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Mecanismos de virulencia de Escherichia coli enteropatogena

Ana Elvira Farfan-Garcia, Sandra Catherine Ariza-Rojas,
Fabiola Andrea Vargas-Cdrdenas y Lizeth Viviana Vargas-Remolina

Virulence mechanisms of enteropathogenic Escherichia coli

Acute diarrheal disease (ADD) is a global public health problem, especially in developing countries and is one
of the causes of mortality in children under five. ADD etiologic agents include viruses, bacteria and parasites in
that order. Escherichia coli bacteria it is classified as a major diarrheagenic agent and transmitted by consuming
contaminated water or undercooked foods. This review compiled updates on information virulence factors and
pathogenic mechanisms involved in adhesion and colonization of seven pathotypes of E. coli called enteropathoge-
nic E. coli (EPEC), enterotoxigenic E. coli (ETEC), enteroinvasive E. coli (EIEC), shigatoxigenic E. coli (STEC),
enteroaggregative E. coli (EAEC) and diffusely-adherent E. coli (DAEC). A final pathotype, adherent-invasive
E. coli (AIEC) associated with Crohn’s disease was also reviewed. The diarrheagenic pathotypes of E. coli affect
different population groups and knowledge of the molecular mechanisms involved in the interaction with the hu-
man is important to guide research towards the development of vaccines and new tools for diagnosis and control.
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Introduccion

n los ultimos afios, las muertes de nifios bajo

cinco afios de edad han disminuido; no obstante,

las cifras alin son alarmantes. Entre las primeras
causas de muerte por infecciones se encuentran la neu-
monia, seguida por diarrea y malaria'. Datos obtenidos
de analisis sistematicos, demostraron que entre los afios
2010 y 2011 se presentaron entre 7,6 y 6,9 millones de
muertes de nifios bajo cinco afios de edad, respectiva-
mente. E1 9,9% de esas muertes fue a causa de la diarrea?.
Rotavirus, calicivirus, Escherichia coli enteropatogena
y E. coli enterotoxigénica causaron mas de la mitad de
los casos?’.

La enfermedad diarreica aguda (EDA) es una proble-
matica que afecta a adultos y nifios y E. coli se encuentra
entre las principales causas bacterianas de diarrea. Sus
patotipos se han relacionado con mayor frecuenciaa EDA
en nifios bajo cinco afos de edad*.

Se han descrito seis patotipos de E. coli involucrados
en procesos diarreicos, mediante la identificacion de
factores de virulencia y mecanismos de patogenicidad.
E. coli enteropatdogena (ECEP), E. coli enterotoxigénica
(ECET), E. coli enteroinvasora (ECEI), E. coli shigatoxi-
génica (ECST), E. coli enteroagregativa (ECEA), E. coli
adherente difusa (ECAD)® y E coli adherente invasora
(ECADS.

Escherichia coli enteropatdgena es el patotipo mas

asociado a diarrea en lactantes y algunas veces se asocia
a vomito y fiebre’. Escherichia coli enteroinvasora es
de importancia en nifios sobre seis meses de edad, su
manifestacion general es diarrea y en ocasiones va a
acompafiada de sangre y moco®. Escherichia coli ente-
rotoxigénica tiene mayor frecuencia en nifios bajo dos
afios, la diarrea puede acompafiarse de fiebre y algunas
veces vomito y es el principal agente causal de la diarrea
acuosa del viajero seguido por ECEA y otras etiologias
como Salmonella spp, Shigella spp o Campylobacter
Jjejuni®. Escherichia coli enteroagregativa suele causar
diarrea persistente de un color verde caracteristico y con
presencia de moco. La diarrea acuosa causada por ECAD
se presenta sin sangre, en nifios que van desde el afio hasta
los cinco afios de edad®. Y por tltimo, ECST, que causa
dolor abdominal, diarrea sanguinolenta y poca fiebre,
es el principal agente etioldgico asociado al sindrome
hemolitico urémico (SHU), caracterizado por daiio renal,
anemia hemolitica microangiopatica y trombocitopenia!®.
En los casos mas graves puede causar complicaciones del
sistema nervioso central!12,

Dada la importancia clinica que tiene la enfermedad
diarreica en el mundo, la presente revision recopild in-
formacion actual sobre los factores de virulencia de los
patotipos de E. coli como uno de los principales agentes
diarreagénicos, con el proposito de que esta informacion
proporcione datos de interés en el conocimiento de este
patogeno.
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Métodos

Para esta revision se usaron las bases de datos EBS-
CO, Science Direct, NCBI y Hinary, usando términos
como “Escherichia coli virulence, virulence factors,
enteropathogenic, enterohemorrhagic, enteroinvasive,
enterotoxigenic, enteroaggregative, diffusely adherent y
adherent invasive”. Se tomaron en cuenta investigaciones
originales y revisiones con articulos completos disponi-
bles, de los cuales se incluyeron en total 143 articulos.

Resultados y Discusion

Escherichia coli enteropatogena

Es el agente causal de diarrea en nifios bajo dos afios,
que causa frecuentemente brotes epidémicos en lugares
cerrados como guarderias y hospitales. La enfermedad
puede ser moderada a grave y se ha asociado a alta
mortalidad (10-40%), principalmente en los paises en
vias de desarrollo. En el afio 2010 se notificaron 121.455
muertes por este patotipo'®. El periodo de incubacion es
de 3 a24 hy el cuadro diarreico puede tornarse persistente
y acompaiiarse de fiebre y vomito.

Las cepas de ECEP se dividen en tipicas y atipicas, por
la presencia (tipicas) o ausencia (atipicas) de un plasmido
de virulencia llamado factor de adherencia de ECEP
(EAF: EPEC adherence factor)'*. La caracterizacion de
las cepas atipicas ha cobrado importancia debido a que
su aislamiento ha aumentado no sélo en nifios asintoma-
ticos sino también en niflos con diarrea durante brotes
epidémicos de diarrea.

En la infeccion intestinal por ECEP se producen
cambios en la actividad fisiologica normal del enterocito
debido al aumento de la secrecion de electrolitos por parte
de las células hacia el espacio extracelular, al aumento
de la permeabilidad de las uniones intra e intercelulares
y al cambio estructural, en la forma, de la region apical
del enterocito. Este pierde su capacidad absortiva y los
solutos se acumulan en el lumen intestinal, lo que conduce
a diarrea acuosa.

Los mecanismos fisiopatoldgicos que originan el
cuadro diarreico se relacionan principalmente con la alte-
racion de la célula intestinal debido a la lesion de adhesion
y borrado (A/E: attaching/effacing) y a la formacion de
pedestales'>®,

Para el primer mecanismo, ocurren tres eventos de
forma practicamente simultanea:

* Adherencia inicial al enterocito. La bacteria entra en
contacto con la célula mediante un flagelo y el pili
tipo IV (BFP: bundle-forming pilus), que tienen como
funcion la auto-agregacion bacteriana y la adherencia a
la célula mediante la formacion de microcolonias!™!8.
Este pili es codificado por 14 genes, los cuales son

Rev Chilena Infectol 2016; 33 (4): 438-450

Articulo Original

regulados por el operon per (plasmid-encoded regu-
lator)y por una proteina DsbA que forma enlaces
disulfuro para darle estabilidad®®. Estos genes se
localizan en el plasmido de virulencia EAF*.

* Translocacion de seiiales intracelulares. Esta es
facilitada por el sistema de secrecion tipo 3 (T3SS:
type III secretion system), mediante el cual diversas
proteinas efectoras ingresan al enterocito®?. Este
sistema macromolecular es codificado en la isla de
patogenicidad locus de esfacelamiento del enterocito
(LEE: locus of enterocyte effacement)®, el cual se di-
vide en cinco operones policistronicos (LEE1-LEES).
LEEI1-LEE3 codifican los genes de las proteinas Esc
(Esc: E. coli secretion) que conforman el T3SS',
LEE4 codifica los genes de las proteinas secretoras
Esp (en inglés Esp: EPEC-secreted proteins) (EspA,
EspB y EspD) y para algunas efectoras (EspF, EspG,
EspH, EspZ y Map)®. Finalmente, LEES5 codifica los
genes eage para la adhesina bacteriana intimina y tir
para el correspondiente Tir (Tir: translocated intimin
receptor). La expresion génica de LEE, esta regulada
por per, Ler (LEE-encoded regulator), GrlA (Global
regulator of LEE activator) y GrIR (global regulator
of LEE repressor)®. Estas proteinas efectoras con-
tribuyen al dafio celular mediante la formacion de
conductos o filamentos (EspA, EscF)* y poros para
la translocacion de proteinas en la membrana del
enterocito (EspB, EspD)*, cambios del potencial de
membrana de la mitocondria (proteina asociada a la
mitocondria Map: mitochondria-associated protein),
formacién transitoria de filopodios mediante la
activacion de GTPasas®>, reorganizacion y pérdida
de la nucleolina para bloquear el proceso del ARNr
(EspF)*!' y la alteracion de los microtiibulos en algunas
células epiteliales (EspG)*? (Figura 1). Otra proteina
efectora muy importante es EspC, secretada por el
sistema de secrecion tipo V, que esta involucrada en
la citotoxicidad celular durante la adhesion bacteriana,
la formacion de pedestales y poros®**.

* Adherencia intima bacteriana. De forma simultdnea
a la union de T3SS al enterocito y a la entrada de las
proteinas efectoras a través de los poros, la bacteria
ingresa la proteina Tir (receptor) que facilita la adhe-
rencia a la intimina bacteriana y es indispensable para
la formacion del pedestal y la lesion intestinal®. Una
vez dentro de la célula hospedera, la cabeza de Tir se
proyecta a la superficie de la membrana del enterocito,
donde actia como receptor para la intimina y para la
transmision de sefiales después de la interaccion®®. Esto
contribuye al segundo mecanismo de polimerizacion
de la actina y a la formacion de pedestales.

En el segundo mecanismo, la polimerizacion, se
forman largas cadenas de actina que alteran la morfologia
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Figura 1. E. coli enteropatégena. La adherencia de ECEP (EPEC en la figura) estd mediada por un
flagelo y por el pili tipo IV (BFP) que también une las bacterias entre si formando microcolonias,
permitiendo que éstas se separen y colonicen. ECEP y ECST (STEC en la figura) tienen un sistema de
secrecion (T3SS) que inyecta proteinas en la célula, dentro de ellas se encuentra EspF que se dirige al
nucléolo donde bloquea el proceso del ARNr. Map que induce la formacién de filopodios activando
una GTPasa Cdc 42, aunque s6lo es momentaneo porque después EspH interrumpe esta formacion
para que otra proteina llamada Tir unida a la intimina (proteina de la membrana externa de la bacteria)
se fosforile en tirosina 474, el cual se une a proteinas adaptadoras como Nck o CrK. NcK activa a
N-WASP que a su vez activa Arp 2/3, mediador de la polimerizacién de actina. La unién Tir-Intimina
finalmente provoca la reorganizacién de la actina, alterando la morfologia y formando las lesiones
de adhesion y borrado (A/E).

del citoesqueleto, se dafian las microvellosidades y éstas
pierden su funcion®’. Para la formacion del pedestal, Tir
es fosforilada en tirosina 474%. Posteriormente, la tirosina
474 se une a las proteinas adaptadoras de la célula hos-
pedera (Nck: Non-catalytic tyrosine kinase). Nck activa
N-WASP (neural Wiskott-Aldrich-syndrome protein)
que a su vez activa el complejo Arp 2/3 mediador de la
polimerizacion de actina®. Otra proteina adaptadora es
la Crk (CrK: CT10 regulator of kinase) que compite con
Nck por la unién a la tirosina 474, con la diferencia que
Crk inhibe la polimerizacion de actina®, aunque no se ha
entendido cual funcion cumple al regularla negativamente
(Figura 1). Este proceso es regulado por EspH y por
Tir-intimina de manera independiente®**!. Por tultimo,
EspZ bloquea la translocacion de proteinas al finalizar la
infeccion o durante ésta. Esta se une a EspD mediante la
inhibicion del paso de EspF, Map y Tir*'.

Escherichia coli shigatoxigénica
Este patdogeno se caracteriza por producir una o
mas toxinas Shiga (Stx) similares a las producidas por
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Shigella dysenteriae tipo 1, por lo que se les denomina
shigatoxigénicas*. También se han descrito como E. coli
enterohemorragica (EHEC, del inglés enterohemorragic

E. coli) y E. coli verotoxigénica (VTEC, del inglés vero-

toxigenic E. coli) debido a la produccién de una toxina

con efecto citotoxico sobre las células vero®. ECST es
un patégeno de caracter zoondtico de gran importancia
en salud publica, que causa dolor abdominal, diarrea san-
guinolenta y poca fiebre. Es el principal agente etiologico
del sindrome hemolitico urémico SHU'*!!, el cual ocurre
aproximadamente en 5 y 10% de los casos y produce
anemia hemolitica, trombocitopenia y falla renal.
Escherichia coli shigatoxigénica es prevalente en
paises desarrollados como Estados Unidos de América,

Canada, Australia y en algunos de Europa. En Latinoa-

mérica, es endémica en Argentina con una prevalencia

aproximada de 500 casos por afio y una incidencia de 12

a 14 casos por cada 100.000 en nifios bajo cinco afios,

presentandose el mayor numero de casos de SHU en el

mismo grupo etario, con una mortalidad entre 3 y 5%*.

Sin embargo, ECST puede afectar a todos los grupos de

edad, en los cuales puede provocar enfermedad grave.
Mas de 400 serotipos de ECST han sido implicados

en los brotes esporadicos humanos que cursan desde
enfermedad leve a colitis hemorragica y SHU en los casos
mas graves. La colitis hemorragica esta mediada por las
toxinas Stx, la que puede progresar a colitis gangrenosa,
perforacion del intestino, peritonitis o sepsis®. El serotipo

O157:H7 es el mas importante en clinica.

A continuacion se describen sus mecanismos de
patogenicidad mas importantes:

* Adherencia de ECST: La interaccion de ECST con
los enterocitos estd mediada por la intimina y el
T3SS, descritos en ECEP. La unién de la intimina
con su receptor Tir y a la nucleolina®, contribuye en
la fijacion inicial de ECST a la célula, lo que produce
lesiones A/E caracteristicas de este patotipo (Figura
1)¥. Aligual que en ECEP, los factores que participan
en la formacion de la lesion se codifican en la isla de
patogenicidad LEE*.

« Toxina Stx: Esta tiene los subgrupos Stx, y Stx, inmu-
nolégicamente diferentes y cada cepa puede presentar
uno o ambos. Stx, estd mds asociado a los casos de
SHU*4y esta compuesta por las subunidades A y B
(Figura 2a). El ingreso a la célula y la distribucion de
la toxina hacia diferentes 6rganos son mediados por
tres mecanismos principales: a) Macropinocitosis
(MPC): permite la entrada de Stx cuando el receptor
de las membranas globotriaosilceramida 3 (Gb3) no
es expresado por la célula, como en el caso de los
enterocitos. La MPC ocurre independientemente de
T3SS y de la intimina, es decir, es estimulada por la
reorganizacion de la actina mediante la proteina P
secretada por E. coli (EspP: E. coli secreted protein
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P)*51 que contribuye a la formacion de microcolonias
y a la adhesion a células epiteliales de colon T84°!
(Figura 2b); b) Transcitosis: mediante vesiculas la
toxina pasa de un espacio extracelular a otro (Figura
2b)*2. Este mecanismo alin esta en estudio; no obstante,
se conoce que aumenta debido a la MPC y facilita la
propagacion sistémica de la toxina hacia las células
endoteliales que expresan Gb3, siendo el endotelio
glomerular el que expresa los mayores niveles'’. Le
siguen en su orden las células endoteliales del intestino
y cerebro®®32%; ¢) Endocitosis: una vez se une la subu-
nidad B de la toxina al receptor Gb3 y posteriormente,
mediante invaginacion de la membrana celular, la
toxina es introducida al citoplasma®*. Adicionalmente,
el fragmento A de la subunidad A, realiza actividad
enzimatica sobre el ARNr 28S, inhibe la sintesis
proteica y conduce a la muerte celular®® (Figura 2c).

» Otros factores de virulencia de ECST: Adicional-
mente, el plasmido pO157 de ECST codifica genes
para catalasa-peroxidasa (katP)*, adhesina ToxBY,
metaloproteasa dependiente de zinc (StcE)*¢'y para
la enterohemolisina (Ehx)*°, cuyas funciones estan
principalmente enfocadas a mediar la union a la célula
hospedera, degradacion de mucinas y glicoproteinas,
regular mecanismos de inflamacion y citotoxicidad,
entre otras®®.

Escherichia coli enterotoxigénica

Es uno de los agentes mas frecuentemente identificados
en diarrea aguda. Aproximadamente, cada afio se presen-
tan 280 millones de infecciones por ECET en nifios bajo
4 afios, de los cuales entre 300.000 a 500.000 mueren y
se cree que mas de 40 millones son asintomaticos®. Se
conoce como diarrea del viajero y tiene amplia distri-
bucion en paises en vias de desarrollo. Sin embargo, es
frecuente aislarla de personas asintomaticas. En algunos
casos la diarrea por ECET puede ser leve, sin presencia de
moco o sangre; en otros casos puede ser profusa causando
deshidratacion grave. Algunos casos presentan cefalea y
vomito*>?.

Cada cepa tiene estructuras en su superficie, necesarias
para la adhesion, denominados factores de colonizacion
(CFs: colonization factors) y que en ECET son llamados
antigenos de superficie coli (CSs: Coli surface antigens),
antigenos de los factores de colonizacién (CFAs: colo-
nization factor antigens) o PCFs (putative colonization
factors). De estas estructuras fimbriales, afimbriales,
helicoidales o fibrilares, hasta la fecha se conocen apro-
ximadamente 25, en su mayoria codificados en plasmidos
de virulencia®®*%". Las toxinas y los perfiles de adhesinas
son variables entre poblaciones y regiones geograficas.

En ECET son dos los principales mecanismos de
patogenicidad: adherencia y toxinas.

Rev Chilena Infectol 2016; 33 (4): 438-450
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Figura 2. E. coli shigatoxigénica. a. La toxina Shiga (Stx) estd compuesta por una subunidad A que
tiene dos fragmentos: A1 con actividad enzimética y A2 que se une a la subunidad B, pentamero
encargado de la unién al receptor Gb3 en la célula hospedera; b. Existen factores como EspP que
estimulan la reorganizacion de actina en ausencia de receptores Gb3, que permiten la entrada de Stx
al enterocito por medio de macropinocitosis (MPC) y se desplaza dentro de la célula por transcitosis
para llegar a la circulacion; c. Sxt viaja hasta encontrar el receptor Gb3 que se une a la subunidad B
de la toxina y permite la entrada a las células endoteliales por endocitosis, donde la subunidad A1 se
dirige al ARNr para bloquear la sintesis de proteinas y producir la muerte celular.

* Adherencia: Los CFs se encargan de la adhesion de las
bacterias a receptores (fibronectina, glicoesfingolipidos
y glicoproteinas) de las células epiteliales del intestino
delgado, lo que permite su colonizacion®¢’. Algunos
de estos CFs se han asociado a movilidad y auto-
agregacion bacteriana®%®. Aproximadamente, en 50%
de las cepas de ECET no se logran identificar los CFs®.
Para la adherencia de ECET a las células epiteliales,
la bacteria expresa la EtpA, exoproteina de adhesion
(TPS: two-partner secretion) situada al extremo del
flagelo, para permitir que los CFs se adhieran a éstas.
Inmediatamente después, el auto-transportador EatA
(EatA: autotransporter A) incluida en el grupo de las
serin-proteasas (SPATEs: serine protease autotrans-
porter of Enterobacteriaceae) inhiben la actividad
de EtpA, lo que da origen a la adhesion de ECET
a los enterocitos por el loci toxigénico de invasion
A (Tia: toxigenic invasion loci A), una proteina de
membrana externa y el loci toxigénico de invasion
B (TibA: toxigenic invasion loci B) (Figura 3)%7,
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Figura 3. E. coli enterotoxigénica. ECET (ETEC en la figura) se une a los enterocitos por EtpA. EatA
inhibe a EtpA para lograr la adhesién por CFs, Tia y TibA. LT se une al GM1 entrando por endocitosis
y genera un aumento del AMPc. ST tiene como receptor a GC-C, donde origina altos niveles de GMPc
para terminar los dos procesos con la secrecion de cloruro y demas electrolitos por el canal CFTR.
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Otro de los factores de colonizacion importantes es el
longus type 1V pilus, que actiia de manera semejante
al BFP de ECEP e interviene en la auto-agregacion
bacteriana®®”>™,

Toxinas: El principal factor de virulencia de ECET
es la secrecion de enterotoxinas termoestables (ST:
heat-stable enterotoxin) y enterotoxinas termolabiles
(LT: heat-labile enterotoxin). Existen dos tipos de LT
(LT-Iy LT-II); las LT-I estan directamente asociadas
a cepas humanas. Cada toxina se divide en dos subu-
nidades A y B”. ECET secreta, mediante el sistema
de secrecion tipo 2, la LT dentro de las vesiculas de la
membrana externa (OMVs: outer membrane vesicles)”
y posteriormente con ayuda de la subunidad B de LT se
une al gangliésido GM1, que por endocitosis permite
que las OMV ingresen al citoplasma. Una vez alli, se
dirige al aparato de Golgi y al reticulo endoplasma-
tico’™ (Figura 3). La subunidad LT-A1 presente en el
citosol se une, mediante ribosilacion del ADP, a los
nucleétidos de guanina (Gs), inhibe la actividad de
GTPasay activa la adenilatociclasa’. Estas reacciones
producen un aumento del AMP ciclico, lo que estimula
la secrecion de cloruro y demas electrolitos a través del
canal regulador transmembranal de la fibrosis quistica

Patogenia

(CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) e impide la absorcion del intestino y de esta
forma ocasiona diarrea secretora de amplia intensidad”
(Figura 3). En las ST, la unién estd mediada por la
guanilato-ciclasa-C (GC-C) y existe un aumento del
GMP ciclico dependiente de la proteina quinasa II
donde se produce el mismo efecto de la LT al aumentar
la secrecion por el CFTR. Ademas, las ST tienen la
capacidad de controlar la proliferacion celular. Segin
estudios, inhibe la sintesis de ADN en células de
cancer de colon, que depende de los niveles de calcio
intracelulares (Figura 3)%. La citolisina A (ClyA:
cytolysin A) expresada del gen cly4 también ha sido
descrita como citotoxina de ECET cuyas funciones
son la formacion de poros, induccion de apoptosis en
los macrofagos y actividad hemolitica®'-*3.

Escherichia coli enteroagregativa
Causa diarrea aguda o persistente, tanto en niflos como

en adultos, en paises en vias de desarrollo y se identifica

con frecuencia en cuadros diarreicos de personas de paises
industrializados y en pacientes infectados por VIH. Este

patotipo se adhiere a la mucosa intestinal, la coloniza y

produce un efecto citotoxico que causa diarrea de tipo

acuosa sin fiebre, con secrecion de moco®***. Entre las
cepas de ECEA existe gran variabilidad en la presencia
de factores de patogenicidad; por consiguiente, en los
modelos estudiados alin no se ha encontrado relacion
entre un genotipo o fenotipo especifico y el desarrollo de
la enfermedad. Sin embargo, un estudio reciente describe
la asociacion entre las cepas ECEA y el grupo filogenético

D, principalmente en pacientes sintomaticos®.

* Adherencia: La patogénesis de esta bacteria exhibe en
comun, la formacién de microcolonias® y un patron de
adherencia-agregativa (AA: aggregative- adherence)
a células HEp-2 y HeLa descrito como “apilacion
de ladrillos®. ECEA presenta plasmidos pAA, que
codifican varios factores de virulencia, en los que se
incluye un regulador AggR perteneciente a la familia
de activadores transcripcionales AraC/XylS, el que
se encuentra en la mayoria de las cepas; se sugirio el
término “ECEA tipica” a aquellas que lo expresan®’$$,
Algunos genes regulados por AggR son los factores
necesarios para la expresion del patron AA que implica
las fimbrias AAF con variantes I, II, Il y IV (este
ultimo también llamado adhesina Hda) codificadas
por los genes aggA, aafA, agg3A y aggdA%'. Se han
relacionado con la formacion de microcolonias otros
genes regulados por AggR, entre los que se incluyen
una proteina Irp2 involucrada en la expresion de
yersiniabactin (sider6foro) encontrada en especies de
Yersinia, una enterotoxina de Shigella (ShET1: shigella
enterotoxin 1) codificada por el gen set] A%, y por ul-
timo dos proteinas Fis y YafK junto con un sistema de
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secrecion tipo VI2. Sin embargo, se ha evidenciado la
formacion de microcolonias cuando estan los factores
regulados por AggR y también, cuando ninguno de
ellos, incluyendo AggR, esta presente, lo que indica la
existencia de factores de virulencia aun no descritos®.
En la adhesion también estan involucradas proteinas de
la membrana externa como Hra-1 (Hra: heat-resistant
agglutinin 1) con actividad aglutinina y adhesina, Hra-
2 con actividad adhesina y Tia homdloga de Hra-1 con
actividad invasora y adhesina, también relacionada con
cepas de ECET®. En la colonizacion bacteriana actia
un complejo denominado Aat que se requiere para el
transporte de una dispersina codificada por el gen aap,
juntos regulados por AggR y codificados en el plasmi-
do pAA. Aat media la secrecion de la dispersina desde
la membrana externa de la bacteria para promover la
colonizacion de la mucosa intestinal (Figura 4a)**%.

* Enterotoxinas: ECEA presenta factores no regulados
por AggR como la enterotoxina 1 (EAST1: enteroag-
gregative E. coli heat-stable enterotoxin 1) codificada
por astA, que altera el transporte de iones e induce
aumento del GMPc*y una variedad de SPATEs ci-
totoxicos y no citotoxicos (Figura 4b)”’. Dentro de
los SPATEs se encuentran la proteasa involucrada
en la colonizacion intestinal (Pic: protease involved
in intestinal colonization) y la toxina codificada en
plasmidos (Pet: plasmid-encoded toxin). Pic (grupo no
citotoxicos) es una proteasa que incrementa el nimero
de células caliciformes y la produccion de moco que
atrapa las bacterias auto-aglutinandolas en el epitelio
intestinal, aunque su mecanismo de accién aun estd
en estudio. También es responsable de la actividad
mucinolitica que le abre paso a través de esta capa
de moco®®. Pet es una SPATE citotoxica que se une a
la espectrina en la membrana del complejo de Golgi,
bloquea su funciéon y causa el redondeamiento de
la célula®. Adicionalmente, pueden estar presentes
otras SPATE:s citotdxicas como EspP (de ECST) que
escinde pepsina A y el factor V de coagulacion'®, la
toxina auto-transportadora secretada (Sat: secreted
autotransporter toxin) y el homodlogo de proteasa de
Shigella tipo 1gA (SigA: Shigella IgA-like protease
homolog) descrita en cepas de Shigella flexneri'®',
SPATES no citotoxicas como la proteina extracelular
de Shigella (SepA: Shigella extracellular protein A)
también descrita en Shigella flexneri, contribuye a la
inflamacion intestinal'®.

Escherichia coli enteroinvasora

Los sintomas caracteristicos en personas infectadas
por ECEI son diarrea acuosa, con sangre, moco y dolor
abdominal, pero en algunos casos solo se presenta diarrea,
lo cual la hace indiferenciable de la producida por ECET
y menos grave que la causada por Shigella. Las cepas de
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Figura 4. E. coli enteroagregativa. a. ECEA utiliza para la adhesién las fimbrias AAF ademas de una
proteina Tia y unas aglutininas estables al calor (Hra 1-2). EAST es una toxina que tiene actividad
guanilatociclasa (GC) e incrementa el GMPc. En la colonizacién actGa una dispersina transportada por
el complejo Aat y una variedad de SPATEs; b. Una proteasa Pic, hace parte de SPATEs no citotoxicos.
Pic es capaz de incrementar la secrecidon de moco, pero a su vez le abre paso a la bacteria gracias a su
actividad mucinolitica. También tiene SPATE citotdxicos como Pet, que escinde una proteina llamada
espectrina, unida a la actina, finalmente para bloquear su funcién y ocasionar el redondeamiento

de la célula.

ECEI se asocian mas a brotes que a casos aislados, en los
que la transmision puede ser de persona a persona, por in-
gestion de alimentos y agua contaminada, convirtiéndose
en un patégeno importante en nifios sobre seis meses de
edad>®. Existen pocos estudios epidemioldgicos que de-
muestran la carga mundial de la diarrea por ECEI, debido
a que estas cepas suelen ser identificadas como Shigella
spp’. Evidencia cientifica demuestra la estrecha relacion
filogenética y bioquimica entre estas dos bacterias!'®.

En los individuos infectados, ECEI evade la respuesta
inmune porque entra facilmente a las células epiteliales del
colon por medio de adhesinas, moviéndose lateralmente
para invadir otras células'®. Escherichia coli enteroin-
vasora, al igual que Shigella spp, posee un plasmido de
virulencia pINV que codifica para el T3SS, 25 proteinas
(entre ellas OscpB, VirA, OspQG) y los antigenos de
invasion de plasmidos (Ipa: invasion plasmid antigens)
Ipa A, Ipa B, Ipa C, Ipa D, entre otros'®.

En la mucosa del colon, ECEI invade inicialmente las
células M y en una vacuola fagocitica por transcitosis
la bacteria atraviesa la barrera epitelial e invade los
macrofagos. En éstos la proteina IpaB, lisa la vacuola
en el citoplasma e induce apoptosis via caspasa 1 para
finalmente ser liberada y alcanzar el polo basolateral'*-1°,
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Figura 5. Mecanismos de E. coli enteroinvasora y E. coli adherente invasora. A. ECEl (EIEC en la
figura) mediante transcitosis atraviesa las células M. Es fagocitada por los macréfagos y con ayuda
de IpaB es liberada. Los receptores del hospedero CD44 y a.5B1 integrina se unen a los receptores de
la bacteria IpaB y al complejo IpaBCD, respectivamente. Se forma el complejo VirG*N-WASP*actina
y VirA favorece el proceso de invasion a células proximales; B. ECAI (AIEC en la figura) por medio del
pili tipo 1 reconoce el receptor de la célula CEACAM6 e invade.
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Posteriormente, la bacteria ingresa a las células intestinales
mediante el reconocimiento de los receptores CD44 y a5p1
integrina gracias a ipaB y al complejo IpaBCD bacteriano.
Después de su multiplicacion en el citoplasma, se libera
del fagosoma mediante ipgD y se desplaza lateralmente
entre una y otra célula. Para esto, VirG, localizada al
extremo de ECEIL promueve la aproximacion de N-WASP
y por medio de la polimerizacion de actina, se forma el
complejo VirG*N-WASP*actina''!. Adicionalmente,
VirA, localizada al otro extremo de la bacteria, favorece
la generacion de protuberancias y permite el traspaso a las
células proximales'"! (Figura 5). En este proceso, la libera-
cion de IL-1 por parte de los macrofagos apoptoticos y de
IL-8 en los enterocitos infectados promueve la migracion
de polimorfonucleares, los que adicionalmente facilitan la
entrada, via luminal, de la bacteria al epitelio''.

Escherichia coli adherente invasora

La enfermedad de Crohn (EC) es una de las enferme-
dades inflamatorias del intestino, asociada la presencia
en el lumen intestinal de ECAI. Es muy frecuente en el
ileon; sin embargo, el proceso inflamatorio puede ocurrir
en todo el tracto gastrointestinal. Escherichia coli adhe-
rente invasora se aisla con mas frecuencia en la mucosa
intestinal de pacientes con EC que en sanos®®. Dentro de
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las principales caracteristicas de la patogenicidad estan
la adhesion epitelial, 1a invasion, la supervivencia dentro
de los macrofagos y la formacion de biopeliculas!'>!',

Invasion: Esta bacteria posee dos mecanismos de
invasion a la célula. Escherichia coli adherente invasora
se moviliza a través de los flagelos, los que la acercan
a la célula epitelial y, por medio de la adhesina FimH
localizada en el pili tipol, se une a los residuos oligo-
manosidos del receptor de superficie CEACAMG de la
célula hospedera (Figura 5). La invasion de los enterocitos
intestinales conduce a un aumento de la estimulacion de
IFN-yy FNT-a, lo que genera la sobre expresion de CEA-
CAMG6', El segundo mecanismo es mediante la invasion
de las células M. Escherichia coli adherente invasora
posee una fimbria polar larga (LPF: long polar fimbriae)
que permite la aproximacion a las células M'3. Utiliza
el mismo proceso de ECEI donde atraviesa la célula por
medio de transcitosis™. Es fagocitada por los macréfagos,
donde se replica dentro de los fagosomas sin estimular
la muerte celular®!'® ¢ induce en el macréfago infectado
la secrecion de FNT-a, el cual causa la inflamacion del
ileon y conlleva la formacion de granulomas®®.

Los pacientes que padecen de esta enfermedad también
generan en las células epiteliales estrés del reticulo endo-
plasmico. En respuesta a esto, el factor de transcripcion
XBP1 origina un aumento en la expresion de gp96 que
sirve como receptor de la proteina transmembranal
OmpA, generada por el factor de virulencia denominado
vesiculas de membrana externa (OMV: outer membrane
vesicles). OmpA promueve la virulencia del patotipo al
intervenir en la adhesion, invasion y la permanencia de
bacterias intracelulares!!'"!3,

Para tratar la enfermedad de Crohn, se han descrito
diferentes estrategias como anticuerpos anti-integrinas,
anti-factor de necrosis tumoral alfa (anti-FNTa) y agentes
inmunosupresores. Mas recientemente, se han realizado
estudios con antagonistas de FimH para evitar la adhesion
de ECAI a la célula hospedera'®.

Escherichia coli adherente difusa

Estas cepas se han asociado mas a procesos diarreicos
de tipo agudo y persistente en nifios que en adultos. Los
adultos, al igual que los nifios, pueden ser portadores
asintomaticos.

Se conoce poco de los mecanismos de patogenicidad
de ECAD a pesar de su amplio estudio'?*!?!, Dentro de las
principales caracteristicas observadas en la patogénesis
de ECAD estan las siguientes:

* Union mediante adhesinas a la mucosa intestinal,

* Formacion de microcolonias tipicas en forma de
ladrillos apilados,

» La produccion de citotoxinas y enterotoxinas y final-
mente,

» El desarrollo de una inflamacion grave de la mucosa.
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Las cepas de ECAD expresan adhesinas afimbriales
(Afa) y adhesinas fimbriales (Dr). Estas adhesinas se
encuentran en la superficie de la membrana externa
de la bacteria, confiriendo el principal mecanismo de
patogenicidad'**'®. Se subdividen en dos clases, la
tipica Afa/DrECAD y la atipica Afa/DrECAD que tienen
como caracteristicas la misma organizacion genética y
la unién al factor de aceleracion (hDAF: human decay-
accelerating factor)'**. En la clase tipica Afa/DrECAD se
encuentran AfaE-I, AfaE-II, AfaE-1II, AfaE-V, Dr, Dr-1I,
F1845 y NFA-I, las cuales son codificadas por los genes
afa-, dra-, daa-. Todas las adhesinas Afa/Dr se unen a
hDAF (DAF, CDS55), mientras que AfaE-IIl, Dr y las
adhesinas F1845 se unen a CEACAMG6'®. hDAF es una
glicoproteina de 70 KDa que se encuentra distribuida en
todas las células de la sangre, en el epitelio del intestino,
tracto genito-urinario y células endoteliales. Tiene como
funcion regular la cascada del complemento en el paso
de la convertasa C3, cumple un papel importante en la
interaccion entre el patogeno y las células del hospedero
para favorecer la infeccion!?.

Se conocen dos adhesinas principales de ECAD que
permiten la adherencia al enterocito. Adhesina fimbrial
1845 (F1845) y la adhesina involucrada en la adherencia
difusa (AIDA I: adhesin involved in diffuse adherence).
F1845 es una adhesina fimbrial que pertenece a la cepa
C1845 de tipo silvestre que tiene como receptor hDAF.
Al originarse esta unién, ocurre un alargamiento de
las microvellosidades'”’. La otra adhesina es AIDA-I,
que pertenece a la familia de autotransportadores de
membrana externa de 100 kDa y se ha encontrado en la
cepa 0:126H:2'%. Una vez Afa/Dr adhesina se une con
los receptores de la membrana del enterocito hDAF o
CEACAMBS se produce la activacion de la quinasa Src,
la cual es necesaria para la movilizacion y organizacion
de hDAF alrededor de las bacterias'®. La lesion de la
membrana celular inducida por la bacteria ocasiona
elongacion, dafio en las microvellosidades y reordena-
miento de las proteinas en el citoesqueleto, lo que genera
aumento de la permeabilidad del enterocito'**!*!. Luego
de la asociacion Afa/Dr, se activa la MAP quinasa (MAP:
mitogen-activated protein) e induce la produccion de IL-8
con la consecuente migracion transepitelial de polimorfo-
nucleares'!. Esto favorece el dafio de los enterocitos por
la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias como FNT-o
e IL-1p'*2 (Figura 6).

Ensayos en vacunas

Desde hace varios afios se han adelantado estudios
en vacunas para reducir la exposicion a los diferentes
patotipos de E. coli en humanos. Se han disefiado y
ensayado en diferentes modelos vacunas atenuadas,
subunidades, toxoides, conjugados o fusion de antigenos
multiepitopes, vacunas de vectores recombinantes y de
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Figura 6. £. coli adherente difusa. Las adhesinas Afa/Dr de ECAD (DAEC en la figura) reconocen a
hDAF o CEACAMS, activa la quinasa Src que ayuda a la movilizacién y organizacion de FAD alrede-
dor de la bacteria y se produce elongacién, pérdida de las microvellosidades y secrecién de agua y
electrolitos. La activacién de la via de sefializaciéon de MAP culmina en la sintesis de IL-8, que induce
la transmigracion de polimorfonucleares (PMN). Esto estimula la sintesis de FNT-o. e IL1B en los

enterocitos, lo que causa dano celular.

ADN vy, recientemente, una mezcla celular completa
inactivada de patotipos de E. coli'**'". Algunos de estos
estudios estan en la fase preclinica y otros con un grado
de avance mayor en los estudios clinicos. Los mayores
avances en vacunas han sido en ECET. Se han investi-
gado diferentes modelos con resultados variables en su
efectividad, proteinas de algunos factores de virulencia
expresados por ECET como CFs, subunidades de LT, ST,
entre otros'**!3713% Para el control de las cepas de ECEP,
desde hace varios afios, con algunas de estas moléculas
mas conservadas, entre éstas la intimina, EspB, EspA y
BfpA se han adelantado estudios para el desarrollo de
vacunas en diversos modelos. A pesar de estos avances,
aun no existen productos disponibles para el control de
la infeccion por ECEP3:135:136.139.140,

Recientemente, se desarrolld6 una vacuna combinada
contra cinco patotipos de E. coli. Se probo en modelos
murinos una mezcla celular completa de cinco patotitpos
de E. coli (ECEP, ECEA, ECEI, ECST y ECET) inacti-
vados con formol y aplicados en forma subcutanea. La
vacuna combinada mostré 100% de supervivencia de los
ratones, independiente del sistema de adyuvante utiliza-
do, ofreciendo proteccion contra los cinco patotipos en
una sola dosis ¢ indujo una buena respuesta humoral'*.
Algunas de las proteinas implicadas en la virulencia de
ECST, principalmente en algunas del T3SS, las subuni-
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dades de la toxina STx y la intimina, han sido blanco para
el disefio de vacunas. Actualmente, existen dos vacunas
disponibles comercialmente, que tienen como funcion
disminuir la colonizacion por ECST en el ganado'*'%,
lo que eventualmente podria disminuir el contacto de los
humanos con cepas de esta variedad.

Ultimamente, mediante estudios de genomica compa-
rativa y de analisis inmunoinformatico se han identificado
nuevos candidatos vacunales que generan respuesta
inmune y reduccion de la colonizacion por ECST en
modelos murinos'*.

Los estudios en vacunas para prevenir las infecciones
entéricas por E. coli y por otros microrganismos estan
mostrando resultados que a corto y mediano plazo per-
mitiran plantear nuevos enfoques para generar vacunas de
amplio espectro, evaluar respuesta inmune y su eficacia
en las poblaciones y evaluar el papel de la inmunidad
materna como mecanismo de prevencion de las infec-
ciones entéricas.

Conclusiones

Escherichia coli, por ser uno de los principales agentes
causales de enfermedad diarreica infecciosa, ha sido
motivo de interés en la realizaciéon de un gran niimero
de investigaciones que contribuyen a su entendimiento.
Se recopild y analizé informacion actualizada sobre su
patogenicidad, lo que permiti6 ampliar el conocimiento de
los factores de virulencia y sus mecanismos de accion en
el hospedero. Algunos de estas moléculas son candidatas
potenciales para el desarrollo de vacunas y herramientas
utiles para la caracterizacion molecular de las cepas de
E. coli. Se debe avanzar en estudios moleculares para
determinar la prevalencia especifica de patogenos en
las diferentes areas geograficas y en diferentes grupos
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poblacionales. Asi mismo, es necesario disefiar métodos
que incluyan modelos inmunoldgicos para ampliar el
conocimiento de la evolucion epidemioldgica de pato-
genos especificos.
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Resumen

La enfermedad diarreica aguda (EDA) es un problema
de salud publica mundial, especialmente en los paises en
via de desarrollo y es una de las causas de mortalidad en
nifios bajo cinco afos de edad. Los agentes etiologicos de
EDA incluyen virus, bacterias y parasitos, en ese orden.
Dentro de las bacterias, Escherichia coli esta clasificada
como uno de los principales agentes diarreagénicos y se
trasmite por el consumo de agua y alimentos contami-
nados o mal cocidos. Esta revision recopild informacion
actualizada sobre los factores de virulencia y los meca-
nismos de patogenicidad implicados en la adhesion y
colonizacion de siete patotipos de E. coli denominados,
E. coli enteropatogena (ECEP), E. coli enterotoxigénica
(ECET), E. coli enteroinvasora (ECEI), E. coli shigatoxi-
génica (ECST), E. coli enteroagregativa (ECEA) y E. coli
de adherencia difusa (ECAD). Un tltimo patotipo, E. coli
adherente invasor (ECAI) asociado a la enfermedad de
Crohn también fue revisado. Los patotipos diarreagénicos
de E. coli afectan a diferentes grupos poblacionales y el
conocimiento de los mecanismos moleculares implicados
en la interaccion con el humano es importante para orien-
tar las investigaciones hacia el desarrollo de vacunas o
nuevas herramientas para su diagndstico y control.
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