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RESUMEN.

Se ha sugerido que las cepas de Escherichia coli productoras

de citotoxinas Vero ( VTEC ) pueden causar diarrea o colitis
hemorrdgica. Sin embargo, en paises en desarrollo no exis--
ten suficientes estudios epidemioldégicos para apoyar dicha
aseveracidn, por tal motivo, en este estudio se investigd la
frecuencia de aislamiento de cepas de VTEC, en pacientes con
diarrea y sin diarrea de una poblacién urbana y otra rural.
Se procesaron 1430 cepas 361 provenientes de 118 individuos
del poblado rural ( Cadereyta, Qro. ) y 1069 correspondientes
a 233 sujetos de la poblacidén urbana ( D. F. ), el nlmero to-
tal de sujetos correspondieron a: 95 casos del grupo testigo,
213 casos del grupo de diarrea sin sangre y 43 casos de dia--
rrea con sangre.

La actividad citotdxica se demostrd en un ensayo con monoca--~
pas de células HelLa. Se determind: el nivel de produccidn
de citotoxinas por diluciones decimales seriadas de sobrena--
dantes de cultivo en medio caldovsoya tripticaseina. De las
cepas VTEC se estudiaron los biotipos siguiendo el esquema -

de Crichton (11 ) y resistotipos por pruebas de sensibilidad
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é 10 antimicrobianos utilizarido el método de dilucidn seria-
‘da en medio de Mueller-Hinton.

Se aislaron cepas productoras de toxina Vero en 20% de los -

individuos sanos, 45% en los casos de.diarrea sin sangre y

76.2% en pacientes con diarrea con sangre de la poblacién ru

ral ( P<0.05 ).

Los valores de riesgo relativo para los dos dGltimos grupos -

fueron 3 y 12, respectivamente.

En la poblacién urbana los resultados fueron de 13%, 7.9% vy

4.5% respectivamente, con un riesgo relativo menor a la uni-~

dad.

Las cepas pertenecientes a las dos poblaciones presentaron

una distribucién amplia en cuanto a biotipos y resistotipos.

El 75% de las cepas VTEC pertenecieron a los biotipos 5, 6, -

13, 14, 15 y 16 de Crichton. Cabe destacar gue una proporcidn

importante (78%) de las cepas VTEC presentaron actividad de ox

nitina descarboxilasa,

Se concluyd que: La frecuencia de colonizacién por VTEC fue --

significativamente mayor en la poblacidén rural que en la pobla

cién urbana. En la poblacién rural existe un riesgo importan-

te de que individuos infectados por VTEC presenten diarrea se-

cretora acompafiada de sangre,
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INTRODUCCION:

En los paises en vias de desarrollo de América Latina, Asia y
de Africa y, por lo tanto en México, la diarrea infecciosa si
gue siendo uno de los problemas de salud pdblica m&s importan
tes.

La Organizacién Mundial de Salud informé que en 1983 fallecie
ron en estos paises cinco millones de nifios a consecuencia

de la diarrea (48 ). Ademis se estima gue 750 millones de ni
flos menores de cinco afios enferman de diarrea cada afio en to-
do el mundo { 25), lo que sefiala la magnitud del problema,
gue también representa una carga econémica considerable para
los presupuestos insuficientes de los paises en desarrollo.
ILa terapia de hidratacién oral, que constituye uno de los me-
jores logros terapéuticos, ha incidido de una manera definiti
va‘en la disminucién de las tasas de mortalidad por diarrea.
En México, la tasa de mortalidad por diarrea ha disminuido en
forma sostenida en los dltimos 55 afios, gracias guiz8 al incre
mento de nivel sanitario ( mayor nimero de comunidades con dig
posicién de agua potable y drenaje ) y sociocultural ( disminu
cidn del analfabetismo ) y, por otra parte, a la aplicacién de
la terapia de hidratacidén oral, que fue practicada en forma ~--
elemental y casera por el Dr. Ceballos en 1959 ( 48), llegando

a constituir un tratamiento reconocido por Acuerdo Oficial en



1983:pero aun asi, alcanzé la cifra de 31,467 muertes por dia
rrea, la cual corresponde a una tasa de mortalidad de 43 por

100,000 habitantes ( 57 ).

La diarrea en términos de morbilidad en la Repiblica Mexicana
ocupa un segundo lugar con 3'204,419 casos en el afio 1985 -~
(57 ).

En México los agentes etiolégicos de la diarrea se han identi

ficado en un 70% (Cuadro No. 1) (49, 56 ).



CUADRO No. 1

FRECUENCIA RELATIVA DE MICROORGANISMOS ENTEROPATOGENOS ENCO NTRA

DOS EN NINOS CON DIARREA EN LA CIUDAD DE MEXICO.

MICROORGANISMO : PORCENTAJE
Rotavirus .- T 15 a 20
Adenovirus o SR 5
SR virus e ) : 5
Egcherxichia coli
ETEC 18 a 20
EPEC 15 a 17
EIEC . 1
Cam bactex jeijuni 12 a 15
Shigella sp- 10 a 13
Salmonella sp- 2a6
Giaxdia lamblia "4 a8
Eh;gmgébg histolytica (trofozoitos) l1a2
c idium ' A 4
TODOS 70
Infecciones mltiples 20 a 25

Tomado de Olarte J. Boletin Mensual de Epidemiologfa (México)

1985; 1: 61-71
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Cabe destacar la importancia de Escherichia coli como agente
ééﬁséi de diarrea, en el cuadro No. 1, representa aproximada
mente un 36%; 11 sumar los distintos grupos diarreogénicos de
E. coli del total de los patdgenos identificados.
Establecida asi, la frecuencia de los agentes etiolf8gicos de
la diarrea en México, queda aln un 30% de los casos que re-
quieren de mayor investigacidn para identificar al agente pa
tégeno.

La primera clase de E. c¢oli diarreogénica, E. coli enteropa-

t8gena (EPEC), fue designada asi por Neter ( 15, 43 ), quien
confirmé la presencia frecuente de ciertos grupos serolégicos
en brotes epidémicos de diarrea, como ya habia establecido --
Kauffman y col. en 1940 ( 17 ), al demostrar que ciertos ---
miembros de los serogrupos 026, 055, 0l1ll, 0119, 0125, 0126,
0127, 0128 y 0142 son los mis prevalentes en casos de diarrea
en todo el mundo.

Las EPEC carecen de los factores de patogenicidad descritos,
tales como la enterotoxigenicidad asociada a la produccién de
toxina termoestable (ST) y/o toxina termol&bil (LT) en deter-
minadas cepas de E. coli, que se describieron consecutivamen
te a los estudios en asa ligada de intestino de conejo reali-
zados por De y col. en 1956, Sin embargo, los experimentos -

con voluntarios ( 42, 78 ) demostraron qgue las cepas EPEC -
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. administradas por via oral podfan producir éuadros diarreicos,

5 1o

cuando se daban en dosis de 10 a 10 microorganismos.

La virulencia de los enteropatdgenos probablemente se produce

por la manifestacidén de otros factores de patogenicidad diferen

tes de la toxigenicidad ( LT y ST ) o la invasividad (42 ).

Neter y col. en 1965 ( 42 ) resumié las evidencias que apoyaban

la enteropatogenicidad de E. coli (EPEC), como sigue:

a)

b)

c)

d)

e)

La mayoria de los casos se presentaban en brotes diarreicos
de grupos cerrados, los cuales se debian a un solo serogru-
po.

Las cepas de EPEC se aislaban con mayor frecuencig de mate-
ria fecal de lactantes con diarrea, que de las heces de lag
tantes sanos, o de las heces de nifios mayores o de adultos,

La capacidad de producir diarrea en voluntarios humanos es-

taba asociada con la administracién oral de un solo serogru

po.

La presencia de anticuerpos especificos contra el grupo -
EPEC se demostrd, tanto en pacientes, como en voluntarios -
convalecientes,

En los brotes de diarrea por E. coli, los estudios bacterig

16gicos exhaustivos y algunos estudios virolégicos fueron
incapaces de demostrar otro agente microbiano que justifica

ra la presencia de diarrea.

Asif, a pesar de que los datos epidemiolSgicos que establecieron
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la asociacién entre aislamiento de cepas EPEC y la presencia de
diarrea y de las evidencias experimentales aportadas por la ing
culacidn en voluntarios que lograron reproduc1r el cuadro dia--
rreico, poco se conoce acerca de los mecanismos de patogenici--
dad de las EPEC,

La :adherencia descrita en 1979 por Cravioto y cols. ( 8 ) para
el grupo EPEC es gquizd el finico mecanismo de patogenicidad des-
crito a la fecha. Ellos demostraron la presencia de una adhesi
na diferente de CFA, en el 80% de las EPEC, que confiere a las
bacterias la capacidad de adherencia a células HEp-2 resistente
a la presencia de manosa.

Rothbaum y cols.en 1982 (65)y Clausen y col.en 1982 (7) demos=-
traron la acentuada adherencia de la EPEC al epitelio de la mu-
cosa del intestino delgado con produccién de lesiones caracte--
risticas y destruccién de las microvellosidades.

Durante mucho tiempo la verificacidén del serotipo fue la dnica
caracteristica del grupo EPEC,

La primera observacién de la presencia de componentes téxicos
en EPEC fue hecha en 1971 ( 74), no obstante solo en la década
de los 80s fue donde se hicieron varios trabajos orientados a
la bGsqueda de citotoxinas ( 16, 38, 55 ).

Smith y Linggood en 1971 ( 74) al estudiar la produccién de en

terotoxina en las cepas de EPEC de origen humano incluyeron 26
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cepas de brotes de dia?reé é;:;;fggtég. Enrla ceﬁa H19 gue co
rresponde al serotipo 026:K60:H1ll, demostrarxon la presencia de
un factor tdxico diferente de LT, que provocaba la acumulacién
de liquidos en los segmentos de asa liéada de intestino de co-
nejo. Esta propiedad pudo transferirse a la cepa de E. coli
K12F; y asi obtuvieron la cepa K12 Ent’. La cepa de E. coli
H19 habia sido aislada en 1967 de materia fecal de un bebé con
diarrea ( 74).

En 1977 Konowalchuk y cols. {39 ) describieron una citotoxina,
diferente de la enterotoxinas conocidas hasta entonces y la de
nominaron toxina Vero, porgue dié efecto citotdéxico en células
Vero, a diferencia del efecto citotdénico que se habia demostra
do con las enterotoxinas, observaron, ademés, que no manifesta
ba toxicidad en las células Y-1, ni en las células CHO., Ios
autores consideraron que este nuevo componente téxico podia es
tar asociado con la enfermedad diarreica de humanos y de lechg
nes.

En el trabajo de Konowalchuk y cols. ( 39 ) llamé la atencién
las cepas pertenecientes al serogrupo 026 (H19 y H30) ya que
éstas, fueron dos de las tres cepas productoras de los niveles
més altos de toxiné y, particularmente, la cepa H19 en la que
Smith y Linggood ya habian descrito una toxina diferente de LT
en 1971 ( 74 ).

A partir de estos estudios se generaron numerosas investigacig

nes para determinar la presencia de citotoxinas en distintas -



_cepas de E. coli,

;,'lieqéﬁddée a7estab1eder Qué;lv m

..ras-de citotoxinas pertene

ug riendé asi
gue la enterotoxina y lé%éiﬁbb H19'€féﬁlidéné:
ticas. = &
Por ensayos de neutraiizaéiéh éénfsdéro,;ng;tox;n%uShlga Eipé

1 se demostrd que existian cuando menos dos‘Qariedades de VT
en las cepas de E. coli de origen humano ( 39, 70, 77 ).
Scotland y cols. ( 70 ) propusieron el nombre de VT-1 para --
la toxina neutralizable y VT-2 para la no neutralizables.

Los fagos lisogénicos que llevan la inform:cidn par: la pro--.
duccidén de citotoxinas en las cepas de origen humano, fueron
aislados de la cepa 026:Hll por Scotland y cols. €n 1983 {69)
Smith y cols. en 1983 y Willshaw y col. en 1985 y 1987 ( 75,
85,86).

Willshaw y cols. { 86 ) demostraron que el fago de la cepa 026,

H19 productora de VT-1 era diferente del fago E30480 aislado

de E. coli 0157:H7 productora de citotoxina VT-2.
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-~ Los-estudios.de. las condiciones Sptimis de produccidn de las

“requiere de

icado de la 'masa

éaQ;A“égé;béré VT—2 s§h,$ae; éaééiiés;médidéfdercgltivg con -

' cbnbénﬁfacién total de Febiﬁidié ia apariciénnde citd£§xina -

en el sobrenadanté en la fase logafitﬁica lleééndo 3 la mixi-

ma concentracién en la fase estacionaria de crecimiento del -

cultivo. Estas caracteristicas sefialaron, una vez mds, la in
dividualidad de cada una de las dos citotoxinas. ( 89 )

De una manera paralela a trabajos de Konowalchuk y. cols. ot¥os
‘investigadores desarrollaron distintos proyectos dirigiaoé 3”

conocer otros factores de virulencia de E. coli, asi ante la

aﬁsencia en EPEC de mecanismos de virulencia ya establecidos
en otras E. coli (ETEC y EIEC) O'Brien y col. en 1977 ( 55 )
investigaron y demostraron la presencia de una toxina tipo Shi
ga, cuya accién podia ser neutralizada por un i3ntisuero contra

extractos crudos de toxina de Shigella dysenteriae tipo 1.

Este hecho fue confirmado plenamente en 1982 con la disponibi-
lidad de antisueros monocespecificos y, entonces, se le asignd
el nombre de citotoxina tipo Shiga ( 51).

Algunos aspectos en el conocimiento de las citotoxinas de E.

coli se presentan en el cuadro Mo. 2,
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permitid unificar criter
"2 cada una de las dos:
gicamente - semejante -2 la”tdf

dvsenteriae tipo 1, que fue neutrallz da porbla antltoxlna Shi-

ga, se designd como tox1na‘"Sh1ga LT;I)-o'VerotOXLna

(VT-1). La citotoxinz ndf:eié p$1Shiga se deng
miné "Shiga like" II (SLTQIQY

En este trabajo se adoptéiéjl

pectivamente.

CITOTOXINA VT-1 (SLT-I)

Ly toxina VT-1l fue descrita y purificada parcizlmente por Kono-
walchuk y cols, ( 3% ) a partir de la cep2 H30, 0'Brien y cols
establecieron que VT-1 tenia una estructurs compuesta por subuni
dades semejantes a la de la toxina Shiga. Lai citotoxina VT-1 y
la toxina Shiga, tienen un punto isoeléctrico idéntico (8)

y la misma estabilidad relativa al calor, si se inactiva a 80°C
durante 10 minutos pero nd a 60°C por el mismo tiempo ( 38,53).
En relacidn con su actividad bioldgica la toxina Shiga fue cinco
veces menos activa que VT—l en 2s2 ligada de conejo, pero con una

aceidén mucho mayor en lu letalxdﬁd 11 raton DL50 por 1nyecc1on o

intraperitonexl en r1ton. tox1n1 Shlga 0. lug y vT-1 2 Oug ( 61 f).




(55 ),

CITOTOXINA VT-2_ (SLT-II) -

La citotoxina VT-2 purificada tiehe una estructura ¢ompuesta -

por subunidades, similar a la VT-1, no es disociable por la adi

cidén de mercaptoetanol, lo que indica gque las subunidades no -

estin unidas por puentes disulfuro (58 ).

Existen diferencias entre la actividad bioldgica de VT-1 y la

de VT-2 que pueden resumirse asf (38 )} :

1.~ VT-2 es mil veces menos activa que VT-1 sobre células Vero.

2.~ L3 dosis letal 50% de VT-2 en conejos es de 100 veces mis
alta que la de VT-1. -

3.- La diferencia mas importante constituye la respuesta a la
inyeccién de las toxinas en intestino de conejo. VT-2 prg
duce unaz cecitis hemorrigica francs, en contraste con la
toxina VT-1 que ocasiona una diarrea moderada sin sangre.

La citotoxina VT-2 tiene distintos pI con valores que van de --



s (129,34,58,88,

la propiedad déah67ser.neutr Tizad

La “inyeccién intraperitonez

nistrada ( 59 ).

Lns manifestaciones tééiéaérarﬁiQel histolégico fueron las si-
guientes: i
En intestino produjo lesiones caracterizadas por dafio y desca-
macidén de las células epitelisles de las criptas y de la super
ficie, lo que condujo a la pérdida de la membrana mucosa y a -
12 subsecuente hemorragia 2 nivel de colon. Las lesiones fue-
ron especificas para el colon y no afectaron otras porciones

del tracto gastrointestinal como se habia observado con cepas

de EPEC no productorzs de citotoxinas ( 15 )., También provocd

lesiones en los rifiones de los ratones, que se caracterizaron

por una marcada vicuolizacidén de las células del tidbulo contor



“‘neado proxin acidén élﬂép}£§1i5 rénai\de.l6$:tﬁbulOSf

contdrnejdd

tﬁbhl&é_qqleéto;eé;»f_:;f
:Eﬁ éiIbag§v Véqglqsfl}ﬁfﬁtigo;>Mésentéricos y téﬁidé iiﬁf%tiborﬂ
1sbciﬁdo,h1fig£ééfind; #e‘obsefvé un efecto citotdxico importan -
te ya que se presentd muerte celular, superior 3l 20%, en l$7~-4
vaina periarteriolar de los linfiticos, en las zonas marginales

y en las 4reas de las células T y B de los nédulos mesentéricos

vy en las placas de Peyer ileales (59 ).

El dafio y cambios citoliticos en ei bazo se caracterizaron por

la presencia de células fagociticas mononucleares con megaca;ig
citos. La destruccidn de megacariocitos, mediads por leucoci-- -
tos, y 1z alteracidén de las funciones de las plaquetas, debid=a

a la accidn de las toxinas, puede jugar un papel en la microan-
giopatiz renal del sindrome urémico hemolitico ( 59 ).

De todo lo ‘anterior queda establecido el potencizl patogénico de

VT-2 de Escherichia coli y, por lo tanto, la posible participa-

cién de estas cepas citotoxigénicas VI-2 en los casos de diarrea,
ya que la toxina tiene una 2ccidn especifica en colon en este mo
delo experimental ( 59 ).

Lz2s principales caracteristicas de las dos toxinas VT-1 y VI-2

se resumen en el cuadro No. 3.

CITOTOXINA TIPO SHIGA II VARIANTE (SLT II V)

L1 citotoxina elaborada por cepas de E. coli aisladas de 1la enfe;_



CUADRC  No. 3

CITOTOXINAS DE Escherichia coli

| CARACTERISTICAS .

SLT-1 (VT-1)

UBICACION - ‘
COMDICIOMES DE CULTIVO
- (Produccién) ’

; ESTRUCTURA QU IMICA™

‘EFISI(;O—Q‘UIMICAS
‘S‘Peso“‘molecular )
‘qunlo’ isoelécirico
ESTR‘;JCTURA ANT IGENICA .

Neutralizable con suero
Tantitoxina de Shigella
i dysenteriae tipo 1

©COD IF ICAC ION GENET ICA
“ACT IVIDAD BIOLOGICA:

. Cultivo de tejidos
Zlnoculacion intreperitoneal
en ratbn.

-Asa iigada de conejo

Espacio periplasmico (38)
Medir)> carente de Fe (Syncase)

(51

Dos subunidades (52, 55)

48-70 KDa  (55)-

7.3 (55)
si . (55)
Fagos (50)

Litica {Veroy HeLa) (51)
Neurotdxica, enterotdxica i
nefrotoxica y letal (51)

Acumulacién de liquidos (55)

‘Ai:u'ri'lJlaélon'd

(Evans) (5) "

Dos subunidades.

mercaptoetanol

64 KDa (58)

5.2 (57)
No - (38)

Fégoé (50)+

-~ (58)

HéLé‘) (38)

; 3t ¢ 55 enterotdxica,”
inefrotoxica y

>tal 7(59).

‘vljlq:g‘ivd‘os g (59) : E




CITOTOXINAS DE Eschemch:a coll

CARACTERISTICAS

‘sLT-ur;(vT}zxf

UB ICACION
COMD ICIONES DE CULTIVO
(Produccion)

ESTRUCTURA QUIMICA

F1SICO-QUIMICAS

Peso nmolecular

Punto isocléctrico
ESTRUCTURA ANT IGENICA
Neutralizable con suero
antitoxina de Shigella
dysenteriae tipo |
CODIF ICACION GENETICA
ACTIVIDAD BIOLOGICA:
-Cultivo de tejidos

~lnocutacidn intreperitoneal
en raton.

-Asa |igada de conejo

Litica (Vero y HeLé) (51)-‘

Mediocon: concemrdcson de Fe nornal
(Evans) (5) :

""Dos subunidades no dlsocmbles con
mercaptoetano! - {58)

“64°KDa " (58)

2 (57)
véii‘(és)'f,'i, e No. = (38) i
Fagos -(50) . k , ’ -#agoé -{50)

Litica (Vero y Hela) (38)
Neurotéxica, enterotdxica,
nefrotéxica y letal (59)

Neurotdxica, enterotbxica"
nefrotéxica y letal (51)

Acunulacion de Iqqundos (55) » Acunu_lacién de liquidos (59)




mis los genés que 'la codificin no se encuentran .en.fagos

ro hibridizan con-los genes especificos para VT-2.RfEstaitox1f'ﬂ

na es neutralizable con suero antitoxina VT-2,

ASOCIACION DE CITOTOXINAS CON ENFERMEDADES

Se han realizado estudios en diferentes paises en donde se --
sefiala la frecuencia de cepas citotdxicas y su asociaciénvconr
diferentes enfermedades como: diarrea, colitis hémdrfsgica.y'
sindrome urémico hemolitico (24, 30, 46{A76; :k). 7 7
Marques y cols. (45 ) establecieron los niveles de toxina --
que producian las cepas asociadas con casos de diarrea, coli-
tis hemorrdgica, sindrome urémiéo hemolitico, asi como las ce
pas aisladas de alimentos relacionados con brotes de colitis
hemorrdgica. Ellas encontraron cepas hiperproductoras de to-~
xina en los pacientes con diarrea que, en contraste con las -
cepas aisladas de individuos sanos produciin niveles bzjos de
toxina.

En el cuadro No 4, se muestran distintos cuadros clinicos re-

lacionidos con la infeccidn por VTEC y sus correspondientes

porcentajes de 2islamiento de E. goli productoras de citotoxi

nais.,



CUADRO No. : & .

RELAC ION ENTRE CUADRO CL INICO Y PRESENCIA DE Escherichia ‘col i CITOTOXIGENICA (VTEC)

CLADRO LUGAR % CASOS CON REFERENC IA

CLINICO GEOGRAF ICO - VTEC:

Diarrea Alemania S ' 24 Karch 1987 (33)

Diarrea México i -
‘Qal:(;ira-’Mendéza 1985 (18)
Diarrea E.UAG T s - :
v Cleary 1985 -°(8) -~

Diarrea México'” L

e Cravioto 11988 (10)
CH Ingia(erra y Gales -~ - - ' 39
CH (brote) Anglia

HUS Canada

Porciento de aislamiento del”gr"ubd*cybnt_rol



ciacién sibita con dolor zbdominal severo, diarrea con singre
y presencia de fiebre moderada o.sin ‘ell:,:concluyeron gue la

cepa de E. coli 0157:H7 pudiera estar isociada a dicho cuadro

clinico en base a las siguientes evidencins;

a)"Nb se encontrd ningln otro 2gente etiolégico responsable
de tal patologia.

b) Este serotipo se 2islé de las heces de los enfermos; pero—
no de las de los individuos sanos.

c)  Las otras cepas de E. gg;i 0157:H7 que existian hasta --

| 1983 en el CDC habian sido aisladas de pacientes que en

1975 presentaron una enfermedad idéntica a la descrita.

En 1983 O'Brien v cols. ( 53 ) describieron que las cepas de

E, coli del serotipo 0157:H7 tienen la capacidad de producir

citotoxinzs. Scotland y cols. ( 70 ) demostraron que algunas
cepas de este serotipo inclusive eran capaces de producir las
dos toxinas VT-1 y VT-2,

Se ha establecido la asociacidn de las cepas de E. coli 0157:

H7 capaces de sintetizar citoxinas con un amplio espectro de
enfermedades desde infeccidén asintomdtica, diszrre» sin sangre,
colitis hemorrigicy y sindrome urémico hemolitico y puede lle-

gar 2 caus3 la muerte ( 31, 66 ),
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DIAGNOSTICO. DE LAS INFECCIONES POR VTEC

L2 recuperacidn’de las cep:s siempre es una tarea -

sencilla, debido 1 su ba 1a poblacién general

de E, coli presegte‘eﬁ
distintos récuréos‘éér
de laboratorio para el
ciones por VTEC. ‘

Algunos autores { 35 )fr

nas con un minimo de 20*é§i§nias,rpara_ééi\SQmehtar las proba-
bilidades de encontrar ceéas ﬁit§£6xicasf

Lz investigacidn de citotoxinas a partir de materia fecal di--
rectamente, es otra posibilidad gque ha ofrecido buenos resultz
dos, y3 que en algunos casos donde se ha demostrado la presen-
cia de citotoxinas en heces no se logrd el aislamiento de VTEC

( 40 ). De ahi los autores han concluido que la deteccién de

VT en materia fecal (FVT) es el procedimiento més indicado pa

ra el diagnéstico de la infeccidén por cepas de E. coli produc-
toris de citotoxinas.

Karm3li y cols. ( 37 ) para encontrar las escasas cepas de VTEC
trataron con polimixina B, a la masa bacteriana de las colonias
recolectadas mediante el arrastre con un hisopo, del 4rea de --
crecimiento semiconfluente de los medios de primoaislamiento, -

produjeron asi 1i liberacidn de las citotovinas de los ecpacios
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periplismicos, .con.lo _que lograron detectar hasti una cepa de.

VIEC en 100 colonias de E. coli.

Se han eIQboradorsbndas pafa ia ﬁééeccién; ébr‘hipgiéiz?cféhg:l_!j
de citotoxinas, enCOntrénaose cuando menos dos aséciadag’céh( f‘""”
enfermedad humana, 3unque existerievidencias de mas de dos t;f
pos de ellas ( 20, 50, 54, 86,). Mediante el métod§ dé
hibridizacién se ha llegado 2 una sensibilid=d tal de hacer -
posiblé 13 demostracién de una colonia de VTEC entre 1200 co-
lonias.(_72 ). |
“En bjse:a”1a ihcapacidad de las cepas del serotipo 0157:H7'§g7
ra fefﬁénﬁar él‘sorbitol, la seleccidén de las colonias no fer

N ﬁenE;dofas én‘Mac Conkey-sorbitol, coﬁstituyé un ‘buen recurso
énblé recuperacidén de éstas cepas segin estudios realizados -
en Cinadi; sin embargo, las cepas 0157:H7 aisladas en México
(81) fﬁéron sorbitol positivas al igual que lo reportado para
la mayoria (92%) de lis cepas de la especie E. coli ( 17).

Los anticuerpos monoclonales han hecho posible la identifica-
cidén de pequefios nimeros de VTEC en los cultivos mixtos, por
medio del método de transferencia de colonias a membranas --

{ "colony blot" ) que constituye un valioso recurso de.selec—"
cién de VTEC en el primoaislamiento 2 partir de materia fecal,
cultivos de alimentos y muestris ambientales ( 32 ).

Los métodos como la contriinmunoelectroforesis, el ensayd,inF‘_
munoenzimitico (E.L.I.S.A.,) y 11 inmunofluoresceﬁciéL ge'es;-

tin utilizando también en la investigacidn de ‘las~infecciones



por VIEC (.12:).

El hﬁllngd”defantipuéfppsisé;‘”é k

citotoxinas en pacientes con. infeccione

una evidencia Gtil ‘en infecciones por

es posible el aislamiento del agenté eEiqlégi¢o

TIPIFICACION DE LAS VTEC.

En cualquier enfermedad de origen infecéioso bacteriano; la -
identificacién del género y especie de un patdgeno dado, no -~
es suficiente para localizar un foco comin de infeccidn, re--
quiriéndose, para tal fin, de una caractérizacién mis 2mplia
por biotipos, resistotipos, fagotipos, etc. También en VTEC
se ha realizado este tipo de estudios, particularmente con -~
las cepas 2isladas de brotes { 13 ),

E1l serotiéo 0157:H7, que es el VTEC aislado con mayor frecuen
cia de los casos de colitis hemorrigica y sindrome urémico he
molitico en Canadd y E,U.A., se tipificd mediante estudio de
patrones figicos de 98 cepas y se obtuvieron 14 diferentes ti
pos figicos (1 ).

En base 2 las pruebas bioquimicas de fermentacidén de dulcitol
y ramnosz2, Krishan y col. {40 ) establecieron cuatro biotipos
en las cepas del serotipo 0157:H7.

Las cepas productoras de citotoxinas de serotipos diferentes
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a 0157 H7 "(serogrupos 05, 055, 0103 Olll'\c V. 0153),"

coisi (13 )»lns carwcterlzaron de 1cuerdo =} v1r1as propledades

: 5§9qJ;§§s,g virulenc1a de E. coli tales éomqé,fcapgcldaa'de pro
dﬁccién‘de las diferentes clases de citotoxinas; cslicinas, -
pieseﬁcia de factores de adherencina EAF, CVD41l9, hemaglutina--
"cién y pruebas de sensibilid2d 2 los antimicrobianos, encon---
trando una diversidad de estos caracteres.

Como er: de esperarse, se observd que la caracterizacién de eg
tas cepas de VTEC que tienen como Gnica propiedszd comin la de
poseer uno o mis fagos que las habilita 2z producir toxinas, di
fiere de otras propiedades codificadas en aistintas porciones
del material genético.

Asi, 1la tarea de buscar alguna propiedad que caracterice a la
meyoria de las cepas VTEC de serotipos diferentes del 0157:H7
c&nstituiré un estudio exhaustivo de caracteres enziméticos y

bioldgicos, dada la diversidad de cepas.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA -,

Las cepas de E. coli'éiﬁégggiéénicns,se encuentran presentes 5
con cierta frecuencia en el grupo EPEC, y este grupo ocupa un
lugar importante entre los agentes etioldgicos productores de
13 diarrez en 1n poblacidn infantil de México. Es importante
conocer qué proporcién de E. coli es c2pfz de sintetizar cito-
toxinas en las cepas aisladas de casos de diarrea.

Tanto la importancia de la diarrea de origen infeccioso en Mé-
xico, como la creciente evidencia de que las VIEC se encuentran
asociadas a cuadros diarreicos, fueron el motivo de estudiar -
las cepas de E. coli isladas de casos de diarreaz y de indivi-
duos asintomiticos de una poblicidén del altiplino mexicano ---
(C2dereyta, Querétaro) y de la poblacidén urbana (Distrito Fede

ral ), para conocer la frecuencia de aislamiento de E. ¢oli --

productoras de citotoxinas y establecer su asociacidn con la -
diarrea. Ademés, se planted la necesidad de llegsr a un cono-
cimiento mis amplio de las cepas VIEC por biotipo primario de
Crichton y resistotipo, para establecer las diferencias o seme
janza entre las cepas de los dos origenes.

De esta manera, el presente trabajo podria contribuir a ubicar

las cepas de E. coli productoris de citotoxinas entre los dig.
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‘tintos-agentes etioldgicos de 1a diarrea en la poblacién mexi-

cina y quizéd pueds impulsar 1 tomar medidas preventivas y ter:

péutic.s mis :cordes con 12 etiopatogeniz de la diarrea.



OBJETIVOS: -

23.

Determinar 1z frecuencia de cepis de Escherichin
coli productoras de citotoxinas en pacientes con

diarrea de poblaciones urbana y rural.
Establecer los niveles de toxina producidos por
las cepas citotéxicas y su relacidén con la pre-

sencia de diarrea,

Tipificar las cepas productoras de citotoxinas

por:
a) Biotipos.

b) Resistotipos.
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HIPOTESIS:

1.-:Las cepas de Escherichia coli, productoras de citotoxinas’ -
son mis frecuentes en los.aislamientos de.casos;dé dia--:

rrea que de los aislamientos‘de individuos sanos.

2.~ Las cepas productoras d

m&s asociadas a casos.de

niveles bajos.

3.~ Las cepas productoras de citotoxinas constituyen un gru
. po con caracteres bioldgicos semejantes de biotipo y re

' sistotipo, independienfemente de su origen.



VI

MATERIAL :

Cepas testigo:

Escherichia coli K12 (VI-1 y VT

9330 (vT-2

Cepas para el estudio:
Del &rea rural se estudiaron 361 cepas pertenecientes a 118 in
dividuos (21 pacientes con diarrea con sangre, 48 con diarrea

sin sangre y 49 casos asintomdticos).

En el &rea urbana participaron dos clinicas del IMSS en el Dig
trito Federal: la Unidad Médico Familiar No. 22 de San Jerdni

mo v la Unidad Médico Familiar No. 19 de Coyoacén.

En 12 recoleccidn de cepas de la poblacién urbana, se conside-
raron dos fases: 12 primera que incluyd todo los grupos (pa--
cientes con diarrea con sangre, con diarrez sin sangre e indi-
viduos asintomiticos);y la sequnda, que incluyd sélec pacientes

con diarrea y sangre en heces.

Se aislaron 5 cepas de cada individuo y se obtuvo una muestra
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fndi&idﬁoéT(ZZ pééiéntés:ébﬁfdi{

con diarrei sin sangre y 46°casos testigo o asintomfiticos)..

Segunda fase.-~ Se incluyeron 5 cepas pertenecientes a un caso
de diarrea sin sangre v 115 cepas de 23 casos de diarrea con
sangre. De esta cepas se utilizaron sélamente las productoras

de citotoxinas para su caracterizacién.

El criterio de inclusidén para los individuos sintomiticos fue,
pacientes gue tuvieran diarrea.aguda con menos de 5 dias da --
evolucién y gue acudieron a l1la-Clinica por esa causz sin otro

padecimiento de fonds - (26).

Se consideraron como controles 2 los individuos que no habian

presentado diaxrea en los 15 dias anteriores 2l muestreo.

La presencia de sangre fue registrada por observacidn macroscd

pica de materia fecal,



METODOS:

l.- Determinacién de la frecuencia de cepas de Escherichia

coli productoras de citotoxinas.
1.1 Aislamiento e identificacién de las cepas.

De todos los casos se recolectd una muestra de heces recién
emitidas.

Las muestras fueron procesadas de inmediato, en la fase ini
cial en el Laboratorio de la Clinica correspondiente (inocu
lacién de medios de transporte, enriquecimiento y aislamien
to) y trasladadas el mismo dia al laboratorio de la Unidad
de Investigacidén Clinica en Enfermedades Infecciosas y Pafg
sitarias del I.M.S.S., donde se realizaron los estudios gque
se anotan en el diagrama I,

De las muestras de Querétaro de la placa Mac Conkey se se-
leccionaron 4 colonias lactosa positivas con morfologia com
parable a la de Escherichia coli y, en las muestras del Disg
trito Federal, se seleccionaron 5 colonias de cada muestra,
“en las cuales se probaron los siguientes medios diferencia-

les: Kliger, medio de movilidad indol y ornitina ( MIO ), -



> BACTERIOLOGIA ./~

Muestra
Heces

.

DI AGRAMA I

. COPROCULTIVO

SR

.
Quistes
Faust
PARASITOLOGIA
kFrotis para Cryptospé
VIROLOGIA ELISA para Rotavirus

OBSERVACION DE MOCO FECAL

| SALMONELLA

* ) c1roToXINAS
. UINVASIVIDAD

' :"’@xﬁ'fioﬁoms

CULTIVO PARA CAMPYLOBACTER

Huevos de HelﬁiﬂtoSi o

ridium



para llegar‘a;ié

Las colonias ident

Peptona..eesa..

AQAT. . iianaanass 15.5g

Extracto de carne...

Agus destilada.....veeess.s. < ++2000/mL

pH 7.4

Los frascos con la gelosa especial inoculada con: las cepas’ se
engargolaron y se mantuvieron a temperatura ambiente por el

tiempo que durd el estudio.

1.2 Produccién de toxina (6)

Las cepas conservadas en gelosa especial se sembraron en 2 ml
de caldo soya tripticaseina, incubindose por 4 horas a 37°C,

en agit2cidén. De este cultivo se utilizd 0.1 ml para inocular
otro tubo con dos ml. de caldo soya tripticaseina y se dejd in
cubar por un periodo de 18 a 24 horas en cultivo estacionario

a 37°C.
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Los sobrenadantes se transfirieron con pipetas Pasteur estéri
les.

Los que se se usaron inmediatamente para el ensayo de citoto-
xicidad sobre células Hela, o se quedaron en congelacidén a -
~-20°C, hasta ser utilizados, por un tiempo miximo de dos se-
manas.

1.3 Preparacidén de monocapas de células HelLa. (44)

A una botella de 50 ml. con un cultivo celular con 100% de -
- confluencia, se quité el medio de cultivo y se le adiciond 1
a 2 ml. de tripsina al 0.05% distribuyéndose la solucidn en
toda la superficie de la monocapa celular e incubindose a --
37°C, por el tiempo requerido hasta observarse el desprendi-

miento de las células.

e I /) B
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Se elimind la solucidn mediante uni pipets una’e

usééndiérén en 20 ml. de medio mi=

nimo esencial;(MEM):gon,suero‘fetéi‘dé:terheﬁafaitlo%'y4se;hoﬁdéeni
z6 por aspiracidn-y Qiciédofdéila'pipetj con 13 Que se -adiciond el
medio de cultivo. Eéta suspensién se distfibuyé en porciones de -
200 ul, por cada pozo de una placa de 96 pozos. Se incubd a 37°C,
por 24 horas en ambiente de CO, él 5% y.se observé la monocapa para

registrar los pozos que tenian'unaiCOnfluencia alrededor de 80%.

1.4 Ensayo de citotoxinas.{?}).J 

Previo al uso de la monocapa dé délﬁias; se cambié el mééiqfae;;ﬁi;i;i
tivo por medio minimo esencial conksuero bovino - fetal 5133%;5:ﬁ§'¢g o
da uno de los sobrenadzntes se aplicaron 25ul, porkéozo conrcﬁltivo
de células en microplaca de 96 pozos. Se incubd a 37°C en ambiente
€O, al 5% y se observé el efecto citotdxico (lisis) a las 48 y 72
horas. Lz observacién se hizo en microscopio invertido con el obje
tivo 10X,

Sé registrdé porciento de lisis. Las pruebas que presentaron 50% o
més de lisis se consideraron positivas, DIAGRAMA II.

Se considerd como caso positivo para aislamiento de VTEC aguel que

tuvierz cuando menos un3 colonia de E. coli productora de citotoxi

na (diagrama II).

En cada ensayo se incluyeron los siguientes testigos:



IDENTIFICACION DE CEPAS DE Escherichia coli CITOTOXICAS .-

.Cepa_gﬁfgéidsa éépec;él

2 ml CST a 37° C/4 hotas . =

4fhbraé”

Paquete celular
descartar

: . Apllrar 25 ul/pozo
' “con monocapa de células HeLa
37°C en ambiente de CO2

48 y 72 h

Observar (mlcroscoplo anertldo)

l

Registrar

Lisis 2 sq%(POSITIVO)



e

b)

c)

d)  Testigo positivo, sobfgﬁa

' 933 W productor: de VT-2793

2.~ Cuantificacidn de citotoxi

De c2da uno de los sobrenadantes con accidn citotdxica se hi-
_ L -2 -3 45
cieron diluciones 1:20, 10 , 10 ~,~10- , 10 7, probfndose ca
da una de éstes =n monocapa de células HelLa, de igual forma -
que la ya descrit2 y se establecid la dosis litica que es la
inversa de 12 mayor dilucidn gue presente 50% de lisis celu--

“lar. - Para ubicar a las oepas VIEC de acuerds a su nivel de

produsnidn de citotoxinas, s2 utilizd el siguiente criterio:

Niveles de citutoxina producida por Esc

;
Bzjo de 2 X 1¢C - 6 X 10° cD30

Moderad»> 103 - 104 CD590



Se hizo.ensayo' de'neutralizacién de Ia toxina

raducido nimer

(11,

*Pfééafaéié;'deVinééulo.—‘ Se comé:dﬁé‘%é;éu;éég;}ééﬁbféndo cada
una'dé lasvcepas en medio de Mac Conkey.biUné éoionia bien ca-
racteristica y aislada se inoculd enruna:plééa ée agar de soya
tripticaseina y después de 24 horas de incubacidén a 37°C, se -
hizo una suspensidén en NaCl 0.85% para tener una densidad de -
1 X 109 unidzdes formadoras de colonias por ml. Se utilizd un ..
volumen de 0.02 ml de la suspensidén bacteriana como indculo pa
ra cada uno de los tubos de prueba. La preparacién de los me-

dios para las pruebas bicquimicas se describe en el apéndice.

Procedimiento.~ Cada uno de los tubos para las pruebas biogui
micas, con el correspondiente caldo base y el respectivo sus--
trato (rafinosa, sorbosa, dulcitol 'y ornitina), se inoculd con

las suspensién bacteriana. . Se utilizaron como controles los -




Sorbosn 48 horas, ,dpléi‘tol 48 ‘horas,

prueba de la descarboxildcidn d

Interpretacién.-- La ppiéb’

positiva se manifestd por 1aa :.dJ.f:. ’J:.Q _£5d9‘.‘]."{ine;:lior y la des--
carboxilacidn por la alcalini'zarc."icyiﬁn..ﬁkCo;\ Vlo.s kresultados obteni,
dos, se ubicd cada cepa estudiida en-el biotipo primario corres
pondiente, de acuerdo 2 lo descrito por Crichton en el Cuadro

No. 5.
3.2 - Pruebas de sensibilidad a los antimig;ofbi:aﬁqjs { 7727. 8'3) ..

Sé utilizaron los siguientes antibidticos: con los correspondien

tes valores de corte:

Antibidtico: Concentracidn ug/ml
Tetraciclina 4
Ampicilina 32

Estreptomicina - . . 32: o )
Cloranfenicol 16
Trimetoprim/sul fametoxasol 320

(TMT/SMZ) :

Gentamicina 8

Amikacina : g "16 :

Cefalotina : . S 232



BIOTIPO.
PRIMARIO

No.

1
2 T £
3 T +
4 + +
5 + -
6 + -
7 + -
8 + -
9 - +
10 - +
11 ‘ - +
12 -
1’37 o - Co-
14 - e
15 - -
16 - -

Tomado de Crichton‘l9855?(7

+. fermentacién en rafinosa;

+ descarkoxilacién de.la ornitina

sorbosa:

avteitor



Kanamicina -~ " SR Y sl

" Cefotaxima -

Se incluyeron en el: ensa e

Mixima (concentracidn de’2:diluciones:

cibén de 2 diluciones posteriores a.la del-valor de corte en un

serie de diluciones al doble).

La preparacién del medio de cﬁifiVoréoﬁfcada,unogdg;lo‘haqtiré
biéﬁicds estd descrita en el Apéndice. |
Preparacidén del indculo.- Cada una de las cepas se sembré por
estria cruzada en placa; de agar soya triptosa, para comprobar
la pureza de la cepa ( 83 ). Se seleccionaron 4 6 5 colonias y
con una porcidn de cada una de ellas, se prepard una suspensién
en caldo soyz tripticaseina, ajusténdose la turbidez al tubo No.
2 de la escala de Mac Farland gue corresponde a 1 X lO8 UFC por

ml. De esta suspensién se hizo una dilucidén 1:20 que se utili-

z4 como indculo.

Inoculacidn de los medios.~ Con las distintas suspensiones bag
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é';éiplhéﬁ;ﬁél‘rébliéador;fmg

diante ‘el 7cuali se inocularon las ‘series ‘de cajas: correspondien

tesfd éédaiun}¢de7los‘gntibiétiqoé,[comen;éndb;pbp;l§‘cha‘teg
‘tigo (Sin dnti#iétigbs)iy coﬁtinu:ndo con las otris tres cajes
.en orden creciente de concentracidn de antibidticos: minima,
valor de corte v mixima, Se incubaron a 37°C durante 24 horas,
al cabo de las cuales se leyeron y registraron los resultados

como sensible o resistente.

Interpretacién.- Las placas se observaron en el siguiente or-
den: por principio la placa teétigo y, si en ésta habia desa-
rrollo, se.prosiguié con la observacién de las otras tres.

Si existia inhibicidn del desarrollo con la concentracién de
antibiéticos del valor de corte y esta observacidén era congruepn
te con los resultados de las placas de minima y mdxima concen--
traciones, la cepa fue catalogada como sensible. De otra mane-
ra; si la placa con la concentracidén del valor de corte presen-
taba desarrollo y esto era confirmado por los resultados de las
placas de minims y mdxima concentraciqnes, la cepa fue cataloga
da como resistente.

Los resultados se tabularon por nimero de antibidticos diferen-

tes a los que las cepas presentaron resistencia.
4.~ Anilisis estadistico:

4.1 BEBvaluacidn de las diferencinss por la prueba de Xz.



De lo contrario, se utilizé la prueba

para muestras pequefias.

Para el cdlculo de Riesgo Relativo (RR) se utilizé la formula:

donde el significado de: a, b, c, v d es el siguiente:

Factor de riesgo

4,2

de citotoxinas.

Estimacidn del grado de asociacidn entre presencia

de diarrea y cepas de Escherichia coli productoras

( 46, 79

Enfermedad

+

D

a

" ‘exacta de Fisher = (73)



1 aislamiento de VTEC

negativo el,aiéiémiéntq de  VTEC




S VIII..

El ¢uadrqﬁ6fpresentaflps‘resultados encontrados en la poblacién
total estudiada (rural més urbana) de donde se aislaron cepas-
de Escherichia coll productoras de citotoxinas con una freéuen—ii“v

cia de 16.8% en el grupo testigo y-un porciento semejante’. Zl

(16.4%) en el grupo de diarrex sin sangre; en tanto que en-el - - :

grupo de diarrea con sangre la frecuencia fue de 39.5% canyun -
valor de P <0.05 cuando se compararon los grupos testigo y 'dia-
rrea con sangre.
En el andlisis independiente de cada una de las dos poblaciones,
en el cuadro No. 7 se presenta la frecuencia de aislamiento de
VTEC en la poblacién rural (118 casos), donde se observd que ~-
tanto en el grupo de diarrea sin sangre (n=48) como en el de --
diarrea con sangre (n=21), se obtuvo una mayor recuperacidn de
cepas de E. coli productoras de citotoxinas que en la poblacidn
general, correspondiendo a 45.8% y 76.2% respectivamente. Estos
aislamientos dieron un valor de P <0.05 al compararlos con el
grupo control.
El cuadro No. B analiza la poblacidn urbana, en donde se estudia

ros 233 casos y se observé que la frecuencia de aislamiento fue



~ CUADRO No, 6.

1~ PRODUCTOR

DE'CITOTOXINA (VTEC) EN

FRECUENCIA DE Escherichia col

TESTIGO

DIARREA SIN SANGRE
(DSS)

DIARREA CON SANGRE
(DCS)

TOTAL

*P < 0.05




- CUADRO No. 7

FRECUENCIA DE Escherichia col.

PACIENTES CO

G R UP O %

TESTIGO

DTARREA SIN SANGRE (DSS). i .o 0 ..

DIARREA CON SANGRE . (DCS)

TOTAL

*p < 0.05



CUADRO No. 8

FRECUENCIA DE Escherlchla coli PRODUCTORA DF CITOTOXINAS (VTEC) EN

PACTLNTFS CON DIARRLA DE UNA COMUN[DAD URBANA

. NUMERO. DE ,CASOS '
< - ESTUDLADOS . -

TESTIGO

DIARREA SIN SANGRE (DSS)

DIARREA CON SANGRE (DCS).

TOTAL




"enteé,coh‘dia?——

~Entel:cuadro No. 9 se pfesentah,lbs4yalores‘de riesgo relativo

(RR) de desarrollar diarrea debido. a la presencia dé E. coli -

citotéxica, en los diferentes grupos estudiados. Losvvaiores 7
obtenidos fueron menores 2 la unidad para la poblaéiéﬁ tﬁ#ai,~_'
en los grupos de pacientes con diarrea (DSS y DCS) y de paéiég
tgs con diarrea sin sangre; en tanto que para el‘grupdidebdia—
rrea con sangre, al compararlo con el grupo téstigo, el valor
fue de 3.22, dando un valor semejante (3.33) en la preparacidn
del grupo de diarrea con sangre con el grupo de diarrea sin -
sangre.

En la poblacidén rural todos los valores fueron superiores a -
la unidad, en tanto que para el grupo de diarrea (DSS y DCS)
fue de 4.7 . Para el grupo de diarrea sin sangre el valor --
fue de 3.3 que también ée dié para el grupo de diarrea con ~--
sangre al compararlo con el grupo de diarrea sin sangre y un
vilor de 12 para el grupo de diarrea con sangre al compararlo
con el grupo testigo. Para la poblacién urbana todos los va-
lores fueron menores a la unidad. El grado de asociacidn en-

tre diarrea y aislamiento de cepas de E. coli productoras de



/. CUADRD No. 9 -

RIESGO RELATIVO' (RR) DE DESARROLLAR DIARREA DEBIDA A LA |

TOTOXINAS .

PRESENCIA DE: Esche

ACIONES

. URBANA
No. = (RR)

I3

GRUPOS ESTUDIADOS = .

DIARREA (DSS + DCS) '

DIARREA SIN SANGRE (DSS)
DTARREA CON SANGRE (DCS)

DIARREA CON SANGRE*-

* En comparacién con’el grupo de-diarrea’si

No. = Nimero de casos estudiados.
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‘CiEotdkihasr
presenta‘en la Figura Mo

reéultédés‘ppf,grﬁposiétarib d

se observan diferencias significativas en

arecuperacidn'de’

cepas de Escherichia coli produéﬁq;ag deﬁdiﬁqtdgihas,féaféf_
ninguno de los grupos de edad pé:dtéiggé»;ﬁéér;a §ué:ld§ ==
porcientos mds altos corresponden élkgfhpb éé‘diarreabcééi%;,'
sangre.

El cuadrc No. 1l presenta los resultados por grupos etariés:
para la comunidad urbana, sin que existan diferencias signi-
ficativas en los tres grupos para aislamiento de cepas ci-
totdxicas y solamente se observd un aislamiento en el grupo

de diarrea con sangre,

En los cuadros 12 y 13 se presentan los casos con aislamien

to de E. coli productoras de citétoxinas en los que coincide
con la presencia de otro agente patdgeno, con una frecuencia
que va desde 6 casos en el grupo de diarrea con sangre de la
poblacidén rural hasta 12 casos en el grupo de diarrea sin
éangre de la poblacidn rural,

Los niveles de produccidén de citotoxinas de las cepas corres
pondientes a la poblacién rural (n=118) y a la urbana (n=233)
se reportan en el cuadro 14, observindose que en los niveles

bajo y moderado se obtuvieron diferencias significativas --



UNIDADES DE RIESGO RELATIVO (RR)

FIGURA |

GRADO DE ASOCIACION ENTRE DIARREA Y PRESENCIA DE Escherichio coll

18

°
1

PRODUCTORAS DE CITOTOXINAS

2.48 a.- Dlarres (0SS + DCS)

b.- Diarreo sin songre ( DSS)
¢.-Dlarreo con songre (DCS)

4.7

e b ¢ c b ¢ a b ¢

poblacion total poblacion rural poblocion urbono



CUADRO No,. 10

IDENTIFICACION DE Escherichia coli

- PACIENTES CON' DIARREA DE UNA® COMUNIDA

GRUPOS ETARIOS

<5 afNos
5« 15 ANOS

> 15 ANOS

No.+/No. Est. = Nimero de casos Con aislamiento de VTEC/Nimero de casos estudiados



... CUADRO No. 11

DIARREA CON
. 'SANGRE n=22
No:+/No. . Est.. (%)

GRUPOS ETARIOS

<5 A0S 3717 (0.00)
5 < 15 aios 1/11 (0.00)
> 15 aNos 2/18 (9.1)

No.+/No. Est. = Nimero de casos con aislamientq'dé?VfEC/Numéroidéfcésos estudiados




- CUADRO No. 12

EL0UU Y NoY . CABOS. CONSE. coli CTTOTOXICA
. cAsos . .- . COMO UNICO .~ CON OTRO
STUDTADOS - - 'PATOGENO ' PATOGENO

TOTAL

TESTIGO- o o e g 10

T2

DIARREA CON:SANGR 6

“(ST LT

c) 2 ETEC (ST) / 1 ErnC (ST _L b
) 7d1a lamblla, Rofavm:us / -1 Ro




CUADRO No, 13

ASOCIACTON DE ESCheLichla coll PRODUCTORAS DE CITOTOXINAS CON

OTROS "AGENTES' PATOGENOS: AiSLADOS DE LA POBLACION URBANA*

“No. CASOS CON :E. coli CITOTOXICA -

- GRUPOS 50§ . . COMO UNICO COoN GTRO
2 © . PATOGENO PATOGENQ TOTAL
o : N
TESTIGO 5 1 6
DIARREA SIN SANGRE - . 166~ = . 5 . .gho 14

DIARREA CON SANGRE 13

a) 1 ETEC (LT){;

b)

gpo B, ETEC (LT, STy

c) 4 Shigella sonnei / 2 Shlqella flexnerl /'l Sh gella boydll / B

1 Rotavirus.

* Incluye las muestras de las dos fases.



CUADRO No. 14

DISTRIBUCION DE CASOS DE LAS’POBLACIONES RURAL Y URBANA DE ACUERDO A LA

CAPACIDAD DE PRODUCCION DE CITOTOXINAS DE LAS CEPAS DE Escherichia coli

POBLACIONES =
URBANA n=233
No. (%)

NIVELES DE PRODUCCION
DE TOXINAS

a)  BAJO* (3)
b)  MODERADO* (3)
c) . ALTO (1)

' NEGATIVO ,kél)

* P< 0.05 en poblacidn rural \}‘s‘.,pvob'l‘acfién’ urbana.:
Gy . )

a) 2 x 10' - 6 x 10% cps0; b) 10° - 10% cps0; c) 10%-- 10% cpso.



49,

VEn?;l:cﬁé&rbiNdi 15“§é;;ﬁé£a”la dist#iﬁﬁ¢;6n“demias}f fﬁ
de 1a poblacién rural en los distint;s‘érﬁéés?cgg éQ;T;of;éé;;”
pondientes niveles de toxina. Ei mayor nimero de cepas --
(P <0.05) se encontraron en niveles bajos del grupo de diarrea
con singre. Las dos cepas productoras de nivel alto correspon
dieron: una al grupo testigo y la otra al grupo de diarrea =--
sin sangre. El cuadro 16 presenta el potencial citotoxigénico
de las cepas aisladas de la comunidad urbana sin observarse di
ferencia significativas en ninguno de los grupos. Los porcen-
tajes no alcanzaron el 10%. Las cepas capaces dé producir ni-
,veles altos de citotoxina se aislaron: una del grupo control
y la otra del grupo de diarrea sin sangre. Para la caracteri-
zacidén de las cepas se trabajé con 48 cepas de la poblacién ru
ral y 33 de la poblacién urbana, una cepa por caso con aisla--
miento de VIEC. En el cuadro 17 se presentan los diferentes -
biotipos, ordenados segiin la frecuencia descéndente de las 48
cepas VTEC de la poblacién rural y las 33 de origen urbano;
Se distribuyeron en 15 de los 16 biotipos primarios de Crichton
(10), ya que ninguna cepa correspondid al biotipo 9 (raf” sorb’
+

+ . :
Orn’ Dul ). Al comparar el nGmero de cepas correspondientes a

los biotipos 15 y 4 de las poblaciones rural y urbana se obtu--



CUADRO No, 15

POTENCIAL CITOTOXIGENICO DE CEPAS DE Escherlchla coli AISLADAS DE MATERIA -

-FECAL" DE PACIENTES CON - DTARREA DE UNA COMUNIDAD RURAL -

o~ NUMERO DE- 'NIVEL DE CITOTOXINA PRODUCIDO
ORIGEN DE LAS' CEPAg, -~ NUMERO DE..

GRUPO CASQS~ " 7> MODERADO ALTO
ESTUDIADOS® - POSITIVOS () - POSITIVOS (%)

TESTIGO 49

DIARREA SIN SANGRE 48 - : 

DIARREA CON SANGRE ,2l¥‘




. CUADRO'No. 16

POTENCIAL ' CITOTOXIG scherichia coli AISLADAS DE MATERIA

»FECAQ"DE PACIENTES: CON:DIARR DE”UNA}COMﬁNIDAD URBANA

#~NIVEL DE. CITOTOXINA PRODUCIDO ..
MODERADO ALTO

ORIGEN DE LAS CEPAS;

GRUPO - POSITIVOS (%)  POSITIVOS (%)
TESTIGO 4 (8.69)
DIARREA SIN SANGRE 50 hd (4.24) 5 (3.03)
DIARREA CON SANGRE -0 (0.00)




CUADRO No ‘17

DISTRIBUCION (%) EN BIOTIPOS DE LAS CEPAS DE Escherichia coli PRODUCG
TORAS DE CITOTOXINAS DE LAS POBLACIONES RURAL Y URBANA.

BIOTIPO FRECUENCIA DISTRIBUCION DE LAS POBLACIQONES
No. CEPAS RURAL n=48 URBANA n=33

14 14 ' , 8 (17) 6 - (18).

6 1w 9 (19) 2. (6)
5 w0 8 7. B
16 oo s (10)
15 8 ‘:, L (4)
-

10 s r:i‘l D '77 4 "—1i7 :(?iﬂf,.;

a S,

, , s s ”A(O)E'J

12 2 2 (a) .

()

7 1 o 1@ 0 (o

g T T "f"’"'(d*)':{”f? LTy
11 1 0o (0) 1 (3)

9 0 0 (0) 0 {0)

* P < 0.05 en los biotipos 15 y 4, poblacién rural-vs- poblacién
urbana.



obéérvéndose una diferencia significs;ivk S).éﬁt}éuibs
résultados de ornitina de la poblaciéh urbana v los Ae la po--
biacién rural. Los resultados de las pruebas de sensibilidad »
a 10 antimicrobianos, sin considerar los resultados de la gen-
tamicina y cefotaxima por no existir diferencias entre las ce=
pas, aparecen en el cuadro 19, donde se propone un patrdn de
26 resistotipos en base a los resultados de resistencia 2 0, 1,
2, 3, 4,566 antimicrobianés. El resistotipo I fue sensible
a todos los antimicrobianos, del II al V presentaron resisten-
cia a un solo antibidtico, del VI al X fueron resistentes a 2
antibidticos, del XI al XVI fueron resistentes a 3 antibidti-
cos, del XVII al XX resistentes a 4 antimicrobiinos, del XXI
al XXIV fueron resistentes a 5 antimicrobiancs, y los resisto
tipos XXV y XXVI fueron fesistentes a 6 antimicrobianos. - La
distribucidén de las cepas de origenes rural y urbano en gru--
pos de resistotipos se presenta en el cuadro 20. No se encon
traron diferencias significativas en ninguno de los grupos al

comparar las dos poblaciones.



COMPORTAMIENTO BIOQUI]

CUADRO No. 18

E_’:»E"sélﬂe‘rirchi a.coli

PRUEBAS
BIOQUIMICAS

RAFINOSA '.; (42)
SORBOSA ] 10 - (30).
ORNITINA* 38 (79) 13 (39)
DULCITOL 19 (39) 12

S (36)

* P <0.05 poblacidn

rural vs. poblacidn urbana.



RESISTOTIPOS DE CEPAS'

CITOTOXINAS AISLAD

RURAL Y URBANA

coli. PRODUCTORAS DE

XIII

TIPO RESISTENTE A:  RESISTENTE A:

I NINGUNO

11 Tc

IIr ap -

v sm XVII Tc, Ap, Sm, Cn

\ Cft XVIII ‘Tc, Ap, Sm, Cft

VI Tc, Cm XiX' Tc, Ap, Sm, TS

VII Tc, Sm XX Tc, Ap, Sm, Km

VIII Ap, Sm XXI . Tc, Ap, Sm, Cm, Km

X Tc, Ap XXIT Tc, Ap, Sm, TS, Cm

X Ap, Cft CXXIII Tc, Ap, Sm, Cm, Cft

XI Tc, Ap, Km XXIV Te, Ap, Sm, Gm, Km

XII Tc, Ap, Sm XXV Tc, Ap, Sm, TS, Cm, Km-
Tc, Ap, Cm XXVI Tc, Ap, Sm, TS, Cm, Cft

Antibidticos ensayados:

Tc tetraciclina, Ap amp1c111na, Sm estreptom1c1na, Cm cloranfen1f5,u
TS TMT/SMZ, Gm gentamicina, AK amlkac1na,
Cfx cefotax1ma. :

col,

Km kanamicina,

cfe

cefalotlna,fi”




FRECUENCIA (%) DE

CITOTOXINAS’EN GRUPOS DE RESISTOTIPOS D

CUADRO  No.

eric 1a’ COll PRODUCTORAS DE

ISTRIBUCION DE CEBAS

LAS: POBLACIONES RURAL Y URBANA

GRUPOS DE
RESISTOTIPOS

“DE’ANTIBIOTICOS

"POBLACIONES ESTUDIADAS

‘A 'LOS QUE HUBO
RESISTENCIA

II

VI

XI

XVII

XXI

XXV

XVI
XX
XXIV

XXVI1

7

as)

RURAL URBANA
n=48 (%) n=33 (%)
17 (35) 9 (27)
11 (23) 14 . (42)
5 (10) -
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,Déljgué@fd{?liaii26{sé:EEEEéEEEh"lbs distintOS“grupos:desléé'

éééibbbiédioﬁésgy ée‘reporta el nivel de producciéniééééit@tq%; e
'§1n551qge fueron capaces de producir en relacién coh’elybigfi%
‘po;y el resistotipo. o |
En el cuadro 21 se describe el grupo testigo de la poblacidén -~ ..
rural, donde los biotipos 5 y 6 fueron los mds frecuentes co--
rrespondiendo 2 casos al primero y 3 al segundo. Los resisto? .
tipos I, II y III constituyen el 70% en este grupo.

En el grupo de diarrea sin sangre de la poblacidén rural cuadro
22, se observa que la combinacién 5/1' fue la m4s frecuente con
tres cepas del nivel bajo y una del nivel alto.

En el grupo de diarrea con sangre de la poblaciéa rural cuadro
23, la distribucidén en biotipos y resistotipos fue amplia y

las combinacidnes con una frecuencia de 2, fueron 10/II y -
13/1.

En el grupo testigo de la poblacidén urbana cuadro 24, se nota

la ausencia de los biotipos 5 y 6.

En el grupo de diarrea sin sangre de la poblécién urbana cuadro
25, el biotipo 6 se encontrdé en dos cepas dentro del nivel“bajo
de toxina.

En el grupo de diarrea con sangre de la poblacién urbana cuadro

26, los biotipos 4 y 15 tuvieron 3 cepas cada uno en el nivel



CUADRO No.-21

BIOTIPOS Y RESISTOTIPOS DE CEPAS DE Escherichia-coli .

PRODUCTORAS DE DIFERENTES NIVELES DE CITOTOXINAS,

AISLADAS DEL GRUPO TESTIGO DE LA POBLACION RURAL

NIVEL BIOTIPO RESISTOTIPO . No. CEPAS

i85 ol

BAJO 6 L

15 : 1

16 . A 1

5 o xvr 1

6 1. 1

MODERADO ' , IIT. 1
10 : 11 1-

111 1

ALTO . 14 ST O . i 1




CUADRO No. 22

BIOTIPOS Y RESISTOTIPOS DE CEPAS DE Escherichia coli
PRODUCTORAS DE DIFERENTES NIVELES DE CITOTOXINAS,
AISLADAS DE PACIENTES CON DIARREA SIN SANGRE DE LA

POBLACION RURAL

NIVEL DE

PROD. DE TOXINA BIOTIPO RESISTOTIPO  No. CEPAS
6 1 2SN
e L
7 1 1
mso % oI 1
ST e 1
‘ oxII 1
N XX 1
s XVII 1
16 - ‘ VI -1
1 XVITI 1
2 XXIV 1
n XIX 1
s v -
MODERADO 12 XXVI 1
' 13 R 1
R VII 1
14 I 1
' XX 1

ALTO 5 I RS




"CUADRO 0. 23

B[O'[‘IPOS ‘{ RLSIS[OT[POS DF;CEPI\‘; DL. [.SLhC‘L ichia e oii
"RODULTORAS DE D[FERBN'T‘FS‘ HVI‘L.ES DE (.I'[‘O['OA[HAEJI
A[SLADAS DE PAC.LENTE 8} DIARREA CON. SANGRL‘ DE LA

POBLACION RURAL

. NIVEL DE“: i T
PROD. DE TOXINA % BIOTIPO =  RESISTOTIPO No. CEPAS
5 KT 1
6 XTI =1
io 2
BAJO - 2. X
13 2
, i'r,A,q 1
14 20l 1
16 , 1
i IxX" 1
s T
MODERADO 13 oo RIVE ol
14 RERTSEI § f 1
16 1 St




CUADRO No.-24 ~

BIOTIPOS Y RESISTOTIPOS DE CEPAS. D
PRODUCTORAS DE DIFERENTES NIVELE
AISLADAS DEL GRUPO TESTIGO DE.

scherichia:coli”

NIVEL DE BRI
PROD. DE TOXINA BIOTIPO -

-RESISTOTIPO:

BAJO Co1g vIno 1

MODERADO

13 oI

S




CUADRO No. 25

BIOTIPOS Y RESISTOTIPOS DE CEPAS DE'E5chétféhié coli*
PRODUCTORAS DE DIFERENTES NIVELES DE CITOTOXINAS,
AISLADAS DE PACIENTES CON DIARREA er SANGRE E LA

POBLACION URBANA .

NIVEL DE
PROD. DE TOXINA BIOTIPO

“BAJO L

15 0 In
16 ERET
3 IX
5 . 1

MODERADO ~ 414:n,;,fﬁifw;,111

S = = B

: v T
16 1 ‘
XXTII




" 'CUADRO MNo. 26

BIOTIPOS Y RESISTOTIPOS DE CEPAS DE Escherichia coli
PRODUCTORAS DE DIFERENTES NIVELES DE CITOTOXINAS,
AISLADAS DE PACIENTES CON DIARREA CON SANGRE DE LA

POBLACION URBANA

NIVEL DE NI
PROD. DE TOXINA BIOTIPO ~ - RESISTOTIPO.  No. CEPAS
2 i 1
3 1
4 s 2
TIT 1
BAJO 5 ’;XIr‘ o1
I 2
Mo v 1
15 e 2
, ST 1
16 CIr 1

MODERADO - 14 - ~ . IL .. 1




vEnféifédaéf

po y‘resiétotipq‘

de produccidn de citotoxina

El biﬁtipo l’dniéameﬁﬁé ééafééié'en i$ cahbiﬁaéiéﬂ;iexvifl den-
tro del nivel moderado, al igual que los biotipos 7, 8 y 11 que
solamente se observaron en una sola de las combinaciones. Los
biotipos 5, 6, 13, 14 y 16 dieron el mayor nlmero de combinacio
nes con 5, 7, 5, 7 y 7 resistotipos diferentes, respectivamente,
Las combinaciones 5/I y 14/I aparecen en los tres niveles de --
produccién de citotoxinas.

En el cuadro 28, se presentan las caracteristicas de las cepas
productoras d2 citotoxinas, expresado en porcientos.

Los resistotipos se agruparon de acuerdo al nlmero de antibidtdi
cos diferentes a los que demostraron resistencia y de los bioti
pos se indican los resultados positivos a las cuatro pruebas -~

bioguimicas.



- cuAbRo o, 27

ASOCIACIONES; /RESI TOTIPO DE LAS CEPAS DE

Escherichi PRODUCTORAS® DE LOS DIFERENTES“JNIVELES;‘ ':'

DELCITOTOKINAS

MODERADO

ALTO .




CUADRO No. 28

CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS DE Escherlchla c011 PRODUCTORAS

DE CITOTOXINAS DE LAS DOS POBLACIONES" STUDIADAS

NIVEL DE
PROD. CITOTOXINA BIOTIPOS™%* POSL e ’
g ° GRUPOS/ DE-RESISTOTIPOS
g . 0 .
o 9 o 5
by S 5 9 ,
POBLACION @ = < e 5
URBANA .. 60 "33 6 ,—,42'
RURAL e 58 37 4 4l

%La cifra indica el niimero de antibidticos ‘a’los que ‘las cepas:




X

" DISCUSION:

En el anélisis;deAlos,resultadés'de;4a pQ5iacé6ﬁ,t$§éi ¥y que-
cdrresponde a2 la suma de las pbbléciane; ﬁfbéﬁa:yrf;réi, la
frecuencia mds alta (39%) se encontrd en el grupo de pacien-
tes con diarrea con sangre que presentd una diferencia signi
ficativa (P < 0.05) en la comparacidén tanto con el grupo tes
tigo como con el de diarrea sin sangre; lo que sugiere que -
VTEC es un patdgeno importante en casos de diarrea con san--
gre. El 20.3% de VTEC encontrado en individuos sintomiticos
(pacientes con diarrea sin sangre y pacientes con diarrea y
sangre en heces) de la poblacidn total en este estudio, se -
ubica dentro de una amplia gama de valores encontrados en --
trabajos previos; asi, en un trabajo longitudinal realizado
en Brasil (23) se logrd zislar VTEC en 3. 3% de los casos de
diarrea. En Canadd, Pai y col. en 1988 (60) en un estudio -
prospectivo en tres hospitales, establecieron que VTEC podria
considerarse como el enteropatdgeno mis frecuente (3.06%) de
5414 casos de diarrea con sangre.

En México, Cravioto y col. 1988 (10} aislaron E. coli produg

tora de SLT-I en 70% de nifios con diarrea y en 30%, de nifios
testigos, provenientes de poblacién rural.
Scotland y col. en 1980 (68) encontraron un 10% de VTEC en

253 EPEC aislados de casos de diarrea.



_En Inglaterra y Gales

cia-de’40% en:caso

En'ndésgfduéétﬁdio;ie . ;eh£6>de'§£éé:én ia poblacidn
general de los individuos sintomdticos: (20.3%) fue superior
a2l porciento de los otros patdgenos (Shigella 12.3% Salmone-
1la 2.4%, E. h stolytica 1.1% ) (26).

Esta mayor frecuencia de aislamiento de VTEC la sefiala Karma
1i en su revisién de 1989 (38), 2 fin de enfatizar la impor-
tancia de la E._coli productora de citotoxinas en los proce-
sos diarreicos, pero ademis, como un factor de riesgo para -
cuadros clinicos de mayor gravedad como son las complicacio-
nes de la infeccién por VTEC (sindrome urémico hemolitico --
HUS y plrpura trombocitopénica trombdtica TTP) para indivi--
duos colonizados con estas cepas.

Las frecuencias de aislamiento de VTEC en los distintos gru
pos (control, diarrea sin sangre y diarrea con sangre) de -
las poblaciones rural y urbana, seflalan que la poblacidén ru
ral en su grupo de diarrea con sangre presentd el
valor mis elevado (76%), hecho que ha sido observado en  ~-=-
otros estudios (50,-52, 82),

La comparacidn de frecuencias de aislamiento de VTEC del -~-
grupo de diarrez con sangre (76%) con el de diarrea sin san-
gre {(45%) alcanza una diferencia significativa (P < 0.05), -

lo cual sefiala la importancia de VTEC en diarrea con sangre.



yof avlafdei;gtﬁpoftéstlgo, qﬁéllo expone a presentar diarrea
debid&ka lé c6i§ﬂiéaei6nwp§f7VTEé. Ademis, el valor de RR se
mintiene en una cifra significativa de 3.3 para el grupo de dia
rrea con sangre de la poblacidén rural al compararlo, con el gru
po de diarrea sin sangre, manifestando que hay una estrecha re-

lacién entre la presencia de sangre y el aislamiento de VTEC.

La mayor frecuencia de-aislamienta de VTEC en la poblacién ru- -
ral podria deberse a la convivencia mis cercana, que mantiene
esta poblicidén con los animales domésticos. Estos Ultimos se
han considerados resérvorios, ya que se han obtenido cepas de

E. coli productoras de citotoxinas de las heces y de los produc

tos de diferentes especies animales como: bovinos, caprinos y
aves (14, 19, 47). De ahi que cabe la posibilidad que los ani-
males de Cadereyta, Qro. también constituyan el foco de infec--.
cién para los humanos. Lo gue sugiere la necesidad_de investi-
gar VTEC en los animales domésticos de esta localidad.

Por otra parte, en la poblacidén rural la prictica del fecalismo
al aire libre, que facilita la transmisidén de enteropatdgenos
de persona a persona {4), puede haber influido en la mayor --
frecuencia de recuperacidén de las cepas VTEC. Una situacién sg

mejante de mayor frecuencia de aislamiento de VTEC, en poblacién
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‘rural se obsér&ékeh:fﬁgiétérra (387 i a@énﬁeVén
casos derdiaffea sino?én éi§dﬁ9me g:§mi§d'hémbliﬁico. Eﬁ ﬁﬁeétro
estudio en la poblacién‘urﬁéhéﬁibé paréiéﬁtbsidé fecuperacién
de VTEC fueron: diarrea siﬁ sangre 7.9%} diarrea con sangre -
4.5%; valores que fueron significativamente menores a los.obte

nidos en la poblacidén rural que fueron, diarrea sin sangre - i

45.8% y diarrea con sangre 76.2%.

No se observd asociacidén alguna entre la frecuencié de aislé;;
miento y el cuadro clinico, lo que sugiere que VTEC tuvo poca
importancia en la diarrea aguda de esta poblacién urbana.
Ademés‘se observd la presencia de ;£¥os.éatégenos lo que difi-
cultd la interpretacidn del papel de VTEC en la diarrea. Asi,
en el grupo de diarrea sin sangre se presentaron 9 casos en -
los que coincide la presencia de VTEC con otro patdgeno y se
obgérvé E. coli enterotoxigénica ( LT, ST ), Aeromonas hydro-
phila, Shigella sonnei, Salmonella del grupo B, donde cualquie
ra de estos microorganismos pudo ser el responsable del cuadro
diarreico, solo o en asociacién con E. coli productoras de ci-
totoxinas.

En los casos de diarrea con sangre de la poblacidn urbana hubo
7 casos de cohexistencia de E. coli citotdxica con otro entero
patdgeno y particularmente con Shigella, lo que confirma la -
presencia de mds de un agente etioldégico en algunos casos de

diarrea, como fue descrito por Olarte (56 ) en un estudio con
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Nﬁiﬁo;ige};a\giuddd'dngéXico, thQﬁiéneé‘ié diarrea estuvo aso
ciada:éoh~infe¢ciones’mﬁltiples’en’qn 20 a 25% de los casos.

No bbstante Que las cepas VfECkson gérmenes que presentan una
amplia gama de posibilidades en cuanto a su patogenicidad (24),
fue dificil definir su participacidn en el cuadro diarreico de
estos pacientes.

La ausencia de asociacidén entre el aislamiento de VTEC y la --
presencia de diarrea en pacientes de la poblacidn urbana, pudo
ser la manifestacidn de que los cuadros clinicos correspondieron
a otros enteropatdgenos que se aislaron con mis frecuencia, es-
pecialmente del génerc Shigells. En la identificacién de E. -
;coli productoras de citotoxinas en pacientes con diarrea de la
comunidad rural, se observé que al grupo etario de <5 afios, ~--
pertenecid aproximadamente el 50% de los casos, en este grupo -
hubo mayor porciento de aislamiento, comparativamente con otros
grupos etarios al considerar porcientos relativos del total de
casos con aislamiento de VTEC, asi en menores de 5 afios 58%, en
pacientes entre 5 afios y menores de 15 afios 25% y en mayores de
15 afios 16%, estos datos fueron en parte semejantes a lo que se
habia encontrado en el trabajo del &rea rural de México (10) --
donde el grupo etario de menores de un afio fue el mis producti~
vo en el aislamiento de VTEC, particularmente VT-1.

La mayor frecuencia de aislamiento de VTEC en menores de 5 afios
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“6nconpazacion con Los OLEos grupos etarios de la misma-pobla
Vcién,rseﬁéls éﬁerlgs ﬁiﬁos:de ésté grupo éé eﬁcohérébégfﬁﬁgifzéf
cuentemente colonizados por VIEC y ademds que las ffecuehéiés"
Vde aislamiento fueron significativamente mayores en ios indivi-
duos que presentaron diarrea y valores alin mayores se observa--
ron para los casos de diarrea con sangre. De ahi gue en los ni
ﬁos‘menores de 5 afios de Cadereyta, Qro. se debe considerar a -
las cepas de VTEC como prokable agente etiolégico de la diarrea,
particularmente cuando esté acompafiada de la presencia de sangre

en heces.

En la comﬁnidad‘ﬁrbana a diferencia de la rural, el grupo etario
que mis casos de aislamiento de VTEC proporciond, fue el de mayo
res de 15 afios.,

La mayoria de las cepas de E. coli citotoxigénicas tanto de la
poblacién rural como de la poblacién urbéﬁa pertenecieron a los

niveles bajo ( 2 x 10l

- 6 X 102 DC50 ) y moderado ( 103 - 104
DC50 ). Se observd que no hubo una asociacién entre los niveles
altos de toxina y presencia de diarrea y de sangre en heces, ya
que de las dos cepas capaces de producir citotoxinas a niveles -
altos de la poblacién rural, una pertenecia al grupo testigo y
la otra al de diarrea sin sangre, situacidén que se repitid en --

los dos casos de la comunidad urbana. Esta distribucién no con-

cuerda con lo observado por Karch en 1987 (33) quien encontré --
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, pfddﬁéﬁéfaé'dé'hiv€1é§ a1;§;tdé?éiggtﬁkina en individuos asinto
mticos (8l), lo que sugiere gue 1a7$cci6ﬁrde las citotoxinas
estd determinada por la relacidn huésped-pardsito o bien que la
produccién de toxina es Gnicamente uno de los factores requeri-
dos por la bacteria para la manifestacién de toxicidad "in vivo"
(41 ).

Se ha observado que las cepas productoras de niveles bajos de -
citotoxinas tienen una distribucidn mis amplia, que incluye ca-
sos asintomdticos (38). En el presente trabajo se observd que
las VTEC productoras de niveles bajos de citotoxinas se encontra
ron en los casos de diarrea.

Naturalmente estos resultados tienen las limitaciones inherentes
a un estudio transversal y al método de produccidén de citotoxf—
nas que utiliza el sobrenadante del cultivo en caldo soya tripti
caseina con la concentracién normal de Fe, que no es la mis ade-
cuada para obtener VT-1; a pesar de ello, la produccidén de VT-1,
se comprobd en cada uno de los ensayos de citotoxinas, porgque se
incluyd en cada microplaca la accidén téxica del sobrenadante --
del cultivo de la cepa testigo 933J productora de VT 1 que habia
sido cultivada de igual manera en caldo soya tripticaseina. Cong

tantemente se encontrd para esta cepa un fuerte efecto téxico con
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“lisis de alrededor,de,100%.”L}a;poBSisteh¢ia’en la produccién

de toxina por esta cepa prbdﬂctoré?dé?VTfiﬁEdhfirha;io qbéé}:iwr

vado por Zepeda y cols ( 89 ),VQue}en;mgﬂiq;vcopf?e VT—i fue
sintetizada siempre, en cantidad s&fiéi;htefééfgnhaéér posible
la demostracién de su presencia por ensayo en cultivo de teji-
dos. De ahi que el cultivo en caldo soya tripticaseina aungue
no es el Sptimo para la produccién de VT-1, pero que es Gtil -
en la seleccidén de cepas citotdxicas productoras de ambas cito
toxinas VT-1 y VT-2.

En el ensayo de neutralizacidén realizado dnicamente con 10 ce-
pas, 3 resultaron neutralizadas con el antisuero VT-1, 3 con
el VI-2 y las cuatro restantes se inhibieron parcialmente con

los antisueros VI-1 y VT-2 probados por separado.

Solamente con la identificacidn por pruebas de neutraliéacién
de las citotoxinas con sueros especificos, de todas las cepas
gue presentaron accién téxica a células Hela, se tendria la -
posibilidad de afirmar gque efectivamente se trata de una cito
toxina Vero. A pesar que Chart ( 6 ) considerd adecuado el
uso de los sobrenadantes de los cultivos de caldos con concen
tracién total de Pe, como método apto de seleccidn inicial en
investigacidén de VTEC.

Con los resultados de este trab2jo quedala posibilidad que al

gunas cepas hayan disminuido la produccién de citotoxinas por

la
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encontrarse en un medio con Fe: pero en otro trabajo que se --

"realizé en forms paralela con medio de Syncase y haciendo el en
séyb de citotoxinas a partir del sonicado de las mismas bécte-—
rias no ohtuvieron titulos mayores; de ahi que podriamos pensar
que estos titulos bajos fueron verdaderos, y no estuvieron in---
fluenciados mayormente por la presencia de Fe.

Sobre la base de estos resultados, se plantea la necesidad de --
continuar la investigacidén de las cepas de E, coli productoras -
de citotoxinas asociadas con diarrea, con estudios longitudina--
les que incluyen individuos asintomdticos (portadores) y casos
de diarrea en los que se logre el aislamiento de VTEC, cuyas ce
pas tengan capacidad de producir distintos niveles de citotoxi-
nas.

Esto permitiria corroborar los resultados del prasente estudio,
y en consecuencia la ubicacién de las‘éepas de VTEC que alcanza
ron un lugar importante, (20%) en frecuencia con relacién a --
otros patdégenos como: Shigella, Salmonella, Campylobacter y --
Entamoeba histolytica en la diarrea infecciosa de los individuos
de poblaciones urbanas y rurales de la Rep(iblica Méxicana (26 ).

La determinacién sistemética de los serotipos de E. coli que ha

sido abandonada en la mayoria de los laboratorios clinicos, de-
beria tomarse en cuenta para futuros estudios ya que en este --

trabajo se realizdé parcialmente, sobre todo en el grupo de meng
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res'dé;déskﬁﬁoé de_lélééﬁiabiég_ﬁfb;ﬁaAénﬁié#iqﬁéﬂééigch¢;réékﬁﬁ
los serogrupos: 055 086 o1i1 018ab, Olsac, en ol éaéa; de
las cepas estudiadas;;éf5 ﬁnicjméﬁ£é 3 Cepés de 1os:sero§ru_
pos: 086, 0l8ab y OSS,,cdrrespondieron a cepas VTEC, La -
identificacidén completa de los serotipos incluyendo los anti
genos flagelares permitiria establecer la asociacidén entre -
seotipos y; cepas productoras de citotoxinas, al igual que -
en algunos paises donde se ha seflalado reiteradamente a deter
minados serotipos de EPEC como los mids frecuentes (68, 87).
Un estudio longitudinal tendria no sélo la capacidad de sefia
lar la asociacién entre la infeccidén por VTEC y diarre2 sino
también de relacionarla con sus complicaciones, que son las
gue mayores tasas cde morbilidad han registrado (36). Ademés,
un estudio longitudinal seria el adecuado para investigar los
factores de riesgo de los casos esporidicos, gue por el momen
to son desconocidos, de manera particular en una comunidad -
urbana (3).

En la caracterizacién de las cepas VIEC por medio del biotipo
primario de Crichton, de un total de 81 cepas estudiadas, 77
(95%) se distribuyeron en 1l biotipos con frecuencias que van
de 14 a 2 cepas por biotipo. Ahora, si se consideran Gnica--
mente los biotipos con frecuencia de 8 6 mayores quedan in-~-

cluidas 61 cepas que corresponden al 75% del total estudiado,



en donde hubo

quimicas como
66%, ornitina positiva 75%'y'aﬁ1&1 éi
dan el perfil de similitud de la ﬁay&ri;:aériaéiéépasVVTEC en -
este estudio. Asi, a pesar de que noksé encontrd un biotipo.en
particular al que pertenezcan la mayoria de las cepas, si se eg
tablecieron los biotipos primarios de Crichton (biotipos nime--
ros 14, 6, 5, 16, 13, 15) en los cuales se encontrd distribuido
el 75% de las cepas, sin gue esto sea aplicable a la seleccién

de cepas pertenecientes a un determinado biotipo que particular
mente estuviera asociado con la produccién de VT.

La frecuencia de cepas con capacidad para descarboxilar la orni

tina fue mayor en las cepas de este estudio (78%), que la repox

tada en la literatura para la descripcidn de la especie E, coli

(57.8%4) (17). Faltaria estudiar la frecuencia de ornitina des
carboxilasa en las cepas de E. coli_no productoras de citotoxi
nas aisladas de estas localidades, para establecer si existe al
éuna asociacidn entre esta capacidad enzimdtica y la produccidn
de citotoxinas. Las pruebas de descarboxilacién de la ornitina
y de la lisina fueron utilizadas por Haldane (28) para incremen
tar la especificidad (de 11.3% a 33.6%) de un medio bisico se--

lectivo para E. coli 0157:H7, mediante la exclusién de las ce--

pas incapaces de descarboxilar la ornitina y la lisina. De
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ahi é&éidé;é;o;déilas é:ﬁefasfbidqumicééﬁaéifbioEipéfpriha;iO'
la mayor—frecuencié de ornitiﬁa descarﬁsﬁilﬁéa én las VTEC’de~‘
be ser investigada mds a fondo porqﬁe podria ser una’prueba -
bioquimica auxiliar para seleccionar cepas VTEC, de manera si-
milar que las cepas no fermentadoras del sorbitol han sido se-

leccionadas en la investigacién de cepas de E., coli 0157:H7 -~

(18, 40) con buen rendimiento en determinadas localidades geo-
grdficas.

El comportamiento biogquimico de las VTEC por separado, demos--—
trd una diferencia significativa (P <0.05) para las cepas or-
nitina positivas de la poblacién rural (79%) contra las cepaé
con igual actividad enzimdtica de la poblacidén urbana,

Esta diferencia es el resultado de la distribucidn de las ce-~-
pas pertenecientes a las poblaciones rural y urbana en los dis
tintos biotipos, se observd que las cepas aisladas en la pobla
cidén del Distrito Federal, preferencialmente corresponden a —-
biotipos con la prueba ornitina descarboxilasa negativa, in---
clusive en los biotipos 4 y 15 que las diferencias fueron sig-
nificativas, el mayor nimero de cepas corresponde a la pobla--
cién urbana.

La mayoria de las cepas VTEC aisladas de poblaciones rural y
urbana se distribuyeron en los resistotipos del I al XVI, en

la poblacidén rural 40 de las 48 cepas (83%) y en la poblacién
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urbana 28 de las 33 cepés (84%), lo gue demuestra gue una buena
proporcidén fue sensible a todos los antimicrobianos (resistoti -
po I) o bien que presentaron resistencia a 1, 2, y 3, antibié-
cos diferentes (del resistotipo II al XVI). No se encontrd di
ferencia significativa entre las frecuencias de distribucidén
de los resistotipos de las dos poblaciones. Lo anterior estd
de acuerdo con lo reportado en trabajos previos donde la mayo-
ria de las cepas VTEC fueron sensibles a los antimicrobianos
(13).

La amplia distribucidn en 26 resistotipds puede explicarse por
el origen de las cepas ya que pertenecen a casos aislados de -

poblacidén abierta.
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CONCLUSIONES :

Tel La frecuencia de colonizacidn por'cepaé_VTECifue7signi£i':' 
cativamente mayor en la poblacidn urbana que en la po=-

blacién rural.

2.- En la poblacidén rural, las cepas VTEC parecen ser una -
causa importante de los casos de diarrea con sangre; --
mientras que en la poblacién urbana, VTEC no parece ser

importante en cuadros diarreicos.

3.~ El riesgo relativo de desarrollar enfermedad al estar -
colonizado con VIEC es significativamente mayor en.la ~-._
poblacién rural que en la urbana, y el grupo etario con

el mayor riesgo fue el menor de 5 afios de edad.

4.- A diferencia de otros estudios no hubo relacidn entre -
ns

niveles de produccién de VT "in vitro" y el cuadro cli-

nico en los pacientes donde se aislaron las cepas.



Ninguno de los biotipos de Crichton, resultd particular-

mente asociado a cepas productoras de VT.

La mayor frecuencia de cepas con capacidad para descar--
boxilar la ornitina entre las VTEC podria ser utilizada
como una caracteristica selectiva primaria en el estudio

de estas cepas.

En las dos comunidades estudiadas, se encontrd una am--
plia variedad de cepas, de acuerdo a biotipos y resisto
tipos: lo que sugiere que en estas comunidades no predo

mina algin tipo de cepa.
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APENDICE:

SOLUCION Y MEDIO DE CULTIVO UTILIZADO PARA LOS’

CULTIVOS CELULARES

deshllada.

Tr1p51na l 250

»Ro;o de feno;

PREPARACION:

En un frasco limpiO”y:seco mezcla l PBS con el agua. --Agre-

gar tripsina y agltar hasta qu “se dlsuelva por completo, aﬁg

dir el rojo de fenol Y ajustar el pH a 7 B con NaOH lN

Agitar a temperatura amblente durante una hora y posteriormen-

te dejar en reposo a 4oC por 24 horas

Clarificar la solucién filtrando con papel filtro de poro fino.



Esterilizar por filtracién con membranas de 0,22 um.

}umeneépdefZ,mlL’,,

. Tapar:perfectamente y~seilarﬁcon!cinta;adhesivaf, anservar”a '

7,‘2Qb¢ has pog_un‘anof

Medio minimo esencial (MEM) (44).

FORMULA: =~ "

MEM Eagle (10 %) ..

'Solucién de Penicilia-Estreptomicin

Glutamina 20 mM ...

Bicarbonato de éodiérél_
Suero bovino fetal .,.:.
Agua destilada ...........

PREPARACION:

Preparar la mezcla en condiciones de esterilidad.
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Medio basal.

Peptoﬁa vaeeaiels
Plrpura de bromocre
Agua destilada ',

Soluciones de carbohidratoe

Carbohidrato.

Medio basal.

Peptona ......ocien

Extracto de levadura..
D-glucosa...veuceaeeinnvia
Plrpura de bromocresol....

Agua destilada.eeeecassesss’

de 0.5% (peso/volumen}.
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... ‘Reactivo
{grado-analitico)

pH8
K "H2 Po4 0.75.
K2 H PO, 16.4

Antimicrobiano: ;f_ S61véﬁte: : : Diluyente;
Tetraciclina ’ ,Agua~’ A : Agua .
Ampicilina ' . R-PO, pHE : R-PO, pH6
Estreétomicina . Agua Agua
Cloranfenicol ' Etanol . Aqua -
TMT/SMZ (1:19)* Agua ' Agua
Gentamicina R-PO, pH8 Agua
Amikacina Agua Agua
Cefalotina R-—PO4 pH6 ) Agua
Kanamicina R-PO4 pH8 Agua

Cefotaxima Agua Agua



Antimicrobiano:

Rl ' Concentracidn en ug/ml
Conc. ba

ja. .~ Valor de corte Conc. alta
Ampicilina BV ‘32 “ 128
Tetraciclina 1 4 167
Estreptomicina 8 132: 128
Cloranfenicol 4 v;lSaT 64
TMT/SMZ (1:19)* 8 32 128
Gentamicina 2 v>8; 32
Kanamicina 4 ;16 - 64
Amikacina 4 <16 64
Cefalotina 8. 32 128
Cefotaxima =8 ~ 32 128

* Trimetoprim/Sulfametoxazol (1:19)
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