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Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) es una bacteria que se encuentra en el intestino de
animales de sangre caliente, puede colonizar de manera esporddica o persistente el intestino de
bovinos, transmitiéndose entre terneros y a humanos de manera feco-oral, y contaminando alimentos
0 agua. Este microorganismo es capaz de producir enfermedades tanto en terneros como en humanos,
considerandose de esta manera una zoonosis. Si bien puede causar diarrea leve a los animales, las
infecciones en humanos pueden desarrollar cuadros complejos como colitis hemorrdgica y sindrome
urémico hemolitico (SUH). Actualmente STEC causa 2,8 millones de infecciones humanas anuales, con
mas de 3800 casos de SUH y 230 muertes/afio. En diversos estudios realizados se ha demostrado que
las cepas capaces de infectar humanos tienen caracteristicas especificas que las hacen resistentes en
el ambiente, aumentando la posibilidad de contaminacién alimentaria. El objetivo de este proyecto
fue determinar caracteristicas fenotipicas de STEC que les permitieran resistir en el intestino y/o en el
ambiente, de cepas aisladas de muestras intestinales y extraintestinales de terneros neonatos
muertos, terneros neonatos con diarrea, y uno sano que convivia con los anteriores. Los resultados
obtenidos muestran que algunas cepas presentan caracteristicas que favorecen su supervivencia en
ambientes diferentes al hospedero. Se analizé la expresién de fimbrias Curli y celulosa (componentes
importantes del biofilm), y se observé que la temperatura influye en la expresidon de ambos. Se estudié
la capacidad de producir biofilm en superficies abidticas, siendo diversa, y se pudo ver que, la
produccién de Curliy celulosa no estaria directamente relacionado a la produccién de biofilm. Ademas,
la capacidad de producir enterohemolisina (EhxA) fue mayoritaria a 30°C, lo que podria sugerir algin
tipo de funcién en la supervivencia de STEC en el ambiente, mientras que alfa-hemolisina (HylA) lo fue
a 37°C, por lo cual es necesario analizar su papel especifico en la patologia del SUH.

Palabras clave: STEC; resistencia ambiental; contaminacion alimentaria.



Las enfermedades infecciosas en los terneros representan un importante problema de salud para los
animales, principalmente los criados en sistemas semi-intensivos e intensivos de produccion. Se
presentan en alta frecuencia, y como consecuencia tienen un impacto econémico negativo en los
sistemas ganaderos (Donovan et al.,, 1998; Caffarena et al.,, 2021). Algunas de las enfermedades
infecciosas mas comunes que pueden ocasionar la muerte de los terneros en produccién son la diarrea
neonatal en terneros (DNT), la neumoniay la sepsis (Fecteau et al., 2001; Lorenz et al., 2011; Caffarena
etal., 2021). La DNT es reconocida mundialmente como uno de los mayores desafios para las industrias
carnicay lechera (Lorenz et al., 2011). Es una enfermedad multifactorial cuyos agentes etioldgicos mas
comunmente asociados son Escherichia coli, Rota y Coronavirus, Cryptosporidium spp., Clostridium
spp., Y Salmonella spp. (Foster & Smith 2009; Kolenda et al., 2015; Caffarena et al., 2021). Un paso
importante en la prevencidn de la DNT es identificar los factores de riesgo y los agentes infecciosos
asociados, y establecer procedimientos para corregir factores que estén asociados al cuidado de los
animales y a las condiciones del establecimiento donde se encuentran dichos terneros (Lorenz et al.,

2011).

E. coli es un bacilo Gram negativo anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae que forma
parte de la microbiota normal en especies de sangre caliente, y es considerado el mds abundante de
la microbiota intestinal humana. En general, las cepas de E. coli coexisten con el hospedero sin causar
ningun dafio y rara vez causan enfermedad, salvo cuando éste se encuentra inmunocomprometido o
la barrera gastrointestinal ha sido dafiada (Kaper et al., 2004). Tanto en humanos como en bovinos
coloniza el tracto gastrointestinal horas después del nacimiento a partir de la microbiota materna y
ambiental, coexistiendo en condiciones de salud y beneficio mutuo (Mainil et al., 2014). Sin embargo,
algunas variantes de E. coli han adquirido potencial patogénico, afectando tanto a seres humanos
como animales sanos. Existen ciertos subtipos que han adquirido factores de virulencia especificos
para la supervivencia en diversos nichos, produciendo asi diferentes patologias en humanos, por
ejemplo, enfermedad entérica/diarreica, infecciones del tracto urinario (ITU) y sepsis/meningitis. Las
variantes o virotipos que producen diarrea se pueden clasificar de diferentes maneras como por
ejemplo por el tipo de dafio que causan al hospedador. Entre esos virotipos causantes de enfermedad

entérica encontramos: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli



enteroagregativa (EAEC), E. coli productora de toxina Shiga (STEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), y E.
coli de adherencia difusa (DAEC) (Jesser & Levy., 2024, Molina et al., 2024).

Gran parte de los factores de virulencia que encontramos en dichos virotipos se encuentran
codificados en elementos genéticos moviles, resultantes de la transferencia horizontal de ADN entre
procariotas. Estos elementos genéticos mdviles pueden ser transposones, secuencias de insercion,
bacteriéfagos o plasmidos, los cudles pueden existir integrados al cromosoma bacteriano, o
autorreplicdndose dentro del huésped, otorgandole nuevos rasgos de adaptacidn. Las EPEC, y algunas
STEC, comparten un grupo de genes en una isla de patogenicidad cromosdmica Ilamada Locus de
adherencia y borramiento de enterocitos (LEE, por su sigla en inglés The Locus of Enterocyte
Effacement) (Croxen et al., 2013). Una isla de patogenicidad es un subconjunto de genes de virulencia
gue pueden encontrarse en bacterias patdgenas y contribuyen en la virulencia y patogenicidad de
quienes los portan (Vélez et al., 2023). LEE es responsable del fenotipo de adhesién y borramiento
(A/E) en EPEC y STEC. Las lesiones A/E generadas en las microvellosidades de los enterocitos se
producen por la acumulaciéon de actina filamentosa en la unién bacteria/enterocito. El principal factor
de virulencia responsable de este fenotipo es la intimina, una adhesina codificada por el gen eae,
presente en la isla de patogenicidad LEE, la cual al interactuar con la célula del hospedero produce
cambios en la dindmica funcional de la actina y otros procesos celulares, favoreciendo la interaccion
con la bacteria y la produccién de la lesién (Croxen et al., 2013). Algunos autores proponen que, en
funcién de la presencia o ausencia de LEE, las STEC se clasifican como STEC LEE-positivas o STEC LEE-

negativas (Steyert et al., 2012; Vélez et al., 2023).

Las STEC pueden encontrarse en diversas especies de animales de granja y silvestres como cerdos,
chancho jabali, ciervos e incluso en aves, pero su principal reservorio son los bovinos, donde sobrevive
sin causar enfermedad en el individuo sano (Alonso et al., 2016). La cantidad de STEC que coloniza el
tracto gastrointestinal (TGI) de los bovinos es relativamente baja, representando menos del 0,01 % de
la totalidad de E. coli en el rumen (Wells et al., 2014), mientras que, en el ciego y la materia fecal,
representa entre el 0,1 y el 1% (Callaway et al., 2009). Sin embargo, una baja carga bacteriana, es
suficiente para producir infeccion en humanos (Besser et al., 2001). Ademds de su persistencia en el
tracto gastrointestinal de los animales, STEC tiene la capacidad de sobrevivir viable largos periodos de

tiempo en varios ambientes, como el agua, suelo e incluso en raices (Velez et al., 2023).

Las STEC se propagan por la via fecal-oral, y tanto bovinos como seres humanos se encuentran

expuestos en forma directa mediante el contacto con heces de animales colonizados, en forma



indirecta principalmente a través de agua y alimentos contaminados, o por el contacto persona-
persona, animal-animal, animal-persona (Daly & Hint.,, 2016). También se ha comprobado la
propagacion a través de vectores como moscas domésticas (Musca domestica) (Figura 1) (Berry &
Wells., 2010), otros insectos, roedores, y a través del contacto con animales domésticos como perros
y gatos (Nielsen et al., 2004; Sapountzis et al., 2020). En este marco, y desde sus primeros reportes, se
han presentado en la Ultima década varios brotes en humanos que han sido adjudicados al consumo
de alimentos contaminados, principalmente carne mal cocida y productos lacteos, vegetales de hojay

agua contaminados (Vélez et al., 2022).

Se han identificado alrededor de 380 serotipos diferentes de STEC en humanos y animales, pero solo
un pequefio grupo produce enfermedad en humanos. El serotipo O157:H7 es uno de los principales

responsables de brotes por contaminacidn alimentaria con STEC (Nguyen et al., 2014).
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Figura 1. Transmision a humanos y factores de virulencia de STEC. En el centro se observa una célula STEC con la
descripcion de sus principales factores de virulencia. Arriba a la izquierda: principal reservorio de STEC (bovino),
arriba a la derecha: humano, indicando vias de transmisidn ya sea por contaminacidn alimentaria o contacto con

animales portadores y personas infectadas. Abajo: otros vectores de STEC. Modificado de Sapountzis et al., 2020.

STEC fue descripta por primera vez en la década de los 70, al observar que ciertas cepas aisladas de
pacientes con enteritis producian lesiones irreversibles en células Vero (linea celular derivada de
células de rifidn de mono verde africano (Cercopithecus aethiopicus)(Konowalchuk et al., 1977).
Debido a esto, las toxinas producidas por STEC inicialmente fueron llamadas Verotoxinas (VT), aunque

actualmente se denominan toxinas Shiga “Stx” (Paton & Paton., 1998). Los genes que las codifican se


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2015.00023/full#B41

encuentran en profagos lambdoides heterogéneos (fagos Stx) que se transfieren de forma horizontal
entre bacterias, lo que posiblemente lleve a la diseminacién de la capacidad de producir esta toxina
entre las E. coli (Bai et al., 2018). Consideradas el principal factor de virulencia de STEC, las Stx se
clasifican en 2 variantes: Stx1 y Stx2. A su vez, se han descrito subtipos de cada toxina, siendo el grupo
de las Stx2 mas heterogéneo y prevalente en brotes graves que las Stx1 (Kaper et al., 2004). Las Stx
son proteinas de aproximadamente 70 kDa, formadas por dos subunidades principales: Ay B (Figura

2) (Melton-Celsa., 2014).

Figura 2. Diagrama de cinta de la estructura cristalina de Stx1.la subunidad B se muestra en naranja
(pentdmero), y A2 en azul. La mayor parte de Al se muestra en verde, excepto la region que interactia con el

ribosoma, que se muestra en violeta. Tomada de Melton-Celsa., 2014.

El mecanismo de accidn de la toxina comienza cuando la subunidad B se une a su receptor especifico,
la globotriaosilceramida-3 (Gb3) en la célula eucariota formando un pentdmero, para luego ser
fagocitada (Figura 3). Una vez dentro de la célula, a través del aparato de Golgi y el reticulo
endoplasmico rugoso, la toxina es liberada al citosol donde la subunidad A es clivada en A1y A2. Estas
inhiben la sintesis proteica mediante la actividad ARN N-glucosidasa, que produce la remocién de un
residuo de adenina que afecta al ARNr 28S de las células eucariotas, interrumpiendo de esta forma la

sintesis proteica y concluyendo en la apoptosis celular (Nguyen & Sperandio, 2012).



STX — !

Célula con receptor Gb3

Figura 3. Stx formada por dos subunidades A y B que se unirdn al receptor Gb3 ubicado en la célula epitelial.

Adaptado de Farfan et al., 2016.

Los tejidos con capacidad de expresar Gb3 varian segln el huésped (Karmali et al., 1983), y la capacidad
citotéxica de Stx al unirse a Gb3 puede estar presente o no, segun la estructura del receptor y su
contexto de membrana. En bovinos, la expresion de Gb3 se da en intestino delgado y grueso, donde
una vez que la toxina ingresa a la célula, en vez de tomar la ruta retrograda hacia el reticulo
endopldsmico, reside en los lisosomas, donde generalmente es neutralizada. Por esta razén no causa
la misma patologia que en humanos (Hoey, 2003). Una vez que STEC logra llegar e ingresar a las células
del intestino de los humanos puede producirse el borramiento de los enterocitos si la cepa porta laisla
de patogenicidad LEE (STEC LEE-positiva). Las lesiones A/E generadas en las microvellosidades de los
enterocitos se producen por la acumulacidn de actina filamentosa en la union bacteria/enterocito. Esta
lesion resulta en diarrea sanguinolenta, colitis hemorragica, necrosis y perforacidn intestinal (Kaper et
al., 2004). De esta manera, a través de dicha herida Stx ingresa al torrente sanguineo, viajando por el
mismo hasta llegar a los rifiones, encontrandose con su receptor especifico Gb3, donde desencadenara
mediante el ingreso a la célula, la interrupcion de la sintesis proteica y apoptosis (Kaper et al., 2004).
Esta interrupcion genera dafio a nivel glomerular, y desencadena una insuficiencia renal aguda,
trombocitopenia y anemia hemolitica microangiopatica, caracteristicas tipicas del Sindrome Urémico
Hemolitico (SUH) (Karmali et al., 1983). Una vez comenzada la diarrea, la patologia puede evolucionar
a SUH en aproximadamente dos semanas. También se ha visto secuelas a nivel neuroldgico y cardiaco
(Figura 4) (Yun et al., 2023). La accién de esta toxina ha sido demostrada en modelos animales como

ratén (Judge et al., 2004) y cerdo (McKee et al., 1995).
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Figura 4. Desarrollo cronoldgico de la patologia producida por STEC/EHEC. Una vez comenzada la diarrea, el SUH
puede aparecer dentro de las dos semanas posteriores. En pacientes menores a 5 afios también pueden quedar

secuelas neuroldgicas y renales, y complicaciones cardiacas. Adaptado de Yun et al., 2023.
2.4 STEC esporadicas y STEC persistentes:

Recientemente las propiedades de colonizacién en el intestino bovino, la capacidad de utilizar
diferentes metabolitos, asi como los niveles de excrecidn en heces, y la capacidad de resistencia en el
ambiente, se han utilizado para agrupar a las cepas de STEC en lo que se conoce como STECper
(persistentes) y STECesp (esporadicas). Esta clasificaciéon agrupa como STECper a cepas con serotipos
distintos de los que comunmente estdn relacionados a infecciones humanas, mientras que las STECesp
se asociarian mayormente a casos graves en los seres humanos (Barth et al., 2020). Se ha reportado
que las cepas STECper pueden aislarse en las heces repetidamente a lo largo de un periodo de meses,
mientras que las STECesp se detectan una Unica vez, o en pocas instancias en el tiempo. En este
sentido, las diferencias en las capacidades de colonizacidn y persistencia de STEC pueden ser explicadas
por diferencias ecoldgicas del nicho donde se encuentran, ya sea una regidén particular en el
hospedador como en el ambiente. Se ha visto que las STECper tienen un perfil especialista, adaptado
al nicho en el hospedero; mientras que las STECesp son mas generalistas, lo que podria deberse a que
tienen un pasaje mas rapido por el tracto gastrointestinal bovino y a que deben tener estrategias para
sobrevivir mas tiempo en el ambiente. Por ejemplo, se determind que las STECper pierden el ciclo del
glioxilato para la sintesis de los carbohidratos que se pueden encontrar en las plantas, mientras que se
mantiene en el grupo de las esporddicas. La tolerancia al cido y al crecimiento en bajas temperaturas
también se demuestra diferencial (Barth et al., 2020). Las STECesp presentan una mayor tolerancia a
pH bajos, como los que se podria encontrar en el pasaje por el estdmago de los humanos en un proceso
de infeccidn, asi como una mayor produccidn de biofilm a bajas temperaturas, lo que le conferiria una

mayor resistencia fuera del tracto gastrointestinal animal, en el ambiente (Vogeleer et al., 2016).



Formacion de biofilm, propiedades de adhesion, y hemolisis de STEC:

Los biofilm o biopeliculas son poblaciones dindmicas bacterianas que viven adheridas a superficies
bidticas o abidticas. Estas comunidades estan consolidadas entre si debido a la presencia de agua,
polisacaridos extracelulares, ADN extracelular, y proteinas (Flemming & Wingender, 2010). Pueden
distinguirse 5 etapas en la formacion de los biofilm: 1- unién superficial reversible (unida mediante
fuerzas de atraccion y repulsién entre las bicapas celulares eléctricas y la superficie), 2- unidn
irreversible (dada mediante interacciones covalentes entre proteinas de membrana y superficie), 3-
formacién de microcolonias, 4- maduracion, y 5- desprendimiento y dispersion (Schlapp et al., 2011).
Las bacterias que logran adherirse de forma irreversible forman microcolonias que sufren cambios
genotipicos, produciendo mayor cantidad de exopolisacaridos, y regulacién negativa de flagelos. Asi,
estas microcolonias pueden madurar hasta convertirse en células gruesas incrustadas en la matriz de
exopolisacaridos, que finalmente al dispersarse colonizaran nuevas superficies (Castagnini et al., 2024).
Los biofilm de STEC en diversas superficies ha sido demostrada, especialmente en lugares donde se
procesan alimentos como la carne o productos derivados. Cepas aisladas de diferentes origenes ya sea
de superficies abidticas, alimentos o muestras bioldgicas (de origen animal o humano), han
demostrado tener fuerte capacidad de producir biofilm. El crecimiento de estas comunidades
bacterianas es influenciado tanto por la temperatura como por el tiempo transcurrido, sin embargo,
diversos estudios demuestran que su capacidad de crecimiento es rdpida, por lo que su formacién es
una peligrosa amenaza para la salud (Ma et al., 2019). Los biofilm constituyen una barrera contra
agentes externos, y por lo tanto su produccion es una estrategia bacteriana efectiva para sobrevivir en
el ambiente. Dentro del biofilm, la bacteria adquiere la capacidad de protegerse ante escenarios
adversos como son la falta de nutrientes y presencia de desinfectantes, ademas de que el propio
biofilm le provee de nutrientes. Por esta razén existe gran dificultad de control de la contaminacidn
bacteriana en la industria alimentaria (Vogeleer et al., 2016). Las STEC productoras de biofilm se
asocian con la produccién de diversas adhesinas, como las fimbrias tipo 1, fimbria curli, fimbrias-P y
fimbria F9. Ademas de las adhesinas, los exopolisacaridos cumplen una funcién importante para la
maduracién del biofilm, los cuales son poli- N -acetilglucosamina (PGA), celulosa y acido coldnico
(Vogeleer et al., 2016). Curli y celulosa forman proyecciones en la superficie de la célula, otorgandole
a la biopelicula mayor resistencia mecdanica gracias a sus propiedades fisicas y de arquitectura. Por la
misma razdén, estas matrices son mas rigidas, viscosas y de menor solubilidad. Curli, ademas, es
importante al momento de la interaccidn con superficies hostiles y bajas temperaturas, permitiendo
la adaptacién de STEC a diferentes ambientes (Park & Chen., 2015). Esta adhesina también esta
implicada en la adherencia de la bacteria al huésped, colaborando con el inicio del proceso infeccioso

(Vogeleer et al., 2016).



Figura 5. A. Cepa BW25113 de E. coli K12 cultivada en agar Rojo Congo con bajo contenido de sal a 26°C. Se
observan 2 células y abundancia de fimbrias Curli mediante microscopia electrénica de transmisién (escala de
500 nm). B. Se observa el crecimiento de la cepa uropatogena de E. coli UTI89 la cual desarrolla una morfologia

de colonia rugosa compleja que depende de Curli. (Tomado de Evans et al., 2014).

Otro factor de virulencia de STEC son las hemolisinas, proteinas capaces de destruir las células del
hospedero y desencadenar la respuesta inflamatoria, contribuyendo a la patogenia de la enfermedad
(Bielaszewska et al., 2014). Se han identificado cuatro tipos de hemolisinas hasta el momento: alfa-
hemolisina (codificada por el gen hlyA), enterohemolisina transportada por plasmidos y fagos
(codificadas por los genes ehxA y e-hlyA respectivamente) y hemolisina silenciosa (codificada por el
gen sheA) (Welch, 1991). La enterohemolisina EhxA se asocia con enfermedad diarreica y SUH (Hua et
al., 2021), produce lisis de eritrocitos, liberando el grupo hemo que es utilizado por la bacteria como
nutriente para su propio crecimiento (Hannaoui & Villalobos., 2009). El gen que la codifica se encuentra
en un plasmido de virulencia enterohemorragico (Lorenz et al., 2013 Hua et al., 2021). Por otro lado,
HylA que se encuentra codificada en una isla de patogenicidad, es producida mayoritariamente en
cepas de E. coli que producen enfermedad en el tracto urinario (Lorenz et al., 2013). La hemolisina
HylA causa necrosis en los tejidos y facilita la colonizacién del huésped, afecta diversos tipos celulares
por ejemplo glébulos rojos (GR), fibroblastos, granulocitos, linfocitos y macrdfagos (Cavalieri et al.,

1982; Cané et al., 2023).

La observacion de la hemdlisis se puede realizar a través del cultivo de las cepas en medios con agar
sangre. La enterohemolisina sélo es detectada en medio con agar sangre de oveja lavada, mientras
que la alfa hemolisina puede leerse en medios agar sangre convencional. Dado que la deteccidn de
este factor es relativamente sencilla, y esta directamente relacionado a la toxina Shiga, se ha utilizado

como marcador epidemioldgico para la deteccién de este virotipo (Lorenz et al., 2013).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2015.00023/full#B34
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2015.00023/full#B34

Actualmente STEC causa 2,8 millones de infecciones humanas anuales, con mas de 3800 casos de SUH
y 230 muertes/afio (Galarce et al., 2020). Argentina es el pais con mayor incidencia de SUH en nifios
menores de 5 afos a nivel mundial, con 300/400 casos anuales. Por otro lado, en Uruguay y en Brasil
la incidencia de SUH es menor. Se estima que en nuestro pais ocurren entre 4 0 5 casos cada 100.000
nifios (Blanco et al., 2004), detectdandose entre 10 y 15 casos nuevos por afio aproximadamente (Varela
et al., 2008). Los casos de SUH son de denuncia obligatoria ante el MSP en nuestro pais (Decreto N2
41/012), sin embargo, no hay un registro adecuado de los mismos y por ende se estima que existe una

sub-deteccién de casos.

En el Depto. de Microbiologia del IIBCE se trabaja en varios aspectos relacionados con la patogeniay
resistencia a antibidticos de E. coli y la DNT. A partir de estos trabajos se han reportado variantes de
STEC no O157:H7 en terneros sanos, enfermos con DNT y también, algo a destacar, asociados a
mortalidad de terneros. Estas cepas ademds presentan un potencial zoondtico que podria poner en
riesgo la salud de operarios y poblacion en general (Umpiérrez et al., 2017; 2021; 2022; Fernandez et
al., 2023). A su vez mas recientemente se recuperaron STEC en agua de arroyo y en fecas de animales
silvestres circundantes en la zona de Villa Serrana, Lavalleja, aisldandose por primera vez en Uruguay

STEC del serotipo 0157:H7 en una muestra de materia fecal de chancho jabali (Figueroa et al., 2024).



El objetivo general de este trabajo fue estudiar la expresién de fimbrias, el fenotipo hemolitico y la
capacidad de formar biofilm in vitro de Escherichia coli productora de toxina Shiga que fueron aisladas
de muestras intestinales y extraintestinales de terneros neonatos muertos y de terneros neonatos que

convivian con los anteriores.

e Determinar la expresién de fimbrias Curli y celulosa in vitro en una coleccion de 22

aislamientos de STEC.

e Evaluar la produccion de biofilm de los aislamientos de STEC utilizando la técnica

semicuantitativa con Cristal Violeta.

e Determinar fenotipo hemolitico (alfa y beta hemdlisis) de los aislamientos.

Adquirir destrezas para el trabajo en un laboratorio de microbiologia:
e Manejo de técnica aséptica.
e Desinfeccidén y esterilizacion de materiales.
e Preparacion de medios de cultivo.
e Siembray cultivo de microorganismos.
e Desarrollo de técnicas in vitro particulares, referentes a los objetivos de la presente tesina.

e Capacidad de analisis e interpretacion de los resultados obtenidos en base a busquedas

bibliograficas.



En este trabajo se utilizaron 22 aislamientos de STEC obtenidos de necropsias realizadas a terneros
neonatos de menos de 35 dias de edad, muertos por DNT (origen: intestino, pulmén, linfonddulo
mesentérico, cerebro e higado), de heces de terneros vivos con diarrea y una muestra de heces de un
ternero vivo y sano que convivia con uno de los terneros muertos por DNT. Todos los aislamientos
fueron colectados en tambos de Colonia y San José y fueron caracterizados entre 2014 y 2021
(Umpiérrez et al., 2021; Fernandez et al., 2023) (Tabla 1). Todos ellos se encuentran almacenados en

freezer a -809C, en el cepario del Depto. de Microbiologia del IIBCE.

Las cepas seleccionadas se cultivaron rutinariamente en placas de Petri con Triptosa Soya Agar (TSA) a
37°C durante 18-24 horas. Cuando se requirié un cultivo liquido se utilizé el caldo Triptosa Soya (TSB).

En todo momento se trabajé en cdmara de flujo laminar, aplicando la técnica aséptica.



Tabla 1. Aislamientos de STEC utilizados en este trabajo. Se indica el animal, su sintomatologia, origen de la muestra (érganos o materia fecal) y afio de cada aislamiento.
También perfil de virulencia, virotipo, subtipo de toxina Stx, serogrupo, y perfil de resistencia antimicrobiana. Datos tomados de Umpiérrez et al., 2021; 2022, Fernandez et

al., 2023).
Animal Estado Aislamiento Origen Ao Perfil de virulencia Virotipo Stx Serogrupo Perfil de resistencia
1 Muerto 18.16 MF 2015 eae/stx1/ehxA/cnfl/iucD STEC/NTEC ayc n/d AMP/GEN/STR
21.16 MF 2015 eae/stx1/ehxA STEC ayc n/d AMP/GEN/TOB/STR
16.16 MF 2015 eae/stx1/cnfl/iucD STEC/NTEC ayc n/d AMP/GEN/STR
2 Muerto MBF5.5 Intestino 2017 eae/stx1/ehxA/iucD STEC ayc n/d AMP/NAL/ENR/CIP/STR
MBGS5.2 Intestino 2017 eae/stx1/ehxA/iucD STEC ayc n/d AMP/AMC/CMX/NAL/ENR /CIP/STR
3 Muerto MBG7.1 Pulmén 2017 eae/stx1/ehxA/iucD STEC ayc n/d AMP/NAL/ENR/CIP
MBG10 LNM 2017 eae/stx1/ehxA/iucD STEC ayc n/d AMP/CXM/NAL/ENR /CIP/STR
4 Muerto MBH11.2 MF 2017 eae/stx1/ehxA/iucD STEC ayc 0111 AMP/AMC/CXM/NAL /ENR/CIP/STR
MBO 0.1 MF 2017 eae/stx1/ehxA/iucD STEC ayc 0111 AMP/CRO/NAL/CIP/STR
MBO 0.3 MF 2017 eae/stx1/ehxA/iucD/ afa8E STEC ayc 0111 AN/IZ/EA;\‘“;I_I(_: é';/ASL_I{;;\ISF_{I_/XCIP
MBO 3.1 Cerebro 2017 eae/stx1/ehxA/iucD STEC ayc 0111 AMP/NAL/CIP/STR
5 Muerto MBO 3.4 Cerebro 2017 eae/stx1/ehxA/iucD/ afa8E STEC ayc 0111 AMP/NAL/ENR/CIP /GEN/TOB/STR
MBO 3.6 Cerebro 2017 eae/stx1/iucD/ afa8E STEC ayc 0111 AMP/NAL/ENR/CIP /GEN/TOB/STR
MBO 6.2 Higado 2017 eae/stx1/ehxA/iucD STEC ayc 0111 AMP/NAL/CIP/STR
MBO 7.1 Pulmon 2017 eae/stx1/ehxA/iucD STEC n/d 0111 AMP/NAL/CIP/STR
MBO 7.3 Pulmén 2017 Stx1/ehxA/iucD STEC ayc 0111 AMP/NAL/ENR/CIP /STR/STX
6 Muerto MBP 11.1 MF 2017 eae/stx1/ehxA STEC ayc 0111 AMP/NAL/ENR/CIP /STR/STX
7 Sano* MBPb 5.1 MF 2017 eae/stx1/ehxA STEC ayc 0111 AMP/NAL/ENR/CIP /STR/STX
8 DNT 74.1 MF 2014 eae/stx1 STEC a 0111 Sensible
9 DNT AG2.1 MF 2016 eae/stx2 STEC a n/d FOT
BJ1.3 MF 2017 eae/stx1/stx2 STEC a/ /e 0103 Sensible
10 DNT ayc/
BJ1.5 MF 2017 eae/stx1/stx2 STEC Je 0103 AMP

*Convivia con animal 6. MF: Materia fecal. NTEC: E. coli necrotoxigénica. AMP: ampicilina. CXM: cefuroxima. CAZ: ceftazidima. CRO: ceftriaxona. NAL: acido nalidixico. CIP:
ciprofloxacina. ENR: enrofloxacina. GEN: gentamicina. AK: amikacina. STR: estreptomicina. STX: trimetoprim-sulfametoxazol. FOT: fosfomicina-trometamol. TOB: tobramicina.



Para estudiar la expresidon de las fimbrias Curli y celulosa in vitro, los aislamientos de STEC se cultivaron
en caldo LbnoS (0,9% Triptona, 0,4% extracto de levadura) durante 24 h a 379C. Transcurrido el tiempo
de incubacion se sembrdé 5 plL de cada cultivo fresco en placas de agar LbnoS y LbnoS conteniendo
40ug/mL de colorante rojo Congo. Cada aislamiento se sembro por triplicado y se incubd durante 48 h

a 202Cvy 309C, y durante 24 h a 372C (Barth et al., 2020).

Transcurrido el tiempo de incubacién se analizaron macroscépicamente las colonias para observar su
consistencia, color y patrones de crecimiento. Las cepas que expresan Curli son capaces de unirse al
colorante rojo Congo y se tifien de marrén, las cepas que producen celulosa son rosadas y las cepas
que producen ambas fimbrias exhiben el fenotipo Rdar (del inglés rojo, secas y rugosas) (Barth et al.,
2020). Segun los patrones de crecimiento las cepas que expresan celulosa + Curli crecen en forma de
red, las que expresan Curli crecen en forma de anillos, y las negativas para ambas, son blancas y lisas
(Caceres et al., 2019). Para la caracterizacion, las cepas se agruparon segun el fenotipo en: Rdar
(positivas para Curliy celulosa): Rojo, secas y rugosas; Bdar (positivas para Curli): marrones y lisas; Pdar
(positivas para celulosa): rosadas y lisas; Saw (negativa para Curli y celulosa): blancas y lisas (Sabalza.,

2014).

Para estudiar la capacidad de los aislamientos de STEC de adherirse a superficies abidticas se utilizo la
técnica semicuantitativa de tincién con Cristal Violeta (CV) descrita por O’Toole (O Toole et al., 2000)
con algunas modificaciones (Scavone et al., 2016). Para comenzar el ensayo, cada aislamiento de STEC
se sembro en 8 mL de medio TSB y se incubd a 37°C durante 24 h de forma estatica. Transcurrido el
tiempo de incubacidn se midié la concentracion con espectrofotometro a 600 nm y se ajustd la misma
a 0,9 nm. Una vez ajustadas las concentraciones, una dilucion 1/10 de cada cultivo se sembré por
cuadruplicado en placas de microtitulacidn (20 uL cultivo + 180 pL de caldo TSB). En cada placa se
incluyeron 4 pocillos “Blanco” sin sembrar, conteniendo 200 pL de caldo TSB. Este esquema de siembra

se repitid en 3 placas, y cada una se incubé a 20°C, 30°C, y 37°C durante 48 h, de forma estatica.

Transcurridas las 48 h el medio de cultivo fue removido, teniendo la precauciéon de no levantar el
biofilm. Cada pocillo fue lavado 3 veces con PBS (200 plL) y las bacterias que quedaron adheridas al
pocillo fueron tefidas con 200 uL de solucién de Cristal Violeta 0,1% durante 15 minutos. El exceso de

colorante fue retirado con lavados de PBS hasta que no saliera mas color.



A continuacidn, el Cristal Violeta fue solubilizado agregando a cada pocillo etanol 95%, (2 minutos en
agitacidn suave para ayudar al desprendimiento del biofilm) y se midid la absorbancia a 590 nm en
espectrofotdmetro Varioskan del IIBCE. Para la interpretacidn de resultados utilizamos lo propuesto

por Angel Villegas y colaboradores (2013): No productor de biofilm DO (densidad éptica) < DO control
(DOc). Débil productor de biofilm (DOc) < DO < (2xDOc). Moderado productor de biofilm (2xDOc) <

DO < (4xDOc). Fuerte productor de biofilm (4xDOc) < DO.

Las cepas de STEC se sembraron en placas de medio de cultivo TSA durante 24 h a 37°C para luego
cultivarlas en caldo TSB durante 24 h a 37°C. A partir de los cultivos en caldo se sembré una ansada

(con perforacion del medio de cultivo) en placas de agar sangre (AS).

Para preparar las placas de AS se centrifugaron 10 mL de sangre ovina estéril a 2500 rpm durante 10
min a 10°C (en 2 tubos conteniendo 5 mL cada uno) y se descarté el sobrenadante. Seguidamente se
lavaron los pellets conteniendo los eritrocitos agregando igual volumen de PBS estéril y agitando
suavemente para evitar lisar los mismos. Este paso se repitid 3 veces. Los eritrocitos lavados se
suspendieron en 5 mL de PBS estéril y se agregaron a un matraz con agar TSA fundido y termostatizado

para repartir en placas de Petri.

Para observar la beta hemolisis resultante de la expresidn de HylA, se realizé una primera lectura a las
3 h post-siembra. La segunda lectura se efectud a las 18 h para observar alfa hemolisis resultante de

la expresion de la enterohemolisina EhxA (Lorenz et al., 2013).
Analisis estadisticos:

Para comparar los niveles de expresion de las hemolisinas EhxA y HylA a las distintas temperaturas
ensayadas se utilizd el test estadistico no paramétrico de Mann-Whitney con el programa PAST 4.03

(Hammer., 2023). Se considerd significativo un valor de p < 0,05.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2015.00023/full#B34

5- Resultados:

5.1 Deteccidon de fimbrias Curli y celulosa:

En el ensayo de expresion de fimbrias en agar LbnoS se observé la produccidn de Curli (Bdar), celulosa
(Pdar) y ambas en simultaneo (Rdar) a las 3 temperaturas ensayadas. A 202C, 91% (20/22) de las STEC
expresaron algun tipo de fimbria, 45,5% (10/22) la forma Pdary 41% (9/22) la forma Bdar. Sélo el 4,5%
(1/22) de STEC fue de fenotipo Rdar a 202C. Este perfil se invirtid en los ensayos a temperaturas mas
elevadas. A 309C, el 77,7% (17/22) de las STEC fueron de fenotipo mixto Rdar, mientras que 18,2%
(4/22) y 4,5% (1/22) presentaron fenotipo Bdar y Pdar respectivamente. A 372C el fenotipo mixto siguio
siendo el mas representado, con 54,5% (12/22) de las STEC, seguido por el fenotipo Bdar en 45,5%
(10/22) de las STEC. Solo el 9,1% (2/22) de las cepas analizadas (16.16 y MB06.2) no expresaron

fimbrias Curli ni celulosa a 20°C (ver Figura 5). Los resultados fueron registrados fotograficamente

(Figura 6).
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Figura 5. Resultados de fenotipos Bdar, Pdar, Rdar, y Saw a 20°C, 30°C, 37°C incubadas entre 24 a 48 h.

Cepas

Incubacion MBP11.1 74.1 Bj13 MBF 5.5 MBG5.2 MBH 11.2MBG 10 MBO 0.3 MBO 3.6 MBO 7.3
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Figura 6. Expresion de Curli y celulosa en agar LbnoS RC a diferentes temperaturas (20°C, 30°Cy 37°C). Lecturay

captura fotografica a 24 y 48 h. Se muestra una seleccion de las cepas.



Se observé variabilidad en la capacidad de formar biofilm entre cepas. El 77% de las cepas (17/22)
formaron biofilm de algin grado (fuerte o moderado). Algunas cepas fueron fuertes formadoras a mds
de una temperatura: MBF5.5, MBG5.2, y MBH11.2 fueron fuertes formadoras de biofilm a 302Cy 372C
mientras que MB0O0.3 y MBO3,6 a 202C y 30°C. Otras cepas sdlo produjeron fuerte biofilm a una Unica
temperatura: la cepa 74.1 formé fuerte biofilm a 30°C mientras que la cepa MB07.33 a 37°C. Por otra
parte, las siguientes cepas formaron biofilm en cantidad moderada: la cepa 16.16 a 37°C, las cepas
Bj1.5, MBG7.1 y MBOO0.1 a 30°C, y MB0O3.1, MBPb5.1 y 18.16 a 20°C y a 372C. Asimismo, las cepas
MBP11.1 y Bj1.3 formaron biofilm de forma moderada a 30°C, pero ademas fuerte a 20°C, mientras
que la cepa MBG10 fue fuerte formadora a 372C y moderada a 30°C. El 23% de las cepas (4/22) no
formaron biofilm o lo hicieron de forma débil (AG2.1, 21.16, MBO3.4, MB06.2, y MBO7.1) (Ver figura
7).
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Figura 7. A- Formacidén de biofilm en
superficie abidtica a 20°C por 24 h. Se
observan columnas en rojo que
corresponden a cepas fuertes formadoras
(Bj1.3, MBP11.1, MB0OO0.3 y MBO3.6), y en
moderadas  (18.16,

amarillo  cepas

MBO3.1 y MBPb5.1). En celeste se
observan cepas que formaron biofilm de
forma débil (74.1, MBF5.5, MBG10,
MBO0O0.1, MB03.4, MBO7.1 y MBO7.3). En
verde, cepas que no formaron biofilm
(21.16, 16.16, Ag2.1, Bjl.5, MBG5.2,

MBH11.2, MBG7.1 y MB06.2).

B- Formacion de biofilm en superficie
abidtica a 30°C por 24 h. Se observan
columnas en rojo que corresponden a
cepas fuertes formadoras (74.1, MBF5.5,
MBG5.2, MBH11.2, MB0O0.3 y MBO3.6), y
en amarillo cepas moderadas (Bj1.3, Bj1.5,
MBP11.1, MBG7.1, MBG10 y MB0O.1). En
celeste, débiles formadoras de biofilm
(18.16 y MB03.4), y en verde cepas que no
formaron biofilm (21.16, 16.16, Ag2.1,
MBO3.1, MBO06.2, MBO7.1, MBO7.3 vy
MBPb5.1). C- Formacién de biofilm en
superficie abidtica a 37°C por 24 h. Se
observan columnas en rojo que
corresponden a cepas fuertes formadoras
(MBF5.5, MBG5.2, MBH11.2, MBG10,
MBQ7.3), y en amarillo cepas moderadas
(18.16 Y 16.16). En celeste cepas que
formaron biofilm de forma débil (21.16,
Bj1.3, MB0OO0.3 y MBO7.1), en verde cepas
que no formaron biofilm (74.1, Ag2.1,
Bj1.5, MBP11.1, MBG7.1, MBO0O0.1,
MBO3.1, MB03.4, MB03.6, MB06.2, y

MBPb5.1). En las tres temperaturas se

utilizdé P. mirabillis 2921 como control positivo y medio sin siembra como Blanco.
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5.3 Determinacion del fenotipo hemolitico: alfa y beta hemdlisis:

La expresion de hemolisina HylA la cual produce beta hemdlisis, es nula a 20°C para todos los

aislamientos. A 30°C 9.1% (2/22) fueron positivos para HylA. Mientras que a 37°C se ve un aumento,

donde muchas cepas expresan esta hemolisina llegando al 59.1% (13/22). EhxA, que produce alfa

hemdlisis, es expresada a las tres temperaturas, en mayor cantidad a 30°C: 45.5% (10/22),y en el 18.2%

(4/22) de las cepas tanto a 20°C como a 37°C (Tabla 2).

Tabla 2. Fenotipo hemolitico (alfa y beta hemolisis) de cepas de STEC a 20, 30, y 37°C.

o o o
CEPAS 20°C 30°C 37°C
EhxA HylA | EhxA HylA | EhxA HylA
1 74.1 A +
2 18.16 B |
3 21.16 + 5 B
4 16.16 + +
5 Ag2.1 + +
6 BJ1.3 + + +
7 BJ 1.5 + A +
8 MBP 11.1 + +
9 MBF 5.5 + +
10 MBG 5.2 + +
11 MBH11.2 +
12 MBG 7.1
13 MBG 10 +
14 MBO 0.1
15 MBO 0.3 +
16 MBO 3.1
17 MBO 3.4
18 MBO 3.6
19 MBO 6.2 +
20 MBO 7.1 +
21 MBO 7.3 +
22 MBPb 5.1 + +

+ (Hemodlisis); ++ (Hemodlisis fuerte).

En el caso de la hemolisina EhxA se observé una tendencia, marginal, a que se exprese mas a 302C que

a 209C o 379C (p=0.057 en cada caso). Por otro lado, la hemolisina HylA se expresd significativamente

mas a 372C que a 202C (p=2.32E-05) y que a 302C (p=0.58E-03).
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E. coli productora de toxina Shiga es un bacilo Gram negativo anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae. STEC es un virotipo enterohemorragico (Lai et al., 2013), caracterizado por
producir lesiones a nivel de las células intestinales humanas, pudiendo llegar a ocasionar dafio a nivel
glomerular desencadenando una insuficiencia renal aguda, trombocitopenia y anemia hemolitica

microangiopatica, caracteristicas del SUH (Karmali et al., 1983).

Se han utilizado algunas caracteristicas fenotipicas para agrupar a las STEC en dos grupos: STECper
(persistentes) y STECesp (esporadicas). Esta clasificaciéon agrupa como STECper a cepas con serotipos
distintos de los que comunmente estdn relacionados a infecciones humanas, mientras que las STECesp

se asociarian mayormente a casos graves en los seres humanos (Barth et al., 2020).

En este trabajo se estudié la expresidn de fimbrias Curli y celulosa, la capacidad de formar biofilm in
vitro y el fenotipo hemolitico de 22 cepas de STEC, a diferentes temperaturas, que fueron aisladas de
muestras intestinales y extraintestinales de terneros neonatos muertos, terneros neonatos con DNT,

Yy un ternero sano.

Se pudo observar que la temperatura influyd en estos aislados para la expresién tanto de Curli como
de celulosa. El fenotipo Rdar se vido mayoritariamente a 30°C, y a 37°C, mientras que a 20°C sélo se

manifestd en 1 cepa.

Casi todas las cepas fueron capaces de expresar fimbria Curli en al menos una de las condiciones de
temperatura, concordando con los resultados de Vogeleer y colaboradores (2016). En sus resultados,
el 61,5% de las cepas fueron capaces de unirse al colorante a 30°C, y 92,3% a 37°C, esto se asemeja de
forma parcial con los resultados obtenidos en nuestro estudio, ya que la unién a RC se dio en 77,7%
para fenotipo mixto Rdar, mientras que 18,2% para Bdar, dando un total de 95,9% a 30°C, mientras
que a 37°C 54,5% de las STEC expresaron el fenotipo Rdar y 45,5% el Bdar, dando la totalidad del 100%
de las cepas. Vogeleer y colaboradores (2016) no discriminan en su ensayo segun la morfologia de las
colonias, y toman sus resultados como positivos tanto para Curli y celulosa. Para confirmar la
produccién de polisacaridos (incluyendo la celulosa), utilizan un ensayo con Canconflior, los cuales no

son comparables con nuestro estudio por ser un método diferente.
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En la tesis de Caceres y colaboradores (2019), se estudid la expresion de fimbria Curli en diferentes
etapas de formacién de biofilm. Se estudié el fenotipo de 16 cepas (STEC y aEPEC) a 28°C y a
temperatura ambiente (=20°C). En la mayoria de ellas las cepas se unieron al colorante, dando una
totalidad del 75%. En este caso se observa una diferencia importante con respecto a los resultados
obtenidos en nuestros ensayos, ya que a 20°C s6lo 4,5% de las cepas expreso el fenotipo Rdar, y 40,9%
cepas el Bdar, dando un total de 45,4% de bacterias que expresaron Curliy lograron unirse al colorante.
Podemos suponer que esta diferencia se debe a que los cultivos fueron cambiados de 28°C a
temperatura ambiente de 20°C aproximadamente, ya que a partir de ese momento cambiaron su
fenotipo. Quizds el cambio de temperatura dentro de un mismo cultivo sélido actué como un factor

importante de estrés para la célula y desaté un mecanismo de defensa.

Por otra parte, en el articulo publicado por Barth y colaboradores (2020), se analizaron 28 cepas de
STEC y sus experimentos dieron como resultado que el fenotipo Rdar predomina a 20 o 28 °C.

Coincidiendo de forma parcial con nuestros resultados.

Por lo expuesto, podemos observar que la fimbria Curli por si sola o en conjunto con la celulosa se
expresa tanto a temperatura ambiente como a la temperatura del hospedero. Coincidiendo con los
tres trabajos expuestos anteriormente. Pero existe una diferencia en la expresidon de celulosa. Cabe
suponer que, nuestros ensayos podrian complementarse con la adicién de un ensayo con canconflior
para la deteccidn de celulosa, y, ademas, podria utilizarse el cambio de temperatura de un mismo
cultivo de LBnoS + RC. Otro detalle para considerar es que no utilizamos el colorante azul brillante de
Coomassie, como si lo hicieron tanto Caceres y colaboradores (2019) como Barth y colaboradores
(2020), lo que pudo generar algin tipo de contraste en la interpretacion de los resultados. Sin
embargo, lo expuesto en esta tesis estaria en concordancia con la teoria de la importancia tanto de la

fimbria Curli, como de la celulosa en la adaptacién de STEC a diversos nichos.

La formacién de biofilm provee a las bacterias de un mecanismo de proteccidn ante escenarios
adversos como son la falta de nutrientes y presencia de desinfectantes. Por esta razén existe gran
dificultad de control de la contaminacién bacteriana en la industria alimentaria (Vogeleer et al., 2016).
Ademas, se ha visto que el biofilm también se da como un agregado celular dentro del huésped sin
necesidad de una superficie abidtica, por lo que es importante identificar las bacterias que tienen esta

capacidad, para comprender su funcidn en la patologia (Sauer et al., 2022).
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En nuestros resultados pudimos observar que las cepas se comportaron de forma diversa en cada
temperatura de incubacion. Algunas cepas fueron fuertes formadoras de biofilm solo a una
temperatura, otras lo hicieron en dos temperaturas distintas y otras no formaron biofilm en ninguna

de las situaciones.

Los resultados obtenidos en esta tesis coinciden parcialmente con los alcanzados por Vogeleer y
colaboradores (2016) quienes sugieren que la formacion de biofilm podria contribuir a la resistencia

de STEC en el medio ambiente.

Caceres y colaboradores (2019) propone que la temperatura es una variable importante para el
crecimiento del biofilm en diferentes superficies, viéndose favorecido por temperaturas cercanas a la
del hospedero. Estos resultados no estan totalmente en linea con los nuestros, ya que nuestras cepas

tuvieron una capacidad formadora de biofilm variable, y no sélo a 37°C.

En los experimentos realizados por Barth y colaboradores (2020), analizan la formacidn de biofilm
agrupando las cepas en esporadicas y persistentes. Asi, puede verse que las cepas esporadicas
formaron biofilm a temperaturas mas cercanas a las ambientales, y las persistentes, a 37°C. A su vez,
analizaron la expresion de Curli y celulosa, solo en las cepas formadoras de biofilm, donde pudo
observarse que, algunas de ellas, expresaron estos fenotipos, concordando con nuestros resultados.
En nuestro trabajo no se pudo establecer una relacion entre la produccidn de biofilm y la expresién de
Curli o celulosa, ya que 5 cepas que si habian expresado la fimbria o el polisacarido en alguna de las
temperaturas cuando crecieron en agar RC, no formaron biofilm. Mientras que a 20°C sdlo 1 cepa
fuerte formadora de biofilm y 3 moderadas habian expresado Curli, y 3 de las cepas fuertes no habian
expresado ni la fimbria ni el polisacarido. A 30°C, 3 cepas fuertes y 4 moderadas expresaron tanto Curli
como celulosa, mientras que 1 fuerte y 2 moderadas expresaron solo Curli. A 37°C 4 cepas fuertes y
las 2 moderadas expresaron solo Curli, y solo MBG10 (fuerte) expresé ambos. La mayoria de las cepas
que produjeron biofilm a 30°C, ademas de producir Curli, también tuvieron la capacidad de producir
celulosa en el ensayo de RC. Podriamos suponer que esto se debe a que las temperaturas ambientales
medianamente altas, como las que se dan en nuestro pais en las estaciones de primavera y otofio,
inducen a la bacteria a expresar este fenotipo, mejorando asi la capacidad de supervivencia en estos

ambientes.

Curli también estuvo presente en todas las cepas que formaron biofilm tanto de forma fuerte como
moderada a 37°Cy en la mayoria a 20°C. Esto puede indicar que cumple un papel importante tanto en
la supervivencia en el ambiente, como en la interaccién hospedero-patogeno. Sin embargo, no

logramos asegurar que sea esencial, ya que 3 fuertes formadoras de biofilm, no lo expresaron a 20°C.
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Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, podriamos decir que las cepas que produjeron
biofilm a 20°C y 30°C podrian estar mejor adaptadas a sobrevivir fuera del hospedero, como lo hacen
las cepas esporadicas. Las cepas Bj1.3 (aislada de un ternero con DNT), MBP11.1, MB0OO0.3, y MB0O3.6
(aisladas de MF u érganos de animales muertos) fueron capaces de producirlo tanto a 20°C como a
30°C, ya sea de forma fuerte o moderada, se puede considerar agruparlas en posibles STECesp. A su
vez, se observé que las cepas que formaron biofilm a 37°C, produjeron sélo Curli en el ensayo de RC,
por lo tanto, estas cepas, estarian mejor adaptadas al ambiente dentro del hospedero, y se puede
suponer que utilizarian la fimbria Curli para favorecer la adhesion de STEC a los tejidos. Curiosamente,
la cepa aislada del ternero sano apenas presentd una capacidad moderada de producir biofilm sdlo a
20°C. Nuestros resultados podrian indicar que la presencia de Curli y celulosa, no siempre es un
requisito para la formacion de biofilm. Ademas, ya que se expresan también en cepas que no producen
biofilm, podemos suponer que cumplen otras funcionas mas alla de la estructural. A su vez, debemos
considerar que el biofilm generalmente estd formado por comunidades bacterianas, dénde pueden
existir diferentes cepas de una especie, o incluso especies diferentes, por lo tanto, la variabilidad en la
formacidn de biofilm y su composicidn, podrian bien, ser una adaptacion de las STEC para sobrevivir
en conjunto, tanto en el ambiente como en el hospedero, esto explicaria porque algunas cepas, no

expresaron ni Curli ni celulosa, pero si tienen capacidad de formar biofilm con otros componentes.

Las hemolisinas son proteinas capaces de destruir las células del hospedero y desencadenar la
respuesta inflamatoria, contribuyendo a la patogenia de la enfermedad (Bielaszewska et al., 2014, Hua
et al., 2021). La enterohemolisina EhxA se asocia con enfermedad diarreica y SUH, produce lisis de
eritrocitos, liberando el grupo hemo que es utilizado por la bacteria como nutriente para su propio
crecimiento (Hannaoui et al.,, 2009). La hemolisina HylA causa necrosis en los tejidos y facilita la
colonizacion del huésped, afecta diversos tipos celulares por ejemplo glébulos rojos (GR), fibroblastos,

granulocitos, linfocitos y macréfagos (Cavalieri et al., 1982, Cané et al., 2023).

En la Tabla 1 se encuentran los perfiles de virulencia para las 22 cepas estudiadas, el 68.2% (15/22)
presentan el gen ehxA codificante para la enterohemolisina, la cual produce alfa hemolisis. El 63,6%
(14/22) de las cepas lograron expresar este fenotipo en alguna de las 3 temperaturas, sin embargo,
solo el 18,2% (4/22) pudieron expresarla a 37°C (temperatura del hospedero). Segun el analisis
estadistico realizado, EhxA se expresa mds a 302C que a 202C o 3729C. Esto puede deberse a las
condiciones de cultivo, o a la regulacién génica de STEC. Los resultados obtenidos in vitro, no siempre
reflejan la actividad de la bacteria in vivo. Es necesario complementar el andlisis de dicha hemolisina

con experimentos que impliquen su actividad en seres vivos. Como se menciond anteriormente, la
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enterohemolisina es considerada un factor importante en la patologia del SUH, por lo tanto, podemos
decir que las cepas que efectivamente lograron expresar dicha hemolisina a 37°C son potencialmente
peligrosas para el ser humano. De estas cepas, sélo una tuvo la capacidad de formar biofilm a 37°C, y
produjo Curli en esta temperatura. Esta cepa (MBO 7.3), fue aislada del pulmén de un animal muerto.

Es evidente que esta cepa pudo ser una de las causas etioldgicas del fallecimiento del animal.

La actividad de HylA fue detectada en 59,1% (13/22) de las STEC a 37°C, obteniéndose una diferencia
significativa con respecto a la expresidon a 202C y 30°C. Esto podria sefialar una adaptacion de las STEC
para producir esta hemolisina a la temperatura del hospedero, favoreciendo la patologia. Ademas,
hubo 2 cepas que también la expresaron a 30°C. Como mencionamos anteriormente, esta hemolisina
cumple un papel importante en las infecciones del tracto urinario, pero afecta también otro conjunto
de células, por lo tanto, no podemos descartar que también tenga importancia en la patologia del SUH.
Es necesario profundizar en la investigacion de HylA para conocer si tiene alguna funcion especifica en

dicha patologia, ademas de la lisis de ciertos tipos celulares.

En el trabajo de Lorenz y colaboradores (2013) se analizaron 435 cepas de STEC a 37°C, y la alfa
hemolisis se observo en el 69,2% (301/435) de las cepas de STEC. En nuestro ensayo sélo 2,8% (4/22)

fueron alfa hemoliticas, difiriendo notablemente con esos resultados.

De igual manera, los resultados obtenidos por Miko y colaboradores (2014) tampoco coinciden con los
nuestros, ya que todas las cepas que poseian el gen ehxA produjeron enterohemolisina y ninguna cepa
produjo HylA. Ellos utilizaron métodos similares de cultivo, donde se analizaron 74 cepas de STEC. Sin
embargo, las cepas fueron de origenes muy diversos, lo que podria explicar la notable diferencia con

nuestros resultados.

Los estudios mencionados anteriormente no analizan la expresién de hemolisinas en otras
temperaturas ademds de 37°C. Los resultados obtenidos aqui reflejan la capacidad de las hemolisinas
de producirse en temperaturas mds bajas. Es interesante suponer que podrian tener funciones
adaptativas en el medio fuera del hospedero, que contribuyan a su supervivencia, sin embargo, se

requieren mas estudios sobre el tema.
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En el presente trabajo determinamos que la expresion de Curli y celulosa no siempre esta asociada a
la produccion de biofilm, y puede expresarse a varias temperaturas siendo favorecido el fenotipo Rdar
por temperaturas medianamente altas (30°C). Es necesario complementar estos ensayos con otros

métodos de confirmacidn, como por ejemplo el de Canconfldor.

En cuanto a la formacidn de biofilm, pudimos observar que la temperatura es una condicién
significativa a la hora de su produccién in vitro, y que el crecimiento bacteriano puede verse

condicionado por dicho factor.

Por otro lado, la presencia del gen codificante para EhxA no siempre asegura su expresion, esto puede
deberse a las condicionas especificas del ambiente o a la regulacidn génica de la bacteria. A su vez,
demostramos que esta hemolisina se expresa mas a 30°C que a 37°C. Mientras que la hemolisina HylA
podria cumplir un papel importante en la patologia del SUH, ya que fue expresada mayoritariamente

a 37°C (temperatura del hospedero).

Finalmente, dado que las hemolisinas EhxA e HylA también pueden ser expresadas a bajas
temperaturas, es necesario realizar estudios complementarios para poder comprender el papel que

cumplen dichas proteinas en la adaptacién de STEC a diferentes nichos.
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