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RESUMEN

En la actualidad esta plenamente aceptado la ‘existencia de cuatro
grupos de Escherichia coli capaces ‘de " causar. diarrea en humanos;
enteropatdgena (EPEC), se post:ula que. éstas cepas producen diarrea
porque se adhieren y destruyen-las microvellosidades de las células
epiteliales del intestino :delgado;" enterotoxigénica.  (ETEC),
sintetizan enterotoxinas: ya ea’ termoldbil y/o termoestable;
enteroinvasiva (EIEC), ‘invaden:y'se multiplican dentro de la célula
infectada y enterohemorrdgica (EHEC) produce citotoxinas y se
asocia a colitis hemorridgica. y 'sindrome urémico hemolftico. EL
objetivo del presente  estudio " fué determinar los factores de
patogenicidad de cepas-de Escherichia coli aisladas de diarrea en
nifios menores de-dos aﬁos.'_“

Se estudiaron; 91: cepas de ggherichig goli aisladas de nifios
menores de-dos afios: con dlarrea gecretora aguda. Las cepas fueron
identificadas:hasta; espec:.e por pruebas bioquimicas b4 tipificadas
seroléglcamente ‘para’“identificar sus antigenos somdticos (0) y
‘flagelares” (H)' por”el— método de microaglutinacién en placa.

Conoc:.da 1a espec:.e bacteriana, se determind la capacidad para
‘expresar; factores’de virulencia como: adherencia, invasividad y:la:;
del lesionar el citoesqueleto de la célula infectada. Se determind
también la susceptibilidad a 22 antimicrobianos utilizados para.el:
tratamiento de infecciones producidas por bacterias gramnegatlvas

Los resultados mostraron que el 43% de las cepas estudla as'se
adherieron en forma localizada a cé&lulas HEp-2 en cultivo.yiel” B1%
de &éstas fueron capaces de lesionar el citoesqueleto de las células
infectadas. El 18% de las cepas presentaron adherencia dxfusa,y, el
7% adherencia agregativa, ninguna de é&stas cepas fué:capaz de '~

lesionar el citoesqueleto {FAS negativo). Unicamente nueve cepas:de’::
las 91 estudiadas presentaron la capacidad de internalizarseien -

células HEp-2 en cultivo, Tres con adherencia difusa,  tres.con.:
adherencia localizada, una con adherencia agregativa vy dos
negativas a la adherencia. Ninguna de éstas cepas in embargo’ no
produjeron queratoconjuntivitis en el ojo de cobayos' (Serény
negativas).

Los resultados de susceptibilidad a los antimicrobianos
obtenidos por la técnica de microdilucién en placa y de acuerdo a
la concentracidén minima inhibitoria,mostraron que 40% de las cepas
fueron resistentes a diferentes derivados de las penicilinas,
presentando como patrén de resistencia mds frecuente: ampicilina,

cefoperazona, ampicilina/sulbactam, cefalotina, ampicilina/
clavuldnico, piperacilina-mezlocilina, mientras que el 100% fueron
sensibles a ciprofloxacina, norfloxacina, gentamicina,

cefotaxima,cefoxitina, imipenem y ceftriaxona.



I. INTRODUCCION
A. EPIDEMIOLOGIA DE LA DIARREA

Por sus caracteristicas de desarrollo en los paises. :

industrializados las enfermedades infecciosas han dejadd de

problema importante de salud, gin embargo éstas aun constltuyen ir

La S

afios ha;
aﬁos se

muertes

ser ancd



registradas en el pals para esos aﬁos (3) No obst:ante el descenso

observado, ; el padec:.m:.ento : contnnua : representandc un E sgve'ro

problema de salud pubhca ;

dlferentes estrateglas Entre 1982 y ‘1985, C

estudlaron una cohorte de m.nos nac1dos en una‘ pob ci

Estado ’de Morelos, encontrando’ como tidlégiéos'

responsvables de diarrea a ETEC en 33.5%, EPEC n %,
en 6.2%, Campylobacter en 5.6% y Shigella en‘3 B% (4)

colaboradores efectuaron en 1984 un estudio de casos.y controles en

salmogolla

Sepulveda Yy

una &rea del sur de la Ciudad de México, - encontrando los s:Lgu:Lenl:es

agentes: EPEC 28%, _mzj._ql_:ggt_g_: 15%, . ETEC 15% shigalln 9%,
rotavirus 6% y Salmonella 0.8% (5).. El rﬁas rec:.ente “de estos’ -

estudio. patrocinado por 1la Organizaciéh JM‘

publicado  en 1991j (6) »Viricll.‘\'yéi

asistentes a la consulta externa del’Hospital
encontrandose que en.el 70% de
controles se 1dent:.f:.caba algun microorganismo.
agentes identificados mas frec ent
Escherichia coli em:erot:ox:.gé ic

Shigella (11% casos/1% controles),,

controles), Campylobacter (15% casos/lo% contro es) y. Eschgrichi!

coli enteropatdgena {10% casos/9 i% controles) (6) .




El sindrome de disenterfa aguda con sangre Yy pus-en las heces

fue descrlto prxmeramente por Hipocrates Este puede acompaﬂarse de

frecuentemente se asocian con disenteria pertenecen'

§___gg_1_g, S8almonella, Campylobacter, Escherighia

enteroinvasiva y enterchemorrigica).




invasivas como es el caso de a;monelln son Serény negat:lvas. Lo-

anterior ha dv o lug aA consuderar que aunque EPEC no produzca la

queratoconjuntlvz.t:ls en e bcobayo no elmu.na la pOSlbllldad de que_i v

posean la

Por ot ro lado )

laiproduccién de una"o dos‘

ificadas "i';or’-‘ plésmldos

rméestalﬁle' (ST) (13) La LT _se aseme]a

antlgénlca y b:.olog:.ca

a vt:ox:.na producu a por Vibrio :




choleraa : Esta compuesta de¥ una., subunldad tox1ca A y'‘cindo

subunldades B Las subunldades B se‘mantlenen unldas por enlaces no

acuosa,’

1978 . (16)1a

que’. la pres

los- CFA/I y CFA/II




flexible d

encontraron -en un:nd




produc:.r hemolls:.nas y la de aglutlnar erltrocltos de’ d:.ferentes

(19) estudlos

especxes 1os,, :

orgam.smos

1EC 'y ‘Shigella, asi

las

que.-desencadenan,

aracteriza. por la:

toxemia;. “diarrea’ acuosa. .

ambas codiflcadas por £ag ] en estad l.\sogenlco ‘El efecto de. lasn

c:l.totoxlnas se observa en células HeLa ‘ol Vero Una‘. de: estas



toxinas, conocida como txpo 1 es semejante a la produc:.da por:

Shigella dysenteriae 1 por su efecto COXICO sobre células Vero que

contra toxina shiga. Las cepas :EHE

el intestino, la- infeccién''po

colon, a difer

involucra. todo ‘el intestino;'(19)

C. IMPORTANCIA CLINICA Y EPIDEMIOLOGICA DE:EPEC

contrario, .e

por E?E

;.ntestmal que producen estos nenes; -y.ino necesanamente ‘a su'v,'

permanenc:La durante tlempo pxolongado en el 1ntest1no



Ca51 a1 mlsmo tlempo que Lev1ne y col (27) - confirmaron la

voluntarlos

caracte <
'Scotland

pertene01

élulas en cultivo. E1




suero de los voluntarios 1noculados con la cepa adherente mostré

una respuesta a una protelna de 94 kllodaltones (kDa),‘de la cual

denomlnadocomo BFP (34 35). Las BFP tzenen

celulas~humanas Estas fimbrlas permlte

unas con’ otras para formar mlcrocol

a 1nteractuar con las células epltellales (34

Una vez formadas estas colonlas com enza una Begunda fase de

adherencia, ‘_coﬁv 1a 'fdeéﬁrué¢i6 : de',  mlcrovellosxdades

11




.mtest:lnales, proceso al que se ha denomlnado esfacelamlento Yy del

cual se aduce esta asocmdo a un lncrementos ‘de’ calc.lo :Lnt:racelular .

(36) . La falta de mlcrovelloaldad

otro . denominado

agregados bacterxanos losA uales se adh eren tanto a las celulas -en

cultlvo como al v dr:.o de la prep rac1o :

T2



Las cepas ég'g ﬂ; con‘adheréncia’v de tipb‘]:.cica_li'zva_do se“han

aislado. ¢on fr

diarrea secretor:

mecauxsmos para la producc:wn de dlarrea




La prlmera aportac:.on en este sentldo ha sxdo reallzada en

fecha rec:.ente por Eslava y:col 41) .. al encontrar que el suero de



determ:.narse ‘si 1a duracién de’ 1a dlarrea,; en cada caso, esta

relac:.onada con: dlferences mecanlsmos de patogen1c1dad produc1dos» .

D FACTORES GENETICOS' MPLICADOS EN

PROPIEDADES DE VIRULENCIAA

Los plasmidos son .secuenc

bacterias .y

sintes:.s 4de’ ':

'15



relac1onadas ala adherencxa da la bacterza a su. receptor como para

proteinas de membrana externa encar adas de la 1nternalxzac16n de

la bacterla al c1toplasma ‘de’. la celula 1nfectada' 45)

aumento en la frecuencia de cepas mﬁitirres‘sten:ea (a7) "

16



Cuando a.un paclente _se. le admlnistra oralmente dosxs de

tratamiento antlmlcrobxan (45,47) "

17



IT. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer los mecanismos‘~de patogenlc;dad de’ cepas‘ de

Eascherichia coli causantes- de cuadros dlarrelcos en n1nos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS ::
Determinar la capaci
HEp-2 de cepas.de

aguda.

Determina

células' HEp-27:po
Conocef
coli conkdivé

Evaluar si

con las pruebas de v1ru1enc1a determlnadas

18



III. MATERIAL Y METODOS

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION




TIPIFICACION. SEROLOGICA

ntlflcadas bloquimlcamente como E. coli

aglutlnaron por dlluc1on en microplaca con antlsueros preparados en

‘conejo contr los 17 antlgenos sométlcos conoc1dos Los antlgenos

flagelare se d termlnaron usando 56 antlsueros m novalentes, para

tal propészto las cepas ae: crec1eron en agar semlsélldo en tubos -

de Cralg,(49)

y se lavaion‘cbﬁ‘hh émoftig adbf‘d» fb £ o -se, le agregérJ'

un ml de una“. suspenszon de la cepa .en estudlo prev1amente crecidai

""20 ,'




durante 18 h en caldo trlptona con N I de D-manosa, »la

concentrac:.on f1na1 de bacterlas es de 1 5710‘ UFC/ml Las placas

que despues de;la p'

otro suplementado con gentamlclna (100 ltg/ml) llsoz.tma (300 |

21

MEM se” lavé tres veces 'la; monocapa celular ‘se° camb:.o el medlo por .



pug/ml), 1ncubandose por -3 horas mas I\l flnahzar el’ t‘.J.empo 1as=

preparac:.ones se fl]alon ) tlneron como- ya se descr1b16 en 1a

prueba de adherenc:.a Se consideré que una: cepa era:invasiva cuando,




0.1% durante 4 m1n a temperat:ura amblent:e Se lavaronftres veces

ron “eon'i10° ul de FITC-

roscopio’ de

conti"astel de:fase y'de‘ fluorescencia

SUSCEPTIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS

Se. utllizaron cepas de referencia con un patrén deflnido de

res:.stenc:La a- los antimicrobianos ensayados: E. coli ATCC 25922

cold ATCC 35215 y Pgaudomonas aeruginosa 27853~ Se "uc:.hzo 1a,

od:.lucmn seriada en placa, con un sistem comerc;al.‘_ T

dlferentes dlluc.lone

norfloxacma, cefalotina,
cefoperazona hs

t 1carc111na/ac

tet:rac:.clina, o

aztreonam, cefazolma cefoxitina,ceftazidima y ceftriaxone.

23



Las bacterxas .se. crecxeron en agar sangre de carnaro al 5%’

durante 18 h a 37};C‘ e este cultlv ’se tomaron tres colonzas ¥y se

con - la adherenc;a loca11 ada’ y 1e516n a 1'1toesqueleto _se ana1126

por medzo de 1a prueb de ch1 cuadrada. .

24



iV, RESULTADOS

De las ASl'cepa_:‘,'i’déjgg_hgxic_nia [ afrladan y cavadtevizadas por

serologfa, 42 {4 )3&1‘tex\é§5e1f0\\ a alouno de lus sagrijpus “ob

patégenos’ ya descritos. 50 eepas  (54%) fuaron Ludviles y i €@

antfgeno’ Clagelar (Cuaden 1)

En el gnéa&b déiﬁéll\etrﬁcu‘t‘ﬂn n‘e encontd e de lad 91 ceja
anali‘zédéé 52 (\501:) : f.nm:on‘ adheventns, e las Giadess 20 (34%)
presen‘té}on'el "p:n‘l:x.'{)vn'dr;- adherancla locallzada, 16 {(17%) [ueiob
édherenté}i ’c‘livﬁuﬂkau 'y 6 (7%) meabravon adbisyensia ayredal lva,  ba
t:ipi_ficéclén,vueirqil.évg}:.cu de ,'evn‘l;_nn copas. moalrd gue las sl penbog
con pa‘tré'n :yloéa].l.'zzudo Inéluynn A Lo yrapog BERC o)A lvoe: 065 11,
ovillab:'»Nlbvl,’ k0111/'l‘:ll:é'~/ 12604,  aungue  Lambii&n  ae el e ol
serot‘ipof;‘com"o: '04‘;NM, U514, 0B0HM Y 0151l e g peibatietib
a floé ’aer'qtipt‘m clénicon do HPEC, bag repas ctn el ibdels tle
adherencia difuso disron sarctipus no apucladus a nlngune de log
grupos .patogénicon (030, OLT e, O30 HK, AN LR, U1EGNM
0164:NM). Pinalmente lan capas non adharancia  Ayreystida  go

identificaron en los serotipss 01084, 01184, OAA R ¥ OLOTHT,

it

stog gazrotipos no estan asusiados zon aiguna de Jas cateyueian de

czli diarregénics [Cuades 1, fPlgpiras 3.2,3) .

&

Teg capazn del satudle ue resuitaren 167ASIvAa8 en 2L 2h3aYS M
célulag E2p-2 con gentamicina fusvsn rtuavre 7 parvanseiersn a 1odF

sercnipoy CTL:NM, 2725:WM, S310:NM, G304:HZ v 125 :NM. AT asatiar



adherencia localizada con FAS positive encontramos un valor de P

menor de 0. 05 lo- cu‘l es estadxstlcamente slgnlflcatlvo, no resulté

519n1E1cat1va s lays : >' 1]1nva51v1dad y adherencxa

norfloxac;na,

ceftrlaxona

26



Al relacxonar sen51b111dad a: antimzcrobzanos con el tlpo de

estuvo asoclado co X as“con adheren01a dlfusa en‘ n 12%

(Cuadro 5)

30



FIGURA 1.

Monocapa de cé&lulas HEp-2, inoculada c¢on Escherichia
coli. A) se aprecia la microcolonia tipica de adherencia
localizada. b} se observan las bacterias pegadas en
empalizada tanto a la célula c¢omo al vidrio de la
preparacién, que corresponde a la adherencia agregativa.
Técnica seglin Craviote y col.

31




FIGURA 3. Monocapa de células HEp-2, inoculada con Eschexichia
coli . A) se aprecian las bacterias distribuidas en toda
la superficie celular, tipica de adherencia difusa. B) se
observan las bacterias dentro de la célula. Técnica segin
Mehlman y col.

32



FIGURA 6.

Monocapa
coli. For
superior se aprectian las bacte: adhera a
superficie de la membrana ¥, En la parte inferior
por microscopia de fiuorescencia se observa el dafie al
citoesqueleto, que consiste an la actina rolimerizada

an

“

3



fmmm— - "'C'U’A‘D‘n‘o_i'"'_— et B
SEROTIPOS IDENTIFICADOS EN 91 CEPAS DE
ESCHERICHIA COLt AISLADAS DE NINOS CON DIARREA AGUDA
EPEC (No %) Otros Serotipos (No / %)!
055: HE (3) 01: H4 (1)
086 {1 01: H15 (3)
o111t (7) 09ab (1)
0114: H4 (4) 012: H12 (2)
0119: Hit (3) 033 {1
0126 @) (22 /29) 037 S
044: H18 (s)
ETEC 051 o)
011 (4) 058 (1
1016 (8)] 060 (1)
j020 8} 064: H47  (2)
10148: H45  (2) 075 (1)
0166 )] /7 080 (1)
086 (1)
EIEC 088 (1)
039 (2) 089 (-
0136: H45  (2) 0107: H10 =~ (1) .~
0164: H42  (2)  (g/7) 0110 W
0130 -
EHEC 01561 (-
04 (3) 0? (4)
0126 () OR (1)
TOTAL 42 49

N,

34



1>

CUADRO

FACTORES DE PATOGENICIDAD EN CELULAS HEP-2

! ASOCIACION ENTRE SEROGRUPOS DE ESCHERICHIA COLI Y

1

l
i
|

EPEC {(14/63)
(n=22)
ETEC (1/14)
(n=7)
EIEC (0/0)
{n=6)
OTROS (13/23)
(n=56)
TOTAL 28 (30)

ADHERENCIA
SEROGRUPOS LOCA%I%ADA P
%

.001

NS

NS

.03

PRUEBAS DE VIRULENCIA
DIFUSA AGREGATIVA

%

(2/9)
(1714)
(2/33) -

e

en

NS = NO SIGNIFICATIVA VALOR DE P > .05

(%)

{0/0)

(1/14)

(0/0}

(5/9)

& (6)

FAS
(%)
(13/59)
(0/0)

(0/0)

(21/37)

34 (37)

P

.007

NS

INVASI- |
VIDAD

(%)
(2/9)

(0/0)

(0/0)

(7/12)

9 (10)

i




CUADRO 3

RELACION ENTRE SEROTIPO, ADHERENCIA Y LESION AL CITOES-
QUELETO DE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI A CELULAS HEP-2.

ot

SEROGRUPO ADHERENCIA LESION AL CITOESQUELETO
OR (1) DIFUSA +
0? (1) DIFUSA +
07 : H45  (5) LOCALIZADA +
04 (2) LOCALIZADA +
039 %)) NEGATIVA +
055 (1) LOCALIZADA +
Q75 (1) LOCALIZADA +
075 ) (1) { OCALIZADA -
080 {1 LOCALIZADA +
0111 (4) LOCALIZADA +
01137 (B LOCALIZADA -
OMNtab. (V)] LOCALIZADA .
‘011t ab (1) LOCALIZADA -
O11tac = (1) LOCALIZADA +
S 0114 (4) LOCALIZADA +
0119 1 LOCALIZADA +
0119 {1) DIFUSA +
0126 {(2) LOCALIZADA +
0126 )] NEGATIVA +
0148 8} LOCALIZADA +
0151 {1 LOCALIZADA +
+

0164 %) NEGATIVA




r I CUADRO §

ASOCIACION ENTRE ADHERENCIA Y PATRON DE RESISTENCIA MAS
EN CEPAS DE ESCHERICHIA COLI AISLADAS

DE NINOS CON DIARREA

{n = 53)
MODELO DE ADHERENCIA
LOCALIZADA DIFUSA AGREGATIVA

| PATRON DE RESISTENCIA (n=31) {n=16) (n=6)
.1 AM, SAM, CZ, AM/C, CF, CFP 5(16%) ] Y
'MZ, PIP
| 2 AM, SAM, CZ, CF, CFP, ATM, PIP  3(10%) 0 ]
| 3 AM, SAM, CZ, AM/C, CF, CFP 5(16%) ) 4(66%)
| MZ, TIM, ATM, PIP
i

4 CF, MZ, ATM, PIP 2(6%) 2(12%) 1(16%)

; AMsAMPICILINA, AM/C=AMPICILINA MAS CLAVULANICO, CFPsCETOPERAZONA
. TIMsTICARCILINA MAS CLAVULANICO, SAM=AMPICILINA MAS SALBACTAM,
; CF=CEFALOTINA, MZ=MEZLOCILINA, ATM=AZTREONAM, PIPsPIPERACILNA




CUADRO 4
ADHERENCIA Y LESION AL CITOESQUELETO EN 9
CEPAS ESCHERICHIA COLI INVASIVAS A CELULAS HEP-2

ADHERENCIA FAS P INVASIVIDAD
N (%) N (%)
LOCALIZADA 4(44) .03 4 (44)
DIFUSA 0 NS -3 (33)
AGREGATIVA 0 NS o
 NEGATIVA 0 NS T 2(23)

.27

NS

NS

NS

NS = NO SIGNIFICATIVO




FIGURA 6
SENSIBILIDAD A ANTIMICRONIANOS
CEPAS DE Escherichia coli
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IV. DISCUSION

Escherichia coli es lma bacterla causante de cuadros dlarrexcos en'

nifios 'y para . su estudm “se’ agtupa . en cuatro'categonas, .
enteropatégena, . "er

enteroinvasiva.’

antigeno flagelar px_‘obandojflps‘f Sq';:ari:‘ﬁisluér “monovalentes, el

40



anilisis de resultados se elabozo tomando en con51derac1on s8lo los.
serogrupos debldo a’ que el 54* de las cepas fueron 1nmov1les

{Cuadro 1) .

ue mos traron adherencxa localzzada’

cofréspbhdieron a~los’ serogrupos EPEC establec1dos por dlversosﬂ

En algunos.estudios la capa01dad> vasxva de EPEC es tan alta

o atn mayor que lo observado en cepas EIEC (63 64), sin embargo se

ha cuestlonado much jla metodologia utxllzada en algunos ensayos de
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invasividad (65)‘ En este traba]o se. probaron dos . métodos de

mvas:.v:.dad el ensayo en células HEp 2 con entam:.c:ma la prueba

de Serény, para ‘determ na




involucra mov1llzacion activa “de 1a. membrana c1top1asmét1ca por

1nteracc16n entre "los Ellamentos de” actlna'y mxos:ma. Ocros

a3 .



electrolitos  son ‘de . importancia . fundamental (70),7En ‘dcacionés

talées ‘medidas ‘no.resuelven completamente la enfermedad. y ‘con

frecuencia:se uie tiliza ncipalmente  en.”diarrea: con -

que.
codifica para’la mayoria de las resistencias a los antimicrobianos’

(75).
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Nuestros resultados sobge' resistencia; a antimicrobianos

concuerdan con ot

mundo, en donde S|

uso en ninosv(SO),
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Recientemente se- A’han utilizado. ‘inﬁibidores 2. de. . las

betalactamasas (écldo clavul m.' c : : potencxar el'
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