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INTRODUCCION

El sindrome diarreico constituye un severo problema de salud publica en los
paises en vias de desarrollo y, particularmente, la diarrea infantil representa
una de las principales causas de marbilidad y mortalidad en el ambitc mundial
ya que, al margen de las molestias y Iz discapacitacion temporai que suele
originar en el paciente pediatnice, a mediano plazo suele dar lugar a la
malnutricién -con el subsiguiente retraso en el crecimiento y desarolle- y

provoca un estimado de 4 millones de muertes por afio.

En Mexicc, la diarrea aguda es la primera causa de mortaiidad en nifios de 1 a
5 afics, y se relaciona con diversas complicaciones, entre las cuales
sobresalen |a pérdida aguda de agua y electrolitos, asi como el ongen, la

precipitacion o la exacerbacion de la desnutricion.

Los efectos deletéreos de la diarrea sobre el estado nutricional del nific se
producen tienen lugar debido a la reduccion en la ingestion dietética, a la
disminucion en la absorcién de nutrientes, al aumento del catabolismo, a la
pérdida directa de nutrientes por el intestino y/o a la ineficacia metabdlica

relacicnada con deficiencias en micronutrientes. Todo ello resulta muy comun



Escherichia coli

OBJETIVOS

« Sefialar las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas asociadas a
Escherichia colj enteroagregativa (ECEA} y Escherichia coli

enteroinvasiva (ECEI).

= Describir los principales factores de virulencia de Escherichia coli
enteroagregativa y Escherichia coli enteroinvasiva, relacionandoios con

la patogenia y la patologia implicadas.



PARTE I: Escherichia coli enteroagregativa

|. GENERALIDADES

i. Caracteristicas generales

Se trata de un patégeno entérico con el distintivo de que manifiesta un patron
de adherencia que semeja “ladrillos apilados” sobre las células de la mucosa
intestinal {1). Se asocia a diarreas persistentes en infantes, en una amplia y
creciente cantidad de brotes localizados principalmente en los paises del

tercer mundo, si bien se le ha detectado practicamente en todo el planeta.

Se considera que la naturaleza de la diarrea ocasicnada por ECEA es
predominantemente secretoria ya que, por lo general, las evacuaciones del
paciente suelen contener moco y sangre pero no células pelimorfonucleares

(PMNs).



ECEA y diarrea esporadica

Un trabajo realizado en Sao Paulo, Brasil (9), en el que se analizaron mamilas
con leche destinadas a la alimentacion de bebés, mostrd que 26 de las 100
muestras estudiadas se encontraban contaminadas con cepas de E. coli, 3 de
las cuales (11.5%) pertenecian a ECEA,; es importante considerar que el
indeulo correspondiente resultaba suficiente para causar enfermedad, de
acuerdo con las cifras que se habian establecido previamenie en voluntarios

humanaos.

En Meéxico, se analizaron 836 especimenes provenientes de 72 nifos
menores de 2 afios de edad, encontrandese que 373 (59 %) contenian cepas
de E. coli adherentes a células HEpP-2Z; !a mitad de éstas no perienecian a
ECEP v sblo un tercio de los nifios infectados con ECEA presentaba diarrea

sanguinolienta.

La importancia de ECEA en ¢l sindrome diarreico parece variar
geograficamente: en el subcontinente hindl, seis estudios que incluyeron
individuos hospitalizados con diarrea persistente (11), pacientes de consulia
externa en clinicas (12) y casos de diarrea esporadica detectados en
consultorios particufares (13), demostraron consistentemente que ECEA

ocasiona diarrea en nifios (11,12,13,14,15,18).



En la Ciudad de México, dos brotes intrahospitalarios causaron la muerte de 5
pacientes, a pesar del agresivo tratamiento administrado a los pacientes (29).
Las necropsias realizadas a los infantes implicados revelaron severas lesiones

necréticas en las mucosas del ileon,

En enero de 1995, durante una epidemia de diarrea localizada en una villa del
sur de la India, ECEA fue detectada en las heces fecales de 11 de las 20
personas afectadas; solo 1 de las 11 muestras recolectadas como controies

asintomaticos de la misma villa contenia al microorganismo (28).

En 1993, un brote masive aparecido en Japén, 2,697 nifios de 16 escuelas
enfermaron después de consumir desayunos contaminados (24). La
enfermedad se caracterizaba por dolor abdominal, nauseas y diarrea severa,
el pericdo de incubacién promedio fue de 40 a 50 h y la cepa implicada

pertenecia al serotipa O:H10.

En el Reine Unido se reportaron al menos 4 brotes durante 1994 (26): en el
primero, 19 personas enfermaron después de comer en un restaurante; el
segundo también se origind en un restaurante, en el que 10 de 14 comensales
padecieron diarreas persistentes. En el tercer brote 51 adultos de 21 a 31
afios de edad presentd diarrea y/o vomito durante 3 a 7 dias, como

consecuencia de la cena efectuada en un centro de conferencias.
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. FACTORES DE VIRULENCIA

i, Caracteristicas generales

Si bien la patogénesis asociada a las enteropatias por ECEA aldn no se
establece completamente, diversos estudios llevados a cabo durante el ultimo

lustro reconocen una critica etapa inicial {31):

1) La adhesién a la mucosa intestinal, mediada por fimbrias de adherencia
agregativas.

2) La conformacién de una capa delgada de mucus y bacterias sobre la
superficie intestinai.

3) La exfoliacion de células epiteliales del intestinc, originada

probablemente por la participacion de toxinas.

Los potenciales factores de virulencia asociados a dichas stapas son: el
antigenc fimbrial de adherencia | 6 1l (AAF/l 0 AAF/I) y las enterotoxinas Pety
EAST, todos ellos codificados por un plasmido de 65 MDa conocido como

pAA2. De hecho, el fenotipo de adhersncia agregativa (AA) observado en
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La AAF/t corresponde a una estructura flexible de 2 a 3 nm de diametro que
media la adherencia a céiulas HEp-2 y la hemaglutinacién de eritrocitos

humanos (38).

Los genes involucrados se localizan fundamentalmente en cepas ECEA 17-2
y sé encueniran organizados en dos regiones del plasmido de 65 MDa

separadas entre si por 9 kb de DNA (39, 40, 41).

La regidn | cedifica para la estructura fimbrial y su secuencia nucleotidica
sugiere gue la AAF/l estd relacionada con la familia de adhesinas Dr (41);
adicionalmente, dicha region esta constituida por un racimo continuo de genes

fimbriales estructurales.

Et orden de dichos genes se ha logrado establecer con base en la secuencia
de nucledtidos y en ia homgelogia crganizacional de 10s miembros de ia familia
de adhesinas Dr, correspondientes a factores de adherencia fimbrales vy
afimbriales que reconocen al grupe sanguineo Dr y cuyo papel resulta
indispensable en las infecciones urnarias y diarreagéenicas debidas a clonas

de E. cofi.

Por su parte, la region 2 codifica para un regulador de la transcripcion AggR,
uno de los miembros de la familia AraC de proteinas que enlazan DNA (40).
Las fimbrias AAF/l son fimbrias formadoras de racimos pero no muestran

homologia con miembros de ias fimbrias tipo 4 {42).
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El plasmido pAA de 65 Mda aisiado de |a cepa patogénica 042 de ECEA se ha
estudiado en detalle y ha sido designado como pAA2. Este codifica para la
fimbria AAF/Il y también para Pet y EAST, vy los genes implicados se ordenan
dentro de una regién de aproximadamente 25 kb. El mencionado plasmido es
considerado como el prototipe de |la familia pAA, ya que la maycria de las

cepas E. coli agregativas comparten al menos un gen con pAAZ.

Esta cbservacion fue sugerida en principic por Baudry y cols, quienes
describieron un fragmento de aproximadamente 800 bp que esta presente en

pAAZ y que sirve como un marcador Utll para los plasmidos pAA.

Aproximadamente el 18 % de las cepas de ECEA contienen el gen pet (50).
La cepa 042 lo contiene entre dos regiones de genes, cada una de las cuales
es requerida para ia biogénesis del antigeno fimbrial AAF/ll. Los genes de
AAF/l] aparecen en una organizacion unica: el chaperon aafD, la subunidad
fimbrial aafA y un regulador transcripcional {aggR) estén presentes en Ia
region 1. La region 2 codifica para el usher fimbrial aafC y para el producto de
un gen mas peguefio homoélogo a ios de las invasinas de la familia Dr,
localizado a 13 kb de 1a regidén 1. Hacia arriba del aafC se encuentra un
nseudogen con una significativa homologia a los nucledtidos asociades a la
familia de chaperonas. Es muy claro que los genes de la regidn t muestran
gran homologia con los que codifican para el antigeno fimbrial AAF/I y exhiben

un contenido bajo en G-C, mientras que los de la regidén 2 estan mas
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IIl. PATOLOGIA

i. Modelo de patogénesis

De acuerdo con |las observaciones de numerosos autores, Nataro y cols. han
propuesto un modelo de estudio de la patogénesis asociada a ECEA, en el

cual se distinguen en tres etapas:

» Etapa |: Adherencia de las bacterias a la mucosa intestinal, mediada

aparentemente por las fimbrias AAF.

» Etapa II: Produccién y secrecion de moco por parte de las células
intestinales implicadas, el cual se acumula constituyendo una biccapa
pegajosa ‘reilena” de bacterias agregativas. Dicha capa podria promover
una colonizacion persistente que provocaria la mala absorcidon de

nutrientes.

» Etapa lli: klaboracién de toxinas y desencadenamiento de la inflamacion,

lo que se traduce en dafio a la mucosa y secrecion intestinal. Los
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tas cepas ECEA exhiben una considerable heterogeneidad en relacién con
sus respectivas virulencias. Por ejemplo, en estudios realizados en la
Universidad de Maryland se chservé que, a dosis de 10"° UFC, la cepa 042
(productora de AAF/Il, EAST1 y Pet) generaba evacuaciones acuosas en 4 de
cada 5 veluntarios adultos inoculados (35), lo cual diferia radicalmente en

relacion con tres clonas AAF/I™, sélo una de las cuales era EAST1™: ninguna

de ellas provoco la aparicién de sintomas intestinales. Evidentemente, dichos
hallazgos sugieren adicionalmente que la toxina pet podria resultar

determinante en la patcgenia.

ili. ECEA y malnutricién

Otrec de los principales aspectos de las enteropatias debidas a ECEA alude a
interesantes observaciones realizadas recientemente en Fortaleza, Brasil (63),
las cuales proponen la correlacion entre la colonizacion intestinal por parte del
microorganismo y el retraso en el crecimiento de los infantes: numerosos
nifics a partir de cuyas heces fecales se aisld a ECEA, presentaban bajos
valeres de peso y estatura, independientemente de la presencia ¢ ausencia de

sintomas gastrointestinales®. (63)

'Asociaciones similares se han planteade para Cryptosperidium
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cabalidad. En este sentido, Baudry y cols (56) examinaron fragmentos
derivados de plasmidos obtenidos de las cepas 17-2 y 042, comprobando que
un plasmido de 1.0 kb derivado del segmento Sau3a hibridaba con el 89 %
(56/63) cepas enteroagregativas previamente definidas por el ensaye en
células HEp-2; adicicnalmente, sélo 2 de las 376 cepas pertenecientes a la
flora habitual o a otras categorias diarreagénicas hibridaron con la sonda

correspondiente.

Légicamente, ia sensibilidad de la prueba varia de acuerdo con los grupas de

investigadores, aunque en general aguéila se considera aceptable.

Por otra parte y obedeciendo a la tendencia mundial en cuanto a técnicas
moleculares, ya existen ensayos de reaccion en Cadena de la pclimerasa
(PCR), basados en el empleo de primers dirigidos contra las secuencias
asociadas a la adherencia agregativa; esta clase de métodos muestra una
sensibilidad y especificidad maximas (60), pero reguiere de gque el laboratorio
culente con el termociclador y el resto de los reactivos necesarios (ANTPs, Tag
polimerasa, primers, efc.), lo cual desafortunadamente representa una
condicion muy escasamente cubierta en México y el resto de los paises en

vias de desarrollo.
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Parte ll: Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI)

. GENERALIDADES

i. Caracteristicas generales

ECEl es capaz de ccasionar diarrea en voluntarios humanos y se encuentra
muy relacionada genéticamente con Shigeffa (64,67,75,84), tal coma lo
demuestra el hecho de que aquélia también es lisina-descarboxilasa negativa,
inmovil y lactosa negativa. Dicha refacion no sdfo incluye al tipo de
enfermedad que causan ambos microarganismos (81), sino en la reactividad
cruzada enire sus antigenos O: los anticuerpos inducidos por E. coli

enteroinvasiva reaccionan con fas diversas especies de Shigelia. (78)

Si bien el esqguema de patogenia en este microorganismo ain no ha logrado
establecerse con exactitud, diversos estudios sugiersn que sus rasgos
patogenéticos son virtualmente identicos a los observados en Shigelfa: invade
el epitelio colénico bajo un fenotipo originado por dos locus (65,66), uno

localizado en un plasmido y, el otro, deniro del cromosoma.
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Il. PATOGENESIS

i. Invasividad

El modelo de patogenicidad comprende los siguientes procesos (70,73,79):

a) Penetracién en las células epiteliales.

b) Lisis de |la vacuola endacitica.

¢} Muitiplicacién intracelular.

d) Movilidad direccional a traves del citoplasma haspedero.

e} Diseminacion hacia las células epiteliales adyacentes.

Légicamente, cuando la infeccidn resulta muy severa, dicha secuencia de
eventos origina una intensa respuesta inflamatoria que conduce a

ulceraciones en la mucosa coldnica (73).

Los genes involucrados en la invasion residen en un plasmido de 120 a 140

Mda, conocido como plnv y se suman al mxi y spa cromosdmicos (70,78), los

cuales codifican para la sintesis del denominado “sistema de secrecion
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lil. FACTORES DE VIRULENCIA

i. Caracteristicas generales

ECE!| elabora diversos factores de virulencia, los cuales la capacitan para
adherirse a las células colonicas e ingresar en ellas, a fin de crecer y
diseminarse a lo largo del tejido intestinal, sin que el sistermna inmunoldgico del

hospedero pueda dstener su curso.

Légicamente, el estudio de la patogenia asociada a ECEl ha representado
todo un desafio para los investigaderes, en virtud de que el agente etioldgico
no reproduce las clasicas lesiones humanas en los principales animales de
laboratorio. No obstante, los nuevos recursos de los infectdiogos han
permitido concretar la deteccién de numerosos factores de patogenicidad -y
de sus respectivas funciones-, los cuales recientemente se han significado
como elementos “clave” para explicar el sorprendente potencial invasivo del

microorganismo.

De acuerdo con estudios experimentales realizados in vitro, ECE| se adhiere a

las células Hel.a -neoplasicas de cancer de cérvix humano-, provoca que
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entre el mismo plasmido de 220 kp, el cromeosoma bacteriano y. posiblemente,

en algunos otros plasmidos. (81)

Légicamente, el control génico depende de sefales fisicoquimicas que se
generan o predominan en el ambiente, tales como la concentracion de ciertos
iones, el pH y la temperatura; por ejemplo, se ha demostrado ampliamente
que ésta variedad de £. cofi manifiesta su capacidad patogénica a 37°C, pero
pierde dicha caracteristica a 30°C, e inclusive, la recupera al incrementarse

nuevamente la temperatura de incubacion.

Por otra parte, la region plasmidica que determina la entrada bacteriana a la
célula hospedadora contiene 33 genes unidos en dos /oci, mismos que se
transcriben en direcciones opuestas; el primero de ambos codifica para la
sintesis de las proteinas Ipa (por invasion plasmid antigens) y de su chaperon
molecular IpgC en tanto que, el restante, lo hace para la produccion de un
aparato especializade en la secrecion de las Ipa, conocido come translocén

mxi-spa (por membrane excretion of Ipa and surface presentation of Ipa). (82)

Los genes ipa codifican para la sintesis de cuatro proteinas: IpaA, IpaB, IpaC
e IpaD, de fas cuales las tres Ultimas son indispensables para que ocurran la
adherencia € invasion; de hecho, IpaD es considerada como adhesina, en
tanto que IpaB e IpaC se clasifican como invasinas. Ademas, la secrecion de
las Tpa se ve estimulada por el contacto entre el invasor v la célula epitelial:

estudios realizados in vitro han mostrado que la adhesidn de ECE!} a las
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ECE!: después de la internalizacién primaria, las monocapas Hela se banan
con gentamicina, a fin de que dicho antimicrobiano provogue la muerte de los
bacilos que permanezcan extracelularmente (dicho antibidtica es incapaz de
afectar a las bacterias que hayan alcanzado su localizacién intracelular debido
a gue la gentamicina no penetra las células Hela); bajo tales condiciones, la
diseminacién no tendria lugar si el microorganismo sostuviera algun tipo de

contacto con el medio externo antes de invadir a otras células del cultivo. {76)

Una vez que E. coli entercinvasiva se desplaza a la superficie de la célula
infectada {después de realizar un cierto recorrido dentro del citoplasma), al
parecer ejerce una considerable presién sobre la membrana correspondiente
y la "empuja” hasta formar una “protrusién” (protuberancia que se inserta en la
célula hospedera vecina); posteriormente, ésta es englobada por la célula
adyacente, con vistas a generar un fagesoma con dos membranas -la mas
interna de l[as cuales proviene de la célula anterior-, lo que finalmente ocurre
merced a la lisis de la protusion por parte de oira proteina bacteriana: IcsB.
Mas tarde, el bacilo se reproducira en el citoplasma de la segunda celula
invadida cuando, per mediacién de |paB, logre escapar del fagosoma de doble

membrana. (77,80)

v. Invasion de la mucosa colénica

Dado que gran parte de las afirmaciones anteriores ha surgido de

observaciones in vitro realizadas en células Hel.a, es claro que el proceso
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tanto a los pocos microorganismos que persisten en el medio extracelular

como a las células invadidas.

En cuanic a la adherencia entre los PMNs y las células eucariotes implicadas,
es importante subrayar que el proceso induce que los primeros liberen
elastasa {(una serin-proteasa) y diversos radicales de oxigeno -altamente
oxidantes-, cuya accidn citotoxica suele resultar sinérgica y da lugar a la lisis

de las células epiteliales. (88)

En este sentido, se ha demostrado que el fenatipo mas invasivo de ECE| (gue
contiene a los genes pa), aumenta la mencionada interaccién de los PMNs
con la bacteria y los tejidos involucrados en la invasidn, por lo que ia liberacion
de elastasa y del contenido lisosomal conducen a la destruccién bacteriana
perg, también, a una lisis tisular masiva. De hecho, evidencias recientes
parecen confirmar que la interaccion del microorganismo con las ceélulas
fagocitarizs representa un paso primordial en el origen de la infeccién y que la
invasion bacteriana del epitelio intestinal no provocaria lesiones tisulares

mayores en ausencia de macréfagos y PMNs. (88)

vii. Organizacidn y regulacion de los genes de virulencia

Como se ha comentado con anterioridad, numerosos genes de virulencia se
encuentran distribuidos en piasmides de diferentes tamafios y en el

cromosoma bacteriano {consuitar la tabla 4).

64



CONCLUSIONES

Escherichia coli entercagregativa (ECEA) representa un patdgeno
intestinal emergente, tanto en los paises en vias de desarrollo como en
los industrializados, en los que recientemente ha venido ocasionando

numerosos casos individuales y brotes epidémicos de diarrea,

Los mecanismos de patogénesis asociados a ECEA aln estan siendo
estudiados; sin embargo, todo indica que las diversas cepas no son
igualmente virulentas y que en los pacientes pediatricos existe una
consistente relacién de la invasividad y toxigenicidad de este
microorganismo, con la diarrea persistente, la malnutricion y el retraso

de!l crecimiento del enfermc.

Los principales factores de virulencia de ECEA son codificados por el
plasmido pAA de aproximadamente 65 MDa y corresponden tanto a las
fimbrias AAF [ y If, asi como a las exctoxinas Pet v EAST1. Las
primeras participan en la adherencia det bacito al tejido intestinal vy, las

segundas, provocan el dano celular a fa mucosa.
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