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. INTRODUCCION

‘En~estudios hechos en palses en desarrollo, se ha encontrado que
1a djﬂrreu'agdda ocurre por arriba. de 10-episodios por aﬁor por

nifio durante los. primeros aiios de~vida=(7 24): " En Méxiqo l

'diarrea ’aguda 'representa la segunda causa de morbllldad en 1a f—”

poblacién (23). Los factores contrlbuyentes a la alta 1nc1dencla:‘

de dlarrea 1nc1uyen hac1nam1ento niveles de saneam]ento

agua contamlnada hlglene inadecuada en la. preparacldn

alimentos; Entre.‘los;mlcroorganlsmos mias  asociados A ;d1urrea f'v

aguda estan J;Rgiggiina, Campylobacter 7 Spp.,v BL }lel,f
enterotéxigedied, E4_ coli enLeroputogenlca Sh;gglla »spb. A
&almgngllﬁ spp. (6,7,8) encontrandose dlferenclas Ieﬁ . la
frecuencia de aislamiento segin grupos de edad estudiados.
Afortunadamente, en la actualidad el buen ﬁﬂnejo de 1la diarrea
acuosa con la hidratacion oral, disminuye considerablemente la
mortalidad y el dafio nutricional asociados a la alteracion de los
sistemas de absorcién de agua y eletrdlitos (1).

En estudios previos se ha encontrado que aproximadamente, el 10%
de 1los casos de diarrea aguda se presentan con sangre (23).  La
presencia de sangre y leucocitos en heces es una indicacidén de
enfermedad diarreica con invasién y/6 dafio a la miucosa, este
sindrome puede ser causado por microorganismos invasivos como:
Shigella spp. Compvichachter spp. Salmonella spp. leiso
shigelloides, Yibrio  parahemolvticus, Escherichia coli
enteroinvasiva (EIEC), Escherichia coli enterohemorriagica (EHEC)
vy Entamgeba histolvtica (20,45,486,55).

Estudios realizados en nuestro pals y otras Areas geograficas,



revelan que. -Shigella  es . el . agente etioldgico que mas
frecuentemente  se - asocia ‘a cnadros de diarrea con. sangre o

disenteria, en un 35.a 50% (12,27,52,59,60), encontrando su mayor

incidencia en niﬁos,préésépléres; Salmonella .se ha aislado .en '

aproximadamente unulﬂz,: cdn”§iyor f;eéuenoia en nifios neriorés de’
un afio (55,60);‘.‘Q§mgilghﬁgﬁgn en aproximadaménté'
presentandose en‘niﬁps éhtre 1 a 4 afios (55,60}.iEn nﬁést;o pals;”
E. coli enteroinvusiya:ly E. coli citotéxica se.le:
diarrea aguda con sangfe reni'pogcentajes"néhérgs:;;:J

(27,60,865).

FISTOPATOGENIA DEﬂLA'DIARREA AGUDA CON SANGRE. Avances répientes
en el conocimiento dé diarreas bacterianas, permiten clasificar
ahora a los patoégenos entéricos de acuerdo a sus mecanismos de
patogenicidad (figura 1). Los factores de virulencia involucrados
en estos son: adhesinas, exotouxinas, citotoxinas e invasién a la
mucosa, algunas bacterias pueden tener mecanismos de virulencia
miltiple (20).

La diarrea infecciosa ocurre cuando un nimero critico de
microorganismes (o en algunas ocasiones toxinas microbianas
preformadas) es ingerido, sobrevive el paso a través de la acidez
gastrica y 1llega al tracto gastrointestinal; una vez ahi, los
microorganismos deben adherirse al moco o directamente a las
células epiteliales y colonizar el lumen o invadir las células de
la pared intestinal. El primer caso ocurrc generalmente en la
parte alta del intestino delgado, donde una enterotoxina
microbiana (ej: toxina termoldabil y termoestable producidas por

E.. ¢oli) o el microorganismo mismo (ej: Rotavirus o Giardia
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figura 1. Some examples of mechanisms by which bacteria cause diarrhea. R

(Texbook of Gastroenterology and Nutrition in infancy. Second
Edition, edited by E. Lebenthal. Raven Press Ltd. New York 8 1989.)



“Yamblig)  provocan hipersecrecién que ‘s¢ manifiesta como. diarrea
acuosa. En el segundo caso ¢l microorganismo o sus citotoxinas
(ej:Shigelln spp., Campylobacter jejuni o Salmenella spp.) causan

un . proceso invasivo, normalmente en el colon que . se. manifieSta

como disenteria, con evacuaciones con sangre, moco ©. ‘pus;
células polimorfonucleares en’heces. En&nmgeh& hlsﬁnl!hlﬁa
una colitis invasiva,» pero a dlferen01a de ‘lds

microorganismos, esta 113& a 1os pollmorfonucleares,‘

se observan picnéticos.o ausentes (61)
En Shigella lﬁ
esencial del’proceso:- pntogenlco

demostrada por métodos en cultlvos de tealdos o por la produc01on

de queratoconjuntivitis en cobayo (prueba de Sereny) Hay por 1lo
menos tres Factores de virulencia necesarios para que Shigella
céuse enfermedad: a) La presencia de un antigeno lipopolisacérido
en su pared celular, b) capacidad pafa invadir y proliferar en
células epiteliales y c) produccién de su toxina después de la
invasién celular (16,20).

Se conocen cuatro especies de Shigella, S. dysenteriae, H.
tlexneri, S. bovdii v S. sonnei; con 3. dysenteriae el dafio a la
pared intestinal es mas severo, y los sintomas son mas serios. A
su vez, 5. [lexperi causa sintomas mas severos que S. boydii vy
que S, sonnei.

Shigella dysenteriae es el prototipo de las bacterias invasivas;
para realizar la invasidén y colonizacién en el epitelio, ésta
requiere la presencia de distintas propiedades microbianas, bajo
conitrol genétice separado, incluyendo la capacidad de invadir

células epiteliales, escapar de la vesicula fagocitica para



desarréllarsek intracélﬂlérméﬁte e ihvadi; i§é1ﬁ1a§€'é&yéééﬁtés(,
18,20). Este proceso,éonauce a 1ajmuerté de ia ééiuia .épiteliai
intestinal y causa dlceras focales, “inflamacién de la mucosé' y
exudado mucoso sanguineo en el lumen. La infeccién es ﬁsualmenté

confinada a la capa de células epiteliales .Shigella entra a

las células por un proceso de endocitosis (16,41), es‘lwf

internalizada dentro de una inclusién de 1la .membrana de:  la: -’

célula. La membrana cubriendo a la bacteria es lisada y--el
organismo es liberado dentro del citoplasma de la célﬁla. ~El
escape de la vacuola endocitica es mediado por un producto
codificado por un pldsmide, la hemolisina de contacto, 1la cual
presumiblemente lisa la membrana del huésped. La liberacién de la
vacuola endocitica es un proceso esencial para la virulencia de
Shigella, vya que sin éste, la replicaciéﬂ intracelular no
ocurre. Una vez 1libre en el citoplasma, Shigells inhibe 1la
sintesis de proteinas del huésped por medio de la toxina de Shiga
y se multiplica rédpidamente (16,54). Aproximadamente 6 horas
después de la infeccidén, la bacteria lisa la célula huésped e
infecta a otras células epiteliales.

Los genes requeridos para la invasion, multiplicacidn
intracelular y distribucién de célula a célula estan presentes
tanto en cromosoma como en plasmidos. Un plasmido de 120 a 140
HDal estd presente en todas las Shigellas virulentas ( v en las
E.. coli bioldégicamente similares) y codifica para proteinas de
membrana externa. Han sido identificados varios locus, incluyendo
ipa (antigeno pldsmidico de invasién) el cual codifica para

proteinas de membrana externa presumiblemente involucradas en



reconocer ..a la- ce]ula epltellal 1nx_(1nva51on) el cual parece )

regular la insercién de 105 productos del- gen 1Q§.dentro dg la’
membrana externa, vir F que regula los canbloq de ‘supe:flcie y
vir G que participa en el escape.de la bacterla de 1os. fagosbmas
a el citoplasma y la diseminacién de célula a célula (16,54).

Otro factor en la patogénesis es la toxina Shiga, producida por
S. dysenteriae 1 ; ésta es una proteina de peso molecular de 74
000 compuesta de dos subunidades distintas que no estan unidas
covalentemente (11,41). lLa subunidad A es la mas grande con un
peso molecular de 32 000, es una enzima que separa la subunidad
288 ribosomal de 1la subunidad 60S ribosomal de células
cucarioticas en un sitio altamente especifico (base adenina 4324)
(14,16).Esta actividad resulta en inhibicidén irreversible de
sintesis de proteinas y muerte celular. La subunidad A esta
unida a S5 mondémeros de la subunidad B (peso melecular 7791)
(11,41), la cual media la unién de la toxina a el receptor de la
célula, el glicolipido globotrisosilceramida (5,25,40,45). Se ha
visto que este receptor aparcce en las microvellosidades de la
membrana de células epiteliales de yeyuno de conejo a los 16 dias
de edad, cuando esta especie empieza ha ser susceptible a los
efectos enterobtoxicos de la toxina (32). Mas especificamente,
este glicolipido se encuenktra en las vellosidades de yeyuno de
conejo, pero no en las células de las criptas vy por lo tanto la
toxina solo puede unirse a las vellosidades. i1 resultado es la
inhibicién de la absorcidén de sodic en las vellosidades por las
vias nentra o facilitada por glucosa, sin afectar 1la
secrecion de cloro por las células de las criptas. La disminucién

en la absorcidén de sodio y agua, lleva a una acumulacién neta de



agua~ybg}égﬁtéiiﬁo;'éﬁ}eiuluhed intestihalg“.‘”

A la’tdkiﬁévdé Sﬁiga se ie étiibuyen_trés éctividades biolégicas:
- neurotéXica, éitotéxiea v enterotéﬁiéa;vla accién neurotéxicénfue
: la® primera en describirse cﬁando se inyecté en conejo V Qétk,bia:'
intravenosa causando pardlisis , y colapso con muertew én‘b48
Hrs. Hiley y col. reportan recientemente, que la toxina de Shiga
puede ser transportada axonalmente a las neuronas sensitivas del
nervio vago de rata matando a éstas. Vicari en 1860 demostrd otra
de  las actividades, reportando que la toxina tiene propiedades
citotoxicas para células de carcinoma epidermoide (EB), células
de riiién de mono y cé&lulas de higado humano en cultivo. Xl
mecanismo de entrada de la toxina a la célula es por un proceso
endocitico mediado por receptor ( Keusch 1981) y su mecanismo de
accién es por la inhibicidén de la sintesis de proteinas. Por
wltimo Keusch en 1972 (30,39) reporta que §. dysenteriae produce
una toxina termolabill que causa acumulacioén de liquido en el
lIumen de segmentos ligados de ileo de conejo. El1 1liquide fue
mayor en contenido de potasio, eloro y proteinas que el
producido en respuesta a la toxina de cholera, pero sin dejar de
ser isotdénico. T,.a toxina causa ademas anormalidades histolodgicas
en mncosa intestinal (8,17,30).

Aungque =algunas cepas de S. Flexneri v $. sonnei. (31) producen
niveles muy bajos de toxina Shiga y son neutralizables con
antitoxina de Shiga; la Loxina no ha sido obtenida en forma pura
en estas especies. Aun se desconoce si la toxina que producen
algunas cepas de §. flexneri , S. sonnei o 5. hovydij es idéntica

S.

a la que produce dysenteriae. Keusch .y col (31) han reportado



la produccldn 1u ziing_de cltotox1nas por cepaa de S tlgxnﬂll Y

—‘de ﬁ, sgnngl utlllzando una subclase de celulas HeLaWF
Observaron ademas’, que antlcuerpos de paclentes 1nfectado
'Llﬁxngxl,y S.sonpnei inhibian la actividad de la toxlna ‘de
O°'Brien y col. (43) reportaron la producclén de una tox1na de ,g;
flexneri 2a cuya actividad fue neutralizable por antlsuerpfcontraﬁ
la toxina de Shiga. En este estudio hacen notar.qdé 1as]cepés' de
S  flexneri 2a producen por lo menos 103 veces menos actividad
toxica que S dysenlkeriae. Bartlelt y col. (4) miden la actividad
citotéxica de cepas de § dysenteriae tipo 1, 2 y 3, de cepas de §
sonnei, de § flexneri y de S beovdil, encontrando gque la
citotéxicidad de las cepas diferentes a S dysenteriae tipo 1 fue
significativamente més baja (1/1000). La neutralizacion de la
citotoxicidad de estas cepas usando antisuero conlra toxina de
Shiga, revela que en todas las cepas de § dysenteriae 1, la
actividad citoldxica fue atribuible a la toxina de Shiga,
mientras que las otras cepas de Shigella produjerdn actividad
citotdéxica no neutralizable ¢ actividad que fue parcialmente
neutralizable . Prado y col (51) analizaron la relacidn entre - la
produccién de citotoxina in vitre por cepas de Shigella y el
cuadro clinico, ellos estudiardén 25 cepas de S. sonnel, 8 cepas
de $. flexneri. vy una cepa de 3. hoydii y S.dysenteriae, el 86% de

las cepas, produjeron citotoxina no neutralizable con ant.i-Shiga,

el 14% de las cepas fueron parcialmente neutralizables. Cuando
solamente la citotoxina no neutralizable fue considerada, 1la
presencia de leucocitos fecales, sangre oculta en heces vy la

fiebre correlacionaron con la cantidad de la toxina.

Eiklid y otros investigadores (13) estudiaron la sensibilidad de



dlferentes 11neas celulares de orlgcn epltell&l a la Lox1na dé
ohlga purlflcada, como son las celulas HeLa S3, celulas HT 29y
.celulas VERO,reportando;muerte celular en estashllgegs celulares,
Lcén concentraciones de toxina que van de picqmoiarhﬁf‘feﬁtomoiar;
la  toxina actué inhibiendo. 1la sintesis de' préﬁginaé,”.Otrns

lineas celulares fueron moderadamente sensibles 'como ' ‘son las

células HEp-2, mientras que las células CHO;iléstiQéiuids;
las células BUK, las células adrenal Y-1, las fcé,h_ilgs"[‘.;\y_

fueron completamente refractarias a la toxina.’

Otro microorganisme invasivo es Salmonella y en contraste;é‘ 1a$
especies de Shigella, Salmoneila atraviesa la capa de células
epiteliales intestinales hacia tejidos profundos y frecuentemente
entra a células del sistema reticuloendotelial. La bacteria entra
a. las célnlas epiteliales y reside dentro de vesiculas de 1la
membrana similares a aquellas vistas en 1la entrada de Shigella;
sin embargo Salmonells permanece denkro de la inclusion
membranal (16,62). Aunque cada organismo invasor entra dentro de
una vacuola separada, estas coalecen y al final la mavoria de
los microorganismos son encontrados dentro de una sola ¥ gran
vacuola intracelular. Tante Salmonella como Shigella requieren
microfilamentos funcionales del huésped para entrar (16) y la
bacteria invasora es rodeada por actina polimerizada durante la
internalizacidén (186). Salmonella prefiere las células del 1ileo
terminal, donde presumiblemente entra, tanto a las células
epiteliales como a las células especializadas M.

Después de entrar a la célula Salmonella penetra hasta el -lado



opuesto de 1a capa 9p1te11a1 (18 58), llegando 1 1& lémlna propia

donde "es llberada Una vez: aqui la baetetla vée'vmnltlpllca e
induece una tuerte respuestay'Lnflamatorla, cﬁyos mediadores
aumeﬁtan el dafio a la pared 1ntest1nal vy algunos de ellos éomo
las prostaglandlnas pueden provouar hipersecrecién, contrlbuyendo
a la pérdida de liguidps; Algunas cepas producen una enteroctoxina
similar a la colérica, que puede ser responsable de los cuadros
de diarrea.  acuosa ‘Sinléangre Esta toxina se ha puarificado

parcialmenté,:'su peso molecular es de aproximadamente 110 000 (

53) es termoléb11 perdlendo toda su actividad cuando se calienta

; 30 mlnutos, no es afgctada por lisozima pero  es
sen51b1e uptoteasas v a pH der 4y 10 y disminuye ligeramente
sn- acthldad .a pH de 5 .y -~9.(3,53,567). Existen reportes
,‘ébntp&dlctprlos acerca de la similitud que tiene con }a toxina de
colera 9> la toxina termolébil de E. goli. Sandefur & Peterson
(53) encuentran que cepas de §. typhimurium elaboran una toxina
que causa elongacién de células CHO y es positiva a la prueba
de permeabilidad en piel de conejo: tales efectos fueron
nentralizados con antitoxina de coHlera y con el gangliosido GM1.
Mientras Baloda y col (3) encunentran efecto en células ClQO, en
piel de conejo y asa ligada de conejo, pero no Liene reaccién
cruzada con la toxina de colera ni termolabil de L. coll aan a
titulos altos y su actividad no es inhibida por GH1l. También
existen trabajos en los cuales se reportan que ciertas cepas de
Salmonella, producen una citotoxina parecida a la que produce 8.
dysenterxiae 1, que produce lisis de células VERO por inhibiciodn

de la sintesis de proteinas; tambien se encontrd inhibicién de



sinté sis de protelnas en celulav ep1te11ales de 1leo delv'

tanto ln_ RLXQ como ln.!lkng (2.30,33) b ~5ﬁs‘t'x

neutrallzados por anti-toxina de Shiga.
S, typhi v S. paratyphi son mucho mas invasivas que
salmonelas; penetran a la mucosa del ileon, prollferan',en‘ las
placas de Peyer y viajan al torrente sanguineo, causando.. la
fiebre tifoidea. El microorganismo se multiplica en el sistema
reticuloendotelial, permanece en el tracto biliar y reinfecta las
placas de Peyerbdonde los foliculos linfoides se agrandan, se
necrosan y pueden sangrar o aun perforarse.

El coulrol pgenético de la invasién por Salmonella no estd tan
bien definido como 1lo esta en Shigella. Muchas especies de
Salmonella altamente patogénicas con la excepcion notable de §.
typhi contienen uﬁ plasmido que es necesario para la virulencia (
16); este elemento extracromosomal no es necesario para que
Salmonella entre a la célula epitelial pero se ha visto que se
requiere para prolongar la sobrevida de la bacteria dentro del

huésped.



© PLANTEAMIENYO DEL:PROBLEMA

Aproximadamente el 10% de los casbs‘@e}didtfed‘§QUda se brpsentan

con - sangre,- donde es importante*idéntifiéar'él causal,

pafa decidir el tratamiento. La broducéién‘d;idiaféga‘asoéiada a
Salmonella v Shigella se acompaifia genernlmenfe dé gangre Yy . moco
en las heces. 5in embargo ocurren cuadros 'clinicos donde las
evacunaciones son liquidas y no presentan estos signos clinicos, y
se piensa que la produccidn de toxina (s) estan jugando un papel
importante en la patogenia de la enfermedad.

Se desconoce los mecanismos patolfisiolégicos por los -que estas;
bacterias causan perdida de liquidos, pero se sugiere 'la.r
participacidon de toxinas. No se ha descartado la posibilidad de
que algunas toxinas (cilotoxinas) tambien participen-eﬁ ei dafio - a
la pared inlestinal.

La elucidacidén de la posible participacion de toxinas en los
mecanismos de patogenicidad permitird disefiar medidas preventivas

y de tratamiento, especificamente dirigidas contra éstos.



. OBJETIVOS

1.~ _Copdceiriélfreéuehriﬁi }éﬁ;vé def1b§_éht

mas se asocian. a diarrea aguda con.sangre’y

pacientes quenacﬁden'g;unidadesfde;atenclén ppimatia

2.- Determinar la capacidad de produccidén de citotoxinas por
las cepas aisladas de E. coli, Salmonella Shigella, asi: como -
determinar la capacidad de produccidn de enterotoxinas por las’

cepas aisladas de Salmonells y Shigella.

3.~ Determinar la posible asociacién entre la citotoxicidad
sobre células en cultivo y 1la enterotoxicidad en intestino

delgado de rata de las cepas de Shigella y Salmonella.



HIPOTESIS

1.- .Los casos de diarrea aguda con sangre o ‘disenteria en
pacientes que acuden a unidadesrde'agéncién primaria, esltaran mas
asociados a Shigella, seguidas de ‘Salmonella, Campvlobacter v - E.

coli citotéxica.

2.- De las cepas aisladas de pacientes con diarrea con sanére,
las de $higella produciran citotoxinas con mas frecuencia que las
de Salmopnella y las de E. ¢oli. La produccidn de enterotoxinas
por cepas de Shigella v de Salmonella serd signiFicativamente

menos frecuente que la de citotoxinas.

3.- La capacidad de provocar elongacién en células CHO estara
significativamente asociada a la capacidad de inducir acumulacion
de fluido en asa intestinal de rata. No existird esta asociacidn

entre actividad en células VERO y HT-29 y actividad en intestino.



MATERIAL Y METODOS

POBLACION ESTUDIADA. Se estudiarcn las muestras de heces de 119
pacientes con diarrea agudajéon sangre, . que acudierdn a consulta
a centros de atencidén ‘primaria de salud (IMNMSS o6 SS) de la
delegacidn Coyoacaﬁ, ﬁéxicq, D.F. Se incluyerdén a pacientes gue
tuvierén diarrea aguda con sangre, indistintamente de la edad vy
el 'sexo, con menos de 7 dias de evoluecién y que no hubieran
recibido tratamiento antimicrobiano cuando menos . dos semanas
previas al ingreso del estudio.

A los pacientes se les tomo una muestra ‘de  heces, gue fue
inoculada en medios de transporte y que posteribrmente fueron
procesadas en el laboratorio de bacteriologia de la Unidad de
Investigacidén Clinica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias

(CHMN Siglo XXT).

El1 aislamiento e identificacién de los enteropatégenos se hizo
como se describe en la figura 1, de acuerdo a esquemnas ya

establecidos en el Hanual para lLaboratorioc en JInvestigaciones
en Infecciones Entéricas Agudas " (67). Las cepas de FE. coll ( &
colonias por paciente) Shigella v Salmonella aisladas de los
casos de diarrea aguda con sangre se guardardn en viales con

gelosa cspecial (19) y se almacenaron a temperatura ambiente para

estudios posteriores.

MANTENIMIENTO Y PROPAGACION DE CULTIVOS CELULARES. Las células se

. . - .- - 2
crecierdn a confluencia, en botellas para cultivo de 25 cm” , las



célﬁlds;dél Ovario:defﬂamstér Chino (CHO),vSS*grepiefén~eu'-mcdio"

F12 (In Vitro, Méx.), las células de Rif

”Africahd (VKRO) ¥ las Celulas de Carcl om d

fuerén suplementedos

estieptomicina (In VitréiV' :
U 6 ug/ml y 10%'6e'$uépo{ éfa}{bovinb'v(Gibca; TU) 'Una vez
cdnflﬁentes, las cé1u15§ s§§déspiendier6n con ﬁripsiﬁa—EDTA {(In
Vitro, Méx.) b'4 se resuspendierén en 1 ml del nedio
correspondiente. Una tercera parte de la suspensiopn ge diluyé en
20 ml de medio y se distribuyé en microplacas de 96 pozos (Nunc,
Dinamarca), agregandose 200 ul por pdzo; En el caso ‘de ‘las
células CHO, la microplaca fue incubada en una atmésfera de CO2
al 5% a 37°C por una hora, ¥y el medio de cultivo se cambio
sustituyendo la concentracion del suero fetal bovino del 10 al
1%, Jjusto antes de ser inoculadas con las muestras . Las placas
con células VERO y HT-29 se incubarén 48 hrs cambiando también el
medio con suero al 1% antes de ser inoculadas.

Los sobrenadantes de las cepas de . goli fuerén inoculados en
microplacas con células CHO y con VERO. Los sobrenadantes de las
cepas de Shigellu v Salmoenella fuerén incculados en microplacas
con células CHO, con VERO Y con HT-29. Las microplacas se
incubardén en una atméstera de COp al 5% a 37°C por 48 hrs. RE1
efeclo citotdxico se observé a las 24 y 48 hrs, buscando
encontrar alteracidén morfologica como: arredondamiento,elongacidn
o lisis, se considero como efecto citotéxico positive cuando se
observd alteracidon morlologica en mas del 50% de la poblacidn

celular.



PRODUCCION DE CITOTOXINAS POR CEPAS DE  E. c¢oli, SHhigella .Y
Snlmgnglla Las cepas mantenidas en gelosa especial se sembraron

en 3 ml de caldn soya trlptlcaqeina (. Difco, EU) 1noubandose en

agltaclo"

a 37° C-por 4 hrs; de éste cultivo se tomo 0.1 ml para
"1nocu1ar ju;'-aegundo tubo con 3 ml del mismo caldo, dejandose
ineu v ‘en’ ag1tac16n a 37 °C por 18 hrs. Después de éste Liempo
:se obtuvo el sobrenadante libre de células centrifngando a 10,000
VLRPH- a 4 C. ‘durante 30 min (Sorvall RC—SB, rotor SH-24 Dupont
Ihstruments, EU), filtrandose despiues . a traves de una membrana de
0:45 um de didmetro (millipore, EBU). Del éobrenadante obtenido se
inocularon 20 ul por pozo en microplacas con células en cultivo.
Se emplearén como control negativo la cepa de E. eoli KiZ
otorgada por el ceparic de UICEIP,IMSS., ¥ como controles
positivos las cepas K. goli 933J (productoras de toxina Shiga-
1ike 1), E. ¢oli 933W (productora de toxina Shiga-like 2)
otorgadas por el cepario de la ENCB,IPN. y la cepa de L. coll
0157: H7 (productora de toxinas Shiga-like 1 y 2) donada por el
cepario de la Universidad de Gotemburgo, Suecia. Ademds se uso
toxina de Yibrio cholerae (List, USA) como control de elongacion
en células ClO v toxina B de Clostridium difficile (purificada
por J.Torres vy G. Gonzalez en el laboratorio) como control de

arrcdondamiento en células CHO, UT-29 y VERO.

ENSAYO DIE NEUTRALIZACION. Para determinar si existia relacidn
antigénica entre las actividades citotdéxicas de SJhigella vy

Salmonella con toxinas de cédlera y B de Clostridium diificile se



(suero de coneJo Sin‘

mezclas .se 1ncubaron a Lemperatura amblenLe por 45 vm;n
'Posterlormente se 1nocu1ar§n 20 ul de cada mezcla por bpg;;f_cn
miéroplacas con células CHO, VERO y HT-29 preparadas como = se
k de;cribia antes, las microplacas se incubardn en atmésfera de COp

a 37°C y se leyd actividad citotéxica a las 24 y 48 hrs.

PRODUCCION DE ENTEROTOXINAS POR CEPAS DE Salmonella y Shigella
Para determinar la produccidén de enterotoxinas, se utilizarén los
mismos sobrenadantes del cultivo de las cepas que se probardén en
células. Como control positivo de actividad enterotdéxica, se
ntilizo la toxina de cédlera, a una concentracion de 3 ug /ml en
solucién reguladora con NaCl al O.1H, KlgHPO4 al O0.001M vy
NaohHPO,4. 12H90 al 0.008M, a pH de 7.4 (PBS).

Ensayo en Asa Ligada de Rata.- Se utilizarén ralas de la cepa
Sprague-Dawley de 2 a 3 meses de edad, mantenidas en ayuno por 24
hrs (37). Las ratas se anestesiarén con éter, se les practico una
incision en la linea media del abdomen de manera que el intestino
quedara expuesto. En seguida se localizd el yeyuno en su porciodn
terminal, ligandose 2 asas de prueba de aproximadamente‘ 10 cm
cada una, con una asa intermedia como testigo por rala. A cada

asa se le inoculd 1 ml del sobrenadante oblenido de los cultivos




ﬁﬁlmgn4lln.,y hhlgﬁllﬁ eada bobrenadante se ehsaiéi‘

en:. dos

;ratas‘ Posterlcrmente se acomodardn 1os 1nteqt1no< dentro de “la

cav1dad 'y se suturévla-pared abdomlnal,k Trgqsqur;;dgsvv hrs se’

‘Vsacrlflcaron las ratas, se extrajprénriésna;ﬁéf i;bcﬁlndasr para
,medlrse y. pesarse y la acumulacion de 11qu1do se estlmo 8. partir
de ““la raz6n peso/longitud (mg/cm) en . las asas~de prueba‘ después
de  restar la razodn obtenida en las asas :testigo‘ invectadas
unicamente con PBS. El resultado para cada sobrenadante se
expres6 como el promedio del resultado obtenido en los dos
animales inoculados por miestra. Se considerardén come
enterotdxicos aquellos scbrenadantes que indujerédédn ascumulacién de
liquide con wuna razén mg/cm mayor o igual a 50 mg/em (37). Se
observé ademas la apariencila macroscopica de la pared intestinal,
para lesiones hemorrdgicas y el contenido del asa para viscosidad
y sangre.

ANALISIS DE DAT0OS. Se analizd la posible diferencia en la
frecuencia de produccion de toxinas por diferentes cepas de
Shigella y Salmonella utilizando la prueba estadistica de Chi
cuadrada. Se bused una posible asociacién en la actividad

citotdxica que las cepas de Shisells v Salmonella ejercian sobre

diferentes lineas celulares haciendo un analisis de datos
empleando la prueba de CHI cuadrada. Para estudiar si hubo
asociacidén entre la actividad citotéxica en cada una de las
lineas celulares vy la actividad enterotdéxica en intestine delgado

se utilizd la prueba estadistica de McNemar.



hicierdn ‘ensayos de neutralizacion; utilizando anticuerpos contrs

to*ina? ‘L“i.k,p
érddﬁcida
Se ’ﬁezcléfdﬁ‘ 10ff1 de gptiQCT o anti-TB (suero de - conejo éjn
diluir)'coﬁ §b ul aé'éaaa uno de los sobrenadantes de laSvéepaS_?
las mezclas se incubaron a temperatura ambiente por 45 min’ o
Posteriormente se inocularétn 20 ul de cada mezcla por pozb,: en
microplacas con células CHO, VERO y HT-29 preparadas. como se
deseribié antes, las microplacas se incubarén en atmésfera de COé

a 37°C y se leyd actividad citotoéxica a las 24 ¥y 48 hrs.

PRODUCCION DE ENTEROTOXINAS POR CEPAS. DE Salmonella y Shigella

Para determinar la produccidon de enﬁerotoxinas, se utilizardn los
mismos sobrenadantes del cultivoe de las cepas que se probardén en
células. Como control positivo de actividad enterotoxica, se
utilizo la toxina de cdélera, a una concentracion de 3 ug /ml en
solucién reguladora con NaCl al 0.1M, KlIpHPOg4 al 0.001M ¥

HaollPO,4. 12H50 al 0.008M, a plI de 7.4 (PBS).
2 4 2

knsayo en Asa Ligada de Rata.- Se ulilizaron ratas de la cepa
Sprague-Dawley de 2 a 3 meses de edad, mantenidas en ayuno por 24
hrs (37). Las ratas se anesteslarén con éter, se les préactico una
ineisién en la linea media del abdomen de manera que el intestino
quedara expuesto. IEn seguida se localizd el yeyuno en su porecidn
Eerminal, ligandose 2 asas de prueba de aproximadamente 10 cm
cada una, con una gsa intermedia como testigo por rata. A cada

asa se le inoculd 1 ml del sobrenadante obtenido de los cultivos



. RESULTADOS.

Se estudiaioﬁ’ilszp élen dlarrea aguda con sangre y- de

BSLO&, 83 fuerén menores,d Y nos.(7OZ),.18 estuv1eron entre 5 a
15 anos (13%) v 20 fueron mayores de 10 anos {17%) (Tabla 1).

La frecuen01a de alslamlento de IOb dlferentes enteropatdgenos se
describe enkla flgura l,bV_gh;ggllg spp. se aislé en 26 de los
119 pdcientes kZZZ) la.frecuencia fﬁe‘mayor en el grupo de 1 a §
afios (33%), seguido por elrgfupo,dermayores de 5 afios y por el de
menores de 1 afio con el 22 y‘14% respectivamente. Campvlobacter -
spp. se aisld en 17 de los  pacientes (14%) predominando en
menores de 1 afio (26%), seguido por el grupo de 1 a 5 affos (8%) y
encontrandose solo un aislamiento en mayores de $ = afios (3%).
Salmonella spp. se aisld en 25 pacientes (21%) predominrando. en
nifios mayores de 5 afios (31%), seguido por el grupo de menores de
1 afio (24%Z) vy por el de 1 a 5 afios (B6X). Escherichia coli
citotdxica (VIEC) se aislo en 13 pacientes (11%), predominando en
el grypo de 1 a H afios (15%) seguldo por el grupo de mayores de
5 afies (14%) y por el de menores de 1 afio (6%). EIEntamnochs
histolytica se encontrd solo en 3 pacientes entre el grupo de
mayores de 8 afos (19%). En 7 casos hnbo infecciones mixtas
(6%), donde hubo la asociaciotn de VI'EC con otro enl.eropatodgeno.
La frecuencia de aislamiento de las diferentes especices se
describe en la tabla 2. Shigella f[lexuneri fue la especie que nas
frecuentemente se aisld (13%), predominando entre el grupo de 1 a
5 aifios (18%) seguido por el de menores de 1 afios (12%) vy por
dltimo el de mayores de 5 aflos (8%). Shigella sopuel vy

Shigella boydil se aislaron en un 4 y 5 %, predominando ambas



en el grupo de edad de 1 a 5 afios. Campvlobacler Jjejuni fue la
especie mds [recuenlemente aislaaa (10%2) predominando entre el
grupo de edad de menores de 1 afio (22 %), hubo § aislamien?bs #e
Campvlohacter g¢oli (29%) con predominio en menores de'_S‘,aﬁos.
Salmonella enteritidis fue la especie mias frecuentemeﬁte'aislada
(15%) predominando en nifios mayores de 5§ afios (22%); sglmgnﬁllﬁ'
cheleraesuis se aisldo en & % predominando en el grqpo*Qe! ﬁehorés
de 1 afio (8%) y Salmonella typhi solo se aislé’ en un é”aso (4%)

en el grupo de mayores de § afios.

Las 25 cepas de Shigella y las 24 de Salmonella aisladas de estos
pacientes, se estudiardn para produccién de toxinas en medio TSB:
En Shigella, 14 cepas fuerdn citotdxicas para células CHO (56%),
11 para células HT-29 (44%) y 13 para células VERO (52%). De los
sobrenadantes de las 24 cepas de Salmonells probadas, 15
causaron efecto citotdxico en Gé;ulas CHO (863%), & en células
HT-29 (21%) yv 18 en VERO (75%).

En la tabla 3 se describe la capacidad de las 25 cepas de
Shigella para causar arrcdondamiento en las diferentes lineas
celulares, donde observames gue en las células CHO, indujerén
este éfecto; 5 Shigella flexneri (38%), | 3. sonpei (17%) vy 1 §.
bovdii (17%). LEn las ecélulas HT-29, 7 S. Plexneri (54%), 3 §.
sonnei (50%) vy 1 §. bovdii (17%). En células VERO, 4 S. flexpneri
(31%), 3 8. senned (50Z) y 3 5. Bowdil (50%).

En 1la tabla 4 se describe la capacidad de las cepas de Shigella
de causar elongacionm o lisls sobre las células Cl0 y las células

VERO. Se encontré que en c¢élulas CHO, caasardén elongacion 2



cepas de- ﬂgxmzu (1.:%), 4 de»»S_ midii'(é;l'z.);
de S. éﬁnﬂek, s0l0 se. obbervo llSlb por una cep

(8%). En celulas VERO causo e)ongaolén bDl

(17%). vy 11515 una cepa de ﬁ_ Elgxng;l (82)

172).

En - la tabia 5 se.:deééiibe la"cépa;idgd : 2
Salmaonella ‘de causar arredondamiento eh.las ‘diferébféé Lineas
celulares. Observamos gue en células CHO producen este éféé?g;i'éf m

cepas S. enteritidis (11%), pero ninguna = cepa » aé‘ fﬁa;»;f'
cholersesuis; en células HT-29 tres cepas de $. gnLgx;Jldis_(17Z) 

y 2 de 3. choleraesuis (33%) v en células VERO 12 cepas de ;SQf -
epteritidis (B7%) y 3 de 5. choleraesnis (502). ‘
En la tabla 6 se describe la capacidad de 1las 24 cepas de
Salmonella de cuusar elongacidén sobre células CHO ¥ lisis sobre
células VERDO. Se observé que 10 cepas de $. enberitidis (56%) v 3
de §S. choleraegsuls (50Z) produjeron elongacién en CHO y 2 cepas
de §. euwteritidis (11%) vy una de §5. choleraesnis  (17%)
produjeron lisis en VERO.

En al figura 2 se muestra algunos efectos de cepas sobre células
HY-29; en (a) se puede apreciar la morlulogia norwal de la
nonocapa de las células HT-29; en (b) se observa el efecto de una
cepa de S, flexperi que causd arredondamiento de las células y
lisis de la mayoria de cllas; en (¢) se observa el efecto de una
cepas de 5. flexneri que provoca perdida de la confluencia de 1la
monocapa con agrupacidn y arredondamiento de las céluluas; y  en
(d) se muestra el efecto de una cepa de 3. enteritidis observando
rupltura de la monocapa, con agrupacién y arredondamiento de las

célulus, pero en menor grade gque lo observado para Shigella.



Bn’; la flgura 3 se - mueqtran alguno° efectoq de’ Pepas QObre Pelulaq

CHOJ :ehf (a) se ob erva la morfologia normal de 1a ,monocapa rdei

1e1 efecto de: una’féeba<1def

,ﬁlexnﬁxl que cuusé 11313 en esLa llnea celul&r,ken (c) se aprecla'
el efecto

confluenc1a de

én:i' bs'rva' el eiecto' de

 091u1as;  2 et a
af:edanaﬁmiéntd : o 2' de
g—unngépé.dé;O sonr i_ x en

(f)ﬁsé‘bbServajel efecto aéyqpa : L'i,’.' eritic ;'”f "cﬁﬁso

elon acion.

-En“lavfigura'4 se muestré:aiguhéé'éféétbg”de”éepas sobre:‘células
VERO; en (a) se observa la morfbibéia normal de la monocapa de
células VERO; en (b) vemos el efecto de una cepa de S. flexneri
que causd lisis; en (c) se aprecia el efecto de una cepa de §.
flexneri que causd arredondamiento; y en (d) se ve el efecto de
una cepas de §. enteritidis que causa arredondamiento de estas
células.

En la figura 5 se compara la citotoxieidad de las cepas  de
Shigella v Salmonella sobre las diferentes 1lineas celulares.
IEn las eélulas HT-28 tanto Shigella como Salmonella causaron
arredondamiento, perco encontrando que la [recuencia de cepas
citotdxicas de Shigella Tue significativamente mayor que las de
Salmonella (CHi cuadrada P<0.05). Ninguno de los dos géneros
causaron elongacion ni lisis en esta linea celular. En células

ClI0  algunas cepas de Shigella causardn arredondamiento, “otras



aq cepas de ﬁnggnﬁlln

causaron arredondamlento o elongaclén pero no  lisis
cepas de Salmonella que

-causaron elongac1on én CHO Iue SLgnlflcatlvamenie mayor que ‘el de

_Shigella ¢ ]zlsher, . P<0.005) . Por tltimo, en células VERO
algunas Jcepas’ ‘de Shigella ~causaron arredondamiento, otras
'elon acidén "y  otras 1lisis, mientras que cepas de Salmonella

. ”
causaron arredondamiento ¢ lisis pero no elongacién . El nimero

de cepas de Salmonella que causaron  arredondamiento — Fue
significativamente mayor que en Shigglln,(jFisher,VE<D;05);

Se analizd la posible asociagién;'eﬁtrénlé aCtﬁvidad -citotoéxica
de 'las cepas de Shigella' y &hlmgﬂﬁlla'ﬁén:landiferenﬁes‘ lineas
celulares (tabla 7), y se encontro que de las 28 cepas tanto
de Salmonella como de $Shigella posiltivas sobre la linea celular
CHO; 8 fueron citotoxicas tambien pura células HT-29 (28%) vy 17
para células VERO (59%). De las 16 cepas positivas sobre células
HT-29; 8 de estas mismas fuerdn positivas para células CHO  (50%)
y 7 para células VEROQ (44%Z). De 1las 31 cepas con efecto
citoloéxico en células VERO; 17 de estos sobrenadantes luerdn
citotoxicos en células CHO (88X) y 7 en células HI-28 (23%). Al
hacer el andlisis estadistico de los datos, empleando Chi
cuadrada, se encontrd que no hay diferencia significativa entre
las lineas celulares CHO y VERO para detectar efecto citolobdxico
por las cepas de Shigella y Salmonella, pero si se encuentrd esta
diferencia (P<0.005) entre las células HT-29 y a las otras lincas

celulares. De las 8 cepas citotdxicas para células CHO y HNT-29,



tres fuerén ﬁ .ﬁJ_exut.:.m, una s !:unu:lji, ‘l"r’eksn S.n tm,L!“.tJLLd.li; oy
una S. cholergesuis. De lus 17 ccpas choLéxlcas pard celuldq CHO 

y VERb tres fueron §: Ligxngnl tres S. hovdii, nueve de‘:&,-
cepterikidis v doé' 5. chaleraesuis. De las 7 cepas c1totéx1casiiﬂ
para células [T-29 y VERO, una fue de §. flexneri, dos de. ;s;ﬁ;

sounei, dos de §. enteritidis vy dos de §. cheleraesunis. 60
Dos cepas de S. enteritidis Cfuerdn citotdxicas para: laszdtféskl:
lineas celulares, produciendo elongacion en CHO y axreaoﬁdémfeﬂﬁoi“

en UT-29 y VERO. ‘ A b
Se estudie ja capacidad de neutralizacién de anticuerpos cbﬁtr#y-

toxinas colérica y B de Clostridium difficile, conﬁraﬁflas' N
diferentes ciltotoxinas de Shigella vy Salmopella (tabla ~8). Se
analizarén 15 cepas que provocaron arredondamiento en las células
HT'-29; cuatro de ellas fueron neutralizadas por anti-CT (dos
Shigellas vy dos Salmonellas) v siete fueron inhibidas por anti-TB
( cuatro Shigella y tres Salmonella). Se estudiardn 19 cepas que
tuvierdén efecto citotéxico sobre células VERO ; nueve de ellas
fueron neutralizadas con anti-CT (  seis Shigella vy tres
Salmonella) y ninguna fue neutralizada por anti-TB. Se analizaroén
ocho cepas que cansardn efecto sobre célnlas CHUO; seis de ellas
fuerodn nevtralizadas con anti¥CTr‘( 7tres Shigella ¥ tres

Salmonella) y ninguna fue neutralizada con anti-TB.

Las 25 cepas de Shigella y las 24 de Salmonells se estudiaron
también para determinar su capaeidad dé inducir acumulacién de
fluido en asa yveyunal ligada de raﬁa; Se ‘encontrd que 19 cepas de
Shigells (76%) y 17 cepas de = Salmonella (68%) produjersn

acunulacién de liguido, (tablak_g). El 58% de las cepas de



égﬁuiﬁéiﬁﬁ;dé:iiquido menor 4 100 mg/cm.
i f,éue"éausarén ~acumulacién’ de

(70%) tueron ~altas inductbraé de
acumulaclon de laquldo (maa de 100 mg/cm) 'éepés d#.cada’uqa de
las  tres especies de,,Shigglig'i y de._las_'dos .espéciés de
Salmonells estudiadas; ‘ fueréh --’prm?»uctohl;'va.’e,"'r--:c*le;-i actividad

enterotéxica.

Se compard la magnitud de la #éébpésﬁa,éaﬁsada por  cepas de
Shigella vy de Snlmgnglla_(fighfglﬁéfy se éncontré que no hay
diferencia en la respuesta inddcida 'pﬁr Shigella o Salmonellia
en asa intestinal de raté. Shjﬁgllﬁfﬁuéo una media de 102 mg/cm
con - limites entre 51 vy 185 y  Salmonella tuvo una media de 87
ng/cem con limites entre 52 y- 178.

No se aprecian diferencias en el aspecto macroscdépico del ligquido
acumulado en asa intestinal de rata (Tabla 10), inoculada con
cepas de Shigella vy Salmonelln, vemos que la mayoria de las cepas
de ambos géneros causaron acumulacidn de liquida de aspécio
viscose y un numero minimo de cepas de Shigella vy de  Salmonella
causaron acumulo de ligquidoe de aspecto acuoso. .
Se analizé la posible relacion entre la actividad enterot&xic#iﬁﬂ
la actividad citotéxica de las cepas, para lo que se hizo un
analisis de asociacion usando la prueba de McNemar. De las 19
cepas de Shigella que fuerdn positivas para Jinducir la
acumulacidn de liquido en asa intestinal de rata; 10 de éstas
fuerdén citol.dxicas para célunlas CHD (53%), 6 en células NT-29
(32%) v 11 en células VERQO (58%). De las 17 cepas de Salmopella

que fuerén positivas para inducir acumulacién de liquido; 11



fuerOQ citdtéxicﬁs sobre células CHO (88%), 3 sobrq céluias HT'-29
(29%) "y 12 ivs.obreb VERO (71%) (tabla 10). El andlisis éstadistico
de los datdé nosrindicﬁ‘que no ecxiste diferencia, énﬁre la
actividad citotdxica sobre células CHO y VERO vy . la  actividad
enterotdxica observada eni asa ligada de rata, para' detectar
algdn éfecto toxico presente en los sobrenadantes de las cepas de
Shigella v Salmenella ; pero si ﬁay Aiferencia (P<0.05) entre la
aclividad citotdxica deteétada sobre células HT—29 y la actividad
enterotéxica en intestino delgado de rafa proauqida, por la misma

cepa.



TABLA 1.

DISTRIBUCION DE 119 PACIENTES CON DIARREA AGUDA CON SANGRE POR GRUPOS DE EDAD.

Edad, afos No. estudiado (%)
Menores de S ‘ 83 70
Entre 5 a 15 16 - g 13

Mayores de 15 . R O I L




Figura 1. Frecuencia de enteropatogenos aislados en heces de 119 pacientes con diarrea con sangre
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TABLA 2.

FRECUENCIA DE ESPECIES DE ENTEROPATOGENOS AlSLADOS
DE HECES DE PACIENTES CON DIARREA CON SANGRE.

No. + (%), aislados en:

- <1 ano 1 ~ 5 anos
Especie n_+ 50 n = 33
Shigella flexneri 6 (12) 6 (18)
Shigella sonnei 1 { 2) 2 { 6)
Shigella boydii o i3 {9
Salmonella enteritidis 8 (16) 2 (6)
Salmonel!a choleraesuis 4 { 8) '

Salmonella typhi

Campylobacter jejuni 1 (22)

Campy!obacter coli 2 { &) . 2t”': (‘6’ __15”ﬁ_;.




TABLA 3.

CAPACIDAD DE 25 CEPAS DE Shigella AISLADAS DE PACIENTES
CON DIARREA CON SANGRE, DE CAUSAR ARREDONDAMIENTO EN DIFERENTES L INEAS CELULARES

No. de cepas No. de cepas citotdoxicas (%) sobre:
Especie probadas CHO HT-29 VERO
Shigel!la flexneri 13 5 (38) 7 (54) 4 (31)
Shigella sonnei 6

Shigella boydii

Shigella spp

25

1 (7). 3 (50) 3 (50)
Soaany 3 (s0)

S (44) ~ 10 (40)




TABLA 4.

CAPACIDAD DE 25 CEPAS DE Shigella AISLADAS DE PACIENTES CON
DIARREA CON SANGRE DE CAUSAR ELONGACION O L IS1S SOBRE CELULAS CHO Y VERO.

No. de cepas No. de cepas citotdxicas (%) sobre:
Especie s probadas Células CHO Células VERO
elongacitn lisis elongacion lisis
S. flexneri ': 13 2 (15) .1 (8) — 1 (8)
S. sonnei 6 —- - 1 (17) -

S. boydii 6 4 (67)

Shigella spp : 25 ' S 6 (28) 1




TABLA 5.

CAPACIDAD DE 24 CEPAS DE Salimonella AISLADAS DE PACIENTES CON DIARREA CON SANGRE
DE CAUSAR ARREDONDAMIENTO EN DIFERENTES L INEAS CELULARES.

No. de cepas No. de cepas citotdoxica (%) sobre:
Especie _probadas CHO HT-29 VERO
S. enteritidis - 18 2 (11) 3 (17) 12 (67)
S. choleraesuis w 6 - 2 (33) 3 (50)
Salmonella spp i. : “24 R 2:( B)

5 {(21) 15 {63)




Figura 2. Efecto de cepas de Shigella y Salmonella sobre cé-
lulas HT-29. a)monocapa de células HT-29 normales. b) y c)cé
lulas inoculadas con sobrenadantes de diferentes cepas de -
Shigella flexneri. d)células inoculadas con sobrenadante de
Salmonella enteritidis. tas células se incubaron con los so-
brenadantes por 48 hs.







Figura 3. Efecto de cepas de Shigella y Salmonella sobre cé-
lulas CHO. a) monocapa de células CHO normales. b) y c) célu
las inoculadas con sobrenadantes de diferentes cepas de Shi-
gella flexneri. d) y f) células inoculadas con sobrenadantes
de diferentes cepas de Salmonella enteritidis. e) células --
inoculadas con sobrenadante de Shigella sonnei. Las células-
se incubaron con los sobrenadantes por 48 hs.







Figura 4, Efecto de cepas de Shigella y Salmonella sobre cé-
lulas VERO. a)monocapa de células VERO normal. b) y c)células
inoculadas con sobrenadantes de diferentes cepas de Shigella
flexneri. d)células inoculadas con sobrenadante de Salmonella
enteritidis. Las células se incubaron con los saebrenadantes -
por 48 hs.







Frecuencia de cepas citotoxicas en %
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FIGURA 6
CUANT IF ICACION DE LA INDUCCION DE ACUMULACION DE FLUIDO
EN JEJUNO, CAUSADA POi? CEPAS DE Shigella Y
Salmone! ta AISLADAS DE PACIENTES CON DIARREA CON SANGRE .
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TABLA 6

CAPACIDAD DE 24 CEPAS DE Salmonel!la AISLADAS DE PACIENTES CON DIARREA CON SANGRE
DE -CAUSAR ELONGACION SOBRE CELULAS CHO Y L1S1S SOBRE VERO.

No de cepas No. de cepas citotdxicas (%) sobre:

probadas CHO VERO
Especies - (elongacidn) (lisis)
S. enteritidis i 18 10 (56) 2 (11)
S. choleraesuis - 6 ‘ 3 (50) e e 1.(17) .

Salmonella spp 2% a3 (se) 3y




TABLA 7.

ASOCIACION ENTRE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA DE CEPAS DE
Salmonella Y Shige!la EN DIFERENTES LINEAS CELULARES.

. No. de cepas No. de cepas que tanbién fueron
Linea citotdxicas citotoxicas sobre:
celular CHO HT-29 VERO
— d
- CHO : S ! 29 - 8 (28) 17 (59) -
HT-29 i 16 - 7 (44)
VERO : 4 - 1 7 (23) —




TABLA 8.

NEUTRAL {ZACION DE CITOTOXINAS PRODUCIDAS POR CEPAS DE Shigella y
Salmonel la CON ANTITOXINAS CONTRA TOXINAS DE COLERA Y B DE C. difficite.

Neutralizacidn de! efecto en células,

No. inhibidas/No. probadas (%):

Anticuerpo L R HT-29 VERO CHO -
Anti - CT 4/15 (27) 9/15 (60) 6/8.(75) ¢
Anti - TB

7/15 (47) 015 (=) 0/8 (=)




TABLA 9

CAPAC IDAD DE INDUCCION DE ACUMULACION DE FLUIDO EN jejuno, POR CEPAS
DE Shigelta y Salmonella AISLADAS DE PACIENTES CON DIARREA CON SANGRE

f

No. de cepas No. de cepas que causaron acunulaci“én
Especie probadas de fluido(*): '
S. flexneri - 13 10 s
S. sonnei 6 4
S. boydii 6 : 5
Shigella spp 25 19 (76%)
S. enteritidis L »21‘ - ] : 16
S. choleraesuis o 4

Salmonella spp ’ 24 (68%)

peso/volumen del asa fue > 50 mg/cm.



. TABLA = 10.

ASPECTO MACROSCOP ICO DEL L I1QUIDO. ACUMULADO EN ASA INTESTINAL
DE RATA, INOCULADA CON CEPAS DE Shigella Y Salmonella.

ASPECTO MACROSCOP ICO

No. + Acuoso ' Viscoso
Enteropat dgeno asas No. + (%) No. + (%)
Shigel la 18 4 (22) 14 (78)
Salmonella 17 3 (18) 14 (82)




TABLA 11,

ASOCIACION ENTRE LA ACTIVIDAD ENTEROTOXICA Y LA CITOTOXICA
DE CEPAS DE Shigella spp Y Salmonel!la spp.

No. de cepas No. de cepas enterotdxicas con efecto

enterotdxicas citotdxicas sobre No. + (%)
Género CHO HT-29 VERO
Shigella spp ! 19 10 (53) 6 (32) 11. (58)
Salmonella_spp : 17 a1 (e8) 5 (29) 12 (71)

TOTAL 36 S11.(31) 23 (64)




DISCUSTON .

Shigella es el agente etloldglco que con mas frecuencla

asoclado a dlarrea con sangre, se han reportado porcentages dej‘

'azalamlento de alrededor de r4ox (12 27,52, 59 60) En

eshudlo,” en nlnos menores de un ano Sh;gngn fue poco frecuente7
(45%) Sy iue més cercano a lo’ reportado en nifios de 1 a‘v5

(33%); Semejante a otros esLudlos, S. flexneri fue 1la espe01e na s

frecuentemente alslada, g aunque ‘a  diferencia de reportes

anteriores,  la frechenclavde disliamiento de S. sonnei y de S0

‘boydii fue 51m11ar.

.Sﬁlhbnel]ﬁy yv: Campvlobacter = fueron
identificados en més del 20% de los casos en nifios menores de - un..

aiio de edad y con mucho‘menos frecuencia en nifios de 1 a & alfios

coincidiendo con otros’ . estudios. Como era esperado, S.
enteritidis v C Jjejuni fueron las especies mas frecuentemente
aisladas.

Es interesante el gque Enftamoeba histolytica no se identificd en
ningin caso en niiios menores de cinco afios, 1o que sugiere que en
nifios en nuestra poblacidn es un patégeno con menor importancia
de la que hasta ahora se le da (23,24). La frecuencia de
aislamiento de VI'EC incrementd con la edad, siendo mas importante
en nifios mayores de 5 afios; los estudios de ailslamiento de VTEC
cn diferentes grupos de edad son escasos, aunque la  impurlancia
de este patdgeno en diarrea con sangre varia considerablemente de
una poblacidén a otra (48).

L.os resultados anteriores senalan la 1mportanc1a que 11ene la

edad del paciente en la. senbxbllluad s 1ntecclén 51ntométlca por




uno u Ofro enLeropatdgeno, Indicah adema que la,edad;eﬁ‘uﬁ:»dnto’

clave, que el med1c0 debe con51derar para decidif e1'~trd£aﬁieﬁto~

«

cuando no cuenta con el aux1110 diagnéstico del laboratorlo.

fAhora que el uso de soluc:ones de hldrata01én ora]7ha ‘dlsm1n01do
con51derablemente la morbllld&d v mortalldad asoclados a dlarrea

aguda acuosa, ‘1a - diarrea con sangre.’ ha ‘ adqulrldo ~mayor

importancia. El dlseno de med]das preventlvas y lde .tratamiento

requiere .de un con001m1enL0 adecuado de meeanlsmos de

patogénicidad responsables del daﬁo:obse;vad ‘el 4ﬁue§ped.

Se sabe que Shigella vy Snlmp_nﬁl.m son. bac erias

esta propiedad es un factor de

diseminacién de célula a célula.

La invasidén a células epiteliales provoca una respuesta
inflamatoria v se sugiere que mediadores de ésta, puedan aumentar
el dafio 2 1la mucesa y acluar como secretagogos (como la histamina
y la prostaglandina Eg) para inducir acumulacion de liquidos.
Cuando Keusch y col (30) decribieron secrecidén de liquidos
(8,28,38,39) v camblos inflamatorios en asa intestinal de conejo,
se sospechd que la toxina jugaba un papel importante en Jla
diarrea observada en humanos (27,28.,40). Sin embargo el posible
papel de la toxina de Shiga en la patogénesis de shigelosis
continua discutiendose.

Existen pocos trabajos que valoren la produccidon de la toxina Qe
Shigga en un buen nimero de cepas de Shigella de laé 'Aifeéeﬁtés

especies aisladas de humanos con - enfermedad {diarreica.. ~llay



evidendias que‘sugiefen'que h;gﬁjla produce tox1na‘ diFerentes'a
1a box1na de Shlga, sin embargo eqtas no se hun caracterlzado y
poco. ‘se’ conoce de la irpcuen01a con que dlferanes esperleﬁ de

hhlggllg las producen.

En ‘este trabajo se estudid la ac11v1dad de dlferentes espec]es de
gh;gglla v de ﬁalmgng“Lg sobre las: qlgulentes Tineas 'celulares;
VERO A'por ser un médelo donde se tiene bién ~caracterizada la
acthldad 01Lotéx1ca defotras toxinas bacterlanas como la toxina
Shiga—Jlke .-..producida por algunask cepas, de E. coli
l{ld;ﬁ3,34;42355). ;Y las'céiulas H1'-29 éof ser una_ linea  celular
aefiv;ﬂﬁr_dé éarcinomé de coléﬁ }hmano, siendo un madelo célular
que’mds se acerca a la realidad (48), y a las células CHO pdrque
'és'AOnde se tiene bien céracterizado el efecto producido por las

enterotoxinas clésicas como de Yibnio cholerae vy . cold

(22,51). Se encontrd que cepas de las tres especies de Shigella
probadas, causarén efecto cltotéxico en las Lres lineas
celulares. Por los antecedentes con que se cuenta, esperabamos

que la mayoria de las cepas de Shigella causaran 1lisis sobre
células VERO por la produceién de la toxina de Shiga-like, que se
conoce actina inhiblendo la sistesis de proteinas (41,42). A
diferencia de lo esperado, encontramos que la wmayoria de las
cepas de Shigella producen arredondamiento en esta linea celular,
lo que sugiere que no producen toxina Shiga, pero si una
actividad que arredonda las células. La toxina Shiga inhibe
sintesis deg proteinas y las células se lisun; la actividad
detectada por noscotros es un efecto similar al de toxinas gque

alteran el citoesqueleto como, Toxina B de ¢. difficile (62)



usada coﬁo Qqntfol%éhféste éSﬁudid.‘ZSiﬁ embargo élrrealiéagr ids
‘ensayos dé ‘néhtralizueibﬁ'de 8 C&puS‘de Shigella kqué causarén
efecto citotéXico en estas células, con antitoxina. B.. de C.
ﬂiﬁﬂigili ninguna cepa se neulralizé , por el contfariovéii‘hubo
neutralizacién de 6 dé estLas cepas con antitdxina de Qélqra, ;0
quée. nos sugiere que existe relacidén antigénica  de una ”toxina
producida por Shigella y la toxina de cdleral Bartlett (4) al
igual que Prado (50) estudiaron la acﬁiyidgd c1tot6x1oa de 

diferentes especies de Shigella en células:HeLa;k v encontraron

una actividad que inhibia la Sistesié.dé.pibféin;s’ﬁ eqta ‘no tue

neuntralizada con antitoxina de” Shlga, lo q,e 1ndJ a’ que produce

toxina(s) diferente(s). El eiecto que se observ6 fue diferente

al nuestro.

Hasta ahora no se ha docﬁ@enfadq»él‘éféétovtéxico de Shigella
sobre células CHO. Eiklid ycol :’(‘:173,‘44) ‘probaron la sensibilidad
de diferentes lineas celulareé a la toxina de Shiga, reportando a
las células CHO refractarias a esta toxina. S5in embargo en el
presente trabajo se encontro que el 56% de las cepas de Shigells
causaron é&éfecto toxico sobre células CHO, lo que nos indica 1la
produccion de wuna toxina diferente a la toxina de Shiga; esta
actividad fue producida con mayor frecuencia por cepas de §S.
flexneri. Nosotros encontramos, que al hacer el ensayo de
neutralizacidn de 8 cepas de Shisella que causaron
arredondamiento en estas células, 3 fueron nentralizadas con
antitoxina de colera, y 2 de ellas fueron §. [lexnerd, lo aue nos
sugiere que estas cepas producen una toxina que tiene alguna
relacion antigénica con la toxina de cdlera.

En el mismo trabajo realizado por Eiklid vy col, se reportdéd . la



sensibilidad “de las .células HIT-29 a ~ la “toxina de Shiga ¥
encuentran : que ‘se  inhibe la sintesis de protelinas, perc ‘no
indican ‘sif'hubo cambios morfolégicos. Hasta ahora, . no-.se “han

doéumentado cambios morfoldgicos en ‘HT-29 caﬁsados-por' toxina(s)

de Shigella, En este trabajo se encontré‘qué el 44% de las’ cepasv‘”

de Shigella provocarén arredondamiento de Jqs célﬂlas, 1o>que ﬁos'
sugiere que $higella esta produciendbk una citotoxina 'qu¢ :a

semejanza de toxina B de C. difficile es capa dé‘ a?redondar

celulas HT-29. Nosotros encontramos gue de 8 cepas’  de 2Shig§lla

con efecto en estas células, 2 se neutrglizaronicon,antitdxinalde'
cdlera y 4 fueron neutrélizadas con antitoxina B‘de'c, di£ijiLQ,

sugiriendo que las células HT-29 nos deteptéron‘.uﬁa ”ciiotoxinﬁ

producida por estas cepas que Lienen relacién‘antigénioa' con 1la

toxina B y ofra con la toxina de cdlera.

Para Salmonella se esperaba que la mayoria de las cepas,

produjeran una toxina cholera-like como se ha reportado por

varios autores (3,15,52,58) y esto se corroboré ya que el 54% de

las cepas de Salmonella causaron elongacidn sobre células CHO.

Baloda vy col. ( 3 ) documentardn la existeneia de olros faclores

citotéxicos que no son neutralizados por anti-CTl nri por anti-l7 ¥
que no se unen a GH1l vy son producides por §. enteritidis vy S.
Ltyphimurinm que elongardn, lisarén o causaron alteracién
morfolégica sobre células CHO. Nosotros encontramos que dos cepus
de S. enteritidis causardn arredondamiento. Sin  embargo los
ensayos de neutralizacidn de 8 cepas de Salmonella con  efecto

citotoxico en estas células, nos demuestran que tres cepas son

neutralizadas con anftitoxina de cdlera lo que nos habla de la



producéidn'déAuhé toxinawsomajaﬁte a la‘colérica.

E1 éfectd de :liéié“ due'éé.obsefvd en céluias VYERO ‘nds hace

suponer que ei 13% de las cepas:- de Salmgugliﬁ ~producen:: una

citotoxina semejante a la de Shiga-like u otras citqtoxiﬁas éomo'
las descritas previaméute en S. typhimurium (42) v S. enteritidis

(2,3,26,35,36) que'inhibieroq la‘éintesis de proteinas en célulﬁs

eucériéticés, comoﬂlo héc§’la>t0xina de Shiga, y cuya - actividad

se inhibid con‘ahtitdxiné:déiShigg. Sin embargo existen reportes

contradictéripsfcpmé él:déJAShkenazi vy ¢ol. (2) que estudiaron la

aotividad 1f°i:"“k’.“‘r°>'<‘icva'd(ey 94 cepas de S. enteritidis, 12 cepas de
S Lyphiy 25 cepas de §. choleraesuis, encontrando que todas 185
cépas' de Salmonella mostrarén algin grado de citotoxicidad, sdé
los estudios de neutralizacidn mostrardén que la actividad fue
inmunclégicamente distinta de la hoxina de Shiga y de las toxinus
Shiga—-like producidas por [. goll en todas las cepas estudiadas.
Los estudios de hibridizacion con DNA para las toxinas Shiga-like
tipo I y tipo II no mostrardn hibridizaecidn.

En nuestro estudio se observd que el 63% de las cepas de
Salmonella produjeron arredondamiento sobre VERO, lo que nos hace
suponer que Salmonella produce otras toxinas, de las que
desconocemos su  mecanismo de aceidn, pero que quizas puoadieran
direcka o indirectamente alterar citoesqueleto. Al hacer los
ensayos de nentralizacidén con antitoxina de cdlera y antitoxina B
de C. difficile de 7 cepas de Salmonella que causaron
citotoxicidad sobre células VERO, encontramos que tres de estas
cepas fueron neutralizadas con antitoxina de célera lo que apoyva
que Salmonella produce una loxina que Liens relacidn antigénica

con la toxina de cdlera.



La dlLerarldn morfolég1ca cau adu sobre celulas HT 29 por Ccepas

de &ﬁimgnglln nos 1ndlca qie ﬁprox1maddmenLP &1 21Zn (6~ §st
producen una 01LOL0x1na que provoca. este efecto sobre Lelﬁlas HT‘
28, . aunque el efecto no es detectado = tan frecuentemente ,eomof
cuando se prdbarén'las cepas de Shigella. Lo gue nos sugiere que
los dos géneros “producen Loxinas semejantes une ’puéden‘ ger'v

detectada por esta linea celular; aunque Shigella las produce mﬁs

frecuentemente.“Torres ¥ col. ( 62 ) probarén el efecto j ef‘1q3:3

toxinas A y B de C. difficile sobre celulas HT-29, 'y encdntfar6n~~

que ambas producen un- arredondamlento sobre esta 1inea celhlaf;””

que - fue similar al efecto que nobotros observamos ‘Gon {éépas »de
Shigella y gﬁlmgnglla lo que sug1ere que estas ult1mab tengan un
mecanismo de accidén-similar: LsLos resultados se ven apoyados oon
los ensayos de nequallza01on de 9 cepas. de ﬁhlgglia_que tuv1eron
efecto sobre las celulas HT- 29 “encontrando que 3 de estas cepas
fueron neuntralizadas con antitoxiha B de ¢. difficile lo gue nos
sugiere que Shigella prodhce una toxina que Ltiene relacidn
antigénica con la toxina B, que hasta donde sabemos no se ha
documentado, sobre esta linea celular también se encuenlra el
efecto de una toxina producida por 2 cepas de Salmonella que fue
neutralizada con antitoxina de cHlera.
Comparundo los resultados cobltenidos con cepas de Shigella y de
Salmonella, obscrvamos que Salmonclla produce una Loxina que
causa elongacion sobre Cl0 mas [recuentemente que Shigellas
mientras que Shigella produce mdas frecuentemente una toxina que
provoca arredondamiento sobre esta linea celular. Contrario a lo

esperado, sobre c¢éliulas VERO , muy - pocas cepas - tanto -de




Shiggllg! §qu de ﬁﬁlmﬁnglln produjeron una toxina Shiga-like, v
presentarbn: éonr mafor‘frecuencia, sobré todo Salmonelld, 'una'
toxina que provoca arredondﬂmnenLo sobre esstas- colulaq

-Luando Se..anallzo la POSlblb asocliacidn entre la actividad
_01totoxtca de una misma cepa en las tres - lineas éelulaxes se
i eneonﬁré que las Lelulas Y- 29 estan detectando, una  citotoxina
produ01da Lanh por . ggng,como por kﬁnlmgngllﬁ, qué_ no es
7 detectadab por 135 celu]aﬁ CHO y VERD vy bes “una actividéd no
descrlta hasta ahora, (neutrallzada con‘ ant1t0x1na B de C(C.

d&LilQllg) La actlvldad observada qobre celulus CHO nosktro

aboclacxon 51gn111catlva con 1a observada ‘en VERO; 16 qua %uﬁlere

’que' puedev tratarse de 1a- mlsma act1v1dadr (neubrallzada con

untitbxina de cOlera).

Cdp respecto"a su capécidad'énterdtoxica en‘ihtestino, todas = las

'»espe‘c_'ie'sE de Sh;gcllg y gnlmgnalln produaerén‘ acumulacién de

;liguidbb;Len a ligada de rata, lo que: nos” . indica que ambos
yrgéﬁefbé“'pfbducen una toxina con actividad-enterotdéxica. Bl 76%
idé¥ 1§§ kéépas de Shigella causaron aéumulacién de: Llunido en
intesﬁino nientras que solo el 8% causarén lisis en células

,VERO 10 -que sugiere que ebLa aut1v1dad enterof6x1oa no es debida
a la toxina de Shiga; una proporc1én 1ﬁportante de la actividad
dé estas cepas sobre células CHO 6 VERO fue neutralizada con
antitoxina de ecdlera por lo que quiza la actividad en intestino
sea inducida por una toxina semejante a toxina de cdlera.

En Salmonella sigue habiendo contradiccién en la  produccidn de

enterotoxina(s) por sus dlferentes es pecles, _°1endo dlflcll de

detectar y de reproducir en_un_ﬁolo_mndelo, pos:blemente porque




Salmonella - produce -niveles bajos de enterotoxina(s), ~ cuando es-

cultivada en . caldo  por medios. -convencionales’ {3).. No ies .

surprendente ndemasb nbtar;quc lus-reportes por slpsg“diferedtésf

laboratorios sobre. la deteccion.de enterotoxiné(s)gpo:fSalménﬁllnrﬂ

no correlacionan (3), habiendo controversia entre los: resultados”

obltenidos .por. cepas de una mispa especie donde ’se T.;éﬁ9y'bien1
documentada sn virulencia y la.capacidad de indﬁcir Secfeciéﬁ. de,
liguido cuando son inoculadas en asa ileal de conejo. Waiiisk v

col (66) probaron "B cepas de . S. fyphimurium,  inocularon = el

microorgénismo completo eﬁ direrentes asas ileales de conejos ¥

enconpraron reSu}tudbé 'Varidbles para inducir acumulacién de

liquido por ﬁné mismé cepa, de estds' obserﬁécihnés‘ cdﬁciﬁyéfoﬁ."

que la .ocurrencia de resultgdos negativos con: -algunas asas v
conejos,  indican la variabilidad de lu prueba de aéa iledl de-
conejo para los ensavos de enterotoxing. No es  claro si Eal
variabilidad es debida a: 1) gue la cantidad de enterotoxina esta
cerca de el umbral de decteccidn en asa ligada de rata. 2) que la
prueba tiene variacidn biolégica inherente y 3) que c¢iertos
conejos son inmunes a los efectos secretorios de la enterotoxina
por virtud de previas exposiciones a §. bLyphimuriinmn. Huestro
mnodelo cmpleado de asa intestinal de rata para medir el efecto
enteroloxico de las cepas de Salmonella v Shigella ftue sensible
y reproducible, para el nimero de cepas que se estudiardén (25 de
Shigelln v 24 de Salmonelln), probandose cada cepa por duplicadoe

empleando diferentes asa

0

y diflerentes ratas, cbteniendose

resultados muy similares.

Aunqgue no realizamos estudios histoldgicos, el aspecto



macrobcopxco dcl‘iluldb acumulado en. lasvasas,;indirectamenhé\nos

‘dlce hubo dano 0 no a pared 1nLegb1nal El'éSpecto viscosbldel

conténldo y la presenoza ‘de moco ‘en el 1iqu1do acumulado ‘en ”1&5
asas 1nLesL1nales provocado por la mayorla de -ias ﬁcepas dé
Shigella v de Salmenells nos sugiere que 1a(q) ;togiﬁa(s)}ﬁ

produce(n). dafio- a la mucosa intestinal.

Esta biéh documentddo que. la tox1na de oh1ga es una' pro‘ ihﬁ,.

localizada . en el 9598010 perlp]asmloo y es. liberada al medlo de

caltivo: despues! de que " la pelula muere (21).° La' tox1na es
producida vdurante 1a fase de desarrollo logaritmico, motivo  por

el -cual én 1 mayoria de los trabajos, prueban filtrados  de

extraclos  sonicos o concentrados de los cultives bacterianos
patra ver la actividad cilot6xica de Shigella v Halmonella con el
fin de ébtener' 1a mayor cantidad de toxina asociada a la
bacteria. En este trabajo probamos los sobrenadantes de los
cultiveos bacterianos obtenidos por centrifugacién y {filtraecion
con la intencién de valorar principalmente produvctos toxicos que
Lla baclteria exporta (exotoxinas). Las actividades citotdéxicas vy
enterotoxicas descritas en este trabajo estuvieron presentes en
sobrenadante, observando que produjerdn éfecto en las tres lincas
celulares aqui empleadas, lo cual nos sugiere que hubo toxina(s)
excretada(s) por 1la bacteria, y producida en suficientes

cantidades como para detectar su éfecto.

llasta ahora son pocos los estudios que nos correlacionan la
actividad citotdxica y la enterotdéxica provocads por. una  misma

cepa. Wallis v col (66) no encontrardn. correlacién . entre- léy—



Loyicldad lnr lexQ,y La capacldad del mlcroorgﬂnlsmo cohplebo
para 1nducxr aoumula01on de 11gu1do en a@a 1ntest1nal de conejo.
. Los rosultados observados en celulus LHO y celulab VLRO vy asa
intestlnal de: ratq, nos d1een'que exlste kasoclac1un entre la
actiyidadb Citdtbxica § 1a actividéd engeiétéxiea producida - por
las cepﬁs de ﬁhigglla_y de Sglmghglla.éPe:o esta asociacidn no se
encuentré eﬁandb se prueban- las cepas éqbré células HT-28, lo que
nos‘ héce suponer que: estas célulés nos' estan detectando una
toxina diferente a 1lo detectado pq;‘CHOV ¥y VERD y que 1la
actividad detectada en HT-29 no tignéheféétﬁ en asa . ligada de
rata. No podemos descartar la poéibiliaédidé quereéﬁa citotdxina

tambien cause hipersecrecidn en intestino, pero'que se necesilte

una concentraclén mayor a-la-utilizada para la que seé manifieste.
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