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RESPUESTA HUMORAL EN HUMANOS A LA COLONIZACION INTESTINAL POR
Escherichia coli O157; H7

RESUMEN

En paises en desarrolio E. coli es uno de los agentes bacterianos més frecuentemente implicados
en infecciones intestinales, sin embargo, la incidencia de aislamiento del serotipo O157: H7 es
baja. Se ha propuesto que la baja frecuencia de aislamiento de esta bacteria en la poblacion
mexicana. podria estar relacionada con una resistencia de tipo natural contra dicho patogeno.
También se ha sugerido la existencia de inmunidad inespecifica, relacionada con la exposicion a
patégenos que comparten epitopos comunes con £ coli O157. Al respecto diferentes
investigadores han sefialado reactividad antigénica cruzada entre E. coli O137: H7 y los
setogrupos O7 y O116 de la bacteria, asi como otros grupos bacterianos como Saimonella del
grupo N, Citrobacter freundii, Brucella abortus, Yersinia enterocolitica e inclusive Escherichia
hermannii. En México no existen reportes de sindrome urémico hemolitico (SUH) vy colitis
hemorragica (CH) asociados a la infeccion por E. coli 0157, desconociéndose que factores estin
involucrados al respecto, El propésito del presente trabajo fue identificar algunos factores del
hospedero que pudieran estar implicados en la baja incidencia de aislamientos de E. coli O157:
H7 observada en México, considerando la posibilidad de utilizar este microorganismo como
modelo para el disefio de estrategias para el control de infecciones bacterianas intestinales. El
andlisis de la tipificacién serolégica de 7200 cultivos de E. coli mostrd 36 cepas 0157 de las
cuales 28 (77.8%) fueron no méviles (NM), 4 (11.1%) con antigeno flagelar H10 y 3 (8.3%) con
los antigenos flagelares H28, HS1 y H42. La férmula O157: H7 se abservé Unicamente en un
aislamiento (2.8%) obtenido de un paciente asintomatico. En un ensayo de PCR multiple para
amplificar los genes de virulencia eaed. six1-2 y ehxd se identificaron dos cepas con los tres
genes y una solo con los genes eaed y ehxd. El andlisis de la reactividad antigénica de 64 cepas
de E. coli O157 contra sueros O7 y 0116 mostrd que 35 (54.7%) de las cepas presentaban
aglutinacion con el suero O7 y 40 (62.5%) con el suero O116. La respuesta observada con cepas
del serotipo O157: H7 reportd 9 (81.8%) de 11 cepas que aglutinaron con el suero O7 y 3 (27.3%)
con ambos sueros (07 y O116); mientras que las cepas O157: no moviles 28, presentaron

reactividad antigénica con el antisuero Q116 (66.7%) y con ambos sueros 15 (35.7%) cepas.



Finalmente cepas O157 con antigeno [1 diferente a H7, la reactividad antigénica con los sueros
07 y O116 fucron similares (§1.8%).

El analisis de la respuesta humoral en sueros de nifios menores de seis meses contra los LPS O7,
0116 y 0157 evaluada por el método de ELISA mostro que 17 de 43 (40%) muestras de suero
reaccionaron con el LPS O116 y 2/43 (4.6%) con O157. Por otro lado, la respuesta de 562
muestras de suero humano obtenido de poblacién abierta contra los LPS 0116 y O157 utilizando
0.7 (D O a 405nm) como punto de corte fue positiva en 4.8 y 5.0% respectivamente, sin embargo,
contra el LPS O7 esta fue de solo 2.0%. Al evaluar por inmunoelectrotransferencia la respuesta de
los sueros que dieron por ¢l método de ELISA lecturas intermedias (0.4 a 0.699) contra el LPS de
E. coli 0157 se encontré que 61/88 (70%) de estos reaccionaban contra este LPS. Por lo que fa
respuesta de los sueros contra el LPS Q157 por el método de ELISA ¢ inmunoelectrotransferencia
en conjunto s¢ incrementd al 15.0%. Para determinar si los anticuerpos que presentan reactividad
antigénica cruzada eran de tipo protector se realizo un ensayo de actividad bactericida. En este
estudio se encontré que todos los sueros de conejo (anti 07, 0116, O157) presentaban actividad
bactericida tanto contra su cepa homologa como contra las heterologas. El mismo ensayo de
actividad bactericida se realizé utilizando sueros humanos de pacientes con antecedentes de
infeccion previa por S. fyphi. Estos sueros analizados por la prueba de ELISA mostraron
reactividad contra el LPS O157 en 3 (42%) de los siete sueros analizados. Al evaluar la actividad
bactericida de estos sueros contra E. coli O157: H7 se encontré que 4/7 (57.1%) disminuian
significativamente el nimero de colonias con diluciones que iban de 1:16 hasta 1:128. Los
resultados obtenidos permiten proponer que la respuesta inmune observada contra el LPS 0157
podria ser un factor que este contribuyendo a la baja colonizacién por esta bacteria, tanto cn
humanos como en animales y en consecuencia a la ausencia de cuadros clinicos como el SUH y
CH en la poblacion mexicana. Todo lo anterior sugiere Ia existencia de un sistema natural de
control de transmision de £. coli en paises como México. que pudiera estar relacionado con la
existencia de anticuerpos protectores inespecificos que evitan la colonizacién por la bacteria tanto

en sus reservorios naturales (bovinos) como en el hombre.



RESPUESTA HUMORAL EN HUMANOS A LA COLONIZACION INTESTINAL POR
Escherichia coli 0157: H7
L. INTRODUCCION

Escherichia coli 0157: H1 ENTEROHEMORRAGICA (EHEC).

Riley en 1982 (1982)' reportd dos brotes de colitis hemorrdgica (CH) en los estados de Oregon y
Michigan en los Estados Unidos asociadas con el consumo de hamburguesas en un restaurante de
comida rapida. Los cultivos de las heces de estos pacientes mostraron la presencia de Escherichia
coli O157: H7 un serotipo poco comun cn ese tiempo. Posteriormente Karmali (1983)2 en
Ottawa, Canada, reportd casos esporadicos de sindrome urémico hemolitico (SUH) y purpura
trombotica-trombocitopénica relacionados con el aislamiento de cepas de E. coli O157. H7 en las
heces de los pacientes. Las alteraciones clinicas (SUH y CH) antes mencionadas, se han
observado principalmente en paises desarrollados como Estados Unidos, Canada, Inglaterra,
Alemania, Argentina y recientemente en Japén (Takeda, 1997)°. Aunque existen diferentes
serotipos incluidos en el grupo de E. coli enterohemorrdgica (EHEC), el serotipo 0157: H7 se
considera como ¢l prototipo responsable de enfermedad en humanos.

El termino de E coli Verotoxigénica (VTEC) fue propuesto por las observaciones de
Konowalchuck (1977)%, quien primeramente describié cepas productoras de una toxina que efa
citotoxica para las células Vero (Células de rifion de mono verde). Posteriormente el termino E.
coli enterohemorragica fue propuesto para designar aquellas cepas que presentan un plasmido de
60 MDa, ocasionan CH y SUH. son productoras de Ja toxina tipo Shiga (SLT) y causantes de

las lesiones de adherencia y esfacelamiento (A/E) en células epiteliales (Levine, 1987).



La familia de citotoxinas Shiga (Stx) esta compuesta por la toxina Stx1 que produce Shigella
dysenteriae serotipo 1 y el grupo de citotoxinas que produce el grupo EHEC. de las que sc
conocen dos tipes Stx1y Stx2. De la citotoxina Stx2 considerada la toxina representante de este
grupo. se conocen variedades designadas como Stx2c, Stx2v, Stx2hb y Stx2e. esta vltima variante
relacionada con la enfermedad del edema en cerdos (Pierard, 1991)°. Las variantes antigénicas de
esta citotoxina difieren en especificidad del receptor. La toxina Stx de S. dysenteriae 1 se localiza
invariablemente en el cromosoma de la bacteria. y los genes que codifican para Sx1 y Stx2 se
encuentran localizados en bacteriéfagos lisogénicos tipo A (Scotland, 1983, O'Brien 1984)"*,

Las citotoxinas Stx muestran una estructura molecular AB (70kDa), la subunidad A (32 kDa ), es
la fraccién enzimaticamente activa y se encuentra unida no covalentemente a la subunidad B que
es pentamérica (Stein, 1992)°, Esta tltima es la que realiza la unidn al receptor celular y cada uno
de los monomeros de la subunidad esta compuesta por 69 aminoécidos y el peso molecular de
cada uno de los monémeros es de 7.7 kDa. La subunidad A tiene actividad enzimdtica y actia
como una N-glicosidasa que escinde un residuo de adenina (A-3732) localizado a 376 nucleotidos
del extremo 3"de la subunidad 28S det RNA ribososomal (rRNA). Esta depurinacién tiene como
resultado la inhibicion de la sintesis de proteinas en las células. tanto en ribosomas de
procariontes como de eucariontes que s0n sensibles a la actividad de la N-glicosidasa de Stx
(Saxena, 1989)"°. Como consecuencia de la inhibicion de la sintesis de proteinas se presenta {a
muerte de células epiteliales del endotelio renal, de las lineas celulares Vero y Hela. o de
cualquier célula que posea los receptores del tipo globotrialosilceramido (Gb; o Gba).

Ademas de los genes stx! vy six2, la bacteria posee una isla de patogenicidad de 35 kilobases

llamada locus de esfacelamiento del enterocito (LEE), que consiste de tres dominios. El primer



dominio codifica para la intimina (caeA) una proteina de 94 kDa involucrada en el evento de
adherencia y esfacelamiento (A/E). asi como para los genes de la proteina receptor de la intimina
(Tir), Kenny (1997)'". El segundo dominio es el del sistema III de secrecion, los genes son
designados sep y esc codifican para varias proteinas que comparten homologia con otras proteinas
de bacterias como Salmonella, Yersinia y Shigella que presentan el mismo sistema Il de
secrecion. El tercer dominio corresponde a las proteinas de secrecidn de E. cali (Esp) que
incluyen EspA (24-25 kDa), EspB (37 kDa) y EspD (39.5 kDa). Esta ultima proteina solo se¢ ha
reportado en E. coli enteropatdgena (EPEC) y aunque £. coli O157: H7 presenta los genes y la
expresion de la proteina no se ha reportado en este serotipo. Otro factor que contribuye a la
virulencia de este grupo de bacterias son los genes ehx4, presentes en un pldsmido de 60 MDa los
cuales codifican para una hemolisina. En E. coli 0157: H7 y otros serotipos EHEC se ha descrito
ademds la presencia de otro plasmido de entre 93 y 104 kb llamado pO157, éste codifica para una
serina-proteasa llamada EspP que se ha identificado escinde el factor V de coagulacion en
humanos. Se considera que este podria contribuir a la hemorragia de la mucosa que se observa en
la CH, (Brunder. 1997)'%. Sin ecmbargo, la participacion de este plasmido en la patogénesis de
EHEC no es muy claro ya que ensayos con un modelo animal empleando cepas EHEC con y sin

plasmido se observan el mismo tipo de lesiones.

RELACIONES CLONALES DEL COMPLEJO O157: H7.
Whittam (1993)!* mediante el ensayo de enzimas multifocus con 20 diferentes enzimas de E. coli
0157: H7 y otros serotipos patégenos, observé que los tipos electroforéticos (ETs) de O157: H7

eran similares a los de la cepa EPEC del serotipo O55: H7, mostrando diferencia tinicamente en



la alelo-enzima gluconato-6-fosfato deshidrogenasa (PGD). No obstante la relacion clonal entre
los dos serotipos. al analizar la presencia de los genes six se demostré que estos solo estaban
presentes en las cepas O157: H7. Ambas observaciones sugieren que el origen de E. coli 0137
H7 fue a partir de una cepa EPEC O55: H7 y que a través de la transferencia horizontal de genes
fue que adquiri6 propiedades de virulencia no presentes en el serotipo O55: H7. Feng y Whittam
(1998)"* propusieron un modelo evolutivo de la emergencia del complejo O157, al respecto
sefialan que dos mutaciones puntuales del alelo #idA a -10 del promotor y +92 del gen estructural
se presentaron en cepas O157: H7 y O157: H-, mientras que las cepas O55: H7 solo presentaron
la mutacion del alelo widA a -10. Lo anterior sugiere que el alelo uidA de O55: H7 es un alelo
intermedio entre el alelo silvestre y el alelo uidA de O157: H7, por lo que se propone un ancestro
comiin para Jas cepas EPEC tipo de la actualidad que son sorbitol (SORB+) y p-glucoronidasa
(GUD+) positivas. Esta cepa EPEC ancestro inmediato de O35: H7 al evolucionar pudo dar
origen al ancestro mas reciente de las clonas de los serotipos Q55: H7 y O157: H7 y a otras cepas
relacionadas, lo que permite asumir que las mutacioncs en uidA-10 ocurrieron en todo el

complejo O157: H7.

RESPUESTA INMUNE: ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES CONTRA Stx, LPS 0137
Y CONTRA PROTEINAS DE SECRECION.

Diferentes estudios han mostrado que las infecciones por cepas de E. coli O157: H7 y otros
serogrupos EHEC inducen la formacién de anticuerpos neutralizantes (NAbs) contra las
verotoxinas ast como anticuerpos contra el lipopolisacdrido (LPS) de la bacteria (Chart, 1999 y

Jenkins, 1999)'*!. Chan (1989)'7 al estudiar pacientes con SUH observaron la presencia de



anticuerpos IgM a titulos clevados contra el LPS 0157 pero no del tipo IgG. Estos autores
también detectaron aunque en menor frecuencia anticuerpos contra proteinas de membrana
externa pero no contra el flagelo bacteriano ¢ contra LPS diferentes a 0157 (Chart. 1991 )%,

Otros estudios han mostrado que las infecciones por E. cofi O157: H7 inducen la formacién de
anticuerpos neutralizantes IgM, [gG ¢ IgA contra las verotoxinas, y anticuerpos [gM e IgG contra
el LPS de la bacteria (Greatorex, 1994)'9. En un estudio para conocer la presencia de anticuerpos
neutralizantes contra la toxina Stx asi como contra el lipopolisacarido de E. coli O137: H7 en
poblaciones expuestas y no expuestas se observé que residentes de dreas endémicas presentaban
anticuerpos neutralizantes anti VT-1 y contra ¢l LPS O157 en una frecuencia de 42.0% y 12.5%
respectivamente, siendo significativamente mayor a lo reportado en poblacion de dreas urbanas en
donde se encontrd una frecuencia de 7.7% y 4.7% (Reymond, 1996)*°. Wilson (1996)* estudio
335 residentes de 80 granjas lecheras en Ontario, Canadd. para determinar la presencia de
anticuerpos neutralizantes contra VT, en 97 (41.3%) de estos residentes encontr anticuerpos contra
la toxina y en 30 (12.5%) contra ¢l LPS O157. También observé que ia proporcidn de personas que
presentaban anticuerpos contra el LPS O157 se incrementaba gradualmente desde el nacimiento
hasta los 50 afios. con un valor significativamente mayor (p < 0.05) en los grupos de 40 a 50 ajios
(26%) de edad. En contraste con lo anterior, la prevalencia de anticuerpos anti VT fue mayor en
nifios < 5 aflos (78%) declinando la frecuencia con la edad en forma significativa (p < 0.001). Un
estudio similar fue realizado por Ludwig (1996)22 en 107 pacientes con SUH, en 8 se realiz6 el
aislamiento de E. coli EHEC, en 5 de éstos las cepas fueron de los serogrupos 026 y O55 y en tres
con serogrupo O111. En los 8 pacientes se analizé la presencia de anticuerpos IgA, 1gM e IgG

contra diferentes LPS de los serogrupos EHEC. Los resultados observados en los pacientes con



aislamiento de ccpas EHEC 026 y O35 reportaron anticucrpos IgM, IgA e IgG contra ¢l LPS
homologo a titulos altos, sin embargo, en los tres de quienes se aisfaron cepas O111 los titulos de
anticuerpos contra el LPS homélogo fueron bajos. En los ocho pacientes también se determinaron
anticuerpos contra otros LPS; cn un paciente con aislamiento de cepas de E. coli 026 se
identificaron anticuerpos contra LPS de los serogrupos 0157, 055, 0111 y O128. Por otro lado del
grupo de 99 pacientes sin aislamiento de cepas EHEC, 3 tuvieron anticuerpos IgA, IgM o IgG contra
el LPS O157.

Otro estudio rcalizado por Chart (1996)” en 68 sueros de pacientes con SUH se identificaron
anticuerpos contra el LPS de los serogrupos EHEC O35, 026, O115, O128, Ol45 y 0153.
Mediante un ensayo de ELISA e inmunotransferecia se confirmé la presencia de anticuerpos
séricos contra el LPS OS5 (5/68), sin embargo. la asociacion det serogrupo O35 con SUH es poco
frecuente, contrario a lo observado con cepas 026: H11 que después de E. coli O157 son las que
se han relacionado en segundo lugar con SUH.

En sueros de pacientes con SUH no sélo se han observado anticuerpos contra la toxina tipo Shiga
o contra el LPS 0157, también se han detectado contra proteinas que presentan el sistema de
secrecion del tipo I de E. coli. Chart (1998)* estudié el suero de 34 pacientes que presentaban
anticuerpos contra el LPS de E. coli 0157, en 21(62%) de ellos detectaron ademas anticuerpos
contra una o varias de cinco diferentes proteinas de secrecién (15. 25, 39, 40 y 80 kDa). En 12 de
los mismo 34 sueros se identificaron anticuerpos contra los LPS de E. coli 05 (8), O115 (2),
0145 (1) y 0153 (1). Lo anterior sugiere que las infecciones por cepas EHEC 0157 y serotipos
que no son 0157 inducen anticuerpos contra el LPS, la citotoxina y las proteinas de secrecién. En

un estudio més reciente (Jenkins, 1999)'® con 167 sueros humanos con evidencia de infeccién por



EHEC en los que no se detectaron anticuerpos contra el LPS 0157, mostraron anticuerpos contra
proteinas de secrecidn, la enterochemolisina y el antigeno flagelar H7, asi como anticuerpos contra
los LPS de E coli 05 (1), 026 (2), O115 (2), 0145 (1), O165 (5). Lo anterior sugiere que la
bisqueda de anticuerpos contra el LPS de cepas de E. coli productoras de la toxina tipo Shiga.
constituye un elemento importante para realizar vigilancia epidemioldgica y seroprevalencia de

infecciones por EHEC.

RELACIONES ANTIGENICAS ENTRE EL SEROGRUPO 0157 EHEC Y OTROS
GRUPOS BACTERIANOS.

La cadena lateral 6 antigeno somatico (O) del LPS de Escherichia coli 0157, es un polisacérido
no ramificado de unidades repetidas de un tetrasacarido compuesto de D-glucosa, L-fucosa, 2-
acetamido-2-desoxi-D-galactosa, y 4-acetamido-4,6-didesoxi-D-manosa (Perry, 1986)*°. El LPS
Q157 presenta reacciones antigénicas cruzadas tanto contra serogrupos de la misma especie como
con grupos bacterianos como Brucella, Yersinia, Citrobacter, Salmonella del grupo N (030) y
con bacterias del mismo género como Escherichia hermannii. Estas reacciones podrian estar
relacionadas principalmente con el antigeno somatico. Las reacciones cruzadas entre E. coli 0157
y otros serogrupos de la especie se han analizado con suero policlonal de conejo, los resultados
obtenidos muestran que las reacciones cruzadas se presentan con los serogrupos de E. coli O7 y
0116 (Ewards, 1986 y Perry 1988)7%%7 a diluciones de 1:320 y 1:1280 respectivamente. El suero
policlonal contra O7 presenta reacciones cruzadas con el antigenos 0116 a diluciones de 1:10420
y el suero contra O116 reaccioné con el antigeno O7 a diluciones de 1:640. Asi mismo cepas de

E. hermannii probadas contra un suero de E. coli O157 mostraron reaccién a titulos de 1:80 por



aglutinacién en porta objeto y 1:400 por aglutinacion cn tubo (Lior, 1987, Rice (1992y*°
observé que cepas de E. hermannii aisladas de muestras clinicas aglutinaron con particulas de
latex sensibilizadas con un suero contra O157. En 1990 Perry (1990)*° observo que algunas cepas
de E. hermannii con la secuencia de carbohidratos 4-amino-+.6-didesoxi-o--D-manopirandsido en
su LPS era similar a la del LPS O157. Dicha reaccién cruzada podria dar lugar a datos sero
epidemiolégicos falsos positivos cuando se analiza la incidencia de infecciones producidas por £.
coli O157: H7, Sin embargo, las infecciones por E. Aermannii son esporadicas y solo un pequeno
nimero de cepas comparten el epitopo comin del LPS de £. coli O157.

Las reacciones antigénicas cruzadas que se presentan entre cepas de E. coli O157 y Brucella
abortus fueron descritas por Stuar y Corbel (1982)°! al emplear suero de conejo hiperinmune
contra E£. coli O157. En una paciente de cuatro afios de edad con SUH, Notenboom (1987)32
observd que el suero de esta niffa aglutind con una cepa de B. abortus, sin embargo, del
coprocultivo de Ia paciente Gnicamente se aisld E. coli 0157 H7 y el titulo de aglutinacion de su
suero contra esta bacteria fue 1: 6400. Posteriormente Chart {1992)** con un suero de conejo
hiperinmune obtenido contra E. coli 0157, confirmo ta presencia de reacciones cruzadas con B.
abortus. Este investigador también observd que tanto el suero de pacientes infectados con E. coli
0157 reaccionaba contra el LPS de B. abortus como el de pacientes con brucelosis contra el LPS
de £ coli O157. En este estudio ademas de las reacciones cruzadas entre B. abortus y E. coli
0157, se encontré que Yersinia enterocolitica O9 reaccionaba con el suero de pacientes con
brucelosis. Utilizando 10 sueros de origen humano con aglutinacion positiva contra el antigero de
Brucella se observé que cinco de estos aglutinaron tanto con E. coli 0157 como con Y.

entercolitica O9. los otros cinco sueros solo aglutinaron con el LPS de £. coli O157.



Después de realizar diferentes ensayos de absorcion entre los antigenos de £. coli 0157 y Y.
enterocolitica 09 se concluyé que las reacciones cruzadas entre ambas bacterias involucran
cuando menos tres epitopos antigénicos. por lo que se propone que un epitopo denominado E (de
E. coli ) esta presente en el LPS de E. coli 0157, el segundo epitopo denominado Y (de Y.
enterocolitica) lo expresan cepas de Y. enterocolitica 09, mientras que el tercer epitopo Hamado
C (de comn) lo presentan ambos grupos bacterianos (Chart, 1992)33. También se ha mencionado
que sueros contra E. coli Q157 presentan reaccion cruzada con cepas de C. freundii. Al respecto
se observo que cepas de la bacteria aisladas del contenido intestinal de una paciente de 2.5 meses
de edad aglutinaron con particulas de litex sensibilizadas con suero contra E. coli 0157, los
resultados confirmaron la presencia de antigenos similares en los LPS de E. coli 0157 y C.
freundii (Bettelheim, 1993)*. Por otro lado ensayos de aglutinacién con suero hiperinmune
contra E. coli 0157 sin absorber mostraron reaccion de aglutinacion con E. coli O157, E.
hermannii, Salmonella del grupo N'y una cepa de C. freundii (F90/2460-1). Cuando el suero fue
absorbido con un cultivo de £. hermannii ya no se presentd reaccion de aglutinacion contra esta
bacteria conservandose la aglutinacién con C. freundii y Salmonella del grupo N. Esta respuesta
sugiere que las cepas de C. freundii presentan epitopos compartidos con E. coli 0157 pero
diferentes a los epitopos de E. hermannii. Por lo que se propone que el residuo de carbohidratos
4-amino-4.6-didesoxi-a-D-manopiranosido de la cadena lateral del LPS de £ coli 0157 pudiera
ser €l epitopo comun entre este grupo de bacterias. El mismo patrdn de reacciones cruzadas se ha
observado en suero de pacientes con SUH y con suero hiperinmune de conejo contra el LPS de E.
coli O157. Se ha descrito que las cepas de C. freundii forman parte de la microbiota normal del

intestino humano y su amplia dispersion sugiere que la reaccién cruzada entre esta bacteria y E.



coli 0157 debe considerarse al realizar el diagndstico etioldgico de SUH. Chant (1993)**
utilizando suero de conejo contra £. coli 0157 en un ensayo de transferencia de colonias (dot
blot), corrobord las reacciones cruzadas con C. freundii. Park (1998)36 describié que cepas de C.
sedlakii aisladas de un paciente con diarrea aglutinaban con particulas de latex sensibilizadas con
suero contra E. coli Q157. Dichas cepas se caracterizaron por fermentar el sorbitol. no producian
las citotoxinas Stx1-2 pero pertenecian a las especies del género Citrobacter que comparten
epitopos con E. coli O157.

También se ha observado como E. coli O157 reacciond con un suero hiperinmune obtenido
contra Salmonellu del grupo N. Del mismo modo se ha observado la respuesta correspondiente de
un suero hiperinmune contra E. coli O157 que reaccioné contra el LPS de Salmonelia del
serogrupo N. Resultados similares se encontraron al utilizarse sueros de pacientes con SUH
asociado con E. coli ©157: H7 (Chart, 1993)*". Otro tipo de reaccion cruzada que se ha observado
es la que se presenta entre Vibrio cholerae Ol Inaba y E. coli 0157 (Chart. 1993)*. Aunque el
suero de conejo hiperinmune obtenido contra el LPS de V. cholerae O1 Inaba aglutind con el LPS
de E. coli O157, suero de conejo hiperinmune contra E. coli O157 solo reaccioné contra el LPS
homélogo. Lo anterior llevo a plantear que el suero de individuos con historia clinica de célera o
vacunados contra V. cholerae O1 Inaba pueden presentar anticuerpos que reconocen E. coli
0157. Este hecho se demostré al estudiar por el método de ELISA el suero de nueve individuos
sin historia clinica de SUH o célera inmunizados con una vacuna contra V. cholerae. Al utilizar el
LPS O157 como antigeno. se encontrd que cinco de los sueros presentaban valores de ELISA
entre 0.4 v 0.7 de densidad Optica a 405nm, los mismos sueros por inmunotransferencia

mostraron reactividad contra el LPS de £. coli O157.
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IMPORTANCIA EPIEDEMIOLOGICA DE Escherichia coli ENTEROHEMORRAGICA
EN MEXICO.

En un estudio de 52 nifios con diarrea y 52 controles apareados por edad, sexo y vecindad,
pertenecientes a una cohorte de nifios de una area rural y seguidos longitudinalmente durante los
primeros dos afios de vida (Cravioto, 1988)*°, se encontrd que los nifios con diarrea presentaron
en las heces cepas de E. coli productora de cantidades moderadas y altas de citotoxinas Stx 1-2
significativamente mayor (P< 0.01) que las que se aislaron de nifios sin diarrea. El aislamiento de
cepas productoras de SLT-1 a niveles bajos o moderados se asocid con la presencia de cuadros de
diarrea secretora leve o moderada sin moco o sangre. En contraste ocho de los nifios del estudio a
quienes se realizd aislamiento de E. coli productora de niveles elevados de SLT-1, tres
presentaron cuadros de colitis hemorrgica afebril y cinco diarrea severa con sangre. La
produccion de SLT-1 se detecté en cepas de E. coli pertenecientes a los serotipos 026: H11,
O111: NM, O111: H21. O119: NM. O128: H12 y O157: NM. En otro estudio en el que se analiz6
la presencia de E. coli en 75 nifios (Cravioto, 1990)wm se encontrd que 11 de estos se colonizaron
inicialmente con cepas EHEC. 9 (82%) de clios con cuadros de diarrea aguda o colitis
hemorragica y 2 (18%) asintomaticos. En las cepas de E. coli aisladas se detectaron los genes que
codifican para la toxina SLT-1, ademds en ensayos in vitro utilizando células HeLa se observé
que el 45% de las cepas eran productoras de SLT II Las cepas productoras de las toxinas SLT 1
y 2 presentaron los serotipos O128ab: H7 y O157: H7, mientras que las cepas productoras de
SLT-1 fueron del serotipo 026: Hil. Ninguno de los nifios colonizados con cepas EHEC

desarrollaron SUH.

11



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México las enfermedades infecciosas intestinales constituyen un grave problema de salud, £.
coli es uno de los agentes bacterianos relacionados con mayor frecuencia con diarrea. Para que un
patogeno pueda permanecer en la naturaleza es necesario que cuente con un hospedero al que
colonice y a partir de este diseminarse. Para tal es indispensable que el microorganismo se
adhiera a células del hospedero por medio de estructuras denominadas adhesinas que pueden ser
apéndices fimbriales o componentes de membrana externa, el hospedero por su parte debe tener
los receptores especificos para el factor de adherencia permitiendo que se realice la adherencia.
En paises en desarrollo como el nuestro. £ coli es uno de los agentes bacterianos mas
frecuentemente implicados en infecciones intestinales, sin embargo, la frecuencia en el
aislamiento del serotipo O157: 117 es baja. Este escaso aislamiento de E. coli en la poblacion
mexicana, sugicre que cxiste una resistencia de tipo natural contra dicho patdgeno
(probablemente relacionada con ausencia del receptor celular para O157), o que se desarrolia
inmunidad probablemente relacionada con la exposicion a patogenos que comparten epitopos
antigénicos comunes con E. coli O157. Observaciones previas indican la presencia de reactividad
antigénica cruzada entre diferentes LPS de E. coli, éste hecho podria estar relacionado con una
proteccién inespecifica contra la bacteria. En el caso de E. coli 0157: H7 se ha observado
respucsta inmune cruzada principalmente contra los serogrupos 07 y O116 de la misma especie,
asi como con grupos bacterianos como Salmonella del grupo N, C. freundii, B. abortus. Y.
enterocolitica e inclusive entre E. hermannii. En México no existe informacion al respecto.
tampoco s¢ cuenta con una explicacién sobre el mecanismo que hasta ¢l momento ha permitido
controlar la colonizacion por E. cofi O157 en nuestra poblacion. La respuesta inmune humoral
desarrollada contra otros patdgenos. podria participar en este proceso de contro! biolégico por lo
que, resulta importante evaluar si la reactividad antigénica cruzada contribuye en la produccién
de anticuerpos contra E. coli 0157 que finalmente interfieren en el proceso de colonizacion de la

bacteria.
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1. OBJETIVO GENERAL
Determinar si anticuerpos séricos (12G). contra ¢! LPS Q157 de £. coli estan implicades ¢n la
baja frecuencia de colonizacion y de aislamiento de £. coli O157: H7 observada en México. De
ser probado lo anterior este microorganismo podria ser utilizado como modelo para el disefio de

estrategias en el control contra infecciones bacterianas intestinales.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Conocer la frecuencia del serotipo 0157 de E. coli analizando los cultivos de E. coli
identificados en el cepario det Laboratorio del Departamento de Salud Publica.

2. Determinar por PCR la presencia de los genes de virulencia caed, stxl-2 y ehxd en las
cepas de E. coli 0157 identificadas.

3. Determinar la homologia antigénica entre ¢l LPS O157 con otros LPS de E. coli mediante
el ensayo de aglutinacion en microplaca.

4. Comocer por inmunoelectrotransferencia la homologia entre el LPS 0157 y los LPS de £
coli en los que se determind identidad.

5. Evaluar la respuesta inmune humoral contra el LPS de £ coli O157 ¢n individuos
asintomaticos.

6. Determinar 1a actividad bactericida de sueros hiperinmunes homélogos y heterdlogos de
conejo contra cepas de E. coli 07,0116y O157.

7. Determinar si anticuerpos obtenidos en conejo contra otros géneros de enterobacterias
reaccionan con el LPS de E. coli O157.

8. Determinar si ¢l suero de pacientes con antecedente de fiebre tifoidea. presentan
anticuerpos contra el LPS de E. coli O157,

9. Evaluar la actividad bactericida del suero de conejo anti S. fyphi y el de pacientes con

diagnostico de fiebre tifoidea contra cepas de E. coli 0157.

HIPOTESIS
La baja frecuencia del aislamiento de E. cofi O157: H7 en poblacién mexicana esta
relacionada con la respuesta inmune humoral inducida por la exposicidn a bacterias que

comparten epitopos con E. coli 0157.



111. OBJETIVO GENERAL
Determinar si anticuerpos séricos (IgG). contra ¢l LPS Q157 de E. cofi ¢stan implicados en la
baja frecuencia de colonizacién y de aislamiento de £ coli O157: H7 observada en México. De
ser probado lo anterfor este microorganismo podria ser utilizado como modelo para el disefio de

estrategias en el control contra infecciones bacterianas intestinales.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Conocer la frecuencia del serotipo 0157 de E. coli analizando los cultivos de E. coli
identificados en el cepario del Laboratorio del Departamento de Salud Publica.

2. Determinar por PCR la presencia de los genes de virulencia caed, stx1-2'y ehxA en las
cepas de E. coli 0157 identificadas.

3. Determinar la homologia antigénica entre el LPS 0157 con otros LPS de £. coli mediante
el ensayo de aglutinacién en microplaca.

4. Conocer por inmunoelectrotransferencia la homologfa entre el LPS 0157y los LPS de E£.
coli en los que se determiné identidad.

5. Evaluar la respuesta inmune humoral contra el LPS de E. cofi O157 en individuos
asintomaticos.

6. Determinar la actividad bactericida de sucros hiperinmunes homélogos y heterdlogos de
conejo contra cepas de E. coli 07,0116y O157.

7. Determinar si anticuerpos obtenidos en conejo contra otros géneros de enterobacterias
reaccionan con el LPS de E. coli O137.

8. Determinar si el suero de pacientes con antecedente de fiebre tifoidea. presentan
anticuerpos contra el LPS de E. coli O157.

9. Evaluar la actividad bactericida del suero de conejo anti S. fyphi y el de pacientes con

diagnostico de fiebre tifoidea contra cepas de E. coli O157.

HIPOTESIS
La baja frecuencia del aislamiento de E. cofi O157: H7 en poblacién mexicana esta
relacionada con la respuesta inmune humoral inducida por la exposicién a bacterias que
comparten epitopos con £. coli O157.

13



V.MATERIAL Y METODO

CEPAS BACTERIANAS.

Las caracteristicas y origen de las 64 cepas de E. coli incluidas en el estudio se muestra en el
Cuadro 1. De estas 28 se aislaron de nifios con y sin diarrea (Cravioto, 1990)*®, 2 del ambiente
(Rosas, 1997)"', 3 de animales y otras tres de casos de diarrea desconociéndose las caracteristicas
del cuadro clinico de los pacientes. Las 28 cepas restantes fueron recibidas en el Laboratorio de
Salud Publica para su identificacion. o correspondieron a colecciones diferentes, también se

incluyé una cepa de referencia.

IDENTIFICACION Y TIPIFICACION SEROLOGICA.

Las cepas se conservaron hasta su uso en medio de Dorset a temperatura ambiente, la
identificacién de las mismas se realizé de acuerdo a los métodos estandarizados propuestos por
Ewing (1986)%. Se analizé la capacidad de las cepas para utilizar sorbitol empleando medio de
MacConkey con sorbitol (Difco) y medio liquido con sorbitol con el reactivo de Andrade. La
tipificacion seroldgica se realizé utilizando los métodos propuestos por Orskov F y Orskov 1
(1984)*, empleando sueros de conejo especificos (SERUNAM) preparados contra cada uno de
los 175 antigenos somdticos (O) y 56 flagelares (H). Para la caracterizacion del antigeno O la
bacteria se sembré en apar de soya tripticaseina (Difco) y se incubd a 37 °C durante 18h, el
cultivo bacteriano se coseché resuspendiendo en solucion salina 0.15M misma que se calentd a
100 °C con vapor fluente durante una hora, para finalmente ajustar la suspension al tubo tres del

Nefelometro de McFarland. Empleando microplacas para titulacion de 96 pozos {Dynatech
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Instrument. California. USA), se distribuveron en los pozos 50 pl de una dilucion 1:100 de los 175
sueros de conejo SERUNAM posteriormente a cada pozo con la dilucion del suero se le
agregaron 30 ul del antigeno O en estudio. Las microplacas se incubaron a 50 °C durante 18h y al
finalizar este periodo se realizd la lectura correspondicnte. Con cada suero que reacciond con el
antigeno en estudio se realizé una titulacién haciendo diluciones seriadas al doble y asi poder
comparar con el titulo del antigeno homélogo. Utilizando sueros anti O especificos se procedid a
establecer con exactitud el serogrupo O del cultivo. La tipificacién del antigeno H se realizd a
partir de cultivos en medio semisélido en tubos de Cragie. El crecimiento bacteriano obtenido se
inoculd en caldo nutritivo (Difco) y se inactivo con formalina (solucidn salina 0.15M con 0.6%
de formaldehido al 37%). Al igual que en la tipificacién del antigeno O, se utilizaron microplacas
para titulacion de 96 pozos en los que se distribuyeron 50 ul de las diluciones 1:100 de los sueros
H SERUNAM de conejo y 50 pl del antigeno H. Las microplacas se incubaron a 50 °C durante 2
h, los sueros que presentaron reaccidn con el antigeno H fueron titulados haciendo diluciones
seriadas al doble para comparar el titulo obtenido con el tiulo homologo del suero H, también se
utilizaron sueros H especificos para determinar con exactitud el antigeno flagelar det cultivo. El
conjunto de la formula antigénica obtenida (O-H) permitid establecer el serotipo del cultivo

bacteriano.

DETECCION DE LOS GENES eaed, stx]-2Y ehxA.
Para conocer la presencia de los genes involucrados en la virulencia del grupo EHEC se utilizo el
ensayo de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) muiltiple descrito por Fratamico (1995)4,

Los genes eaed, stxl-2 y ehxd (presente en el plasmido de 60-Mda), fueron buscados en todas
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las cepas de E. coli estudiadas. El Cuadro 2 muestra los iniciadores utilizados en ¢l ensayo de la
PCR. Para la extracciéon de DNA sc tomaron tres colonias aisladas en medio de gelosa sangre de
cada una de las cepas de E. coli incluidas cn el estudio. Estas se colocaron en tubos Eppendorf
(libres de DNA-RNA) que contenian 200 pl de una solucion de lisis (Triton X 100 al 0.5% en
solucion Tris 20 mM, pH 8.0 y 2 mM de EDTA) se mezclaron por agitacién en vortex y se
calentaron a 100 °C por 20 minutos. En un tubo Eppendorf libre de DNA-RNA se colocaron 49
pl de la solucion de lisis con 1 ul de muestra, se agrego | gota de aceite mineral para evitar la
evaporacion. Para evaluar los productos de amplificacion se realizo electroforesis en geles de
agarosa al 2% en solucién TBE 1X con 1.0 pl de bromuro de etidium (10 mg/ml) por cada 40 ml
de agarosa. Se utilizé voltaje de 110 volts-250 miliamperes durante 20-30 minutos. Finalmente el
gel se observé en un transiluminador con luz ultravioleta (Photodyne) y se tomaron las fotos

correspondientes utilizando una camara polaroid con pelicula 667.

REACTIVIDAD ANTIGENICA INESPECIFICA EN SUEROQOS DE CONEJO.

La reactividad inmune cruzada se determind utilizando los LPS crudos de E. coli 07. 0116 y 0157
que fucron obtenidos calentando los cultivos a 100 °C a vapor fluente durante una hora. Los cultivos
se lavaron tres veces con solucién salina 0.15M recuperando el paquete bactenano por
centrifugacion a 5000 g/10 minutos, cada cepa se puso a reaccionar contra los 175 sueros del
esquema antigénico completo de E. coli en microplacas de 96 pozos como ya fue referido

previamente. se registraron las reacciones positivas y se realizo Ia titulacion correspondiente.
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OBTENCION Y PURIFICACION DEL LPS.

Los LPS de £ coli O7. 0116 y O157 (cepas de referencia DEP Sc O7. DEP Sc 377 O116, DEP Sc
644 0O157: HI9 y O157: H7. 993) utilizados en los ensayos de LLISA, en las
inmunoelectrotransferencias y en los analisis electroforéticos se extrajeron por el método fenol-
agua de Westphal (1965)44. Dos cajas Petri (15c¢m) con agar de soya (Difco) se inocularon con
cada uno de los cultivos bacteriano y se incubaron a 37 °C durante 18h. El crecimiento bacteriano
obtenido se suspendié en 10 mi de agua desionizada calentada entre 72 y 75 °C, a esta suspension
se le adicionaron 10 ml de fenol saturado calentado (72-75 °C) manteniendo la temperatura en
bafio de Maria durante 15min con agitacion constante. Las fases acuosa y fenolicas se separaron
por centrifugacion a 5000 g/10 minutos, este procedimiento se repitid adicionando 10 ml de agua
destilada a 70 °C. Las fases acuosas y fenolicas obtenidas se dializaron contra agua desionizada
durante 48 h empleando una membrana de didlisis (Spectrum Laboratories, Inc.) con punto de
corte 6000 a 8000 Da de peso molecular. El producto obtenido después de la didlisis se liofilizé y
se tratd con DNAasa y RNAasa. El LPS se resuspendié en Sm! de buffer Tris-HCL pH 7.4 y se le
agregd DNAasa y RNAasa a una concentracién de 20 pg/ml, se incubaron 37 °C durante tres
horas. después de este tratamiento se adicioné proteinasa K a una concentracion de 200 pg /mly
se incubé nuevamente a 65 °C durante tres horas mas (Siddons, 1993)**. El LPS se separo de las
proteasas por centrifugacién (Sorvall RCM120X) a 35 000 ¢/120min para posteriormente
liofilizarlos (Labconco Corporation, Kansas City, Missouri, USA). El producto liefilizado
obtenido se conservo a temperatura ambiente hasta su uso o se ajusté a una concentracién de 1

mg/ml de agua destilada los cuales fueron conservados a -20 °C. Para evaluar la efectividad del
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tratamiento con proteasas se midié la concentracion de proteinas antes y después del tratamiento

empleando el método de Lowry (Lowry 1951 y Ausubel. 1987)%47,

SUEROS HUMANOS CONTRA E. coli 0157, 0116 Y O7,

Se evalud la respuesta humoral contra los LPS O7, O116 y 0157 en 562 sueros de individuos
adultos de edades entre los 16 a 40 afios y de 43 nifios menores de un afio utilizando el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) de acuerdo al método descrito por Chart (1989 y 1991)'7'®. Placas de
96 pozos (fondo plano para ELISA Maxi Sorb. Nunc) se recubrieron con 100 pi del LPS de E. coli
07,0116y O157 de referencia a una concentracion de 1.0 mg/1.0mi de buffer de carbonatos (1.59g
de NaCQOj; y 2.93g de NaHCOs/11I) pH 9.6. Las placas con el LPS se incubaron a 37 °C 2h y se
dejaron en refrigeracion por 18h. Pasado este tiempo las placas se lavaron 3 veces con PBS pH 7.4/
Tween 20 al 0.05% y para evitar reacciones inespecificas los pozos se bloquearon con 200 pl de
PBS/albiimina bovina al 5.0% durante 30 min. Se utilizaron 100 ul del suero a una dilucién 1:1000
en PBS pH 7.4, la prueba se realizd por duplicado empleando como controles positivos y negativos
sueros de conejo antt O7, O116 y O157, las placas se incubaron a 37 °C durante 2h para
posteriormente lavarlas tres veces en PBS/Tween. Para cvaluar la reaccidn se agrego anti-IgG de
humano obtenido en cabra conjugado con fosfatasa alcalina (Zymed Laboratories, San Francisco,
USA) a una dilucidn 1:1000 e incubando nuevamente a 37 °C durante 2h. Para hacer visible la
reaccion se adicionaron 200 pl del substrato p-nitrofenil-fosfato (Sigma) disuelto en buffer de
dietanolamina pH 9.6, se incubé a temperatura ambiente en la oscuridad durante 30 minutos. La
reaccion se par® adicionando 50 ul de NaOH 3M y se ley6 en un lector de ELISA (Dynatech

Instrument, California, USA) a 405 nm. Para determinar el punto de corte de los valores de ELISA,
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se considerd la media aritmética de las densidades opticas (D O) mas dos veces la desviacion
estandar (Reymond. 1996) a 405 nm y las 562 muestras de suero fucron diluidas 1:1000 para el

ensayo.

PERFIL ELECTROFORETICO DE LPS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-
PAGE).

El analisis electroforético de los LPS 07, O116 y 0157 se realizo por el método descrito por
Laemmli (1970)*%, utilizando urea 4M en el gel separador preparado al 15% de poliacrilamida.
Los LPS en solucién de formamida al 5.0% se mezclaron con un volumen igual de buffer de
Learnii 0.5 M de Tris-HCI, pH 6.8, 1.6 ml de 10% de SDS (w/v), 0.8 mi de glicerol. 0.2ml de 1%
2-mercaptoetanol(v/v) y 0.2ml de 0.1% de azul de bromofenol. La mezcla se calenté a 100 °C en
bafic de agua durante 5 min, y se aplicaron 60 pl de cada muestra en los pozos del gel, la
electroforesis se corrié con amperaje constante (25 mA por gel) hasta que el frente llegd al
extremo opuesto.

La separacion del LPS 0157 en el gel fue visualizada realizando tincion con plata por el método
descrito por Tsai (1982)* y Hitchcock (1983)™". Para tal propésito el gel de poliacrilamida se fijo
durante 18 horas con una solucion de etanol al 40% y acido acético al 5%. Para oxidar el LPS se
reemplazé la solucion fijadora por una solucién de 4cido per-iddico al 0.7% en etanol-dcido
acético (40% -5%) durante 5 min. Después de la oxidacion del LPS se realizaron tres lavados de
diez min cada uno con 500 ml de agua desionizada. A la solucién para tefiir recientemente
preparada compuesta por 28 mi de una solucién 0.1 N de NaOH y 2 m! de hidroxido de amonio

concentrado se le adicionaron 5 ml de una solucion de nitrato de plata al 20% w/v agitando
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continuamente. Ll gel se mantuvo en agitacién constante (70 tpm) durante 10 min, concluida csta
fase se realizaron tres lavados de 10 min con agua desionizada para finalmente reemplazar el agua
por 200 mi de solucion reveladora (50 mg de dcido citrico y 0.5 ml de formaldehido al
37%/1000m!). El revelado se termind cuando el tefiido alcanzo la intensidad deseada. finaimente

el gel se coloco en 1000mi de agua destilada para consérvalo hasta tomar la fotografia.

INUMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WESTERN BLOT).

Se realizé de acuerdo a los métodos descritos por Towbin (1979)° y Chart (1994)*2, Los geles de
poliacrilamida se colocaron sobre membranas de nitrocelulosa (Millipore. Immobilon-NC
Transfer Membranes) y en una camara de trasferencia se sometieron a amperaje constante de 100
mA durante 13 horas. Al finalizar la transferencia las membranas fueron bloqueadas con TBS-
leche descremada (Sveltex) al 5% durante una hora y lavadas tres veces con PBS-Tween 20
durante 30 min. Después de lavar, las membranas se incubaron con los sueros humanos diluidos
1:50 en TBS-leche descremada al 5% durante una hora con agitacién constante y a temperatura
ambiente. Las membranas nuevamente sc lavaron tres veces como ya se describié anteriormente.
Las membranas de nitrocelulosa se incubaron con anti [gG humana obtenida en cabra marcada
con fosfatasa alcalina (Zymed Laboratories, San Francisco. USA) durante una hora a temperatura
ambiente: cn el caso de sueros de conejo se incubd con anti-IgG de conejo obtenida en cabra
((Zymed Laboratories, San Francisco, USA). Las membranas se lavaron dos veces con TBS-
Tween 20 y una vez con TB pH 6.8. Las membranas de nitrocelulosa se sensibilizaron con una
solucién amortiguadora para fosfatasa alcalina pH 9.8 (NaCl 100 mM, MgCl, SmM, Trizma-Base

100mM). La reaccion se revelé durante un minuto con solucién comercial del substrato para
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fosfatasa (Kirkegaard Perry Laboratories, Maryland. USA) 5-bromo-4-cloro-3-indolyl
fosfatofsales de tetrazolium nitroblue (BCIP/ NBT). Para su conservacion y totografia las
membranas se lavaron y secaron a temperatura ambiente.

ACTIVIDAD BACTERICIDA DEL SUERO DE CONEJO.

La actividad bactericida de suero de conejo contra £ coli 07, 0116 y O157 fue determinada de
acuerdo a lo descrito por Losonsky (1997 y Qadri (1995)™ utilizando microplacas estériles de
96 pozos (Nunclon) para titulacién. Para la realizacion del ensayo, los cultivos de E. coli O7.
O116 y Q157 se inocularon en placas de agar infusién cerebro corazon (BHIA, Difco) v se
incubaron a 37 °C durante 18 horas. De estos cultivos se realizé una resiembra en placas de agar
BHIA y se incubaron a 37 °C durante 4 horas. Del crecimiento obtenido se prepararon las
suspensiones bacterianas que se ajustaron al tubo 0.5 (1.5 X10? bacterias/ml) del Nefelometro de
McFarland. Un m! de la suspensién bacteriana se mezcld con 2 mi de complemento de cobayo
(Sigma) y 17 ml de solucion salina fria. En las microplacas (Nunclon) de titulacion estériles se
prepararon diluciones seriadas al doble de los sueros de conejo contra O7. O116. 0157 asi como
de suero preinmune (control negativo dc la actividad bactericida). A cada pozo con 25 pl de cada
dilucion del suero se le adicionaron 25 ul de la suspensién bacterias/complemento/salina y se
incubaron a 37 °C durante una hora. Como control de crecimiento se utilizé un pozo que contenia
bacterias/complemento/salina/caldo de BHI sin dilucion de suero. Después de la primera
incubacién a cada pozo se le agregaron 150 ul de caldo BHI y las placas fueron incubadas
nuevamente a 37 °C durante 3 horas més. Al término de la segunda incubacion se determind la
absorbancia del cultivo 2 570nm y se analizaron visualmente las placas para evaluar la inhibicion

del crecimiento. Por ultimo las piacas se colocaron en refrigeracion durante 18 horas para realizar
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el registro tinal de los resultados del efecto bactericida. Para corroborar los resuttados de muerte
bacteriana se realizé la cuenta viable de cada uno de los pozos y se determino nuevamente la
absorbancia en un lectar de ELISA (Dynatech Instrument, California, USA) a 570 nm. Los titulos
de la actividad bactericida de los sueros de conecjo contra cepas de E. coli O7. O116 y O157
fueron determinados por la comparacion de la media aritmética de las unidades formadoras de
colonias (UFC) en cada una de las diluciones de los sueros de tres ensayos diferentes y se realizé
el analisis de las varianzas de un factor con los paquetes estadisticos Epi. Info 6.04 y analisis de

varianzas en Excel 97 con niveles de significancia (@) de 0.01 y 0.05.

ACTIVIDAD BACTERICIDA DE SUEROS OBTENIDOS DE PACIENTES CON
ANTECEDENTE DE INFECCION POR Salmonelia.

Existen reportes que reficren reactividad antigénica cruzada entre Salmonella del serogrupo 030
y E. coli 0157: H7. México es un pais con alta incidencia de infeccidn por Salmonella por lo que
se consideré importante evaluar la respuesta de sueros humanos con antecedentes de infeccion
por Salmonella contra E. coli O157. Se utilizaron 7 muestras de suero de pacientes con
diagnostico de ficbre tifoidea. Dichos sueros se probaron por aglutinacion en microplacas de 96
pozos contra los antigenos de E. coli 07, 0116 y 0157 asi como contra antigenos de S. typhi
hervidos a 100 °C. utilizando diluciones seriadas al doble para determinar el titulo de la
aglutinacion. En estos sueros por el método de ELISA (Chart, 1989 y 1991)'7'® también se
determiné la presencia de anticuerpos contra el LPS de E. coli O157 y se evalud la actividad

bactericida contra cepas de E. coli 07, 0116 y O157 como se describi6 anteriormente (Losonsky,

1997 y Qadri 1995) ****,
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VI. RESULTADOS

IDENTIFICACION Y TIPIFICACION SEROLOGICA.

De 7200 cepas de £. coli tipificadas en los ultimos diez afios se identificaron 36 pertenecientes al
serogrupo 0157. De éstas el serotipo O157 de cepas no ;:16viles (NM) fue el mas comun (28/36) y
aunque en menor frecuencia, también se identificaron otras cepas con antigenos flagelares
diferentes a H7 (Cuadro 3). Como dato de interés por la trascendencia, se identifico una cepa con
el serotipo O157: H7, sin embargo, al parecer se encontraba en trinsito por el tracto digestivo ya
que los datos del paciente del cual fue aislada refieren un cuadro clinico de probable intoxicacion
alimentaria.

De las 28 cepas 0157 recibidas en el laboratorio 15 fueron de la coleccion de cepas diarrogénicas
de E. coli (DEC) pertenecientes a la coleccién del CVD. 12 de Tailandia y una cepa de referencia
del Laboratorio de Salud Publica de Colindale en Londres. De este grupo de cepas, 14 (50%)
fueron no maviles, 10 (35.7%) con el antigeno flagelar H7 y 4 (14.3%) presentaron los antigenos

flagelares H43 y H19.

GENES ceaed, stx 1-2 Y elxA.

De las 36 cepas Q157 aisladas en México. 2 (5.6%) amplificaron los genes eaed, stx/-2 y ehxd y
una (2.8%) los genes eaed y ehxA (Cuadro 3). La cepa que amplificé los tres fragmentos fue del
serotipo O157: NM aislada de un bovino con diarrea, con respecto a la otra cepa que presenté los

mismos 3 fragmentos era la cepa O157: H7 aislada del paciente con intoxicacién alimentaria.
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REACTIVIDAD ANTIGENICA CRUZADA.,

Al realizar el analisis de los ensayos de tipificacion serologica que se practicaron a las cepas de £,
coli Q157 se encontrd que ademds de reaccionar con su suero homologo también presentaron
aglutinacion con los sueros anti O7 y 0116 (Cuadro 4). Este andlisis se realizé con las 64 cepas de
E. coli 0157 que se tienen en el Laboratorio y que fueron incluidas en el estudio (Cuadro 1). El
resultado mostrd que 35 cepas (54.7%) aglutinaron con el suero 07, 40 (62.5%) con O116 y 25
(39.1%) con ambos sueros (Cuadro 5). Para evaluar si la formula antigénica O:H presentaba
variacion en la reactividad. se realizé el andlisis por scrotipo de O157. Los resultados mostraron
que 9 (81.8%) de las 11 cepas O157: H7 presentaron aglutinacién con el suero 07, 3 (27.3%) con
el sueros O116 y 7 con ambos sueros 3 cepas (27.3%). Con respecto a las cepas del serotipo
0157: NM, 28 (66.7%) presentaron reactividad cruzada con el antisuero O116. Las cepas con
antigeno flagelar diferente al H7 agiutinaron con ambos sueros (07 y O116) en la misma
frecuencia (81.8%). Las 14 (21.9%) cepas restantes, no presentaron reaccion cruzada con ninguno
de los dos sueros.

Para establecer si la reactividad antigénica cruzada observada estaba relacionada Gnicamente con
los antigenos somdticos, los sueros O7, 0116 y O157 se absorbieron contra los antigenos
homélogos y heterdlogos. Los resultados obtenidos en este ensayo mostraron que existe por lo
menos una regién compartida entre los tres lipopolisacaridos (Cuadro 6). Lo anterior se puede
observar al comparar los resultados presentados en los Cuadros 4 y 6, en donde se aprecia como
disminuyen los titulos de la respuesta cuando la absorcion se realizé con los LPS heterdlogos y

como se hizo negativa cuando la absorcion se realizd con ¢l LPS homélogo.
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ANALISIS ELECTROFORETICO Y POR INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE
LOS LPS.

Todos los LPS analizados incluyendo el de una cepa K12 mostraron el perfil electroforético
clasico en escalera determinado por las unidades repetidas de carbohidratos. Ademas de la cadena
lateral del LPS se observd su region central y el lipido A (Fig. 1). En los LPS Q7 vy Q157 se
observaron un grupo de unidades repetidas con peso molecular aproximado de 66 kDa, mientras
que en e LPS 0116 las unidades repetidas fueron de menor peso. En los tres LPS se identificaron
unidades repetidas comunes con peso molecular entre los 34 y 45 kDa. Lo anterior permite
considerar que algunas de estas fracciones podrian ser las que se asocian con la respuesta inmune
cruzada observada entre los tres LPS.

Para conocer la respuesta del suero de conejo contra los perfiles electroforéticos de los LPS O7,
0116 y 0157 se realizé el andlisis de estos por inmunoelectrotransferencia. Los resultados
obtenidos mostraron que en todos los casos la reactividad contra el LPS homoélogo fue mayor y
aunque se observé respucsta contra los heterélogos esta fue de menor intensidad (Fig. 2). Es
importante mencionar que la respuesta observada era especifica contra componentes del LPS, ya
que no se presentaron reacciones con los sueros de conejo preinmunes.

Con el proposito de establecer que la actividad de los sueros de conejo era una respuesta
especifica contra [a fraccion polisacdrida del LPS y no contra algiin componente proteico se
realizé el tratamiento del LPS con proteasas. En el LPS K12 utilizado como control la
concentracién de proteinas antes de tratarlo con las enzimas fue de 30.4 y disminuyé a 5.0 pg/ml

después del tratamiento; en el LPS O7 fue de 6.5 a 0.0 pg/ml; en O116 disminuyé de 27.97 2 3.3
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pg/ml; en et LPS O157:H19 fue de 6.76 a 0.0 pgyml: mientras que con el LPS O157:H7 no se
detecto proteina.

Los resultados obtenidos mostraron que dicho tratamiento disminuyo ¢ incluso eliminé la
concentracion de proteina por lo que se puede considerar que la respuesta tanto en la
inmunoelectrotransferencia como en los otros ensayos era dirigida contra el LPS.

El andlisis electroforético que se hizo de los LPS 0157 de cepas con antigeno flagelar diferente al
H7 y no méviles mostrd que no obstante tratarse de LPS del mismo serogrupo, existen variedades
fenotipicas probablemente relacionadas con cambios evolutivos en donde pudiera participar

ademas el tipo de antigeno flagelar (Fig. 3).

RESPUESTA DE SUEROS HUMANOS CONTRA EL LPS DE E. coli.

La presencia de anticuerpos contra el LPS de £. coli 0157 se analizo por el método de ELISA
utilizando como puntos de corte lecturas de 0.580 y 0.7 de D O a una longitud de onda de 405
nm. Uno de los lotes de suero se obtuvo de nifios de la Cd. de México de la Delegacion de
Cuajimalpa. E! otro lote de sueros cra de adolescentes y adultos (15-40 afios) y fueron
proporcionados por el Laboratorio Regional de Salud Publica en Hermosiito, Sonora. Estos
individuos eran de poblacién abierta y seleccionados al no cursar con diarrea por lo menos una
semana antes de la toma del suero.

El punto de corte de los valores de ELISA. se determiné como la media aritmética mas dos veces la
desviacion estandar de las densidades dpticas a 405 nm de las 562 muestras de suero diluidas
1:1000. La media aritmética obtenida fue 0.350 y la desviacién estandar fue 0.175, por lo que el

punto de corte determinado para los valores positivas de ELISA fue de 0.7 de D O.
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La respuesta de los sueros de los nifios contra los LPS 07. 0116 y 0157 uulizando como punito
de corte lecturas de 0.58 de D O mostré que 17/43 (40%) reaccionaron con el LPS O116 y 2/43
(4.6%) con Q157. Cuando el punto de corte se incremento 2 0.7de D O la frecuencia de positivos
contra el LPS O116 disminuyd al 12% pero manteniendo respuesta similar (4.6%) contra el LPS
0157 (Fig. 4).

Los resultados observados en la muestra de 562 sueros de poblacion abierta con los puntos de
corte referidos (0.58 y 0.7 de D O) se presenta en la Figura 5. La frecuencia con el punto de corte
0.7 de D O fue de 27 ( 4.8%) y 28 ( 5.0%) contra los LPS O116 y O157 respectivamente y 7
(1.2%) contra el LPS O7.

Al analizar por inmunoelectrotransferencia la respuesta de las muestras de suero que dieron
respuesta por ELISA, se observé que 12 (85.7%) de 14 muestras con valores < 0.7 y 61/ 88 (70%)
con valores de 0.4 a 0.699 de D O reaccionaron con el LPS 0157 (Fig. 6). Al sumar los
resultados obtenidos en la prueba de ELISA con valores mayores a 0.7 (5.0%) con los obtenidos
por inmunoelectrotrasferencia (10.9%) se pudo establecer que 89/562 (16%) de los sueros
reaccionaban con el LPS 0157 (Cuadro 7).

Sin embargo, el mismo ensayo con los sueros de nifios menores de un afio, fue negativo en todas
las muestras. Lo anterior sugiere que los titulos de anticuerpos en estos nifios eran inferiores a los
que presentan los adultos, probablemente porque estos dltimos han tenido un mayor nimero de
estimulos antigénicos. Al probar por inmunoclectrotransferencia algunos de los sueros contra los
LPS O7 y 0116, se observé que la reaccién contra Ol57era mas intensa que contra 07 y bastante

menor contra el LPS 0116 (Fig.7).
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ACTIVIDAD BACTERICIDA DEL SUERO DE CONEJO.

Para evaluar si los anticuerpos que presentan reacciones antigénicas cruzadas participan en
proteccion se realizd una prueba de actividad bactericida empleando sueros confra el LPS,
homologo y heterdlogo. Los resultados obtenidos con los sueros de conejo mostraron que los
anticuerpos tuvieron actividad bactericida inespecifica. Se realizé la cuantificacién de las UFC
después del ensayo y se observd que estas disminuian en por lo menos un log; con los sueros
hiperinmunes, comparado las cuentas de UFC obtenidas con el suero preinmunc. Al analizar de
manera independiente la respuesta de cada suero se encontrd que el suero Q7 con un titulo 1.8
logio probado contra la cepa 0116 disminuyd 1.1 de logo tas UFC. El mismo suero pero con un
titulo de 2.1 log o probado contra E. coli 0157: H7 disminuy$ 0.6 de log,p las UFC (Cuadro 8).
Cuando se probo el suero G116 se observé actividad bactericida con titulos del suero 1.8 logio
contra las cepas 07, 0116 y 0O157: HI9 y con titulos de 1.5 logio y 2.1 logyo contra la cepa O157:
H7 (Cuadro 9).

Con el suero contra O157 la respuesta se presentd a titulos de 1.8 loge contra 07 y O157: H19,
mientras que con las cepas 0116 y O157: H7 se observo a titulos de 2.1 logjo y 1.5 logo

respectivamente(Cuadro 10).

REACTIVIDAD DEL SUERO DE CONEJO ANTI S. syphi Y EL DE PACIENTES CON
ANTECEDENTE DE INFECCION POR Salmonella CONTRA E. coli 0157.

Un suero de conejo hiperinmune contra S. fyphi y seis mﬁestras de suero de personas con
diagnostico clinico y en algunos casos con aislamiento de S. 1yphi se probaron en microplaca de

96 pozos contra antigenos de S. syphi y E. coli O157. El suero de conejo dio reaccion de
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aglutinacion contra S. fyphi y contra £. coli 0157 a titulos de 1.3 y 2.1 logio respectivamente. De
los seis sueros de pacientes dos (MS v MEA) tuvieron un titulo de 2.8 logo contra el LPS O157,
uno de estos sueros (MS) también reacciond contra S. /yphi a un titulo de aglutinacion de 1.9
logyo. Otro suero (RRE) que fue un caso de infeccion confirmado por aislamiento en heces de S.
typhi aglutiné contra las cepas de S. fyphi y E. coli 0157 a titulos de 1.0 logio ¥ 2.2 logjo
respectivamente. Los tres sueros restantes (AM, SG y ND) aunque refirieron antecedente de
infeccion por Salmonella, solo presentaron aglutinacién contra E. cofi 0157 (Cuadro 11). Los
sueros de pacientes se analizaron contra ¢l LPS de £. coli Q157 por el método de ELISA,
utilizando punto de corte 0.7 de D O. Tres de los sueros dieron positiva la prueba y los otros 3
presentaron respuesta intermedia con valores entre 0.4 2 0.699 de D O (Cuadro 11).

El ensayo de actividad bactericida de los sueros de pacientes contra E. coli O157: H7 mostrd que
tres de ellos disminuian significativamente las UFC con titulos de dilucion de los sueros desde
1.2 logi hasta 1.8 logip (Cuadro 12). Uno de los seis sueros (MS) se probéd por
inmunoelectrtransferencia contra los LPS O7, O116 y 0157 obteniendo una reaccién intensa

contra estos (Fig. 8).

29



VII. DISCUSION

Escherichia coli enterohemorragica ticne gran importancia clinica y epidemiologica y es el
serotipo 0157: H7 el principal responsable de cuadros clinicos de colitis hemorragica y sindrome
urémico hemolitico. Esta bacteria se considera un patdgeno importante en paises industrializados
y es causa de brotes relacionados con el consumo de alimentos contaminados. En México asi
como en otros paises con caracteristicas semcjantes, las diarreas son un problema importante de
salud que afecta a individuos en los extremos de la vida. £. coli es uno de los principales agentes
bacterianos implicados en la patogénesis del padecimiento. Sin embargo, la frecuencia de
aislamiento de E. coli 0157 es muy baja, por lo que es considerado como un serogrupo raro.

La explicacion de su ausencia se desconoce hasta el momento, ya que este serotipo no se aisla
incluso de bovinos considerados reservorio natural la bacteria (Borezky 1987 y Orskov 1989)°52¢,
Un aspecto quizas relacionado con la baja incidencia del aislamiento de E. coli O157 en paises no
industrializados. es la exposicidn a edades temprana ante diferentes antigenos bacterianos que
inducen respuesta inmune que pudiera ser protectora y asi controlar la colonizacion del
hospedero. Existen antecedentes de reactividad cruzada (heteréloga) entre E. coli O157 y otros
serogrupos de la bacteria, asi como con otros géneros y especies de bacterias (Ewing 1986, Rice
1992, Perry 1990. Chart 1993)%%%3%%7,

Los resultados obtenidos en el presente trabajo relacionados con la incidencia de E. coli
mostraron que de 7200 cultivos tipificados serologicamente durante los Gltimos 10 afios, la
frecuencia en la que se identificé E. coli 0157 fue de 0.50% (36 cepas), de estas solo una cepa

presentd la formula antigénica O157: H7. Es importante sefialar que dentro de las cepas O157 el
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mayor nimero (28) fueron del serotipo O157: NM, que de acuerdo a lo descrito por Feng (1998)"*
son clonas que derivaron de O157: H7 que perdicron la capacidad de movilizacion. Por otro lado
en estos 10 afios la frecuencia de aislamiento del serogrupo O7 fue de 0.85% (61 cepas), que
pertenccen a los serotipos: O7: NM (21), O7: H4 (17). OT: Hé (10), O7: H18 (6} v 6 cepas que
presentaron antigenos flagelares diferentes. El origen fue de nifios menores de dos aiios (43), de
animales (12) y ambientales (6). En lo que se refiere al aislamiento de cepas del serogrupo O116
fue negativo en este estudio. Esta ultima observacién muestra una frecuencia de aislamiento de
07 y O157 similar, por lo que si no se cuenta con un sistema completo de tipificacion para £. coli
pueden tenerse resultados falsos positivos.

Estudios en Alemania han reportado casos de SUH asociadas con el aislamiento de cepas de £
coli O157: NM que fermentaron el sorbitol y presentaron los genes stxZ, ede y ehxA (Gunzer,
1992 y Ammon, 1999)°"* %8 Este analisis en e} trabajo mostrd que tnicamente una cepa 0157:
NM aislada de un bovino presentd los genes eaed, stxI-2 y ehxA y otra dos de los genes referidos.
Lo anterior aunque no explica la baja frecuencia de aislamiento de E. coli O157 puede aclarar
porque ¢n México no se han presentado cuadros de CH y SUH relacionados con la infeccidn por
cepas EHEC.

Existen muy pocos estudios en animales en México para conocer la importancia epidemioldgica
de E. coli O157. En algunos paises tos bovinos constituyen la principal fuente de transmisién de
la bacteria (Borezky 1987 y Orskov 1989)°>%¢, recientemente en Japén se observé que también
los cerdos son un reservorio natural importante de E. coli productora de Stx (Nakazawa, 1999)*°,
Entre las cepas estudiadas por nosotros una cepa con el serotipo O157: NM se aislé de un cerdo

con diarrea. No obstante que los resultados de este estudio mostraron una baja frecuencia de
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aistamiento de £. coli Q157 y un nimero limitado de cepas portaban los genes relacionados con
la virulencia. ¢l hecho de que algunas de estas se aislaron de bovinos y cerdos luente de
transmision de la bacteria. plantea la necesidad de realizar vigilancia epidemioldgica ya que
podriamos estar ante una posible emergencia del patdgeno en nuestro pais.

Edwards-Ewing (1986)*° y Perry (1988)27 reportaren la existencia de reacciones cruzadas entre
cepas de £ coli 07, 0116 y Q157 cuando se utilizaron sueros policlonales de conejo. El analisis
de los ensayos de aglutinacién de 64 cepas de £. cofi O157 mostrd que este serogrupo
reaccionaba con su suero homoélogo v con sueros obtenidos contra otros tos antigenos 07 y 0116
de E. coli (Cuadro 3). La respuesta obtenida probablemente esté relacionada con la estructura
quimica de los LPS. Al respecto sabemos que la cadena lateral del LPS de £. coli O7 es galactosa,
manosa, rhamnosa, 4-acetamido-2.6-didesoxiglucosa (Marolda, 1993)%°, mientras que la
estructura quimica del LPS de £ coli 0157 es D-glucosa, L-fucosa, 2-acetamido-2-desoxi-D-
galactosa. y 4-acetamido-4.6-didesoxi-D-manosa (Perry, 1986)*. La presencia de carbohidratos
como glucosa. manosa y galactosa y su conformacion en las unidades repetidas de las cadenas
laterales del LPS. sugicre que ¢stos podrian ser los compuestos asociados con las reacciones
observadas entre los serogrupos Q157 y O7, aunque es necesario realizar mas estudios sobre la
presencia de regiones compartidas en las unidades repetidas de los LPS. Al realizar la absorcion
de un suero policlonal se logra mayor especificidad, para determinar el numero posible de
regiones compartidas. Después de realizar la absorcion de los sueros contra el antigeno homotogo
como los heterslogos se confirmd la existencia de regiones similares entre los tres grupos
antigénicos analizados (Cuadros 4 y 6). Lo anterior se establece al observar que la respuesta

obtenida inicialmente con el suero no absorbido disminuyé o incluso desaparecié cuando se
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utilizaron los sueros absorbidos. De estc ensayo también se determind que ademds de existir
regiones similares entre los 3 LPS se encuentran otros que solo son compartidos entre dos de los
LPS (Cuadro 6).

La respuesta humoral medida por ELISA e inmunoelectrotransferencia de individuos
asintomaticos. contra E. coli 0157 mostré una frecuencia de 16% que fue ligeramente superior a
la descrita para édreas endémicas (Reymond, 1996 y Wilson 1996)**2'. En México el aislamiento
de E. coli 157 que se encontrd es muy baja (0.5%) por lo que surge la pregunta con respecto a cual
podria ser el inmunégeno inductor de la respuesta inmune contra £. coli O157. Aunque la
respucsta de los sueros incluidos en el estudio muestra reactividad contra los LPS 07, O116 y
O157 por ELISA ¢ inmunoelectrotransferencia, la frecuencia en la que se identificaron estos
serogrupos fue baja, 0.5% para 0157, 0.8% para O7 y nula para O116. Este resultado sugiere que
la respuesta inmune que se observo contra £. coli 0157, podria relacionarse con infecciones
subclinicas causadas por la bacteria, o por procesos infecciosos asociados con otras bacterias.

La posibilidad de una reaccion cruzada que se desarrolla por la exposicién a microorganismos que
comparten epitopos con la bacteria es una posibilidad que cuenta con gran apoyo experimental
(Conlan, 1999 y Konadu 1998)°'%? Uno de los posibles epitopos podria ser el polisacarido 4-
acetamido-4.6-didesoxi-D-manosa (Perry, 1986)25 presente en las unidades repetidas de la cadena
lateral del LPS. Este componente de! LPS se ha identificado en diversos grupos bacterianos
incluidos los serogrupos de £. coli 07, 0116 y en algunos serotipos de Salmonella.

Ensayos realizados con suero de conejo preparado contra Salmonella del serogrupo O30
mostraron reaccion con el LPS de E. coli 0157 y reciprocamente el suero de conejo contra esta

bacteria reacciond con la Salmonella O30 (Chart, 1993)°7.
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Se ha reportado que pacientes con infeccion por S. fyphi presentaron anticuerpos contra el LPS
09 y algunos contra el antigeno d (flagelar) de S. typhi (Chart, 1997)*%. En este estudio al realizar
el mismo analisis se encontrd que pacientes con diagnodstico de ficbre tifoidea ademas de
presentar anticuerpos contra cl antigeno 09 reaccionaron incluso a diluciones mayores contra £.
coli O157. Esta observacién permitié considerar que S. #yphi al igual que Salmonella O30
comparten epitopos con £. coli O157.

E! hecho de que existan anticuerpos que reaccionan contra antigenos heterdlogos tiene
importancia por la posibilidad de diagnostico de falsos positivos. Sin embargo, la respuesta
policlonal pudiera ser de utilidad para el hospedero, por ¢l hecho de contar con anticuerpos que le
protegen contra un patdgeno causante de enfermedad. Al respecto la escasa incidencia de E. coli
0157 en paises como ¢l nuestro, podria explicarse por la existencia de proteccién inespecifica
que probablemente interficre con la colonizacién por E. coli O157. Los anticuerpos producidos
por ¢l hospedero ante un estimulo antigénico son de clases diferentes y con actividades diversas.
Una de estas actividades es la responsable de reconocer y eliminar el agente infeccioso. Los
anticuerpos bactericidas cumplen con esta funcién en individuos previamente sensibilizados.
evitando la colonizacién del érgano blanco por ¢l microorganismo. En ninguno de los estudios
previos se ha determinado la capacidad bactericida de los sueros que reaccionaban contra E. coli
0157. En este trabajo sc observéd como los sueros de conejo mostraron actividad bactericida
homologa y heterdloga, confirmando su posible participacion en la proteccién contra la infeccion.
En un modelo animal con ratones inmunizados por via oral con una cepa de Salmonella landau
que posee antigenos compartidos con E. coli 0157, Conlan (1999 observo que estos

presentaron titulos de anticuerpos elevados contra el LPS de O157. Estos ratones al ser retados
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con un inoculo oral de E. coli O157: H7 presentaron resistencia a 1a colonizacién en mayor
proporcion que los ratones testigo. El modelo antes referido apoya en cierta medida porque
probablemente no exista colonizacion por O157 cuando la poblacién tiene una respuesta inmune
contra el LPS Q157. Durante este estudio se analizo la reactividad de 7 muestras de leche materna
{datos no referidos) por inmunoelectrotransferencia. Cinco de estas reaccionaron contra el LPS de
E. coli 0157 lo que sugiere que probablemente la exposicion a antigenos inespecificos indujo
proteccion intestinal contra la bacteria. Con respecto a la respuesta observada en los nifios
menores de 6 meses, se puede considerar que el paso de anticuerpos por la via entero-mamaria
dio lugar a ia presencia de anticuerpos en suero, y son éstos los que dan proteccion al nifio, contra
la colonizacién por el patogeno (Figura 9).

Chart (1993)* sefial6 la existencia de perfiles electroforéticos a los que denominé A, By C que se
observan con cepas de £. coli Q157 con diferentes antigenos flagelares. En el perfil A se incluyen
los antigenos H6 y H19, en el B los antigenos H2, H16, H20, H39, H42 y H45: en el perfil C los
flagelares H7 y H8. En este estudio observamos el perfil C tanto con los anticuerpos de conejo
como los de origen humano. Resuita interesante que la respuesta de individuos sin cuadro clinico
sea similar a la mostrada por pacicntes que presentaron CH y SUH. Este hallazgo sugiere que no
obstante la baja frecuencia del aislamiento de £. coli O157 pudieran presentarse infecciones
subclinicas por el microorganismo.

Los resultados obtenidos permiten postular que infecciones con bacterias de la misma especie o
de especie diferente inducen una respuesta inmune del tipo humoral protectora. que participa en
la baja frecuencia de colonizacion y una baja frecuencia del aislamiento de E. coli O157. Esta

proteccion inespecifica a su vez contribuye a la ausencia de cuadros de CH y SUH asociados con
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la infecciéon por E£. coli O157. Los resultados también sugieren la posibilidad del uso de
inmundgenos heterologos para la proteccion contra £. coli 0157 en caso de la emergencia del
patdgeno. Falta por estudiar si esta respuesta inmune se presenta en bovinos, lo que explicaria la
ausencia del reservorio que complementa el ciclo de vida de EHEC.

Sin embargo, también existe la posibilidad de que esta bacteria presente una fase de latencia
como el estado viable no cultivable descrito en diferentes bacterias (Colwell, 1985)%" y que esta

sea una posible explicacion de su aislamiento ocasional.
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VIII. CONCLUSIONES

1. Hasta el momento no se tiene informacion en México, que relacione cuadros de colitis
hemorragica y/o sindrome urémico hemolitico con infeccion por E. cofi O157. Sin embargo, en

nuestro pais se han aislado cepas de E. coli O157 de fuentes diferentes.

2. La respuesta inmune heterdloga podria ser un factor que este contribuyendo a la baja

colonizacién que se ha observado en humanos y animales por £. coli O157.

3. La presencia de respuesta inmune contra los diferentes serotipos de £. coli 0157, podria estar

asociada con infecciones subclinicas ocastonadas por la bacteria.

4, La existencia de reactividad antigénica cruzada entre E. coli 0157 y los serogrupos O7 y 0116,
asi como bacterias de otros géneros bacterianos como Salmonella, probablemente inducen una

respuesta inmune humoral protectora contra la bacteria.

5. La posibilidad de la emergencia de E. coli O157 lo convierte en un patégeno importante en

paises como ¢l nuestro, en donde su incidencia se ha mantenido a tasas muy bajas.

6. Realizar vigilancia epidemioldgica para evitar la emergencia de E. coli O157 es de la mayor

importancia.
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