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RESUMEN. 

Se ha sugerido que las cepas de Escherichia coli productoras 

de citotoxinas Vero ( VTEC ) pueden causar diarrea o colitis 

hemorrágica. Sin embargo, en países en desarrollo no exis-

ten suficientes estudios epidemiológicos para apoyar dicha 

aseveración, por tal motivo, en este estudio se investigó la 

frecuencia de aislamiento de cepas de VTEC, en pacientes con 

diarrea y sin diarrea de una población urbana y otra rural. 

Se procesaron 1430 cepas 361 provenientes de 118 individuos 

del poblado rural ( Cadereyta, Qro. ) y 1069 correspondientes 

a 233 sujetos de la población urbana ( D. F. ), el númer9 to

tal de sujetos correspondieron a: 95 casos del grupo testigo, 

213 casos del grupo de diarrea sin sangre y 43 casos de dia-

rrea con sangre. 

La actividad citotóxica se demostró en un ensayo con monoca-

pas de células HeLa. Se determinó: el nivel de producción 

de citotoxinas por diluciones decimales seriadas de sobrena-

dantes de cultivo en medio caldo soya tripticaseína. De las 

cepas VTEC se estudiaron los biotipos siguiendo el esquema -

de crichton (11 ) y resistotipos por pruebas de sensibilidad 
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a 10 antimicrobianos utilizando el método de dilución seria

da en medio de Mueller-Hinton. 

Se aislaron cepas productoras de toxina Vero en 20% de los -

individuos sanos, 45% en los casos de diarrea sin sangre y 

76,2% en pacientes con diarrea con sangre de la población r~ 

ral ( P<0,05 ) • 

Los valores de riesgo relativo para los dos Últimos grupos -

fueron 3 y 12, respectivamente, 

En la población urbana los resultados fueron de 13%, 7.9% y 

4.5% respectivamente, con un riesgo relativo menor a la uni

dad, 

Las cepas pertenecientes a las dos poblaciones presentaron 

una distribución amplia en cuanto a biotipos y resistotipos. 

El 75% de las cepas VTEC pertenecieron a los biotipos 5, 6, -

13, 14, 15 y 16 de Crichton, Cabe destacar que una proporción 

importante (78%) de las cepas VTEC presentaron actividad de o~ 

nitina descarboxilasa, 

Se concluyó que: La frecuencia de colonización por VTEC fue -

significativamente mayor en la población rural que en la poblA 

ción urbana. En la población rural existe un riesgo importan

te de que individuos infectados por VTEC presenten diarrea se

cretora acompañada de sangre, 
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INTRODUCCION: 

En los países en vías de desarrollo de América Latina, Asia y 

de Africa y, por lo tanto en México, l~ diarrea infecciosa si 

gue siendo uno de los problemas de salud pública más importan 

tes. 

La Organizaci6n Mundial de Salud inform6 que en 1983 fallecig 

ron en estos países cinco millones de niños a consecuencia 

de la diarrea (48 ). Además se estima que 750 millones de ni 

ños menores de cinco años enferman de diarrea cada año en to

do el mundo ( 25 ), lo que señala la magnitud del problema, 

que también representa una carga econ6mica considerable para 

los presupuestos insuficientes de los países en desarrollo. 

La terapia de hidrataci6n oral, que constituye uno de los me

jores logros terapéuticos, ha incidido de una manera definiti 

va en la disminuci6n de las tasas de mortalidad por diarrea. 

En México, la tasa de mortalidad por diarrea ha disminuido en 

forma sostenida en los últimos 55 años, gracias quizá al incrg_ 

mento de nivel sanitario mayor número de comunidades con di-ª 

posici6n de agua potable y drenaje ) y sociocultural ( disminY, 

ci6n del analfabetismo ) y, por otra parte, a la aplicaci6n de 

la terapia de hidrataci6n oral, que fue practicada en forma 

elemental y casera por el Dr. Ceballos en 1959 ( 48), llegando 

a constituir un tratamiento reconocido por Acuerdo Oficial en 
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1983:pero aun así, alcanz6 la cifra de 31,467 muertes por di~ 

rrea, la cual corresponde a una tasa de mortalidad de 43 por 

100,000 habitantes ( 57 ). 

La diarrea en términos de morbilidad en la República Mexicana 

ocupa un segundo lugar con 3'204,419 casos en el afio 1985 

( 57 ) • 

En México los agentes etiol6gicos de la diarrea se han ident! 

ficado en un 70% (Cuadro No. l) ( 49, 56 ) • 



: CUADRO No • l 

FRECUENCIA RELATIVA DE MICOOORGANISMOS ENTEOOPATOGEOOS ENCONTR¿! 

DOS EN NIÑOS CON DIARREA EN LA CIUDAD DE MEXICO. 

MICROORGANISMJ 

Fata virus 

Adenovirus 

SR virus 

Escherichia coli 

ETEC 

EPEC 

EIEC 

Campilobacter iejuni 

Shigella sp . 

Salrnonella sp. 

Giardia lamblia 

Entamoeba histolytica (trofozoitos) 

Cryptosporidium 

TODOS 

Infecciones múltiples 

PORCENTAJE 

15 a 20 

5 

5 

18 a 20 

15 a 17 

1 

12 a 15 

10 a 13 

2 a 6 

4 a 8 

l a 2 

4 

70 

20 a 25 

Tomado de Olarte J. Boletín Mensual de Epidemiología (México) 

19851 1: 61-71 
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Cabe destacar la importancia de Escherichia coli como agente 

causal de diarrea, en el cuadro No. 1, representa aproximadQ 

mente un 36%; 11 sumar los distintos gI')lpos diarreogénicos de 

~. coli del total de los patógenos identificados. 

Establecida así, la frecuencia de los agentes etiológicos de 

la diarrea en México, queda aún un 30% de los casos que re

quieren de mayor investigación para identificar al agente pQ 

tógeno. 

La primera clase de ~. &Q.lj, diarreogénica, ~. coli enteropa

tógena (EPEC), fue designada así por Neter ( 15, 43 ), quien 

confirmó la presencia frecuente de ciertos grupos serológicos 

en brotes epidémicos de diarrea, como ya había establecido -

Kauffman y col. en 1940 ( 17 ), al demostrar que ciertos 

miembros de los serogrupos 026, 055, 0111, 0119, 0125, 0126, 

0127, 0128 y 0142 son los más prevalentes en casos de diarrea 

en todo el mundo. 

Las EPEC carecen de los factores de patogenicidad descritos, 

tales como la enterotoxigenicidad asociada a la producción de 

toxina termoestable (ST) y/o toxina termolábil (LT) en deter

minadas cepas de ~. coli, que se describieron consecutivamen 

te a los estudios en asa ligada de intestino de conejo reali

zados por De y col. en 1956. Sin embargo, los experimentos -

con voluntarios ( 42, 78 ) demostraron que las cepas EPEC 
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administradas por vía oral podían producir cuadros diarreicos, 
5 10 

cuando se daban en dosis de 10 a 10 microorganismos. 

La virulencia de los enteropatógenos probablemente se produce 

por la manifestación de otros factores de patogenicidad diferen 

tes de la toxigenicidad LT y ST ) o la invasividad ( 42 ) • 

Neter y col. en 1965 ( 42 ) resumió las evidencias que apoyaban 

la enteropatogenicidad de~. coli (EPEC), corno sigue: 

a) La mayoría de los casos se presentaban en brotes diarreicos 

de grupos cerrados, los cuales se debían a un solo serogru-

po. 

b) Las cepas de EPEC se aislaban con mayor frecuencia de mate-

ria fecal de lactantes con diarrea, que de las heces de la~ 

tantes sanos, o de las heces de nifios mayores o de adultos. 

c) La capacidad de producir diarrea en voluntarios humanos es-

taba .Jsociada con la administración oral de un solo serogl'.!! 

po. 

d) La presencia de anticuerpos específicos contra el grupo 

EPEC se demostró, tanto en pacientes, corno en voluntarios -

convalecientes. 

e) En los brotes de diarrea por ~. coli, los estudios bacteriQ 

lógicos exhaustivos y algunos estudios virol6gicos fueron 

incapaces de demostrar otro agente microbiano que justifics 

ra la presencia de diarrea. 

Así, a pesar de que los datos epidemiológicos que establecieron 
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la asociaci6n entre aislamiento de cepas EPEC y la presencia de 

diarrea y de las evidencias experimentales aportadas por la inQ. 

culaci6n en voluntarios que lograron reproducir el cuadro dia-

rreico, poco se conoce acerca de los mecanismos de patogenici-

dad de las EPEC. 

La :adherencia descrita en 1979 por Cravioto y cols. ( 8 ) para 

el grupo EPEC es quiz~ el único mecanismo de patogenicidad des

crito a la fecha. Ellos demostraron la presencia de una adhesi 

na diferente de CFA, en el 80% de las EPEC, que confiere a las 

bacterias la capacidad de adherencia a células HEp-2 resistente 

a la presencia de manosa. 

Rothbaum y cols.en 1982 (65)y Clausen y col.en 1982 (7) demos-

traron la acentuada adherencia de la EPEC al epitelio de la mu

cosa del intestino delgado con producci6n de lesiones caracte-

rísticas y destrucci6n de las microvellosidades. 

Durante mucho tiempo la verificaci6n del serotipo fue la única 

característica del grupo EPEC. 

La primera observaci6n de la presencia de componentes t6xicos 

en EPEC fue hecha en 1971 ( 74), no obstante solo en la década 

de los 80s fue donde se hicieron varios trabajos orientados a 

la búsqueda de citotoxinas ( 16, 38, 55 ). 

Smith y Linggood en 1971 ( 74) al estudiar la producci6n de en 

terotoxina en las cepas de EPEC de origen humano incluyeron 26 
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cepas de brotes de diarrea de infantes. En la cepa Hl9 que CQ 

rresponde al serotipo 026:K60:Hll, demostraron la presencia de 

un factor tóxico diferente de LT, que provocaba la acumulación 

de líquidos en los segmentos de asa ligada de intestino de co

nejo. Esta propiedad pudo transferirse a la cepa de ~. ggJ_i 

Kl2F- y así obtuvieron la cepa Kl2 Ent+. La cepa de~. coli 

Hl9 había sido aislada en 1967 de materia fecal de un bebé con 

diarrea 74). 

En 1977 Konowalchuk y cols. ( 39 ) describieron una citotoxina, 

diferente de la enterotoxinas conocidas hasta entonces y la dg 

nominaron toxina Vero, porque dió efecto citotóxico en células 

Vero, a diferencia del efecto citotónico que se había demostrE 

do con las enterotoxinas, observaron, además, que no manifestE 

ba toxicidad en las células Y-1, ni en las células CID. Los 

autores consideraron que este nuevo componente tóxico podía e~ 

tar asociado con la enfermedad diarreica de humanos y de lechQ. 

nes. 

En el trabajo de Konowalchuk y cols. ( 39 ) llamó la atención 

las cepas pertenecientes al serogrupo 026 (Hl9 y H30) ya que 

éstas, fueron dos de las tres cepas productoras de los niveles 

más altos de toxina y, particularmente, la cepa Hl9 en la que 

Smith y Linggood ya habían descrito una toxina diferente de LT 

en 1971 ( 74 ). 

A partir de estos estudios se generaron numerosas investigaciQ 

nes para determinar la presencia de citotoxinas en distintas -
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cepas de .!'l: coT.C en toais int:luyeron'"miembroscCdeL grupo 0J;;P~(!, .. c .. 

lleg!indose a esl:3blecer que la ma~6°;Í~tc1~;~~i.a'~0 ~~~ai,',~roci\l.ct:¿-
"'·: -.': ;¡~,' ~-·:_); :.•. '::,': '>,i-· - ·> :~· :·_-»; 

::: d:,::::::::· :::::::··~J~~f ~+~llt'.]~J~~~~~1~~~::: 
:/,--,_J,~::-~:.-> :;.;:- ;·>.:~;:,,:·:_ ,~~ ~..:· . .. ,'. ,. 

tenecientes ü serotipo 02G:Hll i:ori\oi;s'i,;;ásf#~~i:i~nt~~ EPEC 
, ' ,. ··•··· .~ :..,· \ ,·;:'- .. , \:;:,,_., --:;_·:;:_ ~ - ... 

productor:is de citotoxinas. (8,; 31'/ 36/4.5, '.68,~ n;. 80, 82 ) • 

Scotland y cols en 1979 y 1980 .. ( 67168 )/cdnCluyeron que el 

tic::is. 

.· ' ... '}.. ".'/< .. "' •. 

ce;ll Kl2Ektt}~;~;· ~T, ''~ugiriendo así 
' , - , ;e".,-•"' ; .J 

cÚot~~¡A~ ~~ f¡ b~:pa.~Hl9 eran iden-
iif}~.; ;)::: :·>-~:.',~~'~:~~'.·;, ~/-: 
' -~º~-: -· 

producto tóxico de la ]'l. 

que la enterotoxina y la 

Por ensayos de neutraliz3ción con suero antitoxina Shiga tipo 

l se demostró que existÍ3n cuando menos dos variedades de VT 

en las cepas de~. coli de origen humano ( 39, 70, 77 ). 

Scotland y cols. ( 70 ) propusieron ~1 ~ombre de VT-1 para 

la toxina neutralizable y VT-2 para la no neutralizables. 

Los f3gos lisogénicos que llev~n la infonn:ción par1 la pro--· 

ducción de citotoxinas en las cep?s de origen humano, fueron 

aislados de la cepa 026:Hll por Scotland y cols. en 1983 (69) 

Smith y cols. en 1983 y Willshaw y col. en 1985 y 1987 ( 75, 

85,86). 

Willsh3W y cols. ( 86 ) demostraron que el fago de la cepa 026, 

Hl9 producton de VT-1 era diferente del fago E30480 aisludo 

de ~. coli 0157 :H7 producton de citotoxin·J VT-2. 
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Loscestudios de"l;Js cor:idiciO!J.E!L§P~~11'1:!sºcl~_gi;"(J~~cción de las 

cÚotoxinas ~'St"lbÍ.ecieron qu~ la cii.totoxina VT-'1 requiere de 
··:·· ,, -'-' ·. -

médios ~clrentes 0

de Fe t se obf ie~e.~~ ~l s:'onicado de la m3 sa 
. ·- ·: .: ,,:_ ... ~ .. ,~- •. __ .. _,·_. '.:. ..< -~ ... , . , ,·,- '· .. :::~;;: 

ba~l:e!'iania partif M uri· ci.Íi'tiJ~ ·~ri·fé\se· estacioÍHria, en 

tanto que para v·r-2 son adecuados los medios de cultivo con -

concentración total de Fe inicia 13 aparición de citotoxina -

en el sobren.;idante en la fase logarítmica llegando a la m~xi-

ma concentración en la fase estacionaria de crecimiento del -

cultivo. Estas características señalaron, una vez más, la in 

dividualidad de cada una de las dos citotoxinas. 89 

De una m"lnera paralela 3 trab:ijos de Konowalchuk y cols. otros 

investigadores desarrollaron distintos proyectos dirigidos 3 

conocer otros f;ictores de virulencia de ];. coli, así ante 13 

ausencia en EPEC de mecanismos de virulencia ya establecidos 

en otras~- coli (ETEC y EIEC) O'Brien y col. en 1977 ( 55 

investigaron y demostr3ron la presencia de una toxina tipo Shi 

ga, cuya acción podía ser neutralizada por un ]ntisuero contra 

extractos crudos de toxina de Shigella dysenteriae tipo l. 

Este hecho fue confirmado plenamente en 1982 con la disponibi-

lidad de antisueros monoespecíficos y, entonces, se le asignó 

el nombre de citoto~im tipo Shiga ( 51 ) • 

Algunos aspectos en el conocimiento de las citotoxinas de ~-

coli se presentan en el cuadro No. 2. 
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en EPEC. 
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Nm-enc 1 atura 

Diagnóstico de Laboratorio de 

Infecciones por VTEC. 

- 2. 

CI t~i~lna t lpo Shiga 

VTI, citotoxlna neutralizable 

con anti suero Shiga y VT2 a 

la no neutra 1 i zabl e. 

Ensayos de citotóxicidad 
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O'Brien y. col s. 1982 ( 51 ) 

Donohue-Rol fe A y col s. 
1977 . - ( 12 ) 

WI 11 shaw GA. y col s. 
1986 ( 86 ) 
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El »vcince en el conocimiento. de las princip:lles características 
-.--.~ '- ,·,. . 

de li.ls dos citotoxin:is producidas·'pó:t" '.ce"p~_.S de origen humano, -

permitió unific:ir crite~.i.os ~ j~1~h~f los nombres equivüentes 
>_; .. 

J c:ida una de las dos: :.1sí,; l,i~.J~~~t6~~ri<l'estructur:il y bioló-
,,.::;:-: .. ,.,,, 

gic:imente 

CITOTOXINA VT-1 (SLT-I) 

La toxina VT-1 fue descrita y purificada parci3lmente por Kono-

W3lchuk y cols. ( 39) 3 partir de la cep3 H30. O'Brien y cols 

establecieron que VT-1 tenía una estructura compuesta por subuni 

d3des semejantes a la de la toxina Shiga. L.1 citotoxina VT-1 y 

la toxina Shiga, tienen un punto isoeléctrico idéntico (8) 

y la mism3 estabilid1d relativa al calor, si se inactiva a 80°C 

durJnte 10 minutos pero nó a 60°C por el mismo tiempo ( 38,53) • 

En relación con su actividad biológica l:i toxina Shiga fue cinco 

veces menos ::ictiva que VT-1 en '1SJ ligafü1 de conejo, pero con un-:i 

acción mucho mJyor en la letalid:id '11 r:itón DLSO por inyección -

intnperitonell en r:itón: toxim1 Shig<1 O.lug y VT-1 2.0ug ( 61 ) • 



L::is dos toxin:is;· ShigJ y VT-1 dim .reacciones inmunológicasc erg 

ZJd]S debido C1 que las dos tÓxinassQn'simifáe'~·~h·l·~ c~mposJ 
é),:,:.,_:;; __ ',:7;~ 2-· 0 

ción y secuencia de '1mino ácido~ d~)lak .~g~~~q~a~'.'.~ -~.: .. ~:"'~,Diun 
que tienen distintos pesos mo~i~-~~tJ~,~~.~~.~~~~~,)~:~~.~~.~~ ::~: ~~J(}ri~ 
Shigoi y 48 I<D<i para la ·vT:::1¡ .;· ?s.~0~~;i,¿ ;;¿1.;_;;;c;, :;;:'; ;~~ ·;:~~;;;,u; df ••'.·•,. 

El receptor para VT-1 en las>:~é'J:'i1~~. 0::rdf:~,,~]}igfi~~:~·ipido .Gb3 

( 55 ) • 

CITOTOXINA VT-2 {SLT-II) 

La citotoxina VT-2 purificada tiene una estructur3 compuesta -

por subunidades, similar a la VT-1, no es disociable por la adi 

ción de mercwptoetanol, lo que indica que las subunidades no -

est5n unidas por puentes disulfuro ( 58 ) • 

Existen diferencias entre la actividad biológica de VT-1 y la 

de VT-2 que pueden resl1mirse así ( 38 ) 

l.- VT-2 es mil veces menos activa que VT-1 sobre células Vero. 

2.- LJ dosis letal 50% de VT-2 en conejos es de 100 veces más 

wlta que la de VT-1. 

3.- LJ diferencia mSs import3nte constituye la respuesta a l~ 

inyección de las toxinas en intestino de conejo. VT-2 prg_ 

duce un3 cecitis hemorr5gic:i fr:rnc•::. en contr·JSte con la 

toxin:i VT-1 que oc:ision.3 un.1 di1rre1 moder'Jd'l sin sangre. 

L.:i citotoxin!! VT-2 tiene distintos pI con wilores que v:in de --



la 

L:.i inyección 

tones es letal ( 59 ). 

siguientes efectos tóxicos: 

Los Jnimales inoculados 

r=~ciones res?ir,~torias, 

las,extremid::id~s posterbres ... murierr)n 

dbs después de l :i i::l:icula:Cl.ón; dependiendo de la dosis 

nistrJda ( 59 ). 

13. 

L1s manifest::iciones tóxicas ·'3 nivel histológico fueron las si

guientes: 

En intestino produjo lesiones caracteriz::idas por daño y desca

mación de las célul~s epiteliales de l::is criptas y de la supe~ 

ficie, lo que condujo a la pérdida de la membrana mucosa y a -

l'l subsecuente hemorr:igia a nivel de colon. Lois lesiones fue

ron específic::is par:-1 el colon y no :ifectaron otr::is porciones 

del tracto gastrointestinal como se había observndo con cepas 

de EPEC no productor2s de citotoxinas ( 15 ). También provocó 

lesiones en los riñones de los r:.itones, que se caracterizaron 

por un1 m::irc.Jda v1cuolización de lns célul¡¡s del túbulo contoJ;: 



neado proxillÍ:'ll~y ;exfo1i-;Ción°deü ep~iteiio .renal de los túbulos 

contorne"d~-~-~i~t~ie~--y .tibulos colectores. 

En el b:izo,.:I16aÜl.os linfáticos mesentéricos y tejido linf~tiCo 

·:socildo ;il intestino, se observó un efecto citotóxico import.:in 

te ya que se presentó muerte celular, superior al 20%, en la --

vaina peri1rteriolar de los linftíticos, en las zon:is morginales 

y en las i'.ireas de las células T y B de los nódulos mesentéricos 

y en las placas de Peyer ileales 59 ) • 

El d~ño y cambios citolíticos en el bazo se caracterizaron por 

la presencia de células fagociticas mononucleares con megacariQ 

citos. Lu destrucción de megac;iriocitos, mediad~ por leucoci--

tos, y l~ alteración de las funciones de las plaquetas, debida 

a la acción de las toxinas, puede jug:01r un p3pel en la micro:m-

giopatb ren¿¡l del síndrome urémico hemolítico ( 59 ) • 

De todo lo'anterior queda establecido el potencial patogénico de 

VT-2 de Escherichia coli y, por lo tanto, la posible participa-

ción de est3s cepíls citotoxigénicas v·r-2 en los casos de diarrea, 

y:i que la toxina tiene una '1cción específic'1 en colon en este mQ. 

delo experimental ( 59 ). 

Las principales características de las dos toxinas VT-1 y VT-2 

se resumen en el cuadro No. 3. 

CITO'roXIN:\ TIPO SHIGA II Vl\RIANTE (SLT II V) 

L-:i citotoxin1 elaborada por cepils de 1ª.. coli o islad;is- de la enfei;: 



CARACTERISTICAS 

UBICACION 

Cür-D IC IONES DE CULTIVO 
(Produce i ón) 

ESTRUCTUR~ OUIMICA 

F 1 SICO-QU IMICAS 

Peso rrolecular 

Punto isoeléctrico 

ESTRUCTURA ANTIGENICA 

Neutral izable con suero 
anti toxina de Shigel la 
dysenteriae tipo 1 

COOIFICACION GENETICA 

ACTIVIDAD BIOLOGICA: 

-Cultivo de tejidos 
-Inoculación intreperitoneal 

en ratón. 

-Asa 1 igada de conejo 

CUADRO No. 3 

CITOTOXINAS DE Escherichia col i 

SL T - 1 (VT - 1 ) 

Espacio periplásmico (38) 

MediQ carente de Fe (Syncase) 
(51) 

Dos subunidades ( 52, 55) 

48-70 KDa ( 55) 

7.3 (55) 

Si (55) 

Fagos (50) 

Lítica (Vero y HeLa) (51) 
Neurotóxica, enterotóxica 
nefrotóxica y letal (51) 

Acurrulación de 1 Íquidos (SS) 

SLT-'-11 , (V,T-2) 

5ttracelular (38)' : , i :: 
.. · ,,,·,:.',~C,:;· SL ,' .'r: ... 

Medio con concentraci'on: de Fe'norrral 
(Evans) (5) .,,.,. "' :''>".': · · ·<t> '" 

Dos subun i dades. río.· élisociabies con 
mercaptoetanol (58) :~ 

64 KDa (58) 

5.2 (57) 

No (38) 

Fagos (50) 

ui i~a !0~~ci''Y HeL~) (38) 
, Neur<?t .óx i Cef J' ... e'.l t. ~rot óx i ca, 
néfrotóxica y letal (59) 

Acurn.il~~ión dé Ííqui~os (59) 



CMACTERISTICAS 

UBICACION 

COt-.ülCIONES DE CULTIVO 
(P roducc i Ón) 

ESTl~UCTLIRA QU IMICA 

F 1 SICO-OU !MICAS 

Peso rml ccu 1 ar 

Punto isocl~ctrico 

ESTf<UCTUf<A ANT IGEN ICA 

Neu t r·a 1 i 1.ab 1 e con suero 
ü11titoxina de ~!...!.g_ 
0'.se.nter·iae tipo l 

CaJIFICACION GENETICA 

ACTIVIDNJ BIOLCX>ICA: 

-Cultivo de tejidos 
-lnocul¡1ción intr·eperltoneal 

en r"'at ón. 

-Asa 1 i 9uda de conr!j o 

Cl.IJIDRO No. 3 

CITOTOXINAS DE Escherichia col 1 

7.3 

51 (55) 

Fagos (5D) 

Lítica (Vero y Hela) (51) 
Neurotóxica, enterotóxlca 
nefrotóxica y letal (51)' 

Acurrulación de 1 Íquidos (55) 

SLT-11 (VT-2) 

Medio con concentración de Fe norrral 
(Evans) (5) 

Dos subunidades no disociables con 
rrercaptoetanol (58) 

64 KDa (58) 

5.2 (57) 

No (38) 

Fagos (50) 

Lítica (Vero y Hela) (38) 
Neurotóxica, enterotóxlca, 
ncfrotóxica y 1 etal (59) 

Acunulación de 1 íquidos (59) 
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med:·,d_edem~to sa.-de ~le cho ne s ¡ _de nominti dcl°~to5{i:ila-·t~fpo7-§hf gj-; I I 

v ;ri ·,nte ... (SLT-ÍÍ··VJ-10a~):-, 'diiie~~cl~ V'.r~i·.~:~::~~T72_'€ch~ su._.:. 
':·~· -·-

inJctividJd ·· <i cél~'i]}~:IJ~~'1;:y .s~.- .tóxi9ic1dci,,=, ~~í~8~-~:;~~&'.;~~e~ 
.. -··· .· .·· ·./ ~~-. ·. ,-~-

más los genes que Ta éoc1ifi.c;m no se encuentr;:in. en .fagos; pe,-

ro hib.ddizan con los genes específicos par.:i VT-2. E~ta toxl 

na es neutr:ilizable con suero .:mtitoxina VT-2. 

ASOCIACION DE CITO'IOXINAS CON ENFERMEDADES 

Se han realizado estudios en diferentes países en donde se --

señJla la frecuencia de cepas citotóxicas y su asociación con 

diferentes enfermedades como: diarrea, colitis hernorr~gica.y 

síndrome urémico hemolítico ( 24, 30, 46, 76. ) • 

Marques y cols. (45 ) est~blecieron los niveles de toxina --

que producían las cepas asociadas con casos de diarrea, coli-

tis hemorrágica, síndrome urémico hemolítico, así como las c~ 

p.Js aisl3das de alimentos rel·3cionados con brotes de colitis 

hemorrágica. Ellas encontraron cep~s hiperproductoras de to-

xina en los pacientes con diarrea que, en contraste con las -

cepas ;:iisladas de individuos sanos producí.in niveles ·bajos de 

toxina. 

En el cuadro No 4, se muestran distintos cuadros clínicos re-

lacion~dos con l;:i infección por VTEC y sus correspondientes 

porcentJjes de "islJmiento de ~. coli productor;:is de citotoxi 



CUADRO LUGAR 
CLINICO GEOGRAFICO 

O i arrea AIE.'tmnia 

Diar·r·ea México 

Diar·rea E.U.A. 

Dié1rreu México 

CH lng i al crr·a y Gales 

CH (brote) Angl ia 

HUS Canadá 

''' Porc 1 cnt o de a J si amiento del- grupo-control-~ 

CUADRO No. 4 

% 

-_ 70 
'30':' 

39 

58 

73 

REFERENCIA 

;Karch 1987 (33) 

García-Mendóza 1985 (18) 

CI eary 1985 (8) 

Cravloto l988 (10) 

Srni th _)987_ ;.(76) 

Smi th 1987 (76) 
' . - . -' ~ -. ' -. ~ 

-K~mar1·.-::úJa3 (3sr· 
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. . . . 
ciación súbitJ con dolor 'Jbdominal severo', diarrea con ·singre 

y presenci3 de fiebre moderélda o sin ellJ, concluyeron que la 

cepa de 11· coli Ol57:H7 pudier:i est3r ~sociada a dicho cuadro 

clínico en b3se a las siguientes evidenci:1s; 

a) ·No se encontró ningún otro agente etiológico responsable 

de t3l p3tología. 

b) Este serotipo se 3isló de las heces de los enfermos; pero 

no de las de los individuos s3nos. 

c) L3s otr3s cepas de 11. coli Ol57:H7 que existían h3st;;i --

1983 en el CDC habían sido aisladas de pacientes que en 

1975 present:iron una enfermed~1d idéntic:i ci 13 descrita. 

En 1983 O' Brien y col s. ( 53 ) descI:ibieron que las cepas de 

11. coli del serotipo 0157 :H7 tienen la c;ipacidad de producir 

citotoxin:o?s. Scotland y cols. ( 70 ) demostraron que algunas 

cepas de este serotipo inclusive eran CJpcices de producir las 

dos toxin3s VT-1 y VT-2. 

Se ha est'.'lblecido l;:i 21sociación de las cep;;is de 11. coli 0157: 

H7 c21paces de sintetizar citoxinas con un •:tmplio espectro de 

enfermed~1des desde infección :.1sintomáticoi, di::irreJ sin sangre, 

c9litis hemorr3gic) y síndrome urémico hemolítico y puede lle-

gar J c.:ius'l l.J muerte 31, 66 ) • 
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DIAGNOSTICO DE LAS INFECCIONES POR VTEC. 

L'l recuperación de las cep~s de VTEC.no. siempre es un3 tare:i -
,-; .... , ·-.~~~:.- :·::<· :_·_ 

sencilla, debido " su b~J;' pro,;p~rciórl ~.n •la población gener.11 

de ~- ~oli presente en la~0 ~j,~~t~!~f ~ :~o ~ue se han propuesto 

distintos recursos para e salv:ar.{ests;:cdificultad en los métodos 
-- , "::,y.·_~-:-~:t1~?~:t:~~:1-=<0f5t: ~\F[~:" 

de laboratorio para el dÚJ~h6~'~j_~c:) miC:Í:o]:)iológico de las infes;_ 
· .. ·:·/}=::'.--·;.v.. 1 

cienes por VTEC. :; ·¡./ :'.> 
Algunos autores ( 35 recom:i.~ridan<ha~~r el ensayo de citotoxi 

nas con un mínimo de 20 colonfa~, ~~ra .a~í ::iumentar las prob::i-

bilidades de encontrar cepas citotóxicas. 

La investig~ción de citotoxinas a partir de materia fec3l di--

rectamente, es otra posibilidad que ha ofrecido buenos result~ 

dos, y> que en :ilgunos C·'lSos donde se ha demostrado la presen-

cia de citotoxin3s en heces no se logró el aislamiento de VTEC 

( 40 ). De ahí los autores han concluido que la detección de 

VT en materia fecal (FVT) es el procedimiento más indicado P.E. 

ra el diagnóstico de la infección por cepas de ];!. coli produc-

toros de citotoxinas. 

K:;irmüi y cols. ( 37 ) para encontrar l'3s escasas cepas de v·rEC 

trataron con polimixina B, a la m~sa bacteri~na de las colonias 

recolectad3s mediante el 1rr3stre con un hisopo, del área de --

crecimiento semiconfluente de los medios de primoaislarniento, -

produjeron así l.i libención ele la!' citotoyina!' <'1e loi> ei;pacio!' 



18. 

pe_riplásmicos, __ con lo_que
0
_lo_gr:iron _detectoir __ ha~sta_um10 _cep_'Lde~

V'rEC en 106 colonias de !;. coli. 

Se han elabJrado sondas para la detección, por hibridización, 

de citotoxinas, encontrándose cuando menos dos asoc:Í.ad~s'coh 

enfermedad humana, aunque existen\...evidencias de más de dos t.i 

pos de ell<is ( 20, SO, 54, 86,). Mediante el método de 

hibridiz;ición se ha lleg.'ldo a un:i sensibilid:id tal de h<icer -

posible 13 demostración de una colonia de VTEC entre 1200 co

lonbs ( 72 ) • 

En b:ise a la incap~cidad de las cep'ls del serotipo 0157:H7 ps_ 

ra fermentar el sorbitol, la selección de las colonias no fe~ 

mentadoras en Mac Conkey-sorbitol, constituyó un buen recurso 

en la recuperación de ést~s cepas según estudios realizados -

en C3n<idá; sin embargo, l3s cepas 0157:H7 aisladas en México 

(81) fueron sorbitol positivas ~l igual que lo report~do par~ 

la mayorí.a (92%) de l; s cepas de la especie !;. coli ( 1 7) • 

Los anticuerpos monoclonales h:in hecho posible la identifica

ción de pequeños números de v·rEC en los cultivos mixtos, por 

medio del método de trornsferencia de colonias a membranas --

( "colony blot" ) que constituye un valioso recurso de .selec

ción de V'.PEC en el primo üslamiento J partir de milteri3 fecal, 

cultivos de <ilimentos y muestr1s ambientules ( 32 ). 

Los métodos como la contr·iinmunoelectroforesis, el ens:1yo in

munoenzim:ítico (E.L.I.S.A.) y 1:1 inmunofluorescenci'1, se es-

t;fo utiliz~ndo también en la investigación de las infecciones 



19. 

por v·rEc ( 12 ) . 

El hlll¡:¡zgo_de, mcticue,I."pos séj:icos neutr1Hz;i;~~~6~~t~i; 1':\s -
- ' ' . ' '' - '".- -- - :. :·· .-:_ - -~· - ---- -.-: '\' 

citotoxim1s en pacie'ntes con inf~ccí611.~s";~o:i:v#c, ,.constituye 

una evidencia útÚ en infecciones por e!ittls;~ep~'~¡ cu=nci.o no 

es posible el üslamiento del 1gente etiológico. 

TIPIFICACION DE LAS VTEC. 

En cualquier enfermedad de origen infeccioso bacteriano, l~ 

identificación del género y especie de un patógeno dado, no -

es suficiente para locüizar un foco .común de infección, re--

quiriéndose, para tal fin, de una caracterización más ;mplia 

por biotipos, resistotipos, fagotipos, etc. También en VTEC 

se h.1 realizado este tipo de estudios, particularmente con -

las cepas aisladas de brotes ( 13 ). 

El serotipo Ol57:H7, que es el VTEC aislado con mayor frecuen 

cía de los casos de colitis hemorrágica y síndrome urémico h~ 

molítico en Canadá y E.U.A., se tipificó mediante estudio de 

patrones fágicos de 98 cepas y se obtuvieron 14 diferentes ~i 

pos fágicos ( 1 ). 

En base ~ las prueb1s bioquímicas de fermentación de dulcitol 

y nmnos:i, Krishan y col. (40) establecieron cuatro biotipos 

en 11s cepas del serotipo Ol57:H7. 

L1s cepas productor"s de citotoxinas de serotipos diferentes 
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o~ _ e - :--e;_ --o=--,~--=.c==-·--=-- _-

ª 0157 :H7 .(serogrupos 05, -OSS~ 0103, Ofll-;~c-y -fü53°Y-,:oorn~y-:.:~ -

cols. (13 l li:is c~r<ictetiz:;iron de ,,cuerdo :i. v.'.lrias propiedades 

asociad.:is j virulencÜl de .f!. coli tües como: c;1pacid:-id de prQ 

ducción de las diferentes clases de citotoxin'3s, colicinas, 

presencia de factores de Jdherenci.:i EAF, CVD419, hemaglutina--

ción y prueb¡¡s de sensibilid:id ;i los mtimicrobianos, encon---

tr:indo una diversid 03d de estos caracteres. 

Como er:i de esperarse, se observó que la car<icterización de e.§. 

tas cepas de VTEC que tienen como única propiedad común la de 

poseer uno o m3s fagos que l>s habilit3 3 producir toxinas, di 

fiere de otras propiedades codificJdas en distintJsporciones 

del m~teri3l genético. 

Así, la t3re3 de buscar alguna propied3d que caracterice a la 

mayoría de las cep3s VTEC de serotipos diferentes del Ol57:H7 

constituir.~ un estudio exhaustivo de caracteres enzimáticos y 

biológicos, d.:id3 la diversid·ld de cepas. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA • 

L1s cep·1S de .!'; •. coli citotoxigénic~s se encuentr:in presentes -

con ciert:i frecuencia en el grupo EPEC, y este grupo ocup3 un 

lug3r importante entre los ogentes etiológicos productores de 

l:i diarre01 en 1:,1 pobbción infantil de México. Es importointe 

conocer qué proporción de §. coli es c3p6z de sintetizar cito

toxinas en l3s cepas 3isladas de c3sos de diarre3. 

Tanto l::i import'mCi3 de la diarre.::i de origen infeccioso en Mé

xico, como la creciente evidencia de que las VTEC se encuentr:tn 

3sociadas ::i cu3dros di.Jrreicos, fueron el motivo de estudbr -

las cepas de §. coli isladas de casos de di~rrea y de indivi

duos asintomáticos de una pobl3ción del altipl1no mexicano --

(C3dereyta, Querétaro) y de la población urbana (Distrito Fedg 

ra1 ) , para conocer l:i frecuencia de :iislamiento de §. coli -

productor3s de citotoxinas y establecer su 3sociación con la -

diarre;i. Adem3s, se pl;inteó la necesidad de lleg1r :.1 un cono

cimiento ro.fa amplio de las cep3s VTEC por biotipo primario de 

Crichton y resistotipo, par:i est.?.blecer l:is diferencias o semg 

janza entre las cepas de los dos orígenes. 

De est1 maner:i, el presente tr.:ib21jo podrí1 contribuir :i ubic:ir 

las cepas de .!';. coli productor1s de citotoxinas entre los di§. 
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tintos ':!gentes etiológicos de_ l'I diarre::i en L: población mexi-

c:ina y quiz6 puedJ impuls"r :1 tom:ir medid:>s preventiv:is y teri 

péutic .s m!is 1cordes con l:i etiop'.!togeni::1 de la di::rrei. 
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IV 

OBJETIVOS: 

1.- DeterminJr lJ frecuencia de cep1s de Escherichi1 

coli productor"s de citotoxinas en pacientes con 

diarreJ de poblaciones nrbana y rural. 

2.- Establecer los niveles de toxina producidos por 

las cepas citotóxicus y su relación con la pre

sencia de diarrea. 

3.- Tipific·::tr l<is cepas productoras de citotoxin.;is 

por: 

a) Biotipos. 

b) Resistotipos. 
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V 

HIPOTESIS: 

1.- Las cepas de Escherichia coli productoras de citotcixinas 

son más frecuentes en los aislamientos de. casos de dia--. 

rre.3 que de los aislamientos 'de individuos sanos. 

'--,,'-- - -

2. - Las cepas productoras de niv~Ü.i,s. a.ltos. de·: toxina estarán 
. -- ,- ,-:_~-.. :.:;~~~-~:-?;-,_ ... ~-~~:~- ~_¿._ ::;::~-;::2: ~-~_:}it.~·_:·A~'.~-· 

más asociadas a casos de diarrea que las·;productoras de 

niveles b.:ijos. 

3.- L~s ~epas productoras de citotoxin3s constituyen un grg 

po con caracteres biológicos semejantes de biotipo y r~ 

sistotipo, independientemente de su origen. 
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MATERIAL: 

Cepas testigo: 

Es che richiu coli Kl2 (VT-1 y VT-2 néga tiv"l) 

933J (VT,-1 positiva)~' 
. .~.- .)~if;,i·>J'.·f~::. ~<'-"" 

933W (VT-2 'póS.'itivaf (70 ) 

Cepas paN el estudio: 

Del área rural se estudiaron 361 cepas pertenecientes a 118 in 

dividuos (21 pacientes con diarrea con sangre, 48 con diarrea 

sin sangre y 49 casos asintomáticos). 

En el área urhoina participaron dos clínicas del IMSS en el Di§. 

trito Feder,:il: la Unidad Médico B'amiliar No. 22 de San Jeróni 

mo y la Unidad Médico Familiar No. 19 de Coyoacán. 

En la recolección de cepas de la población urbana, se conside-

raron dos fases: l,;i primera que incluyó todo los grupos (pa--

cientes con diarrea con sangre, con diarrea sin sangre e indi-

viduos asintomáticos);y la segunda, que incluyó sólo pacientes 

con diJrrea y sangre en heces. 

Se :iislaron 5 cepus de cada individuo y se obtuvo una muestr,;i 
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de materia 0 fecal~por,paciente. ~--~ 

Primer3 f;ise.:... Se trabajó con 1069 cepas pertenecientes.3 233 

individuos (22 pacientes co¡{ cliarré,.1 !::cm' sarigre, 165 pacienfos 

con diarre• sin sangre y 46 casos testigo o asintom1ticos). 

Segunda fase.- Se incluyeron 5 cepas pertenecientes a un caso 

de diarrea sin sangre y 115 cepas de 23 c~sos de diarrea con 

s3ngre. De esta cepas se utilizílron sólamente las productoras 

de citotoxinas para su caracterización. 

El criterio de inclusión para los individuos sintom3ticos fue, 

pacie!ltes q'le tuvieran diarrea Jguda con menos de 5 dí:is d·:i --

evolución y que acudieron a la Clínica por esa caus:. sin otro 

p:3dj3cimiento de fond·:i (26) . 

Se consideraron como controles a los individuos que no habían 

presentado diarre3 en los 15 dí3s anteriores "11 muestreo. 

La presencia d·~ sangre fue registrada por observación macroscQ. 

pica de materb fec¿¡l. 
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ME'IODOS: 

1.- Determinación de la frecuencia de cepas de Escherichia 

coli productor3s de citotoxinas. 

1.1 Aislamiento e identificación de las cepas. 

De todos los casos se recolectó una muestra de heces recién 

emitidas. 

Las muestras fueron proces3d~s de inmediato, en la fase in1 

cial en el Laboratorio de la Clínica correspondiente (inocg 

!ación de medios de tr<1nsporte, enriquecimiento y a islamie.n 

to) y trasladadas el mismo día al laboratorio de la Unid,1d 

de Investigación Clínic" en Enfermedades Infecciosas y Pa~~ 

sitarias del I.M.S.S., donde se realizaron los estudios que 

se anotan en el diagrama I. 

De l:is muestras de Querétaro de la placa Mac Conkey se se

leccionaron 4 colonias lactosa positivas con morfología com 

parable a la de Escherighia _¡;;Q_li y, en las muestras del Di2 

trito Federal, se seleccionaron 5 colonias de cada muestra, 

en l~s cuales se probaron los siguientes medios diferencia

les: Kliger, medio de movilidad indol y ornitina (MIO), -
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CULTIVO PARA CAMPYLOBACTER 

{'ª"" {~~~:::'de Helminto' • 
lFrotis para Cryptosporidium 

ELISA para Rotavirus 

-~ OBSERVACION DE MOCO FECAL 
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medio lisina fierro 

po:irci llegar a 

Li:!s colonias 

Peptona ..••••••• ·: 

Extr::icto de carne ...• ·~•. 

pH 7.4 

Los frascos con la gelosa especial inoculada con l::is cepas se 

engargolaron y se mantuvieron a temperatura ambiente por el 

tiempo que duró el estudio. 

1.2 Producción de toxina (6) 

Las cepas conservadas en gelosa especial se sembraron en 2 ml 

de c;:ildo soya triptica seina, incubándose por 4 horas a 37 ºC, 

en agitación. De este cultivo se utilizó 0.1 ml para inocular 

otro tubo con dos ml. de caldo soya tripticaseinu y se dejó in 

cubur por un período de 18 a 24 hons e;-i cultivo est::icionario 

~ 37ºC. 
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El sobrénadan_te,,1ibre :de'.éélulas se obtúvó por centrifugáción 
·«:·~;~'.L>)···.: ~·c.1: ~<;\:·:. · 

.. -;J•, 

3o<mi~Utos y una segunda centrifugación 

a 10,000 r.p.m. durante una hora. 

Los sobrenadantes se transfirieron con pipetas Pasteur estéri 

les. 

Los que se se usaron inmediatamente para el ensayo de citote-

xicidad sobre células HeLa, o se quedaron en congelación a 

-20ºC, hasta ser utilizados, por un tiempo máximo de dos se-

manas. 

l. 3 Preparación de rnonocapas de células HeLa. (44) 

A una botella de 50 ml. con un cultivo celular con 100% de -

confluencia, se quitó el medio de cultivo y se le adicionó 1 

a 2 ml. de tripsina al 0.05% distribuyéndose la solución en 

toda la superficie de la rnonocapa celular e incubándose a --

37°C, por el tiempo requerido hasta observarse el desprendi-

miento de las células. 
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,_· - ----:--- .'. __ ,_ J. 

Se eliminó la solu~i6iCmedi.rrite un'.! pipetJ P:i steur conectad3 a una 

bomb·1 de V)CÍO, Las ~él~i::is~'s¿ suspendieron en 20 rol. cde medio mh 
,:•cc•.;.t'-..•··-'-···"<c-·'"·"\':-.. '.·,· ,• 

nirno esenci.Jl (MEM) c~~\~¡;i:o fébl de ternera i.1l 10% i se;·hornogeni 

zó por aspir:ición y v:icbdo de la pipetJ c::m l.i que se .;idicionó el 

medio de cultivo. Esta suspensión se distribuyó en porciones de -

200 ul, por coda pozo de un3 placa de 96 pozos. Se incubó a 37ºC, 

por 24 horas en ambiente de co2 al 5% y se observó la monocapJ para 

registrJr los pozos que tenían una confluencia alrededor de 80%. 

1.4 Ens=yo de citotoxim1s. (51) •. 

Previo al uso de la monoc3pa de células, se c3mbió el medio de cul-

tivo por medio mínimo esenci3l con suero bovino fetal al 3%. rie c~ 

da uno de los sobren3dJntes se aplicaron 25ul, por pozo con cultivo 

de células en micropl~ca de 96 pozos. Se incubó a 37°C ~n ambiente 

co2 al 5% y se observó el efecto citotóxico (lisis) a las 48 y 72 

horas. LJ observJción se hizo en microscopio invertido con el objg 

tivo lOX. 

Se registró porciento de lisis. Las pruebas que presentaron 50% o 

más de lisis se consideraron positivas. DIAGR~MA II. 

Se consideró como caso positivo para ::iislamiento de VTEC aq;.1el que 

tuvier.; cuando menos unJ colonia de ]. coli productora de citotoxi 

na (di<:igr"lma II). 

En cada ensayo se incluyeron los siguientes testigos: 



D I A G R A M.A II 

[OENTil"ICACION DE CEPAS DÉ Éscheriélíia Cbli CITOTOXICAS 

Cepa e_n gell" especial 

2 rnl CST~- 37° C/4 ho~as 

Sobrenadan te 

"<t.,,,~., 25 ul/pozo 

con rnonocapa de células HeLa 

37°C en ambiente de co2 ¡ 
48 y 72 h 

Observar (microscopio invertidcil 

¡ 
Registrar 

Lisis > 50%(POSITIVO) 
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•) 

b) ·restigo 

células 

c) 

de 

d) Testigo positivo, 

2.- Cuantificación de 

De c:ida uno de los sobren3dantes con acción citotóxic::i se hi-

-2 -3 -4 10-5, cieron diluciones 1:20, 10 , 10 , 10 , probfindose c~ 

da una de éstas en monocap"1 de células HeL::i, de igual fonm1 -

que la ya descrit;i y se est~bleció la dosis lítica que es la 

inversa de lJ mayor dilución q'le presente 50% de lisis i:elu-·· 

pro·:h·::•::ión de cito toxinas, se utilizó el siguiente criterio: 

Niveles de cit<?toxin~ prodllci:'13 por Esche.rLcQ..i,g__c;p_li , 
2 X lC- - 6 X 102 COSO B::jo ::1a 

ModeNd:> 104 coso 



Alto 
3 

10 

Marqu3s' 19¿2(4~ ) 
·" - ., :¡;.· ·,,:'..;: ;:-~·,':-,,<., 

.<-~· 
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Se hizo ,ens.:iyo de .neutralizu~ión de 1;1 .toxinCI únicmn·=nte con un 

rejucido ~úiner() .de cepas~ 

3.- Tipificádfó~" de':)as ceipas de §scherichiª- s;;.oli productoras 

de cit'.6tox:i.rias; 
«-,; 

-_:~. ~-~ ~:~-~~{ :7,t~:r-' 
r-- ' ';-~ 

de biotipificación prim1ria ( 11 ) . 

-Preparación de inóculo.- Se comprobó la pureza, sembrando cada 

una de las cepas en medio de M:ic Conkey. Una colonia bien co-

racterística y aislada se inoculó en una plac::i de agar de soy3 

tripticaseína y después de 24 horas de incubación a 37°C, se -

hizo una suspensión en NaCl 0.85% para tener una densidad de -

l X 10
9 

unidades formadoras de colonias por ml. Se utilizó un 

volumen de 0.02 ml de la suspensión bacteriana como inóculo p~ 

ra cada uno de los tubos de prueb3. La preparación de los me-

dios para l:is pruebas bioquímicas se describe en el apéndice. 

Procedimiento.- Cada uno de los tubos para las pruebas bioqui 

micas, con el correspondiente caldo base y el respectivo sus--

trato (rafinosa, sorl:osa, dulcitol y ornitinu), se inoculó con 

l:is suspensión bacterian:i. Se. utilizaron como controles los -
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Sorbos, 48 horas, dulcitol. 4~·~¿,r:'t·~Jatn~~~ ,;2 horas y la -
>::l'.;:·!.f-j.; _; - :·\:;);.::.~·;,;)L·~~)-;~~·:. ·:i,;}·r_-, .. - '". ~:~~~,-:: · ~~7~~ :- .:· _, 

prueba de la desea rfuxüai:::i.6'n· <lk TN~ó':~h'if:i.ri~': 48 'hor~s. ·· 
"-:-.;,,.('. ~ ·"'''.. ~;.,,~ ~- ,··-:~;;· .. , .. 

,-, , .'~.~:;_:·;, • ;;,:2 ··- . ~,:,- -/:', _.;'\~:~· • N'•,' ' 

Interpretación. - La prue~~\''~~~,i~.1~~~!.r~!~~·~ló~~;~~ caroohidra tos 
. - - ·:/-~:~:,L· _;·:',~·- ._;;:_;//-< '· -

positiva se manifestó por la acidLfi~~ci'.c5ri. del inedia y la des--

carboxilación por la alcalinización. Con los resultados obteni 

dos, se ubicó c1da cepa estudi:lda en el biotipo primario corre.§. 

p0ndiente, de acuerdo c. lo descrito por Crichton en el Cuadro 

No. 5. 

3.2 Pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos ( 2,83). 

Se utiliz;:iron los siguientes antibióticos con los correspondien 

tes valores de corte: 

Antibiótico: Concentración ug/ml 

Tetraciclina 4 

Am9icilina 32 

Estreptomicina 32 

Cloranfenicol 16 

Trimetopi:im/sulfametoxasol 32 
(TMT/SMZ) 

Gentamicina 8 

Amikacina 16 

Cefalotina 32 



·CUADRO 

RESULTADOS. DE 16j~IÓ;I~Os~ÚIMA~IOS 
'~ . {~·'_:.·.,;~~::k':.,.~,.,~-~ -{:¿-,i~:h ;:_:.. .',,?~~:·;:: .. ·~.:~ ,. . ,,- .... ii .. :•, - .. - -

·'~ .. -~·.j~:::_~~/:'._ ~~~~~-: ,)1,;· '"·" :;~;~~ .:k:- ~>l . .,~~;~ J~:j'·: -~¿~:-,•e' 
· ':.\ .. X~:_'>.·::,;: «: .. -::;,: ~-;-~_~r ~-::y> ·:·:r" ;¡~;~'.~~; 

.. - ,~, .. ,,,_ .. ~:~:;\ __ ;~:;- :::: ;-'.~JJ; :_.)~~~:' <{:x~~.o!.·-. ¿.-;,:-:- .. '.-e:~-:-~·;· ·;~~;l~~ F~~};:; -'. ;:, .. '-·:,, '.,,.;::~_: -/:.·.~ --

BIOTIPO · 
PRIMARIO 

No. 

•. :,zf;t,t;~i!i;',~l~ic;~tJ'i'f!i~~f\33'.~~.~~rLJ.E.~ . .U~f °':l~~8,~f:~º BADO EN: 

' · ~~~-;~Sórbdsa ······ q{·11it:ina · Du!cit:o1 

-.. \-' 
·:··-.:._,-;····--· ,'J, 

1 + + 

2 + + + 

3 + + + 

4 + + 

5 + + + 

6 + + 

7 + + 

8 + 

9 + + + 

10 + + 

11 + + 

12 + 

13 + + 

14 + 

15 + 

16 

'remado de Crichton 1985 Cll') 

+ fermentación en rafinos<i, soroosi:l ydulcitol o. 
'.._ :, · ... 

+ desc.:irl:oxilación de i~ ~;~i~i~~ 
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K<1namicina 16 

32 

Los valores de 

ricos ';ás al~~s,~úE! 

timicrobianos 2 7 

Se incluyeron en el· 

MSxima (concentración 

corte en una serie de 

serie de diluciones al doble) . · · 

La preparación del medio de cultivo 

bióticos está descrita en el Apéndice. 

Preparación del inóculo.- Cada una de las cepas se sembró por 

estría cruzada en placas de agar soya triptosa, para comprobar 

la pureza de la cepa ( 83 ). Se seleccionaron 4 ó 5 colonias y 

con una porción de cada una de ellas, se preparó una suspensión 

en caldo soya tripticaseina, ajustándose la turbidez al tubo No. 

8 
2 de la esc:ila de Mac Farland que corresponde a 1 X 10 UFC p:ir 

ml. De est::i suspensión se hizo una dilución 1:20 que se utili-

zó como inóculo. 

In:iculación de los medios.- Con las distintas suspensiones bag 



35. 

ter~anas se lie;ndronTos EloZOS de la pl.Jca del replicador, m5ª. 

diante el. cu:ü s; i.;;c_~lar~n ias series de ci1 j ::is ~~rrespondien 
tes a cada un6 de' l~s antibióticos, comenzando por ú c<:ija te.§. 

tigo (sin <1ntibióticos) y continu:indo con las otris tres c::ij JS 

en orden creciente de concentración de antibióticos: mínima, 

valor de corte y máxima. Se incubaron a 37°C durante 24 hor3s, 

al cabo de las cuales se leyeron y registraron los resultados 

como sensible o resistente. 

Interpretación. - Las pl·3cas se observaron en el siguiente or-

den: por principio la placa testigo y, si en ésta h::ibía desa-

rrollo, se prosiguió con la observación de las otras tres. 

Si existía inhibición del desarrollo con la concentración de 

antibióticos del valor de corte y esta observación era congruen 

te con los resultados de l~s placas de mínima y máxima caneen---

traciones, la cepa fue catalogad3 como sensible. De otra mane-

ra; si la placa con la concentración del valor de corte presen-

taba desarrollo y esto era confirmado por los resultados de las 

placas de mí.nim3 y máxima concentruciones, la cepa fue catalogQ 

da como resistente. 

Los resultados se tabularon por número de antibióticos diferen-

tes a los que las cepas presentaron resistencia. 

4.- An~lisis est;idístico: 

4 .1 Ev;ilu:ición de Lis diferencüis por la prueb;:i de .J. 
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Se utilizaron tablas 

el grado de libertad 

En todos los casos 

queridas para su 

2 r 
X ~· 

i 

De lo contrario, se utilizó la prueba exacta de Fisher (73) 

para muestras pequeñas. 

4.2 Estimación del grado de asoci3ción entre presencia 

de diarrea y cepas de Es~herichia coli productoras 

de citotoxinas. 

Para el cálculo de Riesgo Relativo (RR) se utilizó la fórmula: 

a X d 
RR ( 46, 79 

b X C 

donde el significado de: a, b, c, y des el siguiente: 

o Enfermedad 01 
en 
QJ + ·.-l 
H D D 
QJ + 'O VT a b 
H 
o .µ vr c d u 
f1l 

¡:.., 
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o+ pre sen~ia de c:Uariea 

D-

VT+ a1slanifento de VTEC 

VT- negativo el aislamiento de VTEC 
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VIII 

RESULTADOS: 

El .cuadro 6 present:i l~s resultados enconfr¿¡dos en la población 

total estudiada (rural mtis urbilna) de donde se aislaron cepas 

de Escherichia QQ.li productoras de citotoxinas con una frecuen

cia de 16.8% en el grupo testigo y un porciento semejante 

(16.4%) en el grupo de diarreJ sin sangre: en tanto que en el -

grupo de diarrea con sangre la frecuencia fue de 39.5% con un -

valor de P <:O.OS cu<?ndo se compararon los grupos testigo y db-

rrea con sangre. 

En el análisis independiente de cada una de las dos poblaciones, 

en el cuadro No. 7 se presenta la frecuencia de aislamiento de 

VTEC en la población rural (118 c:isos), donde se observó que 

tanto en el grupo de diarrea sin sangre (n=48) como en el de 

diarrea con sangre (n=21), se obtuvo una mayor recuperación de 

capas de ~. QQli productoras de citotoxinas que en la población 

general, correspondiendo a 45.8% y 76.2% respectivamente. Estos 

aislamientos dieron un valor de P <:o.os al compararlos con el 

grupo control. 

El cu:idro No. 8 analiza la población urbana, en donde se estudi~ 

ros 233 casos y se observó que la frecuencia de aislamiento fue 



DIARREA SIN SANGRE 
(DSS) 

DIARREA CON SANGRE 
(DCS) 

T O T A L 

*P <: 0.05 

CUADRO No • 6 , 

43 17 - 39. 5* 

351 



CUADRO No.~ 7 

¡' 

FRECUENCIA DE Escherichia coll PRODUCTORA DE CITOTOXINA (VTEC) EN 

::__~ ' . 

c~~Íof 0-~>1 2§.·4 J .· ·. TESTIGO 

DIARREA SIN SANGRE (DSS) 48 

DIARREA CON SANGRE (DCS) 21 

•r O T A J, 

•·p <: 0.05 



CUADRO No. 8 

F~ECUENCIA DE Escherichia coli PRODUCTORA DE CITOTOXINAS (VTEC) EN 

.. PAC1EN'l'ES .CON DIARREA DE !JNA COMUNIDAD. URBANA 

NUMERO DE ,CASOS . 
ES'ruD!ADOS 

( % ) 

·rESTIGO 46 

DIARREA SIN SANGRE (DSS) 165 

DIARREA CON SANGRE (DCS) 

T O T A L 
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-más baji: grupotestigo~l3%;==d.iarrea~sin .. sªngre~7_.9% Y-cdiarrea~=-
~; ::> - ~:e(~· - ;_ .. 

con S:3.ngr_e .4 .5fo; ·,no se encontró dife~~E~f;;esfacÚsl:icame~l:.e :__ 
. ' ' ' ' '. : - '~::: -

significa~fr~/~n ·11ir¡~u~~.:~~ J.~'.s'~gN~~~-~1';-~e'.fr.~'.~fer¡tes con dia---

rrea. 

En :el cuadro No. 9 se presentan los valores de riesgo relativo 

(RR) de desarrollar diarrea debido a la presencia de g. coli -

citotóxica, en los diferentes grupos estudiados. Los valores 

obtenidos fueron menores a la unidad para la población total 

en los grupos de pacientes con diarrea (DSS y DCS) y de pacien 

tes con diarrea sin sangre; en ta_nto que para el grupo de día-

rrea con sangre, al compararlo con el grupo testigo, el valor 

fue de 3.22, dando un valor semejante (3.33) en la preparación 

del grupo de diarrea con sangre con el grupo de diarrea sin -

sangre. 

En la población rural todos los valores fueron superiores a -

la unidad, en tanto que para el grupo de diarrea (DSS y DCS) 

fue de 4.7 Para el grupo de diarrea sin sangre el valor 

fue de 3.3 que también se dió para el grupo de diarrea con 

sangre al compararlo con el grupo de diarrea sin SJngre y un 

V3lor de 12 para el grupo de diarrea con sangre al compararlo 

con el grupo testigo. Para la población urbana todos los va-

lores fueron menores a la unidad. El grado de asociación en-

tre dbrrea y aislamiento de cepas de ,!!;. coli productoras de 



CUADRO No. 9 

RIESGO 

PRESENCIA DE ;;;,;:.:::.::c:.=:;c.;;;..:~=.: 

GRUPOS ESTUDIADOS 

DIARREA (DSS + DCS) 

DIARREA SIN SANGRE 

DI.ARREA CON 

DIARREA CON SANGRE* 

* En comparación con el grupo de diar~eh sin sangre, 

No. ª NGmero de casos estudiados. 

o. 5 
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--------- ----- - - -- - --- - ---="'-----=----;=-- --=-=--=- - -=---=-=----:c=-=----==-=---"'=--=--~~="'-'"""--==-==-
:oo ·----. :, -

· c.ftotoxiiic{S~~-Cte- ·~~:-~-·::gruP-Cú3 ?de ~--a:iirrea~,. fán 4ffib~iS>PO-biaciones,-~-:se 
- '' - ::·,_:¿e'• - ·• ~ -- ,··:; ';" >_;' 

presenta··en· 1aFigura No .. l.· i:.F.:{hc~~~dréNg\{l.o•·~te;e!"lta'los '-
~--. ... > ~,: ~~ -»::::;,.,'. :\,~~ ;):,:~:¡J\.~.:'f;~{t~'-:.:,~·t;,~:~;: ~i?;::;:T'"~,~-~t::· ::~s:,_, -~º~ -~-: 

resultados por grupos et.arios'ct~'.1~é1pohiac1úi~:rU!:ai aor!de no 

se observan diferencias significativas>iiri'.•1a'.'recupera~ión de 
,. . . .:.; - ; ~ '.. !, . ' '· •·. -. ' ' 

--.~.:;-. 

cepas de Jfacherichia.g_oli productora~··deciti::>toxinas, para -

ninguno de los grupos de edad pero s{· se observa. que los 

porcientos más altos corresponden al grupo de diarrea con 

sangre. 

El cuadro No. 11 presenta los resultados por grupos etarios 

para la comunidad urbana, sin que existan diferencias signi-

ficativa:s en los tres grupos para aislJmiento de cepas ci-

totóxicas y solamente se observó un aislamiento en el grupo 

de diarrea con sangre. 

En los c:uadros 12 y 13 se presentan los casos con aislamie.n 

to de ~. coli productoras de citotoxinas en los que coincide 

con la presencia de otro agente patógeno, con una frecuencia 

que va desde 6 casos en el grupo de diarrea con sangre de la 

población rural hasta 12 casos en el grupo de diarrea sin 

sangre de la población rural. 

Los niveles de producción de citotoxinas de las cepas correE 

pondiEmtes a la población rural (n=ll8) y a la urbana (n=233) 

se reportan en el cu:idro 14, observándose que en los niveles 

bajo y moderado se obtuvieron diferencias significativas 
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FIGURA 1 

GRADO DE ASOCIACION ENTRE DIARREA Y PRESENCIA DE E1cherlchlo coll 

PRODUCTORAS DE CITOTOXINAS 

18 

12.48 o.- DlorrH lDSS + DCSI 

b. • Dlor reo aln 1onar• l DSS) 

e • - Diarrea con sangre l DCS) 

10 

5 4.7 

u 3.3 

1.28 

o b e o b e o b e 

población total pobloclón rural población urbano 



CUADRO No. 10 

GRUPOS ETARIOS 

.--X:_:t;·'· 
'':.<:· ... 

J:,'.: <: 5 AÑOS 2/12 •;(16.?Í 
~-; .. ~· .• 

•••• .. ·¿ 

5 <: 15 AÑOS 3/14 (21.4) 5/10 (SO.O) (100) 

> 15 AÑOS 5/23 ( 21. 7) 1/3 - (33 . 3 ) 2/3 (66.7 ) 

No.+/No. Est. NGmero de casos con aislamiento de VTEC/NGmero de casos estudiados 



CUADRO No • 11 

'·::.-,•-

IDENTIFICACION DE Escher.ichia ;cb'l'üJ:;üci'outfoR'~ DE ciTOTOXINAS .( VTEC) EN 
,-: :~-~~·,'.,~,·~ - ~ ~::5}; . :.-;:~:_;-.·~-'.--~:~- .··-L · . "·::..- ;·;: 

PACIENTES:CON"DlARREA>ríE UNA.•COMÚNÍÓ'ADCURBÁNAAiDE.AÓJERDOfA LA· EDAD 
'·,)':j_..._;?, ;~·· . :-~:~ i{- · , .. -;/' .,>"> :;Lt~·:.:t'· :,:-·~:·,~;_;'.r·~i¡~'.:~.·; ·';_-·- -~5f),::~:,}··:·S_t;_L, ,:-:_::)~'.·_,_;-· "'·:;::;~: _:··· 
'- '~-:;~:·:-•·;: ,_·:?-: ·;.,_;;;~.';i>/' :;/;-:<~f~¿ ;, :.~-:~ __ ;.'.,;{:- ~~'~(;...-;~~·::>:f.>;;--~~~\r,;:~·,:··fi.i~: __ :~;i~-r; ~--;:~~~~{:;::;Tl;.':'~:~t~~~~-: _;; 

'.) •,': . ·:~~~:._:.~.-~.L ::: ~-:~~: ~·.:it:_l "'- '>''.':·., :-:::r -· 'i,:, . ~ ;, , r~.~::.ti,:~.:.·~·.t,,'.:.:~.1~.·.·.·~.-fit~:~;,~~~b-~¡t:J~:;~-~·¡~ ·~·- ,;,!?}/; •.,·..: 
~-:::;·:- 1 ':~,. '..y:p: ., ·:,___, " .. - ,,,,._,,:;; --~·I},~«~,~·· , :-·_ ·"·.--~..: ~-- > "'' .;. -~·~· -:-'·;--z; ::1 :~-,c. 

:.:··.:,· 
.,-:_,_ 

GRUPOS ETARIOÉ{ 
{; coNi'F.óI.~sJ __ 11:.4 6 ~'.':U.·-~, -:;, ~iAR~E¡ si~_:.: ·:~':};. - DIARREA coN 

.. '.- .. :·:: • ·::: .<· ... ,. -.<.'f.,:··· •. ;·.-:N~f0ZS ••... ~.-.···/~ .. GNRo··~.~.·.,'.= ·.E~·. ns .... =t-.·.,1_•.-.c ... ~S( '%·~.···.··)··· ·.No ,·+SA/NNG0'R. EE1s1=t2. 2 ( % ) .. No.+/No. ·Est. :,(%):, .• _ .. . . 
:·,---;''-,-.,_, __ ,,,-· 

<: 5 AÑOS 3/17 ( 3 .9) 0/7 (o. 00) 

5 <: 15 AÑOS 1/11 ( 9 .1) 0/4 (o. 00) 

:> 15 AÑOS 2/18 (11.1) ( 9 .1) 

-· ·- l • 

No.+/No. Est. Número de casos con aislamiento de· VTEC)Núm,ero de casos estudiados 



CUADRO No. 12 

'; .-. : /, ... -

. Asoc1AcroN Dt E:~cti~rich.i'a c~li'PRbDuc!ToRAs DE ·crToToxrnAs 

coN· ~Ti()s;~¿~~~¿~ PAT~G'É:N'os·ArsLArios DE r,A POBLAcroN RURAL 

No. CASOS CON E. coli CITOTOXICA 
COMO UNICO CON OTRO 

PATOGENO PATOGENO TOTAL 

·rESTIGO 
·-., <.-.. - - ~E-. --~~¿, 

;-·-~-- ~:~~:';:,~~)~~-'., ~~~'.~7 

DIARREA SIN ;SANGRE"' ,, ' 
- '- ·.:_·.·;, j~\)<·~ (¡'-~_ ,--·-·" 

~:~-~J>·/;~~,c~~~lf_, ·:~~¿,~: _:: -
DIARREA CÓN';~tNG~~~~;,,<:· 

. ~- \ .:.:·_~;_>_-,_ ; ., ,.. '-~--~:· -: .. 
'<.'.-' --~ .-::;.,.'.!:' -

49 6 

.,::,·::,)~-.--.-,:.'' '--·o; ·- . ·.:, 

' ~\ · .·2·::·:i~~ 1~4L · histo1ytié:a¿,/1 Rota\iirils ~v :~· 

4ª 

bl. ··~a~I:; ··~s{l Rotavirus ,y~r;LEi;~,¿~~t~~;~~jJ~f·~~~~~t'.r~~~~i~;~~~º-. 
(ST, LT). . ... ;; }'··.·.r; ·, •. ,, ; . ,.~(,~ .;~;'L 

e) 2 ETEC (ST) / 1 ETEC (ST,,LT) ;rhi:~~a1'~'.:0J\i~~·i1f)¿1'81~r-
dia 

10 

22 

16 



CUADRO No. 13 

ASOCIACION.DE:Escherichia coliPRODUCTORAS DE CITOTOXINAS CON 

.OTROS AGENT~s PA~od~N()~ A.ISLADos DE LA POBLACION URBANA* 

'No. CASOS CON E. coli CITOTOXICA 
COMO UNICO CON OTRO 

PATOGENO PATOGENO 'l'OTAL 

TESTIGO 46 5 

DIARREA SIN SANGRE 166 5 

DIARREA CON SANGRE 45 5 

a) 1 ETEC (LT ), EPEC 

b) 

el 

~ .. < •• : •• > ' -\ .. ,.. : . ' 

2 ETEC (LT,ST) / 2 ~PE~ ~~86~055) 
l ETEC (LT) / 1 Shigella son~eÍ; E~E~ 
gpo B, ETEC (LT, ST) •. - -

4 Shigella sonnei / 2 Shigella flexne"ri / ¡ Shigella boydii / 

l Rotavirus. 

* Incluye las muestras de las dos fases. 

6 

14 

13 



CUADRO No. 14 

' DISTRIBUCION DE CASOS DE LAS POBLACIONES RURAL Y URBANA DE ACUERDO A LA 

CAPACIDAD DE PRODUCCION DE CITOTOXINAS DE LAS CEPAS DE Escherichia coli 

NIVELES DE PRODUCCION 
DE TOXINAS 

a) BA,JO* 

b) MODERADO* 

c) ALTO 

'NEGATIVO 

POBLACIONES 

2 ( 2) 

( S9) 

* P <: O. OS en población rural vs. población' urbana. 

UllBANA 
No. 

9 

9 

2 

213 

a) 2 X 10' - 6 X 10 2 COSO; b) 103 - 104 COSO.; c) lOS - 10
8 coso. 

n=233 
( % ) 

( 3) 

( 3) 

( 1) 

(91) 
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( P ~º.os)~ ·~~~€~;, ·;~··~~P;~;rc;~ri~·entl:e-sT"1as1JoErac::"ranes uroac:.·~-~-
- .···~ _. , ~ __ -e·,<:;-·-·--

na y nirar~ - - •. > 

En el cuadro Nó. 15 se anota la dist~ibucicSn de las cepas VTEC 

de la población rural en los distintos grupos con sus corres--

pendientes niveles de toxina. El mayor número de cepas 

(P ~0.05) se encontraron en niveles bajos del grupo de diarrea 

con s1ngre. Las dos cepas productor::is de nivel alto correspon 

dieron: una al grupo testigo y la otra al grupo de diarrea --

sin sangre. El cuadro 16 presenta el potencial citotoxigénico 

de las cepas aisladas de la comu~idad urbana sin observarse di 

ferencia significativas en ninguno de los grupos. Los porcen-

tajes no alcanzaron el 10%. Las cepas c~paces de producir ni-

veles altos de citotoxina se aislaron: una del grupo control 

y la otra del grupo de diarrea sin sangre. Para la caracteri-

z1ción de las cepas se trab~jó con 48 cepas de la población rg 

ral y 33 de la población urbana, una cepa por caso con aisla--

miento de VTEC. En el cuadro 17 se presentan los diferentes -

biotipos, ordenados según la frecuencia descendente de las 48 

cepas VTEC de la población rural y las 33 de origen urbano. 

Se distribuyeron en 15 de los 16 biotipos primarios de Crichton 

(10), ya que ninguna cepa correspondió al biotipo 9 (raf- sorb+ 

Orn+ Dul+ ). Al comparar el número de cepas correspondientes a 

los biotipos 15 y 4 de las poblaciones rural y urbana se obtu--



CUADFO No. 15 

POTENCIAL CITOTOXIGENICO DE CEPAS DE Escherichia coli AISLADAS DE MATERIA 

FECAL DE. PACIEN.TES CON· D.IARREA DE UNA COMUNIDAD RURAL -

ORIGEN DE LAS CEPAS, 
GRUPO 

TESTIGO 

DIARREA SIN SANGRE 

DIARREA CON SANGRE 

NUMERO DE 
CASOS 

ESTUDIADOS 

49 

48 

21 

· 'NIVEL DE CITOTOXINA PRODUCIDO 
BAJO· 

POSITFÜS\i( % ) 
MODERADO 

POSITIVOS (%) 
- '/~ -

"..::'-

4 ' .• :/(~g1 ~·.Y_: ,,_ \' 5 
··-~·;:·,~.' . 

"•'··-:!,."·' 

i2_z_; "'.~(is%6~ · 9 
--~r .•• ,_~;~:/- -"·i::~:f P::-~(i ... !1_;·, _ 

·º- --)::·;;~~- .- · ":\~t:~ -~·"·- :- ·iI~' 

~-· /{r~z1441 ·-~ ¡l 

(10.20) 

(18.75) 

ALTO 
POSITIVOS (%) 

1 (2 .04) 

1 (2.08) 



CUADRO No. 16 

coli AISLADAS DE MATERIA 

FECAL DE P~bi~NTfü~;;~~~~I~.~I~,~kJ!:~ DE UNA COMUNIDAD URBANA 

-.'.~;;~,e ;;::·~'~~~~::_ ;~~JJ&~-~~~~~~-·;: :(~f ;t:/'., ~~'.7:~·, ;;; ~~.'.:: ·'. .· 

ORIGEN DE LAS CEPAS, 
GRUPO 

·rESTIGO 

DIARREA SIN SANGRE 

DIARREA CON SANGRE 

'·;··-~ ,~,.·;'..~--· ~:<3."~:.- .'' 

NÜ14ERO Y DE,. ' • • .·., ·. NIVEL DE CITOTOXINA PRODUCIDO 

. CASOS' ,,, ·> ·~·· BA,JO MODERADO ALTO 
ESTUDÍADc5~C ~POSITIVOS {%) POSITIVOS { % ) POSI'rIVOS J%.) · 

46 1 ( 2 .17) 4 (8.69) 1 • ( 2.l7). 

';.·~-·.e 

165 5 (3.03) 1 (o'f.GOJ· 

22 o {o. 00) o 



CUADRO No 17 

DISTRIBUCION (%) EN BIOTIPOS DE LAS CEPAS DE j;:scherichia col i PRODUG. 
TORAS DE CITOTOXINAS DE LAS POBLACIONES RURAL Y URBANA. 

·----· 
BIOTIPO FRECUENCIA DISTRIBUCION DE LAS POBLACIONES 

No. CEPAS RURAL n=T48 URBANA n=33 

14 14 8 (17) 6 (18) 

6 11 9 (19) 2 (6) 

5 10 8 (17) 2 •... (6) 

16 10 5 (10) 

.. 
13 8 7 (15) 

15* 8 2 (4) 

4* 5 o cor· 
10 4 4 (8) 

2 3 1 (2) 

3 2 o (O) 2 . ""(6) 

.12 2 2 (4) o (O) 

1 1 1 (2) o (O) 

.7 1 1 (2) o (O) 

8 1 o (O) 1 (3) 

11 1 o (O) 1 (3) 

9 o o (O) o (O) 

* p ~ o .os en los biotipos 15 y 4, población rural-vs·- población 
urbana. 
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En el cuadro 18 se anotan los resultados positivos a la fe.rtnen 

tCICión<de rafinosa sorbosa y dulcitol y desé::arboxilaeión' de la 

ornitina pruebas bioquímicas que integran el: b,~oÚ~o p~lm~rio, 
observándose una diferencia significativa (~ '~o<.o's{entre los 

resultados de ornitina de la población urbana y los de la po--

blación rural. Los resultados de las pruebas de sensibilidad 1 

a 10 antimicrobianos, sin considerar los resultados de la gen-

t3micina y cefotaxima por no existir diferencias entre las ce= 

pas, aparecen en el cuadro 19, donde se propone un patrón de 

26 resistotipos en base a los resultados de resistencia a O, 1, 

2, 3, 4, 5 ó 6 antimicrobi~nós. El resistotipo I fue sensible 

a todos los antimicrobianos, del II al V presentaron resisten-

cia a un solo antibiótico, del VI al X fueron resistentes a 2 

antibióticos, del XI al XVI fueron resistentes a 3 antibióti-

cos, del XVII al XX resistentes a 4 antimicrobilnos, del XXI 

al XXIV fueron resistentes a 5 antimicrobianos, y los resistQ 

tipos XXV y XXVI fueron resistentes a 6 antimicrobianos. La 

distribución de las cepas de orígenes rural y urbano en gru--

pos de resistotipos se presenta en el cuadro 20. No se encon 

traron diferencias significativas en ninguno de los grupos al 

comparar las dos poblaciones. 



CUADRO No. 18 

COMPORTAMIENTO BIOQUIMICO DELAS ~CE~~s DE .Escherichia coli 
~ -~-<:'·\~¡~::;~:::;.'>::-.':;>,·;' :·¡;·:~-. 

AisLADAs DE:·L'i\s'iílo8I.íi.CiOf.il;;s kuRi\i:. ~· u;aANA 
,;_';-,'< • ''.'•\-' ,. ···;_.:.~,:--.~~.:~.'. ·'·::;. '. ;·:,~/- _'\.",', '~_:_,_,·~· -

PRUEBAS 
BIOQUIMICAS 

::~: ','.URBANA n=3 3 
/''N();·POSITIVAS (%) 

RAFINOSA 

SORBOSA 

ORNITINA* 

DULCITOL 

8 

38 

19 

: ( 16) ... 

(79) 

(39) 

* P <:O.OS población rural vs. población urbana. 

14 

12 

( 42) 

. (30) 

(39) 

(36) 



CUADRO No. 19 

RESISTOTIPOS DE CEPAS <!)E~isd~~~i'chia .coli PRODUCTORAS DE 

TIPO RESISTENTE A: 
.-:,; .'_:~;-~,>_:,,~·~~<-·:C-;::v·;' 

-- TIP,OÍ!~~z{:;'c:t}/ - ' RESISTENTE A: 
,,.,, 

. .'!i-·.'-,·,_ 

I NINGUNO -:xXI/> >.Te, _Sm, Km 

II Te XV. :Te·, Sm,. Cm 

III Ap XVI Ap, Sm, Cm-

IV Sm XVII _Te, Ap, Sm, Cm 

V Cf t XVIII Te, Ap, Sm, Cft 

VI Te, Cm XIX Te, Ap, Sm, TS 

VII Te, Sm ' ' XX Te, Ap, Sm, Km 

VIII Ap, Sm XXI Te, Ap, Sm, Cm, Km 

IX Te, Ap XXII Te, Ap, Sm, TS, Cm 

X Ap, Cf t XXIII Te, Ap, Sm, Cm, Cft 

XI Te, Ap, Km XXIV •re, Ap, sm, Gm, Km 

XII Te, Ap, Sm XXV Te, Ap, Sm, TS, Cm, Km 

XIII Te, Ap, Cm XXVI Te, Ap, Sm, TS, Cm, Cft 

Antibióticos ensayados: 

Te tetraciclina, Ap ampicilina, Sm estreptomicina, Cm cloranfen! 
col, TS TMT/SMZ, Gm gentamicina, AK amikacina, Cft cefalotina, 
Km kanamieina, Cfx cefotaxima. 

/1 



CUADRO No. 20 

FRECUENCIA ( % } DE DISTRIBUCION DE CEPAS .DE F.:sdhefich.Í.a coli PRODUCTORAS DE 

CITOTOXINAS 

DE ANTIBIOTICOS POBLACIONES ESTUDIADAS 
GRUPOS DE LOS QUE HUBO RURAL URBANA RESISTOTIPOS RESISTENCIA n=48 ( % } n=33 ( % ) 

I o 17 ( 35) 9 ( 27) 

II - V 1 11 ( 23) 14 ( 4 2} 

VI - X 2 

XI - XVI 3 

XVII - XX 4 

XXI - XXIV 5 

XXV - XXVI 6 . 
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Del al 26 se presentan los distintos grupos de 0 1as,º.,. 

dos poblaciones y se reporta el nivel de producción dec.citoto

xinas que fueron capaces de producir en relación con el bioti·

po y el resistotipo. 

En el cuadro 21 se describe el grupo testigo de la población -

rural, donde los biotipos 5 y 6 fueron los más frecuentes co-

rrespondiendo 2 casos al primero y 3 al segundo. Los resisto

tipos I, II y III constituyen el 70% en este grupo. 

En el grupo de diarrea sin sangre de la población rural cuadro 

22, se observa que la combinación 5/I' fue la más frecuente con 

tres cepas del nivel bajo y una del nivel alto. 

En el grupo de diarrea con sangre de la población rural cuadro 

23, la distribución en biotipos y resistotipos fue amplia y 

las combinaciones con una frecuencia de 2, fueron 10/II y 

13/I. 

En el grupo testigo de la población urbana cuadro 24, se nota 

la ausencia de los biotipos 5 y 6. 

En el grupo de diarrea sin sangre de la población urbana cuadro 

25, el biotipo 6 se encontró en dos cepas dentro del nivel bajo 

de toxina. 

En el grupo de diarrea con sangre de la población urbana cuadro 

26, los bioti~os 4 y 15 tuvieron 3 cepas cada uno en el nivel 



CUADRO No. 21 

BIOTIPOS Y RESISTOTIPOS DE CEPAS DE Escherichiaccoli 

PRODUCTORAS DE DIFERENTES NIVELES DE CITOTOXINAS¡ 

AISLADAS DEL GRUPO TESTIGO DE LA POBLACION RURAL 

N I V E L 

BAJO 

MODERADO 

ALTO 

BIOTIPO 

5 

6 

15 

16 

5 

6 

10 

14 

RESISTOTIPO 

I 

I 

I 

IV 

XVI 

I 

III 

II 

III 

I 

No. CEPAS 

.1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 



CUADRO No. 22 

BIOTIPOS y RESISTOTIPOS DE CEPAS DE Escherichia coli 

PRODUCTORAS DE DIFERENTES NIVELES DE CITOTOXINAS, 

AISLADAS DE PACIENTES CON DIARREA SIN SANGRE DE LA 

POBLACION RURAL 

NIVEL DE 
PROD. DE TOXINA BIOTIPO RESISTOTIPO No. CEPAS 

5 I 3 

6 I 1 

X 1 

7 II 1 

BAJO 13 IX 1 

14 I 1 

XII 1 

XX 1 ., 

15 XVII 1 

16 VI 1 

1 XVIII 1 

2 XXIV l' 

5 XIX 1 

6 XV 1 

MODERADO 12 XXVI 1 

13 I 1 

VII 1 

14 I 1 

XX 1 

ALTO 5 I 1 



CUADRO No. 23 

BíOTfl'OS '{ RESISTO'rúos DE cEJiAf; D8 Í':SChl~L'lchla coli 

?RODUCTORAS D~ DlFERENTES"NfVELES DE CITOTOXINAS, 

A [S!,J\DAS DE PAC i~NTf's }::oN DIARREA CON SANGHE DE LA 

NIVEL ,D~' 
PROD. DE TOXINA 

BAJO 

MODERADO 

~ <~ p'oaLACION 
-· . '·, .. ,:;_-,- ,_ '. .'~":. -_ .'. '. 

BIOTIPO 

5 

6 

10 

12 

13 

14 

16 

6 

13 

14 

16 

RESISTOTIPO No. CEPAS 

XXI 1 

XI - 1 

XIII 1 

II 2 

XIII 1 

I 2 

II 1 

I 1 

V 1 

IX 1 

III 1 

XIV 1 

II 1 

1 

' 



CUADRO No. 24 

BIOTIPOS y RESISTOTIPOS DE CEPAS DE Es~iÍérié::hia coli 

PRODUCTORAS DE DIFERENTES NIVELES DEcITOTOXINAS, 

AISLADAS DEL GRUPO ·rESTIGO DE LA E'OBLACÍON URBANA 

NIVEL DE 
PROD. DE TOXINA 

MODERADO 

ALTO 

BIOTIPO 

14 

4 

13 

15 
16 

8 

RESISTOTIPO No. CEPAS 

VII 1 

I 1 

,IL 1 

II 1 

1 

l 



CUADRO No. 25 

BIOTIPOS y RESISTOTtPOS DE CEPAS DE Escherichia ~ 

PRODUCTORAS DE DIFERENTES NIVELES DE CI~o~9xrNM; 
AISLADAS DE PACIENTES CON DIARREA SIN SANGRE DE LA 

NIVEL DE 
PROD. DE TOXINA 

BA.JQ 

MODERADO -

ALTO 

POBLACION URBANA 

BIOTIPO 

·:,5 .. -
;_:']:-: '. ,:·,,:;< ,-\~:. '.-:~~ 

',::< <.,>· ~'(.«--! 

RESIST~Tii~,';5·••~tl'CEPAS 
<~: .·: :e:.::_-_:·_:·~'.~;;¡~:>: •. _·-·-.·-·'*--'·__;_._ 

2 l 
--

.4 l 

6 l 

II l 

14 II l 

15 II l 

16 I l 

3 IX l 

5 I l 

14 II l 
- IV l 

16 I l 

XXIII l 

15 XXV l. 



CUADRO No. 26 

BIOTIPOS Y RES[STOTIPOS DE CEPAS DE Escherichia coli 

PRODUCTORAS DE DIFERENTE~ NIVELES DE CITOTOXINAS, 

AISLADAS DE PACIENTES CON DIARREA CON SANGRE DE LA 

POBLACION URBANA 

NIVEL DE 
PROD. DE TOXINA 

BAJO 

MODERADO 

BIOTIPO . · RESISTOTIPO 

2 VIII 

3 I . 

4 IT. 

III 

5 XII 

11 I 

14 XXV 

15 I 

II 

16 II 

14 II 

No. CEPAS 

1 

1 

2 

1 

1 

1 

1 

2 

1 

1 

1 
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b3 jo de toxina. . '. . . -_ 
' ' ' 

En el cuadro 27• se• nÍ~~'strc\n lasoc,cornbirtaciones ····~~·~·~blEf~ de ):iioti 

po y resisto tipo de VTEC y l~· ubicacÚn ~n d.~ferente~ niveles :... 

de produccion de citotoxinas·: 

El biotipo 1 únicamente apareció en la combinacion !.XVIII den-

tro del nivel moderado, al igual que los biotipos 7, 8 y 11 que 

solamente se observaron en una sola de las combinaciones. Los 

biotipos 5, 6, 13, 14 y 16 dieron el mayor número de combinaciQ 

nes con 5, 7, 5, 7 y 7 resistotipos diferentes, respectivamente. 

Las combinaciones 5/I y 14/I aparecen en los tres niveles de --

producción de cito toxinas. 

En el cuadro 28, se presentan las carwcterísticas de las cepas 

productoras da citotoxinas, expresado en porcientos. 

Los resistotipos se agruparon de acuerdo al número de antibióti 

cos diferentes a los que demostraron resistencia y de los bioti 

pos se indican los resultados positivos a las cuatro pruebas --

bioquímicas. 



(!UADRO No: 27 

ASOCIACIONES BIOTl~Ó/~ESISTOTIPO DE .LAS e.EPAS DE 

Escherichla ~:bll~~p~~DUCToRAS'DE LOS DIFERENTESNIVELES 

.: !F xS;\ \:"!)¿' CITOTOXINAS 
.:·,y,·.-··.,, .. ,-·>¡··'. 

. ;.·<~;-;·¡f;1•.:-'<-'.-:c·,-. 

:¡ft· :/~::_,,; -:':·: .. ~· 

N I V E: r:•')': ~();. 
-----··~:.¡'-

48 

MODERADO 29 

ALTO 4 

2,VI¡ 2,VIIÍ;~3,I; 
6¡ -



CUADRO No. 28 

CARACTERISTICAS DE LAS 'CEPAS DE Escherichia coli PRODUCTORAS 

DE CITOTOXINAS DE LAS DOS 

NIVEL DE 
PROD. CITOTOXINA 

o 
'O 
l\l 
H 

o QJ o . ..., 'O ;J 
l\l o ..... 

POBLAC I O N ¡Q :E; < 

URBANA n=33 60 33 6 9 6 

IWHAL n=48 58 37 4 4 2 

ªLa cifra indica el nGmero de antibi6ticos a los~ 
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IX 

DISCUSION: 

En el análisis de los resultados de .l.a población .total y que 

corresponde a 13 suma de las poblaciones urbana y rural, la 

frecuencia más alta (39%) se encontró en el grupo de pacien

tes con diarrea con sangre que presentó una diferencia signi 

ficativa (P <:O.OS) en la compJración tanto con el grupo te.§. 

tigo como con el de diarrea sin sangre¡ lo que sugiere que -

VTEC es un patógeno importante en casos de diarrea con san-

gre. El 20.3% de VTEC encontrado en individuos sintomáticos 

(pacientes con diarrea sin sangre y pacientes con diarrea y 

sangre en heces) de la población total en este estudio, se -

ubica dentro de una amplia gama de valores encontrados en -

trabajos previos; así, en un trabajo longitudinal realizado 

en Brasil (23) se logró aislar VTEC en 3. 3% de los casos de 

diarrea. En Canadá, Pai y col. en 1988 (60) en un estudio -

prospectivo en tres hospitales, establecieron que VTEC podría 

considerarse como el enteropatógeno más frecuente (3.06%) de 

5414 casos de diarrea con sangre. 

En México, Cravioto y col. 1988 (10) aislaron g. coli produg 

tora de SLT-I en 70% de niños con diarrea y en 30%, de niños 

testigos, provenientes de población rural. 

Scotland y col. en 1980 (68) encontraron un 10% de VTEC en 

253 EPEC ~islados de casos de diarrea. 



'. 
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En Inglaterra y Gal~s,Alm.i.th'y. coi~~~ (76Fseñalan una presen 

cia de 40% en casos·de coiI~ü ~~mirr~~ica. 
En nuestro estudio, eLaislamiento de VTEC en la población 

general de los individuos sintomáticos (20.3%) fue superior 

al porciento de los otros patógenos (Shigella 12.3% Salmone-

lla 2.4%, E. h stolytica 1.1% ) (26). 

Esta mayor frecuenciJ de aislamiento de VTEC la señala Karm-ª. 

li en su revisión de 1999 (39), a fin de enfatizar la impor-

tancia de la E. coli productora de citotoxinas en los proce-

sos diarreicos, pero además, como. un factor de riesgo para -

cuadros clínicos de mayor gravedad como son las complicacio-

nes de la infección por VTEC (síndrome urémico hemolítico --

HUS y púrpura trombocitopénica trombótica TTP) para indivi--

duos colonizados con estJs cepas. 

Las frecuencias de aislamiento de VTEC en los distintos grg 

pos (control, diarrea sin sangre y diarrea con sangre) de -

las poblaciones rural y urbana, señalan que la población ry_ 

ral en su grupo de diarrea con sangre presentó el 

valor más elevado (76%), hecho que ha sido observado en 

otros estudio.s (60, 62, 92) . 

La comparación de frecuencias de aislamiento de VTEC del 

grupo de diarre~ con sangre (76%) con el de diarrea sin san-

gre (45%) alcanza una diferencia signific3tiva (P ~O.OS), -

lo cual señala la importancia de VTEC en diarrea con sangre. 
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=-----------=.-=ce-= 

Los valores/de riesgo re!J~iv() (~~Lce>ri:Eirman esta observación, 
-_;:-

yci que para el ;grc1;()'•de;·~Úi-r¡a" ~or/ sangre de la poblaCión ru-
¡- .·• 

-

ral, el RR fue'. de",b;,ii6°¿qÜ~ indit':a una asociación 12 veces m.§!. 

yor a la del. grupo testigo, que lo expone a presentar diarrea 

debido a la colonización por VTEC. Además, el valor de RR se 

rn'rntiene en una cifra significa ti va de 3. 3 para el grupo de dis 

rrea con sangre de la población rural al compararlo, con el gr]d, 

po de diarrea sin sangre, manifestando que hay una estrecha re-

!ación entre la presencia de sangre y el aislamiento de VTEC. 

La mayor frecuencia de aislamiento de VTEC en la población ru-

ral podría deberse a la convivencia más cercana, que mantiene 

esta pob!Jción con los animales domésticos. Estos últimos se 

han considerados reservorios, ya que se han obtenido cepas de 

~- coli productoras de citotoxinas de las heces y de los produg 

tos de diferentes especies animales como: bovinos, caprinos y 

aves (14, 19, 47). De ahí que cabe la posibilidad que los ani-

males de Cadereyta, Qro. también constituyan el foco de infec--

ción para los humanos. Lo que sugiere la necesidad de investí-

gar VTEC en los animales domésticos de esta localidad. 

Por otra parte, en la población rural la práctica del fecalismo 

al aire libre, que facilita la transmisión de enteropatógenos 

de persona a persona (4), puede haber influido en la mayor 

frecuencia de recuperación de las cepas VTEC. Una situación sg 

mejante de mayor frecuenciJ de aislamiento de VTEC, en población 



48. 

rural se observó en Inglaterra. (38)? .:iUnque nó• precisamente en 

casos de diarrea sino en síndrome :lrérnico hemolítico. En nuestro 

estudio en la población urbana los porcientos de recuperación 

de VTEC fueron: diarrea sin sangre 7.9%, diarrea con sangre -

4.5%; valores que fueron significativamente menores a los obtg 

nidos en la población rural que fueron, diarrea sin sangre 

45.8% y diarrea con sangre 76.2%. 

No se observó asociación alguna entre la frecuencia de aisla--

miento y el cuadro clínico, lo que sugiere que VTEC tuvo poca 

importancia en la diarrea aguda de esta población urbana. 

Además se observó la presencia de otros patógenos lo que difi-

cultó la interpretación del papel de VTEC en la diarrea. Así, 

en el grupo de diarrea sin sangre se presentaron 9 casos en -

los que coincide la presencia de VTEC con otro patógeno y se 

observó E. coli enterotoxigénica LT, ST } , Aerornonas )'iydro-

phila, Shigella sonnei, Salrnonella del grupo B, donde cualquig 

ra de estos microorganismos pudo ser el responsable del cuadro 

diarreico, solo o en asociación con E. coli productoras de ci-

to toxinas. 

En los casos de diarrea con sangre de la población urbana hubo 

7 casos de cohexistencia de E. coli citotóxica con otro enterQ 

patógeno y particularmente con ~higella, lo que confirma la 

presencia de más de un agente etiológico en algunos casos de 

diarrea, corno fue descrito por Olarte ( 56 } en un estudio con 



49. -

niños de la Ciudad de México, en quienes lá diarrea estuvo asQ. 

ciada con infecciones múltiples en un 20 a 25% de los casos. 

No obstante que las cepas VTEC son gérmenes que presentan una 

amplia gama de posibilidades en cuanto a su patogenicidad (24), 

fue difícil definir su participación en el cuadro diarreico de 

estos pacientes. 

La 3Usencia de asociación entre el aislamiento de VTEC y la -

presencia de diarrea en pacientes de la población urbana, pudo 

ser la manifestación de que los cuadros clinicos correspondieron 

a otros enteropatógenos que se aislaron con más frecuencia, es

pecialmente del género Shigell3. En la identificación de g. 

coli productoras de citotoxinas en pacientes con diarrea de la 

comunidad rural, se observó que al grupo etario de <: 5 años, -

perteneció aproximadamente el 50% de los casos, en este grupo -

hubo mayor porciento de aislamiento, comparativamente con otros 

grupos etarios al considerar porcientos relativos del total de 

casos con aislamiento de VTEC, así en menores de 5 años 58%, en 

pacientes entre 5 años y menores de 15 años 25% y en mayores de 

15 años 16%, estos datos fueron en parte semejantes a lo que se 

había encontrado en el trabajo del área rural de México (10) 

donde el grupo etario de menores de un año fue el más producti

vo en el aislamiento de VTEC, particularmente VT-1. 

La mayor frecuencia de aislamiento de VTEC en menores de 5 años 
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ción, señaló que los niños de este grupo se encontraban más ,fr.§. 

cuentemente colonizados por VTEC y además que las frecuencias 

de aislamiento fueron significativamente mayores en los indivi-

duos que presentaron diarre3 y valores aún mayores se observa--

ron para los casos de diarrea con sangre. De ahí que en los ni 

ños menores de 5 años de Cadereyta, Qro. se debe considerar a -

las cepas de VTEC como procable agente etiológico de la diarrea, 

particularmente cuando esté acompañada de la presencia de sangre 

en heces. 

En la comunidad urbana a diferencia de la rural, el grupo etario 

que más casos de aislamiento de VTEC proporcionó, fue el de mayQ 

res de 15 años. 

La mayoría de las cepas de E. coli citotoxigénicas tanto de la 

población rural como de la población urbana pertenecieron a los 

l 2 3 4 
niveles bajo ( 2 x 10 6 x 10 nc50 ) y moderado ( 10 - 10 

nc50 ). Se observó que no hubo una asociación entre los niveles 

altos de toxina y presencia de diarrea y de sangre en heces, ya 

que de las dos cepas capaces de producir citotoxinas a niveles -

~ltos de la población rural, una pertenecía al grupo testigo y 

la otra al de diarrea sin sangre, situación que se repitió en --

los dos casos de la comunidad urbana. Esta distribución no con-

cuerda con lo observado por Karch en 1987 (33) quien encontró --
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los mayores niveles de toxina e-n-li.1~scep~~s~-CITsladas de heces 
--;, .~ -.~:-'·, :~:". \_ ~:-~~:.:~~; ; __ -_::~ 

acompañadas de sangre; >aunque támbi~n.se han encontrado cepas 

productoras de niveles altos de citotoxina en individuos asintQ. 

máticos ( 81 ) , lo que sugiere que la .:;cción de las citotoxinas 

está determinada por la relación huésped-parásito o bien que la 

producción de toxina es únicamente uno de los factores requeri-

dos por la bacteria para la manifestación de toxicidad "in vivo" 

( 41 ) • 

Se ha observado que las cepas productoras de niveles bajos de -

citotoxinas tienen una distribución más amplia, que incluye ca-

sos asintomáticos (38). En el presente trabajo se observó que 

las VTEC productoras de niveles bajos de citotoxinas se encontrE 

ron en los casos de diarre:i. 

Naturalmente estos resultados tienen las limitaciones inherentes 

a un estudio transversal y al método de producción de citotoxi-

nas que utiliza el sobrenadante del cultivo en caldo soya tripti 

caseina con la concentración nonnal de Fe, que no es la más ade-

cuada para obtener VT-1; a pesar de ello, la producción de VT-1, 

se comprobó en cada uno de los ensayos de citotoxinas, porque se 

incluyó en cada microplacJ la acción tóxica del sobrenadante 

del cultivo de la cepa testigo 933J productora de VT 1 que había 

sido cultivada de igual manerJ en caldo soya tripticaseína. Con~ 

tantemente se encontró para esta cepa un fuerte efecto tóxico con 
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lisis de alrededor de 100%. _La_ cc:nsistencia en la producción 

de toxina por esta cepa productora de VT.:.lconfirrna __ lo obser-

vado por Zeped" y cols ( 89 ), que en medios con Fe VT-1 fue 

sintetiz1d-J siempre, en cantidc1d suficiente para hacer posible 

la demostración de su presencia por ens3yo en cultivo de tejí-

dos. De ahí que el cultivo en caldo soya tripticaseína aunque 

no es el óptimo para la producción de VT-1, pero que es útil -

en la selección de cepas citotóxicas productoras de ambas citQ 

toxinas VT-1 y VT-2. 

En el ensayo de neutraliz3ción realizado únicJrnente con 10 ce-

pas, 3 resultaron neutralizadas con el antisuero VT-1, 3 con 

el VT-2 y las cuatro restantes se inhibieron parcialmente con 

los antisueros VT-1 y VT-2 probados por separado. 

Solamente con la identificación por pruebos de neutraliz':lción 

de las citotoxinas con sueros específicos, de todas las cepas 

que presentaron acción tóxica a células HeLa, se tendría la -

posibilidad de afirmar que efectiv3mente se trata de una citQ 

toxina Vero. A pesar que Chart ( 6 ) consideró adecuado el 

uso de los sobrenadantes de los cultivos de caldos con concen 

tración total de Fe, como método 3pto de selección inicial en la 

investigación de VTEC, 

Con los resultJdos de este trab':ljo qued01a posibilidad que a~ 

gunas cepas hayan disminuido la producción de citotoxinas por 
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encontrarse en un medio con Fe: pero en otro trabajo que se 

realizó en forma paralela con medio de Syncase y haciendo el en 

s"Yº de citotoxinas a partir del sonicado de las mismas bacte-

rias no obtuvieron títulos mayores; de ahí que podríamos pensar 

que estos títulos bajos fueron verdaderos, y no estuvieron in--

fluenciados mayormente por la presencia de Fe. 

Sobre la .base de estos resultados, se plantea la necesidad de -

continuar la investigación de las cepas de E. coli productoras -

de citotoxinas asociadas con diarrea, con estudios longitudina-

les que incluyen individuos asintomáticos (portadores) y casos 

de diarrea en los que se logre el aislamiento de VTEC, cuyas cg_ 

pas tengan capacidad de producir distintos niveles de citotoxi-

nas. 

Esto permitiría corroborar los resultados del.presente estudio, 

y en consecuencia la ubicación de las cepas de VTEC que alcanz~ 

ron un lug3r importante, (20%) en frecuencia con relación a 

otros patógenos como: Shiqella, Salmonella, Campylobacter y 

.Entamoeba histolytica en la diarrea infecciosa de los individuos 

de poblaciones urbana; y rurales de la República Méxicana ( 26 ) • 

La determinación sistemática de los serotipos de ];. coli que ha 

sido abandonada en la mayoría de los laboratorios clínicos, de

be.ría tomarse en cuenta para futuros estudios :ra que en este -

trabajo se realizó parcialmente, sobre todo en el grupo de menQ 
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res de deis años de la poblaCi6n ~1.lrbana en los. que se encontró 

los serogrupos: 055, 08·6; Olll, Ol8ab, Ol8ac, en el tot:il de 

las cepas estudiadas;pero únic~rnente 3 cepas de los serogru-

pos: 086, 018ab y 055, correspondieron a cepas VTEC, La 

identificación completa de los serotipos incluyendo los anti 

genos flagelares permitiría establecer la asociación entre -

seotipos y; cepas productoras de citotoxinas, al igual que -

en algunos paises donde se ha señalado reiteradamente 3 dete~ 

minados serotipos de EPEC corno los más frecuentes (68, 87). 

Un estudio longitudinal tendría no sólo la capacidad de señ~ 

lar la asociación entre la infección por VTEC y diarre~ sino 

también de relacionarla con sus complicaciones, que son las 

que mayores tasas de morbilidad han registrado (36). Además, 

un estudio longitudinal sería el adecuado para· investigar los 

factores de riesgo de los casos esporádicos, que por el 10C1rnen 

to son desconocidcis, de manera particular en una comunidad -

urbana (3). 

En la caracterización de las cepas VTEC por medio del biotipo 

primario de Crichton, de un total de 81 cepus estudiadas, 77 

(95%) se distribuyeron en 11 biotipos con frecuencias que van 

de 14 a 2 cepas por biotipo. Ahora, si se consideran única--

mente los biotipos con frecuenciu de 8 ó mayores quedan in--·-

cluÍd3s 61 cepas que corresponden al 75% del total estudiado, 
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en donde huoo una coincidenda/de:retst1it.~d0s-~n las<prueb~s biQ 

químic'3s como sigue: soroosa .~~g~tá~ 1 :l()()~-. ~:r~~irio~a!negativa 
66%, ornitina positiva 78% y dulcit.ol ~~·g~Úv8 so%, ~ismas que 

dan el perfil de similitud de la mayoría de las cepas VTEC en -

este estudio. Así, a pesar de que no se encontró un biotipo en 

particular al que pertenezcan la mayoría de las cepas, sí se e§ 

tablecieron los biotipos primarios de Crichton (biotipos núme--

ros 14, 6, 5, 16, 13, 15) en los cuales se encontró distribuido 

el 75% de las cepas, sin que esto sea aplicable a la selección 

de cepas pertenecientes a un dete:i;minado biotipo que particula~ 

mente estuviera asociado con la producción de VT. 

La frecuencia de cepas con capacidad parJ descarooxilar la orni. 

tina fue mayor en las cepas de este estudio (78%), que la repo~ 

tada en la literatura para la descripción de la especie ~. coli 

(57.8%) (17). Faltaría estudiar la frecuencia de ornitina de§ 

carooxilasa en las cepas de Él· ~ no productoras de citotoxi. 

nas aisladas de estas localidades, para establecer si existe al 

guna asociación entre esta capacidad enzimática y la producción 

de citotoxinas. Las pruebas de descarboxilación de la ornitina 

y de la lisina fueron utilizadas por Haldane (28) para incremen 

tar la especificidad (de 11.3% a 33.6%) de un medio básico se--

lectivo para~. coli Ol57:H7, mediante la exclusión de las ce--

pas incapaces de descarboxilar la ornitina y la lisina. De 
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ahí que dentro de: las pruebas.bioquímicas del biol:ipo primario 

la mayor frecuencia de ornitina descarboxilasa en las VTEC de-

be ser investigada m5s a fondo porque podría ser una prueba --

bioquímica auxiliar para seleccionar cepas \'TEC, de manera si-

milar que las cepas no fermentadoras del sorbitol han sido se-

leccionadas en la investigación de cepas de .§'.. coli 0157:H7 --

(18, 40) con buen rendimiento en determinadas localidades geo-

gráficas. 

El comportamiento bioquímico de las VTEC por separado, demos--

tró una diferencia significativa (P <:O.OS) para las cepas or-

nitina positivas de la población rural (79%) contra las cep3s 

con igual actividad enzimática de la población urbana. 

Esta diferencia es el resultado de la distribución de las ce--

pas pertenecientes a las poblaciones rural y urbana en los di§ 

tintos biotipos, se observó que las cepas aisladas en la pobl~ 

ción del Distrito Federal, preferencialmente corresponden a --

biotipos con la prueb3 ornitina descarboxilasa negativa, in---

clusive en los biotipos 4 y 15 que las diferencias fueron sig-

nificativas, el mayor número de cepas corresponde a la pobla--

ción urbana. 

La mayoría de las cepas VTEC aisladas de poblaciones rural y 

urbana se distribuyeron en los resistotipos del I al XVI, en 

la población rural 40 de las 48 cepas (83%) y en la población 
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urbana 28 de las 33 cepas (84%), lo que demuestra que una buena 

proporción fue sensible a todos los antimicrobianos (resistoti 

po I) o bien que presentaron resistenciu a 1, 2, y 3, antibió

cos diferentes (del resistotipo II al XVI). No se encontró di 

ferenci3 significativa entre las frecuencias de distribución 

de los resistotipos de las dos poblaciones. Lo anterior está 

de acuerdo con lo reportado en trabajos previos donde la mayo

ría de las cepas VTEC fueron sensibles a los antimicrobianos 

(13). 

La amplia distribución en 26 resistotipos puede explicarse por 

el origen de l3s cepas ya que pertenecen a casos aislados de -

población abierta. 
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CONCLUSIONES: 

¡._ La frecuencia de colonización por cepas VTEC fue signifi 

cativamente mayor en la población urbana que en la po-

blación rural. 

2.- En la población rural, las cepas VTEC parecen ser una -

causa importante de los casos de diarrea con sangre; -

mientras que en la población urbana, VTEC no parece ser 

importante en cuadros diarreicos. 

3.- El riesgo relativo de desarrollar enfermedad 31 estar -

colonizado con VTEC es significativamente mayor en.la -. 

población rural que en la urbana, y el grupo etario con 

el mayor riesgo fue el menor de 5 afios de edad. 

4.- A diferencia de otros estudios no hubo relación entre -

niveles de producción de VT "in vitro" y el cuadro clí

nico en los pacientes donde se aislaron las cepas. 
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5.- Ninguno de los biotipos de Crichton, resultó particular-

mente asociado a cepas productoras de VT. 

6.- L3 mayor frecuencia de cepas con capacidad para desear--

boxilar la ornitina entre las VTEC podría ser utilizada 

como una característica selectiva primaria en el estudio 

de estas cepas. 

7.- En las dos comunidades estudiadas, se encontró una am--

plia variedad de cepas, de acuerdo a biotipos y resistQ 

tipos; lo que sugiere que en estas comunidades no predg 

mina algún tipo de cepa. 

ESTA TESIS NO "EBF 
SALIR DE LA BfBLIOi"ECA 
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X I I 

APENDICE: 

SOLUCION.Y MEDIO DE CULTIVO UTILIZADO PARA LOS 

Tripsina 

Rojo de fenal~ .• 

PREPARACION: 

En un frasco limpio y e~PBS con el agua. Agre-

gar tripsina y agitar hasta q1,1e:se disuelva por completo, aña 

dir el rojo de fenal y ajustar el ~H a 7.8 con NaOH lN. 

Agitar a temperatura ambiente durante una hora y posteriormen

te dejar en reposo a 4°C por 24 horas. 

Clarificar la solución filtrando con papel filtro de poro fino. 
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Esterilizar por filtración con membranas de_ O. 22 um. 

Disfrilrnirlell~i~~~~os Úmpiosy estériles en vbilÍ~~ne~ de 2 ml. 

Tapar perf~ct~mente y sellar con cinta adhesiva., Conservar a 

-20°c h~~t:i-7pb{ lln año~ 

Medio minimo esencial (MEM) (44). 

FORMULA: 

MEM Eag1e 

solución de 

Glutamina 20 

Bicarbonato de sodio al 

Suero bovino fetal •.••. ; •..• 

Agua destilada •••••.••.•• : •• 

PREPARACION: 

Preparar la mezcla en condiciones de esterilidad. 



MEDIOS PARA 

Medio 

Medio 

Añadir la solución de 

una concentración de 0.5%. 

volGmenes de 4 ml. en tubos estériles 

en baño de vapor a 

Medio para descarboxilación 

Medio basal. 

Peptona ...•.•••..• 

Extracto de levadura .•.• -

D-glucosa .••••..•••••.•••• ,;~ 

PGrpura de bromocresol ••••• ~·· 

Agua destilada ..••••••.•••. ~·· 

Al medio base se añade el amlnoicido a . 

de 0.5% (peso/volumen}. 

73. 
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Se ajusta el pH a 6. 7 y ~~ distrib.uye en porciones de 5 mL en 

tubos de tapón de rosca; ~e~éstértli~a en autoclave. Los tubos 

se mantienen bien cerrados B~st;a s~ > 

El control es el medio ,b.asaÍ ainl.noácido. 
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SOLUCION.ES UTIL.IZADAS PARA LAS PRUEBAS DE 

. s~r~!a.r1rnAD:·_.n:~~os ANTiggR9a.y\N?.s . · 

, .. ; _:.<,·,:J,'·;·'.;: :Gt ~:.¡;;. ·>'.:~~·-:)J.,:;: ·~,:;~::t~:,. .: ;:-¡;(¡.C· . :~:'.'. ;, .; . ·:~:·.:. , .... 
. ':'~-· ' "'i·· ·~, . . . ' ¡ 

Regulado·~~~····~e .• ':~.s5f ~8~ .t~~~-~~~i)~~~~?'ai'gi·;~~~:fff\;.·~;rit'tm.icrobiános 
( '2 ') • ' .,;>; > .;":· ·.·,. < ~<;. ,,, •;,',,( ' ~~¡;'~;.;:: ' ,, 

... ,'¡'g/~Óo§:?11 ~e·~guá ·destilada 

<•' •ldiL';D (~"'"~P4) 
.}:! •,''!!; pH8 

0.75 

16.4 

Solventes y diluyentes para ~as soluciones ~e antimicrobianos 

( 2 ) • 

Ahtimicrobiano: Solvente: Diluyente: 

Tetraciclina Agua Agua 

Ampicilina R-Po4 pH8 R-P04pH6 

Estreptomicina Agua Agua 

Cloranfenicol Etanol Agua 

TMT/SMZ ( 1: 19) * Agua Agua 

Gentamicina R-P04 pH8 Agua 

Amikacina Agua Agua 

Cefalotina R-P04 pH6 Agua 

Kanamicina R-P04 pH8 Agua 

Cefotaxima Agua Agua 
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Diferentes 'co11centraciones-, de~,antimi.crobianos que se utilizaron 

para , las 'pl:Uebas 'de ~ensibiliaa~ ( 2 7, ) ; 

Concentración en ug/ml 
Antimicrobiano: Cene. baja Valor de corte Cene. alta 

Ampicilina 8 32 128 

Tetraciclina 1 4 16. 

Estreptomicina 8 32 128 

Cloranfenicol 4 16 64. 

TMT/SMZ (1:19)* 8 32 128 

Gentamicina 2 8 32 

Kanamicina 4 16 64 

Amikacina 4 - 16 64 

Cef alotina 8 32 128 

Cefotaxima 8 32 128 

* Trimetoprim/Sulfametoxazol (1:19) 
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