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ESTUDIO DE LA PRESENCIA Y SOBREVIVENCIA DE ENTEROBACTERIAS PATOGENAS
EN EL POZOL

RESUMEN

Este trabajo profundiza en refacién a 1a presencia de enterobacterias patdgenas en el pozol, que es
una bebida 4cida que se obtiene de ia fermemtacion espontdnea de masa de maiz nixtamalizado, y que es de
consumo generalizado en e) sureste de México. Existen reportes de Ia presencia de enterobacterias totales
en este producto; en este trabajo, se investigd si algunas de éstas pertenecian a los géneros patdgenos mas
comuncs cn nuestro medio, que son causa de enfermedades diarreicas, principalmente en nifios. Otro
objetivo importante fue el conocer si estas bacterias patbgenas podian sobrevivir ¢n condiciones de extrema
acidez, dicha situacion se presentd después de las 48 h de haber iniciado 1a fermentacion de las masas, Lo
anterior permitiria plantear que dichos microorganismos han adquirido la capacidad de resistencia al acido,
lo cual sugiere que éstos podrian sobrevivir y colonizar el tracto intestipal

Se analizaron muestras de pozol provemientes de la ciwlad de Villahermosa en ¢l estado de
Tabasco. Se determinaron ltos valores de pH al inicio, a 1as 48 h, y a los 8 dias de la fermentacion,
observindose que habian disminuido de dos a tres unidades. Las cuentas totales de enterobacterias fueron
del orden de 4.1 a 7.8 (Jlog;; u.f.c./g de peso hitmedo) al incio, y dismimsyeron hasta valores de 1.0 a las 48
h. La procedencia de las muestras fue muy heterogénea, sin embargo, las muestras que se elaboraron en un
pueblo (Nacajuca) cercano a la ciudad, fueron las mds contaminadas.

Se emplearon diversos medios de cultivo y diferentes condiciones para el aislamiento selectivo de
Salmonella, Shigella y Escherichia coli y ¢l tnico de éstos que se aislé fue £, coli. Se aislaron 73 cepas,
tanto de pestras recién preparadas, como de las que tendan 48 h de fermentacién. Se les realizaron
estudios de serotipificacion, ensayos de adherencia i vifro y por medio del uso de sondas radioactivas, se
determiné Ia presencia de genes que codifican para factores de virlencia.

Los resultados obtenidos mostraron la presencia en el pozol de cepas de E. coli de serotipos
patbgenos, tanto al inicio como 48 h después de haberse iniciado 1a fermentacion.

Los serotipos de las cepas patégenas identificadas fueron: O1:H6 Escherichia coli wropatogénica
(UPEC), O20:H- Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) y O88:H25 recientemente descrita como
Escherichia coli eteropatogénica (EPEC). Es importante sefialar que la tipificacion seroldgica permitié
establecer la prevalencia de serotipos especificos en las diferentes mmestras analizadas.

Tamhiénseidmﬂiﬁca:mcepasasyoamigemsoméﬁoonoscpudocaracterizarconningzmo‘deios
T3 sueros correspondientes a los tipos sométicos aceptados hasta el momento, estos serotipos se
describieron como O7. Al preparar un suero de conejo con una de estas cepas, se eaconird que todas ias
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descritas como O? pertencian a una misma clona. Esta observacion sugiere que podria tratarse de un
serotipo nuevo no descrito hasta ahora.

La cepas O88:H25, mostraron un patrén de adherencia localizada, y la cepa O108:H34 no
reponadamnaictmte,mosuéunpauénmisﬁmdeadhmiaagregmiva. Esta dltima cepa
ademés,e:mrmamapmtemadeGOkDaqueﬂmmmnoddapmanﬁcuerpos&spedﬁmspmpmadosoontra
una toxira de 108 kDa presente en cepas EAggEC asociadas con cuadros de diarrea, La caracterizacién de
lasoepasparade:mminarlapmsenciadegenesdevinﬂenciamedianteensayosdehibﬁdaciéndeDNA,
mostrd que algunas de ellas poseen genes para produccion de toxina termoldbil (LT} y genes eae
relacionados con la adherencia de Escherichia coli enteropatogénica (EPEC),

Bﬁosmmﬂmdosmgicrmqmmalhnmmmprwunammbkmdesahﬂpibﬁw,mmmm
cepas diarreogénicas de £.coli, algumas de las cuales fueron capaces de sobrevivir en condiciones de cstrds
acido.

Tomando en cuenta ¢l amplio consumo de esta bebida, deberdn proponerse tanto métodos
higiénicos de produccién como métodos para controlar su acidificacién.
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CAPITULO L INTRODUCCION

Elpozolesunabebidaz%cidaqueseprepamdiluyendoenaguamasafemeniadademaiz
nixtamalizado. Es de origen maya y s ha consumido en ¢l sureste de México desde €pocas prehispanicas
hasta la fecha por grupes indigenas y mestizos. (Ulloa y col. 1996). El proceso de fermentacion es
dmwmmmemmmmlmmmlwmymymdem
natura],sininoculacién,oomoenlamayoﬂadelosaﬁmmtosdeorigenamiguo. Al fermentarse de forma
mmiséﬁd&mmﬂhﬁmgumidadmmoﬂgadodcaﬁwi@yahmmsid&qﬂmmmm
posiblemente da lugar a la formacién de diversos microambientes,

En1955,Craviotoycol.detwminarmqmclpozolﬁmemawroomnidodcniacim,riboﬂzvina,
lisina y triptofano que el maiz, y que la concentracién de proteina del pozol es mayor y de mejor calidad
que la del maiz sin tratar, Estaobsewaciénnosindicaqwlosmc:dcmmsdwwbﬂaonlmocsigloslafomm
demejomrlaprotcinadelmizpmdiversosmétodos(vmiegm,i%z).

El pazol fermentado tiene un pH inferior a 5 después de 20 horas de incubacién, que ©s lo
snﬁcimbajocomoparaevimrlapmﬁferaciéndealgtmas bacterias patégenas, inchiso mantenido a
temperatura ambiente, Sinembargo,yapesmdelbajovalordeplidivmmsbacteﬁasmtéﬁmhmsido
aishdasdemaﬁmeMOylosmimmosdehsmimasnocﬁsnﬁnuyemaﬁndespu&dc30homsde
incubacién (Wacher y col., 1993). La existencia de enterobacterias en ¢l pozol indica la posible presencia
de patégenos tales como Salmoneila, Shigella y variedades de E. coli, entre otros. La ingestion de estas
bmmaspaégemsmwdewwmadeamclmimsdegammﬁﬁsdeﬁsﬁmamved&
dependiendo de Ia especie, 1a cepa, de la dosis ingerida y de la predisposicion del individuo. Ademds.
entuobacteriaspamgenaspmdensobevivirava!omsdepl-l bajos, por el hecho de que poscen mecanismos
dedefensaenoonﬁadeestosambiemesacidos,eomoson: la presencia de procesos homeostaticos por la
M&&MM&MMMW&WM&DN&WyW
que ain no estin bien definidos (Bearson y col., 1997).

Aunqmmsehaesuﬂiadohmhdénemdoonmmdepomlyhimidmciadediamwnhs
comunidades que lo mgieren(pmsendadeenterobamﬁaspatbgmas),lasohpmmadebamﬁas
mﬂommmmm@mhmmmmmmdeammwdem
biisqueda de dichos patégenos, principal objetivo de este trabajo.
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CAPITULO JI. GENERALIDADES.
2.1 ELPOZOL,
2.1.1 Pescripcion,

La palabra pozol viene de la palabra nahuatl pozolli, que significa espumoso. El pozol es una
masa de nixtamal fermentada moldeada en forma de bolas de diferentes formas y tamafios que van de 10 a
12 cm de longitud y de 5 a 8 cm de amplitud, cont un peso entre 70 y 170 g, aunque puede pesar lkgo
mis, Eﬂem&mesehboradombsEsﬂdwdeTabam,Camhe,YwﬂémQﬁmRm,Cmapa&
y en menor escala Veractuz y Oaxaca (Cafias Urbina y col, 1993). Es consumido por diferentes grupos
énicos como los chontales, choles, mayas, lacandones, tzeltales, zoques, tzotziles, tojolabales, chamulas,
mames, Zoques y-zapoteoos del sur y sureste de México, con fines alimenticios, ceremoniales y medicinales
(Ulloa y col. 1996). El pozol constituye Ia principal fuente de energia para sus consumidores, asf como un
importante aporte de proteinas y vitaminas (Wacher y Santillana, 1990),

Para su comsumo, Ias bolas de pozol son diluidas con agua, obteniéndose una bebida no
homogéneadesaborécido,mﬁMc,alacualselepuedeadicionarsal,amm,mielochilesseoos,yse
toma como refresco a cualquier hora del dia, durante las jomadas de trabajo. Los chamutas y lacandones
consumen e] pozot cuando realizan viajes largos a la selva, debido a su alto grado de conservacion (Utioa y
col. 1996),

2.1.2 Elaboracién.

De acuerdo con Ulloa y col. (1983), 1a técnica de preparacién del pozol se ha transferido de una
gencmciénao&apamdoonsmmfamiﬁar,opamumamlammamialpeqwﬁaElpozolseelaboraa
parﬁrdegranosdemaiz(o.s-lkg),depreferenciablamo,quesehienrenenaguaooncal
(aproximadamente 10% de Ca(OH), ), dwamelhora,ohastaquelosgmmssehind:anylospeximrpios
sesepmanfécﬂmue,poswriormenteseenfrianyseenjuaganconagna;alosgranosresuhantesseles
Hmnamm.ﬁlﬁmnmanmﬁmammﬁmmeﬁﬁmdelmSeobﬁemmammmaﬂajadaala
queseledafomdebolamammlmmte.Estasbo!asseenvuelvencnhojasdcplétanopamevitarla
desecacion y se dejan fermentar a temperatura ambiente de 1 a 14 dias, dependicndo de las preferencias del
consumidor y de las circunstancias prevalecientes.

En funcién de los factores sociales y culturales del productor, existen dos tipos basicos de pozol:
el mestizo y el indigena. Ladiferendaenteéstosoonsisteenqueelpozeimesﬁmmcibeunasegmda



coceion o “reventado” de los granos de maiz después de la nixtamalizacién (Ulloa y col., 1996; Caflas
Urbina y col. 1993).

2.1.3  Microbiologia.

El proceso de fermentacién del pozol es llevado a cabo por unz microbiota mixta que inclyye
bacterias l4cticas, enterobacterias y levaduras, asi como varios hongos filamentosos {mohos).

Ulloa (1974) estudi6 la sucesion de hongos y levaduras en muestras de pozol del Estado de
Tabasco. En dicho estudio estableci6 que la mayoria de ios microorganismos presentes en los granos de
maiz utilizados para preparar el pozol, son destruidos durante el tratamiento alcalino-~térmico, ¥ que es
durante el tratamiento def nixtamat cuando ocurre la inoculacién. Este trabajo report6 que en las primeras
horas de 1a fermentacitn se detectaron Geotrichum candidum, Trichosporum cutaneum y vatias especies de
Candida.

‘ Ulloa y col. (1987) reportaron la presencia de bacterias como: Achromobacter pozolis, Aerobacter
aerogenes, Agrobacterium azotophilum, Bacillus cereys, Escherichia coli, Paracolobactrum aegrogenes, y
Pseudomonas mexicana, las levaduras Candida guilliermondii, Candida krusei, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, Hansenula fabiani, Kluyveromyces fragilis, Saccharomyces cerevisie y Trichosporum
Cutaneum;  asi como los mohos Alternaria tenuis, Aspergillus flavus, Aerobasidium pultulans,
Cladosporium herbarum, Epicoccum, Fusarium, Geotrichum candidum, Monilia sitophila, Mucor
racemosus, Mucor rouxianus, Penicillium claviforme, Penicillium cyclopium, Penicillium expansum,
Peniciliium italicum, Penicillium lanoso-viride, Phialiphora richardsize, Rhizopus nigricans y
Trichoderma viride. También se ha reportado Ia presencia de Lactobacillus Plantarum, Lactococcus,
Leuconostoc y Streptococcus (Mozqueda-Gonzilez y Escamifla- Hurtado, 1988, Silva- Villareal, 1984;
Escamilia-Hurtado y Mozqueda-Gonzélez, 1992; Nuraida y col,, 19995).

Omas bacterias identificadas en el pozol son: Bacillus cereus, Paracolobactrum aerogenoides
(Salinas, 1958), Agrobacterium azotophilum, Achromobacter {Alcaligenes) pozolis (Ulloa y Herrera,
1972), Escherichia coli var. neapolitana, Pseudomonas mexicana (Fuentes y col., 1974), v Aerobacter
aerogenes (Klebsiella pneumoniae) (Salinas y Herrera, 1974). Por otro lado Taboada y col. (1975),
encontraron que las bacterias Agrabacterium azotophilum y Aerobacter aerogenes (Klebsiella preumoniae)
son fijadoras de nitrégeno.

Wacher (1995) mds recientemente, al profundizar en el estudio microbiolbgico del pozol,
determiné que las bacterias lacticas, enterobacterias, bacterias meséfilas no lcticas (Bacillus), mohos y
levaduras, son los grupos de microorganismos que sistematicamente se encuentran en [a masa de pozoi
recién elaborado, que la microbiota del pozol es muy estable, Y que las diferencias del proceso ladino o
mestizo y el indigena no influyen en la composicion bacteriana del pozol. ‘También observé que durante la
molienda ocusre 1a reayor inoculacion tanto de bacterias licticas como de otro tipo de bacterias indeseables.
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Es comiin 1a presencia de enterobacterias al inicio de fermentaciones en las que interviene una
microbiota mixta, asi como la transmisién de estos microorganismos por contaminacién fecal directa 0 2
través del agua utilizada. El pozol ¢s up alimento ymuy manipulado, sobre todo durante la molienda, el
amasado y el modelado, procedimientos que se realizan en condiciones poco higiénicas, hecho que muestra
por que es probable que se aislen en la masa enterobacterias con propiedades patdgenas (Wacher 1995).

Con respecto a dichos microorganismos, 1a misma autora reportd que no se observd inhibicion de
las mismas como resultado de la acidificacion de las masas a valores de pH menores de 4.5, se consideré la
posibilidad de que al ser una fermentacién solida, 1a difusion de los 4cidos producidos no es homogénea v
que las cnterobacterias tendrian la posibilidad de desarroilarse en microambientes donde no se han
difundido estos dcidos, o que algunos miembros de la microbiota, como ciertas ievaduras y mohos,
consumicran parte de los icidos producidos, creando microambientes libres de 4cidos o con una
conceniracion menor de éstos.

2.2 Familia Enterobacteriaceae.

La familia Enterobacteriaceae constituye el conjunto mayor y mas heterogéneo de bacilos gramnegativos
de importancia médica. Hasta 1972 se habian determiinado 11 géneros con 26 especies, ahora se han
descrito al menos 27 géneros con més de 110 especies. Estos géneros sc han clasificado en funcién de las
fecnologias como la homologia del DNA, las prucbas bioquimicas, reacciones seroldgicas, l1a
susceptibitidad a bacteridfagos especificos y a patrones de sensibilidad a antibidticos. A pesar de Ia
complejidad de esta familia, 14 son los géneros de importancia médica: Escherichia, Shigella,
Edwardsiella, Salmoneila, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia, Proteus, Morganella,
Providencia, Yersinia y Frwinia (Koneman y col.,1988).

Las enterobacterias son organismos procariontes de distribucién mundial, ya que se encuentran en
¢l suelo, agua, aire, vegetacion y formando parte de la biota bacteriana normal de casi todos los animales de
sangre caliente, incluido et hombre. Géneros como Shigella, Salmonella y Yersinia siempre se asocian a
enfermedades, mientras que Escherichia, Kiebsiella y Proteus sor miembros de la microbiota habitual,
pero pueden ser patdgenos potenciales.

Estos microorganismos son: bacilos gramnegativos, méviles por flagelos peritricos o no mviles,
no esporulados, anaerobios facultativos, producen 4cido a partir de glucosa, son oxidasa negativos, catalasa
positivos, usualmente reducen los nitratos a nitritos, segfin la secuencia de su IRNA16S pertenecen a la
seccidn gamma del gropo de bacterias pirpura (proteobacterias) (Brock y Madigan, 1993).

Sus requerintientos nutricionales son simples, y una de las caracteristicas taxondmicas clave para
identificar los diversos géneros s por los productos finales que se obtienen de 1a fermentacidn anaerébica
de glucosa. Se reconocen dos patrones: la fermentacién de 4cido mixto y la fermentacién 2,3-butanediol.
Losdistin:osgéwosympedesdeemfanﬂﬁapuedmsermenﬁﬁcadosapmﬁrdesucapaddadpam
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fermentar carbohidratos especificos, para utilizar ciertos sustratos (citrato) como Gnica fuente de carbono, y
pmadarmdsﬁm!csmeﬁsﬁmmmelimmpmﬁrdemoﬁm,mhmapmﬁrdem
¥ sulfuro de hidrogeno (Davis y col., 1990).

El evento inicial para la colonizacién de los tejidos cpiteliales del huésped por estos
microorganismos s la adherencia a células, y dicho proceso conduce a la formacién de verdaderos habitats
ecoldgicos distintivos que juegan un papel importante en la fisiologia y defensa de fas mucosas por parte
det huésped ante ¢} agente extrafio . Este fendmeno de adherencia no ¢s dafiino en si, pero favorece en el
casodecepaspatégenas,laimegracibndefactomsdepatogenicidadoonsiﬁosblanooenelhuésped;las
toxinas que producen las bacterias patogenas del tracto intestinal pueden interactuar méas ficitmente con su
remmnrescuandoprmiame:dstemamménemlamylamperﬁdedelasoélulasdel
intestine. Asilosuﬁamrgmﬁsmosmdemvadirymﬂﬁpﬁmrsedmdelmlejidogdebende
adherirse inicialmente a un sitio especifico de la ¢élula y posteriormente penetrar mediante diversos
mecanismos (Salyers y Whitt, 1994 ).

2.2.1 Salmonella.

El género Salmonella comprende una gran variedad de especies patégenas para ¢l hombre o
animales, y habitualmente para ambos. Nofemwmanlalactosa,nilamosay,oonpocasexcepciows,
producen abundante H,S; no hidrolizan Ia urea y pueden utilizar al citrato de Simmons como Gnica fuente
de carbono. En general son méviles y descarboxilan la lisina y la omitina, (S Hphi no produce gas a partir
de hidratos de carbono ni descarboxila Ia ormitina, tampoco produce H,S en medio TSY). Salmomella y E.
coli se relacionan en forma bastante estrecha: los dos géneros presentan una homologia DNA-DNA de
cerca del 90%. E:dstenalguuosproblemasencuantnamnomenclamra, con mis de 2000 serotipos
dﬁcﬁtosmdesqwmdeKauﬁinamWhﬁghmwSa]mmdlaescagnmambamamauﬂgmos
somaticos O y se subdivide en serotipos por sus antigenos flagelares H (Koneman y col.,1988). Le Minor
en el Bergey's Manual of Systematic Bacteriology en 1984 propuso 1a siguiente clasificacion: Género: I
Salmonella, Subgénero 1: S. choleraesuis, S hirschfeldii, S. typhi, S. paratyphi A, S. schottmuelleri, S,
typhimurium, S. enteritidis, S. gallinarum. Subgénro H: S. salamae. Subgénerc 1: S arizonoe.
Subgénero IV: S houtenae y Subgénero V: S bongor. Los 3 tres sindromes principales causados por
Salmonella son: Salmonella typhi (causante de 1a ficbre tifoidea), Salmoneila choleraesuis (patdgena del
cerdo, pero que puede causar infecciones sistémicas en el hombre como septicemias) y Salmonelia
enteritidis (causante comin de infecciones diarreicas en humanos y animales), Salmonella enteritidis es
comunmente causante de infecciones por ingesta de alimentos contaminados, especialmente fos avicolas y
Ia leche (Salyers y Whitt, 1994), '

' LassahnonelassecmmwﬁzanmmmolégicamMemnbasemuesanﬁgmsdemmerﬁde
celular, 1 O, o de pared celular (somitico); ¢l antigeno H o flagelar; y e] antigeno Vi (capa de polisacérido
externa), que se encuentra ¢n principio en las cepas de Salmonells que causan fiebre tifoidea. Los



anﬁgenosOsonlipopolisacéﬁdosoomp!ejosysonpanedelaestmctmadeiamdotoxina(Brock y
Madigan, 1993). Los lipopolisacéridos inducen una respuesta inflamatoria en el huésped durante la
invasi6n de Ia mucosa, y este daffo en las células hace que absorban menos y retengan agua, io que podria
ser responsable de 1a diarrea. La invasividad estd dada por genes inv H,F,G,EA,B,C.1J, su localizacién es
cromosénﬁm,ysehasugeﬂdoquemuchosgenesdelclostzrimcodiﬁcanpamproteimsamdliamsque
regulan ¢l proceso de invasividad. Se ha propuesto que el gene imvB sea el que codifica para la invasina.
Mutaciones ¢n el locus inv reducen la capacidad de las salmonelas para invadir cultivos celulares
epiteliales, pero no afecta 1a adherencia bacteriana a las células del huésped. Se conocen plismidos que
Hevan genes de virulencia en S fyphinurium, ¥a que si se pierden, se afecta la habilidad de Ia bacteria para
prodwirhaﬁeodomsdﬂémimsmmtoms;Sgemspvse&chmMnypmmqmws
producmssonpotcinasmguladoms,yaquesiseinseﬂanencepasavinﬂemas,serestablecclaVinﬂethia.
Espoooenreaﬁdad!oquesesabeacelmdeobmoSabnonellainvadclamlmsaintesﬁmly
establece la infeccién. La accién de S typhimurium se ha estudiado en modelos animales como el cerdo,
observandose que invaden el intestino delgado y el colon, y que se localizan tanto dentro de células de Ia
muoasaabsorﬁva,comod'enﬂodemaubfagosasociadosaiama,pemnoenoélulasMnienlasplacas
dePeyer,estonoqﬁeredecirqmnopasenporlasoélulasMsinoqncnomeeendennndceﬂas.
Salmonella choleraesuistimeumdist!fouciéndifemenestenndeloy s observa dentro de las céludas
M, pero no en las absortivas. Una vez dentro de las células, estos MIiCOOTANISIMOS aparecen COMO
wéﬁtmﬂrwetulmwﬁmﬂtﬁmmwmnmlmmrﬁfagasddﬂgadoydelm,pmotadaviaes
controversial si crecen deatro o fuera de las células. En modelos in vitro usando fagocitos se observé que
crecian dentro de elos. Otro modclo importante para estudiar ésto es ¢l que utiliza iineas celulares Caco-2
(epitelio intestinal humano). En este modelo S, &phimurium interacciona con células polarizadas Caco-2, vy
5¢ puso de manifiesto que las bacterias se adherian a las microvelfosidades de la superficie apical (mediado

por fimbrias y adhesinas) 30 min después de la infeccién. Posteﬁormentescobscrvéqueseenglobamnyr

se internaron dentro de 1a oflula del intestino, y una hora después de 1a infeccién se observaron dentro de
grandes vacuolas fagociticas donde se multiplicaron a las 12 h. Después de 24 horas, las células epitetiales
mabanﬂmsdebactaiasyéﬁassalimdeeilas,pemadiferenciadc&higellaspp.lasbactuiasmse
internaron dentro del citoplasma de la célula. Se propone que Salmonella spp. causa rearreglos en los
ﬁhmmtmdeadmammw-mmmﬁno,medmmmsdemdem,dmdem
aumento en el calcio intracelular polimeriza las fibras de actina  Se conoce una enterotoxina Y una
citotoxinz, pero su funcién no ests bicn determinada (Salyers y Whitt, 1994; D’Aoust, 1997).

2.2.2 Shigella.
Son bacilos gramnegativos, no esporulades, anacrobios facultativos, que fermentan ia glucosa sin

pMMén&gagmmmﬁsM&mboﬁhmysmhmévﬂw,&opo&iawhmz&pmhcmlm
colonizan el intestino delgado sino el colon. Es ahi donde las bacterias entran a las células MIeosas, se



L)

dividen ripidamente y se mueven lateralmente para infectar células adyacentes. Entonces se presenta una
respuesta inflamatoria que invohucta tanto a Ia 14mina propia como a la capa mucosa. El dafio causado por
]arespuestainﬂamatm:iawlothaoequesemesemmevacuadomsmnsanmymmo, Es ¢l agente
cﬁolégicodelaenfermedadcunocidaoomodisenteﬂabacﬂar,(paradisﬁngxirladc!adiscmeﬂamnibiana),
mwsecamctaimporiapmsenciademocoysangmenhsheoes.Lashigeﬂosiscselc!dsicoejemplode
enfermedaddondelabactedainvadelascéhnasdelhuésped,seduplicadcnn'odeeﬂasene!citoplasmay
se disemina de célula a célula. Aunque 1a disenteria baciler es uaa infeccién localizada y autolimitante,
pueden existir complicaciones serias. En el 3% al 50% de los casos, la infeccién inicial puede estar seguida
de complicaciones neurolégicas (letargia, dolores de cabeza y convulsiones) o puede dar lugar a
insnﬁcicnciamal(sin&omcurénﬁwhemdiﬁw).Estosemﬁmmomﬂmdodeldaﬁoqucmﬁentos
vasos sanguineos por la circulacién de productos elaborados por Shigella (posiblemente la toxina Shiga y
fos lipopolisacaridos), y no por ia accién directa de 1a bacteria.

Cuatro especies de Shigello pueden causar disenteria. S. sonnei, S boydii, S flexneri y S,
dysenterige. 1a infeccién s presenta generalmente al comsumir agua contaminada con heces o
consumiendo alimentos contaminados, especialmente en donde existen letrinas al aire libre, (en donde las
IMOSCAs actilan como vectores mecinicos) y de persona a persona. Es una eafermedad comnin en paises en
desanoﬂodmdclasoondicionesdchigimesonmas,pwdesermonalmiacmmesymnospequeﬁos
{Salyers y Whitt, 19%4),

ShigellaposoeauﬂgenoOespeciﬁooperocarecedeantigenoHporsernomdvﬂes;ciertasoepas
lisas posecn antigeno K termoldbil (Davis y col., 1990).

En general Shigella estd muy relacionada con Escherichia coli, son tan semejantes que pueden
experimentarreoombinaciéngenéﬁmunasconouas,ambassonmsoeptibl&saalgtmosdelosmismos
bacteriéfagos, y presentan homologia del DNA de casi un 100%, Los factores de virulencia identificados en
estas bacterias son IpaD, posiblemente para adherencia, IpaB,C para invasién y escape de la vesicola
fagocitica, IcsA,B para diseminacién intracelular, LPS y Antigeno O para respuesta inflamatoria, Toxina
Shiga (S!xA,SmB}pmalapmdwciéndciamxim,youosqueﬁmqmwconhmgMacimdela
expresién de estos factores como Fur que regula tanto a sted/stxB, asi como genes para ¢l secuestro de
iones fierro, Lamayoﬂadehsgmesmcesaﬁospmahvinﬂmciasemwnuanmdiﬁmdosmplésmidos
grandes, €l mejor estudiado es un plasmido de 220 kb de S flexneri, y el hallazgo de plismidos similares
en £ coli sugiere que éstos se transfieren entre las bacterias libremente en la naturaleza. Algunos loci
cromosomales que contribuyén a ia invasién parecen ser reguladores més que estructurales. Los genes que
codiﬁcanparalatmdnasonaomosomalesyseencmnnanemmoperon (Salyers y Whitt, 1994; Maurelli
y Lampel, 1997).

La toxina Shiga produida por Shigella dysenteriae es del tipo de toxina A-B, y 1o es secretada
por la bacteria sino que se libera cuando 1a célula se lisa. La cristalizacién de esta toxina demostrd que
existemmmmmnhmmmwﬁw,mqwhmdadcmaddosmammsea
muy distinta. Es reconocida por receptores glicolipidicos (globotrioasilceramida) de la superficie celular



(Gb3). Iatozdnaprhncmsemealasnpezﬁcieoeiularyseinlmporendocitosis, el corte para la
activacion y 1a translocacién de la subunidad A se hace dentro de fa célula del huésped, su funcién o es de
ADP-ribosilacién sino que inactiva la subunidad 60S del ribosoma eucarionte mediante Ia ruptura de un
eNaxN-glmﬂbommreﬁmmmedﬁmdeademﬁnadedchsuMdadBSrﬂNAﬁbosémn
efectoqueimpidcqmseunaelamiuoacﬂ-tRNAalribosomaenlaelougacién dando lugar a que sc
termine |a sintesis de protefnas (Salyers y Whitt, 1994; Maurelli y Lampet, 1997).

2.2.3 Escherichia coli.

Bacterias de forma bacilar, gramnegativos, anaerobios facultativos, no esporulados, oxidasa
negativos, mdviles o inméviles, fermm:an!agluoosamnpmdwciéndeécidaygas(alglmasoepasno
producengas),producenindolapmtirdet:iptofano, no producen acetoina, y no pueden utilizar citratos
como inica fuente de carbono. Fommpa:tedelanﬁmobiomhuesﬁnalyﬁenmunpapelnuuicional
importante yaqmpmducenvilaminas,enespeciallaﬁtamimK(BmckyMadigan,w%).

Escherichia coli es de los microorganismos anaerobios facultativos mds importantes del tracto
intestinal de humanos y animales de sangre caliente, Coloniza al recién nacido horas después de su
mdnﬁemoyﬁmmtmpapelimponanmmelnmmminﬂcmodehﬁsiologiaintesﬁnm.

EstabacmdapenmmoemnﬁnadadeModelhmmmtesﬁmlmmomsamﬂﬁtomm,pemm
hlléspedesdebiﬁdadosoinmunosuprimidos,cmmamfwcionesopomﬂims. También existe un conjunto de
oepasdeE.coliqmmenunamgloespedﬁoodepmpiedadesdeﬁnﬂmciaquelespemitemmmmr
los mecanismos de defensa del huésped v causar enfermedad. Estas cepas pueden ser agentes etiolégicos
de diferentes enfermedades entre las que incluyen: diarrea, disenteria, sindrome urémico hemolitico,
infeccionesdc!riﬂdnyvcjiga,septioemiaymeningitisneomtal Por tal motivo se han agrupado en tres
categorias de acuerdo al tipo de infecciones que producen: infecciones del tracto urinario, enfermedades
diarreicas y meningitis/sepsis neonatal (Nataro y Levine, 1994),

E. coli fue originalmente descrito como patbgeno intestinal por Bray en 1945, tras demostrar que
una cepa aahmsponsabkdemdmhdmmhosphﬂmdmaﬁedvm,cmwmdommcﬁm
infantil (Levine, 1987). En México, en 1946 se report6 el aislamiento de E. coli en un caso mortal de
diarrea infantil, esta cepa presentaba un antigeno comin con Saimonella adelaide v fue denominada E. coli
Gdmez (Varelay col., 1946),

La clasificacién serolégica de Ecoli se basa en tres diferentes antigenos constituidos por: 174
somaticos (0), 80 capsulares (K) y 56 flagelares (H) (Doyle y col. 1997).

2.2.3.1 Escherichia coli en infecciones del tracto nrinario (UPEC).
Estasinfeocioncssemmanmtodaslasedadesyenambossexos, siendo el femenino el mas

afectado posiblemente por su propia anatomia. Las infecciones varfan en cuanto a su severidad y van desde
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una bacteriuria asintordtica, a una cistitis y pielonefritis. Cuando la infeccién s¢ confina sélo a la vejiga
(cistitis) el paciente se mucstra gencralmente afebril, con algunas molestias como miccién frecuente y
urgente y malestar abdominal bajo. En la piclonefritis se presenta fiebre alta, dolor costal, y existe un
defecto en Ia habilidad de concentracién del rifion.

En este grupo de E. coli se han descrito varias adhesinas entre las que se encuentran los pili tipo 1
que contribuyen a la persistencia de la bacteria ¢ incrementan Ia respuesta inflamatoria, lo que conduce a un
aumento en la virulencia de E. coli (Connell y col., 1996). Ei pili P ¢s la adhesina mds importante
especialmente en cepas que causan infeccioncs en ¢l rifidn, Existen diferentes tipos de pili P pero todos
reconocen al mismo receptor (globobidsido, «-D-Gal~(1,4)-§-D-Gal), los genes que estdn involucrados con
su sintesis se denominan pap. Otras adhesinas afimbriadas son, AFAI AFAII y la adhesina Dr. E!
receptor que reconoce a Estas ¢s el antigeno de grapo sanguineo Dr. La unién a las células del tracto
urinario favorece ¢l ascenso del patdgeno de 1a uretra al rifion. Parece ser, que Ia respuesta inflamatoria se
debe a la accién de los LPS y principalmente a la presencia del pili P, Esta respuesta s¢ caracteriza por la
movilizacion de polimorfonucleares a través de la mucosa y 1a liberacion de citocinas al lumen de Ia vejiga.

Algunas cepas uropatogénicas de E. coli secretan una toxina que s¢ denomina hemolisina, porque
lisa los eritrocitos in vitro. Tiene un peso molecular de 110 kDa, y sc inserta a si misina dentro de la
membrana lipidica formando un poro citoletal. También produce wn sidertforo Hamado acrobactina que se
presenta en el 73% de 1as cepas que causan piclonefritis (Salyers y Whitt, 1994, Nataro y Levine, 1994).

Dentro de los serotipos de UPEC reportados para humanos estan: O1:H4, O1;H6, O1:H7, O1:H-,
O2:H1, O2:H4, O4:H5, 06:H1, O7:H4, O7:H6, O7:H-. O18ac:H7, Ol18ac:H-, 022:H1, O25:H1, O75H5 y
O75:H- (Lior, 1994). (Tabla 1)

2.2.3.2 Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC).

Estasbacteﬁassonlosagemeseausalesdeiamayoﬂadelasdiarrmsenniﬁosdepaismeﬁ
desarrofio y de los viajeros que visitan estos paises. Las diarveas se presentan cominmente durante los tres
pritneros afios de vida, y 1a complicacién méas importante es la muerte por deshidratacién. La infeccion es
adquirida por la ingestién de agua y alimentos contaminados (Levine, 1987).

Las cepas ETEC no invaden las células epiteliales pero se adhieren a Ia mucosa intestinal. Poseen
factores de colonizacién denominados CFAs. Se han descrito cuando menos 15 de estos factores adhesivos
y los mds importantes parecen ser cuatro en cepas ETEC de animales: K88, K99, 987P y F41 y cuatro en
cepas de humanos: CFA/L, CFA/H, CFAAI y CFA/IV. CFA/ es ur pili largo constituido en su mayoria
por pilina y con adhesinas (protefnas) especiales en ia punta. CFA/Il es un conjumto de adhesinas
relacionadas que no poseen la misma estructura, Oraviotoyool.,enlm,demomm'onquelascépasde
ETEC que eran identificadas como CFA/II con base en patrones de hemaglutinacién, eran en realidad
combinaciones de tres antigenos distintos que elaboraban, denominados CS1, CS2 y CS3. Dependiendo
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del serotipo y del biotipo,sehanenoouuadooepasqueexpresanlosanﬁgenos CS1yCS83,CS2y(CS3 0
sblo CS3; sin embargo, no se han observado cepas que expresen simultaneamente CS1 y CS2.

CFA/L, CS1 y CS2 son adhesinas que cotresponden a fimbrias rigidas de 6-7 nm de didmetro,
miennasqueCSB,vinuaimemeelanﬁgmocomﬂnatodaslasccpasCFAlﬂ,poseeunaesumuuamuy
delgada y flexible de 2-3 nm de dismetro. En ia cepa E8775 sc describié otra familia de factores de
adherencia y se denominaron como C84, CS5 y CS6, dentro del grupo CFA/IV (Levine, 1987.).

El papel de CFA/IT en !a patogénesis todavia es especulativo. La mas mieva de las adhesinas de
las ETEC es la que se denomina longus, s de un tipo que s¢ conoce como pilis en forma de atado
(“bundle-forming pilus”), y es inusnalmente larga ya que se extiende 40un de 1a superficie celular. La
formacién de estos factores adhesivos estd codificada por plasmidos (Salyers y Whitt, 1994), estd
restringida a ciertos serotipe de E. coli, debido a la presencia de genes estructurales y reguladores que
controian la produccién de fimbrias y fibrilas. (Eslava y col., 1994).

Las cepas de ETEC elaboran dos tipos diferentes de toxinas, la toxina termol4bil (LT) denominada
asiporsulabilidadalcalor(seinacﬁvaa100“Cd1mte10nﬁn),yladeuonﬁnadatemomtable($1’)yaque
retiene su actividad toxica después de incubarla a 100°C durante 30 min, El control genético de la
pmduociéndewtasto:dnasrwideenplésmidosdeenﬂe%ﬁShﬂ)aquepuedmllevmtambiénlosgenes
para los factores de adherencia,

E:dstendosﬁposdeto:dnaLT:LT-IyLT-II_Laprimeraesnmaproteinadiméﬁcadealtopeso
molecular(&i,SOODa),qﬂcoomrtem&ﬂ%deidmﬁdadoonlatoximpmducidaporV.choleranly&e
similar en cuanto a su funcién y antigenicidad. Est4 compuesta por una subunidad A y cinco subunidades
B. anbmﬁdadAﬁenelaacﬁﬁdadenziméﬁcayesﬁmnsﬁmidaporlasﬁaodonesAlyA2;laptime!a
penetra a 1a célula ¢ induce una ADP-ribosilacién €N una proteina de membrana denominada G,x, la cual
acﬁvaahenzimaadenﬂam-dchsa-qmmlosmwlesdeMcmmluiar, lo que da lugar a que
sealtel'elaacﬁwdadde!osu'ansponadomsdesodioyclom,yéstoprodnmundwba!anoeiénicoque_
ocasiomqueseacumdegrmmﬁnhddcagmmdlmnmimmmwéndoseladm A2
pmﬁcipaenlamﬁénaB,asimmoenelptmodeilnemalimciéndem. La subunidad B forma un
pentémaoalrededordeAyseuneasusreoeptomsGMl(gangﬁémos). La segunda comparte las mismas
caracteristicas que LT-I, solmmmaqmseaislapﬁmipahnc%deﬂmalesynoseasociaoonenfermedad
mi en animales ni en el hombre,

STnoesunasolatoxinasinomafamﬂiadetoﬁnasysonpépﬁdosdebajopesomolecular. Se
dividen en dos subgrupos STa soluble ¢n metanol y STb insoluble en metanol, S¢ secretan al medio
mediante una serie de pasos, en donde se reduce su tamafio, En ¢l caso de STa, el polipéptido precursor de
TZaminoécidossesea'etapﬁmemalpaiplasmayenmpasopiade 18 aminoécidos dejando un péptido
de 54 aminoacidos. EstepépﬁdosesécrememonoesalextmimdondesemrBydejaalﬁmlunpépﬁdode
17-19anﬂnoécidosricoencisteinaElmismomecanismosesigwpmaSlb. STa actiia uniéndose a un
receptor demembrzmapmtéieoenelepiteliointesﬁnallomlizadoenelbordedeoepillodelamembmna
del emerocito, Estemoeptorseencumnaconmayorﬂecuenciamelint&sﬁnodelgadoyeneloolon,yse
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describeoomounreceptorguanilatociclasat&poc. Es una proteina de 140-160 kDa de 1a familia de
receptores de ciclasas. STa causa un incremento en los niveles de GMP cictioo al estimlar a Ia enzima
gmnﬂatociclasa,dmncadcxmndolosmismosefectosqueelAMPc. No se conoce el mecanismo por el
cualSwaﬁrmﬂalamwiéniﬂmﬁnalpemnoinvolmamxdeéﬁdoscicﬁoos,ysolamemcseha
encontrado en cepas ETEC porcinas (Sears y Kaper, 1996).

Los serogrupos “O” més comunes en las ETEC son: 6, 8, 11, 15, 20, 27, 63, 78, 115, 126, 128,
148, 149, 159, 173 (Lior, 1994). (Tabla 1).

2.2.3.3 Escherichia coli emteroinvasiva (EIEC).

Dupont en 1971 fue el primero en describirlas. Las cepas de EIEC se parecen mucho a Shigella
spp. Maabéﬁmnmmﬁmccmadcﬂsﬁmsmmmsmdichogﬁ:ﬁoysedeﬂmmdeﬁdeme
mpacidadpmauﬁhmrhlactosaycnhmayoﬁadelascepasnoexiﬁenﬂagdos. Una caracteristica
importante es que no producen toxina Shiga, Su mecanismo de patogenicidad es la invasividad a
enterocitos, mproduciéxﬂoseeneﬁoseinvadiendooﬂasoélulas,y&omdebidoagmmdevimlencia
presentes en un plasmido de 1401vﬂ)a(p1nv);&stainvasiénpmbablementemnm1myaaladimiaqucse
produce, por los mismos mecanismos inflamatorios descritos para Shigella. La mayoria de la actividad
enteroté:dcamscmenelsobmnadamedeculﬁvosdeﬁlﬂcseremiteaunamteroto:dnaoodiﬁcadacnun
gene plasmidico (sen). Esta enterotoxina también 1a produce Shigella fliexneri, y se ha visto que mutantes
sen,todavfareﬁcncnmpooodeacﬁvidadté:dca,porloqmdebene:dsﬁroﬂasenmw:dmsno
identificadas. OepasEIECtanmiénsecmanlmacitotmcinapequeﬂa(mmorde 30 kDa), que presenta uns
citotoxicidad muy baja en células Vero. Las EIEC son altamente virulentas y. dl igual que Shigella, su dosis
infectiva es muy baja (Sears y Kaper, 1996; Eslava y col, 1994; Levine, 1987.) Estas cepas afectan a
adultos principalmente y se afslan muy poco en nifios, identificAndose preferentemente después del sexto
mes de vida (Cravioto y col., 1988,1990). (Tabla 1),

Los serogrupos mas comunes son: 28ac, 29, 112ac, 124,136,143,144,152,164,167 (Lior, 1994),

2.2.3.4 Escherichia coli caterohemorrégica (EHEC),

En 1982 sc presenté un brote de colitis hemorragica en varios lugares de los Estados Unidos, y se
identifict el serotipo O157:H7 (considerado el prototipo) como el causante de estos brotes, Este grupo
propuesto por Levine, incluye cepas de diferentes serotipos que presentan las mismas caracteristicas
epiderniolégicas y patogénicas. Una caracteristica general que las distingue es su nwapamdadpara
fermentar el sorbitol, su incapacidad para producir f—glucuronidasa y su gran tolerancia a valores de pH
bajos, no obstante, la cepa O157:H. que sf fermenta el sorbitol se asocid con diarrea hemorrigica.
Estudios epidemiolégicos realizados con la cepa O157H7 indican que las infecciones ocurren con mayor
ﬁemmdampaimdesamﬂadmdeEmopa@ﬁnﬁpdemBm),Nonmm&im(Em
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Unidos y Canad4) y Japon entre otros. También se ¢ asocia como uno de los agentes etioldgicos del
sindrome urémico hemolitico (HUS).

Las citotoxinas que producen reciben dos nombres de acuerdo con sus caracteristicas antigénicas y
porsuacﬁvidadsobmaﬂﬁvosoeluimmmcitoto:dnasemejameaiadeShiga(SLT),porIapmpiedad
que tiene una de Ias variedades de cruzar antigénicamente con la toxina de Shigella dysenterice tipo 1y el
segundo verotoxina (VT), por su efecto citotéxico sobre monocapas de células Vero (rifién de mono verde),

Son en realidad una familia de citotoxinas que se divide en tres gmpos antigénicos: SLT-I o
verotoxina 1, SLT-2 o verotoxina 2 que afectan especificamente a humanos y SLTIIv que es una variedad
antigénica de VT2 y afecta a anmimales, dichas citotoxinas estén codificadas por bacteriéfagos lisogénicos.
Su accibn es semejante a la de la toxina Shiga, es decir, terminan con Ia sintesis de proteinas, dando lugar a
la muerte de la célula intoxicada.

Otros factores de virulencia estdn relacionados con la alteracién histolégica del colon denominada
adherencia y esfacelamiento (AE). Un locus cromosomal de 35 kb denominado LEE (locus of enterocyte
effacement) contiene el gene eaed cuya expresion estd regulada por un pldsmido de 60 MDa, el cual
ademds codifica para una estructura fimbrial. El gene eaed , cuya homologia con respecto al gene eaed de
las cepas EPEC es del 86% (Yu vy Kaper, 1992), codifica para una proteina de membrana externa de 94
kDa Hamada intimina, Ia cual confiere a fa bacteria Ia capacidad para adherirse ¢ inducir el efecto de
destruccién de las microvellosidades (esfacelamiento). Otros genes como espd y espB (antiguamente
eaeB), codifican para otros polipéptidos que se requicren para la transduccion de seftales, necesaria para la
formacién de la lesion ~AE. También existe dentro del locus LEE un sistema de transporte codificado por
genes sep para secretar factores de virulencia.

Losbm%mésmdmmssemladmauﬁmeﬂememcmnlamgmdeaﬁmmoswnm
como hamburguesas de camnes de res, leche, agua, etc.,, y también por contacto con animales y de persona a
persona.

En nuestro pais, hasta este momento, no existen reportes de aislamiento del serotipo O157:H7. En
México los serogrupos EHEC reportados son: 055, 026 y O111 entre otros, tos cuales se relacionan con
diarreas leves 0 moderadas (Doyle y col., 1997; Sears y Kaper, 1996; Eslavay col., 1994; Levine, 1987).

Los serogrupos O comGnmente reportados incluyen: 26, 46, 48, 55, 91, 98, 111, 113, 117, 118,
119, 125, 128, 145, 157y 172 (Lior, 1994).(Tabla 1).

2.2.3.5 Escherichia coli enteropatogénica (EPEC).
La capacidad patogénica de las cepas de E coli aisladas de niflos con diarrea se comprobd
experimentalmente en la década de los afios 40 del presente siglo, cuando, al inocular oralmente voluntarios

con dosis elevadas (10°- 10' bacterias / ml) de estos microorganismos, éstos presentaban diarrea y
desarrollaban una respuesta inmunoldgica sistémica contra el antigeno somitico. Neter propuso el término
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demwropatégempamd&sigmrawasmmﬁasmﬂadasdenmosmndimmymnﬂmadas como
virulentas en los ésﬁxdiosoonvotumaﬁnshunmadultos (Levine, 1987).

EnpaisessubdesamﬂadoslasoepasEPECsonhcausamimipaldediminfaMﬂ,sobretodoen
nifios menores de 6 meses de edad. La substitucién de la alimentacién materna por leche de formula
aumenta el riesgo de contracr diarrea y agrava los problemas de malutricién (Law, 1994).

Desde los aflos cuarenta estudios de necropsias de nifios que habian fallecido a consecuencia de
diarreas asociadas con cepas EPEC indicaban que el inlestino delgado presentaba lesiones de
esfacelamiento (Varela y col., 1946). El primer estudio reatizado en ef laboratorio sobre 1a capacidad de
EPEC para adherirse en forma intima a céiulas eucariontes fue publicado por Cravioto y col., en 1979.
Estosamemonuamqtmm:dmadamcmee!So%demnoolwciénimwdccepasEPEC
formaba microcolonias sobre el citoplasma de células HEp-2 en cultivo. Esta caracteristica no la
mnmarﬂanoﬂosgmposdeEcolioonosinmpacidadpmapmducirdim. Estudios posteriores,
incluyendo algunos con microscopia electrénica, han demostrado que existen cuando menos tres tipos de
adherencia de £. coli a células HEp-2 y Hela: 1a lamada localizada con formacion de microcolonias en el
citoplasma celular, la denominada difwsa donde hay adhesividad de bacterias en todo el citoplasma celutar,
ylaagmgdivadondee:dstcagmgadénbadaiamﬁﬂoalcitophmcclulatmmoalvidﬁodeIa
preparacion (Scaletsky y col., 1984, Vial y col., 1988). La evidencia epidemiolégica publicada indica que
eﬁmMnaﬁdﬁﬁmmwloﬂM&wncepasdeadhmmdalmﬁmdayhm&dm
aguda y entre colonizacién con cepas de adherencia agregativa y la diarrea persistente (Nataro y col., 1987,
Cravioto y col., 1991).

Se ha propuesto que la adherencia de tipo localizado de las cepas EPEC al enterocito tiene tres
mﬁ;mhmmm&anMMyhoﬂmmwspedmmdhdawmdcﬁm
ﬁmbﬁado,cnlasegumia,launiéndehhacteﬂaoonlacélulahuéspeddispmnunevenwdemmwciénde
sefiales, que estd asociado con la activacién de tirosin-cinasas, y un aumento en los niveles de calcio ‘
intracelular; y por dltimo, en 1a tercera fase, 1a bacteria se asocia intimamente con la célula huésped y
ocurre un amplio rearreglo de las fibras de actina en la vecindad de la bacteria. Histologicamente la
scgunda y ia tercera fase se observan como esfacelamiento del epitelio (deformacién y destruccién de
algtmasmicmvellosidades),asimmolaformaciéndcmesmmadepedestal(formadapormcapa
densadeﬁbrasdcacﬁna)melcitoplasmadelaoélulahuésped,justoahajodedondeestélaoéhﬂa
adherida. A este proceso se le conoce como adherencia y esfacelamiento (AE).

ngmesidmﬁﬁmdosmestemmsedenonﬂnanemyeﬂénlocaﬁmdosmumwgiéndcl
cromosoma de la bacteria. Este loci estd formado por los genes eaed ¥y eaeB, el primero es ¢l que codifica
pamummﬁmdemembrameHcmade%madmominMamﬁmhn,mhdonadamnhadhmqmia
intima a 13 c¢lula det huésped. TMOeaeBcomoouosgenessepesténrelacionadnsoonlamgulaciényla
secrecion de ésta y otras proteinas. La adherencia en la fase inicial parece estar mediada por haces de
fimbrias (Bib)paﬂ:cidosalosqwelabotaKd:o!erae,yesposiblcquemodiemmbiénlamﬁdnbactcﬁa-
bacteria que presentan estas cepas (microcolomias). La codificacion genética para una subumidad de estos
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haces de fimbrias esta dada por un gene b4 localizado en un plismido denominado EAF, relacionado
tmmwnlacqaééidaddeccpasEPECparaadhairsemfomalocaﬁzadaacéhzhs HEp-2, como para
causar diarrea en voluntarios. Este plasmido también codifica para ciertos genes que regulan la expresién
de los genes cromosomales eae.

SehaseﬂaladoquelaadhemnciainﬁmadelasoepasEPECdahgaraquesepolimeﬁcelaacﬁna
deldtoa.queleto,mnwmmaaliwmnomlosnivciesdemmumlmmyahacﬁvadéndeh
proteina cinasa C. Estos cambios bioquimicos intracelulares son los que probablemente inducen a la célula
intestinal a secretar agua y electrolitos (cloro y potasio) a! espacio intraluminal La diarrea subsecuente es
consecuencia de este incremwnto, aunado a la falta de absorcion adecuada, por la ausencia de micro-
vellosidades en segmentos grandes del epitelio intestinal. Los cambios celulares ocasionados en la fase de
adhmmchmﬁmaselnnpodidoeﬁdemmwnvmdimuemsimemdcmmjeﬂmmnw(sistema
de faloidina actina fluorescente FAS), de la actina polimerizada en los pedestales que forman las células
epiteliales, asociados con lesiones de adherencia y esfacelamiento. No se ha demostrado 1a existencia de
exotoxinas (Law, 1994; Searsy Kaper, 1996; Eslavay col., 1994; Levine, 1987).

Los serogrupos O mas comunes son: 18, 20, 26, 28, 44, 55, 86, 91, 111, 114, 119, 125, 126, 127,
128, 142, 158 y 159 (Lior, 1994). (Tabla 1).

2.2.3.6 Escherichia coli entcrongregativa (EAggEC).

Cepas de EAggEC se asocian con diarrea persistente (> de 14 dias) en nifios, en paises en vias de
d&amﬂo.Tamﬁénmasodawn&measmadnhongmiﬁdasmrdimemosmmempm
desarrolindos. Lamhnem&videnciaﬁmmpoﬁadaporBhanyml.enlm,qwmmﬁm:mmonﬁmeo
semzmal,duranteunaﬁo,amﬁosmenomde3aﬂosdeedad,entmpueblodelmdelndiayenoonuéque
cepas EAggEC estaban asociadas con diarrea persistente. .

El grupo EAggEC se definen por la presencia de un tipo caracteristico de adherencia a oélulas
HEp-2 (Nataro y col,, 1987), y no producen enterotoxinas tipo LT o ST. Poseen un plismido de 65 MDa
relacionadooonlaadhnrenciaagregaﬁva,ysielplésmidoestansferidoaoepasnoadherenﬁescomoﬁi coli
HBIO1, les confiere dicha adherencia Nataro y col. (1993) idenfificaron dos diferentes fimbrias
codificadas en dos distintas regiones de un plismido, AAF/I y AAF/M que son capaces de mediar
adherencia agregativa independientemente. AAF/1 es una fimbria del tipo Bfp (bundle forming pilus) de 2-
3 nm de didmetro. Eltipo de adherencia agregativa varia entre las cepas, algunas se adhieren més al vidrio
y otras mis a la célula pero siempre conservan su tipico patron, en donde las células se adhieren al
citoplasma celular formando actimmlos que parecen ladrillos encimados (Elliott y Nataro. 1995).

Se ha reportado Ia existencia de tres toxinas que probablemente estimulen Ia secrecién infestinal.
La primera y mejor caracterizada es una enterotoxina termoestable conocida como EAST 1, es una proteina
de 4.1 kDa codificads por un gene plasmidico (astd), y presenia cierta homologla con la toxina
termoestable STa de E. coli enterotoxigénica. En estudios realizados con fleon de conejo se observd que
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pmdummMO en los niveles de GMPc sin cambios histolégicos aparentes en la mocosa intestinal, y
unaummwmhdlfermmdemallumdmodelodedmmsdemmng,smu!ara[oobservadocon
STa. No obstante lo previamente descrito, se ha encontrado que esta enterofoxina es producida por
difereates grupos de cepas, aim de aquetlas aisladas de nifios sin diarrea (Savarino v col., 1996).

La segunda toxina descrita en cepas EAggECesunapmteinadelZOkDaaprmdmadamelmque
estd relacionada inmunolégicamente con la hemolisina alfa de E coli. Esta proteina en células HEp-2
causa elevacién de fos niveles de calcio intracelular, anmento debido a la toma de calcio extraceinlar del
medio probablemente por ¢f flujo de calcio através de un poro creado por fa (oxina, como o hace la
hemelisina, y no por ia fiberacién de calcio intracelular. Su relevancia en Ia fisiopatologia se desconoce
(Sears y Kaper, 1996).

La tercera toxina fue identificada por Eslava y col., en 1993 micntras estudiaban un brote de
dia:menMé:dcoproducidoporEaggEC.EsmpmteinadeIOSkDa(Pet)qmpmduoeexfoﬁaciénm
enterocitos,enunmodeloqueuﬁlizabaamligadasdeﬂeondema,yqueerareoonocidaporelsuemde
los mismos pacientes en estudio. En este modelo sc producia una respuests inflamatoria aguda, y las
microvellosidades se veian acortadas. La secuenciacién del DNA del gene que codifica para esta proteina,
enoonmdocnelmimmp!ésmidoqmoodiﬁmpmalasﬁmbﬂasAAFflyAAFlz,mostzéqueesmwx:inaes
un miembro de l2 familia de proteinas auto-transportadoras, llamada asi, porque su secrecion a través de la
mcmMae:ﬁuna-esmediadaporelememocmbmdlodelamoléc:ﬂa(Esiavayool.,l%B).

Existe una considerable heterogenicidad entre las cepas de EAggEC y todavia son muy pocos los
mmmm,mmm&gmmm&mmmmmgm Se desconoce
aimsie:dstendifemﬁposdecepasagregaﬁvas,algunasrelacionadasmdimpersistenteyotrascon
diarrea con sangre. Achmhmmseesté&ﬁudia:ﬂohpoﬁbleasociadénenﬂesemﬁposypaumes
electroforéticos de cepas agregativas (empleando el sistema de enzimas multiloci) con el tipo de cuadro
clinico (Eslavay col., 1994).

Los serogrupos reportados son: 07, 044, 077, 086, 0126 y O127 (Lior, 1994). (Tabia 1).

2.2.3.7 Escherickia coli con adkerencia difasa {(DAE.C).

Estudios epidemiolégicoshaneumniradounaasociaciénemedimmy DAEC, como ¢l realizado
porGirényool.,enl%lmnﬁmhﬁymdeMé;dm,dondedmanmﬂeseamcianoepasDAECaisla(hs
con diarrea. Lascalacteﬂsﬁcasdeladiarrwetanladeoomnermoooysermuyﬁqui(h,conunadm'acién
de 8 dias, ademds sc presentaba ficbre y vomito, semejando una infeccién por ETEC. Las cepas de DAEC
emnnmyheterogénmsmnrespemoasuoomemdopiasmimmysemm,smembmgo pzesenlamn
patrones de adherencia caracteristicos a células Hep-2 y HelLa.

EstascepasmproduoentomnasdeupolfroSTytampocoinvadmlascéhdasepiteﬁales. Se han
dcscﬂan:hmmdeadhednasymwdenmdiﬁmrMoenplﬁsnﬂdosmmomelmmosom La
adhesina ATDA-I fue clonada de un plismido grande (100 kpb) de una cepa aislada de un caso de diarrea
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infantil, Sehapdescrﬁoﬂgmswmmmngmaestéclmmmneasodadamnmfemedades
producidas por DAEC.

La heterogencidad de DAEC y !a dificultad de encontrar clonas patogenas impiden !a comprensién
de su patogenia (Elliott y Nataro, 1995), (Tabla 1),

2.2.3.8 Toxina citoletal distensionante (CDY).

En 1987, Johnson y Lior, usando una cepa de Escherichia coli 0128 aislada de niftos con diarrea,
describieron un nuevo tipo de actividad en células de ovario de hamster chino (CHO) y denominaron al
nuevo factor como toxina citoletal distensionante (CDT). Esta actividad produce elongacion de las células
CHOalas 24 h, seglﬁdodempmcesodedistcnsiénycitotmdcidadalas%hylamtealas 120 h. Esto
mismo ocurre con células Hela y HEp-2, v en menor grado en células Vero. Esta actividad se encontré
también en el 6.4% de los cepas pertenecientes a EPEC, La actividad es termolébil y sc parece a la que
presenta 1a LT. Se han clonado los genes (cdt) que codifican para la esta actividad de la cepa E.coli
E6468/62 y contiene tres marcos de lectura abiertos que predicen masas moleculares de 25.5, 29.8 y 20.3
kDa (Scott y Kaper, 1994).

Esta actividad también ha sido encontrada en especies de Campylobacter y Shigella. No sc¢ han
reportado estudios con células intestinales para esta toxina (Sears y Kaper, 1996).
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2.3, Seguridad microbiolégica de alimentos fermentados.

Las infecciones gastrointestinales producidas por bacterias y propiamente la diarrea infanti!, son
endémicas en muchos paises en desarrollo, incluyendo México (Cravioto y col.,, 1991; Girén y col., 1991;
Fitzroy y col., 1992; Levine y col.,, 1993). Los alimentos fermentados acidos, como el pozal de México, y
otros similares como el kenkey y €l koko de Ghana (Muller, 1970; Andah y Muller, 1973), pueden jugar un
papel importante para contrarrestar dichas infecciones, si es que la fermentacién 4cida reduce Ia poblacién
de enterobacterias patégenas que estin presentes en el alimento. Muchas veces estos alimentos se usan
oomosnstitutosdeaﬁmosdedwtﬁeméssegmosqmlosbasadosmhledmdeanimal&sdom&ﬁws, en
condiciones de una higiene deficiente. Los bajos valores de pH y 1a presencia de 4cidos producidos durante
la fermentacién provocan que estos alimentos sean menos susceptibles al desarrollo de bacterias patégenas
que otros similares no fermentados. (Mensah y col., 1988, 1990).

En estudios realizados con pozol, s¢ han observado efectos amagénicos adicionales a los ejercidos
por las bacterias licticas. Herrera y Ulloa en 1975, realizaron estudios de antagonismo del pozol y de
Agrobacterium azotophilum sobre diversas especies de bacterias y hongos, algunas patégenas para el
hombre, y reportaron un efecto antagénico in vitro del pozol sobre 22 especies de microorganismos, entre
los cuales se encontraban cepas de Escherichia coli, Salmonella thyphimurium y Staphylococcus aureus,
describiendo, sin embargo, que no se sabe si este efecto sea el mismo cuando fos MiCroorganismos sc
encuentran creciendo en {a masa de pozol.

Estudios realizados por Mensah y col. (1988,1990), con masas de maiz fermentadas, claboradas en
Ghana, mostraron que hay una disminucién de la cantidad de patégenos que fueron inoculados a las
papillas, después de las 24 h, sin embargo, también refieren que algunas cepas (variedades de Shigella spp.)
sobrevivieronaﬁndespu&sdeu'answrridoesteﬁempo,porloqueooncluyenquetmafennentaciénécida
puede no eliminar totalmente las bacterias indeseables. .

Diversos estudios seftalan que los metodos de preparacién casera tradicional resultan en productos
con niveles altos de bacterias de origen fecal y otras (Caparelli y Mata, 1975; Mensah y col., 1988,1990).

Nout (1992) por otro lado, establecié que con una combinacién de condiciones, como valores
bajos de pH en el alimento fermentado, menores de 4.5 o preferentemente menores de 4.0 y
concentraciones de 1 a 1.5% de 4cidos lictico y acético, era posibie inhibir el crecimiento de organismos de
las familias Bacillaceae, Micrococcaceae y Enterobacteriaceae en dichos alimentos.

Lorri y Svanberg (1992) encontraron que diversas cepas de enterobacterias patdgenas, tales como
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Campyloé)acter sp, Shigella sp y Salmoneila sp, sc inhibjan al
ser inoculadas en atoles de cereales fermentados de Tanzania. Simango y Rukure (1992) estudiaron 1a
prevalencia de bacterias patbgenas al inocularlas en mahews, una papilla agria de maiz, y reportaron que
Campylobacter sp y Aeromonas sp 1o se aislaron después de 20 min de ser inoculadas, Salmonelia no se
enconir despucs de 4 h de incubacién, y algunas cepas de las shigellas y E.coli enteropatogénica (EPEC)
aunque disminuyeron su mimero, se podian aislar después de 1as 24 h. No obstante fo anterior, concluzycron
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que los alimentos fermentados tradicionales tiencn propiedades bacteriostaticas y bactericidas y que 1o son
1a fuente principal en la transmisién de bacterias entéricas patégenas.

Otros estudios hechos con atoles de cereales como el wji, que se utilizan curante i destete en
Africa, mostraron que al inocular simultineamente un cultivo lictico y cepas de enterobacterias patégenas
como Salmonella typhimurium, Shigella dysenteriae y E. coli enteropatdgenica, en suspensiones del cereal,
duramelas;!imemsShomsde&tmeﬁaci&naZS“Clospatégemscmciemnligemmemeosusnﬁmcmsse
mﬁemnmnmwsydwmdeesteﬁemposemdujerondtﬁsﬁcamenteahs 30 horas de fermentacién
de 10° hasta 10° -10° ufe/ g. Los valores de pH habian dismimido de 5a3.5alas Shorasya 3 en 20 h,
(Mbugua y Njenga, 1992).

Las bacterias Iicticas ejercen actividad antimicrobiana, especialmente mediante la produccién de
4cidos organicos como el lctico y el acético, de bacteriocinas, de diacetilo y de peréxido de hidrogeno
(Dacschel, 1989, Bruno y Montville, 1993). Los acidos orginicos actian como inhibidores de
nﬁcroorganimosdependimdodesuconcenuacién,desucapacidadpm'aenuaralacélulaydela
capacidad de ia céfula para metabolizarlos. La forma no disociada de los 4cidos es la que mayor efecto
inhibitorio ejerce sobre enterobacterias, siendo el 4cido acético el que tiene mayor poder {Wacher, 1995).
Este es el caso del pozol (Wacher y col., 1993), en el que ademds hay indicios de la sobrevivencia de
enterobacterias, a pesar de su acidificacion

Aunmnalglmosesmdiossugimqw!osalhnemosfemenmdosalsummirel crecimiento de
bacterias patégenas son scguros desde ¢l punto de vista microbioldgico, algunas de las cepas utilizadas en
dichos estudios, pueden haber adquirido una resistencia a las condiciones 4cidas del medio donde fiseron
inoculadas. Estudios recientes demuestran que exisie resistencia a entomos 4cidos de enterobacterias como
Salmonella, Shigella'y E. coli (Bearson y col., 1997; Guilfoyle y col., 1996; Lin y col., 1995). Leyer y
col., 1995, por su parte adaptaron una cepa de E. coli enterohemorrigica 0157:H7 haciéndola crecer a un
pH de 5, observando que ésta aument6 su resistencia al 4cido lictico, lo que resulia muy importante para
alimentos fermemadoséddosmmelsalanﬁylasimademmmnadeloswalessehaasﬂadoesm
bacteria.

2.4. Respuesta a estrés por icido en Enterobacterias.

Enterobacterias como E. coli, Salmonella typhimurium y Shigella flexneri, enfrentan muchas
situaciones de estrés ambiental fisico y quimico, siendo 1a acidez uno de ellos.

En el cuerpo humano la acidez det estémago reduce el mimero de organismos viabies, tanto
inocuos, comw patégenos, que pasan a través de €l, donde son comunes valores de pH entre 2y 3. La
pmsemdeémdosgrasosvolﬁﬂcsdemdemooﬂammenelmmsumyhmnenmelmxsmo
efecto.
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Sin embargo, patégenos intracelulares facultatives como Solmonella, toleran valores bajos de pH
denuoae'losfagasomasdetosmmfagos,yeipaacidodeiaoﬁmydexavagmadebesenesisﬁaopor
patogenos urinarios.

Los microorganismos entéricos se enfrentan también a diversas condicioncs de estrés Acido, por
siemplo, elquecxisﬁem!osdwechasindustﬁales,eldmnajeacidodelasminasquesedmcargaaﬂosy
lagosyporlapropiadegradaciéndemateﬂalorgﬁnieo. Por lo tanto, Ia capacidad para monitorear y
r&epondmambiosdepﬁpommmlmmwlmles,esmxialpmahmbwﬁvemiadeesms
microorganismos (Goodson y Rowbury, 1989, Bearson ¥ col,, 1997, Baik y col., 1996).

Elestrésécidosedeﬁnccomoclefecmmmgmoombinadodepﬂbajoydeécidosorgénicos
débiles presentes en el ambiente. Estos 4cidos débiles incluyen dcidos grasos volitiles como ef butirico,
Ppropidnico y acético. Losefeaoslaalesdeestmécidosmsélosondepmdimmdcsummenmdémsim
del pH ambiental y de sus constantes de disociacién, Estosécidosmsuformapmtonada(sincar@)
puedendiﬁmdiratmv&sdelammbranaydisociarsedmﬂodelaoélula,redwiendoelp}{intemo(pl-ﬁ)en
el proceso. Miennasmésbajoscaelpchtcmo(pHo)mésécidosdébilesmdisociadosatmvesaﬁnla
mmbmnayafectaxénelpﬂixtermdelaoéiula(Baikycol., 1996, Bearson y col., 1997).

Términos como “resistencia a la acidez”, “tolerancia a la acidez” y “habituacitn a la acidez”, se
usanpmadesmibi:la‘sobu'cvivenciaavaloresbajosdepﬂ, en diferentes condiciones de crecimiento de Yos
diferentes microorganismos. En medios de cultivo complejos Escherichia coli y Shigella flexneri
sobreviven a valores de pH entre 2 v 2.5 (resistencia a la acidez), mientras que Salmonefla tphimurium lo
haceenmediominimoavaloresdep}lde 3 (tolerancia a Ia acidez) (Lin y col., 1995).

Cuando se exponen Z. cokyswhimuﬁmavalomsmmzdmbajosdepﬁo (5.56.0) se
induce un proceso que protege a la célula de un cambio subsecuente a pHo mis bajos (3.4-4.0), esta
respuesta se denomina “respuesta a tolerancia de 4cido” (ATR) en S Hphimurium, y “habituacion a la
acidez" en Escherichia coli (células en fase exponencial) (Foster y Hall, 1990, Hickey y Hirshfield, 1990).

Salmonella typhimurium posce diferentes sistemas de sobrevivencia inducibles por 4cido,
depeudiendodchfamdecmdﬂmwmqwsemmmhsoéluhs(emendNOﬁmdmaﬁa). La
mayotiadelos&smdios.quesehandmarrolhdosehanhechooonoélulasenfaseexponencial,cteciendoen
medio minimo con ghicosa, La respuesta inducible por 4cido (ATR) es un proceso de dos etapas que
immlucmsistzmasdcpmtecciénacﬁvadosadifemutesnivelesdcacidez. En la primera etapa, cuando el
micmorganismoestécmciendoapﬁde7.7yrﬁpidamniesecambiaacoudiciomécidaspordebajodc4,
laseélulasmueren,pmusiseadaptacmciéndolopﬁmmocnmndicimmsﬁg&anmxeécidas(pﬂs.sxse
induceunaresplmlamediamelasﬁnesisdeunsistanadehomeéstasisquealcalinizaelatoplamnadmanm

periodos de extrema acidez. msegimdaetapam&weouossxstemasysemmacuandoelpﬂomepor
debajo de 4.5. Semduoenaproxrmadamentemprmdnasdechoqueémdo(amdshockms, ASPs) en
estaetapaysccreequepmwenmympamneldaﬂomaanmnlm]ar@oster, 1991).

Dmmchmmamsemduwndemwmdhsasdeanﬂméddosmmmnmbuyeuam
12 homeostasis. Umdeemsiaemassehaidenﬁﬁmdnmmoﬁsmmmoxﬂasa(CadA)mhajandoen
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colaboracién con el antiporte lisina-cadaverina (CadB). CadA descarboxila a la lisina intracelular
convirtiéndola en cadaverina, Ia cual es exportada al exterior y cambiada por mueva lisina via antiporte
CadB, consumiendo un protén en el proceso. Induciendo este operdn cadAB mediante un pH ligeramente
écidoylisina,sedemosubqwhabiamclmambmdvendadehwpasﬂvesmsobmlasmumtesmd
cuando se cambiaban las condiciones de pH a valores muy bajos (3.5) (Foster, 1991, Bearson y col., 1997).
{ersistanasqmscinduwnmhseglmdammabmlummmdosmque
‘Salmonetia en fase exponencial sobreviva a camibios de acidez Tres protefnas reguladoras RpoS, PhoP y
Fur, controlan la expresién de un conjunto distinto de ASPs. Un factor sigma alternativo o codificado por
rpo.S‘,queesasuvezunaASP,esoommiadoporlaproteinacodjﬂcadaporelgenedevinﬂenciaderatén
mvid. MivA permite )2 acumulacion de o* en presencia de estrés. Mutaciones en 7poS o mvid dan gar a
cepas de Salmonella avirulentas, por lo que existe una comexién entre ia tolerancia a la acidez y la
virulencia (Bearson, 1997).
Se@conwcelpapdqmﬁwgahpﬁeim?ho?,pemesusadapmawnfcﬁrpmwodénmnua
valombajosdepl—l,lmammxntcavinﬂmmdephoPﬁwmilveccsméssensiblealaaddczqmlaﬁnﬂema
phoP+,mmgirié,ouavcz,quepodiaeﬁsﬁnmaoorrelaciénenu'elawlemnciaalaacidezylavimlmcia
en Salmonella fyphimurium (Fostery Hall, 1990.)
Furesotmpm_teinamgu!adoraquegobiemalaexptesibn de varias ASPs como un activador de
unamanemindepaﬂimdeﬁem,pmmscoonoccmuybienqneacciénﬁene, sin embargo, mutantes
Jur son sensibles a 1a acidez.
Lahabiﬁdaddeqmuuaoondidéndeesﬂésoonﬁempmwomnmnmomsms&ssedenomina
proteccién cruzada. Leyer y Johnson (1993), encontraron que si adaptaban Salmonella typhimurium a 1a
acidezhaciéndolaaecerencondicimliga‘anmteécidas(pﬂ5.8)pordosomdob!ajes,éstatambién
lubiaaunwmadosutolemnciaaouostiposdeestresesoomoelcalor, salinidad, agentes superficiales
activos como el cristal violeta y a la polimixina B. Estemdtadosugimqueelpamdeemrobactzﬂaspor .
elcstémago,hspwpmammmponaromsmambimtalesqmpudiemeﬂsﬁrmelmmsﬁno. Otro
muazgoimpomnwdelmmr&smdmadmmqmmmmmdifammhmmposidbnde
Imﬁpmoﬁsadﬁdosdelasoepasada%ahaﬁdezyhsmadanadaadespﬁdedigerirloscon
proteinasa K y visualizarios por tincitn de plata al ser sometidos a electroforesis SDS-PAGE.
En E. coli y Shigella spp. se habla de resistencia a 1a acidez, porque las mediciones se llevan a
cabo durante Ia fase estacionaria de las células crecidas en medio completo (Luria) (Bearson y col., 1997).
Estudios realizados por Gorden y Small en 1993, demostraron que ¢l 75% de sus aislados de
Shigella y ¢1 80% de E. coli eran resistentes a condiciones 4cidas, mientras que todas las especies de
Saimonella que probaron eran sensibles. Smembargo,enunmdiomwsecuentcrenﬁzadopor Liny col,,
(1995), usando medio minimo, ninguna de estas especies sobrevivieron al ser expucstas a un pHo de 2.5,
atin a valores de pH de 3, Shigelia foe Ia mas sensible. F coli ¥ Salmonella presentaron tolerancia a la
acidcz.lasconclusimqueseobwvicrondc&stelrabajodcmosumquelaoomposicitindelmedioLwia
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Bertani y células en fase estacionaria son importantes para el fenémeno de resistencia a la acidez (AR) a
valoresdepHodé'Z.S.

UuaexpﬁmdénpamesmswsewadomesmmuessistemasARdependimdemedio
completo, s¢ presentan en £. coli pero no en Salmonelia. Dos de estos sistemas también estn presentes en
Shigella. (Liny col., 1995). La actividad de estos sisternas depende, en parte, de que el metabolismo de las
cclulas sea oxidativo o fermentativo. Dos sistemas AR fermentativos involucran a las descarboxilasas
inducibles, arginina descarboxilasa y glutamato descarboxilasa. Se presume que su accibn sea muy
parecida a la de lisina descarboxilasa presente en Salmonella fyphimurium, donde la descarboxilacién de]
amino4cido consume un protén a valoresbajosdepl-ﬁ,yunmuipmtedemcmbrmmcmnbiaesteproducto
(cadaverina), por mds aminodcido (fisina) presente en el medio. Se requiere del operén adid que codifica
para la arginina descarboxilasa de E. coli,pmaelsistenmARdzpendieniedemginina,queseinducepm
PH 4cido, anaerobiosis y medios ricos (Stim-Herndon y col., 1996} y se ha descrito un gene regulador adéY
que se encuentra después del incio de la transcripcién (downstream) del adid, y presenta gran homologia
eonlafamﬂiademglﬂadorcsuansuipcimalm,lacualincmalFAVwaos.Enestesistematambi&nse
requiere gadC, que es un gene que putativamente codifica para un antiporte ghutamato/g-amino butirato
para el sistema AR dependiente de glstamato en E. coli (Hersh y col., 1996), y en Shigella flexneri, donde
estk positivamente regulado por o {Waterman y Small, 1996).

Eltamdﬂcmﬂma&oxidaﬁvo,eshdmidomrdaedﬂ%amwmionmiammedio
LB, repﬂmidopmglucosa,yunavczinducido,nomqﬂmdelapwsenciadcaminoécidosenelmcdio
durante un cambio subsecuente a un pHo de 2.5 {Bearson y col., 1997).

La habituacién al dcido (AH) ocurre en E coli cuando crece en fase exponencial en medio
nutritivo a un pH de 5. Esmhabiwadénpanﬂwmsobrevivcnciaalseruansfeﬁdaaunmdiooonvalores
de pH entre 3 y 3.5 lahabimaciénalﬂcidoapmanemcmmvolucmsimmsdemeimsque,oomoun
cvento clave, reparan dafios en el DNA, Eliénfosfawylapoﬁmdependimdefosfatol'hm,pmecen .
estar implicados, ya que losioncsfosfatoinhibeulahabimacibnalacido,ylasnmtamesphoEson
resistenttes al dcido (Rowbury y col., 1992). Se propone que PhoE proporciona un canal para la salida de
H*alaspadopwiplésmiwcsﬁmuMammdmdcmcmbrmaqmmmnommaddezemdmh
AH,mimuasqmeliénfosihtobloqmaelaomdelosH*alaPhoEeimerﬁereoonlatransduociénde
seftales.

Usando células de E. cohenfaseexponcnczal Guilfoyle y Hirshficld en 1996 demostraron que los
icidos orgénicos (ampliamente utilizados como conservadores de alimentos, como el acético, propidnico y
butirico) podfan inducir resistencia al scido cn medio completo. E. coli adaptada con 0.1% de butirato o
propionato a pHo de 6.5, sobrevivié treinta mimitos, yenuc50-200veocsmejorquehscélulasno
adaptadas, al ser cambiada a un pHo de 3.5. Sesuglereernonoes,quelaplmenc:adeécldosorgémcosde

mdenammmmspmmmsmesmsdembmvemadapmumqmpwdenserdcgmnlmpomm
para la sobrevivencia de patbgenos de origen alimentario.
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Estudios realizados con cepas de Escherichi coli enterohemorrigica (EHEC) del serotipo
O157H7, mostraron Ia capacidad que tiene esta bacteria para sobrevivir en ambientes con valores 4cidos
de pH a 37°C. Benjamin y Datia en 1995, demostraron lo anterior al observar que bacterias de dicho
scrotipo se mantenian viables en medios de cultivo con valores de pH de 3.0 y 2.5 hasta 5 h, refiriendo
ademis, que lamayoﬂade]ascepasaisladasdeesteserotipo,presemanunnive!detolerauciaalécido
muy alto, similar al que previamente determinaron en cepas de Shigella flexneri. Asf mismo, mostraron
quelatolelanciaalécidomdependiemedelafasedemcimiemo(estadomﬂa, o de hambruna en 1a fase
log)ydelmediodeuﬂﬁvoemplﬂdo. Amold y Kaspar en 1995, obtuvieron resultados similares utilizando
fluido géstrico sintético. Todos estos autores relacionan la baja dosis infectiva de estos microorganismos
oonlaspropiedadesdesobrevivenciaalécidoqmpresemau_

El pozol es un alimento fermentado acidificado en el cual se ha podido establecer la microbiota
qmlooonfornmyenlaqueschadetectwohe:dstenciadediversosmiembmsdelafamﬂja
Enterobacteriaceae, incluidas bacterias del genero Escherichia, sin embargo, no se ha determinado el
tiempo dcsobrevivenciadelasmismasnisuidenﬁdadreladonadaconsuposiblepotenciaﬁdadpatogénim
Como agentes causantes de diarrea.

El pozol ha adquirido en los hiltimos afios un importante desarrollo, de tal manera que ya no sélo
mmaﬁnwmo'uﬁﬁmdopongmosgmposémiws;enhaGumhdadwwamManpemdoa
industrializarse a través de miltiples pozolerias que lo comercializan sin que esto haya conducido a que se
establezca un control sanitario para su elaboracién.

Loanteﬁorhaoeneoesaﬁooomcermésmﬁmdamentesobrelaviabiﬁdaddelos
microorganismos,tamaenelﬁcmpooomoenlosnivelesdepﬂydelampacidadpamgénimdelos
nﬁsmos,pamﬁnalmcntcpoderasegmarsielpmductocareeedeﬂesgosparasuingesta,orequierede
ciertas normas para su elaboracién y comerciatizacion.
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CAPITULO 1. OBJETIVOS

Objetivo general ;

Detemﬂnarhmesendadeemaobacteﬁaspatégcnasenelpomlysusobmﬁvenda
durante §a fermentacion.

Objetivos particulares;

L~ Aislar e identificar bacterias patogenas de la familia Enterobacteriaceae (Salmonella spp.,
Shigella spp. y Escherichia coli), en varias muestras de pozol de Villahermosa, Tabasco. México.

2.- Estudio de la sobrevivencia, durante el proceso de la fermentacién, de las enterobacterias
patdgenas encontradas.
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CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS.

4.1 Muestreo y encnestas.

Seanalimmn10mues|rasdepozollascual&sseadq1ﬁdcronendifemnmexpendiossituadosenla
ClﬁdaddeVﬂhhamom,ehmwdiatanmneseenviamnlasmmasporavibn A su Hegada a la cindad de
México, se recogieron tan pronto como llegaron ai acreopuerto, se colocaron en hielo y se trasladaron al
Iaboratorio deAHmmmsdehFamﬂtaddthmmm,dondescprmamnimuediatamm Se estima que
eiﬁempopromediouanscmﬁdoenuelatomadennmsn'ayelanéhsisﬁmde4h

Se recopilé informacion sobre aspectos relacionados con las condiciones sanitarias del local, del
agua empleada en la elaboracion del pozol y del aspecto del productor mediante un cuestionario.

4.2 Peso de 1a muestras,
Se determiné el peso total de cada muestra, empleando una balanza LABTOP-ACE-3000B,
Yamato,

4.3 Mediciones de pH y Cuenta total de enterobacterias.
Setomaronngelamamdelcemdclaboiadelpozolyseleadiciommn?.mldeaguadﬁt:ilada
ajustada a un pH de 7. Losvaloresdep}lsedeterminaronporduplicadoconlmpotencibmetro
(3020pHmeter JENWAY), y se anott ¢l promedio de ambas determinaciones. Se repiti6 este mismo
pmoedimientoalas48hdeiniciadalafermentaciényalossdiasposterioresaliniciodelanﬁsma

Se determiné en todas las muestras Iac:mmlotaldeeumobacteﬁasinmodiatamanedequde
su llegada la laboratorio y a las 48 h de fermentacién. Para esto se realizaron las diluciones pertinentes (10
‘a10*5)yseemp1e61uécnimdepsamsavidau&umdodmediovnnm(Omidczvxm). Las placas
seinanbamna35°-37"cmr24hyposteﬁormcntesedete1minéelnﬂmodeufdgdcpesohﬁmedo,
utilizaadolasmjasenlasqmseobsewamnm!relﬂymoolonias. Cada dilucién de 12 muestra se procesé
por duplicado y se sacé un promedio de los resultados obtenidos (“Food and Drug Administration.
Bacteriological Analytical Manual”, 1995),

4.4. Aislamiento Microbiano.
El aislamiento de microorganismos se realizé siguiendo Ios procedimientos establecidos en el
“Food and Drug Administration. Bacteriological Analytical Manual” (1995).



4.4.1 Alslamiento de Salmonedla spp.

Se pesaron asépticamente 25g de la muestra de pozol y se Ies afiadié 225 ml de caldo lactosado (Oxoid
CMi37). Se homogenizaron ufilizando un homogenizador Stomacher, durante 2 min ¥ s¢ dejaron reposar
atempcmﬁmambieﬁeporﬁOnﬁn.PosteﬂormentesedetanﬁnéelpHdelcaldodeculﬁvoyseajustéaG.S
t 0.2, con soluciones estériles de NaOH INydeHCI 1IN Seincubé a 37°C por 18-24 h,
Despuésdc&stetiempo,seuansﬁriélmldemcmediodepreemiquecinnentoammldemldoselenito
cisﬁna(OxoidChB%)mciénplqmadoylmlalOnﬂdcmldoteﬂaﬁonatobase(OxoidCMB),aiumisc
le afiadieron previamente una solucién de verde briltante (conc. final 1%) y 20 ml de sohucién de yodo-
ymmkmoaxnmlm&mwom.mgmplmmmmeﬁmdeemmmm
para el aislamiento de Salmonella spp. Seincnbaronpor24ha37°€yalﬁnalimr&stctiempolosmbos
conteniendo el indoulo se agitaron y se tomé una asadademdauno(elasade3mdcdiémeuo)yse
sembraron por agotamiento en medios selectivos de Xilosa- Lisina -Desoxicolato (XLD, Oxoid CM469),
Agar Entérico de Hektoen (HE, Oxoid CM419), y Agar Sulfito Bismuto (ABS, Oxoid CM201). Las placas
se incubaron durante 24 h a 37°C. Delasmloniassospechosasemonmmmestosmedjos,scsembrarm
mbosdeAgarhimotripleazukm(‘I‘SLOxoidCM277),yAgarhiermlisim{LlA,0xoidCM381),yse
incubaron a 37°C 24 h. Cuandoseobtwocrecinﬁentoencsmsuwdiosseprooediéarwﬁmpmebas
bioquimicas diferenciales, empleando &) sistema API20E, para la caracterizacion de los microorganismags
aistados.

4.4.2 Aislamiento de Skigella spp.

Pamm]imre!emiqu@miemoscpesamnasépticmnmte2Sgdclamuestm,alosqueseles ,

aﬁadiemn225nﬂdeCakioShigeHaalMsehadiﬁonépmﬁammmmsoluciénest&ﬂdenwobiodm
(0.5 pg/ml para aislamiento de Shigella sonnei y 3 Kg/mi para las otras especies de Skigella). Se dejo
reposar lOmﬁxatempaammbienicconagitaciénpcﬂédic& Se ajusté et pH a 70 £ 0. 2, con
soluciones estériles de NaOH IN y HCl IN, y se incubd en jarras de anaerobiosis a 44°C si se trata de In
muestra para seleccionar Shigella soneil, 0 a 42°C para las otras especies, por 20 . Una vez transcurrido
mﬁenmo,seagitéhmmﬁhymermﬁas@mqmwmmmConkcy(Oxdd
CM7b), se incubaron a 37°C por 20 h. Posteriormente se examinaron las cajas para identificar colonias
sospechosas (transhicidas o ligeremente rosadas), las cuales sirvicron para inocular los siguientes medios:
Caldo giucosa, Agar triple aziicar hiesro (TSI Oxoid CM277), Caldo lisina descarboxilasa (Oxoid CM191)
yagarmovilidad,loscualesseincubamnmevamentea35°€por48h,mvisandoalas20h.

Scmmdos!osmﬂ&vosqwmosuamnnwﬁﬁmdemmoﬂadéndehhsina,
produccion de H,S, fermentacién de glucosa con produccién de gas, y fermentacién de sacarosa o Iactosa
(2 dfas). Para Ia caracterizacion biogquimica de los cultivos positivos se empled ¢l sistema API20E.
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4,4.3 Aislamiento de E.coli.

Se pesaron asépticamente 25 g de la muestra y se les afiadié 225 ml de Caldo Infusién Cerebro
Corazén (BHY, Oxoid CM225). Se¢ dejé el cultivo a temperatura ambiente por 10 min con agitacién
ocasional y posicriormente se incubd por 3 ha 35°C. Transcurrido este tiempo, se transfirieron los 225 ml
a otro matraz que contenia 225 ml de Caldo triptona sulfato y se incubé nuevamente por 20 h a 44°C.
Posteriormente, empleando una asa calibrada, se inocularon estriando hasta agotamiento cajas de petri que
contenfan Agar de Levine con eosina y azul de metileno (EMB Oxoid CM&69) y Agar MacConkey (Oxoid
CM7b) las cuales se incubaron a 35-37°C por 24 h. Se seleccionaron entre 5 vy 10 colonias tipicas o
atipicas y se les realizaron las prucbas bioquimicas necesarias mediante el sistema API20E, para su
identificacién. Posteriormente a las colonias identificadas como E. coli se les realizé 1a caracterizacién
serologica y mecanismos de virulencia, por ensayos de hibridacién de DNA y cultivo celular con el objeto
de establecer los serogrupos y serotipos de E. coli enterovirulenta.

4.4.4. Medios de cultive preparados en ¢l laboratorio.

Caldo Shigella (g/L). Caldo Glucosa (g/L.).

Triptona 20 Triptosa 10

Dextrosa i Ghucosa 5

NaCI 5 NaCl 5

KHPO 4 2 Lab-Lemco 3

KH;PO, 2 Colocar un tubo Durham en el interior,
Tween 80 1.5ml Estetilizar 15 min, 121°C, 15 1b.

Esterilizar 15 min, 121°C, 15 1b.

Caldo Triptona sulfato (g/1.). Agar movilidad (g/L).

Triptona 20 Extracto de came 3
NaCl 5 Peptona 10
KHPO, 2 NaCl 5
KH,PO, 2 Agar 4
Tween 80 1.5 ml

Esterilizar 15 min, 121°C, 15 ib, Esterilizar 15 min,121°C, 15 Ib.
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Agar semisolido. (g/L).

Peptona de Caseina 10

Extracte de Carne 3
Gelatina bacteriolégica 80
NaCl 5
Agar- agar 4

Se ajusté el pH a 6.9, se hirvié por 2 min y se estetilizd 15min a 121°C. Se colocaron 9 mi en un tubo de
16x150 y se introdujo ¢l tubo de Craigie, se tapd y se esterilizb de mievo en las mismas condiciones.

4.4.5, Sistema API 20 E.(Bioméricux)

Este sistema s¢ utiliza para la identificacion de las Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram-
negativos no exigentes, mediante 23 pruebas bioquimicas estandarizadas y miniaturizadas, y una base de
datos. Las reacciones cstén basadas en ¢l uso de sustratos cromogénicos. La planilla de API 20 E consta
de 20 microtubos que comtienen fos sustratos deshidratados. Estos se inoculan con uma suspensién
bacteriana que rehidrata los medios. Durante 1a incubacion el metabolismo de la bacteria produce cambios
de color espontineos o bien al afiadis reactivos.

La lectura de las reacciones se realizé utilizando el programa APILAB PLUS (bioMérieux).

4.5, Caracterizacién Bioguimica.

Un total de 73 cepas de E. coli se identificaron mediante el sistema API20E, éstas posteriormente
se volvieron a caracterizar en el Laboratorio de Salud Piblica, con la autorizacién del Dr. Cravioto
Quintana y bajo la supervision del Dr. Eslava Campos.

Se confirmd la identidad de las cepas de £ coli aistadas mediante las siguientes prucbas
bioquimicas: produccién de H,S, ureasa, oxidasa, lisina, omitina y arginina descarboxilasa, fenilalanina
deaminasa, fermentacion de glucosa y lactosa, celobiosa y sorbitol, ONPG, RM-UVP, Citrato, Malonato,
Gluconato, Movilidad, Reduccién de nitrato. Para realizar dicha caracterizacion previamente las cepas de
E.co!iaisladasseseabmmnenplacasdeagarmgreyagarMacConkcymneiﬁndeestablecerlaplm
de las mismas, y se incubaron a 37°C por 24 b De estas cepas se tomé una sola colonia y se sembré en un
tubo con medio de agar casoy, incub4ndolo nuevamente en las mismas condiciones. Este uxbosinriépa:a
mantener el cultivo y realizar todas las resiembras posteriores que fucron necesarias para la caracterizacion
de 1as cepas.
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Del cultivo de agar casoy s¢ sembré agua peptonada 1%, pH 7.4 y se incub6 a 37°C durante 24 h
Tm&hmwmgmmmalimasmmmmmdemmdehsm
bioquimicas, y se hicieran las lecturas a diferentes tiempos dependiendo del sustrato, asi mismo se
utilizaron los reactivos necesarios, segin las especificaciones particulares de cada prueba.

4.6. Caracterizacién Serolégica.
4.6.1 Preparacin de antigeno somitico (O).

CadamadehscepasscmembréenmdalasuperﬁdedembosmnmediodeAgarCawy
inclinadopamiaobtenciéndelanﬁgenosométioo(O),seixmxbarona37°Cpor24h,yumvezﬁnalizadala
incubacién se adicionaron 10 ml de solucién salina 0.15 M a cada tubo, para desprender 1a biomasa. La
suspension obtenida se transfirié a otro tubo el cual se calenté con vapor fluente durante 1 b. Una vez
enfriado el antigeno se conservé con formalina al 0.6% (concentracitn final).

4.6.2 Preparacién de antigeno flageiar (W),

Para obtener ¢l antigeno flagelar (H), se sembraron tubos de 16x150 con tapén de rosca
conteniendo un medio semisélido que en su interior tenia un tmbo de Craigie el cual sirve para evaluar la
movilidad. Estos se incubaron a 30°C durante varios dias (15 o m#s), hasta observar ¢l enturbiamiento del
medio de cultivo. Cuando el cultivo bacteriano es mévil se observaba que el crecimiento no sélo se
presentaba en el interior del tobo Craigie, sino que éste emergia hasta Ia superficie del medio presenténdose
en ¢l exterior de dicho tubo. De ahi se recogié con asa estéril y se sembrd en caldo de peptona de
biotriptasa al 2% (pH 7.2) y se incubé durante 24 h a 30°C. Terminada la incubacién el antigeno se
conservd con formalina 0.6% (concentracién final). En caso de no obtener movilidad se considerd como
negativo y a las cepas como no moviles.

4.6.3, Identificacién del serotipo.

La scrotipificacién de las cepas de E. coli se realizd siguiendo el procedimiento empleado en el
labmatoriodeSa!udPﬁblica,FaaﬂtadderidnadclaUNAMdemrdoconOrskovyOrskov, 1984,
utilizando sueros especificos (SERUNAM), obtenidos en conejo (Nueva Zelanda blanco).

Las reacciones de aglutinacién se efectuaron en microplacas de 96 pozos de fondo redondo. Se
analizb e} antigeno de cada ccpa empleando una bateria con los 173 antigenos sométicos monovalentes
conocidos, mds tres de aislados de cepas obtenidas en el propio laboratorio (090457, 074324/0 y 04976),
paraeleasodeanﬂgenossoméﬁoosycon%suemsespeciﬁoosparaelcasodelosanﬂgenosﬂagelamlos
sueros se encontraban dihuidos 1:100.

30



4.6.4 Reacciones de agintinacién para antigeno somético.

Por cada pozo de la placa se colocaron 100 ul del sucro monovalente (Ias microplacas se llenaron
con dispensador Quick Spense Controller Mod no. QSIle y Reservoiir Model 96-200 DYNATECH
LABORATORIES) y 50 del antigeno somitico preparado con anterioridad. La placa se cubri6 con pape!
adherente para evitar la evaporacién y se incubb a 50°C por 24 h, conchrido ¢! tiempo se interpreté el
resultado, siendo positivo cuando sc presenta una reaccion de aghutinacion, observada con la ayuda del
aglutinoscopio. Con este procedimicnto se identificaron los sueros que reconocian al antipeno bacteriano,
realizando diluciones desde 1:100 hasta 1: 12800. Se asigné a cada cepa ¢! serogrupo donde se observé
aghutinacién en la ditucién més alta del suero. Cuando se observd reaccién cruzada, el antigeno se desafié
contra sueros absorbidos diluidos 1:50. El serogrupo s¢ definid al determinar ¢l mayor grado de
aglutinacién con la mayor dilucién del suero.

4.6.5 Reacciones de aglutinacién del antigeno flagelar.

Se determiné el antigeno flagelar siguiendo un proceso similar al descrito para el antigeno
s0matico, pero utilizando los 56 sueros especificos y variando el tiempo de incubacién, que fae de 2 h,

4.7 Ensayo de adherencia a células HeLa

Para este ensayo s¢ empled 1a técnica descrita por Cravioto y col. (1979). La prueba se desarrolld
colocando una lenicja de vidrio de 1 cm de didmetro en cada uno de los 24 pozos de una placa de
poliptopilcno,aloscualesselesagregélmasuspensiéndecélu]asﬂeLaenmedioMEMalma_
concentracian de 2.5 x 10° - células por ml aproximadamente. Las placas asi preparadas se incubaron a
37°C por 18-24 h, con 5% de CO», para formar una monocapa con un 70-80% de confluencia al observarse
directamente en un microscopio invertido, y para que al hacer en ensayo de adherencia a cflulas sea mas
ficil su interpretacién. Posteriormente se eliminé el medio de cultivo de los pozos y se lavaron éstos con
una solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.2, agregéndose entonces 1 ml de una suspensién en medio
MEM sin suero de 12 cepa bacteriana en estudio. Previamente las bacterias se crecieron por 18 h en agua
peptonada al 2% con 1% (w/v) de D- manosa, para evitar una adherencia inespecifica por pili tipo 1 (Ofek,
1977). La concentracién final de bacterias fue de 1.5 x 10° ufc/ml. Las placas se incubaron por 3 h en las
mismas condiciones. Transcurrido ese tiempo, se eliminé ¢l medio v se lavaron los pozos 3 veces con
amortiguador de fosfatos;, las o€lulas se fijaron con metanol ¥ se tificron con colorante de Giemsa durante
20 min, posteriormente se Lavaron con agua desionizada para eliminar el exceso de colorante. Utilizando
unas pinzas se tomo cada lenteja y se deshidraté empleando acetona, acetona- xileno y xileno y se realizé el
montaje de stas en un portaobjetos utilizando balsamo de Canadd o resina (Depex) dejando secar por 24 h
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Laobsewaciénscrealizéconlmmicrompioéptioo(CaﬂZeiss)encampoclaroconlmalmlentode 100x.
En los casos pertinentes se realizé un registro fotogrifico.

Para considerar una cepa positiva, ésta debia presentar como minimo 10 bacterias adheridas al
40% o m4s de las células de la preparacién, se tomaron como referencia los patrones de adherencia a
células HeLa referidos en Girdn y col. (1991), Scaletsky y col. (1984) y Nataro y col. (1987).

4.7.1 Efecto Citotéxico.

En algunos casos se observaron efectos citotdxicos en las células HeLa. Cuando ocurrié esto, se
Fepiti6 ¢l ensayo empleando ¢l sobrenadante del cultivo de bacterias, el procedimiento es basicamente el
mismo que para el ensayo de adherencia, solo que, el cultivo de la cepa bacteriana se centrifugé a 3000 rpm
por 15 minutos, el sobrenadante se filtré por membrana de 0.22 ;. m de poro y se hicieron diluciones 1:1
con medio minimo esencial. Para el ensayo s tomaron alicuotas de 1 ml y se colocaron en cada uno de los
pozas con monocapa de células confluentes y se incubd a 37°C por 24 h. Después de este tiempo, se
desecho €1 contenido de cada uno de los pozos, se lavaron con agua y se siguieron los pasos ya descritos.
EldmdMﬁmmmmmwmmﬁhmmyhsoﬂmm
destruccién vacuolar en su citoplasma.

4.8 Técmica de hibridacién de DNA en colonias,

Para este estudio se siguié 1a técnica reportada por Hill y Payne en 1984. Se emplearon 9 sondas
(STH, eacl, AGGI, AGG2, SLT, IPA-H, BFP, LTH y cdt.) que contienen secuencias de DNA provenientes
Mgemsqmcoﬁﬁmmﬁ&mmmweMmpomWaﬁsﬁmemOgmm
E. coli. Todas las sondas fucron oligonucleétidos sintéticos (GIBOO BRL Custon Primers) agdquiridos en
1a Cia. LIFE TECHNOLOGIES.

El procedimiento consistié en cuatro pasos bésicos: a) crecimiento de las cepas v lisis de las
c¢lulas en un filtro; b) marcaje de la sonda con radipactividad ; ¢) hibridacién del DNA; y d) deteccion
de las colonias positivas por autorradiografia.

a).- Las cepas puras de E. coli se sembraron en 1 ml de caldo BHI v se incubaron 18-24 h a 37°C con
agitacién (siempre se incluyeron cepas del laboratorio ya probadas como controles negativos y positivos
para cada una de las sondas empleadas). De estos cultivos s inocularon por picadura cajas de Petri que
contenfan Agar MacConkey (20 colonias por cajd) y se incubaron nuevamente a 37°C por 18-24 h,
Después de este tiempo se colocaron filtros Whatman No. 541 (previamente esterilizados y adecuadamente
marcados), sobre 12 superficie del medio haciendo una ligera presién con el objeto de que se transfirieran
las colonias, evitando ¢n lo posible 1a formacion de burbujas de aire. Después de 5-10 min se retiraron los
filtros de las cajas y se colocaron sobre papeles filtro (Whatman No. 1) previamente colocados en cajas de
petri que coutendan de 5-10 m! del buffer de lisis A (NaOH 10N, 50 mE, NaCl 5M, 300 m! agua dd, 650
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ml), teniendo cmdado de que las colonias quedaran en contacto directo (filtro boca abajo) con estos
altimos. Sedejai-hnpormminutos'ypostmionnmeseoolomronestasmjas sobre un bafio de agua
hirviendo por 15 minutos. Los filtros con las colonias lisadas se transfiricron a ofra caja de petri que
contenia papeles filiro Whatman No.1 humedecidos previamente con el buffer de lisis B (Tris 2M, pH7, 50
mi, NaCl 5M, 400 mi, agua dd 550 ml), cuidando que los filtros con Ias colonias estuvieran horizontales
para que el DNA de las colonias lisadas no s¢ corriera. Se dejaron entre 10-15 min, se retiraron y se dejaron
secar al aire para usarlos posteriormente en el proceso de hibridacion.

b).- El procedimiento empicado para marcar las sondas es el que se conoce como end-labeling (United
States Biochemical Corporation, Tested User Friendly T4 Polynucleotide Kinase 5° End Labeling
Protocol), y consiste en rehidratar los oligonucledtidos sintéticos a 5-10 umidades Aqq (entre 150-350
pg/ml) para tener uma solucién stock. Una unidad Ay equivale a 33 pg/ml de DNA de cadena sencilla. Si
la sonda sintética tiene 22 basces de longitud, su peso molecular es de 7260 (22 x 330 daltones/base). Para
trabajar se prepararon soluciones de 10 pmoles/ ut (72.6 g/l para sondas de 22 bases). Para marcar fa
sonda se prepard en un tube EpendoriT 1a siguiente mezcla de reaccién: Spl de 1a sonda, Spl de buffer de
cinasa, 50 pl de agva, 3 pl de P ATP y 2 pi de cinasa polinucledtido T4. Se centrifugd por 2-3 seg e
incubd a 37°C por 30 min. Para parar la reaccion se incubd 5 min a 65°C y se afiadié 5 ul de EDTA 0.5M,
pH 8. Seguidamente s¢ agregaron 4.5 ml de acetato de amonio 4M antes de cargar la mezcla sobre
colummas NACS PREPAC wtilizadas para retirar el **P ATP no incorporado. Para tal fin se equilibré 1a
colummna saturando la matriz con acetato de amonio 0.25 M por una hora, antes de cargar la mezcla de
reaccion a la columna, tuego se cargé con la mezcla de reaccion y se lavd con 4 ml de 1a solucién de acetato
de amonio 0.25M para que saliera todo el P no incorporado. Se eluy6 el DNA unido a Ia columna usando
200 i de acetato de amonio 4M, se colectaron 3 fracciones de 200 ul cada una y se colocaron 2 pl del
¢luido sobre un papel filtro, se dejo secar, se colocé en un vial y se agregaron 5 ml de liquido de centelleo
para contar la radicactividad. Se calculd la cantidad total de radiactividad recuperada. Si la actividad
especifica del ATP es de 3000 a 7000 Ci/mmol, generalmente la obtenida en una sondz es de 1-2 x 10 ®
cpm/pg. Las fracciones marcadas se almacenaron a —20°C hasta su uso,

c).- Para realizar 1a hibridacion se preparé la siguiente mezcla: agua 115.6 ml, 20X SSC 60 mi,
Solucién Denhardt’s 50X 20 mi, EDTA 0.5M, pH 8 0.4 mi y DNA hervido de esperma de salmén 4 mi,
Se afladié 5-10 ml de esta mezcla a cajas de petri desechables que contenian los filtros con las colonias
lisadas y se calculd €l volumen requerido de la sonda para tener I x 10° cpm.  La mezcla con los filtros se
agitaron suavements ¢ incubaron a 41°C toda a noche.

Después de fa incubacién se removi6 la mezcla de hibridacién y se lavaron los filtros por 5-10
segundos con una solucién 6X SSC (previamente incubada a 54°C) para retirar la sonda que 1o se wmit
especificamente en las colonias lisadas, se deseché ¢l liquido y se volvié a incubar las cajas con 10 ml de la
misma solucién a 54°C por una hora. Nuevamente se enjuagaron con una solucién 2X SSC por 5-10seg y
se dejaron secar los filtros a temperatura ambiente.
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d).- La autorradiografia se llevd a cabo colocando los filtros en un chasis donde previamente se habia
colocado un Film x-ray Kodak XAR-2 en 8x10 in. con pantalia intensificadora Kodak regular o Dupont
Cromex, ¢ incubaron a -70°C por 48 h. Después de este tiempo, se reveld la pelicula con x-ray film
revelador (Kodak) y se fijo utilizando un fijador (x-ray film Kodak) en cuarto obscuro.

interpretacion de los resultados. Las colonias que tuvieron el gene que la sonda reconoce
especificamente aparecieron como manchas obscuras en la pelicula.

4.2 Esquema de inmunizacion.

Obtencién de amticuerpos en conejo. Una cepa O7:H10 se utilizé como amtigeno para la
inmumizacién del conejo. La obtencion de! antigeno somafico fue similar a la previamente descrita,
Brevemente, s¢ sembrd en medio de agar de soya y se incubb a 37°C por 24 h. Después de este tiempo se
calentd a 100°C a vapor fluyente por 2.5h Posteriormente se lavé 3 veces con solucién salina y se ajustd
su concentracién igualando €l wbo No.3 de MacFarlan en el nefelémetro. Todo se realizé en condiciones
de esterilidad.

Dos conejos Nueva Zelanda blancos de 3 kg de peso, fueron inoculados por via intravenosa con el
antigeno previamente preparado cada § dias, sigiendo este esquema de inmimizacién: a. dosis- 0.5 mi de
antigeno, 2a. y 3a. dosis- 1 ml de antigeno, 4a. y 5a. dosis- 2 ml de antigeno. Desprds de transcurridos 6
dias de Ia aplicacién de la ditima dosis se realizé una sangria de prucba para determinar el titalo de
anticuerpos, si éste era bajo, se aplicaba una dosis de refuerzo, si era alto, se procedia a sangrar al animal,
El suero s¢ separd del paquete oclular mediante centrifugacién a 3000 rpm, empleando una centrifuga
refrigerada (Sorvall C 600).

El suero en pequefias alicuotas, s almacens hasta su uso. Para determinar la especificidad del
suero s¢ realizéd aglutinacién con su antigeno homologo y con ¢l resto de antigenos (173) del esquema. A
la vez se determing &l titulo del mismo,

Ummhechoéﬂo,elmoquedép‘epmadopmausamemmmascepasmmﬁgeno'
sonitico desconocido para evaluar si se trataba de una misma clona.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

CONSUMO DE POZOL.

En Villahermosa, Tabasco, existc un gran consume de pozol. A diferencia de otros lugares, ¢l
Consumo por mestizos ¢s my generalizado y existen alrededor de 400 pozolerias. (Zebadua, 1997).

En ¢l estado de Tabasco la tercera causa de mortalidad infantil es la generada por enfermedades
infecciosas intestinales (Anexo 1). Debido al gran consumo de pozol por poblaciones de todas las edades,
s¢ determind investigar la presencia de microorganismos patdgenos y establecer si dicho alimento podria
SCr una causa para ta presencia de enfermedades diarreicas.

El pozol se clabora y s¢ vende en los mercados y en pozolerias, en donde se ha modificado,
afiadiéndole sal, azicar, chile o miel, segim el gusto det consumidor.

Para realizar este estudio se seleccionaron muestras de pozol que se venden en los mercados, ya
que s el que se produce en condiciones higiénicas no bien establecidas. La procedencia de las muestras es
de difererites productores y de diferentes expendios. Los datos obtenidos de las encuestas realizadas no
proporcionaron suficiente informacién relacionada con las condiciones higiénicas de su elaboracién y
venta, sin embargo, se lograron obtener diferentes parimetros con los que se realizé un anglisis
comparative (Tabla 2).

Los datos recabados sugieren que las personas que elaboran y venden el pozol, aparentemente
ﬁmmenasmndicionaslﬁgi&ﬂmsencumalaﬁmpimdesumpaymanos,sincmbargo,nose
tomaron mmestras de las Glticnas pam asegurar que realnente no estuvieran contaminadas.

Conrelaciénalas.inslalacion&sdondeseelabomyexpendee]pozol,sepudoobsenrarqmlas
caracteristicas de éstas son muy diversas, tratindose desde Gnicamente una mesa colocada en m pasillo del
mercado, hasta locales perfectamente establecidos. La limpieza de los mismos también fise variable ya que
mimnasalgunosseamnmiﬁmndodesm,omssoloempleanagua Es importante mencionar que
ellocalelqmsereﬁerela'pmenciadeinsectos,meelimioomelquelanmstmpresentéeepasde
E.coli de origen animal, tal hecho permite suponer que estos insectos actitan como vectores mecinicos
disemninando dichos microorganismos. Ofro punto importante que pudiera estar relacionado con la
contaminacién bacteriana es el empleo de agua de la Have, frecuentemente almacenada en recipientes
abiertos. Los datos obtenidos mostraron que los molinos empleados para preparar Ia masa nixtamalizada,
solo se enjuagan con agua, lo que hace pensar que Ias bacterias pudieran mantenerse en éstos (al formar
biopeliculas) y ser ésta una fuente de contaminacién constante. Ya que las bacterias Mcticas se inoculan en
este proceso (Wacher 1995), debe prevenirse la contaminacion de tal manera que no se afecte la fuente de
indculo de Ia fermentacién,
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En Ia Tabla 5 se presentan datos referentes al origen de las muestras, en €sta se pucde observar que
las procedentes del pueblo de Nacajuca mostraron mayor fndice de contaminacion, lo anterior podria cstar
relacionado con su elaboracién totalmente artesanal, ast como por la forma en que se expende, utilizando
lospasiﬂosdel:mmdo,dondeelﬁesgndeoomanﬁmciénesmuyalto,oporclhechodemeel productor
hace i recorrido desde su lugar de origen hasta ¢l mercado (aproximadamente 1-1.5 h de distancia).

AISLAMIENTO MICROBIANO.

La Tabla 3 muestra la caracterizacion del género de los aistamientos realizados a las diez muestras
depozo!,comﬁmdeobsmvameselogrélaidaniﬁeacidndecepmdeﬁlxheﬂchiacoﬁ,dcou'osgéwos
dela familia Enterobacteriaceae y de bacterias de origen ambiental como Pseudomonas, Xanthomonas, y
Acinetobacter.

No se logr6 el aislamiento de bacterias de los géneros Salmonella i Shigeila, bien sea porque no
estaban presentes, o por tener la condicién de microorganismos viables no cultivables. Otra razén pudo ser
qmmniuwoﬁwmdanasiadobajopamdeteaarseporlosmétodosemplm.

Alrealizarclanéhsisdesobrcvivemiaseenoon@queenmdelasmnemas(l4y7)
Escherichia coli se aiské hasta fas 48 h de fermentacion € incluso en una (muestra 1) hasta los 8 dias
despnésdeoolectadalanmsuaMMySvanbetg(1992)encontrmonqueoepasdeemetubaaeﬁas
patdgenas como Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) y Shigella spp. se inhibian fuerterente al ser
inoculadas en atoles de cereales fermentados de Tanzania, sin ¢embargo, Simango y Rukure (1992) at
estudiar la prevalencia de bacterias patogenas como Shigelia spp. ¥y Escherickia coli (EPEC) en el mahewy
(papilla agria de maiz), observaron que, aunque disminuia el mimero de éstas, s¢ podian aislar después de
24 h de fermentacion. Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos en este estudio, en donde fa
sobrevivencia se presentt a valores de pH por debajo de 4. Estudios previes (Guilfoyle y Hirshfield, 1996;
Benjamin y Datta, 1995) han demostrado como cepas de E. coli adaptadas a ambientes extremos presentan
mayor resistenicia a la acidez. Estas propiedades hacen a los microorganismos potencialmente patégenos
(Foster y Hall, 1990),

ACIDIFICACION DE LAS MASAS.
Pmadetermimrlaacidiﬁcaciéndelasmsuas,setomaronlectmasdelosvaloresdepﬁ
inmediatamente que ¢stas ilegaron al laboratorio cuando tenian énn'e«lyﬁhdefeamentamm,alas%hya
los 8 dias (Tabla 4. Figura 1). Los valores de pH iniciales fueron muy variables va que van desde 6.7 2 4.7.
Pmbablemente!osvalmesdepﬂnﬁshajosdetectadosenlasmsﬂas?aIOsedebiemnaquealsm'ias
u!tmmsqueseoolectarmyqnelatmnpmamamb:emalenVukhermosamyamuyelcvada,sefavorecxé
la fermentacién y por ende la acidificacién. Alas48hlosm!orcsdepﬂ0btcmdosﬁwmnmemtesa45
en[anmyoﬁadelosmsos,porloquemahnmopodﬂawns:demrsesegmsxseconsumedwpuésdetts
hdehabamhidadohﬁe:meﬂad@,yathmayoﬂadchsbaﬁcrﬁspaﬁgemssemmmnaeﬂm
valores. AlossdiaslosvalomsdepHﬁxeron!igemmemenomdc4enlamayoﬂadeloscasos.
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La acidificacién inicial es importante para la eliminacion répida de microorganismos patbgenos,
por lo que ademés de mejorar las condiciones higiénicas del proceso de elaboracién, deberd optimizatse su
acidificacién, sin embargo, esto es variable, ya que estudios con enterobacterias patogenas (Leyer y col,,
1995) mostraron como algunas de estas bacterias resisten valores de pH bajos en alimentos acidos
fermeniados.

CUANTIFICACION DE BACTERIAS,

En 1a Tabla 4 y Fig. 1 se muestran fos datos de la cuenta inicial de enterobacterias, observandose
que vari6 desde 7.8 hasta 4.1 (log ufc/g muestra hiimeda). Cuentas de 7 (log ufc/g muestra hiimeda) indican
una contaminacién masiva o que existicron condiciones que permitieron sn proliferacién en masa. Las
enterobacterias siempre estin presentes al inicio de la fermentacion de muchos de los alimentos elaborados
con maiz, tal es el caso del pozol, donde Wacher (1995) sefiala que 13 cuenta inicial de enterobacterias en
pozoles de Chiapas fue de 3.9 Qog ufc/g de peso hiimedo), y el det mawe en Benin (Africa) (que, si se
consume como gel se denomina ogi y si se consume como atole se llama koko), donde Hounhouigan y col.
(1991) reportaron que 1as cuentas de enterobacterias fucron de 3.6 (log cfi/g de muestra}.

Lasazentasbacteﬂmmsalas48henlamayoﬂadeloscasosseredujemneme 1y 3 ciclos
logaritmicos, sin embargo, no se eliminaron, aunque los valores de pH fueron menores a 4.5. Es importante
resaliar que incluso en dos de los casos ia coenta auments; en la muestra 4, la cuenta total de
enterobactzriasaumemémdosciclosiogariunioosatmvalordepHdc4.8,porlo!aato,esimpottante
controlar la fermentacién para favorecer ia acidificacion. Estudios reatizados con alimentos fermentados
que se consumen en Africa mostraron como disminuyen las cuentas totales de ciertos patbgenos intestinales
delasﬁmﬂiasBacﬂlacme,hﬁmoooocameyEmobactcﬂaom,c:mndolosvaloresdeprajana4.5-4
y las concentraciones de 4cidos lactico y acético son de 1 a 1.5% (Nout, 1992).

En un estudio realizado con pozoles de Chiapas, Wacher y col., (1993) observaron que la _
contaminacién del pozol ocurrid en diferentes ctapas durante su elaboracion. La microbiota existente
ﬁncialmmmmlosgrmosdemaiz,msegmmmmweﬁnﬁmdadmmneelpmmode
nixtamalizacién, pucde nuevamente aumentar durante el lavado y el remojo del nixtamal por 1a existenciz
de microorganismos prescntes en ¢l agua y en los recipientes empleados, sin embargo, el incremento
sustancial de €stos ocurre durante la molienda del nixtamal ya que es ahf donde se inoculan, entre otros , los
microorganismos fermentativos y por falta de higiene, bacterias patbgenas. En dicho estudio, después de ia
molienda, los reportes de las cuentas totales de enterobacterias fueron de aproximadamente 4 (log vfc/g).
La claboracién de las bolas y su envoltura en hojas de plétano es un proceso totalmente artesanal, donde el
oontactodelamasaconlasmperﬁciesdetrabajo,oonlasmmsdelpmdnctoryconiasmismashojasde
plétano ofrece muevas fuentes de contaminacion, dando Tugar a un alimento que probablemente 1o es apto
para su consumo ya que el riesgo de inoculacién de patogenos en este paso de la produccién es alto
{Wacher y col. 1993).
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SEROTIPIFICACION E IDENTIFICACION DE FACTORES DE VIRULENCIA DE CEPAS DE E. coli
AJSLADAS DEL POZOL.

Escherichia coli fué el {inico patbégeno identificado, por lo que el estudio s centrd en esta bacteria.
Al respecto se estableci6 ia identidad de diversos serogrupos de E. coli reportados en los grupos patdgenos
EPEC: O18 (mmestra 10) y O88 (muestra 1); ETEC: OB (muestras 4, 8 y 10); O11 y O20 (muestra 8);
0173 (nmestra 10) y UPEC: O1 (muestras 7 y 8) (Anexo 2). Otros serotipos como O8:H7 (muestra 4),
O4:H16 (muestra 8) y O108:H34 (muestra 10) presentaron patrones de adherencia agregativa por 1o que se
pueden considerar potencialmente patégenos (Tabla 5).

La cepa O88: H25 (Tabla 5, muestra 1), presenté adherencia localizada a células HeLa v genes
para factores de virulencia (eae), por Io que se le considera como una E. coli patégena del grupo de las
EPEC. Estudios realizados en Brasil (Pedroso y col., 1993), reportaron resultados mmiy similares a los
ohenﬁmmmmbajo,yrdadmmwnmmuﬁmamdedimmmmﬂ,mﬂoqm
aunque 1o esté referida dentro de 1os serotipos clé#ioosdeEPEC, los autores mencionados sugieren que se
incluya en dicha categoria,

En varias cepas no se identificd e} antigeno somdtico, reportandose como un serotipo O7; Hi0
(muestras 3 y 7). Al realizar 1a bisqueda de sus propiedades de adherencia v la identificacién de factores
deﬂrdmdammconnﬁmmmdasmﬁmnmmmwmﬁemom.mm&mmm
pertenecian a una misma clona, s¢ prepararon sueros de conejo de dos de elias. Al realizar el ensayo de
aglutinacitn, se determind que se trataba efectivamente de una misma clona, al obtenerse aglutinacion con
todas las cepas que presentaron dicho serotipo.

En tres de las muestras (3,4 y 8) se identificd el serograpo 092, loanteriorsugiereguee:dstemna
contaminacién comin del pozol, fa cual podria presentarse dentro del propio mercado donde se vende este
producto.

Las cepas del serotipo O9: H31, estdn reportadas como de origen animal, en el estudio se
identifiob este serotipo en la muestra 6. Es muy probable que también se de contaminacién por hooes de
animales. Dichawnmnﬁnadénsepuedeexpﬁmdedivemsmanmmdeenasmdﬂawporlo
anotado en los datos de Ias encuestas, en doude se refiere Ia existencia de insectos en ¢f local donde se
adquiri6 esta muestra. Otra explicacion es el manejo de animales en los lngares de elaboracion del pozol, y
oﬂanﬂs,eshdimnﬂmdéndenﬂmrganimpormrdenmsdeaim,mlwmolobanrepomdoRosasy
col. (1997). Loantmiorﬁencmayorimpoﬂanciadelaqueenmmomemodadosclcpnedeotorgar; ya
qucﬁtébicaesmblocidoqueoepasdeoﬂgmanimaloomoE.coliOlS?:mquehamusadob:mcsdc
colitis hemorrdgica y sindrome urémico hemolitico (HUS) en paises desarrollados, se aisla de heces de
ganado bovino. Lawnmnﬁmciénpahmdzanimaiashaceqmelaﬁmmmscpummm
seguro para sk consumo (Doyle y col., 1997), '

Los cnsayos de adherencia realizados en células HeLa (Tabla 5, Anexo 3), mostraron que uma cepa
(O88:H25) presentd adherencia localizada (Fig. 2), y otras cepas de los serotipos 023:H10, O7H10, y
092:H21 presentron adherencia difusa (Fig. 3), siendo pobre en los serotipos 022:H2, O8:H8 y O5%:H5.
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TABLA 5. Serotipos de E. coli identificados en diferentes muestras de pozol. Capacidad de sobrevivencia durante la fermentacion,
presencia de factores de virulencia.

J T
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ANEXOQ 2.

Serogrupos de E. coli patogenos encontrados en las muestras de pozol.
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ANEXO 3

Serotipos de E.coli y patron de adherencia a células HeLa

Numero de cepas Serotipo Patron de adherencia
1 O1:HIO Agregativa
1 04:H16 Al cristal
1 Q8:H7 Agregativa
2 08:H8 Difusa
1 08:H49 Al cristal
1 022H2 Difusa
1 023:H10 Difusa
1 042::H- Al cristal
1 059:H5 Difusa
1 088.H25 Localizada
i OB& H25 Al cristal
1 092:Hs Al cristal
2 092:H11 Al cristal
| 092:H19 Al cristal
1 092:H21 Difusa
i 0108:34 Agregativa
2 07:H10 Agregativa
3 0T:H10 Difusa
] 0?7H34 Al cristal




-
b L
¥
o
wie .
-~
=

s Hela




El patrén de adherencia agregativa se observo en 5 cepas de los serotipos O 8:H7, 01:H10, O2:H10 y
0108:H34, finalmente, en 13 cepas de diversos serotipos s establecié anicamente adherencia al cristal
(Fig. 5). El serotipo O108:H34 en particular, mostré um patrén de adherencia agregativa a células Hel.a
caracteristico (Fig. 4). '

Durante este ensayo de adherencia se observé que, dos cepas (OR:H41 y O173:H23) causaban un
efecto Citotdxico sobre los cultivos de células HeLa (Fig. 6).

IDENTIFICACION DE GENES DE VIRULENCIA.

En ¢f estudio de hibridacion en colonia (Anexo 4) se encontrd que cepas de los serotipos O88:H25,
08:H49, O108: H34, O173:H23, OB:H8, O7:H34, y O81:HI14, posecn genes eae (Fig. 7), otras de los
serotipos OR: H17, 0147: H7, O92:H6, O H10, 092: H21, O8: HS, 059: H5, 07 H34, O81: Hid v
O - hibridizaron con 1a sonda para LT (Fig. 8),y cepas 08: H7, O%: H?y O4: H16 con Ia sonda Aggl
de adherencia agregativa (Fig. 9). Al respecto es importante mencionar que la primera de estas Gitimas
cepas ademds, di6 positiva la prucba de adherencia agregativa al realizar el ensayo en céhulas HeLa, Las
ocpas del serogrupo O8 estin inchnidas en el grupo enterotoxigénico (ETEC), los resultados obtenidos
emplcando Ia técnica de hibridacién con sonda para LT fueron positivos pama cepas de este serotipo
aisladas, demostrindose asf la presencia de los genes para la toxina tenmoldbil. La presencia de genes de
vmﬂmdamesmwpasaishdasdemdimemodeahomnmmommiem“smm“mMMw
fuentes de transmisién de patdgenos causantes de enfermedades diarreicas,

Debido a que la cepa O108:H34 presentd un patrén de adherencia agregativa muy caracteristico
se propuso la bisqueda de toxinas que previamente han sido reportadas en EAggEC. Empleando el
sobrenadante del cultivo de esta cepa se realizd SDS-PAGE y un ensayo de Western blot, los resultados
obtenidos mostraron una fraccion proteica de aproximadamente 60 kDa (Fig. 10), que fue reconocida por
anticuerpos obtenidos contra una protefna de 108 kDa, reportada por Eslava y col., (1993), 1a cual ha sido
camacterizada y relacionada con ef dafio intestinal inducido por EAggEC. Consideramos por cl tamafio de la
proteina identificada en muestra cepa (60 kDa), que ésta pueda tener homologia antigénica con Ia proteina
de 108 kDa, por lo que es muy importante contimuar con s caracterizacién para determinar las propiedades
y la importancia clinica y epidemiolégica que este producto pueda tener en Ia patogenia de E. coli
diarreogénica,

SOBREVIVENCIA DE E. coli DURANTE LA FERMENTACION.

En cuanto a la sobrevivencia de las cepas aisladas de Escherichia coli, observamos en los
resultados de 1a Tabla 5, que las cepas de los serotipos O88:H25 (muestra 1), O8:H7(muestra 4), O8:HS
(muestra 4) y O7:H10 (muestra 7) que poseen factores de virulencia o que por serogrupo estdn repdrtados
como patdgenos, sobrevivieron a valores de pH bajos (entre 3.7 y 4.3) después de las 48 h de fermentacién,
y las cepas de los serotipos 030:H45 (muestra 3), OR'H45 (mmestra 3), 022:H2 (muestra 4) y 092:H6
(muestra 4), que po han sido reportados como patdgenos, también sobrevivieron (Anexos $ y 6). Esta
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Fig Autoradiografia con colonias positivas para genes

empleada




Fig 9 Autorradiografias de colomas posttivas que contiens venes para factotes de virulencia
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ANEXO 5

Serctipos identificados en muestras de pozol. Valores de pH en el aislamiento. Procedencia,

Muestra Serotipo pH inicial pH48h Procedencia
1 O88:H25 49 3.7 Nacajuca
3 092:H6 5.7 Mercado Pino Suarez

092:H11 57 Pozoleria 3
O7:H10 57 ‘
030:H45 42
OR:H45 4.2
4 Q22:H2 50 4.7 Pozoieria
092:HI1 5.0 “La Flor del
0147H7 50 Maiz”
ORH17 5.0
O8:H7 47
O8:H8 4.7
092:Hé6 4.7
5 033:H11 58 Mercado Pino Suarez
0139H23 58 Pozoleria 1
6 0O9:H31 49 Mercado
Atasta
7 O1:Hé6 438 Nacajuca
01:H10 4.8
O23:H19 4.8
0164:H)1 4.8
O?H- 4.3
OR H41 48
0O7H10 4.8 33
O7T.H? 3.8
8 Ot:H? 438 Nacajuca
04:H16 4.8
08:H49 48
020:H- 48
033:H7 4.8
042.H- 48
073 H- 4.8
092:H19 4.8
Q92:H21 4.3
10 08 H8 4.7 Mercado Pino Suarez
018:H53 47 Carniceria
022:H2 4.7
059:H5 47
081:H14 47
O108:H34 4.7
0147.H7 4,7
0173:H23 4.7
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ANEXO 6.

Serotipos aislados a las 48 h de fermentacién, algunos presentaron factores de virulencia.

Numero de cepas Serotipos pH Adherencia Hibridizacion
1 O8:H7 47 Agregativa Agg ]
1 Q8:H8 4.7
1 022:H2 4.7
2 030:H45 43
1 OR:HA45 43
5 038:H25 37 Localizada eag
1 Q92.H6 47 LT
10 07HI10 38 Difusa, agregativa LT, Agg 1




T

observacién da lugar a proponer posibles causas de la sobrevivencia de estas cepas en condiciones de
estrés. Una posibilidad seria la existencia de microambientes de diferente pH dentro de las masas, las que
al contener residuos de Ca(OH); ocasionan que los valores de pH se puedan modificar por la nentralizacién
de los dcidos formados, o por ofro lado, que microorganismos como Geotrichum candidum se encarguen de
consumir estos 4cidos y por lo tanto se favorezca la sobrevivencia de bacterias patégenas. Otro aspecio a
discutir es la posible resistencia que de forma natural o inducida pucdan presentar estas cepas a ambientes
extremos. Bearson y col. (1997) y Foster y Hall (1990) correlacionan Ia tolerancia a la acidez yla
virulencia en Safmonella typhimurium, posiblemente porque algunos genes sélo sc expresan en situaciones
de cstrés.  Una situacion similar podria presentarse en las cepas de E. coli aisladas en este estudio.

En este trabajo sc identificaron diferentes cepas no incluidas en los grupos patbgenos que
presentan genes o propiedades de virulencia como 1a cepa O81:H14. Recientemente se describié un
serotipo 039: HNM (Craig y c01.,1997), que no estd reportado dentro de ninglin esquema de clasificacién
de patégenos existentes, y que sin embargo, fuc ¢l agente causal de un brote de diatrea en Estados Unidos
musadoporaﬂnuﬁmW:ﬁmdmmﬁdosmmmsﬁmﬂe.Eﬁonmhwepensarquewpasm
clasificadas como patégenos, en algin momento, pueden representar problemas de salud, per lo que es
importante realizar la caracterizacion completa de microorganismos aislados de alimentos.

ANALISIS ESTADISTICO.

Se utilizé la prueba de Kruskal Wallis (similar a Ia ANOVA pero no paramétrica), y se determind
quehaydiferemiasigniﬁmﬁva(p<0.01)enuelosuwgnmosdevalmesdepHdelasmwsﬂasdcpoml
qUe S¢ COmpararon.

Ei coeficiente de correlacién de Pearson sefiala que no hay una correlacion significativa (r=0.34,
p=0.14) entre Ias cuentas de bacterias y los valores de pH. Este valor bajo se debe probablemente al
tamafio de Ia ouestra.

No fue posible observar diferencia significativa (p> 0.05) entre ias cuentas bacterianas inicial y de
48 h, probablemente por el tamafio de 1a muestra que &s pequefio.



CAPITULO VL. CONCLUSIONES

Eﬂeﬂabaiosemﬁzbwndmnpﬁsimdchwﬁgmhmmhymbrcﬁvenﬁadebauerm
patogenas en el pozol duramie €} proceso de la fermentacion. Se escogié el que se elabora y se expende en
diversosmercadosypozoleﬂasdelaciudaddevmmcrmosa, Tabasco, porque ¢t consumo y la venta de
esmprwmbamoﬁfmadomtablmcmemmmgiényademéspmmmfacmmmh
obtencién de las muestras.

De los resultados obtenidos podemos concluir que las enterobacterias estin presentes y las cucntas
totales iniciales son muy altas, aunque s¢ reducen con 1a fermentacion, no se eliminan totalmente (Fig. 1).

DelosgmposdeEmerohacmﬁascuyapmsendasemponimséloseaiﬂarmeasdeE coli,
hallindosc diversos serogrupos patégenos como: O1, 08, 011, 018, 020, 088 y O173.

-

Se aislaron cepas no reportadas como patégenas, pero que presentan factores de virulencia como:
04:H16, 042:H-, O59:HS5, O81:H14, 092:H6, 092:H21, 0108:H34, O147:H7, O?:H10, O2H34, O7.H?,
OR:H17y OR:H41.

Aunque se encontré que hay sobrevivencia a la fermentacién tanto de cepas patbgenas como no
patégenas, la acidificacién en conjunto con el tiempo confiere seguridad en la eliminacién de
microorganismos como Escherichia coli.

Una cepa del serotipo O108:H34 que no ha sido reportada como patbgena, secreta 1ma fraccion
protéica de 60 kDa que fue reconocida por anticuerpos elaborados contra 1a proteing Pet de 108 kDa
(Eslavay col., 1993, 1998) Ia cual ha sido relacionada con Ia induccitn de dafio intestinal,

En este estudio se detectan diversas cepas como O23:H10 y O7HI0 cuyas caracteristicas son
desconocidas, por lo que se propone continuar con estudios que las definan.

Elhaberenoonﬂadounnmvoseroﬁpo(()?)esdcmuchoiﬁerés,yseproponequcouasoepasO?
$¢ reten contra sus anticuerpos para poder determinarlo,

Deamwrdoalosmﬂtndosobtcnidos,cstzaﬁmaﬁowedesertansmismdef;col:‘oon
mecanismos de virulencia relacionados con la patogénesis de la diarmea.
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- CAPITULO VIL. RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer un estudio epidemiolégico amplio que incluya la caracterizacién de cepas de
E. coli involucradas en casos de diarrea y determinar si se asocian a las presentes en el pozol.

Estudiar las ccpas nuevas para obtener mds datos en lo que se refiere a su probable patogenia ya
que se trata de cepas aisladas en México.

Proponer métodos de control tanto higiénicos como de acidificacién de las masas nixtamalizadas
para mejorar [a calidad samitaria del pozol.
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