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Introduccion

Introduccion

Escherichia coli (E. coli) se encuentra en el agua y en los alimentos contaminados, se
aloja en el intestino delgado, causa deshidratacion y diarrea, segun la SSA/INEGI
cada afio mata a cuatro mil nifios en México (encuesta epidemiolégica 2000).1* El
reporte de la Secretaria de Salud para el periodo 1995-2000 mostrd que las
enfermedades intestinales son la cuarta causa de mortalidad infantil en menores de 1
ano y la principal causa en nifios de 1 a 4 afios con una tasa de 4.96 / 100,000
habitantes.!*?!

E. coli es uno de los agentes etiolégicos de diarreas que afectan a nifos menores de 5
anos y adultos, cuando ingieren alimentos o bebidas contaminadas, constituyendo un
problema de salud publica en nuestro pais. "]

E. coli es una de las especies bacterianas mas minuciosamente estudiadas, no
solamente por sus capacidades patogénicas, sino también como sustrato y modelo de
investigaciones metabdlicas, genéticas, poblacionales y de diversa indole. Pertenece a
la microflora normal en tracto gastrointestinal, pero puede producir infecciones
intestinales o extraintestinales. Se han descrito diferentes grupos o categorias E. coli
intestinal: enterotoxigénica (ETEC), enterohemolitica también conocidas como
productoras de toxina Vero o toxina semejante a Shiga (EHEC, VTEC o TSEC),
enteroinvasiva (EIEC), enteropatégena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y de
adherencia difusa (ADEC).I'3 17 34.64.74.80.94 £ op)j extraintestinal: uropatégena (UPEC)
y bacteriémica o septicémica.!"

El mecanismo por el que E. coli actta como agente patdgeno es la produccion de
diversas enterotoxinas como la termolabil (LT) que es semejante a la toxina colérica
aungue 100 veces menos potente; la termoestable (ST) que se subdivide en Sta (ST-I)
que activa la guanilato-ciclasa de las células intestinales y provoca una reaccién
secretora y la STb (ST-1l) cuyo mecanismo de accién se desconoce. También produce
citotoxinas llamadas verotoxinas (VT) sobre todo la cepa de Escherichia coli O157:H7.
Estas verotoxinas se clasifican en VT-1 y VT-2. Recientemente se ha sefialado la
existencia de una verotoxina mas conocida como VT-2y. [3 12 42.55.60.83]

Las bacterias se pueden aislar e identificar tradicionalmente con base en sus
caracteristicas bioquimicas o serolégicas, pero también se puede estudiar sus
mecanismos de patogenicidad, mediante ensayos de cultivos celulares o modelos
animales y, mas recientemente empleando técnicas de biologia molecular que
evidencian la presencia de genes involucrados en dichos mecanismos .17 %l



Introduccion

En México, después de la llegada del célera en el verano de 1991, se intensificaron las
campafas de salud publica, lo cual provocoé un cambio en el patrén de las diarreas,
por lo que actualmente se desconoce el impacto de los grupos de E. coli
diarreogénicos (GED), en nifios menores de 5 afios.'"”!

En el presente trabajo se realiz6 una actualizacién biblio-hemerografica sobre los
GED en México, siendo la segunda causa de enfermedades diarreicas en nuestro pais
(s6lo superada por los Rotavirus);** recopilando informacién de manera ordenada,
l6gica y congruente para dar a conocer los mas destacados factores de virulencia de

GED.

Los GED presentaron mayor estacionalidad en la temporada primavera-verano (P-V),
M7 pero podemos aislar E. coli a lo largo de todo el afio y se identificaron més
frecuentemente en infecciones mixtas, las cuales son mas graves que las producidas
por infecciones simples debidas a un solo GED.?> "]

Las infecciones por GED son comunes a lo largo del afio; durante otofio-invierno (O-l)
la mayoria de las infecciones mixtas de GED estuvieron asociadas principalmente con
Rotavirus. Sin embargo las infecciones simples por GED se presentan principalmente
en P-V, asi mismo los nifilos que habitan en hogares en malas condiciones de higiene
tienen mayor riesgo de presentar estas infecciones simples por GED.[??!

Los factores de riesgo para cursar una infeccién simple por algin GED son: el no

hervir el agua que se utiliza para preparar el biberén y el estatus de desnutriciéon del
i [22]

nifo.

Por lo que se propone que deben continuar las campafas de salud publica
relacionadas con el manejo adecuado del agua y los alimentos que consumen los
nifios para disminuir la contaminacion fecal de los mismos.



Marco Tedrico

I. Marco Teorico

La diarrea es una de las principales causas de muertes en ninos menores de 5 anos en
paises en vias de desarrollo y en el mundo.[*® 104 124.128. 1381 ng de cada cuatro muertes
infantiles se debe a la diarrea, que se lleva la vida de al menos 3 millones de nifios y
bebés cada afio.'® '*8 En los paises en vias de desarrollo de Asia, Africa y América
Latina, los ninos menores de 5 afios pueden padecer hasta 10 episodios diarreicos por
ano, con un promedio de 3 6 4, aunque la mayoria de estos son de corta duracion (menos
de 7 dias), en algunos pacientes se prolongan tanto que constituyen un verdadero riesgo
de desnutricién y muerte.*> *®! De estas muertes, el 99,6% tienen lugar en el Tercer
Mund[<1)3,8]en donde uno de cada diez nifos muere por diarrea antes de cumplir cinco
anos.

En nuestro pais la mortalidad infantil, por su parte, disminuyé un quinto al pasar de 233
decesos de menores de un ano por cada diez mil nacimientos en el 2000 a 188 en el
transcurso de 2005 (quinto informe de gobierno). Las enfermedades gastrointestinales
suelen expresarse con mayor frecuencia como diarrea. En México a pesar de lo
extensamente estudiadas contindan siendo una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad fundamentalmente en los nifos. En las dos ultimas décadas en nuestro pais
las diarreas infecciosas han presentado una tendencia hacia la disminucion. En México a
partir del 2000 a 2005 se registraron los siguiente episodios diarreicos:'®

Ano Episodios
2000 6,717,159
2001 6,209,392
2002 6,674,353
2003 5,497,058
2004 5,648,681
2005 5,337,270

Sin embargo, consideramos que estos valores estdn subestimados, ya que se ha
reportado que en nuestro pais ocurren anualmente cuatro episodios de diarrea por nifio al
ano. Esto significa que anualmente se presentan entre 30 y 40 millones de episodios
diarreicos en esta poblacién.??
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Las enfermedades diarreicas no solo pueden producir la muerte, sino que se ha
observado que si el nifio presenta cinco o mas episodios de diarrea aguda al afio, no solo
disminuye en talla y peso, sino que también disminuye en su desarrollo cognoscitivo.®"!

En México, los padecimientos intestinales de origen infeccioso representan la segunda
causa de enfermedad -superados Unicamente por los de las vias respiratorias- y ocupan
el catorceavo lugar entre los diversos motivos de defuncién. Lo anterior deja clara la
importancia de establecer la prevalencia y la identificacion de los agentes causales de
diarrea en México.
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1 Diarrea

La diarrea es una enfermedad intestinal generalmente infecciosa, caracterizada por
evacuaciones liquidas o disminuidas de consistencia y frecuentes, casi siempre en
nimero mayor a tres en 24 horas con evolucién menor de dos semanas. 1% 75 76 %0 |
nuamero de las evacuaciones intestinales hechas en un dia varia segun la dieta y la edad
de la persona. Los lactantes alimentados al seno materno tienen evacuaciones blandas o
liquidas y mas frecuentes y esto no debe confundirse con diarrea.['?* 128 141]

La cantidad total de liquidos que ingresa al tubo digestivo es aproximadamente de 9 — 10
L al dia, lo que comprende el liquido que se ingiere, saliva, jugo gastrico, bilis,
secreciones pancreaticas e intestinales. La mayor parte se absorben en el yeyuno e
ileon, del cual aproximadamente 1.5 L son absorbidos por el intestino delgado y sélo
600ml llegan al colon donde se absorben otros 400ml, de ahi que el volumen diario de la
materia fecal sea menor de 200 g. Volumenes mayores que los sefalados indican la
presencia de diarrea. En lo que respecta a la frecuencia, se considera normal todo
aumento en el nimero de evacuaciones en relacién a la habitual para cada paciente.®': %
141 | a diarrea se define como evacuaciones con un peso superior a 250g/24 horas con un
contenido de agua del 70% al 95%.[7 %4l

- Deshidratacion
1.1 Peligros principales de diarrea que pueden
llevar a la muerte!'®
- Malnutricién

El cuerpo recibe normalmente el agua y las sales que necesita (ingresos) a través de los
liquidos y alimentos. Normalmente, pierde agua y sales (egresos) a través de las heces, la
orina y el sudor. Cuando el intestino esta sano, el agua y las sales pasan del intestino a la
sangre. Cuando hay diarrea, el intestino no trabaja en forma normal. Absorbe menos agua
y sales hacia la sangre, y elimina mas agua y sales desde la sangre hacia el intestino. Es
por esto que se pierden en las heces mas agua y sales de lo normal. Esta mayor pérdida
de agua y sales del cuerpo resulta en deshidratacion.® '3 Esto ocurre cuando el egreso
de agua y sales es mayor que el ingreso de las mismas. Mientras mas diarrea tenga el
nifo, mayor es la cantidad de agua y sales que pierde. La deshidratacién también puede
estar causada por vomitos, los que con frecuencia acompanan la diarrea. La
deshidratacion sucede mas rapidamente en infantes (menores de un ano) y nifios
pequefios, en climas calientes, y cuando hay fiebre.!'?®!

Aunque una mala nutricion produce estragos entre la poblacion en general, sus efectos
resultan mas nocivos cuando se padece en los primeros afnos de vida. La presencia de
desnutricién se relaciona con la ingesta inadecuada de nutrientes, su absorcion deficiente,
0 su pérdida sistematica anormal como consecuencia de episodios de enfermedad (como
diarreas o infecciones respiratorias).”

A menudo la diarrea se acompana con dolor y evacuacion de urgencia, malestar perianal
e incontinencia, dolor abdominal, nauseas, vémitos, espasmos abdominales, comunmente
conocidos como retorcijones, fiebre, y pérdida del apetito.”5 32 46. 104l
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1.2 Clasificacion clinica de diarrea

1.-Diarrea aguda: Ocurre de repente y tiene poca duracién. Persiste menos de tres
semanas casi siempre es infecciosa y de caracter autolimitado.[® 46: 4967 75,90, 109, 124,128, 141]

» Diarrea no inflamatoria — Es diarrea acuosa no sanguinolenta, que se relaciona
con cdlicos periumbilicales, timpanismo, nduseas o vomito sugiere origen del
intestino delgado causada por bacterias productoras de toxinas u otros agentes
(virus o parasitos) que perturban la absorcién normal y los procesos secretorios
del intestino delgado.’®  El principal peligro en esta patologia es la
deshidratacion y la pérdida de peso que se presenta si no se continda con la
alimentacion y rehidratacion del paciente.®®

» Diarrea inflamatoria — La presencia de fiebre y diarrea sanguinolenta (disenteria)
indica dafo del tejido colonico causado por invasion o una toxina, de tal manera
que afecta al colon por lo que el volumen de evacuacién es pequefio (<1L/dia) y
se relaciona con célicos del cuadrante inferior izquierdo."® Lo que produce una
rapida pérdida de peso, anorexia, sepsis y desnutriciobn, ademas de otras
complicaciones como la deshidratacion.#

2.- Diarrea Persistente: Es causada presumiblemente por agentes infecciosos y que a
pesar de su caracter agudo tiene una duracién de 14 dias o mas.*® *9 %6 143 1281 F|

principal peligro es la desnutricién, aunque también puede haber deshidratacién.?

3.- Diarrea Crénica: Esta se presenta a largo plazo y se agrupa en cuatro categorias
fisiopatoldgicas principales. 32 %8 46 75.76. 90, 104]

» Diarrea osmotica - Fuerza osmotica excesiva ejercida por solutos intraluminales
qgue disminuye con el ayuno.

» Malabsorcién - Emision de heces voluminosas con una osmolaridad elevada
debido a la presencia de nutrientes no absorbidos y de un exceso de grasa
(esteatorrea). La diarrea suele ceder con el ayuno.

> Alteracion de la motilidad - Patrones muy variables de aumento de la cantidad, el
volumen y la consistencia de las heces.

» Diarrea secretora: Secrecién neta de un liquido intestinal que es isoténico con el
plasma y que persiste incluso en ayunas (lesiébn virica o mediada por
enterotéxinas).

1.3 Etiologia

El consumo de un alimento en mal estado, intoxicaciones, una infeccién, algunos
medicamentos, incluso el estrés psicoldgico o fisico después de grandes esfuerzos puede
causar una diarrea.®® ¥ Finalmente la diarrea aguda puede ser la primera manifestacion
o el principio de un cuadro de diarrea crénica.”®
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Las causas de diarrea pueden incluir:*® 7898 104.119]

*Intolerancia a alimentos, tal como la intolerancia a la lactosa
*Medicaciones, incluyendo:
Antibioticos
Antiacidos que contengan magnesio
Medicamentos para presion sanguinea alta
Quinina
Quimioterapia para el cancer
Laxantes
*Sindrome de intestinos irritables (episodios de diarrea frecuentemente alternados con
periodos de estrefiimiento)
*Lesién al intestino después de tratamientos de radiacion para el cancer
*Sindromes de malabsorcion, tales como:
» Enfermedad celiaca
» Enfermedad tropical
» Sindrome de intestino corto
» Enfermedad de Whipple
» Linfangiectasia intestinal
*Enfermedades del pancreas y/o vesicula
*Enfermedades inflamatorias del intestino (colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn)
*Enfermedades cronicas, tales como:
Enfermedad hepatica
Diabetes
Hipertiroidismo
Enfermedad de Addison
Pelagra
Escleroderma
Amiloidosis
Sida
Céncer de colon
*Cirugia intestinal
*Infecciones, incluyendo intoxicacion alimentaria, tales como:
» Bacterianas: Campylobacter, Salmonella, Shigellay Escherichia coli.
» Viricas: Rotavirus, virus Norwalk, Cytomegalovirus, virus Herpes simple vy
Hepatitis virica.
» Parasitarias: Giardia lamblia, Entamoeba histolytica y Cryptosporidium, Taenia
>

VVYVYVYVYVYVY

VVVVVVVYY

solium, Ascaris lumbricoides y Trematodos.
Fangica: Candida (levadura).

El presente trabajo se basa en Escherichia coli (E. coli), que es numero dos en
enfermedades diarreicas en los paises en vias de desarrollo (sélo superada por los
Rotavirus).
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2 Escherichia coli (E. coli)

Originalmente descrita y nombrada por Theodore Escherich, bacteridlogo aleman en
1885. Fue el primero en describir y aislar a esta bacteria en heces de un nifio sano al cual
denomind Bacterium coli commune. Sin embargo, desde sus primeras observaciones
Escherich propuso la posible participacion de esta bacteria como un agente productor de
diarrea, lo cual no se acepté debido a que el microorganismo se aislaba tanto de las
heces de nifios sanos como de nifios con diarrea.® "' En 1894 demostro su presencia en
orina de jovenes con infecciones del tracto urinario postulandolo como un agente
oportunista. " Y luego en 1895, el nombre de Bacterium coli commune cambio por
Escherichia coli (E. coli) en honor a Theodore Escherich.?% 1!

Durante muchos anos se consider6 a E. coli como un organismo comensal del intestino
grueso de humanos y animales, hasta que Massini, 1907; Dulaney y Michelson, 1935
mostraron que podia ser la causa de diarrea en neonatos."”!

El primer estudio epidemiolégico de E. coli como responsable de procesos diarreicos en
humanos, fue reportado por Bray y Gyles, (1945) aislaron e identificaron cepas de E. coli
causantes de un brote de diarrea en donde el 56% de los nifos infectados murieron; a
esta cepa se le denominé E. coli alfa. En estudios posteriores se reconocié una segunda
cepa involucrada en un brote de diarrea siendo serolégicamente diferente a E. coli alfa
(E. coli beta). Lo anterior fue corroborado mediante la tipificacién seroldgica basada en el
esquema de Kauffman y DuPont descrito en 1947 y se llegd a concluir que
independientemente del pais de origen las cepas asociadas a procesos diarreicos
pertenecian a ciertos serogrupos.!'%!

A pesar de que la primera descripcion de la bacteria ocurrié en el siglo XIX, no fue hasta
finales de la década de los cuarenta del siglo pasado que se pudo establecer plenamente
la participacion de E. coli como agente causal de diarrea.

2.1 Caracteristicas generales de E. coli

De acuerdo al manual de Bergey's, E. coli es un miembro de la familia
Enterobacteriaceae. Dentro de la tribu Escherichieae, la cual incluye a lo géneros
Escherichia y Shigella. Estas dos bacterias estan relacionadas estrechamente, sin
embargo la separacion entre los dos géneros se ha mantenido principalmente por razones
practicas.?> "% E| género Escherichia comprende las especies; E. adecarboxylata, E.
blattae, E. coli, E. furgusonii, E. hermanii y E. vulneris.?* ®1 La especie que mejor se
conoce es Escherichia coli en relacion a su capacidad patdégena, aunque las cinco
especies restantes estan siendo estudiadas para determinar su papel en la generacion de
enfermedades.”®

E. coli es un bacilo corto de 1.1-1.5 x 2.0-5.0 um, gram negativo, no esporulado, puede
ser inmévil, pero usualmente es motil con flagelos peritricos (Figura 2.1).2% ' 129
Frecuentemente presenta una microcapsula, por lo que algunas cepas producen colonias
mucoides, la mayoria son fermentadoras de lactosa y de la glucosa,!'™ con produccién
de acido y desprendimiento de gas, dentro de las 48 horas de incubaciéon a 35 + 2 C y
oxidasa negativa.!'"'”
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E. coli es un anaerobio facultativo que crece a temperaturas desde 2.5 — 45 °C y puede
sobrevivir a temperaturas de refrigeracion y congelacién. EI pH O6ptimo para su
crecimiento es de 7.0 aunque esta especie crece en un intervalo de pH de 4.4 — 9.0 ; ésta
bacteria crece en medios de cultivo simples y sintéticos, donde utiliza glicerol o glucosa
como Unica fuente de carbono y energia.!'%

Figura 2.1
Escherichia coli en la que se observa su forma de bacilo.

Fuente: Toro Carla C. [1%°]

En cuanto a caracteristicas bioquimicas en el (Cuadro 2.1) se muestra el porciento de
positividad que presenta E. coli con respecto a algunas prueba bioquimicas de
diferenciacion o identificacion.!*” 10 108!

Sobre medios solidos, las colonias son circulares y lisas, con bordes bien definidos.
Algunas cepas al crecer en un medio de gelosa sangre producen a o B hemdlisis,
relacionadas con la produccién de hemolisinas.”> ° En medios sélidos selectivos vy
diferenciales que contienen carbohidratos, las colonias son lisas, circulares, con borde
entero, convexas Yy brillantes. En medio liquido las cepas lisas producen una turbidez
uniforme, mientras que las cepas rugosas se asientan en el fondo formando un depdsito
granular.['®®

Genéticamente esta constituida por una molécula circular de DNA con un peso molecular
de 2 x 10  pb y alrededor de 5 x 10 © pares de bases.!"*

Sus cepas forman la mayor parte de la flora comensal aerobia y anaerobia facultativa del
tubo digestivo de animales y humanos, eliminandose por las heces al exterior. Por esto,
no es infrecuente que se encuentren en el medio ambiente, donde son capaces de
sobrevivir durante cierto tiempo en el agua y los alimentos, de manera que su aislamiento
constituye un indicador de contaminacién fecal.!''"!
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Cuadro 2.1

Identificacion Bioquimica de Escherichia coli.

Prueba bioquimica
Oxidasa
Produccion de indol
Rojo de metilo
Voges-Proskauer
Citrato de Simmons
H,S (TSI)
Hidrolisis de urea
Utilizacion de malonato
Acido de glucosa
Gas de glucosa
Fenilalanina desaminasa
Lisina descarboxilasa
Arginina hidrolasa
Ornitina descarboxilasa
Movilidad a 36 °C
Hidrdlisis de gelatina a 22 °C
KCN crecimiento en
Fermentacion de lactosa
Fermentacion de la sacarosa
Fermentacion de D-manitol
Fermentacion de D-sorbitol
Fermentacion de mucato
Fermentacion de dulcitol
Fermentacion de salisina
Fermentacion de adonitol
Fermentacion de inositol
Fermentacion de L-arabinosa
Fermentacion de rafinosa
Fermentacion de L-ramnosa
Fermentacion de maltosa
Fermentacion de D-xilosa
Fermentacion de trealosa
Fermentacion de celobiosa
Fermentacion de a-metil-D glucdsido
Fermentacion de eritritol
Fermentacion de la esculina
Fermentacion de melodiosa
Fermentacion de D-arabitol
Fermentacion de D-manosa
Fermentacion de glicerol
Nitrato a nitrito
Tartrato de Jordan
Utilizacion de Acetato
Lipasa
DNasa a 25 °C
ONPG

% de positividad
0
98
99

100

ONPG: (4-O[B-D-galactopiranosil]-D-glucopiranosa)

Modificado de: Farmen 13.["]
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Las enfermedades y sindromes causados por E. coli se enlistan en el (Cuadro 2.2).
Infecciones debidas a E. coli patogénica pueden ser limitadas a la superficie de la mucosa
o pueden diseminarse a través del cuerpo. Tres sindromes clinicos generales son:'**!

1. Infecciones del tracto urinario

2. Sepsis / meningitis

3. Enfermedades diarreicas / entéricas

Cuadro 2.2
Enfermedades y sindromes relacionados con infecciones causadas por E, coli.

e Qastroenteritis

e Enteritis prolongada

e Diarrea en infantes

e Diarrea del viajero

e Diarrea sanguinolenta

e Sindrome disentérico

e Infecciones en el aparato urinario y superior
e Pielonefritis

e (Colitis Hemorragica

e Sindrome Urémico Hemolitico
e Infecciones en heridas

e Septicemias neonatales

e Meningitis neonatal

e Varias manifestaciones en huésped
Inmunocomprometido

Fuente:Rodriguez CM. [108)
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2.1.1 Estructura Antigénica, E. coli

Para determinar el grupo patégeno al que pertenecen, Kauffman en 1940 desarroll6 un
esquema de serotipificacion que continuamente varia y que actualmente presentan 176
antigenos somaticos O (lipopolisacaridos), 60 capsulares K (polisacéridos) y 112
flagelares H (poseen naturaleza proteica) (Figura 2.2). El antigeno K corresponde al
polisacarido capsular que envuelve la pared celular y enmascara el antigeno O inhibiendo
su aglutinacién. Existen dos grupos de antigenos K (grupos | y Il), que corresponden con las
variedades K(A) y K(L). Los antigenos K(L) se inactivan calentandose a 100°C/1 h, mientras
que exposiciones de 121°C/2 h inactivan la variedad K(A) que se asocia solamente a cepas
de los serogrupos 08, 09, 020 y O101. Por ultimo, los antigenos flagelares H son
termolabiles, de forma que se inactivan al calentarlos a 100°C/30 min.[62 11 1291

Figura 2.2

Esquema de Escherichia coli en el que se presentan los principales antigenos
de superficie (O, K, H y F) y algunos factores de superficie.

Céls. epiteliales del huésped \._59

=

~
Flagelo
Fimbrias (Antigeno H)
(Antigeno F) M
~MW\—  Capsula
(Antigeno K)
ME .
-"'-_—-.__
- Enterotoxinas
—ﬁ Verotoxinas
l Toxinas asociadas ‘_//'
@ (CNF1 y CNF2)
8 [Aerobactina’
Pared Celular

Complejo Fe- (endotoxina, antigeno O)
/ Aerobactina

Fuente: Johnson J.[6%

El antigeno “O” es el responsable del serogrupo; la determinacién del antigeno somatico y
flagelar (O:H) indica el serotipo, el cual en ocasiones se asocia con un cuadro clinico en
particular. EI Cuadro 2.3 muestra algunos serotipos mas frecuentes asociados con los
grupos patégenos. 4% 47 61,91 103]
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Cuadro 2.3

Serotipos y Serogrupos de Escherichia coli causante de diarrea.
ETEC EIEC EPEC EAEC TSEC
06:H- 0O28ac:H- 018 03:H2 O1:MN 022:H40  083:H1 0115:H18 0157:H-
06:H16 029:H- 026:H- 015:H18  O1:H1 023:H7  084:H2 0116:H19 0157:H7
08:H- Ol12ac:H-  026:H11 044:H18  O1:H2 023:H16  085:H10 0117:H- 0161:H-
011:H27 0124:H- 055:H- 077:H18  O1:H20 025:H-  085:H23 0117:H7 0163:H19
015:H11 0124:H7  055:H6 086:H- OL:HNT  025:H11 086:H10 0117:H7:K1  0165:H-
020:H- 0124:H30  055:H7 O111:H21  02:H1 026:H-  088:H- 0117:H14 0165:H10
025:H- 0135:H- 086:H- 127:H2 02:H2:K2 026:H2  091:H- 0117:H19 0165:H19
027:H- 0143:H- 086:H34 ONT:H10  O2:Hé 026:H8  091:H10 0118:H16 0165:H25
027:H7 0144:H- O111:H- 02:H7 026:H11  091:H14 0118:H30 0166:H15
027:H20 0152:H- Oillab:H2 02:H27 026:H21  091:H21 0119:H- 0166:H28
080 0167:H5 0119:H6 04:H40 026:H32  098:H- 0119:H5 0168:H-
085:H7 0125ac:H21 05:H- 027:H-  098:H- 0120:H19 0169:H-
0114:H21 0126:H- 05:H16 039:H4  098:H8 0121:H- 0171:H2
0115:H21 0126:H2 06:H- 039:H8  103:H- 0121:H8 0172:H-
0126:H9 0126:H27 06:H1 045:H-  0103:H2 0126:H- OX3:H2
0128ac:H27 0127:H21 06:H29 045:H2  0103:H4 0126:H2 ONT:H21
0139 0128ab:H2 08:H- 045:H7  0103:H6 0126:H8 ONT:H25
0148:H28 0128:H12 08:H14 050:H-  0103:H25  0126:H21 ONT:H28
0149:H4 0142:H6 08:H21 055:H-  0104:H7 0126:H27 ONT:H47
0149:H10 0158:H23 O9ab:H-  055:H6  0109:H2 0128:H12 OR:H-
0153:H45 O11:H49  055:H7  0110:H- 0137:H41 OR:H20
0159:H- 014:H- 055:H10  0110:H19  O141:H- OR:H21
0159:H4 015:H- 055:H?  Olllab:H-  0144:H-
0159:H20 O15:H27  060:H-  O111:H2 0145:H-
0166:H27 016:H- 065:H16  O111:H7 0145:H16
0167:H5 016:H6 070:H11 O11lab:H8  0145:H25
0169:H41 O17:H18  O73:H34 O111:H34  0145:H28
0173:H- 018:H- 075:H-  O111:HNT  0146:H-

018:H? 075:H5 0112:H21 0146:H21
020:H7 076:H19  0113:H2 0146:H28
021:H5 079:H7 0113:H4 0150:H10
022:H- 080:H- 0113:H53 0153:H2
022:H1 082:H- 0114:H4 0153:H25
022:H8 082:H8 0114:H48 0154:H-

ETEC E. coli enterotoxigénica EAEC E. coli enteroagregativa
EIEC E. coli enteroinvasiva TSEC E£. coliproductora de toxina Shiga
EPEC E. coli enteropatdgena

NT: no tipificable R: rugosa

Modificado de: Eslava C., Nataro and Kaper y World Health Organization.[*? % 140]

La serotipificacion de E. coli requiere de un gran numero de antisueros. Como hay pocos
laboratorios estatales que la realizan, se prefiere identificar las cepas mediante sus
factores de virulencia empleando ensayos in vitro, por ejemplo; adherencia en células
Hep-2 y toxigenicidad en células. También se pueden realizar ensayos in vivo, como asa
ligada o la prueba de Sereny, asi como inmunoldgicos y pruebas de biologia molecular,
para poner de manifiesto la presencia de fragmentos de genes involucrados en el
mecanismo de patogenicidad y que sirvan de marcadores moleculares. En el (Cuadro 2.4)
se muestran algunos métodos de estudio de los diferentes grupos patégenos o patotipos
de E. coli?? 9. 1%

Cuadro 2.4
Pruebas para evidenciar el mecanismo de patogenicidad de
Escherichia coli causante de diarrea.
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Grupo Mecanismo de
patoégeno

ETEC Enterotoxinas LT y ST

EHEC Citotoxinas STX1 y STX2

EIEC Invasividad

EPEC Adherencia localizada

EAEC Adherencia agregativa

ADEC Adherencia difusa

Pruebas

Asa ligada de conejo para LT

Efecto citopatico en células CHO, Vero y Y1 para LT

Raton lactante para ST

ELISA para LT y ST

Hibridacion en fase solida“colony blot” con sonda especificas LT y ST
PCR (ST y LT)

Serotipificacion

Efecto citotoxico en células Vero, Hela causado por STX
ELISA

Aglutinacion en latex
Inmunofiuorescencia

Separacion inmunomagnética
Extraccion de plasmido

Hibridacion

PCR (eae, SLTI, SLTII, pldsmido pO157)
Campos pulsados

Fagotipificacion

Prueba de Sereny en cobayo

Invasividad en células Hela

Captacion de rojo congo

Extraccion del pldsmido de 140 MDa

ELISA para el genipaC necesario para invasion
Hibridacion con sondas derivadas del plasmido pinv
PCR para genes ial, ipaH

Adherencia localizada en células Hep-2 y Hela
Prueba de FAS

Pldsmido EAF

Hibridacion (EAF, Bfp)

PCR (EAF, Bfp)

Adherencia agregativa en células Hep-2 y HelLa
Pldsmido de 65 MDa

Hibridacion con sonda obtenida del plasmido 65 MDa
PCR (pldsmido)

Adherencia difusa en células Hep-2 y HelLa
Hibridacion con sonda para la fimbria F1845

Modificado de: Eslava C. y Nataro and Kaper.[*? %!
La adherencia en E. coli es debida a la presencia de unos filamentos proteicos (de 100 a
1,000 por célula) que se proyectan a lo largo de toda la superficie de las bacterias que
reciben el nombre de fimbrias 6 pili. Dichos filamentos consisten en estructuras fimbriales
rigidas (5 a 7 nm de diametro) o flexibles (2 a 3 nm) que estan constituidas por unas 1,000
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subunidades estructurales repetitivas, y unas pocas (menos de 10) subunidades menores
funcionales entre las que se encuentran las responsables de la adhesién que se situan en la
punta de la fimbria. No obstante también se han encontrado adhesinas afimbriales. La
mayoria de las adhesinas poseen capacidad de hemaglutinar eritrocitos de diferentes
especies animales, dividiéndose en dos categorias: las que tienen hemaglutinacion sensible
a la manosa (HASM) y resistente a la manosa (HARM). La HASM se asocia con la fimbria
tipo 1 que se encuentra en la mayoria (> 75%) de las cepas de E. coli (patbgenas y no
patdgenas), mientras que la HARM es expresada por muchas fimbrias especificas de cepas
patégenas.

2.1.2 Mecanismos de patogenicidad, E. coli

Las cepas de E. coli puede causar diarrea mediante los siguientes cuatro mecanismos de
patogenicidad:?% &'

1) Propiedades de virulencia que estan codificadas en plasmidos.

2) Las adhercinas permiten que la bacteria pueda adherirse y colonizar el epitelio de
ciertas areas del intestino.

3) Produccién de enterotoxinas (tiene un efecto en la estimulacion de secrecion de
agua y electrdlitos) y/o citotoxinas (destruccion celular).

4) La invasién donde la bacteria se introduce al citoplasma de las células epiteliales
del intestino para posteriormente dividirse y pasar a las células vecinas, evadiendo
asi los mecanismos de proteccion del huésped.

La participacion de cada uno de estos eventos celulares conduce al dafio de érganos y
tejidos del hospedero.? °"! | os diferentes grupos de E. coli patégenos para el hombre y
los animales se resumen en la Figura 2.3; se han descrito paradigmas generales por los
cuales E. coli puede causar diarrea:[*°"l

i) Produccion de enterotoxinas (ETEC y EAEC)
i) Invasion (EIEC)

iil) Adherencia con mecanismos de sefalizacion de membrana (EHEC, EPEC y ADEC)

2.1.3 Evolucion de la patogenicidad en E. coli

La cepa de laboratorio K12 de E. coli ha sido intensamente utilizada como un organismo
modelo en gran cantidad de estudios, y una variante de esta cepa, la MG1655, fue elegida
para su secuenciacién. Esta cepa contiene 4,639,221 pares de bases de DNA circular de
doble cadena. El 87.8% de este genoma codifica para proteinas, el 0.8% codifica para
RNAs estables y 0.7% consiste en DNA repetido que no tiene funcion conocida. Esto nos
deja con alrededor del 11% del genoma con funciones de regulacién. El contenido
Figura 2.3
Mecanismos de patogénesis de las seis categorias reconocidas
de E. colidiarreagénicos.
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promedio de GC es del 50.8%. Debido a que un nimero importante de genes (al menos

755 genes en el cromosoma de la cepa MG1655) contienen diferentes proporciones de
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GC y un indice de uso de codones diferente del resto del genoma, se considera que estos
genes[g]e E. coli han sido adquiridos por transferencia horizontal (Lawrence y Ochman,
1998).

Entre estos genes con contenido GC diferentes destacan las llamadas "islas de
patogenicidad" (regiones donde se encuentran los genes que confieren capacidades
patdégenas a una bacteria) (Ochman y col., 1999). Se ha sugerido que al menos 17% de
los genes de E. coli son adquisiciones foraneas relativamente recientes (Lawrence vy
Ochman, 1998), con una tasa de transferencia horizontal de aproximadamente 16kb cada
millon de anos (Martin, 1999). Si el genoma de E. coli es dindmico, sus elementos
extracromosomales (plasmidos) son aun més. Esta bacteria puede sobrevivir sin ningun
plasmido o tener un buen porcentaje de su genoma total en plasmidos (Hopwood y
Chater, 1989). Se han descrito cerca de 300 plasmidos diferentes en E. coli (Boyd y col.,
1996). El nimero y tipo de plasmidos dentro de una célula esta regulado por dos fuerzas:
el nimero de réplicas de un mismo plasmido dentro de una bacteria - fendbmeno
controlado en parte por el mismo plasmido- y la entrada de nuevos plasmidos por
conjugacion o transformacion. Se ha reportado que los plasmidos pueden transferirse
entre células de diferentes origenes filogenético (géneros e inclusive familias diferentes
comparten plasmidos), dandole capacidades nuevas e instantaneas a su receptor (Lewin,
1998). Sin embargo, es interesante sefalar que existe incompatibilidad entre plasmidos
de un mismo grupo, por lo que no pueden ingresar a una bacteria dada plasmidos nuevos
pertenecientes a un grupo ya existente (Madigan y col., 2000).*

2.1.4 Diversidad de elementos moviles de E. coli

La variabilidad genética es esencial para el proceso evolutivo. Muchas bacterias se
convierten en resistentes por la adquisicion de ADN exdgeno mediante transformacion,
transduccién (fagos, que son virus de bacterias), conjugacion (plasmidos) o transposicion
(transposones), PAI, que no s6lo puede ir a la progenie sino también a otras bacterias
(Figura 2.4),"*"l mediante transferencia horizontal, sin embargo, ésta no explica el origen
de los genes de resistencia, solo su difusion entre las bacterias.’®!

De modo que la adquisicién de resistencia a los antibiéticos se cita generalmente como
ejemplo de «cambio evolutivo», y ha llegado a ser un ejemplo popular de lo que se
denomina «evolucién en una cépsula de Petri». Millerm, (1999) se refiere al desarrollo de
la resistencia a los antibioéticos como un ejemplo de la «fuerza creadora» de la evolucion.
Barlow y May, (2002) se refieren a ella como «la singular oportunidad de observar
procesos evolutivos a lo largo de unas pocas décadas en lugar de los varios milenios que
son generalmente necesarios para estos procesos».’®

Bacteriofagos

Los bacteriéfagos o fagos son virus que se reproducen en células procariontes. El
genoma de los fagos puede ser RNA cadena simple (MS2, QB), RNA cadena doble (phi
6), ADN cadena simple (phi X174, fd, M13) o ADN cadena doble (T3, T7, lambda , T5, Mu,
T2, T4). Estos acidos nucleicos pueden contener bases inusuales que son sintetizadas
por proteinas del fago. En los T-pares el genoma no contiene citosina sino 5'-
hidroximetilcitosina, mientras que en otros tipos de fago alguna de las bases esta
parcialmente sustituida. Las cepas de bacterias portadoras de fagos silenciosos o latentes
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son denominadas cepas lisogénicas (el fago se encuentra en forma de un precursor no
infeccioso llamado profago). La lisis de algunas de estas bacterias lisogénicas ocurre
solamente cuando estas células han sido estimuladas para producir fagos. La mayor parte
de la progenie de una bacteria lisogénica puede ser inducida a producir el fago por medio
de la irradiacién con UV o tratamiento con otros factores inductores.!”

Plasmidos

Son elementos de ADN circular extracromosémico que existian ya en la era preantibiotica,
aunque la presion selectiva ha llevado a su diseminacion. Su tamario es variable (< 10 a
400kb) y puede haber varias copias en una célula, aunque frecuentemente hay
incompatibilidad de plasmidos similares.!"”!

Algunos plasmidos se pueden transferir de célula a célula por medio de la conjugacion 6
tienen la capacidad de integrarse a los cromosomas y se sitia en medio, con lo cual,
automaticamente la maquinaria celular también reproduce el plasmido. Cuando ese
plasmido se ha insertado se les da el nombre de episoma;”! también llevan genes que
controlan los procesos de conjugacion: genes que alteran la superficie de las células para
permitir el contacto de célula a célula y genes que llevan a cabo la transferencia de ADN
de una célula a otra.l”

Transposones (Tn)

Son elementos con puestos movibles que contienen secuencias de insercion apareadas
que colindan con otras regiones genéticas. Los elementos transponibles mas sencillos
son las secuencias de insercion mismas que parecen no tener otros genes que los
capaces de lograr su propia transposicién. Transposiciones: proceso mediante el cual se
mueve un gen de un lugar a otro en el genoma.['?”!

Secuencias de insercion (IS).- Segmentos cortos de ADN de 1000 nucleétidos. Los
transposones y las IS son incapaces de una replicacion autonoma necesitando plasmidos,
el cromosoma o fagos para ello, aunque recientemente se han descrito los transposones
conjugativos que si podrian hacerlo. Presentan un mecanismo de recombinacion
altamente especializado independiente del sistema rec A clasico bacteriano que permite la
recombinacion de ADN de gran homologia.!"?”!

2.2 Clasificacion de cepas de E. coli que causan diarrea

E. coli coloniza el intestino del hombre pocas horas después del nacimiento y se
considera de flora normal. Sin embargo, existen cepas patdégenas causantes de diarrea
que en base, a su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, se clasifican en seis
grupos: enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica también conocidas como
productoras de toxina Vero o toxina semejante a Shiga (EHEC, VTEC o TSECQ),
enteroinvasiva (EIEC), enteropatégena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) vy

enteroadherencia-difusa (ADEC), cuyas caracteristicas principales se describiran en el
Cuadro 2 5 [8, 22, 39, 42, 64, 85,91, 86, 105, 108, 111]

Figura 2.4
Diversidad de elementos genéticos moviles de E. coli,
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Plasmido
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ETEC es probablemente el agente etiolégico mas frecuente de diarreas acuosas
de indole bacteriano entre la poblacion infantil en humanos y animales jovenes,
aunque pueden afectar a animales de todas las edades!" ¥ de los paises
subdesarrollados y el mas destacado responsable de la “diarrea del viajero”.!® 3° &
"' En paises en vias de desarrollo es un importante agente etiolégico de diarrea

en lactantes.®®

EHEC es agente causal de numerosos brotes epidémicos asociados a la ingesta
de agua y alimentos contaminados, a partir de la cual los individuos afectados
padecen de diarreas comunes o sanguinolentas, e inclusive, del sindrome urémico
hemolitico que implican a diferentes entidades clinicas, en paises desarrollados
tales como Japén, E.U.A. y el Reino Unido, aunque la presencia de este agente
empieza a detectarse en algunos paises en vias de desarrollo.[® 3% 8586 111l

EIEC manifiesta menores incidencias que las anteriores, pero se encuentra muy
relacionada bioquimica y genéticamente con Shigella, al grado de que comparte
con este género su especial capacidad para invadir el intestino e inducir cuadros
disenteriformes. [& 3% 1]

EPEC es una de las principales causas de diarrea infantil en los paises en vias de
desarrollo, aunque también provoca brotes localizados en las guarderias de los
paises desarrollados en donde, adicionalmente, llega a originar epidemias en
adultos. &% 11

EAEC se asocia a diarreas persistentes en los nifios que habitan en paises
subdesarrollados, si bien diversos brotes y estudios recientes realizados en
voluntarios humanos sugieren que también afecta a los adultos y que su
distribucién geogréafica es mundial. & 3% 1!

ADEC corresponde a un grupo heterogéneo de microorganismos y los estudios
epidemiolégicos efectuados hasta ahora han generado grandes conflictos vy
polémicas acerca de su verdadero significado clinico.!® 3 11

2.3 Diagnostico de los grupos de E. coli diarreogénicos (GED)

E. coli puede ser recuperada facilmente de especimenes clinicos, siendo los medios mas
frecuentemente utilizados para el aislamiento de dicha bacteria el agar MacConkey, de
donde se seleccionan cepas lactosa positivas, que se caracterizan por presentar un color

rosa. Las colonias pueden ser redondas, convexas, con bordes definidos.

[22, 55, 105]

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae, como todas las bacterias, son usualmente
identificadas por medio de pruebas bioquimicas, dentro de éstas, el indol es la mejor
prueba para identificar las cepas de E. coli, ya que el 98% son indol positivo.”®"

Cuadro 2.5
Principales caracteristicas de las cepas diarreagénicas de Escherichia coli.
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La identificacion de los grupos de E.

Categ. Adhesinas Toxinas

ETEC

EHEC

EIEC

EPEC

EAEC

ADEC

+CFAI-1IV * LT
+CS1-21 *ST
#Stx1, 2
+ Intimina #EAST1
¢ Hly
+ ipaC
+ Sen
4 ipaB
+ BFP
¢ Intimina
#EAST1
*AAF I, II
+ Pet
+ F1845

debido a dos razones:?* %!

1.

2.3.1

Otros

+ EAF
+ Tir
+ LEE

+p0157

¢ plnv

+ EAF
¢ Tir
+ LEE

+ Pic

coli diarreogénicos (GED) es muy complicada

Patologia

Per. Inc: 14-50 hrs.

Diarrea acuosa muy
voluminosa, sin sangre, ni
moco en nifios y turistas. La
fiebre es rara.

Diarrea con sangre,
antecede a la CH, al SUH
(con anemia hemolitica,
trombocitopenia y dafio
renal) o la PTT.

Per. Inc: 48 hrs.

Diarrea mucosanguinolenta
en ninos; fiebre, espasmos
en colon.

Per. Inc: 3 - 48 hrs.

Diarrea persistente > 14 dias
en nifos; /in vivo e in vitro.
lesion “adherencia-
esfacelamiento” (A/E).

Per. Inc: 8 - 50 hrs.

Diarrea mucopurulenta
persistente > 14 dias en
nifios y adultos.

Per. Inc: 48 hrs.

Diarrea acuosa sin sangre,
ni leucocitos.

Etiologia cuestionada.

Observasiones
adicionales
“Diarrea del turista”. Es

la categoria de £.coli
diarreagénica mas
frecuente. Su LT es 'y
funciona igual que la
toxina del cdlera.

El serotipo 0157:H7 ha
causado grandes brotes
epidémicos
principalmente en
paises desarrollados.
Causa lesion A/E como
EPEC.

Inmovil y Lac — como
Shigella, también su
patologia y modo de
invasion son similares.
Sigue en frecuencia a
ETEC. Lesion A/E en
modelo de “adherencia
localizada” en células
Hep-2.

Modelo “adherencia
agregativa”: las
bacterias se aglutinan
formando “pilas de
ladrillos”.

“Adherencia difusa” en
células Hep-2; las
patologias intestinales
serian poco frecuentes.

La utilizacién de pruebas bioquimicas tradicionales sélo nos permiten identificar
hasta especie, es decir se trata de E. coli, pero no nos dice nada acerca de su

patogenicidad.

Siendo E. coli el principal miembro de la microbiota del intestino del humano, se
requiere analizar al menos cinco colonias por paciente para diferenciar cepas
patdégenas (Murria y col., 1987). Debido a ello, desde hace varias décadas se han
buscado metodologias que nos permitan identificar a los GED.

Serotipificacion
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Al inicio, la caracterizacién seroldgica de E. coli tuvo un papel central en el diagndstico de
estos patdgenos, ya que permitié identificar serotipos asociados con casos de diarrea,
inclusive antes de conocer los factores de patogenicidad presentes en los GED.
Kauffman, (1994) propuso un esquema para la clasificacion serolégica de las cepas E.
coli, el cual contindia siendo utilizado con algunas modificaciones.? '

2.3.2 Asa ligada de conejo

Se ha desarrollado varios métodos para identificar los GED. Tal es el caso del asa ligada
de conejo (Evans y col., 1973), que es un método que identifica los factores de
patogenicidad “in vivo”. Originalmente fue desarrollado para identificar la toxina de célera
que producia algunas cepas de Vibrio cholera este método, entonces, se adaptd para la
identificacion de la toxina termolébil de ETEC. Consiste en la inoculacién de una solucién
bacteriana en el intestino delgado de un conejo previamente ligado de un extremo, una
vez realizada la inoculacion, se liga el otro extremo del intestino y se sutura al animal. Al
cabo de 6 a 18 horas el animal se sacrifica y se extrae el intestino delgado, el érgano
separado se mide y se pesa para determinar la cantidad de liquido acumulado debido a la
presencia de la toxina. Esta metodologia ha caido en desuso por su elevado costo,
ademas de la falta de estandarizacion, por la dificultad metodoldgica para realizarla y por
el nimero de animales que se requieren (5 conejos por paciente).??

2.3.3 Efecto de las toxinas sobre lineas celulares

La utilizacion de cultivos celulares para evaluar el efecto de las diferentes toxinas permitio
la identificacion especifica de las toxinas producidas por los GED.

Tal es el caso en el que se utiliza la linea celular de ovario de hamster chino (CHO), para
identificacion de la toxina LT de ETEC, donde dicha toxina causa elongacién de las
células (Guerrant y col., 1974).% 8 | 3 toxina LT, tiene actividad biolégica en células de
rindbn de mono verde africano (Vero) con un efecto citotdnico reversible (alargamiento de
las células); y también las células de tumor adrenal (Y1). Las toxinas LT y ST causan un
efecto citotonico.> %!

Por otra parte las células de cancer de cervix (HelLa), se han utilizado para la
identificacion de las toxinas de TSEC (Sxt-1 y Sxt-2), las cuales causan un efecto
citotéxico en dichas células. Las cepas de EHEC y algunas EPEC, producen citotoxinas
Vero (VT) denominadas también toxina semejante a Shiga o “Shiga-like” (SLT) que tienen

la capacidad de redondear las células de manera progresiva e irreversible y destruirlas.’?*
106]

En las cepas EIEC se observa el efecto de invasividad , en las lineas HelLa o sobre
células de cancer epidermoide de faringe (Hep-2) para observar el efecto de
invasividad.?? 1%

Otra forma de identificar a varios GED ha sido utilizando el ensayo de adherencia Hep-2 y
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HelLa, donde las EPEC se adhieren con un patrén localizado, las cepas ADEC se

%cg]hieren con un patrén difuso y las cepas EAEC se adhieren con un patrén agregativo.®*

Para la realizacion de este tipo de pruebas se requiere personal con experiencia e
infraestructura adecuada para mantener las lineas celulares.

2.3.4 Inmunoensayos

Los inmunoensayos utilizan anticuerpos para identificar las toxinas producidas por los
GED, en el mercado existe una gran variedad de kits comerciales para ello. El uso de
anticuerpos monoclonales y policlonales contra las toxinas Stx-1 y Stx-2 de las cepas
TSEC (Acheson y col., 1994) y la toxina LT de las cepas ETEC (Honda y col., 1981) ha
sido exitoso, pero son caros y requieren de encontrar las condiciones Optimas para que
las bacterias produzcan las toxinas.??

2.3.5 Métodos de biologia molecular

Los métodos de biologia molecular que se han desarrollado son una de las mas sensibles
herramientas de diagnéstico. Siendo precisamente el diagnéstico de los GED uno de los
primeros ejemplos en donde se utilizaron estas técnicas. Entre los métodos de biologia
molecular utilizados para identificar los GED se encuentran los ensayos de hibridacion
(co/on,\fzz]b/ot) y la reaccién en cadena de polimerasa ‘polymerase chain reaction”
(PCR).

2.3.5.1 Colony blot

En este procedimiento las dobles cadenas de DNA bacteriano son desnaturalizadas a pH
alcalino, asi las cadenas de DNA sencillas que estan marcadas radiactivamente con P* o
biotina (sonda marcada) y que es especifica contra los genes de patogenia pueden
hibridar con los genes del organismo homélogos a la sonda.!'*!

Se han utilizado sondas para identificar la presencia de genes que codifican para las
toxinas LT y ST de ETEC (Lanata y col., 1985) y los genes Stx-1 y Stx-2 de TSEC
(Newland y col.,, 1988). Por otra parte, dos sondas han sido utilizadas para la
identificacion de EIEC, la sonda pMR17 la cudl es un fragmento de DNA derivado de la
digestion del plasmido de Shigella flexneri, y la sonda ial, la cual se obtiene de la digestion
del plasmido de invasividad (p/nv) de EIEC (Gémez y col., 1987). Cualquiera de estas
sondas es 100 % sensible y especifica para la identificacion de cepas EIEC. Para la
deteccion de EPEC, se han utilizado sondas derivadas del plasmido EAF (Nataro y col.,
1985).122 103]

En los métodos de hibridacién se necesita una sonda para la deteccién de cada gen. Asi
si quisiéramos caracterizar solamente las cepas de EHEC se necesita el uso de cuatro

23



Marco Tedrico

sondas (Stx-1, Stx-2, eaeA, hlyA). A pesar de su sensibilidad, el colony blot es una
metodologia larga y costosa.’?® 'l

2.3.5.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR vino a revolucionar el diagnéstico de los GED. La PCR se ha utilizado
exitosamente en la identificacién de genes de patogenia de los GED. Esta metodologia
nos permite analizar un mayor nimero de cepas en un menor tiempo.

PCR se define como la reaccién ciclica enzimatica en la que se sintetiza DNA “in vitro”,
mediante la cual las cadenas individuales de DNA blanco son duplicadas por la DNA
polimerasa en cada uno de los ciclos (generalmente entre 30 y 40) que integran la
reaccion. Al final de cada ciclo, las nuevas cadenas se vuelven a duplicar por la enzima,
lograndose una produccion exponencial de millones de copias del gen o segmento de
DNA sometido al proceso.?%2': 1371

Cada ciclo de PCR consta de tres pasos, los cuales estan determinados por temperaturas
y tiempos especificos, que son:

1. Desnaturalizacién: proceso en el cual se separan las dos cadenas
complementarias de DNA blanco.

2. Alineamiento de los iniciadores: en este paso se realiza el acoplamiento especifico
entre los iniciadores y las cadenas sencillas del DNA blanco.

3. Extension: donde la DNA polimerasa sintetiza la cadena complementaria al DNA
blanco a partir de los iniciadores.

Los componentes requeridos para la PCR son: el DNA (gen o fragmento a amplificar), los
iniciadores  (oligonucleotidos) especificos que flanquean el gen, la mezcla de
desoxinucleotidos (dNTP’s), la solucion amortiguadora, el cloruro de magnesio y la DNA
polimerasa.?' %"

Se han desarrollado varias PCR utilizando solo un par de iniciadores (PCR simple) o mas
de un par de iniciadores (PCR multiplex) para identificar genes especificos para los GED.

Entre los trabajos publicados se encuentran varios PCR simples que nos permiten
identificar al gen Stx-1 de TSEC (Karch y col., 1989), el gen eaeA, de TSEC y EPEC
(Gannon y col., 1993), el gen hlyA (Schmidt y col., 1995), el gen bfpA de EPEC
(Tornieporth y col., 1995) y el fragmento ial de EIEC (Frankel y col., 1990). 2 1%

Por otro lado, se han desarrollado varias PCR multiplex entre las que se destacan tres, la
primera amplifica los genes que codifican para las toxinas LT y ST de ETEC (DuToit y
col., 1993); la segunda amplifica los genes Stx-1, Stx-2, eaeA, y hlyA de EHEC (Paton,
1998); y la tercera amplifica los genes aap, aggR y aatA de EAEC (Cerna y col., 2003).14
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3 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Este grupo fue descrito a partir de los estudios de De y col.,, (1956) en los que se
observaron la distension por edema de asas ligadas de intestino de conejos con
ultrafiltrados de cultivos de ciertas cepas E. coli, se demostré su capacidad para producir
exotoxinas que al interactuar con las células epiteliales de la mucosa intestinal del
hospedero, inducian aumento en la secrecién de agua y electrolitos.*? Taylor y col.,
(1961) reconocieron que las cepas ETEC podian producir la secrecion de fluidos en el
intestino, lo cual se observé en el asa ligada de conejo. Posteriormente se demostré que
las cepas ETEC eran capaces de causar diarrea en voluntarios adultos segun DuPont y
col., (1971).4

3.1 Factores de virulencia de ETEC

ETEC elabora diversos factores de virulencia, entre los que destacan sus adhesinas y
enterotoxinas , codificadas todas ellas por uno o méas plasmidos no conjugativos.®

> Adhesinas - Antes de ocasionar diarrea, ETEC debe adherirse a la mucosa del
intestino delgado, concretamente a los enterocitos, a través de sus numerosas
fimbrias (pili) superficiales; de esta manera, evita ser eliminada por el moco y los
movimientos peristalticos.

» Toxina termolabil (LT) - Manifiesta una muy estrecha relacién con el colerageno
(toxina del colera o CT), desde la perspectiva de su estructura y funcion; ambas
presentan una secuencia de aminodacidos 80 % idéntica, comparten a su receptor
primario en las células del hospedero y sus actividades enzimaticas son
practicamente iguales, si bien la CT resulta aun mas virulenta.

» Toxina termoestable (ST) — Es de origen plasmidico y eventualmente
transposénico, pequefnas, no inmunogénicas y monoméricas; a la fecha sélo se
han detectado dos clases de ellas: STa y STb, que difieren en cuanto a estructura
y mecanismo de accion.

3.1.1 Adhesinas

Algunas fimbrias de este microorganismo evidencian cierta especificidad hacia su especie
hospedera. Asi como cepas que expresan pili K99 suelen ser patégenas para vacunos,
corderos y cerdos; K88 sélo lo son para los cerdos; cepas de origen humano presentan su
propio arreglo fimbrial, conocido como antigeno factor de colonizacion (CFA) por
“colonization factor antigen”, y conformado -a su vez- por distintos componentes
antigénicos denominados antigenos superficiales de E. coli (CS) por “E. colitype 1 o Coli

surface’ 5" 61 103]

Con base en sus caracteristicas morfologicas, los CFAs se subdividen de la siguiente
manera.[so, 51, 103]
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- Fimbrias o filamentos rigidos (Figura 3.1), tales como el CFA/I, CS1, CS2, CS4,
CS14, CS17 y CS19, que se integran por una proteina Unica, ensamblada en
forma helicoidal.

- Fibrillas o paquetes de hilos flexibles.

- Filamentos individuales finos y flexibles.

- Proteinas superficiales no fimbriales.

A la fecha se han descrito mas de 20 diferentes factores de colonizacién (Cuadro 3.1),
siendo los mejor caracterizados el factor antigénico de colonizacién 1 (CFA/I).P"

Figura 3.1
Representacion esquematica de la estructura de los
factores de colonizacion (CF) en ETEC.

(a) (k) (<) (d) (e) (f)

(a) Fimbria CFA/I

(b) Fimbria rigida enrollada

(c) Modelo de fibrilla de CF donde el sitio de unién se encuentra en el extremo terminal
(d) Modelo de fibrilla de CF todas las subunidades tienen sitio de unién a receptor

(e) Modelo de fibrilla de K99

(f) Modelo de fimbrias CS5y CS7 en forma de doble hélice

Fuente: Gaastra W.?Y

Es importante destacar que los estudios epidemiolégicos sugieren que, a nivel
mundial, el 75 % de las cepas ETEC de origen humano expresa CFA/l, CFA/Il o
CFA/IV.['%]

La genética de los CFAs ha sido estudiada extensivamente y esos estudios han servido
para esclarecer modelos para expresion de proteinas secretadas de fimbrias, traslocacion
y ensamble de organelos de bacterias (Figura 3.2).°"

En poblacion mexicana existen trabajos que sefialan que la prevalencia de factores de
colonizacién en cepas de ETEC aisladas de casos de diarrea son CFA/Il seguido de
CFA/l'y CFA/IV. Una parte relevante de estos trabajos es el perfil toxigénico de la cepa de
ETEC, reportandose, que las cepas ETEC aisladas poseen predominantemente un perfil
toxigénico ST/LT seguidas de aquellas productoras de LT y por ultimo las que solamente
expresan ST.’& ™8
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Cuadro 3.1

Caracteristicas de los factores de colonizacion de ETEC patogena en humanos.

CF ‘ cs ‘
Familia CFA/I
CFA/T CFA/T
CSs1 CSs1
CSs2 CSs2
Cs4 Cs4
PCFO166 (CS14
CS17 Cs17
CSs19 CS19
Grupo CS5
CS5 CS5
Ccs7 Ccs7
PCF09 CS13
CS20 CS20
PCF020 CS18
Tipo IV
CFA/IIL CS8
Longus Cs21
8786 CS15
Diferentes
CS3 CS3
CS6 CS6
PCF0148 CS11
PCF0159 CS12
2230 CS10
F = fimbria
f = fimbrilla
NF = No fimbrial

Morfologia | Tamafo Toxinas
(nm) (kDa)

F 7 15.0 ST+LT, LT

F 7 16.5 ST+LT

F 6 15.3 ST+LT

F 7 17.0 ST+LT

F 7 15.5 ST

F 7 17.5 LT

F 7 16.0 ST+LT

H 5 21.0 ST

H 3-6 215 ST+LT

F 27.0 LT

F 7 20.8 ST+LT

F 7 25.0 ST+LT

F 7 18.0 LT

F 7 22.0 ST+LT, ST,
LT

NF 2-3 16.3 ST

f 2-3 15.1 ST+LT

NF 14.5 ST+LT, ST,
LT

f 3 ST+LT

F 7 19.0 ST+LT

NF 16.9 ST

H = helicoidal o dos fimbrillas formando una hélice
CF = factor de colonizacién

CS = antigenos de superficie de E. coli

PCF = factor putativo de colonizacion

Fuente: Gaastra W.[%!

Figura 3.2
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Genética de fimbrias de E£. coli Enterotoxigénica ETEC.

o :b>?>l >d®

s > ) | >
e

cs3 Y S _

(cst) M - | >

Csé I
(es9) ) —

(agg dza e > >

chaperone usher cryptic pilin

Fuente: Nataro P.*%!

Pili CS1, se encuentra codificado en un plasmido pCoo de 98,396 bp. En el plasmido
pCoo se localizan los genes coo. Algunas cepas productoras de CS1, el plasmido pCoo
codifica LT, ST y CS3."

3.1.2 Enterotoxina termolabil (LT)

La toxina LT es codificada por el gen /t, es una proteina hexamérica de 84 kDa que
consiste en una subunidad A seParada del plano de un anillo formado por cinco pequefas
e idénticas subunidades B.”* #! T es codificada en un plasmido de virulencia de 60 kb
llamado Ent. Los genes eltA y eltB codifican las subunidades A 'y B respectivamente. En
contraste, poco se sabe del operon eltAB. Sin embargo, se ha reportado que el
mecanismo molecular de la proteina funcionalmente parecida a histona (H-NS) por “ heat-
stable nucleoid-structural” , regula la expresion del operon eltAB. H-NS es una
pequefia proteina de 137 aa, pero abundante (de ~ 2 x 10* moléculas / cell).?®

Se han descrito dos enterotoxinas termolabiles patégenas (LTI y TLII) de las cuales s6lo
la primera predomina en los humanos y la segunda se aisla con mayor frecuencia de
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cepas obtenidas de cerdos, se destruyen parcialmente de 60 — 80 °C durante 30 minutos
y totalmente a 100 °C durante 2 — 10 minutos.?% 4% 61100103

La LTI es una proteina de alto peso molecular de 86 kDa, se localiza en el espacio
peripldsmico y solamente una pequefa cantidad se libera al medio de cultivo, tiene
caracter inmunogénico y es no dializable, igual que la toxina colérica; se inactiva por
calentamiento a 100 °C por 10 minutos. ['-22 1061

LTIl muestra una semejanza entre un 55% a 57 % a LTl y CT en la subunidad A, pero
inicialmente no homologa para LTI o CT en la subunidad B.”! Las dos varientes
antigénicas LT-lla y LT-1lb comparten una similitud de 71 y 66% en las subunidades Ay B
respectivamente. LTIl incrementa intracelularmente los niveles de AMPc por mecanismos
similares para LTI, pero LTIl utiliza GD1 como receptor tal como GM1 (Fukuta, 1988 y
Guth, 1997).F!

3.1.2.1 Mecanismo de accion de LT

La LT esta constituida por una subunidad A (28 kDa) y cinco subunidades idénticas B
(11.5 kDa), pentamero capaz de enlazarse firmemente al gangliésido GM; (receptor
primario) y débilmente al GD1 y a otras glicoproteinas intestinales (Tenerberg y col.,
1994). Después de que la toxina se une a la membrana de la célula huésped por medio
de la subunidad B, la subunidad A es endocitada y traslocada a través de la célula, y se
transporta al aparato de Golgi a través de una vesicula® # 1 y es escindida
proteoliticamente en los péptidos A; y A,, el primero provoca la activacién permanente de
el adenilato-ciclasa, localizada en la membrana basolateral de las células del epitelio
intestinal polarizado. La subunidad A; tiene actividad de ADP-ribosiltransferasa y actua
transfiriendo una unidad de ADP-ribosil del NAD a la subunidad alfa de la proteina Gs
unida a GTP, la cual a su vez estimula el adenilato-ciclasa de manera permanente,
aumentando los niveles intracelulares de Adenosina-5’- monofosfato ciclico (AMPc). El
AMPc dependiente de cinasa se activa, permitiendo la fosforilacién de los canales de
cloro ubicados en las membranas apicales de las células epiteliales. El principal canal de
cloro que es activado por la toxina LT es el CFTR. El resultado es una hipersecrecion del
ion CI" de las células de las criptas hacia el lumen intestinal y la inhibicion en la absorcién
de NaCl por las células de la punta de las vellosidades intestinales, fenédmenos que
generan la pérdida de agua por parte de las células intestinales. El incremento de estos
iones en el lumen conlleva a la salida pasiva de agua de las células a través de la via
paracelular, produciendo una diarrea osmética (Figura 3.3-A).[2% 28.87.91. 103, 115,144, 145, 146]

Aunque el incremento en los niveles intracelulares de AMPc y la consecuente pérdida de
CI . representan los dos eventos que explican el clasico mecanismo de accion de la LT y
la CT, la respuesta secretoria del hospedero también se debe a procesos tales como los
siguientes:['%% 13!

* La promocion del transporte electrolitico y la movilidad intestinal, como resultado
de la liberacién de prostaglandinas PGE; y PGE, (productos procedentes de la
inflamacidn) por parte de las células cebadas.

* La desregulacion de la movilidad intestinal y de la secrecion iénica.

* La liberacién de interleucina 6 (IL-6), ante una eventual respuesta inflamatoria
disparada por la LT.
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* La disminucion en la absorcion de fluidos y electrolitos a partir del lumen
intestinal, por influencia de la LT.

3.1.3 Enterotoxina termoestable (ST)

La ST es codificada por el gen st, es una toxina pequefia, monomérica, que contiene
multiples residuos de cisteina, algunos de los cuales se encuentran formando enlaces
disulfuros haciendo a la toxina estable a temperaturas altas.!"® %!

ST es un péptido de bajo peso molecular de 1 — 6 kDa, no se inactivan por calentamiento,
no son inmunogénicas en estado natural, no dializables, son de respuesta rapida y de
corta duracién. No son neutralizables por antitoxinas del célera o LT, conservan su
actividad cuando son tratadas por calor a 65 °C durante 30 minutos, a 80 °C por 20
minutos 0 a 100 °C por 15 minutos; pero son destruidos al tratarse a 121 °C / 15 minutos,
no se desnaturalizan con solventes organicos, detergentes a pH 1, pero son inactivadas a
pH 12, son resistentes a pronasa, lipasa y amilasa./'™

La toxina ST se ha dividido en dos grupos dependiendo de sus propiedades bioldgicas y
fisioldgicas tal como: enterotoxinas termoestables | y |l no patégenas (STa activa en ratén

lactante g/ cerdos recien nacidos y STb sélo es activa en cerdos lactantes y asa ligada en
Conejo) [61, 87,100, 106, 145, 146]

STa o STI es un oligopéptido de 18 — 19 aminoéacidos con tres enlaces disulfuro con un
peso molecular de 1.5 — 2 kDa, parcialmente estable al calor, soluble en metanol, no
inmunogénica en estado natural, positiva en ratén lactante y lechones neonatos. ©'- %!

La STb o STII es un péptido de 48 aminoacidos con dos enlaces disulfuro con un peso
molecular de ~ 5 kDa, es estable al calor, insoluble en metanol y activa en intestinos
ligados de lechones y asa en conejo. Esta toxina induce la secrecion por un medio
diferente al de las toxinas STa y CT, en este caso parece ser que se encuentra
involucrada la prostaglandina PGE, secretada por la célula eucariote. ' 1%

3.1.3.1 Mecanismo de accion de ST

El receptor natural de ST es guanilato-ciclasa C, localizadas en la membrana apical de
las células epiteliales del intestino, y la unién con su receptor da lugar a que se eleven los
niveles de Guanosina-5"- monofosfato ciclico (GMPc). Tanto las cinasas dependientes de
CMPC como el AMPc, activan los canales de cloro y la inhibicién de absorcion del NaCl.
El incremento de éstos iones en el lumen conlleva a la salida pasiva de agua de las
células a través de la via paracelular, lo que clinicamente se manifiesta como diarrea
acuosa (Figura 3.3-B).I'7 22 87.103. 145,146 Gahe destacar que, contra lo que generalmente
se piensa, los cuadros entéricos debidos a ETEC incluyen mayoritariamente cepas
productoras de ST (éstos llegan a alcanzar el 30 % del total); ademas, la STa actua
mucho mas rapido que la LT, ya que ésta requiere de hasta 60 minutos para traslocarse y
activar a la adenilato-ciclasa.["™
Figura 3.3
Mecanismos de accion de las toxinas LT y ST de ETEC.
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Fuente: Nataro y Kaper.

3.2 Modo de transmision, ETEC

[91]

Diversas investigaciones epidemiol6gicas han mostrado que la contaminacion fecal de
alimentos y agua son los vehiculos mas comunes de infeccion por ETEC. Sin embargo
también se transmite de manera directa de persona a persona fecal y oral.['*®!

Estudios en voluntarios adultos a los cuales se les neutralizé el acido del estomago

mostraron que la dosis infectiva fue de 10® UFC (DuPonty col., 1971).

[22, 103]
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3.3 Cuadro Clinico, ETEC

Diarrea aguda, dolor abdominal, retorcijones, de muy corta evolucién (3-4 dias),
generalmente sin sangre, sin mucus, sin pus, en pocos casos se presenta fiebre y vomito,
muy ocasionalmente se manifiesta como un cuadro semejante al célera.®

La diarrea producida por ETEC puede ser leve, breve y autolimitada pero también puede
ser grave.l'®

3.4 Frecuencia, ETEC

ETEC es importante en lactantes, principalmente en nifios menores de dos afos, y en
particular durante los primeros seis meses de vida. La frecuencia de aislamiento de éste
grupo patégeno de E. coli en nifios con diarrea es de 10 — 30 %. En nifios en edad escolar
y en adultos puede ser asintomatica y poco frecuente o producir la diarrea del viajero.!"™

3.5 Diagnéstico de laboratorio, ETEC!*? 103 106!

o Asa ligada de conejo para toxina LT.

o Efecto citopatico (citotdnico) en células CHO, VERO y Y1 para LT.

o Raton lactante para ST.

o RIA para ST.

o ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) inmunoensayo enzimatico para LT
y ST.

o Hibridacién en fase soélida “colony blot” con sondas especificas LT y ST.

o PCR (STyLT).

En el Cuadro 2.4 se muestran los métodos de diagnostico.

3.6 Tratamiento, ETEC

« Rehidratacion oral
« Cloranfenicol

» Oxalato de Bismuto
 Cotrimexazol

Cientificos mexicanos desarrollan la primera vacuna comestible del mundo contra la
diarrea del turista causada por ETEC mediante la introduccion de un gen en las verduras
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(lechuga, zanahoria y amaranto), al ser consumidas por el hombre inhibiran la
enfermedad. La investigacion esta en la Ultima fase que es probar la eficacia de las
vacunas comestibles en roedores. Este proyecto estd a cargo de Sergio Rosales
Mendoza, quien encabeza los trabajos en el Instituto Potosino de Investigacion Cientifica
y Tecnolégica (Ipicyt).[*3%]

4 E. coli enterohemorrdgica, productora de toxina Vero 6 toxina
semejante a Shiga (EHEC, VTEC 6 TSEC)
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En 1983 se presentaron dos brotes de importantes hallazgos; el primero fue realizado por
Riley y col., reportaron 2 brotes de Colitis Hemorragica (CH) en los estados de Oregon y
Michigan en los Estados Unidos, los cuales estuvieron asociados a la ingestion de
hamburguesas mal cocidas en una cadena de restaurantes de comida rapida. Los
coprocultivos practicados a los pacientes redituaron el aislamiento de una -—hasta
entonces- rara cePa de E. coli perteneciente al serotipo O157:H7 no fermentadora de
sorbitol.l'”- %% &' 1931 | 3 segunda observacién "clave" fue efectuada por Karmali y col., en
ese mismo ano, en Ottawa y Canadd, encontraron el serotipo O157:H7 y a otros 3
serotipos (026, O111 y O113) quienes reportaron casos esporadicos de Sindrome
Urémico Hemolitico (SUH) en los que se detectaba la presencia de E. coli productora de
citotoxina en la materia fecal de los enfermos. Condujeron al reconocimiento de un nuevo
y creciente agente patégeno causante de un padecimiento renal e intestinal.[?% &' 146!

Konowalchuk y col, (1977) describieron filtrados de cultivos liquidos de ciertas cepas de E.
coli que provocaban un sorpresivo e irreversible efecto citopatico (efecto citotoxico) sobre
las células Vero, por lo que se le llama verotoxina (VT), y a las cepas capaces de
producirla se les determiné E. coli verotoxigénicas (VTEC).#% 8165 771091

Paralelamente O'brien y col., (1982) publicaron que en los extractos de ciertas cepas de
E. coli resultaban citotoxicos para las células de cancer de cervix (HelLa) y que tal
actividad podia ser neutralizada por anticuerpos dirigidos contra la toxina de Shiga (Stx),
sintetizada por Shigella dysenteriae tipo 1; subsecuentemente, el mismo autor informé
que varias cepas productoras de cuadros diarreicos liberaban una citotoxina muy similar a
la Stx (SLT, de Shiga-like toxin é toxina semejante a Shiga ) y que, inclusive, una de
dichas cepas coincidia plenamente con la reportada por Konowalchuk, la cual sintetizaba
toxina Vero.l' 610l

En 1987 O'brien y Colmes hicieron notar que la SLT y VT eran en realidad una misma,
que la nomenclatura de VT1 es equivalente a SLT-I y VT2 es sinénimo con SLT-II.?"
Posteriormente se propuso el término de E. coli enterohemorragica (ECEH) por Levine en
éste mismo afio.?* *?

Finalmente, Karmali y col., concretaron una publicacién anual muy memorable, en la cual
subrayaron que la SLT/VT eran el factor de virulencia comun entre CH y el SUH,
responsable del dafio, tanto del tejido renal como del intestinal.['? *°!

Después de reconocerse que el serotipo O157:H7 era la causa de CH, los Centros de
Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de E.U.A. revisaron mas de 3,000 cepas
de E. coli entre 1973 y 1983 y soOlo encontraron un aislamiento de dicho
microorganismo. !

Algo similar ocurrié de 1978 a 1982 en el Reino Unido y en Canada. En consecuencia,
parece ser que la actual presencia del serotipo O157:H7 obedeci6 a un genuino
incremento de su incidencia y no a una simple omisiéon anterior a 1982. Sin embargo, el
SUH ya era una entidad clinica conocida antes de ese ano; de hecho, desde su
descripcion inicial en 1955, en los numerosos brotes se habia propuesto la hipétesis de
que su origen era viral o bacteriano; mas tarde, aunque las cepas de Shigella dysenteriae
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tipo 1 productoras de Stx se habian asociado al padecimiento, lo cierto es que en muchos
brotes epidémicos, los coprocultivos no revelaban su presencia sino la de E. coli, de la
cual solo se consideraba que desempenaba el papel benéfico que se le reconoce en la
flora intestinal. El total desconocimiento de la realidad duré hasta que Kibel y Barnard,
(1968) sugirieron que una cepa mutante de E. coli, infectada por un bacteriéfago, podria
ser la responsable de la enfermedad en Africa. Posteriormente, en la década de los 80's,
se demostrd que la Stx era codificada por un bacteriéfago de E. coliy que mas de 100
diferentes serotipos de esta especie podian sintetizarla.®

4.1 Factores de virulencia, (EHEC, TSEC 6 VTEC)

> El gen eaeA cromosomal — Codifica la proteina intiminapss; que corresponde a una
proteina de membrana externa (OMP) de 97 kDa, que al unirse a sus receptores
en la superficie de las células eucariotes, funge como soporte de los filamentos de
actina. Es la unica adhesina de E. coli O157:H7 cuyo papel in vivo se ha
comprobado plenamente en modelos animales.l'> % ' Causando la lesi6n
“‘Adherencia y Esfacelamiento” (A/E) codificada en un cromosoma de 35,480-bp
que se localizan en el locus de esfacelamiento del entericito (LEE), el cual esta en
una isla de patogenicidad homoéloga a EPEC (Figura 4.1).1'% 3637, 67.57.73,83]

> I|ha - Es una proteina involucrada en la adherencia y esta codificada dentro de una
isla cromosémica adquirida por E. coli 0157:H7.1%

> Enterohemolisina 6 hemolisina (Hly) — Es una toxina citolitica, se expresa en casi
todas las cepas O157:H7 y esta ampliamente distribuida entre las cepas de EHEC
nO'O1 57'[12, 83, 102, 108]

> pO157 - Es una proteina perteneciente a citolisinas formadoras de poros
codificada en un plasmido de 60 MDa. Su rol en la patogénesis del SUH no esta
claro pero en los pacientes que lo padecen se encuentran anticuerpos para esta
proteina,l'® % los LPS de las cepas O157 mejoran la citotoxicidad de la Stx sobre
las células endoteliales de los vasos humanos. ['% 1%

> SLT o VT - Estan relacionadas estructural e inmunolégicamente con  Stx
producida por Shigella dysenteriae tipo 1 “Toxina similar a la de Shiga” (Shiga-like-
toxin 6 SLT). Han sido caracterizados 3 tipos de verotoxinas, antigénicamente
distintas VT1 (o SLT-I), VT2 (o SLT-Il) y varias variantes de VT2, tales como
VT2vha, VT2vhb, VT2vp1 y VT2vp2.l'* %8l | a5 verotoxinas son producidas por
cepas humanas y bovinas asociadas con CH y SUH en humanos, mientras que
VT2v es responsable de la enfermedad edematosa en cerdos.I'* 60 83102, 111]

Se han descrito otros dos factores (Figura 4.1) que contribuyen a la patogenicidad de este
grupo:[22’ 37, 42, 83]

35



Marco Tedrico

1. El gen hlyA, presente en un pldsmido de 60 MDa, el cual codifica para hemolisinas.

2. Consiste en tres dominios que se encuentran en la isla de patogenicidad LEE
homologos a EPEC:

(i) Codifica para la intimitagso; y el receptor Tir (es homologa Hp90 para
EHEC).

(i) Codifica para sistema de secrecion lll.
(iii) Corresponde a las proteinas de secrecién polipéptidas EspA (25 kDa),

EspB (37 kDa), EspD (39.5 kDa) y EspE.

Figura 4.1
Genes involucrados en la patogénesis de EHEC.

Principales genes de la regién LEE

Aparato de secrecion tipo |l Proteinas
de secrecion

escRSTU escCJ escVN tir asfU eae espADBE

/

Toxina shiga
>

cromosoma / SIA sixB

v

’ . \ . .
EHEC Plasmléo: —] Hemolisina

—

60 MDa [ > e > >
ehxC A B C

Fuente: Nataro y Kaper.’!

La proteina intiminagss; (gen eaeA) forma parte de OMP, su receptor Tir (Hp90), el
sistema de secrecién de tipo Il y las proteinas de secrecion EspA (importante para el
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contacto inicial con la célula blanco), EspB y EspD, inician la traduccion de sefales
intracelulares con liberacion de inositol trifosfato y fosforilacion de cadenas semejantes a
miosina. La fosforilacién de tirosina de ciertas proteinas de la membrana celular que se ha
estudiado en EPEC no se ha comprobado en EHEC. Existe una heterogeneidad en la
secuencia de intimina entre EPEC y EHEC y aun dentro de las EHEC, que difieren en su
extremo C-terminal. Dado que esta proteina determina un estrecho contacto con las
células epiteliales, esas diversidades podrian ser responsables de las diferencias en
severidad de los sintomas que cada cepa ocasiona. Esta proteina no seria esencial para
la virulencia ya que existen cepas aisladas de pacientes que no contienen eaeA, pero que
mantienen un alto nivel de adherencia, y que probablemente contarian con factores de
patogenicidad adicionales.®®

EspE presenta homologia con la proteina Tir, descrita para EPEC, que una vez traslocada
al citoplasma de la célula epitelial es fosforilada en tirosina e incorporada en la membrana
citoplasmica, dando origen a la proteina inicialmente descrita como proteina celular Hp90,
que corresponde a Tir.*® ¥ Esto implica que la bacteria inserta su propio receptor en la
superficie de la célula epitelial, a la cual se adhiere para disparar los eventos que
finalmente conducen a la destruccion de las microvellosidades.

EspP es una proteina que puede ser agrupada dentro de la familia de
autotransportadores tipo V, es una serina proteasa extracelular, también codificada en
pO157, que podria ser otro factor de virulencia. Es capaz de clivar pepsina y factor V de
coagulacion y es citotéxica para células Vero. Se ha sugerido que podria exacerbar el

proceso hemorragico pero no es considerada un factor de virulencia universal de TSEC.!*®
134]

La enterotoxina EAST1 podria contribuir a la patogénesis de la diarrea acuosa de los
estudios tempranos de la infeccion por TSEC. El conjunto de estos factores de virulencia
le permiten a EHEC colonizar el intestino humano y adherirse firmemente a la mucosa
intestinal, dafar las microvellosidades y liberar las citotoxinas.®®

4.1.1 Caracteristicas generales y biologia molecular de SLT-I (VT-1)
y SLT-II (VT-2)

Las VT-1/STL-I estan constituidas por un monémero de subunidad-A de ~ 32 kDa, es una
fraccibn de actividad enzimética y se encuentra unida no covalentemente con un
pentamero de subunidades-B cada una de ~ 7.7 kDa. Analisis cristalogréaficos de rayos-X
y estudios de resolucion magnética nuclear demuestran la forma de pentadmero con
cadenas terminales carboxilo, subunidad-A insertada dentro del poro central de Ila

subunidades-B. Inmunolégicamente es neutralizada por anticuerpos anti-shiga.® "
108, 111]

VT-2/STL-1l estdn compuestas por una subunidad A y cinco B, con un peso molecular de
35y 10.7 kDa respectivamente.'®®

4.1.1.1 Similitud entre VT-1y VT-2
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Estas VTs provocan actividades biolégicas muy semejantes como:[# '@l

a) Acumulacién de fluidos en asa de conejo y cuando son administradas por via intraperitoneal
a ratones provocan paralisis de miembros inferiores y en ocasiones la muerte.

b) Codificadas a nivel de bacteriofagos (H19A y H19B).

c) Enterotoxicas en asa ligada de conejo.

d) Neurotoéxicas en rata.

e) Citotoxicas en cultivo celular.

f) Tienen como receptor celular glicolipidos “globotriaosyl-ceramide” globotriaosil ceramida
(Gbg) y “globotetraosyl-ceramide” globotetraosil ceramida (Gby) .

4.1.1.2 Diferencias entre la actividad biolégica de VT-1 y VT-283 100, 08]

2t VT-1 (1 x 10 ® cells/mg) es mil veces més activa que VT-2 (0.75-5 x 10 °
cells/mg) sobre células vero.

1% La DLsg de VT-2 (0.5-2 ng) en ratones adultos CD-1 por inoculacién parenteral
es mil veces mas toxica que la VT-1 de (~ 400 ng).

1t La DLsy de VT-2 en conejos es 100 veces mayor que la de VT-1.

¥t La diferencia mas importante se establece en la respuesta a la inyeccién de las
toxinas en el modelo de asa ligada de intestino de conejos. VT-2 produce una
hemorragia franca y VT-1 ocasiona una diarrea moderada sin sangre.

1t Estas diferencias de toxigenicidad también evidencian células renales humanas
que son tratadas con VT-1y VT-2 purificadas; en la que VT-2 es mas toxica.

Una posible explicacion es que los receptores Gb; de VT-2 son mas viables que VT-1
para poder llevar a cabo la endocitosis.® Debido a que VT-1 en su extremo C-terminal de
la subunidad A; tiene s6lo 4 aminodacidos; en VT-2 y Stx tienen diferente secuencia de aa
en el peptido A, de la toxina (Figura 4.2). Tal diferencia en A, afecta al pentamero-B en la
interaccién con el receptor vy la eficiencia de traslocacioén de proteinas.®!

1t El punto isoeléctrico de VT-1 es de 7.2 mientras que para VT-2 tiene valores
que van de 4.1 a 6.5

1t Al comparar VT-1y VT-2 en sus fracciones Ay B se observé una homologia del
57% y 60% en sus secuencias de nucleétidos y un 55% y 57% en secuencias
de aminoé&cidos respectivamente.

¥ VT-1 requiere de medios deficientes de fierro y se obtiene del sonicado de la
masa bacteriana a partir de un cultivo de fase estacionaria, para VT-2 no son
adecuados los medios de cultivo que contengan fierro y la aparicion de la toxina
se da en la fase logaritmica.

3t Diversas VT-2 tales como VT2vha, VT2vhb, VT2vp1 y VT2vp2,"* %! son
responsables de la enfermedad edematosa en cerdos.['? 60 102 1111

¥t VT-2v es neutralizada con antisuero contra STL-II, pero no para STL-I.
¥t La VT-2v es mas citotdxica en células Vero que en Hela.
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1t La VT-2v con estas caracteristicas se le ha denominado toxina shiga — like
variante (STLv).

Figura 4.2
Esquema de la estructura VT-1, VT-2 y Stx con sus diferentes extremos
C-terminales (aminoacidos) de la subunidad A,.

N — Terminal
De A2
La diferencia comin entre
VT-2 y Stk se encuentra
subrayada en el
extremo
C-terminal (secuencias de aa)
del peptido A, .
Los sitios relativos de los
peptidos de A, y A, no son
proporcionales. Sélo se indica
la secuencia diferente del R K K
extremo C-Teminal de A, R S S
T o Q
C — Terminal | F s
De A2 s L L
S Y Y
T T
T T
G G
K E
VT-1 VT-2 Stx
Fuente : Melton C.1%%
4.1.1.3 Mecanismo de accion de VT
Las subunidades-B se unen a receptores especificos tal como (Gbs o CD77);1*® % en

animales la VT2v tiene como receptor a Gb, . El receptor Gbs 6 Gb, es expresado en
dominios de membranas enriquecidas con glicolipidos, expresado en diferentes células
epiteliales y endoteliales de humanos y animales.’®* '

Se sugiere un sinergismo entre la subunidad-A y subunidad-B en el efecto citotéxico en
las células diana. No obstante estudios recientes muestran que la subunidad-B tiene
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efectos biologicos en células diana mediante un mecanismo de sefales intracelulares
sobre la unién de Gbs que conduce a apoptosis. [ & 11

Una vez unida la VT a sus receptores es internalizada a la célula por la via de endocitosis
mediada por receptor a través de vesiculas cubiertas por clatrina, segundos mas tarde de
ser formadas se despojan de su cubierta siendo asi capaz de fusionarse con endosomas
tempranos 6 endosomas tardios, dirigiendolos a la red de trans-Golgi del aparato de Golgi
y de ahi al reticulo endoplasmico (RE).[> 7" 798101 Cape mencionar que se ha observado
que la VT también puede ser transportada al aparato de Golgi mediante rutas
independientes de clatrina.l’" 7983 11l

Durante su transporte la subunidad-A es cortada por el recubrimiento de serina-proteasas,
localizadas en el complejo de Golgi. El resultado de la fragmentacién de la subunidad-A
da origen a dos fragmentos A; de (~28 kDa) + A, de (~ 4 kDa), que permanecen
asociados por puentes disulfuro. Una vez en RE el puente disulfuro es reducido, y el
fragmento A, es traslocado a través de la membrana del RE hacia el citoplasma mediante
mecanismos que aun no han sido descritos.® 10" 111l

El fragmento A, posee actividad N-glicosidasa y actua como catalizador cortando un
residuo de adenina del RNA ribosomico 28S, componente de la subunidad 60S del
ribosoma, que inhibe el paso de elongacion peptidica dependiente del factor-1 aminoacyl-
RNAL.['2 60,101 1111 Agj |3 citotoxicidad se debe a la inhibicion de sintesis proteica por la
subunidad-A (Figura 4.3). También se ha reportado que existen sefiales intracelulares
generadas por las VT, que inducen remodelacién del citoesqueleto.®® - 81 Fj
citoesqueleto depende de tres tipos de filamentos proteicos: filamentos de actina
(microfilamentos), microtdbulos y filamentos intermedios.”!

Este mecanismo se ha observado con células del endotelio renal, lineas celulares Vero,
Hela y sobre células que posean los receptores Gbs y Gb, %2 &

4.2 Clasificacion de EHEC en funcion de sus factores de
patogenicidad

Actualmente hay al menos dos clasificaciones del grupo EHEC.['™

¢ Cepas tipicas cuando tienen el fago, el pldsmido de 60 MDa y presentan el
fendmeno de la lesion A/E.

¢ Cepas atipicas cuando no se produce la lesién A/E y pueden presentar o no el
plasmido de 60 MDa.

Figura 4.3
Mecanismo de accion de VT.
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4.3 Clasificacion de EHEC en funcion del serotipo!!®®!
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a) Cepas E. coli O157:H7 . Este serotipo no fermenta el D-sorbitol ni la
ramnosa y no produce B-glocuronidasa.

b) Cepas no-O157:H7. Pueden ser sorbitol positivo, y sus serotipos son
diferentes del O157:H7. Actualmente hay méas de 200 serotipos, como se
muestra en (Cuadro 2.3).

4.4 Signos y sintomas, EHEC

Desde el punto de vista histopatoldgico, la infeccion incluye hemorragia y edema en la
lamina propia; sin embargo, estos mismos signos también aparecen en el colon
ascendente y transverso, originando una imagen especifica en las radiografias obtenidas
a partir de los enemas con bario; ademas, las biopsias col6nicas de numerosos pacientes
muestran necrosis focal e infiltracién de polimorfonucleares (PMNs).!'!

Una vez que ha atravesado el estdmago, EHEC coloniza las regiones terminales del
intestino en donde permanece limitada a la superficie de la mucosa (sin invadir de forma
sistémica). Dentro del colon, los microorganismos se adhieren a las células epiteliales y
se multiplican localmente, causando una clasica lesion estructural en la membrana de las
células epiteliales superficiales que consiste en la ocurrencia del fenotipo “adherencia-
esfacelamiento” (A/E) que EHEC evidencia sobre la membrana celular del epitelio
implicado, involucrando cambios que incluyen la acumulacién de actina polimerizada,
actinina y miosina, por debajo de las bacterias adheridas. La produccién de las citotoxinas
Stx promueven la inflamacion de la mucosa col6nica, dando como resultado los exudados
purulentos y la presencia de sangre en las heces fecales.!'”

El periodo de incubacién de las diarreas fluctia entre 3 y 4 dias, aunque existen reportes
aislados que citan 1 a 8 dias.

El sintoma inicial es la diarrea no sanguinolenta, si bien ésta puede ser precedida de
dolores y calambres abdominales, asi como de una fiebre de corta duracion acompanada
por vémito. Uno o dos dias después, el paciente suele experimentar la aparicion de
sangre en las evacuaciones y un dolor abdominal mas intenso; a partir de esa etapa, la
patologia llega a prolongarse hasta por 4 a 10 dias.!'""!

Es importante comentar que la histopatologia A/E asociada a EHEC sélo se ha observado
en cerdos gnotobidticos, en conejos infantes y en cultivos de células epiteliales, infectados
experimentalmente con E. coli O157:H7; es decir, aun no se ha comprobado la aparicién
de dicho fenotipo en especimenes clinicos humanos relacionados con EHEC, debido
probablemente a que las biopsias del colon se obtienen en la fase tardia del padecimiento
y, de acuerdo con lo que se conoce, las lesiones A/E sélo tienen lugar durante las fases
tempranas, antes de que ocurran los dafios asociados a la Stx.!"®®!

4.5 Modo de transmision, EHEC
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» Zoonosis (de los animales infectados al ser humano).

» Por ingestion de alimentos o bebidas contaminados (carne cruda o mal cocida;
leche bronca o agua).

> De persona a persona (por via oral-fecal) debido a los manipuladores de
alimentos, ya que diversos brotes de diarrea se han originado en guarderias,
escuelas, asilos de ancianos, etc.

4.6 Reservorio, EHEC

EHEC es un agente zoonotico, que tiene un reservorio animal amplio, entre ellos ganado
vacuno, borregos, caballos, perros, carne de puerco, carnero (Nataro), venado (Keene,
W.), pollo, mariscos; constituyendo el ganado bovino el reservorio de mayor impacto
epidemiolégico, habita en el intestino de estos animales, sin ocasionarles trastorno
alguno. Por esta razén la mayoria de los brotes estan asociados al consumo de productos
carnicos contaminados e insuficientemente cocidos. Ademas de agua contaminada, leche
bronca, lechuga (Ackers, M-L), mayonesa (Giriffin), jugo de manzana no pasteurizado
(McCarthy) y salami fermentado (CDC), vegetales fertilizados con material organico puede
ser fuentes de la infeccién entre otros (Nataro)."*®!

4.7 Cuadro clinico, EHEC

Varia desde diarrea leve (asintomatica, sin sangrado), CH con dolor abdominal intenso,
purpura trombocitopénica trombética (PTT), diarrea sanguinolenta y fiebre escasa o nula,
vomitos. Periodo de incubacién de 3 a 4 dias, el cuadro se puede prolongar por 4 a 10
dias. EI SUH se asocia a este microorganismo, esta enfermedad puede producir
insuficiencia renal aguda.l'*¢': 104

El cuadro clinico causado por las cepas no-O157 se caracteriza por diarrea acuosa con
dolor abdominal y CH.I'%!

4.7.1 Cuadro clinico de CH y SUH

La enfermedad de Colitis Hemorragica se caracterizaba por severos dolores y calambres
abdominales, acompafnados por diarrea acuosa y seguidos por evacuaciones muy
sanguinolentas y una fiebre ligera o inexistente.? 6 103.105.146]

Sindrome Urémico Hemolitico es caracterizado por dafo renal agudo que puede
requerirse dialisis e incluso transplante, trombocitopenia, anemia hemolitica
microangiopatica y predecida por diarrea con sangre.® ¢l Estas alteraciones se presentan
debido a la afeccion que sufren las células endoteliales a través de la coagulacién
intracelular, depésitos de fibrina y disminucién de la velocidad del flujo del rifion.['*

4.8 Frecuencia, EHEC
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Historicamente O157:H7 es un serotipo raramente aislado de humanos y animales. Datos
de un estudios multicéntrico nacional de 2 afnos de duracién realizado en Estados Unidos,
revel6 que cuando se busca de rutina E. coli O157:H7 en coprocultivos, éste se asocia
mas frecuentemente que Shigella. En este estudio se observé una frecuencia del 7.8%.
Cuando se aisla E. coli O157:H7 en carne de bovino su frecuencia de aislamiento no es
mayor del 2%.!"%!

Las cepas no-O157:H7 tienen una frecuencia de aislamiento cuatro veces mas que las
0O157:H7. Estas son capaces de causar brotes o casos aislados de diarrea y en ocasiones
no se logra establecer la fuente de contaminacién.!"*

En CH se diferencia de la clasica disenteria en que generalmente cursa en ausencia de
fiebre y puede producirse grandes complicaciones ya que aproximadamente el 10% de los
pacientes terminan desarrollando SUH.!'?°!

El SUH es la mas seria complicacién causada por infeccion de VTEC, es asociado
significativamente con un largo periodo de morbilidad, con una disfuncion renal en los
pacientes de 40% y una mortalidad estimada de 3 a 5 %. Este sindrome se presenta con
mayor frecuencia en nifios, con una incidencia en Norte-América de 2 a 3 casos por
100,000 nifios menores de 5 afios.!"®’!

Pero lo anterior entra en contraste por los casos reportados en Argentina. Aqui hubo una
incidencia de 1 a 2 diagnosticos por cada 100,000 por ano, en un bajo riesgo de un grupo
de 20{—4(}-) anos de edad. Con una incidencia de 8.3 / 100,000 nifios entre 1-9 afos de
edad.l?°

4.9 Diagnostico, EHEC

El diagnéstico debe estar dirigido a la deteccién de todas las E. coli productoras de
citotoxinas, ver el (Cuadro 2.4). Los métodos actualmente disponibles y utilizados para
detectar este patégeno en muestras clinicas son: presuntivos y confirmativos.®® 1%

1.4.9.1 Métodos de diagnéstico presuntivos, EHEC!® 1%

a) Aislamiento de EHEC en deposiciones utilizando el medio de cultivo selectivo Mac
Conkey Sorbitol (SMAC), el cual no fermenta sorbitol. Este andlisis bioquimico presuntivo
es recomendado para aislar E.coli O157:H7. La sensibilidad del cultivo esta limitada por la
capacidad del microbi6logo para reconocer las colonias, lo que puede resultar dificil si las
cepas enterohemorragicas representan menos del 1% del total de la flora. Para el
diagnéstico definitivo de EHEC, debe confirmarse la produccion de citotoxina ya que no
todas las E. coli O157 la producen.

b) Esta disponible un agar para detectar cepas que expresan la enterohemolisina, que
logra detectar hasta un 90% de cepas de E. coli productoras de citotoxinas (Stxs). Las
colonias sospechosas deben ser confirmadas por métodos bioquimicos convencionales,
estudiadas para la produccién de Stxs y luego serotipificadas.
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c) La técnica de cultivo utilizando separacion inmunomagnética para E. coli O157 ha
demostrado ser altamente sensible, ain mejor que técnicas moleculares. Su costo es
mayor que los cultivos tradicionales. Para la serotipificaciéon de los aislamientos, existen
numerosos reactivos comerciales que identifican los antigenos O y H a partir de las
colonias aisladas y entre ellos los equipos con técnicas de latex han tenido buena
correlacion con el método estandar del CDC.

4.9.2 Métodos de diagndstico confirmativos, EHEC
a) Identificacion de genes de virulencia.®*®!

* Hibridacion con sondas genéticas - Técnicas que identifican los genes de virulencia
descritos para EHEC, su sensibilidad y especificidad no es adecuada si se trabaja
directamente con deposiciones. Las sondas genéticas son para la investigacién e
involucra el uso de una sofisticada tecnologia de DNA recombinante.

Sondas EHEC

Sonda para el gen hly
Sonda para stx1y stx2
Sonda eae

Sonda pO157

* Reaccion de polimerasa en cadena ( PCR ) - Orientada a la amplificacién de genes de
virulencia de EHEC también a partir de colonias.

* PCR multiples - Es una modificacién de la técnica basica. Fue desarrollada para la
deteccion rapida de genes que codifican stx1, stx2, eae 'y pO157. Las técnicas de PCR
son altamente sensibles y especificas cuando se usan sobre colonias, pero el andlisis
directo de la muestra de heces tiene los mismos problemas de fondo y factores
inhibitorios vistos para otras aplicaciones de la PCR en este material. La interpretacién de
la informacién es complicada por la posibilidad de que el perfil genotipico resulte de la
suma de genotipos de mas de un organismo presente en las heces.

b) Identificacién de citotoxinas (Stxs)."®!

Existen diversas posibilidades para identificar presencia de citotoxinas ya sea
directamente en la muestra de heces o en colonias, con excelentes sensibilidad y
especificidad.

(i) Ensayo de citotoxicidad en cultivo de tejidos - Es una técnica laboriosa y que
requiere tiempo e infraestructura que no es accesible a la mayoria de los
laboratorios de microbiologia, pero se considera el estandar de oro para la
deteccion de Stx. Se utilizan las lineas celulares Vero y Hela, y es de sensibilidad
elevada. La especificidad se logra aplicando la neutralizacién con antisueros
policlonales o anticuerpos monoclonales. Tiene el inconveniente de ser lenta, cara
y poco practica para “screening”. Es util para especimenes clinicos pero no para
alimentos.
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(il) Técnica inmunoenzimatica (ELISA/EIA) (PREMIER EHEC) - Es un método para
deteccion de cepas de E. coli que estan expresando la produccién de las
citotoxinas, usando anticuerpos especificos y un sistema de deteccion. A pesar de
las recomendaciones del fabricante, s6lo debe utilizarse en colonias aisladas de E.
coli o bien en un arrastrado del cultivo primario en agar MacConkey. Sus
resultados no son confiables cuando se trabaja directamente con deposiciones,
con un porcentaje no aceptable de falsos positivos. El ensayo tiene buena
especificidad y sensibilidad, aunque menor que los cultivos celulares. Es rapido y
simple, pero costoso. Es util para especimenes clinicos y para alimentos después
de una etapa de enriquecimiento.

(iii) Deteccion de anticuerpos - La deteccion de la respuesta inmune provee una
valiosa informacion para determinar la etiologia de la infeccion especialmente
cuando el paciente acude tardiamente a la consulta. A menos que se cuente con la
informacion sobre los valores de anticuerpos en la poblacion sana, los resultados
obtenidos sobre una Unica muestra del paciente deben ser interpretados con
precaucion. Idealmente deben ser obtenidas dos muestras de suero, una en fase
aguda y otra en fase convaleciente.

Deteccion de genes stx.

- PCR: es réapido, sensible y especifico. Por su sensibilidad es una de las técnicas
recomendadas para tamizage, pero requiere el procesamiento, en general, de todo tipo de
muestras, por la presencia de inhibidores.

- Hibridacién con sondas genéticas: es lenta, sensible y especifica.

c) Entre los métodos de subtipificacién para E. coli O157:H7 y no-O157 se pueden citar
los siguientes:®

1. Analisis del perfil plasmidico: Se basa en la extraccion del DNA plasmidico y la
separacion en base a su tamano, por electroforesis en gel de agarosa. Otra modalidad es
realizar los perfiles de los fragmentos de restriccién obtenidos por digestién enzimatica de
los plasmidos. Fue una de las primeras técnicas de subtipificacion aplicadas al estudio de
brotes por E. coli O157:H7. Publicaciones recientes han demostrado que esta
metodologia no provee una adecuada discriminacion entre cepas STEC que pueda ser
aplicada con fines epidemioldgicos.

2. Bacteriofago € - RFLP (analisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccion): Se
basa en la hibridaciéon por “Southern blot” del DNA bacteriano digerido con enzimas de
restriccion y la sonda conteniendo el DNA del fago & marcada con P*. Esta técnica ha
demostrado ser Util, con gran poder discriminatorio, pero tiene la desventaja de ser muy
laboriosa y utilizar reactivos marcados radioactivamente.

3. Ribotipificacion: Es una técnica de RFLP que se basa en la hibridacién por “Southern
blot” del DNA bacteriano digerido con enzimas de restriccidn y la sonda para rRNA 16S y
23S marcada con dUTPdigoxigenina. Esta técnica es laboriosa y no posee poder
discriminatorio entre los aislamientos de E. coli O157:H7.

4. Electroforesis en campo pulsado (PFGE): Es una técnica de RFLP que se basa en el
uso de enzimas de restriccibn de corte poco frecuente que generan un numero
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relativamente pequeno de fragmentos grandes de DNA. La separacion de grandes
fragmentos de DNA se logra por la reorientacion molecular inducida por cambios
periédicos en el campo eléctrico. La duracién del campo eléctrico alternado determina el
rango de tamafo del DNA que puede ser separado en el gel de agarosa. Es aplicada con
fines epidemiolégicos por su sensibilidad, ya que estudia el genoma en su totalidad, por
su reproducibilidad y por su alto indice discriminatorio cercano al valor ideal de 1.

5. Tipificacion de stx: Se realiza por PCR para la deteccion de los genes que codifican
para los distintos tipos de toxina y por PCR- RFLP para la identificacion de variantes. El
namero limitado de tipos de toxina Shiga, combinado con la prevalencia de un
determinado tipo de Stx segun el area geogréfica, limita la utilidad de este método por si
solo. Sin embargo, en combinacién con otras técnicas de subtipificacion, puede constituir
un marcador importante.

6. Fagotipificacion: Se basa en la aplicacién de un panel de fagos liticos al aislamiento
bacteriano. Cada patréon de lisis obtenido determinara el fagotipo de la cepa. Esta técnica,
anterior a los métodos moleculares de subtipificacién, es facil de realizar y permite
procesar un gran numero de aislamientos en un tiempo corto. Esto hace que se utilice
como técnica de subtipificacion inicial seguida por métodos mas sensibles que aporten
mayor poder discriminatorio.

4.10 Tratamiento, EHEC

Correccién del trastorno hidroeléctrico y manejo de las complicaciones. El uso de los
antibiéticos es controvertido. Pero se sugiere educar a la poblacién, en cuanto a
reservorio y a los problemas de contaminacién cruzada. [ 2!

De hecho, se ha publicado que los antibidticos pueden empeorar el curso clinico de la
enfermedad a través de dos mecanismos:[®: 12!

* La eliminacién de la flora intestinal que conduciria a una sobrepoblacion por parte del
agente causal.

» La destruccion o el dano sub-letal de los microorganismos infectantes, con la
subsecuente liberacién de las toxinas Stx.

Sin embargo, continia pensandose que, en realidad, aun no se cuenta con un tratamiento
especifico para combatir las infecciones causadas por E. coli O157:H7, salvo la terapia de
soporte (restitucion del agua y los electrolitos perdidos) y el control de las complicaciones
tales como la anemia y el dafio renal.l'™

Estudios de naturaleza e incidencia de proteccion inmunitaria a través de infecciones por
VTEC son vitales para la sustitucion de modelos por enfermedad endémica y epidémica
asociado con los organismos por la identificacion de riesgo y beneficio de inmunizacion. El
tiempo limita los procesos que tienden a desarrollar los ensayos de sueros con
anticuerpos de VTs, antigeno LPS y factores de colonizacién (vacunas).®™

Se ha demostrado que la mayor parte de los aislamientos de E. coli O157:H7 son

uniformemente susceptibles in vitro a la ampicilina, carbenicilina, cefalotina, cloranfenicol,
gentamicina, kanamicina, &cido nalidixico, norfloxacina, sulfisoxasol, tetraciclina,
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ticarcilina, tobramicina, trimetoprim y trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX). Por el
contrario, las mismas cepas han resultado resistentes a eritromicina, metronidazol,
vancomicina y, ocasionalmente, a tetraciclina.!'®

5 E. coli enteroinvasiva (EIEC)
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DuPont y col., (1971) describieron algunas cepas E. coli enteroinvasivas®" ® "% que

causan disenteria en forma de enfermedad diarréica en voluntarios adultos. Estas cepas
son serolégicamente distintas a ETEC y EPEC (Cuadro 2.3). Formal y col., (1978)
describieron la relacion estrecha entre EIEC y Shigella no se limita a su comportamiento
bioquimico, sino que también se manifiesta en cuanto a sus caracteristicas antigénicas y
genéticas (Cuadro 5.1), ya que son descarboxilasas negativas, no méviles y lactosa
negativas. Tienen la capacidad de invadir y proliferar dentro de las células epiteliales y
causar la muerte celular.? 42 51100, 108]

Cuadro 5.1
Serotipos " 0" de EIEC y otras de Shigella.

Reaccion antigénica

Serogrupos Idéntica Reaccion cruzada*

028 S. boydii

029

042

029

0112 S. dysenteriae
S. boydii

0124** S. dysenteriae

0136*** S. dysenteriae

0143 S. boydii

0144 S. dysenteriae

0152 S. dysenteriae

0164 S. dysenteriae

0167 S. boydii

* Indica reactividad cruzada sefialando que solo es absorbible.
**  Serogrupos de ECEI mas cominmente aislados.
*¥%  Fste serogrupo también da reaccion cruzada con S. boydii (anti 0136 aglutina
S. boydii no aglutina 0136).

Fuente: Eslava C.[*?

Sansonetti y col., (1986) demostraron la presencia de genes necesarios para invadir a los
enterocitos, en un plasmido de 140 MDa llamado p/nv, que codifica genes: Ipa, mxi, spay
otros que estan involucradas en el proceso de patogénesis.?? &' 1%l

En Shigella spp., cuatro distintos elementos semejantes a islas de patogenicidad
(“pathogenicity islands-like”, PAl-like) han sido identificados. Esos incluyen el grupo de
genes de naturaleza plasmidica mxi-spa, la recientemente descrita isla de patogenicidad
SHI-2 (SHI-2, PAI), que codifica para el sistema aerobactina de captacion de hierro, un
elemento semejante a isla de patogenicidad (PAl-like), que codifica multiple resistencia a
antibidticos en Shigella flexneri 22 y la isla de patogenicidad she (she PAI) de S. flexneri
2% A semejanza de otras islas de patogenicidad, she PAl es un locus cromosomal
inestable, que se deleta espontaneamente a una frecuencia de 10°-10° . Esta isla lleva
un numero de genes con funciones establecidas (putativos) en virulencia bacteriana. El
gen she o pic (‘protein envolved in intestinal colonization”, de origen plasmidico en E. coli
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enteroagregativa) codifica para una proteasa autotransportadora tipo V, de la subfamilia
SPATE “Serin Protease Autotransporters of Enterobacteriaceae”, con actividad de
mucinasa y hemaglutinina; los genes set1A y set1B que se encuentran sobrelapados
sobre el gene she o pic, codifican las dos subunidades de la enterotoxina ShET1; el gen
SigA codifica para otra proteasa, la cual presenta alta homologia con el gen pet (“plasmid—
encoded toxin”, de origen plasmidico en E. coli enteroagregativa), también de la
subfamilia SPATE.["3

5.1 Factores de virulencia, EIEC

o p/nv plasmido de ~ 140 MDa o 230 Kb que codifica para los genes: mxi, spa, Ipay
otros (Figura 5.1). ['®22271 Se cree que IpaC funciona como proteina adherente que
promueve la internalizacién; ipaB participa en la lisis de la vacuola fagocitica y en la
induccién de apoptosis en macréfagos (Zychlinsky y col., 1994).1"3]

o Los genes mxiy spa, codifican para el sistema de secrecion tipo Il (Allaoui y col.,1995),
y este sistema se requiere para la secreciébn de multiples proteinas que son
necesarias para la patogenicidad de las cepas EIEC.!"® 225"l

o Las proteinas IpaA, IpaB, IpaC e IpaD (Figura 5.1), son efectores del fenotipo de
invasividad.!" 22

o VirG (IcsA) es una proteina de superficie que es esencial para que se produzca la
condensacién de actina que facilita el movimiento de la bacteria a través del
citoplasma.l"®

o El gen sen del plasmido de EIEC que codifica para una enterotoxina de ~ 63 MDa
(ShET2). El papel de la enterotoxina no se conoce, pero su presencia puede explicar la
diarrea acuosa (Nataro y col., 1995).1'® 22

5.1.1 Mecanismo de patogenicidad, EIEC

Se ha demostrado que cepas EIEC invaden el epitelio del colon; para ello el primer paso
es la adherencia de la bacteria a las microvellosidades de la mucosa requiriendo de
mucinasa y adhesinas (jpaC).'™ La internalizacion de EIEC se caracteriza por la
acumulacién de actina-F en el citoplasma de la célula epitelial. Esta entrada se debe
principalmente a la proteina IpaB, que probablemente se une a la subunidad B, del
receptor de la célula epitelial, para después entrar por endocitosis a la célula. Cuando se
encuentra dentro de los macréfagos produce la enzima superdxidasa dismutasa que le
permite sobrevivir en la vacuola para después romperla, y posterior multiplicacién de EIEC
en la célula y diseminacién a células sanas adyacentes." 1%

Figura 5.1
Genes involucrados en la patogénesis de EIEC.
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EIEC

cromosoma
140 MDa
plasmido
kcpA VvirR conpH  env?
+ - +

\ 4

[
»

v’

virG virB BCDA“ icsB DEF HUMEDAV 47-40 virF virk
ipa ipg mxi spa

Fuente: Nataro y Kaper.®"

El modelo de patogénesis propuesto por Goldberg y col., (1993) comprende los siguientes
pasos:

1.- Penetracion a la célula epitelial

2.- Lisis de la vacuola endocitica

3.- Multiplicacién intracelular

4.- Movimiento a través del citoplasma

5.- Desplazamiento hacia las células epiteliales adyacentes

El movimiento de Shigella dentro del citoplasma (se cree que es similar a EIEC), parece
estar mediado por la agregacion de la actina celular en una estructura llamada tallo, la
cual se extiende desde un polo de la bacteria. Debido a que la actina adicional se va
agregando a esta estructura, la bacteria es impulsada a través del citoplasma
generalmente lateral dirigiendose a células vecinas.®* ®!' También se ha descrito otro
movimiento hacia el nacleo a lo largo de las fibras de estrés en la célula, éste movimiento
se ha denominado “Movimiento parecido a un organelo” (Olm, Organelle-like
movement).'®"

5.2 Sintomas caracteristicos, EIEC
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En personas infectadas por EIEC se presenta diarrea acuosa, con sangre y moco, pero en
muchos casos sélo presentan diarrea, ésta en ocasiones es indiferenciable de la que
produce ETEC. Cuando la infeccidén es grave, se presenta una fuerte reaccion inflamatoria
la cual se manifiesta por la produccién de tlceras.*?

5.3 Modo de transmision, EIEC

® Persona a persona.
® Ingestién de alimentos y agua contaminada.

Convirtiendose en un patdgeno importante en nifios mayores de seis meses.l'® "% [ g
dosis infectiva es de 10° UFC.#

5.4 Cuadro clinico, EIEC

La enfermedad se manifiesta por fiebre ligera o sindrome febril, calambres, dolor
abdominal severo, toxemia, inflamacion local con hiperemia, diarrea acuosa seguida por
disenteria, consistente de escasas heces con sangre y moco de color sanguinolento-
verdoso y consistencia viscosa, mostrando leucocitos polimorfonucleares. "%

5.5 Frecuencia, EIEC

La incidencia de EIEC en paises industrializados es bajo, sin embargo pueden
presentarse brotes, porque no es comun casos aislados.

5.6 Diagnéstico, EIEC

El diagnéstico de este grupo a nivel de investigacién se hace por prueba in vivo como la
Sereny (se observa la produccion de queratoconjutivitis en conejos, cerdos o cobayos) y
por pruebas en cultivo celular utilizando lineas HelLa o Hep-2 para observar el efecto de
invasividad. También hay métodos inmunolégicos y moléculares, tal como serotipificacion,
prueba de ELISA, hibridacién de DNA, etc. (Cuadro 2.4)!00: 105 108]

5.6.1 Prueba de Sereny

El modelo experimental clasico para el analisis de la invasividad es la prueba de Sereny,
porque evalua la capacidad de la bacteria para penetrar a la célula (Okamura y col.,
1983).1271

Yamagata, (1986) propuso el uso de ratones en sustitucién de cobayos para la prueba de
Sereny, particularmente cuando el numero de muestras a examinar es muy grande,
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ademas observaron que habia una buena correlacién con los resultados obtenidos en
cobayos y ratones.?”!

5.6.2 Invasion a la linea celular HelLa y Hep-2

La invasividad en cultivo celular se considera como modelo independiente para medir el
mismo fendmeno, porque mide la penetracion y multiPIicacién (Okamura, 1977), de EIEC
con la subsecuente reinfeccién a las células vecinas.?”!

La invasion de EIEC en células Hela se describié por Melhman, (1977) mencionando que
las células hospederas deberan internalizar por lo menos 5 bacterias (Lawson, 1985;
Small, 1987). Estos valores se basan en el analisis microscépico cuidadoso que permite
decidir si una bacteria es invasiva o no, pero existe el riesgo de confundir la invasividad
con la adherencia que pueda exhibir el microorganismo y que ésta pudiera ser
considerada como una prueba positiva.’?”

Donenberg, (1989) diseid un método para evaluar invasividad en células Hep-2
agregando ampicilina y gentamicina al medio de cultivo después del periodo de
incubacién de la bacteria con la célula, con el fin de eliminar todos los microorganismos
que no fueron capaces de penetrar la monocapa celular. Asi se eliminaria cualquier
bacteria que se haya adherido a la célula. Se rompen las células con tritén x 100 al 1% al
final de la prueba, liberando asi a las bacterias intracelulares. El criterio invasivo es
cuantitativo ya que las bacterias intracelulares se cuantifican por cuentas viables hechas
por el método de Miles y Mishra en forma comparativa con testigos negativos y
positivos.®”!

5.6.3 Captacion del colorante rojo Congo

Sasakawa, (1986) utiliz6 la prueba de captacién del colorante rojo Congo como un
marcador de hidrofobicidad y observé que habia relacién con la captacién del hierro del
medio, ya que se ha encontrado que las cepas virulentas son mas hidréfobas que las
avirulentas. Asi, las cepas virulentas que unen el colorante desde un medio sélido, van a
producir colonias pigmentadas de color rojo (Crb+) y las avirulentas de color blanco (Crb-).
Ademas, las cepas capaces de dar la prueba de rojo Congo presentan un aumento en la
capacidad de E. coli, Salmonella'y S. Flexneri de adherirse a las células intestinales en
animales experimentales (Quadri, 1988).5"!

La captacion del rojo Congo se ha asociado también en la adquisicién del hierro ya que el
rojo Congo se une al hierro del medio. Shigella y EIEC lo necesitan para realizar sus
funciones metabdlicas y lo obtienen del hospedero por la produccion de sistemas
quelantes de “alta afinidad” a los que se les denomina sideréforos (Otto, 1992).%"]

Spears, (1992) encontrd baja correlacion entre la captacion del rojo Congo y el ensayo de
letalidad en embriéon de pollo y concluye en que no es una buena prueba para medir
virulencia.?”!

5.7 Tratamiento, EIEC
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Dado que la EIEC no causa perforacion del intestino y que la enfermedad es moderada,
los antibidticos raramente se indican, solamente en casos graves se recomienda el uso de
Trimetoprim-Sulfametoxazol.!** 1%
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6 E. coli enteropatégena (EPEC)

EPEC fue reconocida durante la década de 1940 y 1950 por Neter y col., g)orque causaba
diarrea infanti en casos esporadicos y brotes en guarderias.®" ' ' Quienes
confirmaron la presencia de ciertos grupos serolégicos, al demostrar los serotipos O:26,
0:55, 0:111, 0:119, 0:125, 0:126, 0:127, 0:128 y O:142. El término EPEC fue propuesto
en 1955, agrupando a los serotipos de E. coli involucrados epidemiolégicamente en
estudios de diversos paises y que fueron aislados con frecuencia significativa en nifnos
con diarrea."®®

Aunque fue la primera categoria de E. coli descrita como causante de diarrea, su estudio
fue abandonado por el hallazgo de las cepas enterotoxigénicas y no fue hasta que Levine
y col.,, (1978) demostraron que las cepas EPEC causan diarrea en voluntarios y
restablecieron los estudios sobre la virulencia de este grupo de microoganismos.®

Cravioto y col., (1979) describieron por primera vez la adherencia de cepas EPEC a
células Hep-2.1"%! Baldini y col., (1983) mostraron que la adherencia a células Hep-2 en
cultivo, se debe a una adhesina que esta relacionada con un pladsmido de 55 — 70 MDa
llamado factor de adherencia de cepas EPEC (EAF).?? 18]

Antes de que se describiera la adherencia como caracteristica de cepas EPEC. Stanley,
(1969) y posteriormente Moon, (1983) observaron que bacterias de serotipo EPEC se
adherian a las microvellosidades del epitelio intestinal en animales y las destruian, ellos
nombraron a este fenébmeno como lesion de “Attaching and Effacing” (A/E, adherencia y
esfacelamiento).’®"

Posteriormente (Scaletsky y col., 1984; Nataro y col., 1985), reportaron tres diferentes
patrones de adherencia sobre células Hep-2 definidos como: 1)adherencia localizada (LA)
porque las bacteria se adhieren en forma de racimos en sitios localizados de la célula
eucariote, 2)adherencia difusa (DA) porque las bacterias se adhieren sobre toda la
superficie celular y 3)adherencia agregativa (Agg) 6 patron intermedio entre el localizado y
el difuso (LA/DA) (Figura 6.1), posteriormente estos mismos investigadores encontraron
que la adherencia localizada es mucho mas comun entre los serotipos clasicos de EPEC
que causan diarrea.?? ¢!

Girén y col., (1991) describieron en EPEC un pili al que llamaron bundle-forming pilus BFP
(pili que forma un bucle) que esta codificado en el plasmido EAF. Tanto la expresion del
BFP como la presencia del gen que codifica para la subunidad estructural del bucle (bfpA)
se han asociado con la adherencia localizada.”®® **!

6.1 Factores de virulencia, EPEC

Los genes responsables de los factores de virulencia son los que causan la lesion A/E
que se localizan en el locus de esfacelamiento del entericito (LEE), el cual esta en una isla
de patogenicidad. Este locus contiene, entre otros, a los genes que codifican para la
intimina, el sistema de secrecién lll, las proteinas Esp, las proteinas Sec y el receptor
traslocado de la intimina (Tir) (Figura 6.2).12% %7 1091
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Figura 6.1
Ilustracion de patrones de adherencia de E. coli.

E\mf— ¢ Q., -

(A) Patron de adherencia localizada.

(B) Patron de adherencia difuso. Cal . Bactari
(C) Patron de adherencia agregativo. O clia acteria

Fuente: Ibarra G J.[6U
6.1.1 Patron de Adherencia Localizada (LA)

56




Marco Tedrico

Baldini y col., (1983) reportaron que la adherencia localizada (LA) en la cepa EPEC
E2348, serotipo O127:H6, esta asociada con la presencia de un plasmido de 60 MDa al
cual nombraron pMAR-2. Se sugiri6 que dentro de este plasmido se encontraba una
regién que codificaba para la adhesina responsable de la dherencia localizada a cultivos
celulares y la denominaron EAF. El patrén de LA se observa cuando las bacterias se
adhieren en forma de racimos en sitios localizados de la célula eucariote (Figura 6.1-A).
Girdn, (1991) identificé y caracteriz6 un apéndice Unico en la superficie de la cepa EPEC
B171 (serotipo O111:NM) que parecia estar asociado con la formacion de LA; este pili
denominado como “pilus formador de haces” (BFP = Blundle-Forming Pilus).”* 5"

6.1.2 Isla de patogenicidad o6 Locus de Esfacelamiento del
Entericito (LEE)

Los genes responsables de la lesion A/E se encuentran en un segmento cromosomal
de 35 Kb localizado en el locus de esfacelamiento del enterocito, el cual estd en una isla
de patogenicidad (LEE) “locus for enterocyte effacement” (Figura 6.2) que puede ser

dividida en al menos tres dominios funcionales:> 37 67 69, 72,73, 80,121, 122]

> Los genes sep “secretion of EPEC proteins” que incluye a sepA y sepB los cuales
codifican proteinas que forman parte del aparato de secrecién tipo lll.

> Los genes esp “EPEC secreted proteins” incluye a Tir, EspA, EspB, EspD, EspE,
EspF y EspG, las cuales pueden tener papeles duales como la formacion del
propio sistema de secrecidn tipo Il y de ser factores de virulencia.

> El gen eae que codifica a la proteina intimina de la membrana externa bacteriana
de ~ 94 kDa el cual es responsable de la adherencia intima entre la bacteria y el
enterocito.

La isla de patogenicidad LEE contiene 41 marcos de lectura abiertos (ORF’S), arreglados
en al menos cinco operones policistrénicos denominados LEE1 hasta LEES. Los genes
que codifican para la via de secrecion tipo Il se encuentra en los operones LEE1 a
LEE3;®" las proteinas efectoras, en su mayoria, estan codificadas en el operon LEE4;®"
y las proteinas necesarias para la adherencia intima A/E estan codificadas en el operén
LEES5 (Figura 6.2).1'"?!

Mellies, Navarro y col., (2001) determinan la isla de patogenicidad espC como una
segunda isla descrita en algunas cepas de EPEC. EspC, que consiste en 1,306 aa (110
kDa) comparte homologia con miembros de la familia de autotransportadoras, entre los
cuales se encuentra la proteasa de IgA de Neisseria gonorrhoeae, Hap de Haemophilus
influenzae, Tsh de APEC (“avian pathogenic E. coli™), SepA y ShMu de Shigella flexneri,
Pic y Pet de EAEC, y EspP de EHEC.®4 Vidal, Navarro y col., (2006) describen EspC
(70% de similitud) con la proteina Pet de EAEC, la cual tiene actividad enterotéxica,
rompe con las subunidades a y B de la espectrina,’® a la pepsina, y el factor de
coagulacion V. Interesantemente, no contribuye con la lesién A/E, ni con la mediacion de
la transduccién de sefales inducida por EPEC y no juega un papel en la invasién o
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adherencia.’®® ' Navarro y col., (2004) reportaron que Esp C produce efectos citopaticos
en células epiteliales parecidos a los reportados para Pet.®™ Navarro y Canizalez, (2001 y
2003) describieron la internalizacion de Pet a las células epiteliales, mediante un
transporte retrogrado, produciendo efecto citotoxico.!'8 19 43133

Figura 6.2
Genes involucrados en la patogénesis de EPEC.

Principales genes de la region LEE
EPEC
cromosoma LEE1 LEE2  LEE3 LEE5 LEE4
N \ > < > > >
- S<— == S —>
escRSTU escC es escN tir cesT

eae espADBF
O Aparato de secrecién Tipo Il Intimina  Proteinas

de
/ Plasmido EAF secrecion

/ Operon bfp, genes per y region EAF
= W —  —————
bfpA G B C u D E F P H | J K L
pili Proteina de Proteinade | eptidasa
membrana membrana prepilina Sustratos para
externa interna peptidasa
Proteina de —
el ———— paa e
nuclestido Sonda EAF 5 perA
Regulacion de genes

Modificado de: Elliott S., Melies L., Nataro J., Sdnchez S. y Villanseca F.[37: 81/ 91, 112, 134]

6.1.3 Plasmido EAF

El plasmido de virulencia de EPEC (pEAF) tiene un peso molecular de ~ 92 Kb 6 60 MDa
(Figura 6.3), que codifica para el regulador PerA y para las proteinas involucradas en la
formacién del pilus BFP, ambos necesarios para la virulencia en humanos.!® BFP es un
factor de virulencia de EPEC, son 14 genes bfp y abarca 11.5 Kb del pEAF involucrados
en su expresion y se sabe que los cinco primeros genes del locus bfp tienen un patron de
expresion diferencial, y que el gen bfpA que codifica para la subunidad estructural
principal es el que se expresa en un nivel mayor.!"”!
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Figura 6.3
Factor de adherencia de cepas EPEC (EAF).
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6.1.4 Lesion de “"Adherencia y Esfacelamiento” (A/E)

La lesién A/E (Figura 6.4) se encuentra codificada en un gen cromosomal al que llamaron
eae por “E. coli Attaching and Effacing” y que codifica para una proteina de 102 kDa.
Aunque el locus eae es necesario para producir la lesion A/E, no es suficiente para
reproducirla en su totalidad, es decir que hay otros loci involucrados.®* 3% 5"l

La lesion A/E se presenta en tres formas consecutivas:** 3!

(i) Adherencia inicial (no estrecha) de la bacteria y la célula hospedera.
(ii) Transduccion de senal y rearreglos de citoesqueleto en la célula
hospedera.

(iii) Adherencia bacteriana (estrecha) de intimina con receptores Tir de la célula
hospedera, con acumulacién de actina y formacion de pedestales .

6.1.4.1 Adherencia inicial (no estrecha) de la bacteria y la célula

La primera etapa involucra la adherencia inicial de la bacteria al epitelio intestinal del
hospedero. En esta etapa, EPEC forma microcolonias densas que se adhieren a las
células epiteliales en un patron denominado adherencia localizada LA, que depende de la
presencia del plasmido EAF.”! La identidad del factor que media LA fue reportada por
(Girén y col., 1991), quienes describieron una fimbria de 7 nm de diametro que tiende a
agregarse y a formar haces, por lo que sugirieron el nombre de BFP (Figura 6.4-1).°*
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Figura 6.4

Lesion de “Adherencia y Esfacelamiento” (A/E)
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6.1.4.2 Transduccion de senales

Después del primer contacto con la célula hospedera, EPEC se une a la superficie de la
célula y le inyecta directamente factores de virulencia a través de un sistema de secrecién
tipo lll, cuyos componentes principales se encuentran las proteinas EspA (25kDa), EspB
(38 kDa) y EspD (40 kDa) que conforman la traslocacién.®® La cuarta proteina llamada
EspC (110 kDa) muestra homologia con otras proteinas secretadas del grupo de
autotransportadoras, de tipo V, de la subfamilia SPAGE (serine protease autotransportes
of Enterobacteriaceae),® recientemente Navarro y col., (2004) reportaron que EspC
produce efectos citopaticos en células epiteliales parecidos a los reportados para Pet.”*!
EspA forma un filamento en la superficie bacteriana, mientras que EspB y EspD forman
un poro en la membrana celular de la célula hospedera. Estas proteinas conforman una
jeringa molecular a través de la cual son liberadas diversas moléculas efectoras al
citoplasma,'® entre las cuales se encuentran EspG, EspF, EspH, Map “mitochondria-
associated protein” y Tir (Figura 6.5-A).*Y Estas moléculas efectoras activan vias de
sefalizacién celulares causando alteraciones en la arquitectura del citoesqueleto, lo que

res[uI]ta en la pérdida de las microvellosidades y la despolimerizacién de actina (Figura 6.4-
NS

6.1.4.3 Adherencia bacteriana (estrecha) de intimina con
receptor Tir

Una vez traslocada, Tir es modificada por fosforilacién de residuos de treonina y serina,
pero principalmente es fosforilada en un residuo de tirosina, Tyr474, localizado en la
regién C-terminal citoplasmatica. Posteriormente, Tir se inserta en la membrana de la
célula hospedera donde adopta una estructura de “pasador’, mostrando un dominio
extracelular central que se une a una proteina de membrana externa de la bacteria OMP
llamada intimina que actia como adhesina (Figura 6.4-Ill). Los dominios amino y carboxilo
de Tir residen en el citoplasma de la célula hospedera, donde son capaces de interactuar
con componentes del citoesqueleto (Figura 6.5-B). Recientemente se ha demostrado que
péptidos de Tir que contienen el residuo Tyr474 fosforilado se unen de manera directa a la
proteina adaptadora Nck in vitro, pero no ocurre esta union cuando el residuo de tirosina
no esté fosforilado."® ¢ Nck recluta al dominio amino terminal de N-WASP ‘“neuronal
Wiskott Aldrich sindrome protein”, al complejo de proteinas relacionadas a actina 2/3
(Arp2/3). El reclutamiento de Arp 2/3 resulta en la nucleacion de filamentos de actina y el
inicio de la formacién del pedestal (Figura 6.4-1V). Por lo tanto, se ha propuesto que este
residuo de tirosina fosforilado es critico para la sefializacion de actina y la formacién del
pedestal (Figura 6.5-C), el cual destruye a las microvellosidades.!* 6 ¢

6.1.5 Aparato de traslocion del sistema de secrecion tipo III

En el sistema de secrecion tipo lll, la proteina EspA forma una estructura supramolecular
llamada complejo aguja NC “needle complex”, el cual es un complejo polipeptidico que
traspasa la membrana interna, el espacio periplasmatico y la membrana externa de la
bacteria, que tiene una estructura larga y hueca de ~ 120 nm de largo, compuesta de dos
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dominios: la porcidn que se proyecta fuera de la superficie que tiene forma de filamento y
una base cilindrica que ancla al filamento a las membranas interna y externa, que
recuerda al cuerpo basal flagelar. Por medio de unos filamentos que se arreglan a manera
de un tubo o aguja de jeringa traspasa la membrana citoplasmatica de la célula del
hospedero, a través del cual se traslocan las proteinas EspB, EspD y Tir al citosol de la
célula hospedera (Figura 6.5).1%7: 697273, 122,139]

6.1.5.1 Receptor traslocado de la intimina (Tir)

La proteina Tir “Translocated intimin receptor” sirve como receptor para intimina.
Inicialmente se pens6é que Tir era producida por la célula hospedera, pero después se
demostré que es sintetizada por EPEC e inyectada a la célula por medio del sistema de
secrecion tipo 11 La traslocacién de Tir depende de la expresién de EspB, EspD y
chaperonas.I" ¥ 12" 122 136l Dagpués de liberarse Tir en citosol, sufre una serie de
modificaciones por fosforilaciones que son esenciales, activando la nucleacion de actina
para formar pedestales.®” % % EspB puede actuar como toxina del citoesqueleto
destruyendo los filamentos de actina , cambiando su distribucién y su funcion.['?": 136 139
Con estudios en voluntarios humanos sobre EPEC segun Ticket y col., (2000) se ha
encontrado que la proteina intimina y EspB son requeridas para la formacién de
pedestales; las cepas mutadas de estas dos proteinas son incapaces de producir la
enfermedad en humanos.'"!

Figura 6.5
Aparato de traslocion del sistema de secrecion tipo III.
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6.2 Clasificacion de EPEC en presencia o ausencia del plasmido EAF y
el patron de adherencia sobre Hep-2

Con base en la presencia o en ausencia del plasmido EAF y en el patron de adherencia
sobre Hep-2, las cepas EPEC se clasifican en: EPEC tipicas y EPEC atipicas. Las cepas
EPEC tipicas son de origen humano y poseen el plasmido EAF y ademas presentan al
patron de adherencia localizada LA, mientras que las cepas EPEC atipicas no contienen
el plasmido ni presentan el patron de LA 22 1%

¢ Cepas EPEC atipicas (EPECa) , a su vez, pueden ser clasificadas en dos grupos:
aquellas que expresan Unicamente los genes de patogenia codificados en la region LEE
(gen eae) y aquellas que expresan tanto a los genes de patogenia codificados como los
no codificados en la regiéon LEE, tales como enterohemolisina de EHEC (E-hlyA), una
adhesina fimbrial (Afa), asi como la enterotoxina 1 termoestable de EAEC (EAST-1).

¢ Cepas EPEC tipicas son homogéneas en sus caracteristicas de patogenia, expresa
Unicamente los genes de patogenia codificados en la region LEE y el plasmido EAF que
codifica para bfp, con excepciéon de todas las cepas del serotipo O86:H34 que ademas
producen la toxina “cytolethal distending”, y de algunas cepas de los serotipos O55:H6 y
0127:H6 que producen la toxina EAST-1. Ambas toxinas son factores potenciales de
patogenia.

6.3 Modo de transmision, EPEC

» Fecal — oral por manos contaminadas de manipuladores de alimentos.
EPEC tipica sola causa diarrea en voluntarios adultos después de haber neutralizado el
pH estomacal con bicarbonato y de haber administrado una dosis infectiva de 10% a 10°

UFC. La dosis infectiva en nifios no se ha determinado, pero se cree que es mucho
[22]
menor.

6.4 Cuadro clinico, EPEC

Se manifiesta con diarrea aguda, la cual puede ser leve, puede ir acompanada de vémito,
dolor abdominal, fiebre baja y mala absorcién.?? 1%

6.5 Frecuencia, EPEC

EPEC tipica puede ocasionar brotes o casos aislados de diarrea. Este grupo es causa de
diarrea infantil en paises en vias de desarrollo, mientras que en paises industrializados la
frecuencia de este grupo patéogeno ha disminuido pero continla siendo una causa
importante de diarrea.??
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Las infecciones por EPEC tipicas se presentan principalmente en nifios menores de dos
anos, especialmente en el grupo de nifos menores de seis meses. Se estima que EPEC
produce anualmente mas de un millén de muertes de nifios en el mundo.??

6.6 Diagnéstico, EPEC

El diagnéstico de EPEC inclusye in vitro en cultivos celulares y métodos moleculares como
se observa en el Cuadro 4.1'%!

6.7 Tratamiento, EPEC

En cuanto al tratamiento se ha observado que infantes intratables pueden responder a
clotrimoxazol, sin embargo en algunos pacientes se pueden presentar recaidas después
de la utilizacion de este antibidtico, por lo que se considera que una terapia
antimicrobiana no parece ser representativa en el tratamiento de las infecciones causada
por EPEC. Lo méas recomendable es la rehidratacion.!'® En adicién, EPEC atipica se
recomienda utilizar Trimetropin-Sulfametoxazol y Ampicilina."*!
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7 E. coli enteroagregativa (EAEC)

Sacaletsky y col., (1984); Nataro y col., (1985) encontraron cepas aisladas de pacientes
con diarrea, las cuales por serologia no correspondian al grupo EPEC pero si
presentaban un patrén caracteristico de adherencia diferente a EPEC y que ademas eran
negativas a la prueba de EAF."

Vial y col., (1988) nombraron a E. coli enteroadherente-agregativa, y encontraron que no
estaba relacionada con algun serotipo O:H dado que la caracteristica de agregarse
interferia con la determinacion serol6gica, ademas encontraron que causaba lesiones
caracteristicas en conejos, dafo en el que podria estar involucrada una toxina aun no
caracterizada. También describieron que la propiedad de producir adherencia agregativa
en forma de ladrillos apilados “stacked brick” en la superficie de células Hep-2, que se
observan tanto en el citoplasma de las células como en la superficie de vidrio de la
preparacion ver (Figura 6.1-C), codificada por un plasmido de ~ 60 MDa.®"

Savarino y col., (1991-1993) demostraron la produccion de una enterotoxina termoestable
muy parecida en su accion a la STa de ETEC, ya que actia a nivel de la enzima
guanilato ciclasa. Esta toxina se encuentra codificada en un gen plasmidico astA (Navarro
y col., 1998).° fue denominada como EAST-1 (Enteroaggretive E. coli Stable Toxin).
Anteriormente Baldwin y col., reportaron una toxina termoestable que eleva los niveles de
calcio intracelular de células eucariotes al activar a la protein-cinasa, lo que haria pensar
en dos toxinas diferentes en las cepas con adherencia agregativa (Agg).'® ®" 9" 4

Nataro y col.,, (1995) centraron su atencibn en la fimbria que hace haces
y la denominaron AAF/I (Fimbria de Adherencia Agregativa |), codificada por el gen
aggR®! que se encuentra en un plasmido de 60 MDa y que aglutina eritrocitos de ratén y
humano, ademas de estar ampliamente distribuida en cepas que hacen adherencia del
tipo Agg (Nataro y col, 1992). También se ha descrito la fimbria AAF/II
inmunolégicamente diferente a AAF/l y que esta codificada en el gen aafA; sin embargo,
no todas las EAEC presentan fimbrias (Czeczulin y col., 1997).5": 1%

Eslava, Navarro y col., (1998) identificaron a una enterotoxina autotransportadora llamada
Pet (plasmad-encoded toxin) codificada por plasmido de 104 kDa. Henderson, Navarro y
col., (1999) describieron a la proteina Pic que esta codificada en el genoma y que tiene
actividad de proteasa.l® 1" 1%!

Varios factores de virulencia de EAEC se localizan en un plasmido de adherencia
agregativa (pAA) de 60 — 65 kDa, dentro de los cuales se incluyen, la adhesina AAF
(Nataro y col., 1993), las toxinas Pety EAST-1,1** ¥ g| activador transcripcional AggR™ y
una proteina de antiagregacién (14 kDa) codificada por el gen aap, anteriormente llamada
aspU """ Ademas, en el mismo plasmido se han identificado otros genes que parecen
ser especificos para EAEC, aunque estos todavia no han sido relacionados con la
patogenia.l'”!
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7.1 Factores de virulencia, EAEC

© AAF/I (Fimbria de Adherencia Agregativa ). En la cepa EAEC 17-2 se encontré una
estructura flexible en forma de rollo de 2 a 3 nm de didmetro que media la adherencia a
Hep-2 y hemaglutinacién con eritrocitos humanos. Esta fimbria es codificada por el gen
aggR ®¥, que se encuentra en el pAA de 60 MDa.[® 7 93101

© AAF/Il en la cepa O42 (0O44:H18) la cual es distinta morfolégicamente y genéticamente
a AAF/I, mide 5 nm de diametro y le confiere la adherencia agregativa a la bacteria. Esta
fimbria es codificada por el gen aatA (pAA ~ 60 MDa); sin embargo no todas las EAEC
presentan estas fimbrias.® 7+ 9% 941091

© EAST-1 (Enteroaggretive E. coli Stable Toxin) toxina termoestable 1 de EAEC,
codificada por el gen astA en el plasmido bacteriano, esta toxina produce un incremento
en la secrecion de iones por segmentos intestinales montados en camara Ussing
(incremento de corriente de corto circuito y diferencia de potencial), sin embargo este gen
también es expresado por otras categorias de E. coliy su papel en infeccion no ha sido
determinado.®*

© Pic (Proteina implicada en colonizacion intestinal). Es una toxina de 116 kDa codificada
en el cromosoma de EAEC 042 y de Shigella flexneri 2457T, ha sido demostrada una alta
homologia en la secuencia amino terminal con la mucinasa de Shigella codificada en el
gen she que exhibe una alta similitud con otras SPATE.’® °! E| gen pic tiene una
caracteristica Unica entre las proteinas autotransportadoras, dentro de este GEN se
encuentran dos genes completos que codifican para las subunidades set1B (7kDa) y
set1A (20 kDa) de la proteina ShET1 (55kDa), pero estos genes se encuentran orientados
en sentido opuesto del marco de lectura abierto (Noriega y col., 1995). Las secuencias
que flanquean a pic difieren entre EAEC y S. flexneri, sugiere que este gen ha sido
adquirido por transferencia horizontal. Por otro lado la secuencia del gen pic de S. flexneri
conforma la isla de patogenicidad she, en la que estadn contenidas otras SPATE, como
SigA, la cual es similar a Pet.”® Recientemente se ha descrito que Pic tiene un motivo
serina—proteasa y que degrada gelatina, la cual puede ser inhibida por ruptura del sitio
activo. Analisis funcionales de la proteina Pic revelan que tiene actividad de mucinasa,
resistencia al suero y hemaglutinacién.®® Pero no tiene efecto citotoxico en células
9eap'l)’a(]aliales y no produce aumento en la secrecién de iones en camaras de Ussing.['” %% %7

© Pet (plasmid—encoded toxin) toxina codificada por plasmido de 104 kDa codificada
por el gen peten el plasmido de virulencia de 65 MDa (pAA). Esta toxina es miembro
de la familia de proteinas autotransportadoras (sistema de secrecion tipo V) la cual tiene
efecto citopatico en células Hep-2, caracterizado por redondeamiento y desprendimiento
de las células asi como contraccion del citoesqueleto y pérdida de fibras de actina.® ' **
37,98, 93,1031 E| andlisis de la secuencia de aa deducida de Pet (GeneBank) muestra (83%
de similitud) con la proteina EspP de EHEC, 70% al producto del gen espC de EPEC y
60% con SepA (proteina secretada de Shigella flexneri).®"!
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7.1.1 Mecanismo de patogenicidad, EAEC

Poco se conoce en cuanto a la patogénesis de la infeccion por EAEC, sin embargo se ha
propuesto un modelo que comprende tres etapas:!'” 22 9" %

1.- Adherencia inicial de la bacteria a la mucosa intestinal y/o capa de moco, a través de
las fimbrias AAF/I'y AAF/Il'y quiza otros factores.

2.- Formacion de una biopelicula bacteria—moco en la superficie del intestino. EAEC
caracteristicamente aumenta la secrecion de moco por la mucosa, el cual lleva a su
atrapamiento para formar una biopelicula de moco (produccion y secreciébn de moco
atrapa a las bacterias que se autoaglutinan). La colonizacion de EAEC podria ser
aumentada por la interaccion entre el moco y el patron hidrofébico de la adhesina AAF y
tal vez por la elaboracién de toxinas que pueden aumentar la elaboracién de moco
(Nataro y col., 1992; Nataro y col., 1998).%

3.- Elaboracién de toxinas y/o inflamacion (esto se ha sugerido con base en las evidencias
histolégicas y moleculares), lo cual conduce al dafo de la mucosa y a la secrecién
intestinal. Se han identificado tres toxinas secretadas por EAEC: EAST-1,* Pic y la
toxina Pet.[*?!

El sitio blanco de dafno de EAEC puede ser la mucosa del intestino grueso y delgado, con
un periodo de incubacién de menos de ocho horas y puede durar hasta 18 o 20 dias.

7.1.1.1 Sistema de secrecion tipo V

El sistema de secrecion V, originalmente descrito para la proteasa de IgA, actualmente es
caracteristica de una creciente familia de factores, la cual incluye proteinas secretadas en
Neisseria, Haemophilus, Bordeela y Helicobacter, asi como varios miembros de las
Enterobacteriaceae incluyendo Shigellay E. colil'”>"

Este sistema es un mecanismo de secrecion altamente eficiente, la toxina tiene tres
dominios principales relacionados con su secrecion: una secuencia sefal, un dominio
pasajero y un dominio B (dominio translocador). La proteina de 140 kDa atraviesa la
membrana interna a través del aparato general de secrecion, llamado sec, con ayuda de
la secuencia sefal; una vez en el periplasma, el extremo carboxi—terminal (dominio ) de
la proteina se ensambla como un poro barril- dentro de la membrana externa. La porcién
N-terminal de la molécula se cree que se inserta y mueve a través del poro barril-3 de la
membrana externa (Figura 7.1) para ser secretada, esta forma de secrecion da lugar al
original nombre de proteinas autotransportadoras.!'” 5" %
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Figura 7.1
Sistema de secrecion tipo V.
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Topologia de una proteina autotransportadora. Los precursores de las proproteinas
autotransportadoras comparten algunas similitudes. En la mayoria de los casos, la
proproteina posee una secuencia sefal, un dominio pasajero que posee un motivo serina-
proteasa y el dominio translocador (dominio B) que posee una estructura anfipatica B-
plegada. Secrecion de las autotransportadoras. La poliproteina autotransportadora es
sintetizada y exportada a través de la via membranal citoplasmica que se piensa que es
por un mecanismo dependiente de Sec. La secuencia senal es cortada en la membrana
por una peptidasa senal, liberando la proproteina madura al periplasma, una vez en el
periplasma el dominio translocador se inserta en la membrana externa formando un poro
barril- B por el cual el dominio pasajero es traslocado hacia la superficie celular, donde es
cortado y liberado al entorno.

Fuente: Henderson L.°7]

7.1.1.2 Papel de Pet en la patogénesis de EAEC

% Efecto enterotoxico inducido por Pet. Preparaciones de yeyuno de rata montadas en
camaras de Ussing tratadas con la toxina Pet mostraron un incremento en la secrecién de
iones por las células epiteliales, determinado por un incremento de corriente de corto
circuito y de la diferencia de potencial. El tejido intestinal expuesto a Pet exhibe los
cambios patologicos caracterizados por incremento en la liberacion de moco, exfoliacion
de células, desarrollo de abscesos de las criptas y acortamientos de las vellosidades
(Navarro y col., 1998).6: 1794

# Efecto citotoxico inducido por Pet. Se ha demostrado que los efectos producidos por Pet
sobre las células epiteliales son caracterizados por liberacién de los contactos focales
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celulares del substrato seguido por redondeamiento de las células. Células Hep-2 tefiidas
con faloidina marcada con fluoresceina, revelan contraccién del citoesqueleto y pérdida
de las fibras de estrés; estos efectos son dosis y tiempo dependiente en células Hep-2
(Navarro y col., 1999).% ' ¥l | o5 efectos citopaticos que produce Pet son debido al
motivo serina-proteasa, ya que la proteina Pet induce protedlisis en geles de substrato, y
la preincubacién con inhibidor (PMSF) de serina-proteasa resulta en la completa
anulacién de los efectos citopaticos. Para determinar el papel de la actividad de proteasa
Pet, una mutacion sitio-dirigido fue introducida en el residuo catalitico de serina S260,
convirtiendo este aminoacido a isoleucina (Figura 7.2). Pet S260l fue secretado y
procesado en sobrenadantes, en la E. coli HB101. Pet S260I fue deficiente en actividad
de proteasa y no produce efectos citopaticos, dano al citoesqueleto 6 efectos
enterotéxicos en camaras de Ussing (Canizalez y Navarro, 2003).5 ' % %% Esta y otra
mutante de Pet en el sitio de corte entre el dominio pasajero y el dominio 8 (durante la
secrecion de la proteina predicha entre N y N en la cual se cambio ambas
asparaginas convirtiéndolas en glicina e isoleucina respectivamente, Figura 7.2), la hemos
usado para determinar su papel en el dano celular. Recientemente se ha encontrado que
Pet, no produce degradacion de la actina de las células epiteliales en cultivo, el efecto de
Pet no es inhibido por drogas que estabilizan o desestabilizan el citoesqueleto, como taxol
que estabiliza y colchicina que desestabiliza microtubulos; cytocalasina D que inhibe la
polimerizacién de los filamentos de actina y faloidina que estabilizan los filamentos de
actina.® ®  Pet no produce dafios a proteinas involucradas en el contacto focal de las
células al substrato como son: caderinas, cateinas, 1 integrina, vinculina, desmogleina,
VASP, paxilina, L1, FAK y pp120, no afecta la estructura o conformacion de las proteinas
que recientemente han sido involucradas en la regulacion del -citoesqueleto,
principalmente en la re?ulacién de fibras de estrés, como son: RhoA, Rac y Cdc42HS
(datos no publicados).!"”

# Efecto de Pet sobre fodrina (espectrina no eritroide). La toxina Pet produce dafno a las
células epiteliales a través de un nuevo mecanismo, su sitio blanco de accion es fodrina
un analogo de espectrina, la cual es parte del esqueleto de la membrana y permite la
uniéon del citoesqueleto a la membrana citoplasmética. Fodrina es una heterodimero
formado por dos grandes polipéptidos, una cadena a de 2429 aminoacidos (240 kDa) y de
una cadena B de 2137 aminodacidos (220 kDa), compuestas de unidades homélogas
repetidas de 106 aminoacidos (Didier Dhermy, 1991; Bennett y Gilligan, 1993). '
Fodrina mantiene la conexibn de la membrana plasmatica con la red de actina
citoplasmatica como un mecanismo para la generacion de la forma celular y estabilidad
mecanica. La demolicién proteolitica de fodrina dentro de las células, podria inducir una
disgregacién del esqueleto de la membrana y la disgregacion de la conexién con la red de
actina citoplasmatica, conduciendo esto a alteraciones de la membrana y finalmente a
muerte celular (Didier Dhermy, 1991). Se ha determinado que Pet purificado produce
degradacién de a y B-espectrina en membranas de eritrocitos y en a y B-fodrina en
células Hep-2. La degradacion de espectrina de eritrocitos genera un producto de
degradacién de 120 kDa, y la secuencia N-terminal de este subproducto en membranas
de eritrocitos fue idéntica a la de espectrina- a madura, indicando que el sitio de corte
ocurre en el C-terminal (Villaseca y col., 2000),I' 8" sin embargo por tanto no se sabe
cual es la secuencia de la fodrina donde ocurre el corte principal. Se ha demostrado que
el efecto de la degradacion de fodrina producido por Pet es debido al motivo serina-
proteasa. Ya que la mutante Pet S260I no tiene efecto sobre la degradacion de fodrina y
espectrina no eritroide (Villaseca y col., 2000).['" "33 Fodrina es una proteina intracelular,
lo que sugiere que la toxina puede (o debe) ser internalizada.'”!

70



Marco Tedrico

Figura 7.2
Mutantes de Pet.

Actividad de virulencia Sitio de corte

Dominio - B

Secuencia sefial

N - terminal .
/\ Dominio - o
[
Sitio activo de
Serin-proteasa

C-terminal

(GDSGSP)  PetNativa  (VG-ILNKRMGD...)

260 1018-1019
{GDIGSP) {(VG-ILNKRMGD...)
Mutante de Pet S260 Mutante de Pet N1018G-N1019I

Mutacion sitio-dirigido introducida en el residuo catalitico de serina S260, convirtiendo
este aminoacido a isoleucina, mutante de Pet en el sitio de corte entre el dominio pasajero
y el dominio B durante la secrecién de la proteina predicha entre N'°'® y N''%; en Ia cual
se cambié ambas asparaginas convirtiéndolas en glicina e isoleucina respectivamente.

Fuente : Canizalez R.[V7: 18]

7.1.1.2.1 Mecanismo de internalizacion y daio producido por Pet a
su blanco, Fodrina

Canizalez y Navarro, (2003) encontraron que Pet se une a la superficie celular alcanzando
su saturacién con 100 nM y esta unién depende de un posible receptor de 35 kDa. Pet es
endocitada por via dependiente de clatrina, puesto que monodansil cadaverina y
sacarosa inhiben la internalizacién de Pet, pero no filipina, la cual interfiere con la via de
entrada a través de caveola. Pet es subsecuentemente transferido a un compartimento
endosomal y en este proceso estan implicados eventos de fosforilacion. Pet sigue un
transporte retrogrado intracelular; experimentos de microscopia confocal mostraron
colocalizacion secuencial entre Pet y el aparato de Golgi o con el reticulo endoplasmico.!*”!
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Finalmente, en el citosol, Pet tiene afinidad por fodrina-a. Todos esto datos indican que
el mecanismo de dafio de Pet en las células implica una serie de pasos:!'® '

i) Unidn e internalizacién de la toxina Pet a las células

ii) Transporte intracelular de la toxina para alcanzar el citosol

i) Interaccion y degradacion de su molécula blanco, fodrina-a

iv) Alteracion del citoesqueleto y muerte celular

7.2 Modo de transmision, EAEC

m Alimentos y bebidas contaminados.

En estudios de voluntarios adultos, la cepa EAEC 042 (O44:H18) provocé diarrea con
moco, sin sangre, utilizando una dosis infectiva de 10" UFC, después de haber
neutralizado el pH estomacal con bicarbonato. En este mismo estudio se observé que
todos los voluntarios permanecieron sin fiebre, determinandose ademas que el periodo de
incubacion fue de 8 a 18 hrs (Nataro y col., 1995).%%?

7.3 Cuadro clinico, EAEC
En nifos puede manifestarse con diarrea liquida, de color verde, con moco, sin sangre, y

en ocasiones puede llegar a ser severa. Algunas veces el cuadro clinico se presenta
como diarrea con moco con/sin sangre, vémito y sin/con poca fiebre.[?% 93 10l

7.4 Frecuencia, EAEC

Esta bacteria puede causar brotes o casos aislados de diarrea persistente.!'*!

7.5 Diagnéstico, EAEC

La prueba de referencia en el diagnéstico de EAEC es la observacién de la adherencia
agregativa en células Hep-2 de cultivos bacterianos, previamente inoculados en medio
Luria e incubados en condiciones estacionarias y a 37 °C. Otras pruebas de diagnostico
se indican en el (Cuadro 4); Cerna y col., (2003) disefaron una PCR multiplex que
identifica genes (aap, aggRy aatR) enteroagregativos.*!

7.6 Tratamiento, EAEC!!*"!

¢ Rehidratacién oral.
¢ Rehidratacion intravenosa en una infeccion severa.
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8 E. coli e adherencia-difusa (ADEC)

Las cepas de E. coli de adherencia-difusa, no forman microcolonias cuando se adhieren a
células Hep-2 o HelLa.!*?

Nataro y col., (1985) describieron que las caracteristicas de hacer adherencia difusa (DA)
(Figura 6.1-B), se encuentra codificada en genes plasmidicos aunque en algunos casos
encontraron que dichos genes eran cromosomales, ademas menciona que la fimbria
encargada de hacer esta adherencia no confiere patrones caracteristicos de
hemaglutinacién como lo hacen las cepas ETEC.I'®!

Bilge y col., (1989) caracterizaron una fimbria de superficie, conocida como F1845,
involucrada en el fenémeno de adherencia difusa.!'® '

Benz y Schmidt, (1992) trabajando con la cepa EPEC 2787 (0126:H27) que produce
adherencia difusa, describieron que una proteina de 100 kDal'®! es la responsable de
ésta propiedad y la denominaron AIDA-I (Adhesina involucrada en DA), dicha proteina se
encuentra codificada en un plasmido de 100 kbp.""™ Aln existe controversia en cuanto a
que papel pueden tener éstas cepas como agentes causales de diarrea; un estudio
realizado por Ticket demuestra que al administrar a voluntarios cepas de E. coli que se
adherian en forma difusa no presentaron diarrea, en cambio, en un estudio realizado por
Girdn, (1991), en ninos mexicanos con diarrea se encontr6 un 58.3% de aislamiento de
cepas DA positivas.®" "3

Nowick y col., (2001) Clasificaron cepas de ADEC relacionadas con las adhesinas Afa/Dr

(Afa/Dr, ADEC). Cepas ADEC tienden a asociarse con infecciones del tracto urinario (ITU)
pielonefritis, cistitis, bacteriuria asintomatica y varias infecciones entéricas.'"®!

8.1 Factores de patogenicidad, ADEC

e F1845 — Fimbria de superficie, codificada por el operon daa (Figura 8.2),
involucrada en el fenémeno de DA

/A AIDA-I (Adhesina involucrada en DA) — Proteina de membrana externa de 100 kDa,
en una cepa del serotipo O126:H27, cuyos genes se han secuenciado pero sélo se ha
encontrado en una minoria de las cepas aisladas.!'® '

Se sabe poco de su mecanismo de patogenicidad.

8.1.1 Adhesina Afa

(Afa) Afﬂf;]esina afimbrial, codificada por el operon afa (Figura 8.2), asociada a UPEC y
ADEC.
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AfaE produce la estructura de la adhesina; Afak-I requiere a los genes afaB, afaCy afakE
que causan hemaglutinacion resistente a la manosa (HARM), expresada en UPEC KS52.
AfaE-l es 32% identica a Dr. La secuencia de aa de AfaE-lll es 98% identica a Dr. El gen
afa-3 ?33] relaciona estrechamente con el operon daa, que codifica para la fimbria
F1845.

AfaB y AfaC promueven a las proteinas chaperonas en el periplasma y otras proteinas
ancladoras de membrana (Figura 8.1).I'"®!
Figura 8.1
Ensamblaje de adhesinas Afa/Dr.

Adesinas Afa/Dr

Membrana
externa

Dominio

periplasmico 7 A “Chaperona
U ' —- 13 acomodadora”

Membrana oo s s s s
citoplasmica

-----------------------------------------------

AP = Sistema de
secrecion Sec
N ¢

Fuente: Servin A.[113]

AfaA [)1/13]AfaF muestran homologia con proteinas regulatorias-transcripcionales Papl-
PapB.

8.1.2 Adhesina Dr (Hemaglutinina Dr 6 adhesina 075X)
Adhesina (Dr) requiere cuatro genes draA, draC, draD y draE para que ocacione HARM,

expr<[a1§3a]1da en la cepa UPEC IH11128 (O75:K5:H), codificada por el operon dra (Figura
8.2).

8.1.3 Adhesina fimbrial F1845

Una adhesina fimbrial, designada F1845, involucrada en el fenédmeno de adherencia
difusa, es codificada por el operon daa (Figura 8.2).1'"®
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El gen daaE toma parte en la secuencia de sefales, homologo a AfaE-I, pero no codifica
en la regién de la proteina madura; F1845 es 57% identica a Dr.['"®!

Figura 8.2
Organizacion genética de los operones afa, dray daa.
Proteina
Regulador chaperona )
transcripcional perinldsmica Proteina ancladora Invasina Adhesina
+ i - S . — —
e ke $00 M 13 Mie ([T
afal
Bl 110 e SR LR i 13 il {56 K
afal
afa7
afa8
dra
fAOHDE E2KDw 13 KDE
daa

Fuente: Servin A.[113]

8.2 Mecanismo de virulencia de adhesinas Afa/Dr, ADEC
Observando datos experimentales con cultivos de lineas celulares, revelan lesiones

estructurales en el microvilli intestinal, en la barrera epitelial, caracterizados por entericitos
del intestino delgado o el colon (Figura 8.3).

8.3 Cepas ADEC tipica y ADEC atipica

Servin, (2005) propuso dos clasificaciones de cepas: ADEC tipica y ADEC atipica, con
una subclase en cada cepa.!'"®

¢ ADEC tipica, contiene adhesinas Afa/Dr.

1.- Teniendo una organizacion genética identica.
2.- Permitiendo la unién sobre el receptor celular (DAF, CD55).
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3.- Fomentando la agrupacion de DAF.

ADEC tipica (Afa/Drpag), incluye cepas que expresan adhesinas: Afak-1, Afak-Il, Afak-lll,
AfaE-V, Dr, Dr-1l, F1845 y NFA-I. Estas clases de cepas incluyen dos subclases:""

- Adhesinas AfaE-Ill, Dry F1845 se unen a receptor CEA (Afa/Drcga).
- Adhesinas Afak-ly Dr-1l que no se unen a CEA.

Figura 8.3
Mecanismo de virulencia de adhesinas Afa/Dr, ADEC.

Las células epiteliales tienen receptores de membranas DAF [CD55] para adhesina Afa/Drpar ;
CEACAM1, CEA y CEACAM6 que interactian con adhesina Afa/Drcea, AfaE-III, Dr y F1845.

Se activan sefalizaciones de proteinas, que involucra a fosfolipasa Cy, fosfasitidilinositol 3-Kinasa y
un incremento en la concentracién de Ca*2.

Lesion estructural en el microvilli (elongacion).

Incremento de permeabilidad paracelular.

Mecanismo de sefializacion dependiente-MAPK.

Produccion de IL-8.

Afa/Dr, ADEC interactia con PMN.

Produccion de TNF-a e IL-1B.

Expresion de DAF en el dominio basolateral.

10) Hay modificacion de célula huésped, la que rodea a la bacteria pero no la internaliza.

Fuente: Servin A.[113]
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¢ ADEC atipica esté dividida en dos subclases, el cual contiene adhesinas Afa/Dr u otras.

1.- Teniendo una organizacion genética identica
2.- No se une al receptor DAF

ADEC atipica subclase 1, incluye cepas que expresan adhesinas: AfaE-VIl, AfaE-VIII,
AAF-l y AAF-II.

ADEC atipica subclase 2, la cual contiene adhesinas Afa/Dr u otras. Incluye cepas EPEC-
DA (tienen adhesina AIDA-I y LEE).I'*®!

8.4 Principales sintomas, ADEC

o Diarrea acuosa sin sangre y sin leucocitos.'®!

8.5 Frecuencia, ADEC

El grupo de ADEC se puede aislar tanto de personas sanas como de personas con
diarrea, siendo méas importante en nifios de 4 a 5 afios.!"*!

8.6 Diagnodstico, ADEC

En el (Cuadro 2.4) se indican los métodos de diagnéstico. La hibridacién con sondas
derivadas de un fragmento del gen daaC, que codifica para la fimbria F-1845, también se
ha empleado para el diagnéstico, pero puede presentar falsos positivos, y el diagnéstico
empleando PCR aln no se ha desarrollado."™
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II. Justificacion

Hasta el momento, se ha registrado un descenso de morbilidad por diarrea durante la
temporada primavera-verano y un aumento paulatino durante otofio-invierno. Se
considera, en general, que las diarreas durante la temporada de primavera-verano son
debidas principalmente a bacterias, mientras que durante otofo-invierno estan
asociadas a virus.

La diarrea es una de las principales causas de muertes en niflos menores de 5 anos
en paises en vias de desarrollo y en el mundo.[*® 104 124.128. 1381 | 5 SSA/INEGI en el
ano 2002, mostrd que las enfermedades intestinales infecciosas son la cuarta causa
de mortalidad infantil en menores de 1 ano y la principal causa en nifios de 1 a 4 afios
con una tasa de 4.96 / 100,000 habitantes; la deshidratacién y diarrea, cada afo causa
la muerte a cuatro mil nifios. % 4% 132!

En México no se han realizado estudios epidemiolégicos para establecer la
importancia e identificacion de las bacterias de los grupos de E. coli diarreogénicos
(GED) en particular, por lo que es necesario realizar una investigacion que permita
determinar su importancia.

Diversos estudios han mostrado que los GED en su conjunto son importantes agentes
etiologicos causantes de diarrea aguda en nifios en el mundo. En nuestro pais no
existen estudios epidemiolégicos que incluyan a los 6 GED, ya que no hay pruebas
bioquimicas para su deteccién, por lo que estos microorganismos no son identificados
de manera cotidiana por los laboratorios clinicos. Hasta el momento se identifican
mediante productos de los genes que confieren las caracteristicas de patogenia (en
los que estan bien establecidos) o en la identificacion de estos genes por colony bloty
PCR.

Por medio de ésta revision se pretende dar a conocer diferentes areas de
investigacion y desarrollo, para determinar los diferentes patotipos de Escherichia coli.
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III. Objetivos

III - A) Objetivo general

Realizar una actualizacién biblio-hemerografica sobre infecciones gastrointestinales
causadas por diferentes patotipos de Escherichia coli en México, haciendo énfasis en
ETEC y EHEC; recopilando informaciéon de manera ordenada, l6gica y congruente
para ampliar el conocimiento en el area de investigacion y desarrollo para el Q.F.B.,
Q.B.P., Biélogos, Médicos, etc.

III - B) Objetivos particulares

Identificar el patron epidemiolégico de diarrea en la poblacién mexicana, mediante las
actuales notificaciones, para determinar su incidencia.

Documentar la prevalencia de los grupos E. coli diarreogénicos (GED), adquiriendo
informacion desde los primeros hallazgos hasta la fecha, para determinar la
importancia de ETEC y EHEC.

Proponer medidas de prevencion contra ETEC y EHEC, implementando estrategias
especificas y normas sanitarias, para tratar de evitar infecciones gastrointesinales.
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Metodologia

IV. Metodologia

Consideré la importancia e identificacion de los GED. ||

|| Observé el problema y formulé mis objetivos.

Estableci una estrategia de investigacion biblio-hemerografica.
Recopilando informacién de manera ordenada, I6gica y congruente.

Utilicé las siguientes fuentes de informacion:

Los resultados son tablas y graficas de diversos estudios de investigacién de
infecciones gastrointestinales en poblacién mexicana hasta los afios mas recientes,

relacionados con los GED.

FES Cuautitlan FES Cuautitlan C.U
Biblioteca Hemeroteca Biblioteca UNAM
e 7 libros e 3revistas Central Base de datos
e 1 tesis e 1tesis e 3tesis * 48revistas
InDRE CINVESTAV
Biblioteca ENCB Biblioteca CINVESTAV
* 1libro Biblioteca * 4libros Base de datos
* 2revistas e 3tesis * 3itesis » 3revistas
e 3folletos e 7 revistas
Internet
e 57 paginas
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V. Resultados

Existen pocos estudios en los que se haya realizado la busqueda de agentes etiolégicos
productores de diarrea en nifios menores de cinco afos y los que existen fueron
realizados antes de la llegada de la epidemia del colera a nuestro pais en 1991.
Referente a la etiologia de las diarreas en México se han publicado diversos trabajos.

Cravioto y col., (1985) publicaron los agentes etioldgicos productores de diarrea en 56
nifios de una comunidad rural de Cuernavaca, desde su nacimiento hasta los dos afos de
vida. Para este estudio se incluyeron nifnos que nacieron entre Marzo 1982 a Marzo 1983.
De los 372 episodios, el 27% de los casos no fue posible identificar agente etioldgico,
pero si en el 73% (270/372) restantes (Tabla V-1). En el 13% de los episodios existieron
infecciones mixtas.*”!

Tabla V-1
Etiologia de diarrea en una comunidad rural de Cuernavaca, México
con nifios que nacieron entre Marzo 1982 a Marzo 1983.

Agentes identificados %
Casos

ETEC 34
Rotavirus 10
EPEC 8
Salmonella y Campylobacter jejuni 6
Glardia lamblia y Entamoeba histolytica 5
Shigella 4

Fuente: Cravioto A.?%

Durante el afio de 1985, en un hospital del Sur de la ciudad de México Sepulveda-Amor
(1990), reporté los agentes etioldgicos causantes de diarrea en 125 nifios que llegaron al
servicio de urgencias médicas (Tabla V-2).[??
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Tabla V-2
Etiologia de diarrea en un hospital del Sur de la
ciudad de México en 1985.

Agentes identificados %
Casos
EPEC 28
Campylobacter 15
ETEC 13
Shigella 9
Glardia lamblia 8
Rotavirus 6
Entamoeba histolytica 1.6
Salmonella 0.8

Fuente: Cerna C.1??

Morayta y col., (1993) reportaron los agentes causales de diarrea en 121 nifios cuyas
edades variaron entre los 19 dias y 14 afos. Todos ellos tenian diarrea aguda y acudieron
para su atencion al servicio de urgencias durante los meses de Diciembre 1988 a Julio
1990. No fue posible identificar agente patéogeno en el 33% (57/121) de los casos. Se
identificaron 81 agentes etioldgicos diferentes en el 53% (64/121) de los nifios. En el
mayor numero de ellos se encontr6 en menores de doce meses. En la Tabla V-3 se
presentan los agentes identificados.?

Tabla V-3
Agentes causales de diarrea aguda en nifos durante
(Diciembre 1988 a Julio 1990).

Agentes identificados | % Casos

Rotavirus 23
EPEC 17
Salmonella 10
Campylobacter jejuni 9
Shigella 7
Clostridium difficile 1
Cryptosporidium 1

Fuente: Cerna C.1??

Guerrant y col., (1990) encontraron que ETEC es endémica en nuestro medio y que causa
la diarrea del turista en todo el mundo.®* %%
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Benitez y col., (1991) realizaron la busqueda de agentes etiolégicos que causaban diarrea
con sangre en 75 nifos, desde su nacimiento hasta los dos afos de vida, en una
comunidad de Cuernavaca, Morelos. De un total de 636 casos de diarrea, en el que el
11% (71/636) de los episodios hubo presencia de sangre en heces, aislandose por lo
menos un patdégeno en el 83% (59/71) (Tabla V-4). Se identificaron infecciones mixtas en
el 17%; estas infecciones mixtas fueron principalmente entre Campylobacter jejuni con
EAEC y entre ETEC con EAEC.I"”

Tabla V-4
Etiologia de diarrea en una comunidad de Cuernavaca, Morelos
“Lugar sobre la Tierra Blanca” en 1991.

Agentes identificados | % Casos
EAEC 35
EHEC 17
Shigella 14
Campylobacter jejuni
ETEC

EPEC

EIEC

Salmonella sp.
Glardia lamblia
Hymenolepis nana

DD D AAIN

Fuente: Benitez 0.[*"]

Estudios epidemioldgicos, realizados en México por (Cravioto y col., 1990 y 1998),
mostraron que las cepas de EIEC se aislan con poca frecuencia de pacientes con diarrea
y en general cuando se aislan estan asociadas con nifios mayores de 6 meses.?> *!

Flores-Abuxapqui y col., (1993) evaluaron los agentes productores de diarrea liquida en
148 ninos menores de dos afnos que ingresaron al hospital O’Horan, de la ciudad de
Mérida Yucatan, con diagnéstico de diarrea aguda, durante el periodo comprendido entre
el 1 de Enero al 31 de Octubre 1991 (Tabla V-5). El 70.9% (105/148) de las muestras
fueron liquidas. Del total de las muestras liquidas, en el 61.9% (65/105) se aisld al menos
un agente patégeno entérico, en el 35.2% (37/105) se aisl6 un solo agente etiol6gico.?
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Tabla V-5
Agentes causales de diarrea aguda liquida en nifios menores de dos afios en la ciudad
de Mérida, Yucatan entre el 1 de Enero al 31 de Octubre 1991.

Agentes identificados | % Casos

ETEC 17.1
Rotavirus 14.3
Shigella 5.7
Salmonella 5.7
Glardia lamblia 4.8
Campylobacter 3.8
EIEC 2.8
Entamoeba histolytica 2.8
Adenovirus 1.9

Fuente: Cerna C.[?2

Los trabajos anteriores fueron realizados antes de la llegada del célera a nuestro pais, por
lo que es necesario contar con reportes recientes que nos indiquen la importancia actual
de los GED.

Después de la llegada de la epidemia de célera a nuestro pais, en el verano de 1991, se
presentdé una disminucién de aproximadamente el 15% en la notificacion de casos de
diarrea (Velasquez y col.,, 2001). La informacion obtenida del Sistema Nacional de
Registro del IMSS durante el periodo de 1990-1994, que incluyé datos de 259 hospitales
de todo el pais, mostré un descenso de hospitalizaciones del 8% por diarrea en nifios
menores de cinco afnos. Esta disminucién se observd sobre todo, en el grupo de nifios
menores de un afo y durante la temporada P-V, mientras que en O-l, se observo un
incremento paulatino en el nimero de hospitalizaciones (Gréfica V.1).?2

En 1990-1991 se observaron 2 brotes de diarrea. El brote en los meses humedos y
calurosos (P-V) fue mayor que en O-1; a partir de 1992-1994 la frecuencia observada en
P-V se redujo paulatinamente, mientras que en Ol los brotes anuales permanecieron
(Grafica V.1).1%2!

84



Grafica V.1
Hospitalizaciones por diarrea aguda en niiios menores de cinco ainos,
IMSS 1990-1994.
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Fuente: Cerna C.1??

Lo anterior significa que en los ultimos afos se ha observando un claro cambio en el
patrén de las enfermedades diarreicas en México. Este cambio puede deberse a las
campanas de salud publica implementadas debido a la epidemia del célera, tales como:
mejor higiene personal, cloracion del agua, mayor letrinizacién, entre otras, que parecen
haber tenido un efecto favorable sobre la distribucién en el nimero de casos diarreicos.

En el INDRE (Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos), desde 1993 se
empez6 la estandarizacion de métodos de biologia molecular como “colony blot”y PCR,
desde 1996 se emplean con fines diagndsticos y como apoyo a la vigilancia
epidemiolégica para la caracterizacion de E. coli patdgena aislada de casos diarreicos y
cuyos resultados han sido presentados en diversas reuniones cientificas.!'*!
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Giono y col., (1994) investigaron la capacidad de 104 cepas de E. coli para producir
toxinas LT y VT en cultivos de células Vero y su correlacion con la expresién fenotipica
(bioquimica y serologia) y genotipica (presencia del gen que codifica para produccién de
toxina) “colony blot”;, 40 cepas fueron aisladas de alimentos y 64 aisladas de heces
obtenidas durante un brote de diarrea. No se encontré el serotipo O157:H7. En células
Vero se encontraron 3 (2.8%) cepas productoras de VT (1 aislada de alimento y 2 de
heces diarreicas) que serolégicamente no corresponden al grupo EHEC, 77 (74%)
productoras Unicamente de LT y 19 (18.2%) que producen LT y VT. Una cepa de E. coli
de un infante con diarrea fue sorbitol negativo con efecto citotéxico y aglutino con suero
O55. El 93.75% de las cepas de E. coli pertenecieron al grupo ETEC.!

Entre Octubre 1995 y Agosto 1996 (Betancourt y col., 1999), estudiaron 533 nifios de
cinco afios de edad o menos, de diferentes municipios del estado de Veracruz con
diagndstico clinico de diarrea infecciosa aguda definida como un incremento en el numero
de evacuaciones al dia con una disminucién variable de su consistencia habitual. Se les
realizd coprocultivos positivos para Escherichia coli, posteriormente las muestras se
enviaron al INDRE. De los cinco serotipos de E. coli, 71.49% correspondieron a estirpes
patégenas (381 de 533) y el 28.5% no patdgenas (Tabla V-6).1""!

Tabla V-6
E. coli causante de diarrea en diferentes municipios del estado de Veracruz,
México, entre Octubre 1995 y Agosto 1996.

GED %
Casos
EIEC 55.4
ETEC 25.2
EPEC 16.0
VTEC 3.4

Fuente: Betancourt S.[*

El 31 de Mayo del 2000 se presenté un brote causado por Escherichia coli en Chalco,
México, provocando diarrea y voémito asociado con un desbordamiento de un canal de
aguas negras. El estudio se efectto en el INDRE, de la Secretaria de Salud (Cortés y col.,
2002), con 1,550 hisopos rectales para el aislamiento e identificacién bioquimica de V.
cholerae y enterobacterias, obtenidos de la poblacién del Valle de Chalco. Las cepas de
E. coli se hibridaron por "colony blot" para los grupos ETEC, EIEC, EPEC y EHEC (Tabla
V-7). El 0.45% correspondi6 a Salmonella sp, 0.06% a Shigella flexneri, y 76.6% a E. coli.
El 22.9% restante fueron bacterias sin importancia médica. No se encontrd asociacién
entre E. coli patdgena con la edad y género de los pacientes.
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Tabla V-7
Brote causado por Escherichia coli en Chalco, México,
el 31 de Mayo del 2000.

GED %
Casos
ETEC 62.20
EIEC 0.84
EPEC 0.84
EHEC / no 0157:H7 0.08
No hibridé* 36.02

* Las cepas que no hibridaron con ninguna de las sondas empleadas se consideraron £. coli no agrupadas, ya
que dentro de ellas pudieron encontrarse £. coli enteroagregativas y £. coli de adherencia difusa que puedan
estar involucradas en la produccion de diarrea.

Fuente: Cortes O. [28

En las 1,188 cepas de E. coli aisladas, 62.2% correspondié a ETEC (739/1 188), de las
que 44.6% hibrid6 con la sonda para la enterotoxina LT, 11.2% con la enterotoxina ST, y
44 1% lo hizo con ambas sondas (Tabla V-8). El 0.84% de EIEC (10/1188) lo logr6
usando la sonda que detecta el locus asociado con la invasividad, ial; 0.84% a EPEC
(10/1 188) con la sonda para la subunidad A del pili BFP, 0.08% a E. coli
enterohemorragica no O157:H7 (1/1 188) con la sonda para la enterohemolisina
pCVD419, y 36.02% (428/1 188) no hibridd con ninguna de las sondas empleadas. Sin
embargo, la Unica cepa que hibrid6 con la sonda pCVD419 no aglutind con el antisuero
0:157, por lo tanto, no se consideré en el grupo EHEC.!

Tabla V-8
ETEC y los genes identificados en el brote de Valle de Chalco.

GED | Gen (es) o fragmento %

Identificado (s) Casos
ETEC It 44.6
ETEC st 11.2
ETEC It y st 44.1

Fuente: Cortés 0.8
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Cerna Cortés J., (2003) establecio un patrén epidemiolégico de la diarrea aguda, en nifios
menores de 5 afos, ingresados en tres hospitales de segundo nivel del IMSS, D.F.
Durante los periodos de Marzo 1998 a Febrero 1999 y Marzo 2000 a Febrero 2001. En los
ingresos hospitalarios por mes observamos claramente dos picos para los dos anos, el

primero se presenta durante P-V y el segundo en la temporada O-I (Grafica V.2).

[22]

Grafica V.2

Ingresos hospitalarios diarreogénicos por MES durante los periodos de
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En los tres hospitales, los pacientes hospitalizados fueron en su mayoria nifios menores
de 12 meses de edad con 50%. Seguidos por el grupo de nifios de 13 a 24 meses; siendo
el grupo de nifos menos hospitalizados por diarrea aguda el de 4 a 5 anos de
edad (Tabla V-9).%%?!

Tabla V-9
Ingresos hospitalarios diarreogénicos por EDAD durante
(Mar98-Feb99 y Mar00-Feb01).

Edad en %
meses Hospitalizaciones
0-12 50
13-24 25
25-36 13
37-48 8
49-60 4

Fuente: Cerna C.1??

El andlisis de las muestras de los nifios con diarrea aguda para la busqueda de virus,
bacterias y parasitos, se realizé en la seccidn de virologia, bacteriologia y parasitologia de
la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, del
Centro Medico Nacional, Siglo XXI, con la excepcion de los GED identificados en el
CINVESTAV (Tabla V-10).2

Tabla V-10
Agentes etioldgicos en nifios con diarrea aguda durante
(Mar98-Feb99 y Mar00-Feb01).

Agente infeccioso % Casos
n=699 pacientes
Rotavirus 42
Shigella sp. 13
GED 9
Salmonella sp. 5
Adenovirus 4
Campylobacter sp. 3
Astrovirus 2
Cryptosporidium sp. 1
Aeromonas sp., Giardia sp. y Vibrio cholerae <1
Sin aislamiento 20.5

Fuente: Cerna C.1??
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De los 699 pacientes que ingresaron a los hospitales con diagnéstico de diarrea aguda, se
aislaron cepas de E. coli en el 9% de los pacientes. Considerando que se pican 5 colonias
por paciente (631) se obtuvieron un total de 3,155 cepas, las cuales fueron caracterizadas
bioquimicamente. También determiné la prevalencia de los GED en nifilos menores de 5
afios hospitalizados por diarrea aguda, mediante PCR multiplex desarrollada.®?

La PCR multiplex desarrollada, les permitié identificar a los GED en el 9% de los
pacientes, siendo el grupo mas frecuentemente aislado EPEC, el cual se identificé con el
35% de los pacientes, en el 30% de los pacientes se identificaron cepas ETEC, en cepas
de TSEC en el 25% de los pacientes y finalmente EIEC fue identificada en el 10% de los
pacientes (Grafica V.3)./%

Grafica V.3
Porcentaje de pacientes hospitalizados por diarrea aguda por GED de
(Mar98-Feb99 y Mar00-Feb01).
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Cabe mencionar que en EPEC en 25% de los pacientes de las cepas fueron de las
denominadas EPEC atipicas (EPECa), es decir que s6lo contienen el gen eaeA, mientras
que solo el 10% restante fueron cepas EPEC tipicas, que presentan ademas del gen
eaeA, el gen bfpA. En ETEC el 22% present6 el gen It, el 5% el gen sty el 3% contenian
ambos genes. En las cepas TSEC el 5% presentaron el gen stx-1, el 13% el gen six-2y el
8% presentaron el gen stx-1, como el gen eaeA. Finalmente EIEC present6 el gen ial 10%
(Tabla V-11). ¥4

Tabla V-11
GED y genes identificados en heces de pacientes hospitalizados por diarrea aguda
durante (Mar98-Feb99 y Mar00-Feb 01).

GED | Gen (es) o fragmento %

identificado (s) Casos

EPEC bIDA, eaeA 10
EPECa Egea 25
ETEC Lt 22
ETEC st 5
ETEC Lt st

TSEC Stx-1 5
TSEC Stx-2 13
TSEC Stx-1, eaeA 8
EIEC ial 10

Fuente: Cerna C.1??

Para el estudio de la distribucion de pacientes por temporada que presentan GED en sus
heces se consideré el periodo de P-V, del primero de Marzo al 31 de Agosto y O-l del
primero de Septiembre al 28 de Febrero. Se aislaron GED en 9% de los pacientes durante
P-V [342] 9% durante O-l. Podemos aislar a los GED a lo largo de todo el afo (Grafica
V.4).

Del total de 45 pacientes hospitalizados que presentaron infecciones mixtas, 73% ocurrié
durante O-l, mientras que de las infecciones simples 78% se presentan en P-V. En la
temporada O-1 la mayoria de las infecciones mixtas de GED estuvieron asociadas
principalmente con Rotavirus 82%, mientras que en P-V estuvieron asociadas
primordialmente con bacterias 67%.
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Grafica V.4
Distribucion por temporada del nimero de pacientes que
presentan en sus heces algin GED durante (Mar98-Feb99 y Mar00-Feb01).
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De los 63 pacientes de los que se aislé algun GED, el 71% presenté infecciones mixtas,
es decir que ademas del GED se aislé otro agente patégeno (Grafica V.5). Esto tiene gran
relevancia si consideramos que el ingreso de un nifio al hospital puede deberse a varios
factores, y una podria ser que el nifio esté infectado por mas de un agente etiolégico. En
infecciones mixtas se obtuvo un 67% de (EPEC, ETEC, TSEC y Rotavirus) y 24% de
(EPEC, ETEC, EIEC y Shigella), por lo que es importante conocer si los pacientes que
presentan GED en sus heces, estan infectados con otros patégenos.?

Grafica V.5
Porcentaje de pacientes con GED con infecciones mixtas o simples
durante (Mar98-Feb99 y Mar00-Feb01).

Infeccion simple
29%

Infeccidon mixta
71%

Fuente: Cerna C.1??
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Del total de los 63 pacientes en los que se identifico algin GED, observamos que en el
29% de los pacientes, los GED fueron el Unico agente etiol6gico. Encontrando en estos
pacientes en mayor proporcién al grupo TSEC en un 33%, continuando con ETEC en un
28%, EPEC en el 22% y finalmente EIEC en un 17% (Gréfica V.6).[

Grafica V.6
Porcentaje de pacientes con diarrea aguda en el que se identifico
algin GED como unico agente etioldgico en (Mar98-Feb99 y Mar00-Feb01).

35%

30% -

295%

Pacientes 20% 3
15%- 2

10% | 1

9%

0%-

TSEC ETEC EPEC EIEC
GED

Fuente: Cerna C.1??

Se realizaron ensayos de expresién de genes en el que mostraron que existe una alta
correlacion entre la presencia del gen identificado por PCR y su expresion en métodos “in
vivo”. Las cepas EPEC tipicas se adhirieron con un patrén localizado sobre las células
Hep-2; las cepas EIEC lograron invadir células Hep-2; las cepas TSEC provocaron un
efecto citotdxico sobre células Vero, mientras que las cepas ETEC en un 81% provocaron
efecto citoténico sobre células Vero.d

Se realiz6 una tipificaciéon por serologia a 75 cepas patbégenas aisladas de 26 pacientes
en el que se identificé (antigeno somatico: O y flagelar: H) en el 72% de las cepas. El 30%
de los serotipos identificados en las cepas GED de los pacientes correlacionan con
serotipos caracteristicos de algunos GED, para el grupo de ETEC se identificaron los
serotipos O8:H9, O78:H10, O153:H45, para el grupo EPEC O119:H6 y para el grupo
TSEC 0:111:H- y O18:H- (Tabla V-12).*
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Tabla V-12
Serotipos del GED identificados en las heces de pacientes hospitalizados por
diarrea aguda durante los periodos de (Mar98-Feb99 y Mar00-Feb 01).

Serotipo identificado GED

08:H9, 078:H10, 0153:H45 | ETEC
0119:H6 EPEC
O:111:H-, O18:H- TSEC

Fuente: Cerna C. 1%

En el 77% de las cepas fue posible caracterizar el serogrupo (antigeno O) (Gréfica V.7).
Se identificaron 13 serogrupos diferentes, de los cuales el 68% son considerados como
patégenos, para ECET: 08, 078, 0153, para ECEP: 026, 055, 0119, O127. Mientras
que para ECTS: O1, 018, 025, 055, 011y O103.

Se identificaron serogrupos que no estan asociados con cepas patégenas ni con cepas no
patégenas, como es el caso de O34 y 0104.1%2

Grafica V.7
Serogrupos identificados en las cepas asociadas con GED aisladas de niios
durante los periodos de (Mar98-Feb99 y Mar00-Feb 01).
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El Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) para la vigilancia de la resistencia a los
antibiéticos en relacion con colera y diarrea, es el INDRE, Secretaria de la Salud. En la red
participan 31 Laboratorios Estatales de Salud Pudblica (uno por cada estado de la
Republica Mexicana) que actuan como referencia para los 99 laboratorios periféricos en
cada estado. Estos 99 laboratorios realizan la toma de muestra, cultivo y aislamiento y las
envian a los laboratorios estatales. La informacion obtenida del Sistema Nacional de
Vigilancia 2001, reporta la incidencia de los GED, con una elevada frecuencia de infeccion
durante la temporada P-V, sin embargo los episodios de diarrea fueron bajos en O-l
(Grafica V.8).l"""

Grafica V.8
E. coli Diarreogénica: aislados por categoria, 2001.
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A partir de 12,654 muestras aisladas, de diferentes estados de la republica mexicana se
reportd 46% de ETEC, 39% no patogenas, 8% de EIEC, 5% de EPEC y 2% de EHEC no
0157:H7 (Gréfica V.9)."!

Grafica V.9
E. coli Diarreogénica: muestras aisladas 2000-2001.
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Fuente: Sistema Nacional de Vigilancia.[*'”!

Es importante mencionar que la prevalencia de los GED en pacientes con diarrea difiere
entre las regiones geogréaficas en México (Figura V-1).1'"]

Figura V-1
Distribucion geografica de Escherichia coli en México, 2001.

ETEC, EPEC, EIEC, EHEC
B coce enec sec
ETEC, EPEC, £IEC

ETEC, £IEC
B Eec esec

EHED: Enterobemorrigico  EIEC: Enteroinvasive
ETEC: Enterotaxinénica EPEC: Enteropatfigena

Fuente: Sistema Nacional de Vigilancia.[*'”!
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En la revista salud publica de México en un articulo de revisién (Rodriguez-Angeles.,
2002), resalta la importancia de E. coli (Tabla V-13) como patégeno capaz de causar
casos aislados o brotes de diarrea, SUH, CH y cuadros de disenteria, principalmente en
ninos. Ademas, se encontré que la presencia de E. coli es mayor durante los meses
humedos y calurosos , afecta principalmente a nifios menores de cinco anos. Actualmente
se realiza la estandarizacién del método para identificar a EAEC.['?]

Tabla V-13
Escherichia coli como patégeno en México, 2002

%
Serotipo Casos
ETEC 48
EIEC
EPEC 4
EHEC / no O157H7
No hibridé* 32

* Las cepas que no hibridaron con ninguna de las sondas empleadas se consideraron £. coli no agrupadas, ya
que dentro de ellas pudieron encontrarse £. coli enteroagregativas y £. col/i de adherencia difusa que puedan
estar involucradas en la produccion de diarrea.

Fuente: Rodriguez A.[*%*]

Estrada Garcia y col., (2005) estudiaron dos grupos de nifios menores de 5 anos
hospitalizados por diarrea aguda (<14 dias): 1) 285 nifios hospitalizados en tres diferentes
instituciones del IMSS, en la ciudad de México a partir de Marzo 2000 a Febrero 2001;
Il) 145 nifos atendidos en el Hospital del Nifio, Secretaria de Salud en Villahermosa,
Tabasco, México, entre Febrero a Octubre 2004."°!

El andlisis de las muestras de los nifios con diarrea aguda para la busqueda de virus,
bacterias y parasitos, se realiz6 en laboratorios estandarizados. Mediante aislamiento,
crecimiento e identificacion de Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio cholerae y
Campylobacter spp.; aplicando pruebas de ELISA o aglutinacién latex para rotavirus;
microscopia para Entamoeba histolytica, Cryptosporidium parvum, Cyclospora
cayetanensis, Isospora spp, y Giardia lamblia. De 430 pacientes se identificaron 62 (14%)
GED. (Tabla V-14). 8
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Agentes

(Marzo 2000 a Febrero 2001 y Febrero a Octubre 2004).

Tabla V-14
etioldgicos en nifios con diarrea aguda durante

Agente infeccioso % Casos
n= 430 pacientes

Rotavirus 41

GED 14
Shigella sp. 9
Salmonella sp. 3
Campylobacter sp. 0.7
Cryptosporidium sp. 0.9

Fuente: Estrada G.°®

De un total de 430 pacientes se aislaron 2,010 cepas de E. coli, las cuales fueron
analizadas mediante sus genes de patogenicidad por PCR multiplex, el 8% es positivo por
lo menos para 1 gen de GED: ETEC (st) y (/f), EPEC (eaeA) y (bfp), TSEC (stx1, stx2) y
(eaeA), y EIEC (ial). Pacientes con caracteristicas de TSEC, que expresaron antigeno
lipopolisacarido O157 y el gen (hlyA), se utilizé un kit de aglutinacion de particulas latex y
PCR respectivamente. Se aplic6 una segunda PCR multiplex en el andlisis de
Villahermosa, determinando 3 genes de virulencia para EAEC (aap, aggR y aatA). Ambas
PCR se desarrollaron en el Departamento de Biomedicina Molecular del CINVESTAV
(Tabla V-15). B9

Tabla V-15
GED y genes identificados en nifios con diarrea aguda
durante (Marzo 2000 a Febrero 2001 y Febrero a Octubre 2004)

GED Patotipo % Gen o fragmento
n = 62 pacientes identificado %

/t= 29
ETEC 27 st= 17
It st= 4
EAEC 26 aap, aggr, aatA = 56
EPECa 21 eaeA = 31
stx-2= 9
TSEC 18 Sstx-1, eaeA= 9
stx-1= 3
stx-1, eaeA, HIyA= 1
EPEC 5 bfpA, eaeA = 7
EIEC 3 ial= 4

Fuente: Estrada G.°®!
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No obstante, GED presenta resistencia antimicrobiana: 82% tetraciclina (Tet), 73%
ampicilina (Amp), 65% trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX), 19% cloranfenicol (Chlor),
2% gentamicina , y ninguna a ciprofloxacina.®®

Los nifios menores de 5 anos hospitalizados con diagnéstico GED, son resistentes a
TMP-SMX 'y Amp, estos antibiéticos no son eficientes para diarrea pediatrica. GED son
sensibles a ciprofloxacina; pero esta y otras quinolonas no son aprovadas clinicamente,
porque causan dafios prematuros.®®

Las muestras o cepas enviadas a un laboratorio de vigilancia epidemioldégica deben
remitirse con la siguiente informacién: fuente de aislamiento (humano o tipo alimento), en
caso de ser de origen humano indicar la edad y sexo del paciente, la localidad, si se trata
de un caso o contacto, qué alimentos ingirié tres dias previos al inicio de la diarrea, si
viajo o asisti6 a un evento social, el tipo de diarrea (acuosa, con moco, con sangre),
numero de evacuaciones y durante cuantos dias, si hubo deshidratacién, si se dio
tratamiento y cual fue; todo esto con fines epidemioldgicos y poder detectar
oportunamente la presencia de un brote o de cepas de E. coli del serotipo O157:H7 para
las cuales la vigilancia eﬁ)idemiolégica debe ser permanente, sobre todo en las regiones
fronterizas y turisticas.!'®
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VI. Discusion

La diarrea es una de las causas principales de morbilidad y mortalidad en paises en
desarrollo. El interés mostrado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), asi como
las diferentes medidas tomadas para su manejo ha favorecido una reduccion importante
en la tasa de mortalidad en niflos menores de cinco anos; a pesar de este descenso, las
infecciones intestinales no han dejado de ser un problema importante para los nifios. La
hip6tesis postulada sobre la reduccién de las complicaciones de las infecciones
intestinales se basa en el Programa Nacional de Rehidratacion Oral que se implant6 en
1984; recomendaciones sobre la alimentacién, promocion de la lactancia materna,
mejores practicas de destete, disponibilidad de agua potable, saneamiento del medio,
higiene personal y ambiental, inmunizaciones contra enfermedades virales; pero se ve
obstaculizada por las caracteristicas culturales y creencias folkloricas propias de nuestros
paises en desarrollo.

Cravioto y col., (1985) reportaron solo dos GED en un estudio de un afo, como principal
agente diarreico ETEC (34%) y EPEC (8%).?®! Sepulveda y col., (1990) reportaron 28%
de aislamiento para EPEC y 13% ETEC, en un estudio de casos y controles en 1985, en
el sur de la Ciudad de México.'® Morayta y col., (1993) determinaron 17% de EPEC como
la segunda causa de diarrea durante 1988 a 1990.%2

Para 1988 este problema ocupaba el duodécimo lugar en tasa de mortalidad: 83
defunciones por cada 1,000 casos.'® Guerrant y col., (1990) encontraron que ETEC es
endémica en nuestro medio y que causa la diarrea del turista en todo el mundo.®? %2

Benitez y col., (1991) identificaron GED: EAEC (35%), EHEC (17%), ETEC (7%), EPEC
(4%) y EIEC (4%) de una cohorte de nifios que vivian en una comunidad rural."” Cravioto
y col., (1990-1998) mostraron que cepas EIEC se aislan con poca frecuencia de pacientes
con diarrea y en general cuando se aislan estdn asociadas con nifios mayores de 6
meses.®® "* Flores-Abuxapqui y col., (1993) evaluaron nifilos menores de dos afios con
diarrea liquida en 1991, obteniendo 17.1% de ETEC y 2.8% de EIEC.[

Estos estudios fueron realizados antes de la llegada de la epidemia del colera a nuestro
pais en 1991. La informacion obtenida del Sistema Nacional de Registro del IMSS (1990-
1994), incluy6 hospitales de todo el pais, mostré un descenso de hospitalizaciones del 8%
por diarrea en ninos menores de cinco anos. En la Grafica 1 podemos observar que los
picos senalados por cuadros corresponden a los meses humedos y calurosos. Esta
disminucion se observd sobre todo, en el grupo de nifios
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menores de un afo en P-V, mientras que en O-1 se observd un incremento paulatino en el
nimero de hospitalizaciones.???

Lo anterior significa que en los ultimos afos se ha observando un claro cambio en el
patron de las enfermedades diarreicas en México. Este cambio puede deberse a las
campanas de salud publica implementadas debido a la epidemia del colera, tales como:
mejor higiene personal, cloracion del agua, mayor letrinizacion, entre otras, que parecen
haber tenido un efecto favorable sobre la distribucion en el nimero de casos diarreicos.

Giono y col., (1994) aislaron y caracterizaron GED. Obteniendo 93.75% ETEC, 2.8%
VTEC que serolégicamente no corresponden a EHEC; en cuanto a sus genes It (74%), It
y vt (18.2%?. Una cepa de E. coli fue sorbitol negativo con efecto citotdxico, aglutino con
suero 055.5%1 Es recomendable establecer estricta vigilancia en el control sanitario de
alimentos elaborados con carne de bovino a fin de evitar brotes diarreicos esporadicos
asociados al consumo de alimentos.

Con estos estudios se corrobora la importancia de los GED como productores de diarrea;
de 1990 a 1995 la morbilidad por diarrea grave disminuyé 70% en nifios menores de 1
afio de edad.!"®"!

En el INDRE a partir de 1996 métodos de biologia molecular como “colony blot”y PCR se
emplean con fines diagnosticos, para la caracterizaciéon de GED y cuyos resultados han
sido presentados en diversas reuniones cientificas.!'®!

Betancourt y col., (1999) estudiaron GED en nifios veracruzanos, revelando como
principal agente diarreico EIEC (55.4%), seguido por ETEC (25.2%), EPEC (16%) y
finalmente VTEC (3.4%).['"!

En el 2000 se presenté un brote por GED en el Valle de Chalco. Cortés y col., (2002)
reportaron 62.2% de ETEC, 0.84% EIEC, 0.84% EPEC y 0.08 EHEC/noO157:H7. Las
cepas que no hibridaron con ninguna de las sondas empleadas se consideraron E. coli no
agrupadas 36.02%, ya que dentro de ellas pudiera encontrarse EAEC y ADEC que
puedan estar involucradas en la produccién de diarrea.™

Cerna Cortés J., (2003) estableci6 un patron epidemioldégico de la diarrea aguda, en ninos
menores de 5 anos hospitalizados de 1998 a 2001. En la Grafica 2 se observa por mes
claramente dos picos para los dos anos de investigacion; el primer par de picos marcados
con un cuadro amarillo representan los meses humedos y calurosos (P-V), el siguiente
par sefialado por un cuadro verde representa O-1.%

De 1996 a 2001, los episodios de diarrea grave que ocurrieron en O-| fueron positivos a
Rotavirus (62-68%), comparado con 6-12% durante P-V. De 1990 a 2001 la mortalidad
por diarrea disminuy6 85%. La mayor mortalidad por diarrea en nifios menores de 1 afo
de edad coincidié anualmente en O-l. Los episodios de diarrea grave y las muertes por
diarrea mostraron un patrén estacional cambiante. En 1990-1991 se observaron 2 brotes
de diarrea en los meses calurosos y humedos; el brote en P-V fue mayor que en O-l. De
1992 a 1995 para diarrea grave y de 1993 a 2001 para las defunciones por diarrea, la
frecuencia observada en P-V se redujo paulatinamente, mientras que en O-l los brotes
anuales permanecieron.!'®"!
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En el periodo de 1998 a 2001 los pacientes hospitalizados por diarrea aguda fueron en su
mayoria nifios menores de 12 meses de edad, seguidos por nifios de 1 a 2 anos; siendo
el grupo de nifios menos hospitalizados el de 4 a 5 afios de edad.” Se

aislaron GED en 9% de los pacientes, a lo largo de todo el afio (Gréfica 4), ocupando el
tercer lugar de agentes infecciosos. El grupo mas frecuentemente aislado fue EPEC
(35%), ETEC (30%), TSEC (25%) y finalmente EIEC (10%).”? El 71% de los pacientes
presentd infecciones mixtas, no obstante, se obtuvé un 67% de (EPEC, ETEC, TSEC y
Rotavirus) y 24% (EPEC, ETEC, EIEC y Shigella), por lo que es importante conocer si los
pacientes que presentan GED en sus heces, estan infectados con otros patégenos. En
infecciones simples el 29% de los pacientes los GED fueron el Unico agente etioldgico.
Encontrando en estos pacientes en mayor proporcion al grupo TSEC (33%), seguido de
ETEC (28%), EPEC (22%) y finalmente EIEC (17%)./%

Se realizd una tipificacion por serologia, se identifico en el 72% de las cepas. El 30% de
los serotipos, para el grupo de ETEC 0O8:H9, O78:H10, O153:H45, para EPEC O119:H6 y
TSEC O:111:H- y O18:H-. En el 77% de las cepas fue posible caracterizar el serogrupo,
de los cuales el 68% son considerados como patégenos, para ETEC: 08, 078, O153 y
EPEC[:22(])26, 055, 0119, O127. Mientras que para TSEC: O1, 018, 025, 055, O11 y
0103.

La informacidn obtenida del Sistema Nacional de Vigilancia 2001, report6 la incidencia de
GED a lo largo de un ano, con una elevada frecuencia de infeccion en P-V, en la Grafica 8
se observan los episodios de diarrea bajos en O-1 marcados con un cuadro. A partir de
diferentes estados de la republica mexicana se reporté 46% de ETEC, 39% no patogenas,
8% EIEC, 5% EPEC y 2% EHEC no O157:H7. Es importante mencionar que la
prevalencia de GED en pacientes con diarrea difiere entre las regiones geograficas en
México (Figura 22).'""

Rodriguez-Angeles, (2002) Resalta la importancia de GED como patégenos capaces de
causar casos aislados o brotes de diarrea, SUH, CH y cuadros de disenteria,
principalmente en nifios. En el que se observo 48% de ETEC, 9% EIEC, 4% EPEC y 1%
EHEC/no0157:H7 . "%

Estrada-Garcia y col., (2005) aislaron un 14% de GED, el cual es la segunda causa de
infeccién diarreica en nifos menores de 5 anos (solo superada por Rotavirus). Cepas de
E. coli, fueron analizadas mediante sus genes de patogenicidad por PCR multiplex, en la
tabla 15 se observé que el 8% es positivo por lo menos para 1 gen de GED: 27% ETEC
(st It), 26% EAEC (aap, aggR, aatA), 21% EPECa (eaeA) y 5% EPEC (eaeA, bfp), TSEC
18% (stx1, stx2, eaeh) y 4% EIEC (ial)."*"

El patotipo de E. coli més aislado es ETEC, en México es la principal causa de diarrea
acuosa en nifios hospitalizados,®* es endémico y causa la diarrea del turista en todo el
mundo,®® ¥ existen trabajos que sefialan que la prevalencia de factores de colonizacién
en ETEC de casos diarreicos son CFA/Il seguido de CFA/I y CFA/IV.I® "8 Una parte
relevante de estos trabajos es el perfil toxigénico de ETEC, reportando que poseen
predominancia en LT, seguida ST y por ultimo ST/LT.? *“1 LT es codificada en un
plasmido de virulencia de 60 kb llamado Ent. Los genes eltA y eltB codifican las
subunidades A y B respectivamente. Sin embargo, se ha reportado que el mecanismo
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molecular de la proteina funcionalmente parecida a histona (H-NS) regula la expresion
del operon eltAB. En contraste, poco se sabe del operon eltAB.'*?

EAEC causan diarrea persistente, solo se estudidé muestras del hospital del Nifio de
Villahermosa, con una prevalencia casi parecida a ETEC (Estrada-Garcia y col., 2005).14
En Estados Unidos es muy semejante la prevalencia de hospitalizaciones de nifios con
diarrea causada por EAEC (Cohen y col., 2005).%! Los factores de virulencia de EAEC
son: fimbrias de adherencia agregativa AAF/I codificada por el gen (aggR) y AAF/II
(aatA)® una proteina de antiagregacion (14 kDa) codificada por el gen (aap),
anteriormente llamada aspU, ¥ %! enterotoxina termostable EAST-1 (astA),” este gen
también es expresado por otras categorias de E. coliy su papel en la infeccion no ha sido
determinado;® ' Ia proteina Pic tiene actividad de mucinasa, resistencia al suero y
hemaglutinacion,® pero no tiene efecto citotoxico en células epiteliales y no produce
aumento en la secrecién de iones en cadmaras de Ussing (Navarro y col., 1999, 2001 y
2004; Arciniega y Navarro, 2002),® 8" % 971 g| gen pic tiene una alta homologia en la
secuencia amino terminal con la mucinasa de Shigella codificada por el gen she que
exhibe una alta similitud con otras SPATE,"”® *! dentro de este GEN se encuentran dos
genes completos que codifican para las subunidades set1B (7kDa) y set1A (20 kDa) de la
proteina ShET1 (55kDa), pero estos genes se encuentran orientados en sentido opuesto
del marco de lectura abierto (Noriega y col., 1995); la proteina Pet es miembro de SPATE
(sistema de secrecion tipo V) la cual tiene efecto citopatico en células Hep-2,
caracterizado por redondeamiento y desprendimiento de las células asi como contraccién
del citoesqueleto y pérdida de fibras de actina (Eslava y col., 1998; Henderson y col.,
1999; Navarro y col., 1999, 2001 y 2004; Canizalez y Navarro, 2003 y 2004);® '8 19.43.57. 58]
Navarro y Canizalez, (2001 y 2003) describieron la internalizacion de Pet a las células
epiteliales, mediante un transporte retrogrado, produciendo efecto citotoxico.!'® 19 43 1%
El andlisis de la secuencia de aa deducida de Pet (GeneBank) muestra (83% de similitud)
con la proteina EspP de EHEC, 70% al producto del gen espC de EPEC y 60% con SepA
(proteina secretada de Shigella flexneri).!'®®!

Inesperadamente Estrada-Garcia y col., (2005) reportan 21% de pacientes con EPECa
(gen eaeA + );*“ el papel de este grupo E. coli patogénico emergente es silenciosamente
confuso, pero esta asociada con diarrea aguda (Trabulsi y col., 2002)'®! y persistente
(Afset y col., 2004).”) En adicion, EPECa muestra significativamente menor resistencia
(p<0.05, prueba X*) a TMP-SMX y Amp."¥ El gen eae codifica a la proteina intimina de
la membrana externa bacteriana de ~ 94 kDa, el cual es responsable de la adherencia
intima entre la bacteria y el enterocito. Los genes responsables de la lesion A/E
“Adherencia y Esfacelamiento” se encuentran en un segmento cromosomal de 35 Kb
localizado en el locus de esfacelamiento del entericito, el cual estd en una isla de
patogenicidad (LEE) “locus for enterocyte effacement”, que puede ser dividida en al
menos tres dominios funcionales: gen sep “secretion of EPEC proteins” (sepA y sepB
codifican proteinas que forman parte del aparato de secrecion tipo Ill); esp “EPEC
secreted proteins” (Tir, EspA, EspB, EspD, EspE, EspF y EspG); y el gen eae.® 3767 69.72
73.80.121.122] \fellies, Navarro y col., (2001) determinan la isla de patogenicidad espC como
una segunda isla descrita en algunas cepas de EPEC. EspC consiste en 1,306 aa (110
kDa) comparte homologia con miembros de la familia de autotransportadoras, entre los
cuales se encuentra la proteasa de IgA de Neisseria gonorrhoeae, Hap de Haemophilus
influenzae, Tsh de APEC (“avian pathogenic E. coli”), SepA y ShMu de Shigella flexneri,
Pic y Pet de EAEC, y EspP de EHEC.®? Vidal, Navarro y col., (2006) describen EspC
(70% de similitud) con la proteina Pet de EAEC, la cual tiene actividad enterotéxica,
rompe con las subunidades a y B de la espectrina, a la pepsina, y el factor de
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coagulacion V. Interesantemente, no contribuye con la lesién A/E, ni con la mediacién
de la transduccion de sefales inducida por EPEC y no juega un papel en la invasion o
adherencia.®> "3 Navarro y col., (2004) Reportaron que EspC produce efectos
citopaticos en células epiteliales parecidos a los reportados para Pet.

TSEC / no-O157 se aislé en 18%, siendo la cuarta causa de diarrea aguda que requiere
hospitalizacion en México; se reportd una prevalencia del 9% de los genes (stx-2) y (stx-
1, eaeA), 3% (stx-1) y 1% (stx-1, eaeA, HIyA).*" La mayor expresioén es la toxina Stx-2
segun lo reportado por Melton y col., (1998).%% Las VT-1/STL-I (70.5 kDa) y VT-2/STL-I
(45.7 kDa) son neutralizadas por anticuerpos anti-shiga;®* '°' 1% 1" HjyA se presenta en
un plasmido de 60 MDa.l'® 8 102 1081 F| plasmido pO157 codifica una proteina
perteneciente a citolisinas formadoras de poros (codificada en un plasmido de 60 MDa).!"
1% Se ha hallado que el plasmido pO157 esta presente practicamente en todas las cepas
O157:H7 y en otras de E. coli productoras de verotoxinas. Nataro y Kaper, (1988)
informaron que la E. colino O157:H7 de los aislados no se encuentra implicada en brotes,
ya que la expresion por estas cepas de las toxinas Stx es aparentemente insuficiente para
conferirles virulencia. Margall y col., (1997) reportaron que los serotipos no O157:H7,
ademas de producir toxina en menor cantidad, carecen de algun factor de patogenicidad
como el gen (eae) que Partlmpa en la adherencia y pueden producir s6lo enteritis y
complicaciones menores. El gen eaeA codifica la proteina intiminaoss7 , €s la Unica
adhesina de E. coli O157:H7 cuyo papel in vivo se ha comprobado plenamente en
modelos animales. ['? % "% Causando lesién (A/E) codificada en un cromosoma de
35,480-bp que se localizan en el locus de esfacelamiento del entericito (LEE) codificado
en ~ 35 Kb, el cual esta en una isla de patogenicidad homoéloga a EPEC.['? 36 37. 67. 69,73, &
EspE presenta homologia con la proteina Tir, descrita para EPEC, que una vez traslocada
al citoplasma de la célula epitelial es fosforilada en tirosina e incorporada en la membrana
citoplasmica, dando origen a la proteina inicialmente descrita como proteina celular Hp90
(Tir).®% %] EspP es una proteina que puede ser agrupada dentro de la familia de
autotransportadores tipo V, es una serina- proteasa extracelular, también codificada en
pO157, que podria ser otro factor de virulencia. Es capaz de clivar pepsina y factor V de
coagulacion y es citotoxica para células Vero. Se ha sugerido que podria exacerbar el

proceso hemorragico pero no es considerada un factor de virulencia universal de TSEC.*®
134]

EPEC tipica con una prevalencia de 5% ocupa el pent]ltimo lugar de aislamiento, se
|dent|f|co medlante los genes (bfpA +, eaeA +) y se asocid con casos de diarrea en
infantes.* BFP es un factor de virulencia de EPEC, son 14 genes bfp y abarca 11.5 Kb del
pPEAF involucrados en su expresion y se sabe que los cinco primeros genes del locus bfp
tienen un patrén de expresion diferencial, y que el gen bfpA que codifica para la subunidad
estructural principal es el que se expresa en un nivel mayor." Girén y col., (1991)
describieron en EPEC un pili al que llamaron bundle-forming pilus BFP (pili que forma un
bucle) que esta codificado en el plasmido EAF, el gen bfpA se ha asociado con la

adherencia localizada.% ®¥

Finalmente en 4% de los pacientes hospitalizados se presenté EIEC. Cravioto y col.,
(1990 y 1998) mostraron que las cepas de EIEC se aislan con poca frecuencia de
pacientes con diarrea y en general cuando se aislan estan asociadas en nifos mayores
de 6 meses.?® *I Dado que EIEC no causa perforacién del intestino y que la enfermedad
es moderada, los antibibticos raramente se indican, solamente en casos graves se
recomienda el uso de TMP-SMX. [ 108!
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El patotipo ADEC se puede aislar de personas sanas como de personas con diarrea,
siendo mas importantes en ninos de 4 a 5 anos. Se ha empleado para el diagnéstico la
hibridacion con sondas derivadas del fragmento del gen daaC, que codifica para la fimbria
F-1845, pero puede presentar falsos positivos, y el diagnéstico empleando PCR aun no se
ha desarrollado.® Nowick y col., (2001) clasificaron cepas de ADEC relacionadas con
las adhesinas Afa/Dr (Afa/Dr, ADEC). Cepas ADEC tienden a asociarse con infecciones
del tracto urinario (ITU) pielonefritis, cistitis, bacteriuria asintomatica y varias infecciones
entéricas.I""?!

Los ninos menores de 5 afos hospitalizados con diagnostico de algun GED, son
resistentes a TMP-SMX y Amp, por lo tanto, estos antibiéticos no son eficientes para
diarrea. Los GED son sensibles a Chlor y gentamicina. "

Los evolucionistas presentan con frecuencia la adquisicién por parte de las bacterias de
resistencia a los antibiéticos como una demostracion de cambio evolutivo. Sin embargo, el
andlisis molecular de los mecanismos genéticos que llevan a la resistencia a los
antibiéticos no da soporte a esta suposicion tan extendida. Muchas bacterias se
convierten en resistentes por la adquisicion de genes procedentes de fagos, PAI,
pldsmidos o de transposones mediante transferencia horizontal. Sin embargo, este
mecanismo no explica el origen de los genes de resistencia, solo su difusion entre las
bacterias.["”
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Conclusiones

VII. Conclusiones

® Se logro6 realizar un estudio biblio-hemerogréafico sobre diferentes patotipos de
Escherichia coli en México, haciendo énfasis en ETEC y EHEC; recopilando
informacién de manera ordenada, légica y congruente de los aspectos mas recientes
para ampliar el conocimiento en el area de investigacion y desarrollo para el Q.F.B.,
Q.B.P., Biélogos, Médicos, etc.

® A partir de 1990 a la fecha se identificé un claro cambio en el patrén epidemioldgico
de las enfermedades diarreicas. En 1990-1991 se presentaron 2 brotes de diarrea en
los meses calurosos y humedos (P-V); el brote en P-V fue mayor que en O-1. De 1992
a 2001 la frecuencia observada en P-V se redujo paulatinamente, mientras que en O-I
los brotes anuales permanecieron.

® El patotipo con mas frecuencia de diarrea es ETEC, quiza sea mas resistente al
medio ambiente y se encuentre en mayor proporcién o que su capacidad para
colonizar sea mas efectiva. EAEC causan diarrea persistente, con una prevalencia
casi parecida a ETEC. EPECa es un patdégeno emergente silenciosamente confuso,
pero esta asociada con diarrea aguda y persistente. TSEC / EHEC no-O157 es la
cuarta causa de diarrea aguda, de los casos aislados no se encuentra implicada en
brotes. EPEC tipica ocupa el penultimo lugar. Finalmente EIEC tiene poca frecuencia
de pacientes con diarrea y en general cuando se detecta esta asociada con nifios
mayores de 6 meses.

® La prevencion como objetivo fundamental en nuestro medio continGia siendo una
meta dificil de alcanzar, debido a multiples y complejos motivos relacionados con el
subdesarrollo econémico y social.

> ETEC

Las estrategias especificas incluyen las medidas de intervencion (rehidratacion oral,
uso de antibiéticos) y de promocion de la higiene (agua y alimentos limpios, manejo
adecuado de excretas). Cientificos mexicanos desarrollan la primera vacuna
comestible del mundo contra la diarrea del turista causada por ETEC mediante la
introduccion de un gen en las verduras (lechuga, zanahoria y amaranto), al ser
consumidas por el hombre inhibiran la enfermedad. La investigacién esta en la dltima
fase que es probar la eficacia de las vacunas comestibles en roedores.

> EHEC
Es recomendable establecer estricta vigilancia en el control sanitario de alimentos
elaborados con carne de bovino a fin de evitar brotes diarreicos esporadicos asociados
al consumo de estos alimentos. Hasta el momento no se han disefiado vacunas
eficaces que protejan contra EHEC. El inmundgeno ideal seria aquél que indujera
inmunidad sistémica contra la Stx e inmunidad local contra la intimina y otros factores
de colonizacion.
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