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lNTHODUCCION 

En estudios hcichos en paises en desarrollo, se ha enóontrado que 

la diarrea aguda ocurre por arriba de 10 episodios por año 

niño durante los primeros años de vida (7,24). En México 

por 

.lu--

diarrea aguda representa la segunda causa de morbilidad en la 

población (23). Los factores contribuyentes a la alta incidencia 

de diarrea incluyen hacinamiento, niveles de saneamferíto -bajo, 

agua contaminada e , higiene inadecuada en la preparaci6n -,de 

alimentos. Entre los microorganismos más asociados -a -diarrea 

aguda están spp. • 

enterotóxigenica, lL._ Q.Q.li enteropatogénica, Shigitll11. spp. y 

spp. (6,7,9) encontrándose diferencias en la 

frecuencia de aislamiento según grupos de edad estudiados. 

Afortunadamente, en la actualidad el buen manejo de la diarrea 

acuosa con la hidratación oral, disminuye considerablemente la 

mortalidad y el daño nutricional asociados a la alteración de los 

sistemas de absorción de agua y eletrólitos (1). 

En estudios previos se ha encontrado que aproximadamente, el 10% 

de los casos de diarrea aguda se presentan con sangre (23). La 

presencia de sangre y leucocitos en heces es una indicación de 

enfermedad dü1rreica con invasión y/ó daño a 1a mucosa, este 

síndrome puede ser causado por microorganismos invasivos como: 

filürutl.Ja spp. 

5.b.igeJ.I_o_.i._d_Q_s_ , YjJ_¡ __ r...i.s.>. 

en tero·invasi va (El EC), fü1-c_tuu:isJ1ill _ _c__q__li enterohcmorrágica 

y lintJ).J[LQS>J:>__a b_is__t o_ly_U.rd'l ( 2 o , 4 5 , 4 6 , 5 5 ) . 

.c.QL.t 

(EHEC) 

Estudios realizados en nuestro pais y otras éreas geogrAficas, 



revelan que ShigeJ..lIJ.. es el agente etiológico que más 

frecuentemente se asocia a cuadros de diarrea con sangre o 

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

incidencia en nifios preesóolares. Salmonella se ha aislado en 

aproximadamente un 10%, con mayor frecuencia en nifios menores de 

un afio (55,60)_, Campylobacter en aproximadamente· 16% 

presentándose en niños entre 1 a 4 afios (55,60). En nuestro'.pais 

E.. c.Q.li enteroinvasiva y E.. ruili citotóxica se le· ásocia' ·a· 

diarrea aguda con sangre en porcentajes menores ·de --··o. 5% 

( 27' 60' 65). 

FISIOPA'l'OGENIA DE,LA DIARREA AGUDA CON SANGRE. Avances recientes 

en el conocimiento de diarreas bacterianas, permiten clasificar 

ahora a los patógenos entéricos de acuerdo a sus mecanismos de 

patogenicidad (figura 1). Los factores de virulencia involucrados 

en estos son: adhesinas, exotoxinas, citotoxinas e invasión a la 

mucosa, algunas bacterias pueden tener mecanismos de virulencia 

múlLiple (20). 

La diarrea infecciosa ocurre cuando un número critico de 

microorganismos (o en algunas ocasiones toxinas microbianas 

preformadas) es ingerido, sobrevive el paso a través de la acidez 

Rástrica y llega 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 ocurre generalmente en la 

parte alta del intest,no delgado, donde ona enterotoxina 

microbiana (ej: toxina tcrmolábil y termocstable producidas por 

fL_ QQ]._i) o el microorganismo mismo ( ej: lli:!.t.1.!Y..iJ::.!JJ;i o G;i ard.ilJ. 
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.1.ruub.J..ia) provocan hipersecreción que se manifiesta como diarre·a 

acuosa. En el segundo caso el microorganismo o sus citotoxinas 

( e,i : ShifilLL.la spp. , c.n..nmy~._e_r_j.ej_u.aJ.. o .SD..:.Lm.un.tll.n.. spp. ) causan 

un proceso invasivo, normalmente en el colon que se manifie~ta 

como disenteria, con evacuaciones con sangre, moco o pus, con 

células polimorfonucleares en heces. Entamoehn.. histolytica causa 

una colitis invasiva, pero a diferencia de los otros 

microorganismos, ésta lisa a los 

se observan picnóticos o auséritE)S (61). 

En Shigella. la capacidad de invadir céluias' - es una ' parte·· 
-. :~;· ·-. -:, ;. j,'~--·· :,_ 

esencial del proceso patogénico 'Esta caracteristica puede ser 

demostrada por métodos en cultivos de tejidbs o por la producción 

de queratoconjuntivi tis en cobayo (prueba de. Sereny). Hay por lo 

menos tres factores de virulencia necesarios para que Shigella. 

cause enfermedad: a) La presencia de un antígeno lipopolisacárido 

en su pared celular, b) capacidad para invadir y proliferar en 

células epiteliales y e) producción de su to~ina después de la 

invasión celular (16,20). 

Se conocen cuatro especies de SllilI.e.:Ll;;"t, 

~x.mu:i, S~ b.Qyc:li_i. y !L._ fil!IlJllU.; con !L.. dysenteri ae el daño a la 

pared intestinal es más severo, y los slntomas son mas serios. A 

su vez, ~- .(1.~tl causa sin tomas más severos que !;L._ bn.yJii.:L y 

q u e 5-.... ruinn.n.i . 

SJ:ti.g_e~llu. d.Y=.n.t~.J:..ill~ es el prototipo de las bacterias i.nvasivas; 

para realizar la invasión y colonización en el epitelio, ésta 

requiere la presencia de distintas propiedades microbianas, bajo 

control genético separado, incluyendo la capacidad de invadir 

células epiteliales, escapar de la vesicula fagocitica para 



desarrollarse intracelularmente e invadir células adyacentes( 

18,20). Este proceso conduce a la muerte de la célula epitelial 

intestinal y causa dlceras focales, inflamación de la mucosa y 

exudado mucoso sanguíneo en el lumen. La· infección es usualmente 

confinada a la capa 

las células por 

de 

un 

células epiteliales .Shigella entra 

proceso de endocitosis (16,41), 

a 

es 

internal izada dentro de una inclusión de la . membrana de la­

cé lula. La membrana cubriendo a la bacteria es lisada y el 

organismo es liberado dentro del citoplasma de la célula. El 

escape de la vacuola endocítica es mediado por un producto 

codificado por un plásmido, la heruolisina do contacto, la cual 

presumiblemente lisa la membrana del huésped. La liberación de la 

vacuola endocitica es un proceso esencial para la virulencia de 

ya que sin éste, la replicación intracelular no 

ocurre. Una vez libre en el citoplasma, SJligtlj.a inhibe la 

síntesis de proteínas del huésped por medio de la toxina de Shiga 

y se multiplica rápidamente (16,54). Aproximadamente 6 horas 

después de la infección, la bacteria lisa la célula 

infecta a otras células epiteliales. 

huésped e 

Los genes requeridos para la invasión, multiplicación 

intracelular y distribución de célula a célula están presentes 

tanto en cromosoma como en plásmidos. Un plásmido de 120 a 140 

MDal está presente en todas las SJ:i.i.a~'i virulentas ( y en las 

E.... CQJ.i. biológicamente similares) y codifica para proteínas de 

membrana externa. Han sido identificados varios locus, incluyendo 

.i..tta (antígeno plásmidico de invasión) el cual codifica para 

proteínas de membrana externa presumiblemente involucradas en 



reconocer a la célula epitelial; i1l'l. (invasión)- el cual parece 

regular la inserción de los productos del gen .iJlll dentro de la 

membrana exl:erna, Y.i.J:_J,l_ que regula los cambios de superficie y 

tiJ.:._G_ que participa en el escape de la bacteria de los fagosomas 

a el citoplasma y la diseminación de célula a célula (16,54). 

Otro factor en la patogénesis es la toxina Shiga, producida por 

S.. dys_~o..te.l.'..i.a_~ 1 ; ésta es una proteína de peso molecular de 74 

000 compuesta de dos subunidades distintas que no estan unidas 

covalentemente (11,41). La subunidad A es la más grande con un 

peso molecular de 32 000, es una enzima que separa la subunidad 

28S ribosomal de la subunidad 60S ribosomal de células 

cucarióticas en un sitio altamente especifico (hase adenina 4324) 

(14,10).Estii actividad resulta en inhibición irreversible de 

síntesis de proteinas y muerte celular. I.a suhunidad A esta 

unida a 5 monómeros de la subunidad 13 (peso molecular 7781) 

(11,41), la cual media la unión de la toxina a el receptor de la 

célula, el glicolipido globotrinosilceramida (5,25,40,45). Se ha 

visto que este receptor aparece 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 enterotóxicos de la toxina (32). Hás especificamentc, 

este glicolipido se encuentra en las vellosidades de yeyuno de 

conejo, pero no en las c&lulas de las criptas y por lo tanto la 

toxina solo puede unirse a las vellosidades. lll resultado es la 

inhibición de Ja absorción de sodio en las vellosidades por las 

vias neutra o facilitada por Mlucosa, sin afectar la 

secreción de cloro por las c6lulas de las criptas. La disminución 

en la absorción de sodio y agua, lleva a una acumulación neta de 



agua y electrólitos en el .lumen intestinal. 

A la toxina.de Shiga se le atribuyen tres actividades biológicas: 

neurotóxica, citotóxica y enterotóxica; la acción neurotóxica fue 

la primera en describirse cuando se inyectó en conejo por vía 

intravenosa causando parálisis , y colapso con muerte en 48 

hrs. Wiley y col. reportan recientemente, que la toxina de Shiga 

puede ser transportada axonalmente a las neuronas sensitivas del 

nervio va~o de rata matando a éstas. Vicari en 1960 demostró otra 

de las actividades, reportando que la toxina tiene propiedades 

citotóxicas para células de carcinoma epidermoide (KB), células 

de riñón de mono y células de higado humano en cultivo. lll 

mecanismo de entrada de la toxina a la célula es por un proceso 

endocitico mediado por receptor ( Keusch 1981) y su mecanismo de 

acción es por la inhibición de la sintesis de proteinas. Por 

iíltimo Keusch en 1972 (30,39) reporta que S.. d~ut.e.i::.i.fü:i. produce 

una toxina termoiábil que causa acumulación de liquido en eJ 

lumen de segmentos ligados de i leo de conejo. El liquido fue 

mayor en contenido de potasio, cloro y proteinas que el 

producido en respuesta a la toxina de cholera, pero sin dejar de 

ser isotónico. La toxina causa además anormalidades histológicas 

en mucosa intestinal (8,17,30). 

Aunque algunas cepas de S.. fJ . .eXlltl .• i y S.. s.rum.tl (31) producen 

niveles muy bajos de toxina Shigo y son neutra1izables con 

antitoxina de 9higa¡ la Loxjna no ha sido obtenida en forma pura 

en estas especies. Aun se desconoce si la toxina que producen 

algunas cepas de S_. fJ.P<XTlJ.LJ"~t , S.. S..OIUl!Ü. o S.- l"lln'.d.Ll._ es idén ti.ca 

a la que produce s_. ~f:i.!'.Jlt..fil'.J.Ii.Q.. Kensch y col (31) han reportado 



la producción in. Yi.t.r.Q. de citot;oxinas por cepas de S.-' .l'..l.muuu:.i. y 

de S.. :ill.nn.ei utilizando una subclase de células HeLa. 

Observaron además, que anticuerpos de pacientes· infectados· .con S.. 

flexneri y S..:w.u.ntl inhibian la actividad de la toxina d~ Shiga~ 
O"Drien y col. (43) r~portaron la producción de una 'toxina de S. 

flexne.ti 2a cuya actividad fue neutraliza.ble por antisuero. contra 

la toxina de Shiga. En este estudio hacen notar que las cepas de 

S. ilf'..irn..eI.i. 2a producen por lo menos 10
3 

veces menos actividad 

tóxica que li dY."1fil1J&J:.i.11._e_. llarLlelt y col. (4) miden la actividad 

ci totóxica de cepas de S. dY.'i.ellJcftJ:.Ül.e. tipo 1, 2 y 3, de cepas de S. 

de !i ~xruu:J. y de S. b~, encontrando que la 

citotóxicjdad de las cepas diferentes a S dY.:>.~n.t.tu:Jll.fl. tipo 1 f1w 

significativamente mús baja (1/1000). La neutralización de la 

citotóxicidad de estas cepa,; trnando anl.isuero contra toxina de 

Shiga, revela que en todas las cepas de S. dys_e.ntsu:.ii.U'. 1, la 

actividad citoLóxica fue atribuible a la toxina de Shiga, 

mientras que las otras cepas de S.big.cJ.la. produjerón actividad 

citotóxica no neutralizable ó actividad que fue parcialmente 

neutraliza.ble . Prado y col (51) analizaron la relación entre la 

producción de cito toxina i.n v:H.ro por cepas de S.hi!1r.J.l.iJ. y el 

cuadro clínico, ellos ostudiarón 25 cepas de S.. :wnn.!Z.L 8 cepas 

de s_. ilexne.1.:.L y una cepa de S.. b.Qy..d.li y S.. dn;~n.t.i:u:.lii~, e I fl6% do 

las cepas, produjeron citotoxina no neutralizable con anti-Shiga, 

el 11Z de las cepas fueron parcialmente neutralizablcs. Cuando 

so lamen te la cito toxina no neulralizabl e fue considerada, la 

presencia de leucocitos fecales, sangre oculta en heces y la 

fiebre correlacionaron con la cantidad de la toxina. 

Eiklid y otros investigadores (13) estudiaron la sensibilidad de 



diferentes lineas celulares de origen epite_liai, a la toxina de 

Shiga purificada, como son las células JleLa S3, células IIT:...29 y 

células VERO reportando muerte celular en estas lineas celulares, 

con concentraciones de toxina que van de picomolar a fentomolar; 

la toxina actuó inhibiendo la síntesis de proteínas. Otras 

lineas celulares fueron moderadamente sensibles como son las 

células HEp-2, mientras que las células CHO, las células WI38, 

las células 131lK, las células adrenal Y-1, las células L y otras 

fueron completamente refractarias a la toxina. 

Otro microorganismo invasivo es SJ.i,lmoneJla y en contraste- a las 

especies de filü1Z.f:_llu_, S_al¡¡tQU!".JJJl atraviesa la capa de células 

epiteliales intestinales hacia tejidos profundos y frecuentemente 

entra a células del sistema reticuloendotelial. La bacteria entra 

a las células epiteliales y reside dentro de vesículas de la 

membrana similares a aquella« vistas en la entrada de filli~lla; 

sin embargo permanece dentro de la inclusión 

membranal (16,62). Aunque cada organismo invasor entra dentro de 

una vacuola separada, estas coalecen y al final la mayoría de 

los microorganismos son encontrados dentro de una sola y gran 

vacuo la intracelular. Tanto fü¡,_J_lll_Qllttl.J.<I como filtigs-~llil-. requieren 

microf i lamen tos funciona Les del huésped para entrar (lo) y la 

bacteria invasora es rodeada por actinu polimcrizada durante la 

internalización ( lfl) _ S_¡i__l_¡filurnl.11.t prefiere las células del ileo 

terminal, donde presumiblemente entra, tanto a las células 

epiteliales como a las células especializadas M. 

Después de entrar a la célula Salluur1~.lla penetra hasta el lado 



opuesto de la capa epitelial (18;58), llegando a la lámina propia 

donde es liberada. Una vez aqui, la bacteria se multiplica e 

indnce una fuerte respuesta inflamatoria, cuyos mediadores 

aumentan el daño a la pared intestinai. y algunos de ellos como 

las prostaglandinas pueden provocar hipersecreción, contribuyendo 

a la pérdida de liquidas. Algunas cepas producen una enterotoxina 

similar a la colérica, que puede ser responsable de los cuadros 

de diarrea acuosa sin sangre. Esta toxina se ha purificado 

parcialmente, su peso molecular es de aproximadamente 110 000 ( 

53) es termolábil perdiendo toda su actividad cuando se calienta 

a 65ºC e por 30 minutos; no es afectada por lisozima pero es 

sensible- a:O'pi:'oteilsas y a pH de 4 y 10 y disminuye ligeramente 

s11 actividad a pH de 5 y 9 (3,53,57). Existen reportes 

contradictorios acerca de la similitud que tiene con la toxina de 

calera y la toxina termolábil de E_. _c_o.li. Sandcfur & Pet.erson 

(53) encuentran que cepas de S... :t.l'Il.hi.1ru1.rium. elaboran una toxina 

que cansa elongación de células CIJO y es positiva a la prueba 

de permeabilidad en piel de conejo: tales efectos fueron 

neutralixados con antitoxina de cólera y con el gangliósido GM1. 

Mientras Daloda y col (3) encuentran efecto en célula::; Cl!O, en 

piel de conejo y asa ligada de conejo, pero no tiene reacción 

cruzada con la toxina de col era ni termo lábil de R. c_Qli aún a 

tiLnlos altos y su actividad no es inhibida por GMl. También 

existen trabajo;; tHl los cuales se reportan que ciertas cepas de 

liaJJJl!lllJ¿il;;i., producen una cit.otoxina parecida a la que produce S.. 

dysenter:iaQ. 1, que produce lisis de célulR.s VEHO por inhibición 

de lfl sintesis de proteínas¡ lambien se encontró inhibición de 



slntesis de pro.teinas en células epiteliales de_ íleo· de conejo,· 

tan to .in. Yi.Y...u. como .in. Y.in.o. ( 2, 35, 36) y sus efectos - fueron 

neutralizados por anti-toxina de Shiga. 

s_; ~ y S.- ¡w,ral:Yphi. son mucho mas invasivas que "lás otras 

salmonelas; penetran a la mucosa del ileon, proliferan en las 

placas de Peyer y viajan al torrente sanguíneo, cansando la 

fiebre tifoidea. El microorganismo se multiplica en el sistema 

reticuloendotelial, permanece en el tracto biliar y reinfecta las 

placas de Peyer donde los folicnlos linfoides se agrandan, se 

necrosan y pueden sangrar o aun perforarse. 

El couLrol genél.icn de la invasión por S.alID.011e.lii;1. 110 está tan 

bien definido como lo esta en ~..la- Muchas especies de 

.fu.U.lfill.ncllii. altamente patogénicas con la excepción not.able de S.~ 

.t.Y.i:>.hi contienen un pl.ásmido qne es necesario para la virulencia ( 

16); este elemento extracromosomal no es necesario para que 

S.tiJ.mQD_e.ll.a entre a la célula epitelial pero se ha visto que se 

requiere para prolongar la sobrevida de la bacteria dentro del 

huésped_ 



Pl,AN'l'llAM IHN'l'O · DEI •. PROBLEMA 

Aproximadamente el 1.0% de los casos de diarr.ea aguda s·e presentan 

con sangre' donde es importante identificar ar agente causal. 

para decidir el tratamiento. La producción de diarrea asociada a 

SaJ..nmue.li!l y SJJi.g~LLil. se acompaña generalmente de sangre y moco 

en las heces. Sin embargo ocurren cuadros clinicos donde la8 

evacuaciones son liquidas y no presentan estos signos clinicos, y 

se piensa que la producción de toxina (s) estan jugando un papel 

importante en la patogenia de la enfermedad. 

Se desconoce los mecanismos patofisiológicos por los que estas 

bacterias causan perdida de líquidos, pero se sugiere la 

participación de toxinas. No se ha descartado la posibilidad de 

que alt1unas toxinas (cito toxinas) Lambien participen en el daño a 

la pared intestinal. 

La elucidación de la posible participación de toxinas en los 

mecanismos de patogenicidad permitirá diseñar medidas preventi.vas 

y de tratamiento, especificamente dirigidas contra éstos. 



OBJll'.rIVOS --

- - -
'" .•.e= -, ·": 

l.- Conoc::er la frecuencia re_lativa de los enteropatógenos que 

más se asocian a diarrea aguda con .. sangre y >a _disenteria; _ en 

pacientes que acuden a unidades de atención primaria. 

2.- Determinar la capacidad de producción de citotoxinas por 

las cepas aisladas de E.. r&J..i., ~ filligtl.J.a, así con10 

determinar la capacidad de producción de enterotoxinas por las 

cepas aisladas de S.a~ y S.hlge_Lla. 

3.- Determjnar la posible asociación entre la citotoxicidad 

sobre células en cultivo y la enterotoxicidad en intestino 

delgado de rata de las cepas de filll!illilla y 5.a.lJuQ.J.IBJ.l.a. 



llIPOTESIS 

1.- Los casos de diarrea aguda con sangre o disenteria mi 

pacientes que acuden a unidades de atención priruaria, estarán más 

asociados a Sbigella, seguidas de Salmonella, (dwpylobacter y E.. 

~li citotóxica. 

2.- De las cepas aisladas de pacientes con diarrea con sangre, 

las de Sbie.ell.a. produciran citotoxinas con más frecuencia que las 

de Salmonel la y las de E .. Q.QJ..i_. f,a producción de enterotoxinas 

por cepas de llii.i:te.l.la y de Salroonella será significativamente 

menos frecuente que la de citotoxinas. 

3.- La capacidad de provocar elongación en células CHO estará 

significativamente asociada a la capacidad de inducir acumulación 

de fluido en asa intestinal de rata. No existirá esta asociación 

entre actividad en células VERO y H'l'-29 y actividad en intestino. 



HA'l'füUAL Y HH'l'ODOS 

POBLACION ESTUDIADA. Se estudiaran las muestras de heces de 119 

pacientes con diarrea aguda con sangre, que acudierón a consulta 

a centros de atención primaria de salud (IMSS ó SS) de la 

delegación Coyoacan, México, D.F. Se incluyerón a pacientes que 

tuvierón diarrea aguda con sangre, indistintamente de la edad y 

el sexo, con menos de 7 dias de evolución y que no hubieran 

recibido tratamiento antimicrobiano cuando menos dos semanas 

previas al ingreso del estudio. 

A los pacientes se Jes tomo una muestra de heces, que fue 

inoculada en medios de transporte y que posteriormente fueron 

procesadas en el laboratorio de bacteriología de la Unidad cto 

Investigación Clínica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias 

(CHN Siglo xxr). 

El aislamiento e identificación de los enteropatógenos se hizo 

como se describe en la figura. 1, de acuerdo a esqnemas ya 

establecidos en el " Manual para Laboratorio en Investigaciones 

en Infecciones Entéricas Agudas " ( 6'1). Las cepas de F. .. !lSl.l.i_ ( 5 

colonias por paciente) ~illi.@J..li.t y füUJU.QILQ.lls'l. aisladas dB los 

casos de diarrea aguda con sangre se guardarán en viales con 

eelosa c::;pccial (19) y :,;e almacenaron a temperatura ambiente para 

estudios posteriores. 

HANTENIMlEN'l'O Y PROPJ\GAClON DE GUI/l'IVOS CEI.ULAHES. Las células se 

crecierón a confluencia, en botellas para cultivo de 25 nru2 , las 



células. de Ovario de llamster Chino (CHO), se crecierón en ·medio 

F12 (In Vitro, Méx.), las células de Hiñón .·. de Mario Verde 

Africano (VHRO) y las Células de Carcinoma cle.co1Óií. llum1úío 
>- ·-· . , ....... -··.-

( ll'f-

29) en Medio Mínimo Esencial (MEH, In. Vitréi, j1é1c:~); :runbos' me'dios 

fuerón suplementedos con glutamimi.; al·. ioil1M e . ien¿j_lina-

estreptomicina (In Vitro, Méx.) a una concentración ·fin.al de 1000 

U 6 ug/ml y 10% de suero :fetal bovino (Gibco, EU). Una vez 

confluentes, las células se desprendierón con tripsina-ED'I'A (In 

Vitro, Méx.) y se resuspendierón en 1 ml del medio 

correspondiente. Una tercera parte de la suspension se diluyó en 

20 ml de medio y se distribuyó en microplacas de 96 pozos (Nunc, 

Dinamarca), agregandose 200 ul por pozo. En el caso de las 

células CIIO, la microplaca fue incubada en una atmósfera de COz 

al 5% a 37"C por una hora, y el medio de cultivo se cambio 

sustituyendo la concentración del suero fetal bovino del 10 al 

1%, ,justo antes de ser inoculadas con las muestras . r,as placas 

con células VERO y llT-29 se .incul>arón 48 hrs cambiando también el 

medio con suero al 1% antes de ser inoculadas. 

Los sobrenadantes de las cepas de !\.. C.Q.J.i fuerón inoculados en 

microplacas con células CHO y con VEHO. Los sobrenadantes de las 

cepas de S.lülleJ.ht y füu.m.curnJJ.11. fuerón inoculados en microplacas 

con células CHO, con VEHO Y con Il'I'-29. Las microplacas se 

incubarán en una atmósfera de COz al 5% a 37"C por 40 hrs. El 

efecto citotóxico se observó a las 24 y 48 hrs, buscando 

encontrar alteración morfologica como: arredondamiento,elonoación 

o lisis, se considero como efecto citotóxico positivo cuando se 

observó alteración morfológica en més del 50% de la población 

celular. 



PHODUCCION DE Cl'l'D'fOXINAS POH CEPAS DE lL c.ºli..., fü}j_g_eJ.l_¡l Y 

Sal.Jn.!2Il.ella. Las cepas mantenidas en gelosa especial se sembraron 

en 3 ml.·'-de caldo soya tripticaselna ( Difco, EU) incubandose en 

agitación' a 37º C por 4 hrs; de éste cultivo se tomo 0.1 ml para 

inocular un segundo tubo con 3 ml del mismo caldo, dejandose 

incubar ;én agitación a 37 ºC por 18 hrs. Después de éste tiempo 

se -obtllvo el sobrenadan te libre de células centrifugando a 10, 000 

RPH a 4ºC durante 30 min (Sorvall HC-5B, rotor SM-21 Dupont 

Instruments, EU), filtr.andose despues a traves de una membrana de 

0.45 um de diámetro (ruillipore, EU). Del sobrenadante obtenido se 

inocularon 20 ul por pozo en microplacas con células en cultivo. 

Se emplearán como control negatl.vo la cepa de E.. llilJ..i K12 

otorgada por el cepario de UICEIP,IMSS., y como controles 

pos:i L:ivos las cepas K- c--º-11. 933J (productoras de toxina Shiga-

1 ike 1), E.. cJlLi_ 9~!3W (productora de toxina Shiga-1 ike 2) 

otoriiadas por el cepario de la ENCB, IPN. y la cepa de I\_. c_Q_li 

0157: 117 (productor.a de toxinas Shi11a-like 1 y 2) donada por el 

cepario de la Universidad de Gotemburgo, Suecia. AderuAs se usó 

toxina de Y.ihJ:.i_Q_ cllQ_Le_r~ (List, USA) como control de clongnc.ión 

en células CHO y toxina 13 de GJ.!.lS.t.ti..ci.Lu.m dif_~e_ (purificada 

por J. 'l'orres y (}. Gouzález en el laho.t·a t.orio) como control de 

arrcdondaroiento en células CllO, ll'r-?.9 y VEllO. 

ENSAYO DE NEU'l'HALIZACION. Para det:eruünar si existia relación 

antigénica entre las actividades cit.otóxicas de Slüe.e.l.la y 

Sll.llruillftJ.la con toxinas de cólera y B de CJ..Qs.tr:i.d..i.u.vi. Q.jj;_r~ se 



hicierón erlsayos de neutraliza¿ióri,- 'u ~ili¿and'o contra 

toxinas (anti-'rB) 

producidas en el labo'ratoriO (64). 

Se m-ezclaron - 10 .ul de anti-CT ó anti:-TB (suero de conejo sin 

diluir) con·so ul de cada uno de -los sobrenadant.es de las cepas y 

las mezclas se incubaron a temperatura ambiente por 45 min 

Posteriormente se inocularón 20 ul de cada mezcla por pozo, en 

niicroplacas con células CHO, VERO y H'l'-29 preparadas como se 

describio antes, las microplacas se incubarón en atmósfera de C02 

a 37ºC y se leyó actividad citotóxica a las 24 y 48 brs. 

PHODUCCION DE EN'l'ERO'l'OXINAS POH CEPAS DI\ Sa.J.in~lla.. y SJU.g_eJ..l.a_ 

Para determinar la producción de ent.erotoxinas, se utilizarón los 

mismos sob~enadantes del cultivo de las cepas que se probarón en 

células. Coroo control positivo de actividad enterotóxica, se 

utilizo la toxina de cólera, a una concentración de 3 ug /ml en 

solución reguladora con NaCl al 0.lM, Kll2l!P04 al 0.001M y 

Na2HP04. 121lz0 al o. OOBM. a pll de 7 .4 (PBS). 

Ensayo en ARa Lieada de Rata.- Se ulilizarón ratas de la cepa 

Sprague-Dawley de 2 a 3 meses de edad, mantenidas en ayuno por 24 

hrs (37). Las ratas se anestesiarón con éter, se les práctico una 

incisión en la linea media del abdomen de runnera que e] intestino 

quedara expuesto. En seguida se localizó el yeyuno en su porción 

terminaJ., ligandose 2 asas de prueba de aproximadamente 10 cm 

cuda una, coa u11a asa i11t.ermedia con10 testigo por 1·at.a. A cada 

asa se le inoculó l ml del sob1'.e11adante ohl:enido de los cultivos 



de ~ y filügel la; cada sobrenadan te~ s.e ensayó en dos 

ratas. Posteribrmente se acomodarón los intestinos dentro de la 

cavidad y se suturó la pared abdominal. Transcurr.idas 7 hrs se 

sacrificarón las ratas, se extrajerón las asas inoculadas para 

medirse y pesarse y la acumulación de liquido se estimó a partir 

de la razón peso/longitud (mg/cm) en las asas de prueba después 

de restar la razón obLenida en las asas testigo inyectadas 

unicamente con PBS. El resultado para cada sobrenadan te se 

expresó como el promedio del resultado obtenido en los dos 

animales inoculados por ru1estra. Se considerarón como 

enterotóxicos aquellos sobrenadantes que indujerón acumulación de 

liquido con una razón mg/cm mayor o igual a 50 rug/cm (37). Se 

observó ademés la apariencia macroscópica de la pared intestinal, 

para lesiones hemorrágicas y el contenido del asa para viscosidad 

y sangre. 

ANAJ.ISIS DE DATOS. Se analizó la posible diferencia en la 

frecuencia de producción de toxinas por diferentes cepas de 

fi.hi!te.11.a y Sli.1.l!lllllfLLJ..a utilizando la prueba estadística de Chi 

cuadrada. Se buscó una posible asociación en la actividad 

citotóxica que las cepas de filüetll.E. y fü¡J_¡n_Qlli:l..Ll.11. P.jP.rcfan sohre 

diferentes liueas celulares haGiendo un análisis de datos 

empleando la prueba de CHI cuadrada. Para estudiar si hubo 

asociación entre la actividad citotóxica en cada una de las 

lineas celulares y la activ]dad enterotóxica en intestino delgado 

se utilizó la prueba estadística de McNemar. 



hicierón ensayos de eutral:ización, utilizaudo unticuerpos contra 

toxinas pur~s ,de p<H~ra .(aríti~C'f) y B de e_. dilf.il:tLle. (ant-.i~'I'B) 

producidás en ell~bof~tÓ'r¿ (64); 

Se mezclaron 10 ul de anti-CT ó anti-TB (suero de conejo sin 

diluir) con 90 ul de cada uno de los sobrenadantes de las cepas y 

las mezclas se incubaron a temperatura ambiente por 45 min 

Posteriormente se inocularón 20 ul de cada mezcla por pozo, en 

microplacas con células CIIO, VEHO y H'f-29 preparadas como se 

describió antes, las microplacas se incubarón en atmósfera de C02 

a 37"C Y se leyó actividad citotóxica a las 24 y 48 hrs. 

PRODUCCION DE EN'I'EROTOXINAS POR CEPAS DH ~ y Shigel la 

Para determinar la producción de enterotoxinas, se utiJizarón los 

mismos sobrenadantes del cultivo de las cepas que se probarón en 

células. Como control positivo de actividad enterotóx1ca, se 

utilizo la toxina de cólera, u una concentración de 3 ug /ml en 

solución reguladora con NaCl al O.lM, Kll¿HP04 al 0.00lM y 

Ha2IIP04. 12H20 al O. 008M, a pll de '/ .4 (PBS). 

Ensayo en Asa Ligada de Rala.- Se utilizarón ratas de la cepa 

Sprasue-Dawley de 2 a 3 meses de edad, mantenidas en ayuno po,. 2'1 

hrs ( 37). !.as ratas se auestesiarón con éter, se les práclico una 

incisión en la J1.11ea media del abdomen de manera que e.l intestino 

quedara expuesto. En seguida se localizó el yeyuno en sn porción 

terminal, liitandose 2 asas de prueba de aproximadamente 10 cm 

cada una, con una asa intermedia como testigo por raLa. A cada 

asa se le inoculó J ml del sourenadante obtenido de :los cultivos 



RESUI.'l'ADOS 

Se estudiaron: .119 pa'cient~s con diarrea aguda con sangre y de 
,' : .; . -~ - .. - ·- . 

éstos,. 83 ·fueron· men~res de S años ( 70%), 16 estuvierón en t1·e 5 a 

15 años (13%) y 20 fuerón 'mayores de 15 años (17%) (Tabla 1). 

La frecuencia de aislamiento de los diferentes enteropatógenos se 

describe en la figura 1, &higella spp. se aisló en 28 de los 

119 pacientes (22%) la frecuencia fue mayor en el grupo de 1 a 5 

años (33%), seguido por el grupo de mayores de 5 años y por el de 

menores de 1 año con el 22 y 14% respectivamente. C.1iJ!UU1:..~eJ:. 

spp. se aisló en 17 de los pacientes (14%) predominando en 

menores de 1 año (26%), seguido por el grnpo de J. a 5 años (9%) y 

encontrandose solo un aislamiento en mayores de 5 años (3%). 

fuUJn.Q!W_J,J.J.l spp. se aisló en 25 pacientes (21%) predominando en 

niños mayores de 5 años (31%), seguido por el grupo de menores de 

1 año (24%) y por el de 1 a 5 años (0%). 

citotóxic:a (V'l'EC) se aisló en 13 pacientes ( 11%), predominando. en 

el grqpo de 1 a 5 años (15%) seguido por el grupo de mayores de 

5 años (1'1%) y por el de menores de 1 año (6%). Rn .. t.1uu.llitl.>.a. 

hi.s .. t.o..lY.ti.n¡¡_ se encontró :wlo t:u 3 pat:ientes entre e] [rrupo de 

mayores de 5 años ( 19%). En 7 casos hubo infecciones mixtas 

(6%), donde hubo la asociación de V1'EC con otro ent.eropat.ógeno. 

La frecuencia de aislamiento de las diferentes especies se 

describe en la tabla 2. S.hle.cJ .. la. f.J.~lUHu:l_ fue la especie que más 

frecuentemente se aü;ló (13%), predominando ent.re e] grupo de 1 a 

5 affos (18%) seguido por el de menores de 1 años (12%) y por 

último el de mayores de 5 affos ( 8%) . S.hl.il~cLlJl fül.llllfá y 

Sh.i.ilill.:lll. QQ.'l{U...i se ai:daron en un 4 y !j %, predominando ambas 



en el grupo de edad de l a 5 años. C.W!illY.l.Db.a.RJ,fil:. i.ft.iu¡U. fue la 

especie más frecuen teruente aislada ( 10%) predominando entre el 

grupo de edad de menores de 1 año (22 %), hubo 5 aislamientos de 

CIDnilll.lQha!U&J:. ~- (29%) con predominio en menores de 5 años. 

S.1.lJ • .l!l!lllil..Lla imteri tjdi..'>. fue la especie más frecuentemente aislada 

(15%) predomi.nando en niños mayores de 5 años (22%); Salmonella 

cJ.mJ.QI.ll.P..:;rn.in. se aisló en 5 % predominando en el grupo de menores 

de 1 año ( 8%) y fut.J.l!l.9.ill",.l..la ~ solo se aisló en un caso ( 4%) 

en el grupo de mayores de 5 años. 

Las ?.5 cepas de ~ih.i&J.1.a y las 24 de .S.almruutll.a. aisladas de estos 

pacientes, se estudiarón para producción de toxinas en medio TSB: 

En Shipella, 14 cepas fuerón citotóxicas para células CHO (56%), 

11 para células ll'I'-29 (44%) y 13 para células VERO (52%). De los 

sobrenudantes de las 2'1 cepas de SnJ.JIJ.=li.U probadas, 15 

causarón efecto citotóxico en oélulas CHO (63%), 5 

HT-29 (21%) y 18 en VERO (75%). 

en célulm~ 

En la tabla 3 se describe la capacidad de las 25 cepas de 

Shi1•elJu. para causar arrcdondamiento en las diferentes lineas 

celulares, donde observamos que en las células CHO, indujerón 

este éfecto; 5 fill.il1!Ll.la ~ (38%), 1 S.. fülJ1Il!Ü. (17%) y l S.. 

hmfilii (17%). En las célulaR ll'l'-29, 7 S. .. E.1Qx1H.u:.i. (;>4%), 3 S .. 

filll.Hl.!ll. (50%) y 1 S.. lmYct.ii. (17%). En células vrmo, 4 S.. flmm.Q.tl 

(31%), 3 s.. füllllrn.i. <so%) y 3 s_. tto.Y . .UJ.. (50%). 

En la tabla 4 se describe la capacidad de las cepas de ~ 

de causar elongación o lisis sobr<' las células Cl!O y las células 

VEHO. Se encontró que en células CHO, causa1·ón elongación 2 



cepa~~ de s_. t'lexned (15%)' 4 de li_. bruLd.i..i (67%)~ y nfoguria cepa 

de S... JoiJWJU'.1-i; solo se observo lisis por una cepa de S:.· .ll~J. 

(8%). En células VERO causó elongación sol~ ul1a i~pkd~ S., 5-QllJl.tl 

(17%) 

(17%). 

y lisis una cepa de S.. ,Uexn.e.ti. (8%) ; u~} d~ "$... ~ 

En la tabla 5 se describe la capacidad de 24 ... cepas de 

Salmonella de causar arredondamiento en las diferentes _lineas· 

celular.es. Observamos que en células CHO producen este efecto, 2 

cepas s.. eoterjtidis (11%), pero ninguna cepa de 

c.htle.:i:.ru:.sui.s.; en células l!T-29 t;res cepas de ~- ~-fij&r..ilidll (17%) 

y 2 de a.. ~11.Ql=.a.illi.U.i~ ( 33%) y en células VEHO 12 cepas de S.. 

!tn.l&.I.:i..tid.ia ( 6'7%) y 3 de s_. Q.ll!Ll.e.rJ!füilÜ.s. ( 50%). 

En la tabla G se describe la capacidad de las 24 cepas de 

SJ.ü.m.Qu.f>..1.1.a de c:uusar eJongación solJre células CHO y ljsis sobre 

células VImo. Se observó que 10 cepas de f¿ . .en.l.ittlU.di.J:i ( 5G%) y 3 

de S.. rJJ.o~;¡_tLi.::;. (50%) produjeron elongación en CHO y ?. cepas 

de s_. fill.l&tlti.di.:>. ( 11 % ) y un a (17%) 

pr.oclu;jeron lisis en VERO. 

En ol figura 2 se muestra algunos efectos de cepas solJre células 

ll'l'-29; en (a) se puede apreci"lr la morfología normal de la 

monocapa de ÜlS células ll'l'-28; en (b) se observa el efecto de una 

cepa de s... n .. e.lill$:.l"J" que causó arr.edondnmiento de las células y 

lisis de la mayor.ia de ellas; en (e) se observa el efe e to de una 

cepas de s.. :LLm1mu:.i que provoca perdida de la co11fluencja de la 

monocapa con agrupación y arredondamiento de las c?.luJ.us; y en 

(d) se muestra el efecto de una cepa de 5_. filU;J"J:..i .. t.idl..5. observando 

ruptura de la monocapa, con agrupación y Hrredondamionto de las 

células, pero en menor grado que lo observado para SJ1iLl.e~Llu. 



lln la -f'igura 3- se muestran algunos efec-tos de - cepas sobre células 

CHO; en (a) sebbsérva la morfologia n6~mal de la monocapa de 

células CHO; en (b) se muestraelefecto_de una cepa de s..-
f] e::meri que causó lisis en est:a línea celular; erí u (c) se aprecia 

.· .-· 

el efecto de un~ cepa de S. . .1'..lil:xne.tl que causó p~raid_a de la 

confluencia de la·monocapa celular con arredonda,miento_ de las 

células; en _(d) se observa el_ efecto de una cepa de S.. 

enteritidis que •-causó perdida de la monocapa celUlar con 

arredondamiento .de las _.células; -en (e) sé aprecia el efecto de 

una cepa de ~.L --IDiniliil.- gúe •causó elongaéión én estas células; y- en 

(f) se observa 'ei efecto de una 'cépii. de .s.. eatéritidis que u callso 

elongación. 

llff la figura 4 se muestra algunos efectos de cepas sobre células 

VERO; en (a) se observa la morfologia normal de la monocapa de 

células VERO; en ( b) vemos el efecto de una cepa de S.. f]exneri 

que causó lisis; on (c) se aprecia el efecto de u11a ceµa de S.. 

ilfu'Ule.ti. gue causó arredondamien to; y en ( d) se ve el efecto de 

una cepas de S.. ~ que causa arredondamien to de estas 

células. 

En la figura 5 se compnra le uiLotoxicidad de las cepas de 

y S.a.lmrultlla sobre las diferentes líneas cf:lulares. 

En las cé tu las H'J'-7.9 tan to filüetlla como fuilml1llitll.a causaron 

arredondamienl.o, p<:ro c>IWO!l l..ra11do que la f I.'t,.~lleIIGia de cepas 

citotóx:icas de SJLürn.:U._a ftrn significat.ivamente mayor que las de 

(CHi cuadrada P<0.05). Ninguno de los dos ~~éneros 

causaron elongación ui lüds en esta línea celular. En células 

CIJO a 1Hu11as cepas de filli.rreJJ.a causarán arredondamíento, otras 



elongación y otras lisis, a diferenCia de las cepus de liaJ.l!lQI.lliJ..l.n.. 

que solo c,ausaron, arredond,amiento o elongaCión pero no lisis 

sobre _ estas céltÚas; El mfmero de cepas de fu!J.l!lilll!LJJ..a que 
.•;' '. ·. -

··-: -_- .. __ . . 

causaron elongación en CHO fue, significativamente mayor que el de 

ShigelJ a Fisher, P<0.005) . Por último, en células VERO 

algunas cepas de filli~ causaron arredondamien to, otras 

elongación y otras lisis, mientras que cepas de fu!J.Jru.i1.1.~:U.a . 
causaron arredondamicnto ó lisis pero no elongación . El número 

de cepas de Salmonella que causaron arredondamien to fue 

significativamente mayor que en ~- ( Fisher, P<0._05). 

Se analizó la posible asociación entre la actividad citotóxica 

de las cepas de Shigella y Salmonella en la~ diferen~es lineas 

celulares (tabla 7), y se encontro que de las 29 cepas tanto 

de ~ como de füúgtll.a. positivas sobre la linea celular 

CHO; O fueron citot6xic1w t.ambien pai·a células H'f-2B (28%) y 17 

pat-.1 célula:.; VERO (59%). De las 16 cepas positivas sobre células 

ll'l'-29; U de estas mismas fuerón positivas para célulirn CHO (fi0%) 

y 7 pura células VERO (44%). De las 31 cepas con efecto 

citoLóxico en céJulas VERO; 17 de estos sobrenadant.es ruerón 

cito tóxicos en eélulac. G!IO (55%) y 7 en células ll'l'-29 (23%). Al 

hacer el análisis e!>l.adísLico de los datos, f:mp]eando Clii 

cuadrada, <>e encontró que no hay diferencia si.gnil'ic:aLiva P.rttre 

las líneas celulares CHO y VERO para detectar efecto citoLóxico 

por las cepas de S.b,i.@.l.ls"J.. y S,._H.lJruill.!U .. lll, pero s :i se en cu entró esta 

diferencia (P<0.005) entre las célu Las II'l'-29 y a las otras líneas 

celulares. De J as 8 cepa:.; e i to tóxica!; para células Cl!O y ll'l'-29, 



tres fuerón S. . .t'J .. ium.uL una .s_. bn.Y..cli .. L tres S_,_ tul.1.!"...d..ti.di¡;_, y 

una S.. ~.h.U.lfil:.a.ltfill.i..s.. De las 17 cepas cito tóxicas para células CHO 

y vmm, tres fueron u_. !.lilxn.eti, tres S.. lw.Yd.i.L nueve de S. . 

. fült.ru::i.U.d..Ui. y dos S .. !~!<'u'illi...~- De las 7 cepas citot.óxicas 

para células II'l'-29 y VERO, una fue de S.. J:J..rurn.fl.ri, dos de S.. 

S.OJlil.~.i. dos de S.- .e.111&.:r.ilidis. y dos de S.- lili.~"UÚ.5.-

Dos cepas de s.. fillJ&.l:it.iliis. fuerón cito tóxicas para las tres 

líneas celulares, produciendo elongación en CHO y arredondamiento 

en ll'f-29 y VERO. 

Se estudio la capacidad de neutralización de anticuerpos contra 

toxinas colérica y B de Clostddium. difficile, contra_ las 

diferentes cil:otoxjnas de Shli;rsül..&. y S.almrul..e.Llu. (tabla 8). Se 

anal izarém 15 cepas que provocaron arredondamient.o en las células 

ll'I'-29; cuatro de ellas fueron neutralizadas por anti-CT (<los 

Sh~¡t y dos ~hLLmfill_QlJ.a:;.) y sird;e fueron inhibidas por auti-TB 

( cuatro füLiiliLL.LlJ. ':! tres fuJJ.mslllfLLl.a.). Se estudiarón 15 cepas que 

tuvicrón efecto Gi Lol.óxiGo sobre Gélulas VERO ; nu(;ve de el.las 

fueron ueu tral izadas con an ti-CT seis S.hi1re J la y tres 

.SJL.l.ro.mie.J..ll.!.) y ninguna J'ue neutralizada por anti-'fB. Se anaU.zarón 

ocho cepas que cansarón efecto sobre cé)n]as CHO; seis de ellas 

f'uerón neutralizadas con anti-GT tres 

ili!J.monella) y ninguna fue neutralizada con anti-TIL 

Las 25 cepas r:le Slüg_~lla y las 24 de fü1lmonel Ja se estudiaron 

también para determinar su capacidad de inducir acumulación de 

fluido en asa ycyuual ligada de rata. Se encontró que 19 cepas de 

filli11~ .. :U1i (76%) ':f l'/ cepas de ~ (68%) produjerón 

acumulaeió11 de Jiqu.ido, (tabla .9). El 50% de ·1as eepas de 



Shi¡:¡ella indujerón una aculliuÍacióu de líquido menor a 100 mg/cm. 

De cuatro cepas de s:. :iQllil.tl que causarón acumulación de 

liquido, tres de "eúas (75%) fueróff altas inductoras de 

acu~ulación de liquido (más de 100 mg/cm). Cepas de cada una de 

las tres especies de Shigella y de las dos especies de 

fu.ünlfill.eJ.la 

entero tóxica. 

estudiadas, fuerón productoras de actividad 

Se comparó la magnitud de la respuesta causada por cepas de 

S.lU.füü . .la ~· de Salmonella. (figura 6) y se encontró que 110 lmy 

diferencia en la respuesta inducida por Shigtl.la_ o S.a.l.!rullitlla 

en asa intestinal de rata. Shigella tuvo una media ele 102 mE/cm 

con limites entre 51 y 185 y SJlllfl.Qll.e..lLo'"l tuvo una media de 87 

mg/cm con limites entre 52 y 179. 

No se aprecian diferencias en el aspecto macroscópico del liquido 

acumulado en asa intestinal de rata (Tabla 10), inoculada con 

cepas de !ib.i~a y fuUJnQ.n.~_:U.u, vemos que la mayoría de las cepas 

de ambos géneros causaron acumulación de liquido de aspecto 

viscoso y un mímero n1ínimo de "epas de SLl~J-1.a y de S.aJ..m.Q.llfil..lll 

cauoaron acumulo de liquido de aspecto ecuoso. 

Se anali~ó li pos¡L]e relecifu1 entre la activided enterotóxica y 

la actividad citotóxica de las cepas, para lo gue se hizo un 

análisif-l de asociación usaIJdo la prueba ele McNeruar. De las 19 

cepas de S..hiili'1.lla que fuerón positivas para inducir la 

acumulación de liquido en asa intestinal ele rata; 10 de éstas 

fuerón cit.otóxicas para células CHO (53%), 6 en células llT-29 

(32%) y 11 en células VERO (58%). De las 17 cepas de S..tllllQ11.e.Lla 

que fuer611 positivas para indu<:ir acu!Ilulación dü liquido; 11 



fuerón ci tot.óxicas sobre células CHO ( 6!i%), 3 sobre células H'l'-29 

(29%) y 12 sobre VERO (71%) (tabla 10). El análisis estadlsti.co 

de los datos nos indica que no existe diferencia, entre la 

actividad citotóxica sobre células CUO y VI\RO y la actividad 

enterotóxica observada en asa ligada de rata, para detectar 

aldún ét'ecto tóxico presente en los sobrenadantes de las cepas de 

fill.irutl.ln.. y ful.~ ; pero si hay diferencia (P<0.05) entre la 

act.ividad citotóxica detectada sobre células UT-29 y la actividad 

enterotóxica en intestino delgado de rata producida, por la misma 

cepa. 



TABLA 1. 

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

Edad, años 

Menores de 5 

Entre 5 a 15 

Mayores de 15 

No. estudiado 

83 

16 

20 

(3) 

70 

13 

17 



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 AISLADOS 

DE HECES DE PACIENTES CON DIARREA CON SANGRE. 

No. + ~~) 1 aislados en: 

<1 año 1 - 5 años 

Eseeci e n + 50 n 33 

Shi9ella flexneri 6 (12) 6 ( 18) 

Shi9el la sonnei 1 ( 2) 2 ( 6) 

Shi9ella boydii o 3 ( 9) 

Salmonella enleriridis 8 (16) ·2 ( 6) 

Salmonella choleraesuis 4 ( 8) o 
Salmonel la '~ o o 

Ca!!Ellobacler jejuni 11 (22) 1 ( 3) 

Carrpylobacter coli 2 ( 4) 2 ( 6) 

>5 años 

n = 36 

8) 

6 

8 

3), 

.1 ( 3) 



TABLA 3. 

CAPACIDAD DE 25 CEPAS DE Shigella AISLADAS DE PACIENTES 

CON DIARREA CON SANGRE, DE CAUSAR ARREDONDAMIENTO EN DIFERENTES LINEAS CELULARES 

No. de cepas No. de cepas ci101óxicas (%)sobre: 

Especie probadas CHO HT-29 VERO 

Shigella flexneri 13 5 (38) 7 (54) 4 (31) 

Shigella ~ 6 3 (50) 3 ( 50) 

Shigel la boydi i 6 1 ( 17) 3 (50) 

Shigel la~ 2S. 11 (44) 10 (40) 



TABLA 4. 

CAPACIDAD DE 25 CEPAS DE Shigella AISLADAS DE PACIENTES CON 

DIARREA CON SANGRE DE CAUSAR ELONGACION O LISIS SOBRE CELULAS CHO Y VERO. 

No. de cepas 

Especie_ • probadas 

S. flexneri 13 

S. sonnei 6 

S. boydi i 6 

Shigefla spp 25 

No. de cepas citotóxicas (3) sobre: 

Células CHO Células VERO 

elongacié:n lisis elongación 

2 ( 15) 

4 (67) 

6 (24) 

1 ( 8} 

1 ( 17) 

1 ( 

1 isis 

1 ( 8} 

8) 



TABLA S. 

CAPACIDAD DE 24 CEPAS DE Salmonella AISLADAS DE PACIENTES CON DIARREA CON SANGRE 

DE CAUSAR ARREDONDAMIENTO EN DIFERENTES LINEAS CELULARES. 

No. de cepas No. de cepas citotóxica (3) sobre: 

Especie__ probadas CHO HT-29 VERO 

S. ent eri t idi s 18 2 ( 11) 3 ( 17) 12 (67) 

S. choleraesuis 6 2 ( 33) 3 (50) 

Salmonella spp 24 2 ( 8) 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 ele! 
lulas inoculadas con sobrenadantes de diferentes cepas de -
Shigella flexneri. d)células inoculadas con sobrenadante de 
Salmonella enteritidis. Las 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) cél~ 

las inoculadas con sobrenadantes de diferentes cepas de~­
gel la 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 
enterltidis. Las células se incubaron con los sobrenadantes -
por 48 hs. 
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Figura 5 Citotoxicidad de cepas de Shigel/s y Salmone//a 
sobre celulas HT-29, CHO y VERO. 
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FIGURA 6 

CUANTIFICACION DE LA INDUCCION DE ACUM.JLACION DE FLUIDO 

EN JEJUNO, CAUSADA POR CEPAS DE Shigel la Y 

Salmonel la AISLADAS DE PACIENTES CON DIARREA CON SANGRE. 
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TABLA 6 

CAPACIDAD DE 24 CEPAS DE Salmonella AISLADAS DE PACIENTES CON DIARREA CON SANGRE 

DE CAUSAR ELONGACION SOBRE CELULAS CHO Y LISIS SOBRE VERO. 

No de cepas 

probadas 

No. de cepas citotóxicas (%)sobre: 

CHO VERO 

Especies • (elongación) ( 1 i sis) 

S. ent eri 1 idi s 18 10 (56) 2 ( 11) 

S. chol eraesui s 6 3 ( 50) ('17) 

Salmonel la spp 24 13 (54) 3 ( 13) 



Línea 

celular 

CHO 

HT-29 

VERO 

TABLA 7. 

ASOCIACION ENTRE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA DE CEPAS DE 

Salmonella Y Shigella EN DIFERENTES LINEAS CELULARES. 

No. de cepas No. de cepas que tarrbién fueron 
citotóxicas citotóxicas sobre: 

CHO HT-29 VERO ,, 
29 --- 8 (28) 17 (S9) 

16 8 (50) --- 7 (44) 

31 17 (55) 7 (23) 



TABLA 8. 

NEUTRALIZACION DE CITOTOXINAS PRODUCIDAS POR CEPAS DE Shigel la y 

Salmonel la CON ANTITOXINAS CONTRA TOXINAS DE COLERA Y B DE C. difficile. 

Neutralización del efecto en células, 

No. inhibidas/No. probadas (%): 

Anticuerpo HT-29 VERO CHO 

'' 

Anl i - CT 4/15 (27) 9/15 (60) 6/8 (75) 

Anti - TB 7/15 (47) 0/15 (--) 0/8 ( --,} 



TABLA 9 

CAPACIDAD DE INDUCCION DE ACUMJLACION DE FLUIDO EN jejuno, POR CEPAS 

DE Shigel la y Salmonel la AISLADAS DE PACIENTES CON DIARREA CON SANGRE 

No. de cepas No. de cepas que causaron acurrulación 

EsQecie probadas de f 1 u ido(*): 

s. f 1 exneri . 13 10 

s. sonnei 6 4 

S. bo~ 6 5 

Shigel la spp 25 19 (763) 

s. en ter i t id is 21 16 

s. choleraesuis 4 

Sa 1 mon e 1 1 a spp 24 17 (683) 

' ' 
(") La acurrulación de fluido se consideró pos.itiva'..~uando la relación 

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



TABLA 10. 

ASPECTO 1#.CROSCOPICO DEL LIQUIDO ACUIJULADO EN ASA INTESTINAL 

DE RATA, INOCULADA CON CEPAS DE Shigella Y Salmonel la. 

ASPECTO MACROSCOP 1 CO 

No. + Acuoso Viscoso 

Ent ero(:!al ó9eno asas No. + (~) No. + !~> 

Shi gel 1 a 18 4 ( 22) 14 (78) 

Sa 1monel1 a 17 J ( 18) 14 (82) 



Género 

Shi9el la spe 

Sa 1 monel 1 a spp 

TOTAL 

TABLA 11. 

ASOCfACION ENTRE LA ACTIVIDAD ENTEROTOXfCA Y LA CITOTOXICA 

DE CEPAS DE Shigella spp Y Salrnonella spp. 

No. de cepas No. de cepas enterotóxicas con efecto 

enterotóxicas cilotóxicas sobre No. + (3) 

CHO HT-29 VERO 

19 10 ( 53) 6 (32) 11 (58) 

17 11 (65) 5 (29) 12 (71) 

36 21 (58) 11 (31) 23 (64) 



DISCUSION 

filú.m'LL.l.a. es 431_ agen.te etiológico· qu~ con más frecuencia se ha 

asociado a diarrea con sangre, .-se han 'reportado porcentajes de 

aislamiento·' de alrededor de 40% (12,27,52,59, 60). En este 

estudio, en niños menores de· un año ShjgeUa fue poco frecuente 

(45%) y fue más cercano a lo reportado en niños de 1 a 5 años 

{33%). Semejante a otros ~studios, S.. flexneri fue la especie :más_ 

frecuentemente aislada; aunque a diferencia de reportes 

anteriores, la frecuenciac dé aislamiento de s_. sJllliltl y de S .. 

fue simifar. Salmonella y CaJnpy]obactru:_ fueron 

identificados en más del 20% de los casos en niños menores de un 

año de edad y con mücho ·menos frecuencia en niños de 1 a 5 años 

coincidiendo con otros estudios. Como era esperado, s.. 
~~ y ~ ~ fueron las especies mas frecuentemente 

aisladas. 

Es interesante el que En.t..al!l9.!'1_Qa hi.st_Q.ly!;i{rn. no se identificó en 

ningún caso en niños menores de cinco años, lo que sugiere que en 

niños en nuestra población es un patógeno con menor importancia 

de la que hasta ahora se le da ( 23, 24). La f rec11e11c ia de 

aislamiento de V'l'EC ineremcntó con la edad, siendo más important.e 

en niños mayores de 5 anos; los estudios de aislamiento de V'l'EC 

en diferunte~; grupos de P.dad son escasos, auuque Ja iu1purLarwia 

de este paLó~eno en diarrea con sangre varia eonsiderablemente de 

una población a otra ('10). 

!.os resultados anteriores señalan la importancia que t:iene la 

edad del paciente en la sensibilidad á. infección sintomática por 



uno ü otro en.teropatógeno. Indican además que la edad es ·un dato 

clave, que el médico debe considerar para decidir el tratamiento 

cuando no cuenta con el auxilio djagnóstico del laboratorio. 

Ahora que el uso de soluciones de hidratación oral ha disminuido 

considerablemente la morbilidad y mortalidad asociados a diarrea 

aguda acuosa, la diarrea con sangre ha adquirido mayor 

importancia. El diseño de medidas preventivas Y ·cte.· tratamiento 

requiere de un conocimiento adecuado .de lo·s mecanismos de 

patogénicidad responsables del daño observado en el huesped. 

Se sabe que Shin.~l.J.a y ~ son bacterias; invasivas y que 
·:-.e,,-' 

esta propiedad es un factor de virulencia 'iinpo:r'tifute en la 

patogénicidad de la enfermedad diarreica; Se- co·nacen las bases 

genéticas (16,54) para la invasividad de stJ:i·geif~:;;~i;¡:i como su 

diseminación de célula a célula. 

La invasión a células epiteliales provoca una respuesta 

inflamatoria y se sugiere que mediadores de ésta, puedan aumentar 

el daño a la mucosa y actuar como secret.agogos (como la histamina 

y la prostaglandina Ez) para inducir acumulación de líquidos. 

Cuando Keusch y col (30) dccribieron secreción de liquidas 

(8,20,38,39) y cambios inflamatorios en asa intestinal de conejo, 

se sospechó que la toxina jugaba un papel important.e e11 ] a 

diarrea observada en humanos (27,28,40). Sin embargo el posible 

papel de la toxina d<~ Shiga en la patogénesis de shigelosis 

continua discutiendose. 

l\xisten pocos trabajos que valoren la producción de la toxina de 

Shiga en un buen mímero de cepas de fil1Ue.lJ.a de las diferentes 

especies aisladas de humanos con enfermedad diarreica. Hay 



evidencias gue su¡:¡ieren que fi.h.i.f!..r;:].J.lt produce toxinas dil'ertml:es a 

la toxina de Shiga; sin embargo estas. no se han carac.terizado y 

poco se conoc'e de la frecuencia con que diferefftes. ·especies de 

Shigella las producen. 

Iln este trabajo se estudió la actividad de diferentes ·especies de 

S.hirutl.l.a. y de ~l.a sobre las siguientes lineas celulares; 

VERO, por ser un módelo donde se tiene bién caracterizada la 

actividad cito tóxica de -.()tras toxinas bacterianas como la toxina 

Shiga-like producida por algunas cepas de E.. 

(10,33,34,42,55). A las células llT-29 por ser una linea celular 

deriva.da de carcinoma de colón humano, siendo un ruódelo celular 

que más se acerca a la realidad (49), y a las células CHO porque 

es donde se tiene bien caracterizado el efecto producido por las 

enterotoxinas clásicas como de Yüill..n. QW-1.f>..J:ll.tt y 

(22,51). 

probadas, 

celulares. 

Se encontró que c;epas de las tres especies de füLiJUtlJ..ri. 

causarón e!"ec;to cito tóxico en las Lres li.neas 

Por los antecedentes con que se cuenta, esperabamos 

que la mayorja de las cepas de lilii~J.J.l.\. causaran lisis sobre 

células VERO por .La producción de la toxina de Sbiga-:U ke, que :-;e 

conoce actna inhibiendo la sI~.;l.P.sis de prot.einae: (IJl,'1:1.). A 

dit'erencia de lo esperado, encontramos que la mayoria de las 

cepas de f.1..lli@.Ll: . .\.. producen arredondamiento en esta 1 iriea celular, 

lo que sugiere que no producen toxina Shiga, pero si una 

actividad que arredonda las células. La toxina Sbiga inhibe 

síntesis de proteinas y las células se lisun; la uctJ.vidad 

detectada por nosotros es un efecto similar al de toxinas que 

alteran el eitoesc¡ueleto como, ~·oxina B de C.- ct_i.f.J.'.i..r-.J..:.le. (()2) 



usada como cont.rol--en est:e est:udio. Sin embargo al .realizar los 

ensayos de neutralización df! 8 e>epu~1 de SlúF.t.<tlJ.Ji. que causa.rón 

efecto citotóxico en estas células, con antitoxina· B de ~-

difficiJe ninguna cepa se neutralizó , por el contrario si lwbo 

neutralización de 6 de estas cepas con antitoxina de cólera, lo 

que nos suaiere que existe relación antigénica de una toxina 

producida por filliru:~Ua y la toxina de cólera. Bartlett ( 4) al 

igual que Prado (50) estudiaron la actividad citotóxica de 

diferentes especies de Shi~ en células HeLa; y encontraron 

una actividad que inhibía la sistesis de. proteínas, y esta no fue 

neutralizada con antitoxina de Shiga, lo qrle indÍ.é;;, que produce 

toxina(s) dife.rente(s). El efect~que se observó frie diferente 

al nuestro. 

Hasta ahora no se ha documentado el éfecto tóxico de 

sobre células CHO. Eiklid y col. (13,44) probaron la sensibilidad 

de diferentes lineas celulares a la toxina de Shiga, reportando a 

las células CHO refractarias a esta toxina. Sin embargo en el 

presente trabajo se encontró que el 56% de las eepas de Sh.ul{LU.11 

causaron éfecto toxico sobre células CHO, lo que nos indica la 

produeuión de una toxina diferente a la toxi11a de Shlga; esta 

actividad fue producida con mayor frecuencia por cepas de s_. 

f~.r.i. Nosotros eneontramos, que al hacer el ensayo de 

neutralizaci611 de 8 cepas que causu1:on 

arredondamien to en es tas células, 3 fueron nen tral izadas con 

anti toxina de cólera, y 2 de ellas fueron S.. D.eXUJ1tl, lo que nos 

sugiere que estas cepas producen una toxina que tiene alguna 

relación antie6nica con la toxina de cólera. 

En el mismo trabajo realizado por Eiklid y col, se reportó la 



sensibilidad de las células H'l'-29 a la toxina de Shiga y 

encuentran que se inhibe la sintesis de proteinas, pero no 

indican si hubo cambios morfológicos. Hasta ahora, no 

documentado cambios morfológicos en HT-29 causados por 

se han 

toxina( s) 

de ~J..la, En este trabajo se encontró.que el 44% de las cepas 

de S.tli~J.J..a provocarón arri~dondamiento de las células, lo que nos 

sugiere que fillií1tlh esta produciendo una citotoxina que a 

semejanza de toxina B de C.. d.iffJJU.J.ft es capa de arreclondar 

celulas ll'l'-29. Nosotros encontramos que de 6 cepas de Sbigella 

con eI"ecLo en estas células, 2 se neutralizaron con antitoxina.de 

cólera y 4 .fueron neutralizadas con antitoxina B de C.. dif.~, 

sugiriendo que las células H'f-29 nos detectaron una citotoxina 

producida por estas cepas que Liencn relación antigénica con la 

toxina B y otra con la toxina de cólera. 

Para S_ª1.Jnnntl1Ji se esperaba que la mayoría de las cepas, 

produjeran una toxina cholera-like como se ha reportado por 

varios autores (3,15,52,56) y esto se corroboró ya que el 54% de 

las cepas de fu.Üllillll_'l...Ll!.i causaron elongación sobre células CHO. 

Balada y col. ( 3 ) documentarón la existencia de otros [acLures 

eitotóxicos que no son 11eutralizados por anLi-C'l' ni por anti-1.'l' y 

que no se unen a GHl y son producidos por s_. fill..tf'J:i.tii:L'L':i y $_. 

que elongarún, Jisarón o causarón alt.eración 

morfológica sobre c:éJuJ as CHO. Nosotros mwon tramos qlH' dos l!fJpas 

de s_. f).l.ll&LiJ~id.is. causarán arrcdondand.ento. Sin embanto los 

ensayos de neutralizacióu de l3 cepas de fi.tlnwntttl.<1 con efc,et.o 

citotóxieo en estas células, uos demuestran que trex cepas son 

neutralizadas con antitoxina de cólt.,·u lo quc' nos ltab]c¡ de la 



producción de.una toxina somajante a la colérica. 

El Afecto de lisis que se observó en células VERO nos hace 

suponer que el 13% de las cepas de Salmonella producen una 

citotoxina semejante a la de Shiga-like u otras citotoxinas como 

las descritas previamente en s_. typhimu:ri1m (42) y S. . .en.l&.c.ilid.i.s. 

(2, 3,20,35,36) que inhibieron la sin tesis de proteínas en células 

euca:rióticas, como lo hace la toxina de Shiga, y cuya actividad 

se inhibió con antitoxina de Shiga. Sin embargo existen reportes 

contradictorios como el d~ Ashkenazi y col. (2) gue estudiaron la 

actividad citotoxica d~ 94 cepas de S.. erlt.flLill.di.."l_, 12 cepas de 

lL ul!.hi y 25 cepas de S.- ~~'ilÜ . .:2., encontrando gue todas las 

cepas de fuU.llllllUill.ll. mostrarón algún grado de ci t.otoxicidad, sus 

los estudios de neutralización mostrarón gue la actividad fue 

inmunológicament.e distinta de J.a toxina de Shiga y de las toxinas 

Shiga-like producidas por Ii.. ill1li en todas las cepas estudiadas. 

Los estudios de hibridización con DNA para las toxinas Shiga-like 

tipo I y tipo II no mostrarón hibridización. 

En nuestro csl:ud io Be observó que el fl3% de las cepas de 

Sa.llruuill.Lla produje ron arredondamlen to sobre VERO, lo que nos hace 

suponer que S.<1J.Jl1!lllltlJ.a produce otras toxinas, de lar< que 

desconocemos su mecauismo de acción, pero que qu i?.a~ pudieran 

directa o indirectamente alterar citoesqueleto. Al hacer los 

ensayos de neutral:i zación eon anti toxina de cól 01'.a y anti toxina 13 

de C.. dJ.Llicü.l.it. Lle ? cepa» de fü.U.J!mn.e.1.J.a que causaron 

citotóxicidad sobre células Vl'HO, e1wont.ramos que tres de estas 

cepas fueron neutralizadas con antitoxiua de cólera lo c¡u(~ apoya 

que fil~.lmun.!~_Lla produce nna Loxina q1!e t:i.en" relación antigénica 

con la toxina de cólera. 



La alteración ~orfológica causada sobre células H'J'-29 por cepas 

de l:UL!J¡¡_Qili¿.lJ.n. nos indica que aproximadamente el 21% de estas 

producen una ci totoxina que provoca este éfeeto sobre células 11'1'.-

29, aunque el éfecto no es detectado tan frecuentemente como 

cuando se probaron las cepas de lihigi;tJ..la.. Lo que nos sugiere que 

los dos géneros producen toxinas semejantes que pueden ser 

detectada por esta linea celular; aunque fil.illUtl..l.a. las produce más 

frecuentemente. Torres y col. { 62 ) probarón el éfecto de las 

toxinas A y 13 de G_. dlfficile sobre ce lulas HT-29, y encontraron. 

que ambas producen un arredondamiento sobre esta l:inea· ·celular; 

que fue similar al efecto que nosotros observamos con cepas- de 

:JJ.J.ig¡¿]..111 y ~. lo que sugiere que estas últimas tengan un 

n1ecanismo de acción similar. Estos resultados se ·ven apoyados con 

los ensayos de neutralización de 9 cepas de Shi!lru.J.a. que tuvieron 

efecto sobre las células 11'1'-29, encontrando que 3 de estas cepas 

fueron neutralizadas con antitoxina B de G .. dif.f.i.G..Llfl. lo que nos 

sugiere que Sl!.ietl.l.a. produce una toxina que tiene relación 

antigénica con la toxina B, que hasta donde sabemos no se ha 

documentado, sobre esta linea celular Lambién se encuenLra el 

efecto de una toxina producida por 2 cepas de fu,iJ.¡qQ_1.1~_,ll¡¡,_ que f'ue 

neutralizada con antitoxina de cólera. 

Comparando los re,;ult.ados obt.enidos con cepas de S.h.if!!:_l.La y de 

observamos que fu1...l!lli1Il.Q..Ll;:c produce una toxina que 

causa elon~.;aeión sobre CllO más l"reeur:ntemente que füJ..igtlla.; 

mi.entras que S.hifl..tlla produce 111ás fr.cenentemente una toxina que 

provoca arredondamicnto sobro esta linea celula1· Contrario a lo 

sobre células VERO muy pocas cepas tanto de 



SlügpJ_la cono de S.1.Ü.ltJ.()Ile.ll!l. produjeron una toxjna !lhiga-like, y 

presen Laron con mayor frecnenci_a, sobre todo S.alJJl.Q!lJ~.lla., una 

toxina que provoca arredondamiento sobre estas células. 

Cuando se analizó la posible asociación entre la actividad 

citotóx:i.ca de una misma cepa en las tres líneas celulares se 

encontró que las células H'l'-29 estan detectando, una ci totoxina 

producida tanto por Shi!W.l.l.a. como por ~ que no es 

detectada por las células CHO y VERO y es una actividad no 

descrita. ·hasta ahora; (neutralizada con antitoxina B de e_. 

dl.ffjcile). La actividad observada sobre celulas CHO mostro 

asociación significativa con la obser~vada ceJ:l ·VERO, lo que sugiere 

que puede tratarse de la misma actividad . (rieritralizada con 

antitoxina de cólera). 

Co.n respecto a su capacidad enterotoxíca erf intestino, todas la::s 

especies de Shjgella y s.a.l.Jr.QDella produjerón acumulación de 

líquido en asa ligada de ral:a, lo que nos indica que aUJbos 

géneros producen una toxina con actividad enterotóxica. El 76% 

de las cepas de filii~ causaron acumulación de fluido en 

intestino mientras que solo el 8% causarón lisis en células 

.VERO, lo que. sugiere que esta actividad enterotóxica no es debida 

a la toxina de Shiga; una proporción importante de la actividad 

de estas cepas sobre células CHO ó VEHO fue neutralizada con 

antitoxina de cólera por lo que qniza la actividad en intestino 

sea inducida por una toxina semejante a toxina de cólera. 

En Salmonella sigue habiendo contradicción ru1 la producción de 

enterotoxina(s) por sus diferentes especies, siendo dificil de 

detectar y de ~eproducir en un solo modelo, posiblemente porque 



S.alm_.;lli!tl_la produce niveles bajos de entero toxina( s), cuando es 

cultivada en caldo por medios convencionales (3). No es 

sorprendente además uotar que los reportes poi:: los · diferentes 

laboratorios sobre la detección de enterotoxina(s) por ltll.l.monella 

no cor.relacionan (3), habiendo controversia entre los resultados 

obtenidos por cepas de una misma especie donde se tiene bien 

documentada su virulencia y la capaci.dad de inducir secreción de 

liquido cuando son inoculadas en asa ileal de conejo. Wallis y 

col (66) probaron 6 cepas de S.. typhim11rim11., inocularon el 

microorganismo completo en direrentes asas ileales de conejos y 

encontraron resultados variables para inducir acumulación de 

liquido 

que la 

conejos, 

por una misma cepa, de estas observaciones concluyeron 

ocurrencia de resultados negativos con algunas asas y 

indican la variabilidad de la' prueba de asa ileal .de 

conejo para los ensayos de enterotoxina. No es claro si tal 

variabilidad es debida a: 1) que la cantidad de enterotoxina esta 

cerca de el umbral de dectección eu asa ligada de rata. 2) que la 

prueba tiene variación biológica inherente y 3) que ciertos 

conejos son inmunes a los efectos secretorios de la enterotoxina 

por virtud cJe previas exposicior1es a ~- !;:vnlümnx:.iJJJlt. Nuestro 

modelo empleado de asa intestinal de ruta para medir e.L efecto 

en terot.óxico de 1 as cepas ck ,fü!..lmonftlJ.Jl. y fildll~J_:ta fu" seusj ble 

y reproducible, para el número de cepas qne se esl;nd iarón ( 25 de 

S.hli:l!:-1.ltt y 2•1 de fu!lmlllIBJ..lJt), probandose cada cepa por duplicado 

empleando difei·entes asas y diferentes ratas, 

resultados muy similares. 

Aunque uo realizamos estudios hist.ológicos, 

obten iendose 

el aspecto 



macroo;cópico del fluido acum_ulad_o en las_ asas_,, indirectamente nos 

dice si .hubo daño o no a pared intestinal. El aspecto viscoso del 

contenido y la presencia de moco en él liqúido acumulado en _las 

asas irÍtestinales provocado por la mayoria de las cepas de 

Sh.ie.e.:U.a y de Sn.lm__Qlli~lln. nos sugiere que la(s) t.oxina(s) 

produce(n) daño a la mucosa intestinal. 

Esta bién documentado que la toxina de Shiga es 1ma proteina 

localizada en el espacio periplásmico y es liberada al medio de 

cultivo después de que la célula muere (21). La toxina es 

producida 

el cual 

extractos 

durante la fase de desarrollo logaritmico, motivo por 

en la mayori.a de los trabajos, prueban filtrados de 

sonicos o concentrados de los cultivos bacterianos 

para ver la at!tividad citotóxica de .Shi.P.f'o.11.a. y ¡i_nJJ!llif~lli.1._ con el 

fin de .;btener la mayor cantidad de toxina asociada a la 

bacteria. En este trabajo probamos los sobrenadantes de los 

cultivos bacterianos obtenidos por centrifugación y filtración 

con la intención de valorar principalmente productos tóxicos que 

la bacteria exporta (exotoxinas). Las actividades cltotóxicas y 

enterotóxicas descritas en este trabajo estuvieron presentes en 

sobrenadante, observando que produjerón Afecto en las tres lineas 

celulares aquí. emploadas, lo cual nos sugiere que hubo toxina(s) 

excretada(s) por la bacteria, y producida en suficientes 

cantidades como para detectar su éfecto. 

llasta ahora son pocos los estudios que nos correlacionan la 

actividad citotóxica y la enterotóxica provocada por una riisma 

cepa. Wallis y col (66) no encontrarón correlación entre la 



t;oxicidad in. ~ y la capaci-dad del microore;anismo completo 

para inducir acumulación de liquido en asa intestinal de conejo. 

Los resultados observados en células CHO y células v.1mo y asa 

intestinal de rata, nos dicen que existe asociación entre la 

actividad citotóxica y la actividad enterotóxica producida por 

las cepas de Sbj gel la y de fuU.111onella. Pero esta asociación no se 

encu,mtra cuando se prueban las cepas sobre células !IT-29, lo qne 

nos hace suponer qne: estas células nos estan detectando una 

toxina diferente a lo detectado por CHO y VERO y que la 

ac~t.ividad detectad11 en ll'f-29 no tiene efecto en asa li¡;¡ada de 

rata. No podemos descartar la posibilidad de que esta citotóxina 

tambien cause hipersecreción en intestino, pero que se necesite 

una concentración ma:iror a la utilizada para la _que se manifieste. 
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