ - - + B1 

- + - - F 

- + + - B2 

- + + + B2 

- + - + B2 

+ - + - A o C
1
 

+ + - - D o E
2
 

+ + - + D o E
2
 

- - - + Desconocido
3
 

- - + + Desconocido
3
 

+ - + + Desconocido
3
 

+ + + + Desconocido
3
 

- - - - Desconocido
3
 

1 
Realizar PCR Grupo C. Si resulta C+, pertenece al filogrupo C, sino al A. 

2 
Realizar PCR Grupo E. Si resulta E+, pertenece al filogrupo E, sino al D. 

3 
Realizar Tipificación de secuencias de múltiples locus (Multilocus sequence typing- MLST). 
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Tabla 17. Perfiles obtenidos y grupos filogenéticos asignados de los aislamientos VTEC 

O157:H7 estudiados. 

No. de 

aislamiento 

Genotipo 
Filogrupo 

PCR 

Grupo E arpA chuA yjaA TspE4c2 

1 + + - + D/E E 

2 + + - + D/E E 

3 + + - + D/E E 

4 + + - - D/E E 

5 + + - - D/E E 

6 + + - - D/E E 

7 + + - + D/E E 

8 + + - - D/E E 

9 + + - + D/E E 

10 + + - + D/E E 

11 + + - + D/E E 

12 + + - + D/E E 

13 + + - - D/E E 

14 + + - - D/E E 

15 + + - + D/E E 

16 + + - - D/E E 

17 + + - - D/E E 

18 + + - - D/E E 

19 + + - - D/E E 

20 + + - + D/E E 

21 + + - - D/E E 

22 + + - + D/E E 

23 + + - - D/E E 

24 + + - - D/E E 

25 + + - + D/E E 

26 + + - - D/E E 

27 + - - - A - 

28 + + - + D/E E 

29 + + - - D/E E 

30 + + - + D/E E 

31 + + - + D/E E 

32 + + - - D/E E 

33 + + - + D/E E 

34 + + - + D/E E 

35 + + + + Desconocido - 

36 + + - - D/E E 

37 + + - - D/E E 

38 + + - - D/E E 

39 + + - - D/E E 

40 + + - - D/E E 
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No. de 

aislamiento 

Genotipo 
Filogrupo 

PCR 

Grupo E arpA chuA yjaA TspE4c2 

41 + + - - D/E E 

42 + + - - D/E E 

43 + + - - D/E E 
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SECCIÓN EXPERIMENTAL II: 

Análisis de genes relacionados con virulencia en aislamientos nativos VTEC O157:H7 

 

2.5 Objetivo: Analizar la distribución de genes codificantes de factores putativos de 

virulencia (FPV), de genes plasmídicos que codifican factores de virulencia, de genes ubicados 

en islas de patogenicidad (OI−36, OI−57, OI−71 y OI−122) que codifican efectores del sistema 

de secreción tipo III y de genes que codifican factores de adherencia en aislamientos VTEC 

O157:H7. 
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2.5.1 Detección de genes codificantes de factores putativos de virulencia (FPV) 

Introducción: 

Kulasekara y colaboradores (2009) compararon el genoma de TW14359, una cepa 

O157:H7 asociada a un brote de SUH en EE.UU. por el consumo de espinacas contaminadas, 

con los de otras dos cepas aisladas de brotes, previamente secuenciadas (EDL 933 y Sakai). El 

análisis comparativo permitió identificar 7 secuencias que podrían ser responsables de la alta 

virulencia de TW14359. Dichas secuencias son: ECSP_0242 (codifica un factor de virulencia 

que facilita la interacción proteína-proteína), ECSP_1773 (codifica una proteína que interfiere en 

la respuesta inmune, previniendo la activación de los efectores NF-κB), ECSP_2687 (codifica 

una proteína que reduce la expresión de citoquinas), ECSP_2870/2872 (promovería la 

adaptación de E. coli a células hospedadoras vegetales), ECSP_3286 (codifica una proteína de 

membrana externa que facilita el transporte extracelular del complejo hemo) y ECSP_3620 

(codifica una óxido nítrico- reductasa, Norv). 

 

Materiales y métodos: 

Se amplificaron por PCR los genes FPV descriptos por Kulasekara y colaboradores 

(2009): ECSP_0242, ECSP_1773, ECSP_2870/2872, ECSP_2687, ECSP_3286 y ECSP_3620. 

Los primers utilizados y las condiciones de amplificación se detallan en las Tablas 18 y 19. 

Todos los genes se amplificaron en reacciones de PCR simples. Los cócteles para la 

amplificacion de ECSP_0242, ECSP_1773, ECSP_2687, ECSP_3286 y ECSP_3620 incluyeron 

una solución de buffer de Taq polimerasa 1x, 2 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 2 pmoles 

de cada primer, 0,5 U de ADN Taq polimerasa (InBio, Highway) y 3 µl de extracto de ADN, en 

un volumen final de 25 µl. 

El cóctel para la amplificación de ECSP_2870/2872 se realizó en una solución de buffer 

de Taq polimerasa 1x, 2 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 2 pmoles de cada primer, 0,5 U 

de ADN Taq polimerasa (InBio, Highway) y 4 µl de extracto de ADN, en un volumen final de 

25 µl. 

Las reacciones de PCR se efectuaron en dos cicladores térmicos programables: T-17 

Ivema y Multigene Optimax. Los productos de amplificación fueron analizados mediante 

electroforesis en geles de agarosa al 2 %, teñidos con bromuro de etidio. Se sembraron 8 µl de 

cada muestra conteniendo loading buffer 1x. La corrida electroforética se realizó en una cuba 

horizontal de 20 cm a 100 V, durante aproximadamente 20 minutos en buffer TBE 1x. La 
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visualización de las bandas en el gel se realizó mediante iluminación con luz UV. El tamaño de 

las bandas se determinó comparando los productos amplificados con el marcador de peso 

molecular de ADN 100-1000 pb (D0017 InBio, Highway). 

En base a los perfiles genéticos obtenidos para cada aislamiento se construyó una red de 

tipo Minimun Spanning Tree (MST), utilizando el software BioNumerics vs. 6.6 (Applied-

Maths).  

 

Resultados: 

Todos los aislamientos presentaron el gen ECSP_0242; el 95 % de las cepas tuvo 

ECSP_2687, el 88 %, ECSP_3286, el 86 %, ECSP_3620, el 53 %, ECSP_2870/2872 y el 44 %, 

ECSP_1733. ECSP_1773 y ECSP_2870/2872 fueron más prevalentes entre los aislamientos de 

origen bovino (63 % y 84 % respectivamente vs 30 % y 26 %, los mismos genes en aislamientos 

de origen humano) (Tabla 20, Figura 6). 

En relación a los genes que codifican FPV, los aislamientos se agruparon en 10 perfiles 

(Figura 7). El perfil más prevalente (28 %) mostró ausencia del ECSP_1773. El segundo perfil 

más prevalente (23 %) resultó positivo para todos los genes. Estos dos perfiles fueron 

mayormente compartidos por aislamientos de origen bovino (en un 60 %  y 90 % 

respectivamente). Los aislamientos de origen humano presentaron mayor diversidad de perfiles 

que los aislamientos de bovinos (10 vs 4, respectivamente).  
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Tabla 18. Secuencias de los primers empleados para la identificación de genes codificantes de 

factores putativos de virulencia, y tamaño de los productos amplificados. Adaptado de 

Kulasekara y colaboradores, 2009. 

Target Primers (5’-3’) 
Tamaño del 

amplímero (pb) 

ECSP_0242 fw-CCGATTTATGGAGGAAGCCAATG 

rv-GCATTACACCCAGGCTTATTCAG 
749 

ECSP_1773 fw-TCTTTAAATTTCATAACAAGGGCA 

rv-TGTACGCATCTGTAATCGTCG 
590 

ECSP_2687 fw- AAGAACCCTACTACCTATTAGCGCC 

rv-GGGTTGAGTTCTACCCAAAGTG 
875 

ECSP_2870/2872 fw- TAGTTTGATTCTTGTTGGCGTTCG 

rv-TAAACCTAAAGGCAAACCGTCCTC 
1967 

ECSP_3286 fw- AACCGATAAGAAACAGTATCCCAG 

rv-TGCATGGTGTAACTTGCGGC 
506 

ECSP_3620 fw- CGTGACTGGGAAGTACGAGATT 

rv-GAAGTTATCCGGGACTTCACTC 
431 

 

 

Tabla 19. Condiciones de termociclado utilizadas para amplificar genes codificantes de factores 

putativos de virulencia. 

Target 

Temp/Tiempo 

desnaturalización 

inicial (min) 

Ciclos Temp/Tiempo 

(min) 

Cantidad 

de ciclos 

Temp/Tiemp

o elongación 

final (min) 

ECSP_0242 

ECSP_1773 

ECSP_3286 

ECSP_3620 

95°C/05:00 

Desnat. 94°C/01:00 

Annealing 55°C/01:00 

Elong. 72°C/01:00  

30 72°C/5:00 

ECSP_2687 95°C/05:00 

Desnat. 94°C/01:00 

Annealing 57°C/01:00 

Elong. 72°C/01:00  

30 72°C/5:00 

ECSP_2870 95°C/05:00 

Desnat. 94°C/01:30 

Annealing 55°C/02:00 

Elong. 72°C/02:00  

30 72°C/10:00 
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Tabla 20. Distribución de genes codificantes de factores putativos de virulencia en los 

aislamientos VTEC O157:H7 estudiados. 

No. de 

aislamiento 

ECSP_ 

0242 

ECSP_

1773 

ECSP_ 

2687 

ECSP_ 

2870/72 

ECSP_ 

3286 

ECSP_

3620 

1 + - + + + + 

2 + + + + + + 

3 + - + + + + 

4 + + + + + + 

5 + - + + + + 

6 + + + + + + 

7 + - + + + + 

8 + - + + + + 

9 + - + + + + 

10 + - + + + + 

11 + - + + + + 

12 + + + + + + 

13 + + + + + + 

14 + + + + + + 

15 + + + + + + 

16 + + + - + + 

17 + + + - + - 

18 + + + - + + 

19 + + + + + + 

20 + + + + + + 

21 +  + + + + + 

22 + - + - + + 

23 + - + + - - 

24 + - + - + + 

25 + + + - + + 

26 + - + + + + 

27 + - + - - + 

28 + - + - + + 

29 + - + - + + 

30 + + + - - - 

31 + + - - + - 

32 + - + - + + 

33 + - + + + + 

34 + + + - + + 

35 + - + - + + 

36 + - + - + + 

37 + - + - + + 

38 + - + - - + 

39 + + + - - - 

40 + + + - + - 
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No. de 

aislamiento 

ECSP_ 

0242 

ECSP_

1773 

ECSP_ 

2687 

ECSP_ 

2870/72 

ECSP_ 

3286 

ECSP_

3620 

41 + - + + + + 

42 + - + + + + 

43 + - - - + + 

 

 

Figura 6. Distribución de genes codificantes de factores putativos de virulencia de acuerdo al 

origen de los aislamientos VTEC O157:H7.  
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Figura 7. Análisis de agrupamiento (MST) de los aislamientos VTEC O157:H7, basado en los 6 genes que codifican factores putativos de 

virulencia. Cada círculo representa un perfil, el tamaño de cada círculo y las particiones en cada uno representa el número de aislamientos con 

cada perfil. Los colores identifican el origen de los aislamientos (blanco= humano, negro= bovino, azul= alimento). 

. 

Perfil completo 

Ausencia de ECSP_2687, 

ECSP_2870/2872 y 

ECSP_3620 

Ausencia de ECP_2870/2872 y 

ECSP_3620 

Ausencia de ECSP_2870/2872, 

ECPS_3286 y ECSP_3620 

Ausencia de 

ECSP_1773 y 

ECSP_2870/2872 

Ausencia de 

ECSP_1773 

Ausencia de ECSP_1773, 

ECSP_3286 y ECSP_3620 

Ausencia de ECSP_1773, 

ECSP_2687 y ECSP_2870/2872  

Ausencia de 

ECSP_1773, 

ECSP_2870/2872 y 

ECSP_3286 
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2.5.2 Detección de genes plasmídicos que codifican factores de virulencia 

Introducción: 

Entre los factores de virulencia más importantes de VTEC O157:H7 se encuentran las 

Vtx. Sin embargo, se han descripto factores adicionales que contribuirían a potenciar su 

patogenicidad. Varios genes plasmídicos han sido previamente caracterizados. Los plásmidos 

son elementos genéticos móviles (MGE- mobile genetic elements) que confieren factores de 

virulencia a las bacterias patógenas. Cepas VTEC asociadas a enfermedad severa en el hombre, 

pertenecientes al mismo serotipo y que presentan igual tipo de PFGE, han podido discriminarse 

mediante la detección de genes codificados en plásmidos (Zhang et al., 2000; Sonntag et al., 

2004). 

La mayoría de los aislamientos clínicos de O157:H7 poseen un gran plásmido que porta 

factores de virulencia, llamado megaplásmido (93,3 kb) o plásmido enterohemorrágico (pO157) 

(Schmidt et al., 1996; Burland et al., 1998). El primer factor de virulencia descripto, codificado 

en pO157, fue la enterohemolisina de EHEC (EHEC-HlyA o EhxA) (Schimidt et al., 1995), cuya 

función es liberar la hemoglobina presente en los glóbulos rojos, dándole a la bacteria una fuente 

de hierro (Schmidt et al., 1995). 

Otras proteínas codificadas en pO157 propuestas como factores de virulencia son, entre 

otras, una catalasa-peroxidasa (KatP), una serina-proteasa extracelular (EspP), una 

metaloproteasa de zinc (StcE) (Burland et al., 1998). KatP podría contribuir en la colonización 

de los intestinos del huésped reduciendo el estrés oxidativo (Brunder et al., 1996). EspP es una 

proteasa capaz de escindir la pepsina A y el factor V de coagulación humano. La degradación del 

factor V podría contribuir a la hemorragia de la mucosa observada en pacientes con CH (Brunder 

et al., 1997). EspP también influye en la colonización intestinal de los terneros y en la adherencia 

a las células epiteliales intestinales de bovinos (Dziva et al., 2007). La metaloproteasa de zinc 

StcE contribuye a la adhesión íntima de la bacteria a las células huésped, un proceso esencial en 

la colonización de mamíferos. Durante la infección, StcE actúa primero como mucinasa y luego 

como agente antiinflamatorio (Grys et al., 2006). 

También se han descripto otros genes plasmídicos codificantes de factores de virulencia 

de VTEC, presentes en otros plásmidos, entre ellos epeA, el cuál codifica una serín-proteasa que 

contribuiría en la colonización y adherencia al intestino del huésped (Leyton et al., 2003), y los 

genes subA y subB que codifican una citotoxina subtilasa (Paton et al., 2004). 
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Los genes plasmídicos analizados fueron los codificantes de serina-proteasas (epeA y 

espP), de una peroxidasa-catalasa (katP), una metalproteasa (stcE), y una citotoxina subtilasa 

(subA). 

 

Materiales y métodos: 

Se amplificaron mediante una PCR múltiple los genes plasmídicos espP, katP, stcE, ehxA 

y subA (Bustamante et al., 2011) y por una reacción simple, el gen plasmídico epeA (Leyton et 

al., 2003). Los primers utilizados y las condiciones de amplificación se detallan en las Tablas 21 

y 22. 

El cóctel para la reacción múltiple de espP, katP, stcE, ehxA y subA incluyó solución de 

buffer de Taq polimerasa 1x, 2 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 25 pmoles de cada  

primer, 1 U de ADN Taq polimerasa (InBio, Highway) y 2,5µl de extracto de ADN, en un 

volumen final de 25 µl. 

El cóctel para la reacción simple de epeA incluyó solución de buffer de Taq polimerasa 

1x, 2 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 6,25 pmoles de cada primer, 0,5 U de ADN Taq 

polimerasa (InBio, Highway) y 2,5 µl de extracto de ADN, en un volumen final de 25 µl. 

Las reacciones de PCR se efectuaron en dos cicladores térmicos programables: T-17 

Ivema y Multigene Optimax. Los productos de amplificación fueron analizados mediante 

electroforesis en geles de agarosa al 2 %, teñidos con bromuro de etidio. Se sembraron 8 µl de 

cada muestra conteniendo loading buffer 1x. La corrida electroforética se realizó en una cuba 

horizontal de 20 cm a 100 V, durante aproximadamente 20 minutos para la reacción simple y 40 

minutos para la reacción múltiple, en buffer TBE 1x. La visualización de las bandas en el gel se 

realizó mediante iluminación con luz UV. El tamaño de las bandas se determinó comparando los 

productos amplificados con el marcador de peso molecular de ADN 100-1000 pb (D0017 InBio, 

Highway). Como controles positivos se utilizaron las cepas EDL 933 (espP, katP, stcE, ehxA) y 

AP 28-1 (espP, ehxA, subA, epeA). 

 

Resultados: 

La totalidad de los aislamientos (n=43) mostró el perfil plasmídico espP, katP, stcE y 

ehxA. La presencia del gen ehxA había sido analizada en estudios anteriores (Padola et al., 2004, 

Fernández et al., 2009; 2012; Rivero et al., 2010; Sanz, datos no publicados) y se confirmó en 
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esta tesis. Es decir que las subpoblaciones argentinas de VTEC O157:H7 de bovinos y de 

humanos no se diferencian desde el punto de vista de su perfil plasmídico.  
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Tabla 21. Secuencias de los primers empleados y tamaño de los productos amplificados para la 

identificación de genes plasmídicos que codifican factores de virulencia. 

Target Primers (5’-3’) 
Tamaño del 

amplímero (pb) 
Referencia 

katP fw-GCGCCAGTGGTGGTCAGCAA 

rv-ATATCGGGCTGCCGGTCCCA 
914 

Bustamante et 

al., 2011 

espP fw-GCTGGCAACCAGCAACAGCG 

rv-CGGTAGCCCGCTTCTGCACC 
774 

stcE fw-GGCTCCGGAGGTGGGGGAAT 

rv-GAAGCCGGTGGAGGAACGGC 
399 

ehxA fw-ACAGCTGCAAGTGCGGGTCTG 

rv-GGGATGCACTGGAGGCTGCAC 
262 

subA fw-TATGGCTTCCCTCATTGCC 

rv-TATAGCTGTTGCTTCTGACG 
556 

Paton et al., 

2004 

epeA fw-CACCCTGTAGAATCTTA 

rv-CTGAATAAATCCAGCCC 
576 

Leyton et al., 

2003 

 

 

Tabla 22. Condiciones de termociclado utilizadas para amplificar genes plasmídicos codificantes 

de factores de virulencia. 

Target 

Temp/Tiempo 

desnaturalización 

inicial (min) 

Ciclos Temp/Tiempo 

(min) 

Cantidad 

de ciclos 

Temp/Tiemp

o elongación 

final (min) 

katP 

espP 

stcE 

ehxA 

subA 

94°C/05:00 

Desnat. 94°C/00:30 

Annealing 58°C/01:00 

Elong. 72°C/02:30  

30 72°C/5:00 

epeA 95°C/02:00 

Desnat. 94°C/01:00 

Annealing 46°C/00:50 

Elong. 72°C/01:00  

30 72°C/5:00 
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2.5.3 Detección de genes efectores no codificados en LEE (nle) 

Introducción: 

Varios determinantes de virulencia asociados a la patogénesis de la infección con VTEC 

están codificados en islas de patogenicidad (PAI) cromosómicas, como la ya nombrada LEE 

(locus of enterocyte effacement). Las PAI constituyen un pool génico dinámico, contribuyen a la 

evolución y a la virulencia de los microorganismos y pueden ser usadas como una “marca” 

genética de patógenos emergentes (Coombes et al., 2008). En cepas VTEC se han encontrado 

además de LEE, otras PAI potenciales como por ejemplo OI-36, OI-57, OI-71 y OI-122. En las 

mismas se encuentran genes “efectores no codificados en LEE” (nle), los cuales codifican 

proteínas efectoras que son translocadas dentro de la célula huésped por el sistema de secreción 

de tipo III (codificado en LEE) (Coombes et al., 2008; Bugarel et al., 2010; Konczy et al., 2008). 

Éstas interfieren en la respuesta inmune del hospedador durante la infección con VTEC, 

resultando clave en la virulencia en humanos luego de la transmisión zoonótica.  

Las cepas VTEC O157:H7 presentan un repertorio variable de genes codificantes de 

factores de virulencia, incluidos los nle (Kim et al., 1999; Wick et al., 2005; Bugarel et al., 

2010). La evaluación de riesgo molecular (MRA) basada en el estudio del contenido de genes nle 

permite predecir el potencial riesgo que estas cepas representan para la salud pública (Coombes 

et al., 2008). El screening genético de los efectores secretados por el sistema de tipo III (Nle) 

indica, además, que algunos de ellos contribuyen a la colonización y persistencia de VTEC en el 

ganado (Dziva et al., 2004; van Diemen et al., 2005). Esta información tiene importantes 

implicancias en lo que a salud pública se refiere ya que la persistencia de cepas en la población 

animal aumenta las posibilidades de transmisión zoonótica y ambiental (Coombes et al., 2008).  

 

Materiales y métodos: 

Se amplificaron por PCR los genes nleB2, nleC, nleH1-1, nleD (codificados en O-I 36); 

nleG2-3, nleG5-2, nleG6-2 (O-I 57); nleA, nleH1-2, nleF, nleG, nleG2-1, nleG9 (O-I 71); nleB, 

nleE, ent/esp L2 (O-I 122), los cuales codifican para efectores del sistema de secreción tipo III 

(Tabla 23) (Deng et al., 2004; Tobe et al., 2006; Wickham et al., 2006). Los primers utilizados y 

las condiciones de amplificación de detallan en las tablas 24 y 25. 

Los cócteles para las reacciones simples de PCR incluyeron solución de buffer de Taq 

polimerasa 1x, 2 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 6,25 pmol de cada primer, 0,5 U de 
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ADN Taq polimerasa (InBio, Highway) y 3 µl de extracto de ADN, en un volumen final de 25 

µl. 

Las reacciones de PCR se efectuaron en dos cicladores térmicos programables: T-17 

Ivema y Multigene Optimax. Los productos de amplificación fueron analizados mediante 

electroforesis en geles de agarosa al 2%, teñidos con bromuro de etidio. Se sembraron 8 µl de 

cada muestra conteniendo loading buffer 1x. La corrida electroforética se realizó en una cuba 

horizontal de 20 cm a 100 V, durante aproximadamente 20 minutos en buffer TBE 1x. La 

visualización de las bandas en el gel se realizó mediante iluminación con luz UV. El tamaño de 

las bandas se determinó comparando los productos amplificados con el marcador de peso 

molecular de ADN 100-1000 pb (D0017 InBio, Highway). 

En base a los perfiles genéticos obtenidos para cada aislamiento se construyó una red de 

tipo MST, utilizando el software BioNumerics vs. 6.6 (Applied-Maths).  

 

Resultados: 

Todos los aislamientos O157:H7 analizados presentaron genes nle. Los genes nleB2, nleC 

y  ent/esp L2, en particular, se encontraron presentes en el 100% de los aislamientos analizados  

(Tabla 26, Figura 8). Se observó una alta prevalencia de genes nle y una distribución similar de 

los mismos, independientemente del origen de los aislamientos (Figura 8). El gen menos 

prevalente en aislamientos de ambos orígenes fue nleF, de la OI-71. Este se presentó en un 43 % 

de los aislamientos de origen humano y en un 47 % de los de origen bovino. El aislamiento 

O157:H7 proveniente de una hamburguesa (N° 1), presentó el perfil nle completo.  

Los aislamientos se agruparon en 11 perfiles (Figura 9). El perfil nle más prevalente (46 

%) fue el positivo para todos los genes nle. El segundo perfil predominante mostró la OI-71 

incompleta, particularmente carente de nleF (26 %) (Figura 9). Cada uno de los perfiles restantes 

fue detectado en uno o dos aislamientos. No se observaron perfiles origen-específicos. Los dos 

perfiles que agruparon la mayoría de los aislamientos fueron compartidos por aislamientos de 

ganado y humanos. 
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Tabla 23. Genes de virulencia codificados en las islas de patogenicidad (PAI) estudiadas. 

Referencias: Karmali et al., 2003; Coombes et al., 2008; Konczy et al., 2008; Franz et al., 2015. 

PAI Target Proteína o efector codificado 

OI-36 

nleB2 Efector tipo III no codificado LEE 

nleC Inmunomodulación, metaloproteasa de zinc 

nleH1-1 Inmunomodulacion 

nleD Inmunomodulación, metaloproteasa de zinc 

OI-57 

nleG2-3 Ubiquitina ligasa 

nleG5-2 Ubiquitina ligasa 

nleG6-2 Ubiquitina ligasa 

OI-71 

nleA Interrupción de uniones estrechas y tráfico de proteínas 

nleF Interrupción de tráfico de proteínas 

nleG Ubiquitina ligasa 

nleG2-1 Ubiquitina ligasa 

nleG9 Ubiquitina ligasa 

nleH1-2 Inmunomodulacion 

OI-122 

nleB Inmunomodulacion 

nleE Inmunomodulacion 

ent/esp L2 Formación de microcolonía y agregación de actina F 
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Tabla 24. Secuencias de los primers empleados y tamaño de los productos amplificados para la 

identificación de genes de virulencia ubicados en islas de patogenicidad. Adaptado de Coombes 

y colaboradores, 2008. 

Target Primers (5’-3’) 
Tamaño del 

amplímero (pb) 

nleB2 fw-GTTAATACTAAGCAGCATCC 

rv-CCATATCAAGATAGATACACC 
475 

nleC fw-ACAGTCCAACTTCAACTTTTCC 

rv-ATCGTACCCAGCCTTTCG 
777 

nleH1-1 fw-GTTACCACCTTAAGTATCC 

rv-GTTTCTCATGAACACTCC 
456 

nleD fw-GGTATTACATCAGTCATCAAGG 

rv-TTGTGGAAAACATGGAGC 
426 

nleG2-3 fw-GGATGGAACCATACCTGG 

rv-CGCAATCAATTGCTAATGC 
551 

nleG5-2 fw-TGGAGGCTTTACGTCATGTCG 

rv-CCGGAACAAAGGGTTCACG 
504 

nleG6-2 fw-CGGGTCAGTGGATGATATGAGC 

rv-AAGTAGCATCTAGCGGTCGAGG 
424 

nleA fw-ATGAACATTCAACCGACCATAC 

rv-GACTCTTGTTTCTTGGATTATATCAAA 
1296 

nleF fw-ATGTTACCAACAAGTGGTTCTTC 

rv-ATCCACATTGTAAAGATCCTTTGTT 
567 

nleG fw-ATGTTATCGCCCTCTTCTATAAAT 

rv-ACTTAATACTACACTAATAAGATCCA 
902 

nleG2-1 fw-ACCAGAAACCTGACTTCG 

rv-CAGCATCTTCATATACTACAGC 
406 

nleG9 fw-GTTCGTGCCCGAATTGTAGC 

rv-CACCAACCAAACGAGAAAATG 
409 

nleH1-2 fw-AACGCCTTATATTTTACC 

rv-AGCACAATTATCTCTTCC 
589 

nleB fw-GGAAGTTTGTTTACAGAGACG 

rv-AAAATGCCGCTTGATACC 
297 

nleE fw-GTATAACCAGAGGAGTAGC 

rv-GATCTTACAACAAATGTCC 
260 

ent/esp L2 fw-GAATAACAATCACTCCTCACC 

rv-TTACAGTGCCCGATTACG 
233 
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Tabla 25. Condiciones de termociclado utilizadas para amplificar los genes de virulencia 

presentes en las islas de patogenicidad estudiadas. 

Target 

Temp/Tiempo 

desnaturalización 

inicial (min) 

Ciclos Temp/Tiempo 

(min) 

Cantidad 

de ciclos 

Temp/Tiempo 

elongación 

final (min) 

nleB2,  

nleH1-2, nleE, 

ent/esp L2 

94°C/05:00 

Desnat. 94°C/00:30 

Annealing 52°C/01:00 

Elong. 72°C/02:30  

30 72°C/10:00 

nleC, nleH1-1, 

nleD, nleG5-2, 

nleG6-2, nleG,  

nleG2-1, nleG9 

94°C/05:00 

Desnat. 94°C/00:30 

Annealing 55°C/01:00 

Elong. 72°C/02:30  

30 72°C/10:00 

nleG2-3 94°C/05:00 

Desnat. 94°C/00:30 

Annealing 56°C/01:00 

Elong. 72°C/02:30  

30 72°C/10:00 

nleA, nleF, 

nleB 
94°C/05:00 

Desnat. 94°C/00:30 

Annealing 58°C/01:00 

Elong. 72°C/02:30  

30 72°C/5:00 
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Tabla 26. Distribución de genes nle en los aislamientos O157:H7 estudiados. 

No. de 

aislamiento 

OI-36 OI-57 OI-71 OI-122 

nleB2 nleC nleH1-1 nleD nleG2-3 nleG5-2 nleG6-2 nleA nleF nleG nleG2-1 nleG9 nleH1-2 nleB nleE ent/espL2 

1  + + + + + + + + + + + + + + + + 

2  + + + + + + + + + + + + + + + + 

3  + + + + + + + + + + + + + + + + 

4  + + + + + + + + - + + + + - + + 

5  + + + + + + + + + + + + + + + + 

6  + + + + + + + + + + + + + + + + 

7 + + + + + + + + + + + + + + + + 

8 + + + + + + + + - + + + + - + + 

9 + + + + + + + + + + + + + + + + 

10 + + + + + + + + + + + + + + + + 

11 + + + + + + + + + + + + + + + + 

12 + + + + + + + + + + + + + + + + 

13 + + + + + + + + - + + + + + + + 

14 + + + - + + - + - + - + + + + + 

15 + + + + + + + + - + + + + + + + 

16 + + + + - + + + - + - + + + + + 

17 + + + + + + + + - + + + + + + + 

18 + + - - - + - - - + - - + + - + 

19 + + - - - - + + - - - - - + - + 

20 + + + + + + + - - + + + + + + + 

21 + + + + + + + - - + + + + + + + 

22 + + + + + + + + + + + + + + + + 

23 + + + + + + + - - - + + + + + + 

24 + + + + + + + + - + + + + + + + 
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No. de 

aislamiento 

OI-36 OI-57 OI-71 OI-122 

nleB2 nleC nleH1-1 nleD nleG2-3 nleG5-2 nleG6-2 nleA nleF nleG nleG2-1 nleG9 nleH1-2 nleB nleE ent/espL2 

25 + + + + + + + + - + + + + + + + 

26 + + + + + + + + + + + + + + + + 

27 + + + + + + + + - - + + + + + + 

28 + + + + + + + + - - + + + + + + 

29 + + + + + + + + + + + + + + + + 

30 + + + + + + + + - + + + + + + + 

31 + + + + + + + + + + + + + + + + 

32 + + + + + + + + + + + + + + + + 

33 + + + + + + + + + + + + + + + + 

34 + + + + + + + + + + + + + + + + 

35 + + + + + + + + - + + + + + + + 

36 + + + + + + + + - + + + + + + + 

37 + + + + + + + + + + + + + + + + 

38 + + + + + + + + - + + + + + + + 

39 + + + + + + + + - + + + + + + + 

40 + + + + + + + + + + + + + + + + 

41 + + + + + + + + + + + + + + + + 

42 + + + + + + + + - + + + + + + + 

43 + + + + + + - + - + + + + + + + 
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Figura 8. Distribución de los genes nle en las diferentes islas de patogenicidad de acuerdo al origen de los aislamientos. 
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Figura 9. Análisis de agrupamiento (MST) de los aislamientos VTEC O157:H7, basado en 16 genes nle. Cada círculo representa un perfil nle; el 

tamaño de cada círculo y las particiones en cada uno representa el número de aislamientos con cada perfil. Los colores identifican el origen de los 

aislamientos (blanco= humano, negro= bovino, azul= alimento). Los perfiles nle conectados por una línea sólida se diferencian entre sí por 1 gen 

nle, mientras que el perfil nle conectado por una delgada línea sólida difiere en 2 genes nle. Los perfiles nle que difieren entre sí por 3 o más 

genes nle están conectados por líneas más finas. 

 

 

 

OI-36 
OI-57 (-) nleG2-3 
OI-71 (-) nleF, nleG2-1 
OI-122 

OI-36 
OI-57 
OI-71 (-) nleF, nleG, nleA 
OI-122 

OI-36 
OI-57  
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OI-122 

OI-36 
OI-57 
OI-71  
OI-122 

OI-36 
OI-57 
OI-71 (-) nleF 
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OI-36 
OI-57  
OI-71 (-) nleF 
OI-122 

OI-36 
OI-57 
OI-71 (-) nleA, nleF 
OI-122 

OI-36 
OI-57 
OI-71 (-) nleF 
OI-122 (-) nleG6-2 

OI-36 (-) nleD 
OI-57 (-) nleG6-2 
OI-71 (-) nleF, nleG2-1 
OI-122 

OI-36 (-) nleH1-1, nleD 
OI-57 (-) nleG2-3, nleG6-2 
OI-71 (-) nleA, nleF, nleG2-1, nleG9 
OI-122 (-) nleE 

OI-36 (-) nleH1-1, nleD 
OI-57 (-) nleG2-3, nleG5-2 
OI-71 (-) nleF, nleG, nleG2-1, nleG9, nleH1-2 
OI-122 (-) nleE 
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2.5.4 Detección de genes que codifican factores de adherencia 

Introducción:  

Para desarrollar el proceso infectivo, VTEC O157:H7 inicialmente debe adherirse a las 

células epiteliales del intestino del huésped. Se han reconocido distintos factores de adherencia 

presentes en cepas VTEC O157:H7 que median dicho proceso, como EhaA, ELF, IHA, Lpf, 

entre otros. EhaA es una proteína autotransportadora identificada inicialmente en 

cepas EHEC O157:H7 que contribuye a la adhesión y formación de biofilm (Wells et al., 2008). 

ELF (fimbria de unión a laminilla de E. coli) funciona como un factor de adherencia accesorio, 

que junto con otras adhesinas contribuye a la adherencia de VTEC O157:H7; proporcionando 

ventajas ecológicas para sobrevivir en diferentes hospedadores y en el ambiente (Samadder et 

al., 2009). Iha (adhesina homóloga a IrgA) es una proteína que confiere adherencia a la bacteria; 

se encuentra codificada por el gen iha, presente en una isla cromosómica altamente conservada 

(Tarr et al., 2000). Las Lpf (fimbrias polares largas) constituyen un importante factor de 

colonización de VTEC O157:H7. En estas cepas se han distinguido dos loci lpf no idénticos, 

que codifican estructuras fimbriales altamente reguladas, homólogas a Lpf de Salmonella 

enterica serovar Typhimurium (Torres et al., 2002; 2004). Se han identificado polimorfismos en 

los genes lpfA1 y lpfA2, los cuales permiten clasificar las principales subunidades fimbriales en 

distintas variantes. Las variantes lpfA1-3 y lpfA2-2 prevalecen en cepas del serotipo O157:H7 

(Torres et al., 2009). 

 

Materiales y métodos: 

Se amplificaron por PCR los genes ehaA, elfA, iha, lpfA1-3 y lpfA2-2, utilizando los 

primers detallados en la tabla 27. 

Los cócteles para las reacciones simples incluyeron una solución de buffer de Taq 

polimerasa 1x, 2 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 2,5 pmoles de cada primer para ehaA, 

ihA y lpfA1 y lpfA2, 12,5 pmoles de cada primer de elfA, 0,5 U de ADN Taq polimerasa (InBio, 

Highway) y 3 µl de extracto de ADN, en un volumen final de 25 µl. 

Las condiciones de termociclado que se implementaron en cada PCR para la detección de 

los 5 genes, se obtuvieron a partir de la puesta a punto correspondiente y se observan en la Tabla 

28.  

Las reacciones de PCR se efectuaron en dos cicladores térmicos programables: T-17 

Ivema y Multigene Optimax. Los productos de amplificación fueron analizados mediante 
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electroforesis en geles de agarosa al 3%, teñidos con bromuro de etidio. Se sembraron 8 µl de 

cada muestra conteniendo loading buffer 1x. La corrida electroforética se realizó en una cuba 

horizontal de 20 cm a 100 V, durante aproximadamente 20 minutos en buffer TBE 1x. La 

visualización de las bandas en el gel se realizó mediante iluminación con luz UV. El tamaño de 

las bandas se determinó comparando los productos amplificados con el marcador de peso 

molecular de ADN 100-1000 pb (D0017 InBio, Highway). 

 

Resultados: 

La totalidad de las cepas VTEC O157:H7 estudiadas fueron positivas para los genes 

ehaA, elfA, iha y variantes de lpfA lpfA1-3 y lpfA2-2, los cuales codifican adhesinas responsables 

de la adherencia bacteriana al intestino. 
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Tabla 27. Secuencias de los primers empleados y tamaño de los productos amplificados para la 

identificación de genes que codifican factores de adherencia. 

Target Primers (5’-3’) 

Tamaño del 

amplímero 

(pb) 

Referencia 

ehaA 
fw-AGGCATGAGACACGATC 

rv-AAGTCGTGCCATTGAGC 
500 Wu et al., 2010 

elfA 
fw-ACGATGAAAAAAAGTGTATTGACGG 

rv-CCGCATTCACATTACCAGAA 
180 

Hernandes et al., 

2011 

iha 
fw-CAAATGGCTCTCTTCCGTCAATGC 

rv-CAGGTCGGGGTTACCAAGT 
925 Tarr et al., 2000 

lpfA1-3 
fw-GGTTGGTGACAAATCCCCG 

rv-CGTCTGGCCTTTACTCAGA 
244 

Torres et al., 

2009 
lpfA2-2 

fw-CTACAGGCGGCTGATGGAACA  

rv-GCTAATACCAGCGGCAGCATCGT 
297 

 

 

Tabla 28. Condiciones de termociclado utilizadas para amplificar genes que codifican factores 

de adherencia. 

Target 

Temp/Tiempo 

desnaturalización 

inicial (min) 

Ciclos Temp/Tiempo 

(min) 

Cantidad 

de ciclos 

Temp/Tiempo 

elongación 

final (min) 

ehaA 94°C/05:00 

Desnat. 94°C/00:30 

Annealing 55°C/00:30 

Elong. 72°C/01:00  

30 72°C/10:00 

elfA 95°C/05:00 

Desnat. 94°C/00:45 

Annealing 60°C/00:45 

Elong. 72°C/01:00  

30 72°C/10:00 

iha 94°C/05:00 

Desnat. 94°C/01:00 

Annealing 55°C/01:00 

Elong. 72°C/01:00  

30 72°C/10:00 

lpfA1-3,  

lpfA2-2 
94°C/05:00 

Desnat. 94°C/00:30 

Annealing 57°C/00:30 

Elong. 72°C/00:30  

30 72°C/10:00 
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SECCIÓN EXPERIMENTAL III: 

Evaluación de citotoxicidad de aislamientos nativos VTEC O157:H7 

 

2.6 Objetivo: Evaluar la citotoxicidad de aislamientos VTEC O157:H7. 

 

Introducción: 

El ensayo de citotoxicidad en la línea celular Vero se utiliza como método estándar para 

la titulación de las verotoxínas y la evaluación de sus efectos citotóxicos (Konowalchuk et al., 

1977).  

Para caracterizar fenotípicamente y comparar la citotoxicidad de aislamientos VTEC 

O157:H7 de ganado y humanos en Argentina, se evaluó la actividad citotóxica de los 

sobrenadantes de cultivos de los distintos aislamientos sobre la línea celular Vero, según el 

protocolo descripto por Fernández y colaboradores (2013). 

 

Materiales y métodos: 

La citotoxicidad de los aislamientos O157:H7 se evaluó mediante un ensayo en 

monocapa de células Vero. Un ansada del cultivo congelado de cada aislamiento se creció en 10 

ml de caldo Luria-Bertani (LB), a 37 °C con agitación orbital (100 rpm) por un período de 18 hs. 

Alícuotas de los cultivos over night fueron centrifugadas a 12.000 g durante 10 min a 4 °C y los 

sobrenadantes se guardaron a -20 °C hasta el momento del ensayo. 

Las células Vero se cultivaron en placas de 96 pocillos con medio esencial mínimo con 

solución salina de Earle (MEM), estreptomicina 200 mg/l, penicilina 100 mg/l (Sigma) y suero 

fetal bovino (Gibco) al 10 %; en estufa de cultivo a 37 °C y atmósfera con 5 % de CO2, por 48 a 

72 hs hasta obtener una confluencia del 100 %. 

Los sobrenadantes de cada aislamiento, en dos diluciones (1/10 y 1/5) y por duplicado, se 

enfrentaron a la monocapa de células Vero. La cepa EDL 933 fue utilizada como control 

positivo. Las placas se incubaron a 37 °C en una atmósfera con 5 % de CO2 durante 48 hs. Las 

células se fijaron y tiñeron con una solución de formaldehído 10 % y de cristal violeta 0,2 % en 

PBS (phosphate buffered saline- buffer fosfato salino) durante 20-30 min y se observaron con 

microscopio invertido.  

Los pocillos con destrucción celular parcial (80 o 20 %) o total (100 %) se consideraron 

positivos. Los pocillos sin destrucción celular fueron considerados negativos. 
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El análisis estadístico del efecto citotóxico de los aislamientos de distintos orígenes 

estudiados, se realizó utilizando el software Epi Info™ 7.1.5.2 por tablas de contingencia de 2 x 

2, Prueba de Chi-Cuadrado (X
2
) y Prueba Exacta de Fisher, con un nivel de confianza del 95 %. 

 

Resultados: 

Se evaluó la actividad citotóxica de los sobrenadantes de cultivos de los 43 aislamientos 

VTEC O157:H7. Todos los sobrenadantes, excepto el identificado como linaje II (aislamiento N° 

28), demostraron efecto citotóxico después de 48 horas de inoculación en células Vero (Tabla 

29). Treinta y ocho aislamientos (88 %) mostraron destrucción celular total (100 % de 

citotoxicidad) y cuatro aislamientos (10 %), destrucción parcial de células [80 % de citotoxicidad 

(aislamientos N° 36 y 37), o 20 % de citotoxicidad (aislamientos N° 6 y 35)] (Figura 10). No se 

observó asociación significativa entre el efecto citotóxico y el origen de las cepas (OR=0,84 - 

P>0,05). 
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Tabla 29. Resultados del ensayo de citotoxicidad de aislamientos VTEC O157:H7. 

No. de 

aislamiento 
Origen 

Efecto 

citotóxico (%) 

 

1 Alimento 100  

2 

Bovino 

100  

3 100  

4 100  

5 100  

6 20  

7 100  

8 100  

9 100  

10 100  

11 100  

12 100  

13 100  

14 100  

15 100  

16 100  

17 100  

18 100  

19 100  

20 100  

21 
Humano 

100  

22 100  

23  100  

24  100  

25  100  

26  100  

27  100  

28  0  

29  100  

30  100  

31  100  

32  100  

33  100  

34  100  

35  20  

36  80  

37  80  

38  100  

39  100  

40  100  

41  100  
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No. de 

aislamiento 
Origen 

Efecto 

citotóxico (%) 

 

42 
Humano 

100  

43 100  

 

 

Figura 10. Efecto citotóxico de aislamientos VTEC O157:H7 de Argentina discriminado por 

origen (en %). 
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SECCIÓN EXPERIMENTAL IV: 

2.7 Análisis comparativo de los datos obtenidos en relación al origen de los 

aislamientos VTEC O157:H7 estudiados 

 

Objetivo: 

El objetivo de esta sección fue realizar un análisis comparativo de los aislamientos 

estudiados en relación al origen, teniendo en cuenta los resultados de los múltiples caracteres 

analizados.  

 

Materiales y métodos: 

Para el análisis comparativo de los caracteres estudiados se construyeron matrices de 

similitud y se aplicaron diferentes índices, dependiendo del tipo de datos (binarios, categóricos, 

etc). Las relaciones entre los aislamientos se visualizaron mediante la construcción de árboles 

por UPGMA. Toda esta información se analizó mediante el software BioNumerics vs. 6.6 

(Applied-Maths). 

El análisis estadístico de la frecuencia de marcadores genéticos y subtipos asociados al 

reservorio bovino o con una incrementada virulencia en humanos hallados entre los aislamientos 

de distintos orígenes estudiados, se realizó utilizando el software Epi Info™ 7.1.5.2 por tablas de 

contingencia de 2 x 2, Prueba de Chi-Cuadrado (X
2
) y Prueba Exacta de Fisher, con un nivel de 

confianza del 95 % (Tabla 31, 32). Se determinaron distintos valores de Odds Ratio (OR). El OR 

expresa la posibilidad de ocurrencia de un evento de interés usando probabilidades, y siendo una 

asociación significativa cuando el valor de OR resultante del análisis es >1 (Cerda et al., 2013).  

 

Resultados: 

El 98 % de los aislamientos estudiados (n=42) fueron asignados al linaje intermedio I/II, 

mayormente asociado a cepas hipervirulentas (Laing et al., 2009; Liu et al., 2009). Sólo un 

aislamiento, llamativamente proveniente de un caso de SUH (N° 28), fue asignado al linaje II, 

subpoblación asociada al reservorio bovino. No se halló una asociación significativa en cuanto a 

la pertenencia al linaje I/II y el origen de los aislamientos (P>0,05). Es decir, nuestros resultados 

mostraron que el linaje I/II es prevalente tanto en aislamientos de humanos como de bovinos y 

alimentos.  
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Cuando se analizó, por PCR- RFLP, el gen rhsA para la asignación de cepas al clado 8 se 

observó que la totalidad de los aislamientos presentaron el alelo C, característico del clado 8 

hipervirulento. Por lo tanto, no se encontró una asociación significativa entre la asignación al 

clado 8 y el origen de las muestras (P>0,05). Es decir, los aislamientos O157:H7 estudiados 

representan un grupo homogéneo en relación a la asignación a clados.  

Por otra parte, y en coincidencia con los marcadores anteriormente descriptos, en el sub-

set de aislamientos O157:H7 que se pudo analizar para la detección del polimorfismo presente en 

el gen tir (tir 255 T>A) (n=36), el 92 % de los aislamientos presentó el alelo T, el cuál en la 

bibliografía se encuentra fuertemente asociado a subpoblaciones de O157:H7 con una 

incrementada virulencia en humanos (Bono et al., 2007). En este estudio no se halló una 

asociación significativa en cuanto a la presencia del alelo T y el origen de los aislamientos 

(OR=1,55 – P>0,05). Sólo 3 aislamientos presentaron el alelo tir 255 T>A A, uno de origen 

bovino (N° 15) y dos de origen humano obtenidos de pacientes con SUH (N° 40, 41), mientras 

que el alelo T se encontró tanto en aislamientos de origen humano (90 %) como en aislamientos 

bovinos (93 %).  

En relación a la asignación de grupos filogenéticos, el 95,4 % de los aislamientos 

O157:H7 estudiados fue asignado al filogrupo E, mientras que solo un aislamiento (N° 27), 

proveniente de un paciente con SUH, fue asignado al grupo filogenético A y otro, de un paciente 

con diarrea acuosa, no pudo ser asignado a ningún grupo (N° 35). No se observó asociación 

significativa entre los aislamientos asignados al filogrupo E y el origen de los mismos (OR=1,55 

- P>0,05). 

En conclusión, no se halló una asociación significativa entre los distintos linajes, la 

pertenencia al clado 8, la presencia del alelo T en tir y los grupos filogenéticos hallados, en 

relación al origen de los aislamientos O157:H7 estudiados (Tabla 30). Ello significa que la 

población de O157:H7 es un grupo genotípicamente homogéneo en cuanto a estos marcadores. 

Cuando se comparó la distribución de factores de virulencia con el origen de los 

aislamientos O157:H7 (Tabla 31), resultó que la totalidad de los aislamientos, tanto de origen 

bovino, humano o de alimentos, presentaron perfiles idénticos en relación a la presencia de genes 

plasmídicos (espP, katP, stcE, ehxA) y de genes que codifican factores de adherencia (ehaA, 

elfA, iha, lpfA1-3, lpfA2-2).   

En relación a los genes nle, sí se detectaron diferentes perfiles, un total de 11, y una alta 

prevalencia de estos genes. Sin embargo, tampoco se halló asociación significativa en cuanto a la 

presencia de genes nle y el origen de los aislamientos (P>0,05) (Tabla 31). Los dos perfiles que 
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agruparon la mayoría de los aislamientos fueron compartidos por aislamientos de ganado y 

humanos. 

A diferencia de todos los marcadores mencionados previamente, el análisis de genes que 

codifican FPV mostró asociación entre ciertos genes y el origen de las muestras, particularmente 

ECSP_1773 (codifica una proteína que reduce la expresión de citoquinas) y ECSP_2870/2872 

(gen de adaptación reguladora a células hospedadoras vegetales) (Figura 6). Ambos fueron 

significativamente asociados a aislamientos de origen bovino (P<0,05) (Tabla 31), mostrando 

ECSP_2870/2872 una asociación mayor que ECSP_1773 (OR=15,11 vs OR=3,91 

respectivamente).  

Por el MLVA se registraron 36 perfiles diferentes, 33 de los cuales fueron únicos. El 

análisis de agrupamiento por UPGMA realizado en base a los resultados de MLVA, reflejó una 

alta diversidad genética entre los aislamientos VTEC O157:H7 circulantes en la región 

pampeana de Argentina (Figura 11).  

Cuando se analizaron los datos de MLVA junto con los de FPV y nle, se observó que 6 

aislamientos obtenidos de bovinos de pastoreo (N° 7, 8, 9, 10, 11 y 12) con relación temporo-

espacial, presentaron idéntico perfil MLVA, y que 4 de estos aislamientos (N° 7, 9, 10 y 11) 

presentaron, además, idéntico perfil de virulencia (para FPV y positivos para todos los genes nle) 

(Figura 11). Con esta información podría inferirse que los aislamientos N° 7, 9, 10 y 11 poseen 

relación clonal. Los aislamientos N° 2 y 4 obtenidos de bovinos de feedlot, con relación 

temporo-espacial, presentaron iguales perfiles de MLVA y de genes codificantes de FPV, sin 

embargo, pudieron diferenciarse por sus perfiles nle (Figura 11). En relación a los aislamientos 

N° 36 y 38, si bien compartieron perfil MLVA, ello fue debido al azar y no a la existencia de una 

relación clonal, ya que el primero fue aislado en 2008 de un niño asintomático (cuyo hermano 

presentó SUH) y el segundo, al año siguiente, de un paciente con SUH. Además, estos 

aislamientos también pudieron diferenciarse en relación a sus perfiles de genes codificantes de 

FPV (Figura 11). 

De los 23 aislamientos obtenidos de humanos, el 56,5 % provino de pacientes con SUH, 

mientras que el resto de estos aislamientos fue obtenido de pacientes que presentaron otras 

patologías, como diarrea con sangre o diarrea acuosa (Anexo I) y, uno (N° 36), de un niño 

asintomático. Se evalúo la distribución y asociación de genes codificantes de FPV y de genes nle 

entre los aislamientos de origen humano que habían o no provocado SUH, no hallándose 

asociación entre la presencia de algún gen o perfil de virulencia específico y los aislamientos 

obtenidos de pacientes con SUH (P>0,05) (Tabla 32).  
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Tabla 30. Distribución y asociación de subtipos de VTEC O157:H7 de acuerdo al origen de 

los aislamientos estudiados. 

Subtipos 

No. (%) de aislamientos  

Análisis de asociación 

entre el subtipo y el origen 

del aislamiento 

Total Bovino  Humano  Alimento               
 Bovino 

 OR
a
 (95% CI) P 

Linaje I/II 42 (97,7) 19 (100) 22 (95,6) 1 (100)  Indefinido >0,05 

Clado 8 43 (100) 19 (100) 23 (100) 1 (100)  Indefinido >0,05 

Alelo T en tir
 b
 33 (91,6) 17 (89) 23 (100) 1 (100)  Indefinido >0,05 

Filogrupo E 41 (95) 19 (100) 21 (91) 1 (100)  1,55 >0,05 
a
Odds ratios: indica si es más (>1) o menos (<1) probable que un subtipo se encuentre asociado 

con el origen bovino en comparación con los aislamientos de origen humano. 
b
En relación a la detección de alelo T en tir, se obtuvieron resultados sólo de un sub-set de 

muestras (n=36). 

 



 

74 

 

a
Odds ratios: indica si es más (>1) o menos (<1) probable que un gen o variante alélica esté asociado con el origen bovino en comparación con los 

aislamientos de origen humano.

Tabla 31. Distribución y asociación de factores de virulencia de acuerdo al origen de los aislamientos VTEC O157:H7 estudiados. 

Perfil genético 

No. (%) de aislamientos que presentan el  

factor de virulencia  

Análisis de asociación entre la presencia del gen que 

codifica el factor de virulencia y el origen del aislamiento 

Total 

Bovino 

(n=19) 

Humano 

(n=23) 

Alimento               

(n=1) 

 Bovino 

 OR
a
 (95% CI) P 

Genes 

FPV 

ECSP-0242 43 (100) 19 (100) 23 (100) 1 (100)  - - 

ECSP-1773 19 (44) 12 (63) 7 (30) -  3,91 <0,05 

ECSP-2687 41 (95) 19 (100) 21 (91) 1 (100)  Indefinido >0,05 

ECSP-2870/2872 23 (53) 16 (84) 6 (26) 1 (100)  15,11 <0,05 

ECSP-3286 38 (88) 19 (100) 18 (78) 1 (100)  Indefinido <0,05 

ECSP-3620 37 (86) 18 (95) 18 (78) 1 (100)  Indefinido >0,05 

O-I 36 

nleB2 43 (100) 19 (100) 23 (100) 1 (100)  - - 

nleC 43 (100) 19 (100) 23 (100) 1 (100)  - - 

nleH1-1 41 (95) 17 (89) 23 (100) 1 (100)  0 >0,05 

nleD 41 (95) 17 (89) 23 (100) 1 (100)  0 >0,05 

O-I 57 

nleG2-3 40 (93) 16 (84) 23 (100) 1 (100)  0 >0,05 

nleG5-2 42 (98) 18 (95) 23 (100) 1 (100)  0 >0,05 

nleG6-2 40 (93) 17 (89) 22 (96) 1 (100)  0,3863 >0,05 

O-I 71 

nleA 39 (91) 17 (89) 21 (91) 1 (100)  0,8095 >0,05 

nleF 20 (46) 9 (47) 10 (43) 1 (100)  1,17 >0,05 

nleG 39 (91) 18 (95) 20 (87) 1 (100)  2,7 >0,05 

nleG2-1 39 (91) 15 (79) 23 (100) 1 (100)  0 <0,05 

nleG9 41 (95) 17 (89) 23(100) 1 (100)  0 >0,05 

nleH1-2 42 (98) 18 (95) 23 (100) 1 (100)  0 >0,05 

O-I 122 

ent/espL2 43 (100) 19 (100) 23 (100) 1 (100)  - - 

nleB 41 (95) 17 (89) 23 (100) 1 (100)  0 >0,05 

nleE 41 (95) 17 (89) 23 (100) 1 (100)  0 >0,05 
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Figura 11. Análisis de agrupamiento por UPGMA de aislamientos VTEC O157:H7 en base a 

perfiles de MLVA. Se muestran, además, la presencia (en negro) o ausencia (en blanco) de genes 

que codifican FPV y genes nle. Se excluyeron de este análisis aquellos genes con 100% de 

prevalencia. Se encuentran resaltados en celeste, amarillo y verde aquellos perfiles MLVA 

compartidos. Dentro de cada cluster MLVA, se resaltan en otros colores aquellos aislamientos 

que se diferencian en cuanto al perfil de genes que codifican factores de virulencia. 
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Tabla 32. Distribución y asociación de factores de virulencia entre los aislamientos VTEC 

O157:H7 estudiados de origen humano según hayan o no causado SUH. 

  

No. (%) de aislamientos de 

origen humano 

 

Análisis de asociación entre 

la presencia del gen y 

aislamientos de origen 

humano que provocaron 

SUH 

Total 

(n=23) 

SUH 

(n=13) 

no-SUH 

(n=10) 
OR

a
 (95% CI) P 

Genes 

codificantes de 

FPV 

ECSP-1773 6 (26) 3 (23) 3 (30) 0,7 >0,05 

ECSP-2687 21 (93) 11 (85) 10 (100) 0 >0,05 

ECSP-2870 6 (26) 3 (23) 3 (30) 0,7 >0,05 

ECSP3286 18 (78) 11 (85) 7 (70) 2,35 >0,05 

ECSP-3620 18 (78) 11 (85) 7 (70) 2,35 >0,05 

Genes 

nle 

OI-57 nleG6-2 22 (96) 12 (92) 10 (100) 0 >0,05 

OI-71 

 

nleA 21 (93) 12 (92) 9 (90) 1,33 >0,05 

nleF 10 (43,5) 6 (46) 4 (40) 1,28 >0,05 

nleG 20 (87) 11 (85) 9 (90) 0,61 >0,05 
a
Odds ratios: indica si es más (>1) o menos (<1) probable que un gen se encuentre asociado con 

aislamientos que provocaron SUH en comparación con aislamientos clínicos que no provocaron 

SUH. 
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3.1 Discusión 

Los desafíos emergentes en salud pública a nivel mundial en relación a VTEC incluyen la 

ocurrencia cada vez más frecuente y grave, de SUH, junto al incremento de factores de riesgo 

asociados con cambios en el patógeno, la población y el medio ambiente, que suceden a menudo 

de manera interconectada. Muchos estudios microbiológicos y epidemiológicos han confirmado 

el vínculo directo entre E. coli O157:H7 patógeno derivado del ganado y las infecciones 

humanas. La industria cárnica y los organismos reguladores han hecho grandes esfuerzos para 

evitar la entrada de este patógeno en la cadena de alimentos. Sin embargo, el control de E. coli 

O157:H7 en la cría de ganado y la posterior gestión de la seguridad alimentaria es un tema 

complicado debido a la presencia (transitoria) en el ganado asintomático. Además del consumo 

de carne mal cocida, otros factores de riesgo de la población incluyen el consumo de productos 

frescos, el contacto con ambientes contaminados con VTEC, la demografía, el estado 

socioeconómico y la inmunidad del huésped. Los riesgos del aumento de la contaminación 

ambiental por VTEC se encuentran relacionados con la intensificación de la agricultura y la 

ganadería (Karmali, 2017). Dada la alta tasa de SUH en Argentina, la carencia de un tratamiento 

específico, y la alta morbilidad, la prevención de las infecciones por VTEC es fundamental para 

disminuir su impacto sanitario (Rivas et al., 2006). 

El conocimiento sobre la estructura poblacional y la identificación de las características 

de virulencia presentes en cepas patógenas son útiles para la identificación rápida y la adopción 

de medidas preventivas de salud pública. La capacidad de distinguir con precisión entre cepas 

patógenas es crucial para un análisis epidemiológico y de vigilancia eficiente. Existen múltiples 

métodos de tipificación molecular que pueden identificar aislamientos en todo el mundo 

(epidemiología global) y/o en brotes de enfermedades localizadas (epidemiología local) (Foley et 

al., 2009). Con el objetivo de prevenir, vigilar y controlar brotes localizados, la epidemiología 

local o a corto plazo, permite identificar la relación clonal, el origen de un brote y las vías de 

transmisión de un patógeno; mientras que la epidemiología global o a largo plazo, se aboca al 

estudio de la dinámica de la estructura poblacional (Fernandez Cuenca et al., 2013). 

El serotipo O157:H7 constituye un grupo genéticamente dinámico por pérdida o ganancia 

de elementos genéticos móviles, como fagos, islas de patogenicidad o plásmidos, lo cual 

contribuye a promover el cambio genético subyacente a la diversificación ecológica de este 

patógeno (Wick et al., 2005). Se ha observado una variabilidad sustancial en cuanto a la 

presentación clínica de pacientes con infecciones por O157:H7. Esta variación también se ha 

observado entre los diferentes brotes ocurridos, presentando algunos de ellos frecuencias 
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notablemente altas de SUH y hospitalización en relación con otros (Manning et al, 2008). Kim y 

colaboradores (1999) analizaron filogenéticamente el serotipo VTEC O157:H7, observando que 

las cepas divergían en dos linajes distintos. Los autores detectaron que los aislamientos de origen 

humano y bovino se distribuían de manera no aleatoria entre los linajes, sugiriendo que uno de 

estos linajes puede ser menos virulento para los humanos o puede no transmitirse de manera 

eficiente al hombre. Se ha reconocido que el ganado es un importante reservorio de múltiples 

subtipos genéticos de VTEC O157:H7 y no todos ellos se asocian con enfermedad en 

humanos (Bono et al., 2007).  

Otro de los métodos utilizados en epidemiología global es la tipificación de secuencias de 

múltiples loci (MLST), en el cual se comparan las secuencias de múltiples genes housekeeping 

en base a cambios en los nucleótidos (Maiden et al., 1998; Spratt, 1999). En un estudio previo 

realizado por nuestro grupo, 2 de los aislamientos O157:H7, el N° 3 proveniente de un bovino de 

feedlot y el N° 40, obtenido de un paciente con SUH, fueron analizados por MLST y ambos 

fueron asignados al secuenciotipo ST 66, grupo clonal CG 11. Dentro de este grupo clonal 

también se ubican aislamientos provenientes de casos clínicos de EE.UU. y Alemania registrados 

en la base de datos EcMLST (Cadona et al., 2016). Es decir, que aunque mediante MLST sólo 

fueron estudiados previamente un representante nativo de cada origen, se estima que 

filogenéticamente, y en base a estos marcadores, la población nativa es homogénea.   

En la presente tesis, con el propósito de estudiar la estructura poblacional y la diversidad 

genética de aislamientos O157:H7 que circulan en la región pampeana de Argentina, se utilizó 

una combinación de métodos de subtipificación molecular, tales como polimorfismos específicos 

de linaje (LSPA6), polimorfismos de nucleótido simple (SNP), análisis de múltiples loci VNTR 

(MLVA) y determinación de grupos filogenéticos; junto al análisis de perfiles de virulencia 

(genes codificantes de factores putativos de virulencia -FPV-, genes codificados en plásmidos e 

islas de patogenicidad y genes codificantes de adhesinas) y de la actividad citotóxica en células 

Vero. La caracterización genética se realizó en 43 aislamientos VTEC O157:H7, obtenidos 

principalmente de ganado y de humanos, durante 18 años en el Laboratorio de Inmunoquímica y 

Biotecnología, FCV-UNCPBA. Estudios recientes postularon que en Argentina había una alta 

proporción de cepas hipervirulentas y recomendaron nuevos estudios con el fin de proporcionar 

mayor cantidad de datos sobre las cepas circulantes en el país (Mellor et al., 2012; González et 

al.; 2013; 2015; Amigo et al., 2015; Pianciola et al., 2016).  

En el presente estudio se determinó que las subpoblaciones VTEC O157:H7 de bovinos y 

de humanos de la región pampeana de Argentina no se diferencian desde el punto de vista del 

linaje. Muchos autores han asociado el linaje I/II con cepas O157:H7 hipervirulentas. Nuestros 
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resultados mostraron que este linaje es prevalente tanto en aislamientos de humanos como de 

bovinos y alimentos, razón por la cual todos representarían un potencial riesgo para la salud 

pública. Estos resultados son consistentes con los encontrados por otros autores (Hartzell et al., 

2011; Laing et al., 2009; Liu et al., 2009) los cuales detectaron, en otras partes del mundo, que 

todas las cepas O157:H7 eran LSPA6 211111 (linaje I/II). En el presente estudio, sólo una cepa 

perteneció al linaje II, muy frecuentemente detectado en Holanda (Franz et al., 2012).  

Todos los aislamientos O157:H7 estudiados se clasificaron como clado 8. Se ha 

postulado que los aislamientos VTEC O157:H7 que pertenecen al clado 8 son más virulentos que 

los pertenecientes a otros clados (Manning et al., 2008). Previamente, Mellor y colaboradores 

(2012) encontraron prevalencia del 80% y 50%, en aislamientos humanos y de ganado, 

respectivamente. Pianciola y colaboradores (2014) detectaron que el 92% de los aislamientos 

humanos de la provincia de Neuquén pertenecieron a dicho clado, y más tarde, estos autores 

(Pianciola et al., 2016), extendieron el muestreo a otras provincias, encontrando 88 % y 59 % de 

prevalencias de cepas clado 8, entre aislamientos clínicos y bovinos. Por su parte, Amigo y 

colaboradores (2015), quienes analizaron dos aislamientos humanos y ocho de ganado de la 

región pampeana, detectaron ese clado en el 100 % y 50 % respectivamente; y Galli y 

colaboradores (2016), analizando aislamientos obtenidos de carne y carnicerías, detectaron 70 % 

de clado 8 y 30 % de clado 6. Nuestro resultado es el porcentaje más alto reportado en 

Argentina, aunque debe tenerse en cuenta que las cepas estudiadas en esta tesis no fueron 

evaluadas por el conjunto de 96 loci SNP propuestos por Manning y colaboradores (2008), sino 

por un método alternativo propuesto más tarde por Franz y colaboradores (2012). Este método, 

que permite detectar cepas pertenecientes al clado 8, fue validado por nosotros utilizando dos 

cepas control asignadas a clado 8 mediante el análisis de 96 SNP (Anguil 9.1 y VAC 07-2) y una 

cepa control perteneciente al clado 3 (EDL 933) (Cap. II, 2.2). 

El 92 % de los aislamientos analizados para la identificación de polimorfismos A/T en el 

gen tir, presentó el alelo T. No se halló una asociación significativa entre el origen de los 

aislamientos y la presencia del alelo tir 255 T>A T (OR=1,55 – P>0,05), lo cual permite inferir 

la circulación casi exclusiva en la región de cepas asociadas a enfermedad en humanos entre los 

bovinos. Por otra parte, Laing y colaboradores (2009) observaron asociación entre el alelo tir 

255 T>A T y cepas del linaje I/II, lo que queda confirmado por nuestros datos. 

En relación a la asignación de grupos filogenéticos, el 95,4 % de los aislamientos 

O157:H7 estudiados perteneció al grupo E. En estudios anteriores, también la mayoría de las 

cepas VTEC O157:H7 de diferentes regiones geográficas fueron asignadas a este filogrupo 

(Clermont et al., 2000; Gordon et al., 2008; Tenaillon et al., 2010; Clermont et al., 2011). Es 
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posible que en la bibliografía, la presencia del filogrupo E se encuentre subestimada, ya que en 

todos los trabajos previos a Clermont y colaboradores (2013) solo se definían 4 grupos (A, B1, 

B2 y D). En base a la PCR cuádruple propuesta en el trabajo citado, todas aquellas cepas 

clasificadas como grupo D probablemente puedan re-clasificarse como grupo E, tal como 

proponen Clermont y colaboradores (2013). Lo mismo ocurriría con cepas previamente 

caracterizadas como del grupo A, que podrían pertenecer en realidad al grupo C. La cepa control 

O157:H7 EDL 933, pertenece al filogrupo E (Tenaillon et al., 2010; Clermont et al., 2013). Las 

cepas pertenecientes a los filogrupos B2 y D son las que portan mayor cantidad de factores de 

virulencia y el grupo E es un subgrupo que se desprende del filogrupo D. 

Previamente, Etoh y colaboradores (2014) estudiando un amplio conjunto de cepas 

VTEC O157:H7, observaron que aquellas cepas asignadas al linaje I/II y pertenecientes al clado 

8 fueron asociadas a una mayor producción de Vtx, en relación a cepas pertenecientes a otros 

linajes. Nuestros resultados muestran la circulación casi exclusiva de aislamientos VTEC 

O157:H7, pertenecientes al linaje I/II, al clado hipervirulento 8, que portan el alelo tir 255 T>A 

T, al filogrupo E y que presentan efecto citotóxico, tanto en cepas de origen humano como 

bovino; razón por la cual todos los aislamientos de origen bovino representarían un potencial 

riesgo para la salud pública. La presencia en el ganado bovino de cepas O157:H7 con 

características similares a las cepas que causan enfermedades en humanos podría contribuir a 

explicar la alta incidencia de SUH en Argentina (Torres et al., 2018).  

En relación a técnicas útiles para resolver problemas de epidemiología local, si bien la 

electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) ha sido propuesta como la técnica gold-standard 

para la subtipificación de patógenos transmitidos por los alimentos, particularmente para VTEC 

O157:H7, no siempre este método ha mostrado una capacidad de discriminación óptima para 

algunos aislamientos estrechamente relacionados (Hyytia Trees et al., 2006). A diferencia del 

PFGE, las secuencias target de MLVA son específicas y los resultados más fáciles de analizar. 

La variación generada en los loci VNTR proporciona un alto nivel de discriminación, 

permitiéndole al  MLVA, en muchos casos, tener un poder de discriminación igual o superior al 

PFGE. Por estos motivos, puede considerarse como un método muy útil para la subtipificación 

de cepas O157:H7 (Bustamante y Sanso, 2018; Namakura et al., 2018). 

Durante el último gran brote de SUH en EE.UU. producido por el consumo de espinacas 

frescas, la técnica de MLVA resultó clave para discernir los casos relacionados con el brote y la 

asociación del mismo al consumo de espinacas. Durante la investigación del mismo, se 

analizaron 176 aislamientos VTEC O157:H7 provenientes de pacientes y 12 de muestras de 

espinaca, resultando todos ellos con idéntico perfil MLVA (Sharapov et al., 2016). En 2014 en 
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Inglaterra, también a través de esta técnica pudo identificarse un brote de O157:H7, asociado al 

consumo de alimentos frescos (RTE) (Sinclair et al., 2016).  

En la presente tesis se encontró una amplia diversidad genética mediante MLVA. Se 

observó un total de 36 perfiles MLVA, 33 de los cuales fueron únicos. El índice de diversidad de 

Simpson fue DS: 0,98, lo cual confirma el alto poder de discriminación del método para este 

patógeno. Por otro lado, los perfiles de virulencia permitieron, en algunos casos, discriminar 

aislamientos que compartieron perfil MLVA, dando cuenta de la importancia del análisis de 

múltiples marcadores moleculares. 

En cuanto a la diversidad genética detectada estudiando diferentes factores de virulencia, 

se encontró una alta prevalencia de genes que codifican FPV, particularmente ECSP_0242 

(codifica un factor de virulencia putativo común en eucariotas que facilita interacciones proteína-

proteína) y ECSP_2687 (codifica una proteína implicada en la disminución de la respuesta 

inmune del huésped), lo cual coincide con datos previos (Pianciola et al., 2014). En el presente 

estudio, otros FPV como ECSP_1773 (codifica una proteína que reduce la expresión de 

citoquinas) y ECSP_2870/2872 (gen relacionado a la regulación adaptativa a las células 

hospedadoras vegetales) se asociaron de manera significativa con las cepas de ganado. En 

relación con este último gen putativo, Pianciola y colaboradores (2016) no encontraron  

asociación significativa entre éste y el origen de sus muestras. 

Los genes nle se presentaron en distintas combinaciones en la totalidad de los 

aislamientos estudiados (n=43). Estos genes son determinantes genéticos de una variedad de 

funciones que permiten al patógeno colonizar y persistir en el ganado y causar enfermedad en 

humanos. Las proteínas efectoras codificadas por genes nle se inyectan en el citoplasma de la 

célula huésped mediante el SST3. Se trata de complejos multiproteicos comunes a muchos 

patógenos que permiten a las bacterias subvertir la biología de las células eucarióticas (Tobe et 

al., 2006). En nuestro estudio, la OI-122 fue la isla de patogenicidad completa más prevalente, la 

cual incluye genes con un papel demostrable en la virulencia, como nleB, nleE y ent/esp L2 y 

nleA (Wu et al., 2010). El gen nleB codifica un determinante de virulencia con un papel central 

en la enfermedad. Wickham y colaboradores (2007) informaron que este gen disminuye la dosis 

infectiva de Citrobacter rodentium (estudiado en modelo murino) requerida para la colonización 

y producir enfermedad. Por otro lado, Coombes y colaboradores (2008) asociaron la presencia de 

nleF y nleH1-2, detectados en esta tesis en una alta prevalencia (98 %), con el potencial de 

producir enfermedad grave en humanos. 

El plásmido pO157 ha sido postulado como uno de los 3 factores más importantes 

implicados en la virulencia de VTEC O157:H7, junto con las Vtx y el LEE, codificando 
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proteínas tales como la enterohemolisina (EhxA), una serina proteasa (EspP), una catalasa–

peroxidasa (KatP) y una zinc-metaloproteasa (StcE) que cliva un inhibidor que regula múltiples 

cascadas proteolíticas relacionadas con el proceso inflamatorio (Lim et al., 2010). Detectamos un 

único perfil plasmídico en relación a los genes estudiados, ehxA-espP-katP-stcE, confirmando 

resultados previos que dan cuenta de la similitud de este plásmido entre cepas (Johnson y Nolan, 

2009). Además de ser todas las cepas estudiadas vtx2/eae-positivas, todas presentaron los genes 

de adherencia al intestino ehaA- elfA- iha- lpfA1-3- lpfA2-2. 

Como complemento al análisis de genes de virulencia, se evaluó la citotoxicidad del 

sobrenadante de cultivos bacterianos de los aislamientos O157:H7 estudiados. Se encontró que 

todos los aislamientos VTEC O157:H7, excepto el perteneciente al linaje II, mostraron efecto 

citotóxico.  

Entre las cepas de la región pampeana de Argentina, la mayoría de los marcadores 

genéticos presentan una frecuencia relativa similar entre los aislamientos clínicos y los de 

bovinos (con la excepción de los genes ECSP_1773 y ECSP_2870/2872). La aparición de 

genotipos predominantes, a veces exclusivos de regiones geográficas o países, sugiere que los 

aislamientos pueden haber respondido a la presión selectiva regional para formar poblaciones 

evolutivamente divergentes, aunque también es posible que la divergencia geográfica sea un 

producto de la deriva genética o del efecto fundador (Mellor et al., 2015). La pertenencia de los 

aislamientos de la región pampeana de Argentina al clado hipervirulento 8 y al linaje I/II, la alta 

prevalencia de genes de factores de virulencia putativos y sus efectos citotóxicos exhibidos, 

permitiría asignar a la mayoría de las cepas O157:H7 de esta región, y de acuerdo con estudios 

previos, un alto riesgo para la salud pública y explican en parte, por qué Argentina es el país con 

la incidencia más alta de SUH en el mundo. En contraste con los resultados del presente estudio 

y con los encontrados previamente en Argentina, Franz et al. (2012), Yokoyama et al. (2012) y 

Söderlund et al. (2014), encontraron una alta diversidad genética (linajes/clados) entre cepas de 

E. coli O157:H7 aisladas en Holanda (de ganado, humanos y comida), de Japón (de humanos) y 

de Suecia (de humanos y ganado), respectivamente.  

Un trabajo recientemente publicado sugiere que las variaciones genómicas de E. coli 

O157:H7 podrían atribuirse principalmente a la dinámica de ciertos fagos (Gao et al., 2018). 

Estos autores encontraron en una sola población de ganado diferentes SNP relacionados con la 

secuencia del bacteriófago integrado, que se ha propuesto juega un papel importante en el 

surgimiento de la E. coli O157:H7 y su virulencia. Futuros estudios en relación a las secuencias 

genómicas de los bacteriófagos presentes en las cepas nativas podrán confirmar o no esta 

hipótesis. 
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En relación con la hipótesis propuesta, podemos afirmar que las cepas VTEC O157:H7 

que circulan en la región pampeana de Argentina son hipervirulentas. Según nuestros resultados, 

las cepas VTEC O157:H7 que circulan en esta región de Argentina son un grupo homogéneo en 

relación con los clados y la asignación de linaje, pero sin embargo muestran diversidad en 

relación a los perfiles MLVA, los genes que codifican FPV y los genes nle. 
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3.2 Conclusiones 

 Las cepas VTEC O157:H7 de Argentina son un grupo filogenéticamente homogéneo 

que presenta diversidad genética en relación a sus perfiles MLVA, perfiles de genes 

codificantes de factores putativos de virulencia y perfiles de genes nle.  

 

 El grupo de aislamientos clínicos O157:H7 y el de bovinos presentan igual frecuencia 

relativa de los marcadores genéticos estudiados, es decir, no se diferencian en su 

constitución genómica y, por lo tanto, no constituyen subpoblaciones divergentes. 

 

 La pertenencia de los aislamientos al clado hipervirulento 8, al linaje I/II, la presencia 

del SNP (255) T>A en el gen tir y la alta prevalencia de genes codificantes de 

factores de virulencia, permite asignarle a las cepas O157:H7 que circulan entre los 

bovinos (y alimentos) de la región pampeana un alto riesgo para la salud pública. 
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- Datos complementarios de los aislamientos VTEC O157:H7 estudiados, pertenecientes al Laboratorio de Inmunoquímica y 

Biotecnología, FCV-UNCPBA: 

N° de 

aislamiento 
Fecha  Origen Zona Referencia 

1 1997 Hamburguesa Mar del plata Sanz et al., 2000 

2 2000 Bovino feedlot 

Balcarce 

Padola et al., 2004 

3 2000 Bovino feedlot 
4 2000 Bovino feedlot 
5 2000 Bovino feedlot 
6 2001 Bovino feedlot Córdoba 
7 2002/2004 Bovino pastoreo 

Tandil y 

alrededores 

8 2002/2004 Bovino pastoreo 
9 2002/2004 Bovino pastoreo 
10 2002/2004 Bovino pastoreo 
11 2002/2004 Bovino pastoreo 
12 2002/2004 Bovino pastoreo 
13 2006/2007 Bovino lechero 

Tandil y 

alrededores 

Fernándes et al., 

2009; 2010 
 

14 2006/2007 Bovino lechero 
15 2006/2007 Bovino lechero 
16 2006/2007 Bovino lechero 
17 2006/2007 Bovino lechero 
18 2006/2007 Bovino lechero 
19 2006/2007 Bovino lechero 
20 2006/2007 Bovino lechero 
21 2002 Paciente menor de 6 años con SUH Juarez 

Rivero et al., 2010 

22 2003 Paciente menor de 6 años con SUH Tandil 
23 2003 Paciente menor de 6 años con DS Napaleofu 
24 2004 Paciente menor de 6 años con DMS Tandil 
25 2004 Paciente menor de 6 años con SUH Vela 
26 2004 Paciente menor de 6 años con Prolapso rectal San Manuel 
27 2005 Paciente menor de 6 años con SUH Tandil 
28 2005 Paciente menor de 6 años con SUH Tandil 
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N° de 

aislamiento 
Fecha  Origen Zona Referencia 

29 2007 Paciente menor de 6 años con DS-hermano de niño con SUH Tandil 

Rivero et al., 2010 

30 2007 Paciente menor de 6 años con DS Tandil 
31 2007 Paciente menor de 6 años con SUH Tandil 
32 2007 Paciente menor de 6 años con SUH Tandil 
33 2007 Paciente menor de 6 años con DA Tandil 
34 2007 Paciente menor de 6 años con DMS Bahía Blanca 
35 2008 Paciente menor de 6 años con DA Tandil 
36 2008 Paciente menor de 6 años asintomático con hermano con SUH Tandil 
37 2008 Paciente menor de 6 años con SUH Tandil 
38 2009 Paciente menor de 6 años con SUH Tandil 
39 2009 Paciente menor de 6 años con DS Tandil 
40 1996/97 Paciente menor de 6 años con SUH C.A.B.A. 

Sanz, no publicado 
41 1999 Paciente menor de 6 años con SUH Mar del Plata 

42 2014 Paciente menor de 6 años con SUH Tandil 
No publicado 

43 2014 Paciente menor de 6 años con SUH Tandil 
SUH: síndrome urémico hemolítico; DS: diarrea con sangre, DMS: diarrea muco-sanguinolenta, DA: diarrea acuosa. 
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Composición de medios de cultivo, soluciones, buffer y geles: 

- Buffer PBS 

NaCl     0,15 M 

NaH2PO4 / NaH2PO4, pH= 7,4 0,10 M 

 

- Buffer para electroforesis TBE 10x 

Tris Base   107,8 g/l 

Na2EDTA (pH 8,0)  7,44 g/l 

Ácido bórico (H3BO3) 55 g/l 

 

- Caldo Luria-Bertani (LB) 

Tripteína    10 g/l 

Extracto de levadura   5 g/l 

NaCl   5 g/l  

Ajustar el pH a 7,5 con NaOH y esterilizar por autoclave(121ºC, 15 min) 

 

- Gel de agarosa al 2 % (peso/volumen) 

Agarosa   1,4 g 

TBE 1x   70 ml 

Bromuro de etidio  8 μl 

 

- Gel agarosa al 3 % (peso/volumen) 

Agarosa  2,1 g   

TBE 1x  70 ml  

Bromuro de etidio 8 μl 

 

- Loading buffer 

Xilencianol   10 mg 

Azul de bromofenol 10 mg 

EDTA 0.5M  200 µl 

 

- Medio MEM con penicilina y estreptomicina 

Volumen final:     1000 ml 
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Medio esencial mínimo con solución de Earle 9,6 g 

NaHCO3      2,2 g 

3-isobutil-1 metil xantina    0,01 g 

Penicilina      100 mg 

Estreptomicina     200 mg 

Ajustar pH a 6,9, filtrar con membrana de 0,22 mm de diámetro. 

 

- Solución de bromuro de etidio 

Bromuro de etidio  10 mg/ml 
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Electroforesis en geles de poliacrilamida  

a- Reactivos y soluciones empleados en las corridas de electroforesis. 

- Acrilamida/bisacrilamida 6 % desnaturalizante (Volumen final: 200 ml) 

Acrilamida/bisacrilamida 40 % 30 ml 

Buffer TBE 10x   20 ml 

Urea     92 g 

Agua destilada   70 ml 

  

- Acrilamida/bisacrilamida 40 % desnaturalizante (Volumen final: 100 ml) 

Acrilamida  38 g 

Bisacrilamida  2 g 

Agua destilada csp* 

*csp: cantidad suficiente para. 

 

- Buffer TBE 10x (Volumen final: 1000 ml) 

Tris Base  107,8 g 

EDTA   7,44 g 

Ácido bórico  55 g 

Agua destilada csp* 

*csp: cantidad suficiente para. 

 

- Loadingbuffer desnaturalizante 

Formamida   10 ml 

Xilencianol   10 mg 

Azul de bromofenol 10 mg 

EDTA 0.5M  200 µl 
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b- Procedimiento de tinción con sales de plata. 

Finalizada la corrida electroforética, se coloca el gel en solución fijadora, durante al 

menos 20 minutos. Pasado ese tiempo se reserva el ácido acético en un recipiente y se  enjuaga el 

gel mediante 3 lavados de 2 minutos cada uno con agua destilada. Luego, se lo sumerge en la 

solución de tinción durante 30 minutos en penumbra. Transcurrido el tiempo de tinción, se 

descarta dicha solución, se enjuaga por 10 segundos con agua destilada y se agrega la solución 

de revelado. Una vez detectadas las bandas (entre 5 y 10 minutos aproximadamente) se detiene 

el revelado con la solución fijadora antes reservada (2-5 minutos) y, posteriormente, se enjuaga 

el gel durante 2 minutos con agua destilada y se deja secar al aire. 

 

c- Soluciones empleadas en la tinción con sales de plata. 

Solución fijadora (Volumen final: 500 ml) 

Ácido acético  50 ml 

Agua destilada: 450 ml 

 

- Solución de tinción (Volumen final: 500 ml) 

Nitrato de plata 0,5 g 

Formaldehido 37 % 750 µl 

 

- Solución de revelado (Volumen final: 500 ml) 

Carbonato de sodio  15 g 

Formaldehido 37 %  750 µl 

Tiosulfato de sodio 10 % 100 µl 

Agua destilada:  500 ml 
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