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Bacteriéfagos portadores del gen de la Stx 2 en aguas

Introduccion general

Numerosos factores de virulencia como las toxinas son, a menudo, codificadas
por elementos genéticos tales como los plasmidos, los transposones y los
bacteriofagos. Estos elementos se mueven de manera horizontal y vertical por las
poblaciones bacterianas, confiriendo una ventaja evolutiva para las células huéspedes a
las que transfieren el material genético y en consecuencia para los propios genes

transferidos.

Asi por ejemplo, la conversion fagica esta relacionada con la produccién de
muchas toxinas bacterianas importantes. Esto incluye la toxina producida por
Corynebacterium difteriae (Laird y Groman, 1976), la toxina eritrogénica producida
per Streptococcus (McShan y col., 1997), la enterotoxina de Staphylococcus (Betley y
Mekalanos, 1985), recientemente se ha visto que también la toxina producida por
Vibrio cholerae (Waldor y Mekalanos. 1996) y ciertas enterotoxinas producidas por

E. coli (Scotland y col. 1983; O'Brien y col., 1984; Newland y col., 1985).

Enterotoxinas de E. coli

Escherichia coli puede producir muchas toxinas diferentes que actuan en el
tracto intestinal, conocidas en conjunto como enterotoxinas. Las cepas de E. coli
productoras de enterotoxinas, son patogénicas y actuan causando diversas
enfermedades entéricas en animales y humanos. Aunque existe una cierta confusion
* respecto a la denominacién de las cepas de E. coli patogénicas, tradicionalmente se han

clasificado en cinco grupos principales (Blanco y col., 1991): Cepas enterotoxigénicas
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(ETEC), cepas enteropatogénicas (EPEC), cepas enteroinvasivas (EIEC), cepas
enteroadherentes y agregantes (ECEA) y cepas enterohemorragicas (EHEC). Sin
embargo, algunas clasificaciones posteriores las engloban solo en tres categorias
principales, las enterotoxigénicas (ETEC), las verotoxigénicas (VTEC) y las

necrotoxigénicas (NTEC) (Blanco y col., 1995).

De entre todas ellas, este estudio se ha centrado en relacion a las cepas de E.
coli verotoxigénicas, llamadas asi por ser productoras de toxinas que destruyen las
células Vero. Se encuentran otras denominaciones en la bibliografia para estas cepas
verotoxigénicas (VTEC), como son E. coli enterohemorragicas (EHEC) y E. coli

productoras de toxinas “Shiga-like" (SLTEC).

Algunas de estas cepas son las causantes de diarreas hemorragicas y sindromes
urémicos en todo el mundo (Karmali y col, 1983; Griffin y col,, 1991). Se han
descrito diversos serotipos (018, 026, O111, 0128, 0138 y 0O157), en los que se
aislan cepas EHEC de elevada virulencia. Entre todas ellas destaca E. coli O157:H7

por ser especialmente virulenta (Nataro y Kaper, 1998).

E. coli O157:H7 ha sido motivo de estudio en esta tesis por tres razones
principales: En primer lugar es el serotipo mejor estudiado y mas descrito en la
bibliografia. En segundo lugar se encuentra disponible en las colecciones de cepas
bacterianas, donde se puede obtener con o sin los genes que codifican para las toxinas
que le confieren virulencia. Por ultimo, la informacion existente en la bibliografia
describe en este serotipo la presencia de bacteriéfagos portadores de genes que
codifican para las toxinas que produce. El estudio realizado en esta tesis se ha centrado

principalmente en dichos bacteriofagos.
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Transmision de E. coli O157:H7

E. coli O157:H7 se transmite por agua y alimentos y de persona a persona. La
mayoria de los casos han sido causados por ingestién de alimentos contaminados,

especialmente carne de origen bovino.

El ganado vacuno constituye el reservorio principal de estos microorganismos
(Blanco y col., 1995; Wang y col., 1996), siendo la came picada poco cocinada y la
leche sin pasteurizar los principales vehiculos de transmision. También se considera

que el ganado ovino y caprino puede actuar como reservorio (Blanco y col., 1995).

Otros estudios apuntan ademas como posible causa de infecciones por E. coli
O157:H7 la ingestion de mayonesa, yogures artesanales, zumos no pasteurizados,

sidra, embutidos y vegetales crudos (Nataro y Kaper, 1998).

Ademas de los alimentos, otro de los vehiculos de transmisidon de O157:H7
son las aguas contaminadas. Se han producido brotes de origen hidrico, especialmente
por consumo de agua no depurada, y por utilizacion de aguas recreacionales como
lagos y piscinas (Keene y col. 1994). Encontramos, por ejemplo, en 1992 una
importante epidemia en EEUU por ingestion de agua procedente de la red municipal,
ésta fue causada por una mala cloracion del agua debida a un mal funcionamiento del

sistema de depuracién (Swerdlow y col. 1992).
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Toxinas '"Shiga-like"

Estas toxinas son uno de los factores de patogenicidad mas importantes de las
cepas EHEC. Reciben el nombre de toxinas "Shigella-like" (SLT). Posteriormente la
nomenclatura ha cambiado por "Shiga-toxins" (Stx) segun la ultima clasificacion

(Calderwood y col., 1996) (*).

Las "Shiga-toxins" se describieron inicialmente como aquellas toxinas activas
sobre las células Vero y HeLa. Se encuentran dos tipos principales, la Stx 1 que es
sintetizada por todas las cepas EHEC, tiene elevada actividad citotoxica, es
enterotoxica en segmentos de ileon de conejo y es letal cuando se la inyecta
intraperitonealmente en ratones. Y la Stx 2, que es la toxina en la que se ha centrado
este estudio, escogida en base a su especial virulencia. Basicamente tiene las mismas
tres propiedades biologicas que la Stx 1, es decir, es citotoxica para células HeLa i
Vero, es enterotoxica para segmentos del ileon en conejos y es letal para ratones en
dosis comprendidas entre 100 ng i 2 pg. Pero ain siendo menos citotoxica, es
especificamente mas letal en ratones (Tesh y col, 1993) y parece mas directamente
relacionada con el desarrollo de la colitis hemorragica y del sindrome urémico

hemolitico (Nataro y Kaper., 1998).

Los primeros estudios de toxinas "Shiga-like" determinaron que una
Escherichia coli enteropatogénica causaba diarrea en conejos recién nacidos (Cantey y
col,, 1977) y en bebés humanos. Como estas cepas no eran enteroinvasivas y no eran
capaces de producir las toxinas termolabiles (LT) o termoestables (ST) previamente
descritas para E. coli hasta el momento, los autores hipotetizaban que debia haber otro

mecanismo de virulencia que explicara la causa de estos sintomas.

(*) NOTA: A lo largo de toda esta memoria de Tesis Doctoral se nombran las toxinas similares a las
de Shigella como “Shiga-toxin™ o Stx. No obstante se ha respetado las nomenclaturas anteriores en
los puntos en que se citan trabajos previos a dicho cambio, y también en las citas bibliogrificas donde

se nombra de l1a forma anterior.)
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Simultaneamente, otros autores (Konowalchuk y col., 1977, Wade y col, 1979
y Scotland y col,, 1980), encontraron algunas cepas de Escherichia coli (serotipos
018, 026, 068, 0111 y 0138) que eran capaces de sintetizar una toxina que producia
cambios morfoldgicos en células Vero diferentes a las producidas por las clasicas

enterotoxinas termolabiles de Escherichia coli, esta toxina fue denominada Verotoxina

(VT).

Una de estas cepas del serotipo 026, la cepa H19, producia una enterotoxina
diferente a la enterotoxina termolabil (LT) y dicha enterotoxina podia ser transferida a
una cepa de Escherichia coli K12. Scotland y col. (1979, 1980) observaron que esta
cepa K12 transferida, producia la enterotoxina y que entonces era VT positiva, por lo
que se sugirid que esta enterotoxina era en realidad la Verotoxina (VT) y que habia sido

transferida desde la cepa H19 a la cepa K12.

Se cambi6 la denominacion cuando se estudio la VT y se pﬁso de manifiesto la
similitud de esta toxina con la toxina de Shigella, puesto que dicha toxina era capaz de
ser neutralizada por una antitoxina obtenida de conejos contra una preparacion cruda
de toxina de Shigella. A partir de entonces encontramos la nomenclatura de toxina

"Shiga-like" (SLT).

Alison D. O’Brien y col. identificaron y purificaron en 1983 la verotoxina
producida por Escherichia coli O157:H7, demostrandose que ésta era neutralizada por
los anticuerpos contra la toxina purificada de Shigella, la denominaron toxina "Shiga-
like" (posteriormente llamada Stx 1). Hasta el momento no se han descrito variantes de

esta toxina.

En 1986, Strockbine y col. describieron una segunda toxina, que a diferencia de
la primera no era neutralizada con los anticuerpos contra la toxina de Shigella y que
denominaron toxina "Shiga-like" 2 (posteriormente llamada Stx 2). Estudios

subsiguientes han descrito numerosas variantes de la Stx 2.
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"Shiga-toxins' en otras bacterias

Aproximadamente 200 serotipos diferentes de E. coli pueden producir Stx
(Johnson y col, 1996). Ademas de las cepas de E. coli, otras bacterias pueden

producir también Stx.

Algunas cepas de Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus producen bajos
niveles de una citotoxina activa sobre células HeL.a que puede ser neutralizada por el
anticuerpo policlonal contra la toxina de Shigella y con el anticuerpo monoclonal
contra la subunidad B de la Stx 1 (O’Brien y col. 1984). Ademas de estas, ciertas
cepas de Salmonella typhimurium y varios aislamientos de Campylobacter jejuni
producen bajos niveles de una citotoxina neutralizada con anticuerpos contra la toxina
de Shigella (O’Brien y Holmes, 1987). En otros géneros tales como Citrobacter
Sfreundii (Schmitd y col,, 1993) y Enterobacter cloacae (Paton y col., 1997) se ha

descrito también la produccion de toxinas similares a la Stx 2.

Inestabilidad del genotipo que codifica la produccion de Stx 2

La producciéon de Stx 2 es una caracteristica genética que no siempre
permanece estable en una determinada cepa bacteriana. Karch y col. (1992) aportaron
datos sobre la inestabilidad de los genes Stx en diferentes cepas de E. coli después de
subcultivarlas. Estudios realizados por Schmidt y col. (1993) de la Stx 2 en
Citrobacter freundii, describen también pérdidas de citotoxicidad en algunas cepas
después de subcultivarlas. Otros trabajos (Paton y col, 1997), describen Ila
inestabilidad “in vitro” de los genes de la toxina Stx 2 en cepas de Enterobacter

cloacae.

Métodos moleculares han demostrado que existen aislamientos de O157 que

tienen la capacidad de cambiar rapidamente su composiciéon genotipica, en lo que se
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refiere a los genes que codifican para las toxinas en subcultivos de la cepa inicial. Esta
variacion se puede observar por subcultivo de la cepa recién aislada. Este fenomeno es
conocido como “clonal turnover” o reorganizacion clonica (Karch y col., 1995), se cree
que ocurre dentro de la poblacion de E. coli O157:H7 de un mismo paciente, y se
caracteriza por la aparicion de nuevos genotipos y la pérdida de los viejos. Este efecto
también puede tener lugar durante el procesamiento de comida o cuando E. coli
O157:H7 cambia de huésped. Quiza por ese motivo es muy dificil demostrar una

relacion entre los aislamientos de 0157:H7 epidemiologicamente proximos.

Toxinas Stx y bacteriéfagos

Las toxinas Stx 1 y Stx 2 son codificadas por genomas de fagos que lisogenizan

las cepas bacterianas.

Los bacteriéfagos que transportan los genes de las Stx son de diferentes tipos
y se diferencian en base a propiedades tales como el rango de huéspedes que son
capaces de infectar, la especificidad inmunoldgica o la susceptibilidad a la inactivacion

por calor.

E. coli O157, es susceptible de ser lisogenizada por al menos dos tipos
diferentes de bacteri6fagos portadores de genes de Stx, el bacteriofago 933 J portador
del gendela Stx 1y el 933 W portador del gen de la Stx 2. Ambos bacteriéfagos han
sido descritos como lamboides (O’Brien y col. 1984) y por tanto pertenecientes a la

familia Siphoviridae.

Las primeras investigaciones, que llevaron al descubrimiento de que los genes
de estas toxinas se hallaban insertos en el genoma de bacteriofagos, fueron estudios
sobre la capacidad de cepas VT positivas para transferir el caracter a otras cepas, en

especial a la cepa Escherichia coli K12. Fue entonces cuando se vio que muchas de las
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cepas transferidas se habian vuelto lisogénicas en el proceso. Esta observacion dio
lugar a la investigacion por la que se descubrid que los genes VT en estas cepas
estaban incorporados en el genoma de fagos con los cuales habian sido lisogenizadas.
Si bien cabe destacar que no siempre las cepas lisogenizadas adquirian el caracter VT,
y que no siempre la transferencia era mediada por fagos, los estudios realizados por
Williams Smith y col. (1983) demostraron que la lisogenizacion de Escherichia coli
K12 con fagos provenientes de cepas enteropatogénicas humanas podian tener como

resultado la adquisicion del caracter de la toxina VT.

A partir de estos estudios, Scotland y col. (1983) describieron bacteriéfagos
portadores de toxinas que espontaneamente se activaban a partir de una cepa K-12 de
Escherichia coli que habia sido co-inoculada junto a una cepa toxigénica H-19 de
Escherichia coli O26. Se aislaron dos bacteriofagos diferentes, H-19A y H-19B, que
eran liberados espontaneamente de una cepa Escherichia coli H-19. La cepa H-19 es

productora de grandes cantidades de una citotoxina similar a la toxina de Shigella.

Un aiio después de que se purificara la toxina "Shiga-like" a partir de una de las
cepas de Escherichia coli O157:H7 (cepa 933), O’Brien y col. describieron que la cepa
933, causante de diarreas hemorragicas y productofa de grandes cantidades de toxina
"Shiga-like", era lisogénica para dos tipos diferentes de fagos portadores de genes de la
toxina "Shiga-like", los llamaron 933 J y 933 W. El gen de la primera toxina o toxina
"Shiga-like" 1 esta englobada en el genoma del fago 933 J, mientras que el gen de la

segunda toxina ("Shiga-like" 2) es transportado en el genoma del bacteriofago 933 W.

Fagos portadores de la Stx 2

Estudios realizados por el grupo de Helgue Karch (Datz y col,, 1996) y por
otros autores (Rietra y col, 1989; Wilsham y col. 1987), estuvieron dirigidos a

estudiar algunos fagos inducidos del genoma de distintas cepas de E. coli 0157. Se vio
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que no existian diferencias entre su morfologia, el tamaiio de su genoma y que tenian

patrones de restriccion muy similares.

Ademas se compar0 la secuencia del gen p entre fagos de cepas de E. coli 0157
y la secuencia de dicho gen p en fagos lambda. El gen p es interesante por el papel que
juega en la replicacion de los fagos de la familia lamboide. Sus resultados demuestran
que existe una gran similitud entre los genes p de los fagos 933W y los del fago
lambda, lo que confirma que.los fagos de O157 son fagos del tipo lambda. (Samadpour

y col. 1995; Datz y col., 1996).
Es posible que los bacteriofagos integrados en el cromosoma de O157 sean los

responsables de la inestabilidad del caracter de la Stx 2 y del fendmeno del "clonal

turnover" (Karch y col. 1995) citado anteriormente.

Conversion fagica en ambientes naturales

Se supone que la conversion fagica debe ocurrir en los ambientes naturales en
que las bacterias-fagos se encuentran. Sin embargo, la informacion disponible es muy
escasa tanto en lo que se refiere a la ocurrencia del fendmeno de
lisogenizacion/conversion en si, asi como a la presencia de bacteriofagos libres que
transportan genes que confieren a las bacterias determinados caracteres, como por

ejemplo la capacidad de producir toxinas, como es el caso de la Stx 2.

Asi es, si bien esta perfectamente descrito el fendmeno de transduccion y la
lisogenizacion/conversion en condiciones de laboratorio, existe muy poca informacion
sobre su ocurrencia en condiciones naturales. Sin embargo ésta se ha podido observar
en condiciones simuladas. Asi por ejemplo, Saye y col (1990) demostraron que la

transduccion en Pseudomonas aeruginosa, tiene lugar durante incubacion "in situ" en

aguas dulces y principalmente cuando las bacterias se encuentran unidas a sélidos.
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Mel y Mekelanos (1996) demuestran que la transduccion del gen de la toxina colérica
y la posterior conversion de cepas de Vibrio cholerae no toxigénicas tiene lugar con
mayor eficacia en el tracto intestinal de animales de laboratorio que en experiencias
realizadas "in vitro". Asi pues, no parece existir duda de que la
lisogenizacion/conversion es un fenémeno que no sélo ocurre en el laboratorio, sino
que también se da en la naturaleza. En el caso de E. coli y Stx 2 no se ha observado
lisogenizacion/conversion mas que en condiciones de laboratorio. Sin embargo,
diversos autores sugieren que §ara explicar la distribucién de cepas de enterobacterias
portadoras del gen de la Stx 2, aquélla se tendria que dar en alimentos (Samadpour y
col,, 1990), en aguas (Martins y col,, 1992; Grant y col, 1996) y posiblemente en el
tubo digestivo de hombres y otros animales. Incluso algunos autores sugieren que es
posible pensar que la ingestion de bacteriéfagos portadores del gen de la Stx 2 podria
conducir a la conversion de cepas de £. coli sin el gen, y por tanto no patogénicas,

residentes en el digestivo de una determinada persona o animal.

Para que la lisogenizacion/conversion se dé en ambientes naturales, debe haber
en éstos fagos portadores de los genes. En este caso la informacion es inexistente tanto
para el gen de la Stx 2 como para cualquier otro a pesar del interés que muestran
diversos autores (O’Brien y col. 1984; Datz y col.; 1996, Beutin y col., 1997). Sin
embargo hay informacion de la presencia en medio natural de bacterias que portan el
gen de la Stx 2 (Martins y col., 1992; Grant y col., 1996). Si consideramos que una de
las causas de induccion de lisogenia, y por tanto de liberacion de bacteriofagos, es el
estrés ambiental, es previsible que en medios en que se encuentran E. coli portadoras
del gen, como heces, aguas contaminadas y alimentos contaminados, se pueda prever

la presencia de dichos fagos, aunque no se haya descrito su deteccion hasta la fecha.
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Objetivos globales

El estudio se desarroll6 a tres niveles correspondientes a los tres capitulos de

esta tesis, con los siguientes objetivos:

Puesta a punto de una metodologia que permita estudiar la presencia de fagos
portadores del gen de la Stx 2 en aguas residuales del area urbana de Barcelona. A
partir de la metodologia empleada estimar la cantidad de estos fagos presentes en agua

residual.

Estudiar la frecuencia de los fagos portadores del gen de la Stx 2 presentes en
aguas residuales de diferentes origenes. Asimismo estudiar si el método utilizado

permite determinar su diversidad.

Estudiar la persistencia de fagos portadores del gen de la Stx 2, infecciosos
para E. coli O157:H7, en ambientes naturales y después de tratamientos de

inactivacién.
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Capitulo 1

Deteccion de bacteriéfagos portadores del gen de la Stx 2 en agua

residual

1.1.- Introduccion

A continuacion se describen algunas caracteristicas de la Stx 2 y de E. coli

O157:H7 de interés para comprender el desarrollo de este capitulo.
1.1.1.- Toxina Stx 2
1.1.1.1.- Estructura y heterogeneidad de la toxina Stx 2

La toxina Stx 2 consiste en una subunidad enzimatica, la subunidad A, con un
peso molecular de 33.000 Da, asociada de forma no covalente con un pentamero de
subunidades B de 7.800 Da que actian a nivel de union con el receptor (Takeda y col.,

1993). La unién de las dos subunidades conforman la toxina bioldgicamente activa.

La toxina es estable a 37 °C mientras que se inactiva a temperaturas superiores

(Head y col., 1988).

La toxina purificada presenta actividad citotoxica sobre células Vero. También
presenta una elevada actividad biolégica, como muestran experimentos realizados con
animales de laboratorio. Asi por ejemplo, presenta enterotoxicidad sobre asas ligadas
de intestino de conejo y causa mortalidad sobre ratones de laboratorio al ser

inoculados intraperitonealmente con la toxina (Lindreng y col., 1994).

Se han descrito numerosas variantes de la toxina Stx 2, identificadas en funcion
a sus caracteristicas antigénicas. Estas variantes se describen con mayor precision en el

capitulo 2 de esta memoria de tesis.
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1.1.1.2.- Secuencia del gen de la Stx 2

La secuencia completa de los genes que codifican para la toxina Stx 2
comprende una longitud total de 1.660 pares de bases (pb) (Jackson, Neill y col,
1987). En direccion 5'-3' de esta secuencia se encuentra el gen que codifica para la

subunidad A, seguido del gen que codifica para la subunidad B.

En los bancos genéticos de la EMBL y del Gen Bank hay descritas numerosas
secuencias del gen de la Stx 2. La mayoria se han obtenido a partir de secuenciar el gen
de la toxina obtenido a partir del genoma de diversas cepas de E. coli. Asimismo esta
descrita la secuencia del gen estudiada a partir del genoma del bacteriéfago 933 W.

Todas las secuencias existentes del gen de la Stx 2 presentan alta homologia entre ellas.

Ademas, hay descritas secuencias correspondientes a variantes del gen de la

Stx 2 como se describe con mas detalle en el capitulo siguiente.

Dentro de la secuencia, existen zonas altamente conservadas para todas de las
secuencias descritas tanto de la Stx 2 como de sus variantes. Estas zonas de maxima
homogeneidad entre las diversas secuencias fueron escogidas para el disefio de los

cebadores y sondas utilizados en esta tesis doctoral.
1.1.1.3.- Expresion del gen de la Stx 2 en células lisogenizadas

Como se indica en la Introduccion general de esta memoria de tesis, el gen de la
Stx 2 se encuentra englobado en el genoma de bacteridfagos que se encuentran como

profagos en el genoma de las cepas productoras de la toxina (O'Brien y col., 1984).

Los bacteridfagos muestran un impacto regulador de la produccion de Stx 2.
Este hecho se observa porque al aumentar la replicacion de fagos portadores del gen de
la toxina mediante la induccion del ciclo litico del fago, se produce un aumento en la

produccion de la toxina por aumento del nimero de copias del gen de la toxina.
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La adicion de 0.2 pg/ml de Mitomicina C a un cultivo de E. coli O157:H7
productora de la toxina, se refleja en un aumento de la produccion de Stx 2 de
aproximadamente 100 veces (Head y col, 1988). Ademas, al aumentar las
concentraciones de Mitomicina, aumenta a su vez la actividad tdoxica del sobrenadante
de dichos cultivos lisogénicos (Miihldorfer y col. 1996). Esto es debido a que la
Mitomicina C actia estimulando el ciclo litico de los bacteriofagos lisogénicos en
cepas de £. coli. Al aumentar el nimero de fagos, aumenta el nimero de copias del gen
de la toxina, traduciéndose en un aumento de la produccion de la propia toxina, la cual

es detectada en el sobrenadante de estos cultivos lisogénicos activados.

1.1.1.4.- Antigenicidad de Ia Stx 2

Si bien la toxina Stx 1 es idéntica a la "Shiga-toxin", producida por Shigella
disenteriae, la Stx 2 se diferencia de la 1 y de la toxina de Shigella por la incapacidad
de los anticuerpos policlonales anti "Shiga-toxin" de inhibir la actividad citotoxica de la
Stx 2 (O'Brien y Holmes, 1987). La Stx 2 es neutralizada por antisueros preparados
contra preparaciones crudas de la propia Stx 2, en tanto que no es neutralizada por

anticuerpos anti Stx 1 y contra la toxina de Shigella (Scotland y col., 1986).

Los resultados obtenidos de aislar y caracterizar anticuerpos monoclonales
contra la Stx 2 producida por E. coli enterohemorragicas, han dado ademas mucha
informacién sobre la inmunologia de esta toxina. Perera y col. (1988) obtuvieron
anticuerpos monoclonales (Mabs) del tipo Ig G, que reconocian la subunidad A de la
Stx 2 y que eran altamente neutralizantes. Esto sugiere que dicha subunidad A es

mucho mas inmunodominante que la subunidad B.

Sin embargo, anticuerpos monoclonales producidos contra la subunidad B de la
Stx 2, neutralizaban de forma débil el efecto de la toxina. Los autores argumentan que
esto es, quizas, debido al hecho que el aislamiento de subunidades B se realiza de
forma monomérica y que en realidad seria necesaria la obtencion de Mab contra
multimeros de subunidades B para que fueran efectivos como neutralizantes (Acheson

y col,, 1995).
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1.1.2.- Escherichia coli O157:H7

1.1.2.1.- Deteccion de E. coli O157:H7 en muestras de agua

Se han descnito numerosos métodos de deteccion de E. coli O157:H7 y existe
en la bibliografia abundante informacion al respecto. Pero en general, estos métodos
estan dirigidos a la deteccion de E. coli O157:H7 en muestras clinicas o de alimentos,
donde, en caso de encontrarse presente, la concentracion de O157:H7 suele ser

elevada. No existen sistemas dirigidos especificamente a su deteccion en muestras de

aguas.

Uno de los principales problemas para su deteccion parece ser que los
sistemas que pretenden detectar la cepa por aislamiento en medio selectivo, presentan
falta de especificidad. Dado el elevado nimero de serotipos de E. coli que encontramos
en muestras de agua, y el bajo nimero de O157:H7 respecto al total, es dificil de
discernir las cepas de E. coli O157:H7 del resto. Por este motivo es complicado

estudiar la distribucion de estas cepas en medios acuaticos.

Asimismo, muchas cepas de E. coli O157:H7 presentes en el medio acuatico,
se encuentran en un estado de estrés que dificultan su crecimiento en medios selectivos

(Rocelle y col., 1995).

Por otro lado, no todas las cepas de £. coli 0157:H7 son patogénicas (Karmali,
1989). Lo interesante, tanto a nivel clinico como ambiental, seria la deteccion de los
serotipos estrictamente patogenos. La dificultad de deteccion de los serotipos
patogenos en aguas es aun mayor, dado el bajo nimero de O157:H7 que se pueden

detectar con los métodos empleados.

Las cepas de E. coli O157:H7 presentan ciertas caracteristicas que la
diferencian de la gran mayoria de cepas de E. coli. Por ejemplo, no crecen a
temperaturas de 44 °C, temperatura cominmente utilizada para el crecimiento de E.
coli en muestras de agua y alimentos (Raghubeer y Matches, 1990). Este serotipo es,
ademas, MUG (Methylumbelliferyl-B8-D-glucuronide) negativo (Martins y col. 1992)
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mientras que la gran mayoria de serotipos de E. coli presentan resultados positivos en
esta prueba. Por ultimo, la gran mayoria de cepas de E. coli O157:H7 no fermentan D-

sorbitol, a diferencia de la mayoria de cepas de E. coli (Ojeday col., 1995).

Estas diferencias han permitido desarrollar medios medianamente selectivos
para la deteccion de O157:H7. No obstante, es necesaria la utilizacion de pruebas
adicionales que confirmen la identificacion de O157:H7, asi como métodos que

confirmen la produccion de Stx por parte de las cepas aisladas.

La mayoria de estos métodos adicionales estan dirigidos a la deteccion, por
métodos moleculares, de E. coli O157:H7 o de los factores que le confieren
patogenicidad, entre ellos estan el gen de la Stx 1, de la Stx 2 o los fagos que los

transportan.

La deteccion se realiza mediante sondas genéticas especificas (Newland y col,,
1988; Karch y col., 1989), por amplificacion por PCR (Pollard y col., 1990; Lee Lang
y col. 1994) o por comparacion con los patrones de restriccion del fago lambda (Paros
y col., 1993; Samadpour, 1995). También se han desarrollado métodos inmunoldgicos
de deteccion de este serotipo, mediante el uso de anticuerpos monoclonales contra las
toxinas que produce (la Stx 1 y la Stx 2) (Perera y col., 1988; Acheson y col., 1993).
Asimismo se han desarrollado métodos de deteccion serologicos del serotipo O157:H7
basados en la deteccion del antigeno O157 del LPS (Dylla y col, 1995; Park y col,
1996) y del antigeno H7 (Sowers y col., 1996).

Recientemente y dada la baja cantidad de E. coli O157:H7 presentes en algunas
muestras, se han puesto a punto métodos de separacion inmunomagnética (Besser-
Wiek y col, 1996; Yu y Bruno, 1996). Estos métodos han resultado ser los mas
sensibles para la deteccion de O157:H7, superando incluso la sensibilidad de las

técnicas de PCR (Karch y col., 1996).
1.1.2.2.- E. coli Q157:H7 en medio acuatico

Como se ha comentado en el apartado anterior, el serotipo O157:H7 de E. coli

no es facilmente detectable en muestras de agua. Cuando, en casos de epidemias de
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origen hidrico, se han realizado analisis de las aguas que han sido el foco de la
contaminacion, se ha podido detectar la presencia de E. coli 0157:H7 (MacGowan y
col., 1989). Sin embargo, no existen datos que permitan conocer ni aproximadamente la

cantidad de O157:H7 existentes en aguas, ni tan solo en aguas residuales.

E. coli O157:H7 ha sido detectada en aguas residuales por medio de métodos
de amplificacion por PCR (Grant y col. 1996), sin embargo parece encontrarse en
bajos niveles. Si estos bajos niveles son reales o son producto de los problemas de
deteccion que presenta este serotipo, estd aun por determinar. Otros estudios
(Martins y col. 1992), indican que entre un 3-4 % de E. coli termotolerantes, aisladas
de aguas tratadas y no tratadas, poseen Stx 1 o/y Stx 2, de las cuales sélo una fraccion

corresponde a E. coli O157:H7, como se ha mencionado anteriormente.

1.1.3.- Fagos portadores de la Stx 2 en ambientes acuaticos

Aunque algunos autores de prestigio han mencionado la conveniencia de
disponer de informacion sobre los fagos portadores de la Stx 2 en agua residual, no
existe informacion al respecto, por tanto se desconoce el papel que juegan estos en la

transmision de factores de virulencia en el medio ambiente.

1.1.4.- Objetivos

- Poner a punto una metodologia para determinar la presencia de bacteriofagos

portadores del gen de la toxina Stx 2 en aguas residuales.
- Estimar el nimero de fagos portadores del gen de la Stx 2 en aguas residuales

- Determinar la infectividad de los fagos portadores del gen de la Stx 2 sobre
E. coli O15T:H7.

- Determinar si el gen de la Stx 2 transportado por estos bacteriofagos es

funcional.
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Capitulo 1

1.2.- Materiales y Métodos

1.2.1.- Cepas bacterianas y bacteriofagos

Como controles positivos de cepas portadoras del gen de la Stx 2, se utilizo E
coli 0157:H7 ATCC 43889, productora de Stx 2. En algunos experimentos iniciales se
usaron también cepas de E. coli O157:H7, ATCC 43894 y ATCC 35150, ambas

productoras de la Stx 2.

Como control positivo de fagos portadores del gen de la Stx 2 se utilizo el
bacteriéfago 933W, obtenido por induccion lisogénica con Mitomicina de E. coli

C600(933W), como se indica en el apartado de Materiales y Métodos Generales.

Como controles negativos de cepas no portadora del gen de la Stx 2, se utilizo
la cepa E. coli 0157:H7 ATCC 43888 que no posee el gen que codifica para la toxina.
Esta misma cepa, se utilizo también en los cultivos de enriquecimientos y para
cuantificar los fagos infecciosos para O157:H7 en aguas residuales. Asimismo, en
algunos experimentos iniciales se utilizaron las cepas E. coli CN13, E. coli KS y E. coli

K12, que no producen Stx 2.

Como controles negativos de bacteriéfagos no portadores del gen de la Stx 2, se

utilizo en algunos experimentos iniciales el ADN extraido de fagos B 40-8 infecciosos

para Bacteroides fragilis (Tartera, 1986).

Para el recuento de colifagos somaticos se utilizé la cepa de E. coli CN13

(Pedroso y Martins, 1995).

(*) NOTA: La cepa C600 (933W) que contiene el fago 933 W integrado como profago, nos fue cedida
independientemente por tres autores, la Dra. Alison D. O.Brien, €l Dr. Helge Karch y la Dra. Inge

Miildhoffer, a quienes agradecemos sinceramente la cesion.
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1.2.1.1- Obtencidn de "stocks" del bacteriofago 933 W

Si bien fue muy util la utilizacion del fago 933W como control positivo, la
metodologia empleada para su activacion y el posterior mantenimiento del "stock" de
fagos portadores del gen de la Stx 2 ocupé un tiempo considerable durante la
realizacion de esta tesis doctoral. El protocolo de activacion del ciclo litico del fago
933 W se comenta en el apartado de Materiales y Métodos Generales. Si bien la
activacion del ciclo litico del fago acabo resolviéndose satisfactoriamente, los
subsiguientes intentos de mantener estable el "stock" del fago 933 W purificado,
llevaron a realizar diferentes aproximaciones para preservar el "stock" obtenido. Todas

estos intentos resultaron fallidos (*).

El titulo obtenido después de activar el ciclo litico del fago fue
aproximadamente de 10° ufp/ml inmediatamente después de su activacién. A las 24
horas desde la obtencion del "stock", el titulo obtenido descendi6 a aproximadamente a
10° ufp/ml, a las 48 horas tan solo se detectd un titulo de aproximadamente 1-10
ufp/ml, a las 72 horas no se observaron calvas de lisis al realizar la enumeracién del

"stock" (**).

*) Mantenimiento de los "stocks” del bacteriofago 933 W- A fin de mantener estable el "stock"
obtenido del fago 933 W, se intentd la adicién de inhibidores de proteasas (10 ul/ml PMSF y 1pl/ml

Leupectina) o la adicién de Glicerol como crioprotector. Asimismo se probdé a guardarlo a diferentes
temperaturas (4 °C, 25°C, 37°C y (- 20) °C) y en todos los casos se intenté guardario expuesto a la
luz o protegido de la luz. Ninguno de los sistemas utilizados dio resultados efectivos.

(**) Este fendmeno de inactivacion del fago 933 W nos fue descrito previamente por uno de los
investigadores que amablemente nos cedié la cepa C600(933W), la doctora Inge Miihldorfer. La Dra.
Miihldorfer describié el proceso como “degradacién” del fago, proceso que pudimos, en efecto,

comprobar.
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1.2.2.~ Muestras utilizadas

Las muestras de aguas residuales estudiadas provenian el area urbana de
Barcelona. Se obtuvieron de la entrada de una depuradora de tratamiento fisicoquimico
(Planta 1), que recibe agua residual de una zona urbana con aproximadamente
1.400.000 habitantes y de la entrada de una depuradora de tratamiento biologico
(Planta 2), que recibe agua proveniente de una zona urbana con 400.000 habitantes.

Asimismo se utilizaron muestras de agua residual de varios mataderos.
Las muestras se analizaron inmediatamente a su llegada al laboratorio. El

tiempo transcurrido entre la toma de las muestras y su analisis no superd en ningun

caso las 5 horas.

1.2.3.- Caracterizacion parcial de las aguas residuales estudiadas

Las muestras estudiadas se caracterizaron parcialmente enumerando los
colifagos somaticos y los bacteriofagos capaces de infectar a £. coli O157:H7 ATCC
43888, |

La enumeracion de bacteriofagos se realizé por el método de la doble capa de

agar (Adams, 1959), con medio Scholten's modificado (Anexo 1), segin el protocolo

descrito en el apartado de Materiales y Métodos Generales.

1.2.4.- Purificacion parcial de bacteriéfagos a partir del agua residual

Se purificaron bacteriofagos a partir de volimenes de 100, 10 y 1 ml de las

muestras de agua residual urbana. El protocolo de purificacion de los bacteriéfagos a
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partir del agua residual se especifica en el apartado de Materiales y Métodos

Generales.

Asimismo se purificaron fagos a partir de 10 ml de aguas residuales de

matadero, siguiendo idéntica metodologia.

Los bacteriéfagos se cuantificaron por el método de la doble capa de agar antes

y después del proceso de purificacion.

1.2.4.1.- Comprobacion y adecuacion del proceso de purificacion de los

bacteriofagos
En los experimentos iniciales se quiso descartar que el protocolo de
purificaciéon de bacteriofagos a partir de agua residual purificara algo mas que

bacteridfagos, para ello se realizaron dos aproximaciones.

1.2.4.1.1.- Purificacion alternativa por gradientes de CsCl

Se realizé alternativamente una purificacion de bacteriofagos mediante
gradientes de CsCl. Las muestras fueron posteriormente dializadas para la eliminacion
de sales antes de proceder a la extraccion del ADN. Para realizar este protocolo, se
prepararon las bolsas de dialisis y, una vez preparadas, se procedio a la dialisis de las

muestras, tal como se especifica en el apartado de Materiales y Métodos Generales.

Este protocolo se aplico en los 10 experimentos iniciales, se hicieron pruebas
en las que se realizaban experimentos paralelos aplicando o no la purificacion por
gradientes de cloruro de Cesio y posterior dialisis de las muestras. Al no encontrar

diferencias entre ambos procesos, finalmente se eliminé del protocolo.
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1.2.4.1.2.- Tratamiento con nucleasas

A fin de eliminar la posibilidad de estar amplificando ADN presente en el agua
residual en lugar de ADN extraido de los bacteriéfagos, se procedié a tratar los
bacteriéfagos parcialmente purificados con nucleasas. Para ello se utiliz0 ADNasa I a

una concentracion final de 10 unidades de ADNasa I/ul de muestra

Se verifico la efectividad de actuacion de la ADNasa mediante diferentes
pruebas para comprobar el correcto funcionamiento de la ADNasa en agua residual. Se
compararon los resultados obtenidos a partir de muestras tratadas con/sin ADNasa y
tratandolas con ADNasa a diferentes concentraciones. Finalmente se utilizaron las
concentraciones descritas anteriormente. Asimismo se inocularon de manera artificial
aproximadamente 100 ngr de ADN (correspondiente al amplimero obtenido por PCR
anidada del gen de la Stx 2) por ml de muestra de agua residual concentrada, y se
procesaron las muestras en paralelo con/sin tratamiento con ADNasa, comprobandose

si existian diferencias.

En algunos experimentos iniciales se realiz6 ademas tratamiento con ARNasa
ao? unidades/ul de muestra). Posteriormente se dejo de utilizar la ARNasa al
comprobar que no existia diferencias en muestras paralelas ensayadas con/sin dicho

tratamiento.

1.2.5.- Extraccion del ADN de los bacteriofagos purificados y de las cepés

bacterianas control

El ADN de los bacteriofagos parcialmente purificados del agua residual y del
fago 933 W inducido de E. coli C600(933W), se extrajo como se indica en el apartado
de Materiales y Métodos Generales. El ADN extraido se precipité y se diluyé en 20
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ul de agua bidestilada estéril. El ADN se visualiz6 mediante un gel de 0,8 % de agarosa

en TBE 1X (preparado segun se especifica en el Anexo 1).

Igualmente se realiz6 la extraccion de ADN de las cepas bacterianas usadas
como control en este estudio, segiin se indica en el apartado de Materiales y Métodos

Generales.

1.2.6.- Reconocimiento molecular y amplificacion del gen de la Stx 2

1.2.6.1.- Diseiio de cebadores y sonda

Los cebadores utilizados para la primera PCR y para la PCR anidada, asi
como la sonda especifica que describimos posteriormente, se disefiaron a partir de las
secuencias del gen que codifica para la toxina Stx 2 depositadas en los bancos genéticos

de la EMBL (European Molecular Biology Library) y del Gen Bank.

Se compararon las secuencias existentes del gen de la Stx 2 en los bancos
genéticos. Para ello se realiz6 un alineamiento multiple de estas secuencias (software
Pile Up, basado en el método de Needleman y Wunsch, 1970). Los resultados se

editaron utilizando el software Pretty Box, para visualizar las homologias.

Estos analisis demostraron que todas las secuencias descritas en los bancos
genéticos para el gen de la Stx 2 de diversos origenes coincidian con un 100 % de

homologia en algunos fragmentos.

Pudiendo escoger , por lo tanto, cualquiera de las secuencias descritas para el

gen de la Stx 2 como modelo, se decidio utilizar precisamente la correspondiente al gen
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de la Stx 2 inserto en el bacteriéfago 933 W (coédigo EMBL X07865) por tener mayor

relacion con los estudios que se iban a realizar.

En una de las regiones del gen que presentaba total homologia para todas las
secuencias del gen de la Stx 2 estudiadas, (entre las posiciones 450 y 900 del gen de la
Stx 2 inserto en el genoma del bacteridfago 933 W, codigo EMBL X07865), se
definieron los oligonucleétidos que se utilizaron como cebadores y sonda en este

estudio.

Se evalud su especificidad comparando estos oligonucledtidos con todo el
banco genético mediante el software FastA, (Devereux y col,, 1984). Se estudié que
estuvieran libres de estructuras terciarias como ‘“hairpins” (horquillas) i dimeros
mayores de 3 pares de bases (pb), utilizando el programa Oligo 4.01 (Rychlik, 1989).
Los oligonucleotidos fueron sintetizados por la empresa MWG Biotech, Boehringer

Mannheim, Espaiia.

De este modo se disefiaron los cebadores para la primera PCR y para la PCR

anidada, asi como una sonda interna (Figura 1.1).

Figura 1.1.- Fragmento del gen de la Stx 2 del genoma del fago 933W depositado en el
banco genético de la EMBL con el codigo X07865. Se puede observar la region que
codifica para la subunidad A donde se sitiian los cebadores de primera PCR y PCR
anidada asi como la sonda interna. También se puede observar el inicio de la region que
codifica para la subunidad B.
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1 ATCGCATAGC TCATCGGAAC AAGCTCAAGC GGTCTCCGGT CGAGTCCTCA
51 TGCGTCCATT ATCTGCATTA TGCGTTGTTA GCTCAGCCGG ACAGAGCAAT
101 TGCCTTCTGA GCAATCGGTC ACTGGTTCGA ATCCAGTACA ACGCGCCATA
151 TTTATTTACC AGGCTCGCTT TTGCGGGCCT TTTTTATATC TGCGCCGGGT
201 CTGGTGCTGA TTACTTCAGC CAAAAGGAAC ACCTGTATAT GAAGTGTATA
251 TTATTTAAAT GGGTACTGTG CCTGTTACTG GGTTTTTCTT CGGTATCCTA
301 TTCCCGGGAG TTTACGATAG ACTTTTCGAC CCAACAAAGT TATGTCTCTT
351 CGTTAAATAG TATACGGACA GAGATATCGA CCCCTCTTGA ACATATATCT
401 CAGGGGACCA CATCGGTGTC TGTTATTAAC CACACCCCAC CGGGCAGTTA

451 TTTTGCTGTG GATATACGAG GGCTTGATGT CTATCAGG

501 T GATTATTGAG CAAAATAATT TATATGTGGC CGGGTTCG

551 T CTACCGTTTT TCAGATTTTA CACATATATC

601 AGTGCCCGGT GTGACAACGG TTTC

ATGAC AACGGACAGC AGTTATACCA

651 CTGCAACG TGTCGCAGCG CTGGAACGTT CCGGAATGCA AATCAGTCG
701 A TCTGGCGTTA ATGGAGTTCA GTGGTAATAC
751 AATGACCAGA GATGCATCCA GAGCAGTTCT GCGTTTTGTC ACTGTCACAG
801 CAGAAGCCTT ACGCTTCAGG CAGATACAGA GAGAATTTCG TCAGGCn
GTA TACGATGACG CCGGGAGACG TGGACCTCAC
901 TCTGAACTGG GGGCGAATCA GCAATGTGCT TCCGGAGTAT CGGGGAGAGG
951 ATGGTGTCAG AGTGGGGAGA ATATCCTTTA ATAATATATC AGCGATACTG
1001 GGGACTGTGG CCGTTATACT GAATTGCCAT CATCAGGGGG CGCGTTCTGT
1051 TCGCGCCGTG AATGAAGAGA GTCAACCAGA ATGTCAGATA ACTGGCGACA
1101 GGCCTGTTAT AAAAATAAAC AATACATTAT GGGAAAGTAA TACAGCTGCA
1151 GCGTTTCTGA ACAGAAAGTC ACAGTTTTTA TATACAACGG GTAAATAAAG
1201 GAGTTAAGCA TGAAGAAGAT GTTTATGGCG GTTTTATTTG CATTAGCTTC

1251 TGTTAATGCA ATGGCGGCGG ATTGTGCTAA AGGTAAAATT GAGTTTTCCA

. Cebadores de primera PCR X Subunidad A de la Stx 2
B Cebadores de PCR anidada X Parte de la subunidad B
. Sonda interna
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Las caracteristicas concretas de cada oligonucleétido utilizado se presentan a

continuacion.

Primera PCR

cebador directo- 5°- GCGTTTTGACCATCTTCGT-3’
Tm: 65 °C, pb: 19
Posicion: 490-508.

cebador reverso - 5> ACAGGAGCAGTTTCAGACAG-3’
Tm: 68 °C, pb: 20
Posicion: 848-867

Amplimero correspondiente: 378 pb

PCR anidada

cebador directo; 5’- TAATACGGCAACAAATACT-3’
Tm: 50 °C, pb: 19
Posicion: 550-568

cebador reverso: 5°- TGATGAAACCAGTGAGTGA-3’
Tm: 53 °C, pb: 19

Posicion; 700-718

Amplimero esperado: 169 pb
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Sonda interna

5’ - ATGACAACGGACAGCACTTATACCAC- 3’
Tm: 57.3°C,pb : 26
Posicion; 626-651

Temperatura de hibridacion: 55 °C

1.2.6.2.- Primera PCR

Un pl de la solucion conteniendo el ADN extraido se amplifico mediante un
primer paso de PCR. La realizacién de la PCR se realizé siguiendo el protocolo

descrito en el apartado de Materiales y Métodos Generales.

Los ciclos utilizados para la realizacion de la primera PCR fueron los

siguientes:

Primera fase: Desnaturalizacion: 5 minutos a 94 °C

Segunda fase : Repeticiones consecutivas durante 35 ciclos.
A) Desnaturalizacion: 1.5 minutos a 94 °C
B) "Annealing" (union de cebadores) : 1 minuto a 55°C
C) Elongacion: 1 minuto a 72 °C

Tercera fase: Elongacion final: 4 minutos a 72 °C

Cuarta fase: Conservacion de la muestra : Tiempo indefinido a 4 °C .

Se amplificé con un termociclador Perkin Elmer (GeneAmp PCR System

2400), utilizando microtubos de 0,2 ml.
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Los amplimeros obtenidos en la primera PCR se intentaron visualizar mediante
un gel de 2 % de agarosa seglin se especifica en el apartado de Materiales y Métodos

Generales.

1.2.7.- Aumento de sensibilidad del método

Dado que no se obtuvieron resultados visibles mediante la primera PCR, se

intentd aumentar la sensibilidad del método mediante una PCR anidada.

1.2.7.1.- PCR anidada

Un ul del producto amplificado obtenido en la primera PCR fue utilizado

como ADN molde en la segunda PCR o PCR anidada,

Se siguieron los mismos ciclos de amplificacion ya descritos en la primera

PCR. La temperatura de "annealing" (union de cebadores) fue en este caso de 50°C.

Los amplimeros obtenidos en PCR anidada se intentaron visualizar mediante
un gel de agarosa al 3% segun se especifica en el apartado de Materiales y Métodos

Generales.

1.2.7.2.- Controles utilizados

En todas las reacciones realizadas se utilizaron una serie de muestras “control”.

Los controles realizados fueron los siguientes:
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Controles negativos

- Control del medio: Realizado con el medio de cultivo utilizado para el
crecimiento bacteriano, o el tampoén utilizado para resuspender los bacteriéfagos
purificados a partir de diferentes muestras de agua residual.

- Control de los cultivos de enriquecimiento: Realizado con la bacteria E. coli
O157:H7 ATCC 43888 que no posee los genes de la toxina, siguié el proceso de
enriquecimiento en los experimentos donde se realizaron, que se describen
posteriormente.

- Control de proceso de extraccion: Realizado con agua bidestilada estéril,
sigui6 el mismo proceso de extraccion de ADN que las muestras analizadas.

- Control bacteriano: Realizado con ADN extraido a partir de E. coli O157:H7
ATCC 43888, no portadora del gen de la toxina, sigui6 el proceso desde la primera
PCR.

- Control de la primera PCR: Realizado con agua bidestilada estéril, siguio el
proceso desde la primera PCR.

- Control de PCR anidada; Realizado con agua bidestilada estéril, siguid el

proceso desde la PCR anidada.

Durante la optimizacion del proceso se utilizaron como controles negativos
adicionales el ADN extraido de las cepas E. coli CN13, E. coli KS y E. coli K12 no
portadoras del gen de la Stx 2 y como controles negativos de bacteriofagos, el ADN

extraido de fagos B 40-8 de Bacteroides fragilis.

Controles positivos

- Control positivo de bacteria: Realizado con el ADN extraido de E. coli

0157:H7 ATCC 43889 productora de Stx 2.
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- Control positivo de bacteriofago: Realizado a partir del ADN extraido del
bacteriofago 933W portador del gen de la Stx 2. El protocolo de obtencion de dicho
bacteriofago a partir de la cepa lisogénica donde se encuentra, previa activacion del

ciclo litico del fago, se describe en el apartado de Materiales y Métodos Generales.
Asimismo durante la optimizacion del proceso se usaron como controles

positivos adicionales las cepas de E. coli 0157:H7, ATCC 43894 y ATCC 35150,

todas ellas productoras de la Stx 2.

1.2.8.- Caracterizacion complementaria de los amplimeros obtenidos

Los amplimeros obtenidos en la primera amplificacion por PCR se

caracterizaron mediante hibridacion con una sonda interna.

1.2.8.1.- Hibridacion con la sonda interna de los amplimeros obtenidos

Para comprobar la identidad de los amplimeros obtenidos por PCR se realizé

una hibridacion con una sonda interna. Se realizaron dos aproximaciones:

1.- Por un lado se realizo una hibridacion con los productos amplificados

obtenidos en la primera amplificacién por PCR.

2.- Ademas se realizo una hibridacion con los productos amplificados
obtenidos por PCR anidada. En ambos casos la hibridacion se realiz6 mediante las

técnicas de "dot blot" y de "Southern blot".

La temperatura de hibridacion utilizada para la sonda fue de 55 °C. La
especificidad de la sonda disefiada se comprobd, a dicha temperatura, mediante los

controles positivos y negativos de bacteria y bacteriofagos que se citaron en el
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apartado 1.2.7.2. de este capitulo. No se observaron seiiales de hibridaciones positivas

en los controles negativos utilizados.

Se realizaron inicialmente pruebas con la sonda marcada con digoxigenina. para
las pruebas de "Southern blot" y "dot blot". Posteriormente y a fin de aumentar la
especificidad de la sonda, ésta se marco radiactivamente con 32 P por el método de la
T4 Kinasa (segun se describe en el apartado de Materiales y Métodos Generales), y se
realizaron las mismas pruebas con la sonda radiactiva. Este método fue finalmente el

mas utilizado y con €l se muestran los resultados obtenidos.

1.2.8.2.- Secuenciacion de los amplimeros obtenidos en la PCR anidada

Se realizd otra comprobacion adicional de la identidad de los amplimeros

mediante secuenciacion de los amplimeros obtenidos con la PCR anidada.

Se utilizaron para secuenciar los mismos cebadores que se disefiaron para la
realizacion de la PCR anidada. Con el cebador de cadena directa se secuencid la cadena
5°-3’ y con el cebador de la cadena reversa se secuencid la cadena 3°-5’. Ambas
cadenas se compararon para poder comprobar el buen funcionamiento de la técnica de

secuenciacion.

El protocolo seguido para la secuenciacion fue el estandar definido por Perkin
Elmer Corporation. El secuenciador utilizado fue ABI PRISM 377 ADN Sequencer,
Perkin Elmer. La metodologia se indica brevemente en el apartado de Materiales y

Métodos Generales.

Las secuencias obtenidas se compararon con la existente en el banco genético

dela EMBL, obtenida a partir del fago 933 W cddigo X07865 (Jackson y col., 1987).
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1.2.9.- Demostracién de la capacidad de los fagos presentes en aguas residuales

que transportan el gen de Ia Stx 2 para infectar E. coli O157:H7 (ATCC 43888)

La amplificacion por PCR del ADN extraido de bacteriofagos parcialmente
purificados directamente de aguas residuales no permite conocer si estos bacteriéfagos
son infecciosos. Para conocer si estos bacteriofagos eran infecciosos sobre una cepa de
E. coli O15T:H7, se realizaron experiencias de enriquecimiento de los bacteriéfagos

presentes en las muestras de agua residual.

1.2.9.1.- Muestras utilizadas

Las muestras de aguas residuales de origen urbano usadas en las experiencias de
enriquecimientos tenian el mismo origen que las utilizadas para los analisis que se han

descrito en los apartados posteriores.

Las muestras se caracterizaron parcialmente enumerando los colifagos
somaticos (utilizando la cepa E. coli CN13) y los bacteriéfagos capaces de infectar a
E. coli 0157T:H7 ATCC 43888. La enumeracion de los bacteriofagos se realiz6 segun el

protocolo descrito en el apartado de Materiales y Métodos Generales.

1.2.9.2.- Purificacion parcial de los bacteriéfagos para realizar los

enriquecimientos

Se someti6 a las muestras a un tratamiento previo antes de realizar los
enriquecimientos a fin de eliminar las posibilidad de contaminacién no debida a
bacteriofagos. Asi, los bacteriofagos fueron parcialmente purificados del agua residual
mediante una filtracion de la muestra ( con membranas de 0,22 pm, Millex™-GV

Millipore) y tratamiento con ADNasa, de modo idéntico al descrito anteriormente.
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1.2.9.3.- Cultivos de enriquecimiento

Se realiz un cultivo de E. coli 0157:H7 ATCC 43888 (que no posee los genes
que codifican para la Stx 2) hasta el inicio de la fase exponencial (correspondiente a
una D.O. de 0,1 con una longitud de onda de 600 nm). Se utiliz6 para el crecimiento de

la cepa el medio Scholten's modificado.

Se infectdé 100 ml de este cultivo con los bacteriofagos parcialmente
purificados a partir de volimenes decrecientes de agua residual (10, 1, 0,2, 0,1 , 0,02
y 0,01 ml). El volumen final de cada cultivo de enriquecimiento fue ajustado a 250 ml

con medio Scholten's modificado.
Los cultivos de enriquecimiento se incubaron a 37 °C durante 18 horas.

Los sobrenadantes de dichos cultivos se centrifugaron a 12.000xg durante 30
minutos. Se determiné luego la presencia de bacteriéfagos portadores de la secuencia

del gen Stx 2 tal como se indica a continuacion.

1.2.9.4.- Determinacion de la presencia de bacteriéfagos portadores del gen de

la Stx 2 en los sobrenadantes de cultivos de enriquecimiento

Se realizé6 previamente una purificacion de dichos bacteriéfagos tomando una
alicuota del sobrenadante obtenido después de centrifugar y se filtr6 con membranas
de 0,22 pm de baja afinidad para proteinas (Millex™-GV Millipore). La muestra
descontaminada se traté6 con ADNasa y se extrajo el ADN de los bacteriofagos.

A partir del ADN extraido de los bacteriofagos se amplifico el gen de la Stx 2
mediante amplificacion por primera PCR. Se intentd visualizar los amplimeros
obtenidos en la primera PCR mediante un gel de 2 % de agarosa tefiido con bromuro de

etidio. Al no observarse banda alguna en la mayoria de los casos, se realizo
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amplificacion por PCR anidada y se visualizaron los amplimeros obtenidos mediante

un gel de 3 % agarosa de tefiido con bromuro de etidio.

Se comprobé la identidad de los amplimeros obtenidos en la primera PCR
mediante "Southern blot", y se compararon estos resultados con los obtenidos por

PCR anidada.

Por tltimo se identificaron los amplimeros obtenidos por PCR anidada
mediante secuenciacion. La metodologia aplicada en el caso de la secuenciacion de
estas muestras, asi como los resultados obtenidos se describen con mas detalle en el

siguiente capitulo.

Los sobrenadantes obtenidos de los cultivos de enriquecimiento se utilizaron

ademas para determinar la presencia de la toxina.

1.2.10.- Determinacion de la produccion de la toxina en cultivos infectados

La aparicion en el sobrenadante de los cultivos de enriquecimiento de
bacteri6fagos portadores de una parte de la secuencia del gen de la Stx 2 indicé que los
bacteriéfagos presentes en aguas residuales que la transportan eran infecciosos para
0157:H7, pero ello no indicaba que transportaran el gen completo de la Stx 2 ni que

éste fuera funcional.

Teniendo en cuenta que cultivos lisogénicos que se inducen con Mitomicina
producen un aumento en la produccion de toxina (Miihldorfer y col, 1996), se
hipotetizd que en el sobrenadante de los cultivos infectados por bacteriofagos

portadores del gen de la Stx 2 se deberia encontrar toxina.
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Para la deteccion de la toxina en los sobrenadantes, se realizd "Western blot"

con un anticuerpo especifico y ensayos de actividad citotoxica sobre células Vero.

1.2.10.1.- Determinacion de la presencia de la proteina

Se escogieron para este estudio cuatro series de cultivos de enriquecimiento de
E. coli O157:H7, ATCC 43388 (no portadora del gen de la Stx 2), infectados con
bacteriofagos purificados de volimenes de 10, 1 y 0,1 ml de agua residual. Todas las
series habian presentado previamente resultados positivos por PCR anidada en los

tres volimenes analizados.

1.2.10.1.1.- "Western blot"

Se realizo la deteccion de la subunidad A de la Stx 2, ya que como se ha

descrito anteriormente, ésta es mas inmunogénica que las subunidades B.

La deteccion de la subunidad A de la toxina se realizdo mediante un "Western
blot" con anticuerpos monoclonales contra esta subunidad. Para ello, los
sobrenadantes de los cultivos de enn'quecimienté se concentraron mediante la
utilizaciéon de unidades de 10 K de seccion de corte de membrana en
microconcentradores Microsep ™, centrifugando a 16.000xg a 4 °C para reducir el

volumen 10 veces, desde 4 ml a 400ul.

Luego se realiz6 una electroforesis SDS-PAGE en un gel conteniendo un 12%
de poliacrilamida, tal como se describe en el apartado de Materiales y Métodos
Generales. Se cargaron 15ul de cada sobrenadante concentrado en cada pocillo del gel

de poliacrilamida.
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Como control positivo y negativo se utilizaron 15 pl de los sobrenadantes
sonicados durante tres periodos de 1 minuto, de cultivos de E. coli 0157:H7 ATCC
43889 (productora de la toxina) y E. coli O157:H7 ATCC 43888 (no productora de la

toxina).

Por ultimo, se utilizé como control 15 ul del agua residual procesada utilizada

para infectar los cultivos de enriquecimiento.

Se realizo la electroforesis aplicando un voltaje de 100 V durante 2 horas.
Posteriormente se realizo la transferencia a una membrana de nitrocelulosa como se

indica en el apartado de Materiales y Métodos Generales.

Para realizar la inmunodeteccion se utilizd como anticuerpo (Ab) primario el
anticuerpo monoclonal contra la subunidad A de la Stx 2 Mab recuperado del
sobrenadante del hibridoma 11E10 ATCC CRL 1907 (Perera y col., 1988) segiin se
describe en el apartado de Materiales y Métodos Generales. La concentracion del
anticuerpo recuperado correspondia aproximadamente a 20-50 pg de anticuerpo/ml de
sobrenadante. (Harlow y Lane, 1988). El protocolo de inmunodeteccion se describe en

el apartado de Materiales y Métodos Generales.

En este primer "Western blot", se pudo observar la apariciéon de una banda mas
destacada correspondiente al peso molecular esperado para la subunidad A de la
toxina. Por ello, a partir de un nuevo gel SDS-PAGE, se realizo la purificacion de la
proteina correspondiente, recortando el gel a la altura donde habia migrado la banda
que se habia observado en el "Western blot". La purificacion de la proteina se llevo a

cabo mediante el protocolo que se describe a continuacion.
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Purificacion de la proteina

1.- Se prepararon varios geles SDS-PAGE del modo descrito en el apartado de
Materiales y Métodos Generales. Se utiliz6 un gel de diez pocillos para el
sobrenadante del cultivo de enriquecimiento infectado con fagos purificados a partir de
un volumen de 10 ml de agua residual. Otro gel para el enriquecimiento infectado con 1
ml y otro para el de 0,1 ml. Asimismo se preparé un gel para el control positivo de
bacteria, otro para el control negativo de bacteria y un tercero para el agua residual

procesada utilizada para infectar los cultivos de enriquecimiento.

2.- Se cargaron 15 pl de cada muestra en todos los pocillos de un mismo gel. Las seis

electroforesis se realizarona 100 V.

En la zona donde migré la subunidad A de la Stx 2, determinada a partir del
"Western blot" (ver resultados), se recorto una tira de cada gel y se electroeluyé en
tampon de recorrido (Anexo 2), utilizando un Electroeluter (Strataeluter ™
Electroelution Device. Stratagene) aplicado un voltaje de 60 V durante 1 hora a 4 °C.
3.- Las proteinas obtenidas de este modo se precipitaron utilizando el protocolo de
precipitacion de proteinas descrito en el apartado de Materiales y Métodos Generales.
Luego se resuspendieron en 15 pl de agua bidestilada estéril. Las muestras se
desnaturalizaron mediante la adicion de 50 pl de B-mercaptoetanol e incubacién a 100
°C durante 5 minutos. A continuacion se realizdé de nuevo una electroforesis en un gel
SDS-PAGE, seguido de "Western blot" e inmunodeteccion segiin se ha descrito al

inicio de este apartado.

Este protocolo se repitié para cada una de las cuatro series de cultivos de

enriquecimiento estudiadas.
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1.2.10.1.2.- Inmunoblot semicuantitativo

Se realizd asimismo una semicuantificacion de la toxina presente en los
sobrenadantes de una de las series de cultivos de enriquecimiento mediante un analisis

de Inmunoblot (Lindgren y col., 1994 ).

Para ello se realizaron diluciones seriadas 1/2 de los sobrenadantes de los
enriquecimientos infectados con fagos purificados de volimenes de 10, 1, y 0,1 ml de
agua residual, asi como del sobrenadante de un cultivo sonicado de E. coli O157:H7
cepas ATCC 43889 (productora de la Stx 2) y ATCC 43888 (no productora de la Stx
2).

Se inocularon gotas de 50 pl sobre una membrana de nitrocelulosa y se conjugo
con el anticuerpo primario (Mab contra la subunidad A de la Stx 2). Se realizo la

inmunodeteccion del modo ya descrito para el "Western blot".

1.2,10.1.3.- Ensayo de citotoxicidad

Se realizaron pruebas de toxicidad sobre células Vero de los sobrenadantes de
las cuatro series de cultivos de enriquecimientos. Para estas pruebas se prepararon
"microtiters" de 96 pocillos con una monocapa de células Vero segun se describe en el

apartado de Materiales y Métodos Generales.

Se realizaron los siguientes analisis para cada una de las cuatro series de

cultivos de enriquecimiento.

1a.- Después de eliminar 100 ul de medio de cultivo de cada pocillo, se inocularon 100
ul de los sobrenadantes filtrados (por membranas de 0,22 pm de baja afinidad para

proteinas) de los enriquecimientos realizados con los bacteridéfagos purificados de
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volimenes de 10, 1 y 0,1 ml de agua residual. Asimismo en algunos experimentos se

realizaron in6culos con diluciones decimales y/o seriadas 1/2 de dichas muestras.

1b.- Se inocul6 100 pl del sobrenadante de los enriquecimientos concentrados diez
veces utilizando unidades de microconcentradores de 10K de diametro de poro, segin

se ha descrito en el apartado 1.2.10.1.1.

Ademas para controlar que el efecto citotoxico de las muestras no era debido a
otros factores diferentes a la Stx 2, como por ejemplo toxinas u otros componentes

toxicos presentes en el agua residual, se realizaron los siguientes controles:

Controles positivos
- Control positivo E. coli 0157:H7 ATCC 43889, (cepa productora de
Stx 2). Los cultivos bacterianos en fase de crecimiento estacionario fueron
lisados por sonicacion y filtrados con membranas de 0,22um ( Millex™-GV
Millipore) de baja afinidad para proteinas. Se probd inoculo directo y

diluciones decimales hasta 10 realizadas con PBS.

- Control positivo de E. coli C600(933W). Se utilizé el sobrenadante de
un cultivo de dicha cepa obtenido de igual modo al descrito en el parrafo

anterior.

Controles negativos
- Control de 100 pl del medio (Scholten's) utilizado para realizar los

cultivos de enriquecimiento.

- Controles negativos con muestras de agua residual utilizadas para
_infectar los cultivos de enriquecimiento, a fin de eliminar la posibilidad de

toxicidad de las muestras de agua estudiadas.
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- Controles negativos con sobrenadantes de crecimientos de la cepa E
coli O15T:H7 ATCC 43888 (no productora de la toxina) obtenidos por

sonicacion del modo descrito para los controles positivos.
- Control negativo de PBS utilizado para las diluciones de las muestras.

2.- Se incubaron los "microtiters" en presencia de 0,5% de CO, a 37 °C y se observo si
aparecia efecto citopatologico de las muestras sobre el cultivo celular a las 24, 48 y 72
horas mediante el microscopio invertido.

3.- Al final del proceso se realizd, en algunos casos, una tinciéon con la solucion
fijadora Cristal violeta y formol (Anexo 1). Se inoculd 100u! de esta solucion en cada
pocillo y se mantuvo en contacto durante 10 minutos. Posteriormente se eliminé la

solucidn de tincidn y se realizd un lavado con PBS.

1.2.10.1,3.1.- Neutralizacion

Se realizaron asimismo estudios de neutralizaciéon para cada una de las cuatro
series de cultivos de enriquecimiento, tanto en los inoculos realizados con las muestras

directas como con las diluciones 1/2 de éstas.

Para realizar la neutralizacion se dividié cada muestra en dos alicuotas, en una
de ellas se diluy6 la muestra 1:1 con el medio RPMI-1640 conteniendo el anticuerpo
monoclonal anti A-Stx 2, obtenido como se indica en el apartado de Materiales y

Métodos Generales. La otra alicuota se diluyo 1:1 con el medio RPMI-1640 sin

anticuerpo.

Las muestras con/sin el anticuerpo se incubaron a 37 °C durante 1 hora.
Posteriormente se inocularon 100 pl de cada muestra sobre la monocapa de células
Vero formada en cada pocillo de los "microtiters". Se compar6 el efecto citotoxico

producido por la misma muestra, neutralizada y sin neutralizar.
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1.2.11.- Estimacion del nimero de bacteriéfagos portadores del gen de la Stx 2

A partir de los resultados obtenidos por PCR anidada se pretendié realizar una
estimacion del nimero de fagos portadores del gen de la Stx 2 presentes en muestras
de agua residual y de los fagos portadores del gen de la Stx 2 infecciosos para E. coli
O157:H7 presentes en las muestras de agua residual utilizada para infectar los cultivos

de enriquecimiento.

Con esta aproximacion se pretendid tener una idea del niimero de fagos
portadores del gen de la Stx 2 en aguas residuales, pero debe ser tenida en cuenta tan

sdlo como una estimacion.

1.2.11.1- Estimacion del niimero de bacteriéfagos portadores del gen de la Stx 2

en agua residual

A partir de los resultados obtenidos por PCR anidada con el ADN extraido de
los fagos purificados directamente de las muestras de agua residual, se estimo el

namero de fagos portadores del gen de la Stx 2 en estas muestras.

Para ello se agruparon todas las muestras analizadas de agua residual de cada
lugar de muestreo como una sola muestra. Asi, se estimo la cantidad de fagos

portadores del gen de la Stx 2 en la planta 1 y en la planta 2 .

Dado que se analizo la presencia de fagos portadores del gen de la Stx 2 entre el
total de fagos purificados de volumenes de 100, 10 y 1 ml de agua residual, se
dispusigron el numero total de muestras positivas para el gen de la Stx 2 en cada
volumen frente al total de muestras analizadas para ese mismo volumen. Por ejemplo,
se analizo la presencia de fggos portadores del gen de la Stx 2 en 10 muestras de 100

ml de agua residual de la planta 1. De estas 10 muestras, en todas se detectaron fagos
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portadores del gen de la Stx 2 por PCR anidada, asi pues la relacion de muestras
positivas respecto al total de muestras analizadas para un volumen de 100 m! en la
planta 1 fue de 10/10. De igual manera se procedid con los distintos voliimenes
analizados de agua residual de cada origen. Con estos resultados se calculd el nimero
de fagos portadores del gen de la Stx 2 aplicando la técnica del Nimero Mas Probable

(De Man, 1975).

1.2.11.2.- Estimacion del nimero de bacteriéfagos portadores del gen de la Stx 2

infecciosos para E. coli O157:H7 en agua residual

A partir de los resultados obtenidos por PCR anidada con el ADN extraido de
los fagos purificados de los sobrenadantes de cultivos de enriquecimiento, infectados
con distintos volimenes de fagos purificados de agua residual, se estimé el namero de
fagos portadores del gen de la Stx 2 presentes en estas muestras. En este caso, estos
fagos eran ademas capaces de infectar a F. coli 0157:H7 ATCC 43888, dado que se
detectaron en los sobrenadantes de cultivos de enriquecimiento después de

multiplicarse al infectar la cepa.

Para ello se procedid de igual modo al descrito en el apartado anterior. Se
agruparon las muestras de agua residual de los dos origenes analizados, por un lado se
agruparon las muestras provenientes de la planta 1 y por otro lado se agruparon las

muestras provenientes de la planta 2.

Dado que de cada origen se analizaron fagos purificados de sobrenadantes de
cultivos de enriquecimiento que habian sido infectados con fagos presentes en
diferentes volimenes de agua residual, se agruparon las muestras donde se detectaron
fagos portadores del gen de la Stx 2 frente al total de muestras analizadas para cada
volumen. Por ejemplo, se analizaron un total de 13 cultivos de enriquecimiento

infectados con fagos purificados de 10 ml de agua residual proveniente de la planta 1,
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de éstos, en 12 sobrenadantes se detecto la presencia de fagos portadores del gen de la
Stx 2, asi pues la relacion de muestras positivas respecto al total de muestras
analizadas fue de 12/13 para un volumen de 10 ml de agua residual proveniente de la
planta 1. De igual manera se procedié con los distintos volimenes analizados y para

los dos origenes de agua residual analizada (planta 1 y 2).

De nuevo se estimo el nimero de fagos portadores del gen de la Stx 2 aplicando

la Técnica del Nimero mas Probable (De Man, 1975).
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