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INTRODUCCION

£n México, los padecimientos intestinales de origen infeccioso representan la
segunda causa de enfermedad -superados Unicamente por los de las vias
respiratorias- y ocupan el catorceave lugar entre los diversos motivos de
defuncidn (40, 56). Es decir, su imporiancia es definitiva desde el punto de
vista socio-econdmico, ya que se trata de patologias gue provocan la pérdida
de numerosas horas-hombre, debido a que uno de sus principales sintomas,
fa diarrea, resulta con frecuencia discapacitante durante varios dias, e
inclusive, genera al Estado la necesidad de prestarie servicios médicos

relativamente costosos a los individuos afectados (54).

Por lo que se refiere a la poblacidon infantil, dichas patologias se consideran
ain mas trascendentales, ya que ascienden al segundo sitio en cuanto a
incidencia y son la cuarta causa de mortalidad; independientemente de que
también impactan en forma negetiva al sector productivo, pues es muy comdn
que los padres se vean obligados a interrumpir sus labores para cuidar de
sus hijos durante la enfermedad (56, 114). En este sentidoj regularfnente se
reportan enire 1 v 3 cuadros intestinales agudos anuales por persona en los
paises desarroliados y de 5 a 18 episodios anuales en cada menor de 5 afios
que habita en las zonas endémicas, las cuales generalmente abarcan a los

paises en vias de desarrollo (95)
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Inclusive, en estos dltimos afios es muy frecuente que del 30 al 50% de los
turistas provenientes del primer mundo adquieran la denominada “diarrea del
viajero” yfo algunas otras afecciones entéricas, debido al consumo de agua o

alimentos contaminados (95).

La microfiora intestinal esta compuesta por bacterias Gram positivas y Gram
negativas que compiten por nutrientes y sitios de union al tejido implicade. lLa
mayoria de ellas son anaerobias obligadas y, dentro de las anaerobias
facultativas, se encuentran las enterobacterias, entre las que destaca
Escherichia coli. Esta especie sdlo se desarroila en el intestino y su
deteccion en el agua y los alimentos representa un claro indicador de

contaminacién por materia fecal (50, 120).

Escherichia coli es la entercbacteria facultativa predominante del colon
humano, al cual coloniza dentro de jas primeras 40 h después del nacimiento
(50). Esta bacteria Gram negativa desempefia una funcién simbidtica con su
hospedero y permanece en la luz intestinal sin ocasionar lesiones; sin
embargo, puede manifestarse como agente patdégeno en individuos
inmunodeprimidos o debilitados, independientemente de que existen cepas
que han logrado desarrollar la capacidad de provocar un amplic espectro de

padecimientos humanos (47, 72, 80).

Las principales patologias que se asocian a esta bacteria son (96):
° Infecciones del tracto urinario (E. cofi es el agente etiologico del 80 al

90% de los casos!
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. Septicemia.
. Meningitis séptica.
. Enfermedades entéricas. En tal contexto, las £ cofi causanies de

enfermedades entéricas presentan en comuin el hecho de que la
persona afectada experimenta diarrea, la cual se puede definir como
una mayor frecuencia en el movimiento intestinal y una menor

consistencia de las evacuaciones (9).

Las diferentes cepas diarreagénicas de Escherichia coli se han agrupado en
serotipos, de acuerdo con las caracteristicas fenotipicas de la bacteria,
determinadas mediante diversas técnicas serologicas que evidencian sus
antigenos (Ags) somaticos (0), flagelares (H) vy capsuiares (K) (26). No
obstante, al comprobarse que para cada cuadro clinico se podian asociar
varios serotipos, se planteé¢ ofro tipo de clasificacion, por virctipos o

categorias (68, 80, 82, 96).

En este sentido, la base de la virotipificacidn corresponde a sus patrones de
unién a la célula hospedera y al mecanismo de accion a partir del cual
ejercen su accién patégena. De acuerdo con estas caracteristicas, las E. coli
productoras de afecciones eniéricas se han clasificado tradicionalmente en
seis virotipos o0 categorias: E. coffi enterotoxigénica (ECET), E  cofi
enteropatégena {ECEP), E. cofi enterchemorrigica (ECEH), E coff
enteroinvasiva {(ECE!), E. coli enteroadherente o enteroagregativa (ECEA) y

E. coli adherente difusa (ECAD) (80, 96).
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Cabe sefalar que, en los afios mas recientes, numerosos autores han
propuesto la existencia de ofros virotipos o categorias adicionales: £. cofi
separadora de ¢élulas (CDEC, por sus siglas en ingiés), E. coli productora de
una toxina separadora y citoletal (CLDTEC, por sus siglas en inglés) y E. cali
invasiva y productora de una enterotoxina similar & la toxina Shiga (ESIEC,

por sus siglas en inglés) (68, 80, 82).

No obstante los mencionados en primer término son los predominantes
actuales, aunque esta afirmacién sélo podria encontrarse sustentada en el
desconocimiento de los segundos y, per o tanto, en la carencia de

metodologias destinadas a llevar a cabo la deteccién de estos Gltimos en el

laboratorio.

El presente trabajo pretende difundir los conccimientos de mayor actualidad,
acerca de los factores de virulencia y el diagnéstico de laboratorio de las dos
categorias de E. cofi diarreagénicas, consideradas como las de mayor

frecuencia en nuestro medio: ECET y ECEP.
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OBJETIVOS

. Describir los aspectos de mayor importancia asociados a los factores
de virulencia de ECET y ECEP, microorganismos considerados entre
los principales agentes etioldégicos del sindrome diarreico entre la

poblacién infanti! de los paises en vias de desarrollo.

N Relacionar la forma en la que ECET y ECEP generan enfermedades
intestinales al humano, con las medidas preventivas y terapéuticas
gue, para lograr su control yfo erradicacidén, se han establecido

recientemente o aun se encuentran sujetas a investigacion.

. Describir {as principales metodologias bioquimicas, bioldgicas,
fenotipicas, inmunolégicas y moleculares, utilizadas en los laboratorios
de referencia para detectar confiablemente a ECET y a ECEP, va sea

con fines diagnosticos yfo epidemiologicos.
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I

).  Escherichia coli ENTEROTOXIGENICA (ECET)

A. Definicion

Se trata de las cepas de Escherichia coli gue producen dos distintas ciases
de enterotoxinas: toxinas termolabiles (LT) y/o toxinas termoestables (8T)

{80).
B. Patogénesis

Las cepas clasificadas como ECET elaboran diversos factores de virulencia,
entre los que destacan sus adhesinas y las enterotoxinas denominadas
termolabiles (LT) y termoestables {ST); estudios originales realizados en
ganado porcino han demostrado que dicha capacidad reside en la presencia
de plasmidos' y que ambas toxinas pueden afectar a nifios, e inclusive, a
voluntarios humanos, provocandoles evacuaciones acuosas muy

voluminosas, aungue en ausencia de inflamacion y fiebre (17, 71, 113).

! Moléculas pequeftas de DNA extracromosdmico, que se replican de forma

autonoma y presentan estructura circular. Se localizan en diversas especies
bacterianas y contienen informacién genética diversa, como ia resistencia a
antibidticos o la produccion de toxinas (34).
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1. Toxinas termolabiles (LT)

La toxina LT se encuentra intimamente relacionada con el colerageno (la
toxina del colera, CT), tanto en estructura como en funcion: ambas presentan
una secuencia proteica idéntica en airededor del 80%, comparten a su
receptor primario en las células del hospedero y sus actividades enzimaticas
son précticamente iguales; de hecho, hasta ocasionan idénticos efectos scbre
los cultivos experimentales in vitro, aunque se evidencia una mayor virulencia
en la exctoxina del colera, Es decir, s6lo se han detectado claras diferencias
en lo tocante a su sintesis y secrecion, y en las respuestas que originan por

parte de los linfocitos T cooperadores (71, 80, 96, 111).

Por otra parte, se acepta que existen al menocs dos serogrupos de LT: LT-l ¥
LT-Hl, los cuales no cruzan antigénicamente y, mientras el primero predomina
en humanos y en ciertos animales, el segundo s6lo se asocia a animales y

muy rara vez al hombre (80, 96).

La LT-l es un oligdmero de 86 kDa y esté constituida por una subunidad A
(de 28 kDa) y cinco subunidades idénticas B (cada una de 11.5 kDa),
dispuestas en un aniflo capaz de enlazarse firmemente al gangliosido Gy (su
receptor primario) y a ofras glicoproteinas intestinales. Tal como ocurre en la
gran mayoria de las exotoxinas A-B, su subunidad A es la responsable de ta

actividad enzimatica y se escinde proteoliticamente redituando Tos péptidos



ECET y ECEP

e eeeer—S VoLt aePP+PPobt B r et E—eeeeeeeeeeeeeeeeeee

A1 ¥ A,, entre los cuales suelen existir puentes disulfuro (Figura 1) (26, 80,

111).

Figura 1. Estructura de la exotoxina termolabil (LT) {A) ¥ composicion det

receptor intestinal de dicha toxina, el ganglioside Gu; (B) (26,
111).

A B
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Adicionaimente, se han observado dos variantes de LT-k LTp-l y LTh-I, que
exhiben una parcial reactividad cruzada y que, al parecer, son especificas

para hospederos porcinos y humanos, respectivamente (80).

Los genes que codifican para ia sintesis de la LT se conocen como eft o efx y
se localizan agrupados en operones’, tal como sucede en el caso de ia toxina
del calera {CT), si bien las regiones de los promotores son completamente
diferentes. Dichos genes se encuentran en los mismos pléasmidos gue pueden

coniener 1a informacion genética de la que depende la produccion de ST y de

2 Un operdn es un grupo de genes muy proximos entre si, regulados de forma
cenjunta, existiendo genes reguladores, promotores, operadores estructurales.
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las adhesinas a las que se ha asignado ¢l nombre de factores antigénicos de

colonizacion (CFA por colonization factor antigen) (80, 96).

Figura 2. Mecanismo de accion propuesto para la LT; dicha toxina, al igual
gue la CT, posee una actividad ADP-ribosilante, cuya
consecuencia final -la alteracion en la absorcion y la secrecion de
iones- genera el sindrome diarreico.

Borde
de
cepilio
Entero- T
cito ?
cAMP
Adenitato
Membrana ciclasa (T ATP
basolateral

Una vez que la subunidad B de la LT se une a su receptor primario, la
subunidad A penetra a través de la membrana, es escindida proteoliticamente
y el péptidoc Ay provoca la activacion permanente de la adenilato-ciclasa

localizada en la membrana basolateral de las células intestinales. En
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concreto, el péptido A, cataliza Ja transferencia del ADP-ribosil del NAD" a la
proteina reguladora Gs, la cual activa a la adenilato-ciclasa, lo que conduce
al incremento de los niveles intracelulares de cAMP vy, por ende, a la
fosforilacién supranormal de los canales de cloruro (CI) ubicados en las
membranas apicales de las céiulas epiteliales. La consecuencia de dicha
alteracion es la hipersecrecion del ion Cl™ y la inhibicién en la absorcion de
sodio (Na"), fenémenos que generan la pérdida de agua por parte de las

células intestinales (consultar la figura 2) (9, 26, 80, 96).

Aungue como resultado del incremento en los niveles intracelulares de cAMP
la secrecién de CI representa la explicacion clasica del mecanismo mediante
el cual la LT y <l colerdgeno ocasionan diarrea, existen ciertas evidencias de
que la respuesta secretoria a la accién de ambas toxinas también podria ser

generada mediante ofros procesos; entre éstos se cuentan los siguientes (9,

80):

e La sintesis y liberacién de prostaglandinas de la serie E (PGE1 v
PGE2) -por parie de las células cebadas- y el factor de la activacién
plaguetaria -producto de las células del sistema inmune- promueven
el transporte elactrolitico y la movilidad intestinal.

s Tl sistema nervioso entérico (SNE) regufa la movilidad intestinat y la
secrecion idnica, a través de la serotonina y un polipéptido epitetial
vasoactivo cuya liberacion sobre el intestino delgade humanao sucede

a fa incorporacion dei colerageno.

10
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e Ante una eventual respuesta inflamatoria disparada por fa LT o el
colerageno, ocurre una induccion de la liberacion de interleucina 6

{1L.-8).

Los tres mecanismos mencionados estan sustentados en estudios -in vivo e in
vitro- de la LT y de la toxina del colera y, logicamente, uno o mas de ellos
podrian ocurrir junto con el proceso clasico asaciado al nivel de cAMP; de
hecho, sdlo la capacidad para inducir 12 liberacién de serotonina no se ha

logrado reproducir via la adicién de la LT a los modelos analizados. (80)

Por ofro lado, se ha establecido claramente que la LT y el colerageno
disminuyen la absorcion de fluidos y electrolitos a partir del jumen intestinal.
A este respecto, Miller et af reportaron que ambas promueven la inhibicidn
del péptido co-transportador de iones H” (dependiente del cAMP) en la linea
celular humana Caco-2 (de carcinoma de colon humano), cabe sefalar que
dicho péptido carece de los sitios para ser fosforilado por la protein-cinasa A
(PKA), por lo que se sugiere que el efecto en cuestion podria ser generado a

través de la PKC (80).

Finalmente, es importante considerar que la LT es un potente inmundgenc ,
por lo que puede actuar como inductor de la respuesta inmune en la mucosa
intestinal, e inclusive, a nivel generalizado, cuando se utiliza sélo la

subunidad B de dicha toxina (32, 42, 80, 98).

11
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Por o que se refiere a la exotoxina LT, ésta contiene una subunidad A
similar en un 57% a su analoga en la LT-I y en el colerdgeno, pero su
subunidad B es totalmente diferente a la de ambas. Ademas, se conocen dos
variantes antigénicas: LT-lla y LT-lib, las cuales difieren entre si en
aproximadamente 68%. La LT-Il incrementa los niveles de cAMP tal como lo
hace la LT-I, pero emplea al gangliésido Gp; como su receptor en las células
hospederas. Ademas, no existen evidencias contundentes de que la LT-ll se

relacione con enfermedades humanas o animales (80, 96).

2. Toxinas termoestables (ST)

Las toxinas termoestables son pequefias, no inmunogénicas, monoméricas y
contienen muitiples residuos de cisteina -cuyos enlaces disulfuro les
confieren estabilidad al calor. A Ia fecha s6lo se han detectado dos clases de
ellas: STa o ST y 8Tb o ST-l, que difieren en cuanto a estructura y
mecanismo de accion. Los genes que codifican para ia sintesis de las 81's
residen principalmente en plésmidos, aunque también se han podido localizar

en transposones (80, 96).

En cuanto a la STa activa (soluble en metanol), ésta corresponde a un
péptido de 18 a 19 aminoécidos (2 kDa) y presenta dos variantes conocidas
como STp (ST porcina o STia) y STh (ST humana o STlb), denominaciones
debidas a las especies hospederas en las cuales fueron detectadas. Sin

empargo, ambas se ubicaron posteriormenie en aistamientos humanos de
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ECET, observandose que presentan trece aminoécidos identicos, suficientes
para manifestar su actividad toxica. Seis de estos residuos corresponden a
cisteinas que forman tres puentes disulfuro intramoleculares. Inicialmente, la
STa es producida como un precursor constituido por 72 aminoécidos, que
después es escindido por una peptidasa para redituar la molécuta que se
transporta al periplasma, en donde la proteina DsbA provoca la formacion de

los enlaces disuffuro y ofra proteasa la procesa dando lugar a su estado

externa bacteriana (80, 96).

Ei receptor natural de la STa es la enzima guanilato-ciclasa C (GC-C)
localizada en la membrana apical de las células epiteliales del intestino y
cuya unién a “ligandos” del dominio extracelular estimula su actividad
enzimatica intracelular. Cabe tomar en cuenta que la hormona guanilina
funge como el estimulador endégeno de la GC-C, que su efecto sobre esta
enzima es menor que el exhibido por la STa y que su papel es el de recuperar
la homeostasia del intestino; por tales motivos, la eventual influencia de la
exotoxina sobre la GC-C provoca la aparicion de diarreas severas (80, 96,

111).

Evidentements, la unién de la STa a la GC-C promueve la actividad de la
guanilato-ciclasa y, por ende, a elevados niveles intracelulares de cGMP, fos
cuales se acompafian por |a secrecion de CI™ -al activarse el canal de dicho

in conocido como CFTR- yfo por la inhibicién de la absorcion de Na",
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factores -ambos- que se traducen en la secrecién de fluido intestinal. Los
pasos intermedios implicados en el proceso aun no se han establecido con

claridad {consultar la figura 3) (80, 111).

Figura 3. Mecanismo de accion propuesto para la accion de la ST; dicha
toxina, al unirse a la enzima guaniiato-ciclasa, también provoca
diarrea severa —via la alteracién en la absorcion y secrecion
iénicas.

Borde
de
cepillo

Entero-
cito GTP cGMp TR >

Membrana
basolateral

ta STa actda mucho mas répido que la LT, la cual requiere de 15 a 60
minutos para translocarse y activar a la adenilato-ciclasa, merced a la
ubicacidn apical de su ciclasa-receptora. Como en el caso de la LT, tambien
se han propuesto otros mecanismos adicionales de accion de la STa que
parecen involucrar a las prostaglandinas, el calcio, el SNE, la liberacion de

fosfatidilinositol y diaciiglicerol, la activacion de la protein-cinasa C (PKC} vy
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los rearreglos en los microfilamentos de actina, sin embargo, todo eilo aun no

puede afirmarse con plena certeza (9, 80).

La capacidad de sintesis de fa STp y STh reside en un gen ~estp 0 esth,
respectivamente- cuya expresion es regulada y controlada por cAMP. Como
se ha mencionado con anterioridad, ambos genes se encuentran en los
mismos plasmidos que suelen contener la informacion genética de la que

depende la produccion de la LT-l y de las CFA’s (96).

Por lo que respecta a la STb, ésta se asocia principaimente a cepas de ECET
provenientes de porcinos, si bien se han reportado algunos aislamientos
relacionados con humanos. Esta toxina es sintetizada inicialmente como una
proteina precursora de 71 aminodacidos, la cual es procesada hasta contener

48 aminoacidos y mostrar un peso molecular de 5.1 kDa. A diferencia de la

STa, la STb (80, 96, 111):

Presenta 4 residuos de cisteina que forman enlaces disulfuro.

« Induce dafios histolégicos al epitelio intestinal, consistentes en la
pérdida de células epiteliales vellosas.

o Su receptor en las células hospederas permanece sin determinarse,
aungue algunos autores sugieren que su unidén podria ser
inespecifica a la membrana citoplasmica, previa endocitosis.

« No estimula la liberacidn de CI", sino de HCOs (en las células

intestinales), sin que ello tenga relacion alguna con el incremento de
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niveles de cAMP o cGMP. Al parecer, si se asocia & un aumento en

las concentracionas de calcio.

Ademas, la STb promueve [a liberacién de PGE2 y serotonina, lo cual sugiere
que el SNE podria estar implicado en la respuesta secretoria que tiene lugar

hacia su presencia (80).

3. Adhesinas

Antes de ocasionar diarrea, ECET debe adherirse a la mucosa del intestino
delgado, concretamente a los enterocitos, a través de sus numerosas fimbrias
(pify distribuidas alrededor del bacilo. De esta manera, evita ser desplazada

por el moco y los movimientos peristalticos (71)

Aungue se han caracterizado cerca de 21 adhesinas, lo cierto es que algunas
ofras permanecen sin deierminarse con exactitud, de hecho, la clara
heterogenicidad antigénica conferida por los multiples tipos de pifi, ha
represeniado un obstaculo ineludible para desarrollar vacunas eficaces que

protejan contra ECET (32, €0, 87).

Sin embargo, algunas fimbrias de este microorganismo definen cierta
especificidad de su especie hospedera; por gjemplo, las cepas que expresan
pili K39 suelen ser patdgenas para vacunos, corderos y cerdos, mientras que
las que poseen K88 solo lo son en cerdos. En cuanto a jas cepas de origen

humano, eéstas presentan sus proplos arreglos fimbriales, conocidos
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iniciaimente como factores antigénicos de colonizacion o CFA's.
Posteriormente, se determind que estos Ultimos se encontraban formados
por distintos componentes antigénicos, a los que se denomind Ags
superficiales de coli o CS (por cofi surface antigens). La tabla 1 relaciona

ambas designaciones {32, 80).

Los CFA’s se subdividen de la siguiente manera, con base en sus

caracteristicas morfoldgicas, las cuales se pueden apreciar en ia figura 4

(32):

= Fimbrias o filamentos rigidos, como el CFA/I, CS1, C82, C84, £S814,
CS817 y €819, que se conforman por una proteina Unica, ensamblada
en forma helicoidal, la cual determina sus caracteristicas
inmunologicas.

= Fibrillas o paquetes de hilos flexibles.

= Filamentos individuales finos y flexibles.

* Proteinas superficiales no fimbriales.

Estos factores de colonizacion presentan homologia en la secuencia de
aminodcidos con ofras estructuras; por ejemplo, el CFA/I corresponde a
fimbrias que presentan homotogia con los pif tipo IV; por su parte, et CFA/ll y
el CFA/V estan constituidos por meiltiples y distintas estructuras fimbriales;
da hecho, las cepas productoras de CFA/Il expresan la estructura flexible
CS83, va sea sola 0 mezclada con CS1 o CS2, y fas que sintetizan CFA/MV

combinan la CS6 con la CS4 o la CS5. El CS5 y el CS7 se encuentran en
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forma de doble hélice y presentan homologia con las fimbrias de las cepas
ECET de origen animal, tales como fa K88, F41 o 887P. Finalmente, el CS15
presenta similitud con las fimbrias SEF 14 de Salmonella enteritidis (32, 70,

80).

Figura 4. Tincién negativa que muestra a CS1y CS83 de la ECET M424C1
{ x 177 600) {Reproduccion de referencia 70, copyright (1984) con
el permiso de American Society for Microbiology).

Adicionalmente, se han observado muchas otras adhesinas en ECET; no
obstante, los estudics epidemioldgicos sugieren que, a nivel mundial, el 75%
de las cepas expresan las CFA/l, CFA/I o CFA/IV y que una fimbria de
reciente descubrimiento, denominada Longus, se encuentra en nNUMErosos
aislamientos provenientes de humanos (38). La deteccién de estos factores
de virulencia se ha logrado concentrar por medio de técnicas inmunclogicas
que incluyen la aglutinacién en placa, inmunodifusién, inmuncblotting y ELISA

(por Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) y, desde luego, a través de
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métodos moleculares tales como hibridacién con sondas marcadas y PCR
(por Polymerase Chain Reaction o reaccién en cadena de la polimerasa) (32,

70, 71).

Tabla 1. Correspondencia entre las principales adhesinas detectadas en

ECET.

Designacién | Designacion Designacidén | Designacién
original CS original CS
Fimbrias rigidas
CFA/ CFA/I PCFQO166 Cs14
CS1 Cs1 Cs17 Cs17
€82 CS2 PCFO20 318
CS4 C84 CS818 CS19
PCFO158 C812 €S20 CS20
Fimbrias en forma de paguete o racimo
CFaMll ] cs8 || longus | Cs2f
Fimbrias similares a fibrillas
CS3 C83 PCFO148 Cs11
Cs5 Cs5 PCFO9 CS13
Cs7 Cs7
Adhesinas no fimbriales

Cs6 CS6 | 88 | Cs15
2230 CS10

1 a genética asociada a los CFA’s se ha estudiado extensamente, por lo que
los trabajos implicados han logrado proponer los modelos de expresion,
secrecion, translocacidon y ensamble fimbriales. Los genes forman parte de
operones localizados en plasmidos que, por lo general, también codifican
para la sintesis de las toxinas LT y ST, dichos operones se han encontrado
flanqueados por secuencias de insercidn, 1o cual hace pensar que su

incorporacidn al plasmido ocurre mediante transposones. Los CFA's se
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expresan en un 90% de cepas productoras de ST y LT, en el 60% de cepas
que so6lo elaboran ST y en el 10% de las que Unicamente sintetizan LT, cabe
mencicnar gue estas dltmas son consideradas como las de menor

importancia médica (32, 80).

Los racimos de genes fimbriales cuentan con la informacion necesaria para la
produccion de una subunidad proteica primaria y de las moléculas accesorias
que se regquieren para ¢l procesamiento
de cada pilus; por lo regular, la subunidad estructural de este Ultimo, conocida
como pilina, represenia el inmunégeno predominante y estad sujeta a las
presiongs inmunoldgicas correspondientes. Sin embargo, los pifi exhiben una
importante variacion estructural, aunque el N-terminal de sus subunidades
proteicas y la secuencia de las proteinas accesorias suelen conservarse, por

io menos parcialmente (32).

Cabe sefialar que si bien la proteina situada en la punta de las fibrillas (Pap
fimbria tipo 1) Hega a fungir como [a real adhesina de algunas cepas de E. cof,
lo cierto es que, en las cepas diarreagénicas de esta misma especie, 1a

propia pilina es la maolécula que media la adherencia (80).

Gracias a estas adhesinas, ECET sélo permanece fija al enterocito sin invadir
las céiulas intestinales ni causar una lesidn histoldgica caracteristica como

ECEP. En la figura 5 se puede observar la colonizacion por ECET (64)
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Figura 5. Corte histologico de una mucosa intestinal infectada por ECET
(x350) (A); microscopia electrénica de barrido de la misma
mucosa (x1000)} (B); vy micrografia electrdnica " de mucosa
intestinal infectada por ECET B7A (x12000) (C) (Reproduccion de
referencia 64, copyright (1987) con el permiso de American
Society for Microbiclogy).

C. Patologia

Las caracteristicas clinicas del padecimiento ocasionado por ECET suelen
ser similares, tanto en los pacientes gue habitan en zonas endémicas, como
en los voluntarios humanos moculados experimentalmente. Los sintomas

aparecen abruptamente, después de un corto periodo de incubacion de 14 a
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50 h y la diarrea es frecuente {por lo menos se presentan 3 6 4 evacuaciones
en 24 h) (66, 79, 113), muy acuosa y no presenta sangre, moco © material
purulento; asi mismo, la fiebre y el vomito son raros y las evacuaciones
pueden ser moderadas y breves o tan severas como cuando se trata del
cdlera Es oportuno agregar que la diarrea ocasionada por este
microorganismo se puede diferenciar de las de origen viral porque [a relacion

de frecuencia diarreafvomito es > 2.5 y la duracion del cuadro patologico es

Por otra parte, aunque la administracion de antibidticos eficaces reduce la
duracién de la diarrea y la excrecion de ECET, los antimicrobianos mas
efectivos pueden no estar disponibles en las dreas endémicas; por tal motivo,
la oportuna y debida hidratacién adguiere visos de emergencia -sobre todo en
los infantes afectados-. Conviene acompafiarla con dosis orales de
subsalicilato de bismuto o loperamida, aunque es preciso tomar en cuenta
que esta Ultima esta contraindicada en los casos de que la patologia curse

con fiebre o disenteria (53, 66, 102).

Evidentemente, las fluoroquincionas (ciprofioxacina, norfioxacina u
ofloxacina) suelen ser los agentes terapéuticos de mayor recomendacion,
principaimente a partir de la resistencia que el microorganismo  ha
desarrollado contra los  antimicrobianos  tradicionales tales como el
trimetoprim-sulfametoxazot  (TMP-SMZ), ciprofioxacina vy azitromicina,

Ericsson ef al han propuesto un esquema combinado de ofloxacina y
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loperamida que recomiendan como eficaz y seguro, alternativo al de

TMP-SMZ con loperamida (43, 53, 95).

Uno de los puntos que mas llama la atencidn sobre las enfermedades
entéricas, reside en el hecho de que los viajeros provenientes de paises
desarroliados suelen.llegar aleccionados a las zonas endemicas; en este
sentido, algunos turistas se administran, como medida preventiva, una sola
dosis diana de doxiciclina, TMP-SMZ o alguna fiucroguinclona (norfloxacina)
aplicada desde 24 h antes de la visita hasta el dia de regreso a sus paises de

origen. En otros casos, las sugerencias incluyen:

+ Evitar la ingestidn de agua vy alimentos sospechosos.

» [ngerir subsalicilato de bismuto diariamente, & razén de cuatro tomas
cada dia.

¢ Utilizar alguno de los antibidticos mencionados, sblo cuando lleguen

a padecer de diarrea {43, 53, 5, 111).

La mala fama de ECET ha aicanzado un grado tal gue varias vacunas orales

se han venido desarrollando.

Como lo muestra la tabla 2, algunos expertos han empleado células
completas del microorganismo que expresa los factores de colonizacion.
Otros han trabagjado con toxoides y, desde luego, también se han realizado
diversos intentos por preparar vacunas con fimbrias purificadas, cepas

atenuadas de ECET o de Salmonelfa, Shigella o Vibrio cholerae, en estos tres
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Ultimos casos, elaborando cepas clonadas con Ags de ECET Con los Ags de

tas adhesinas se prétende lograr inmunidad contra el 65% de las cepas

productoras de ST o ST y LT y, por su parte, con el toxoide de LT (CTB) se

busca un efecto protector gontra las cepas que sélo producen LT (80, 111).

Tabla 2. Vacunas orales propuestas contra cepas ECET de origen humano.

Caracteristica Respuesta en la Eficacia Ref.
mucosa intestinal protectora
Fimbrias purificadas
Oral, en buffer Pobre {(0-20% contra } Ninguna (32 (71)
CFA/ o CFA/)
Intra-intestinal, en cap- { Moderada (50% 30% en (32)
sulas biodegradables | contra CFA/I) voluntarios
ECET completas inactivadas
Inactivadas con Buena (77% contra | Aprox. 75% (32)
colicina E2 CFAM en voluntarios
Inactivadas con Buena (70-90% con- | No probada (32) (71)
formalina tra CFA/l y C81-
CS85)
Inactivadas con Buena (70-90% con- | > 70% en (3X32)
formalina y ademas tra CFA/l y C§1-CS5 | voluntarios {71)(89)
con CTB y >90% contra CTB) (98) (113)
Bacterias vivas
ECET mutante tox, Buena (100% contra | 75% en (32} (71)
CS1 y CS3” CS1yCS3) voluntarios
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Caracteristica Respue§ta en la Eficacia Ref.
mucosa intestinal protectora

Cepas recombinantes vivas
Saimonelfla typhi No probada No probada (32)(71)
expresando CFA/l y
CS3
Vibrio cholerae expre- | No probada No probada (32)
sando CFA/ly CS3 {95)
Shigelia flexneri 2* ex | No probada No probada (32)
presando CFA/l y CS3
Salmonella typhimu- Buena No probada (86)
rium expresando CFA/I en humanos {7)

En la actualidad, se prueba una vacuna oral integrada por células inactivadas

de V. cholerae, mezcladas con la subunidad B del colerageno, gue intenta

proteger a los individuos en contra de la “diarrea del viajero” causada por

ECET; |2 base de su probable eficacia se ubicaria en la antigenicidad

cruzada existente entre la LT y la toxina del colera; logicamente, este

producto no abarca inmunidad alguna contra las cepas que sélo sintetizan

STy sdlo cumpliria con una respuesta anfitdxica dirigida contra una de las

dos toxinas, sin impedir la colonizacién. Otra medida profilactica bajo estudio

consiste en la ingestion de leche bovina hiperinmune, es decir, con

anticuerpos (Acs) contra CFA’s que prevengan la colonizacion del intestino

por parte de ECET (30, 32, 80).
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D. Datos epidemiolégicos

Las cepas de ECET se relacionan generalmente con dos sindromes clinicos:
las diarreas deshidratantes que afectan a la pobiacion infantil que habita en
paises subdesarrollados y la “diarrea del turista’; por obvio, los patrones
epidemioldgicos se encuentran determinados por diverscs factores, entre los

que destacan (80):

¢ La inmunidad desarroflada por los individuos que se han expuesto
con anterioridad a ECET.

+ Las personas asintomaticas pueden liberar grandes cantidades de
ECET en las evacuaciones.

e Los cuadros entéricos debidos a ECET requieren de la ingestion de

altas dosis del microorganismo.

Por lo que se refiere a las diarreas endémicas, las tres caracteristicas
anteriores implican una extensa contaminacién del ambiente en las zonas
afectadas v, por lo fanto, los infantes suelen adquirir al agente causal con
suma facilidad. La tabla 3 muestra los resuftados de un estudio realizado en
México de 1982 a 1985, mismo que demuestra la importancia de este
microorganismo en la diarrea endémica, En tal contexto, es oportuno
comentar que los cuadros debidos a ECET incluyen mayoritariamente cepas
productoras de ST (estos llegan a alcanzar el 30% det total de casos) y que

otros estudios realizados en México, Nicaragua y Bangiadesh indican que ias
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cepas que expresan CFA’'s son mds virulentas que aquéllas que sélo

procucen toxinas (80, 89, 111, 113).

Por lo que respecta a la poblacién que afecta, ECET incide principalmente en
los nifios de algunas semanas y hasta los 5 afos, pero su prevalencia es
mayor en el grupo de recién nacidos a 3 afios. Es decir, el microorgarismo
se aisla con menos frecuencia a partir de adultos y de nifios mayores de 5
afos, debido probablemente a una posible inmunidad en las zonas
endémicas (89, 111).

Tabla 3. Resultados asociados a un grupo de estudios de diarrea, efectuados
en México por la Qrganizacion Mundial de la Salud (OMS) (111).

Porcentaje {%) Virus y Porcentajes (%)
Bacteria Casos | Control § protozoarios | Casos | Control
ECET 17 7 Rotavirus 13 2
ECEP 10 9 Adenovirus 1
Salmonelia sp 4 3 Virus de Norwalk 2
Shigelfa sp 11 1 Giardia lamblia 1
Campylobacter 2 2 Entamoeba 07 0
jejuni histolytica
Vibrio cholerae 01 G 0

CLAVE: Control = individuos sin cuadro diarreico.

En general, las investigaciones epidemioldgicas han establecido que el agua
y los alimentos contaminados representan el principal vehiculo de

ECET, e inclusive, que 10° UFC del microorganismo -suspendidas en
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amortiguador- son suficientes para reproducir 1a enfermedad diarreica en
voluntarios humanos;. Por ello, las principales medidas de prevencion en los
paises en vias de desarrollo deberian incluir la apropiada sanitacion del agua
y los alimentos, sobre todo en los meses de mayor calor y/o humedad,

cuando el microorganismo se reproduce mas eficazmente (80).

La “diarrea del viajero” también recibe los nombres de “gyppy tummy’, "Aden
gut’, “Delhi belly”, “Hong Kong dog” y “Aztec two-step’, ya que el 20 2 60% de
los turistas norteamericanos la adguieren al visitar las zonas endémicas de
Latinoamérica, Asia y Africa. El cuadro tiene una duracién media de 3 a 4
dias, suficientes para incomodar al turista durante su vigje y, segun la tabla 4,

20 a 40% de los casos se deban a ECET (12, 49, 53, 95).

Tabla 4. Frecuencia de agentes enteropatégenos que provocan “diarrea del
vigjerg” {12, 95).

Porcentaje (%)
Microorganismo {Reportado| Global LA Asia | Africa
ECET 25-75 40-60 42 16 36
Agente desconocido NR 20-40 48 * g8~ 53+
ECEP NR 15 NR NR NR
Shigella sp 0-30 10 8 0 0
Salmonelia sp 0-15 <5 1 4 0
Campylobacter jejuni 0-15 <5 NR NR NR
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Porcentaje (%)
I"\jotavirus 0-36 <5 12 0-6 0-6
Giardia lamblia 0-10 <5 NR NR NR
Entamoeba 0-5 <3 NR NR NR
histolytica

CLAVES: NR = No reportado; * = Agente causal no identificado y/fo aislado.
Otros posibles agentes causales de “diarrea del viajero” son: bacterias tales
como Vibrio sp vy Aeromonas hydrophila; parasitos tales como
Cryptosporidium sp; virus tales como el de Norwalk o ef adenovirus.
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[l. Escherichia coli ENTEROPATOGENA (ECEP)

A, Definicion

En 1959, Neter defini¢ a este microorganismo como “serotipos de Escherichia
coli que se encontraban asociados epidemiclégicamente a brotes de diarrea
infantil.® Posteriormente, en 1983, Edelman ef af denominaron ECEP a las
cepas que causan diarrea, pero no son invascras ni producen enterotoxinas
{LT o 8T). Recienfemente, Donnenberg et af ia clasificaron como aquelia £
coli que origina una histopatologia caracteristica, conocida come lesion de
“adherencia y efusion” (A/E, por Adherence and Effacing) y no sintetiza

foxina de Shiga (20, 24, 61).
B. Patogénesis
1. Patrén de “adherencia intima-efusién”

Una de las caracteristicas mas destacadas de las enfermedades debidas a
ECEP consiste en un signo histopatolégico que se aprecia en las biopsias
intestinales de los humanos y los animales infectados, mismo que también se
puede reproducir en ciertos cultivos celulares. El fenotipo obtenido se

denomina A/E y se origina cuando la bacteria se posa sobre la membrana
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celular del epitelio implicado, provocando que ésta experimente notables
modificaciones, que Incluyen la acumulacidon de actina polimerizada,
a-actinina, miosina, talina y serrina, particularmente por debajo de los
microorganismos adheridos; de esta manera, ECEP aparenta asentarse sobre
estructuras semejantes a pedestales que, como si se tratara de pseudopodos,
se extienden mas de 10 um hacia fuera de las células epiteliales (consultar 1a

figura 8) (20, 62, 63, 92).

Figura 6. Microscopia electronica de la lesién caracteristica A/E de ECEP en
el intestino (x 45000) (Reproduccion de referencia 62, copyright
(1989) con el permiso de American Society for Microbiology).

Pedestal de actina
polimerizada

Dichos pedestates son el resultado de un proceso muy dinamico, durante el
cual aquéllos se pueden tornar curvos u ondulados mientras se encuentran

anclados a la superficie celular. Por su parte, el término “efusion” deriva del
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hecho de que cada bacteria involucrada suele desplazarse a lo largo de la
superficie epitelial {y sobre los cultivos celulares), a velocidades aprox1médas
de 0.1 um/seg, merced a la polimerizacion de la actina ubicada en la base del
pedestal. Cabe sefialar que si bien aln no se ha podido establecer el papel
de esta clase de movilidad en |a patologia involucrada, el fendmeno también
se ha detectado en géneros muy invasivos, tales como Listeria sp y Shigella

sp (en estos casos, a nivel intracelular) (18, 20, 62).

Knutton et af observaron que las lesiones A/E incluian la polimerizacion de la
acting, o que origind el disefio de la prueba de tincidn fluorescente de la

actina (FAS), la cual se describe en el siguiente capitulo (62).

Esta histopatologia es muy diferente a la relacionada con ECET y V.
cholerae, ya que ambas bacterias se adhieren de forma no intima, sin causar
la destruccion de las microvellosidades ni la acumulacidn de actina. Por ofra
parte, en el modelo “adherencia-efusion” observado en ECEP se evidencia la
filacion microbiana a la membrana apical del enterocito y una deformacidn de
este Ultimo, localizada en el borde de cepillo de las microvellosidades. Es
importante comentar que la lesién A/E es compartida con numerosas cepas
de ECEH (aungue el cuadro clinico asociado a éstas es diferente), Hafnia
alvei (que ocasiona diarrea en nifios), Citrobacter freundii biotipo 4280
{también conocido como Cifrobacter rodentium, causante de hiperplasia

coldnica murina) y otras cepas de E. cofi aisladas a partir de congjos,
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becerros, cerdos y perros, no obstante, ECEP representa el prototipo de todo

el conjunto de bacterias que manifiestan dicho proceso (20, 92)

En cuanto a los pasos implicados en el establecimiento de ia lesion A/E, el
madelo asociado a ECEP (mismo que explica mejor el fendmeno) incluye a

los siguientes tres eventos (20, 29, 80}

« Establecimiento de la “adherencia localizada” sobre las células
“bianco”
» Induccion de transduccion de sefales en la célula hospedera

s Concrecion de una adherencia alin mas intima

a) El establecimiento de la “adherencia localizada” a las células
“hlanco”. Inicialmente, en 1979, Cravioto et al reportaron este tipo de
adherencia de ECEP a células HEp-2 (linea celular de carcinoma de epitelio
humano), en tanto que Baldini (1983) mostro que la mencionada capacidad
de la cepa ECEP 0127:H6 (también conocida como E2348/69) residia en un
pidsmido de 60 MDa, puesto que la pérdida o la insercion de este uitimo
correlacionaban con la desaparicion o aparicon de la caracteristica
correspondiente en las cepas analizadas. Paraddjicamente, este plasmido fue
detectado y denominado factor enteroadherente (EAF por £EPEC Adherence
Factor), varios afios después de que se habia venido utilizando una prueba
de diagndstico y epidemiologia molecular cuyo segmento “blanco” de DNA

pertenecia precisamente a él. Actualmente, se ha detectado que, en realidad,
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los plasmidos EAF corresponden a una gran familia, dentro de la cual se
incluyen -por ejemplo-, al plasmido pMAR2 de la cepa E2348/69, o bien, al
pB171 de la cepa ECEP O111:NM (conocida comoe B171-8) (18, 28, 80, 109,

110, 111).

En la “adherencia localizada” se observan microcolonias tridimensionales de
ECEP, ubicadas en una zona particular de la célula eucariote, en la cual se
pone de manifiesto una muy estrecha interaccién “bacteria-bacteria”. El
producto que mediza dicho patron de adherencia en ECEP fue descubierto en
1991, por Girdn et a/, al modificar las condiciones de cultivo. Este grupo de
investigadores reportd una fimbria de 7 nm de didmetro que tendia a
agruparse en paquetes de 50-500 nm de ancho por 16-20 um de largo, los
cuales se retorcian, curveaban y hasta formaban lazos; por tal motivo,
sugirieron para ella el nombre de “pifus formadores de racimos™ (BFP, de

Bundfe-Forming Filus) (37, 65).

Diversos estudios genéticos revelaron que un operdn de 14 genes del
plasmido EAF es necesario para la expresidn y el ensamble de los BFP. Es
importanie citar que, en el caso de ECEP B171, los sueros anti-BFP reducen
significativamente la adherencia “localizada” a las células HEp-2, aunque no

modifican la virulencia de la cepa (consultar la figura 7) (36).

Para lograr la expresion del BFP in vifro, es necesaric cultivar al

microorganismo a 37°C, en alguna linea celular, y aquélla ocurrira durante ia
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fase de crecimiento, en presencia de iones calcio y amonio; ello demuestra

que los BFP no representan un elemento constitutive de la bacteria {65).

Figura 7. Microscopia electrénica de barrido que muestra al BFP uniendo
bacterias a las 3 h de la infeccidn (A) y a una microcolonia de
ECEP después de 4 h de infeccion en células HEp-2 (B)

(Reproduccion de referencia 65, copyright (1999) con el permiso de
Blackwell Science Lid.).

b} La induccion de transduccién de sefiales en la célula hospedera. La
adherenciza de ECEP a las células epiteliales provoca que éstas generen
sefiales de transduccion. En tal sentido, los genes bacterianos responsables

de dichas sefales se localizan en una “isla de patogenicidad™ de 35 kb,

* “sla de patogenicidad® es una region cromosdmica cuyos productos son
esenciales para la virulencia y que aparenta no perienecer a la especie que lo
contiene. Generalmente, se encuentra flanqueada por secuencias de repeticion o
elementos de Insercion, ademas de contar con una proporcidn G/C distinta al resto
del cramosoma {76). )
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denominada “locus de efusion de enterocitos” o LEE (de Locus of Enferocytes
Effacement), la cual codifica para la sintesis de las siguientes proteinas: i) los
componentes del sistema de secrecion proteica tipo 1, i) una adhesina
bacteriana conocida coma “intimina”; y fii} el propio receptor de esta Gltima
(Tir, por Translocated intimin Receptor), que posteriormente sera translocado
hacia la membrana de célula hospedera. La figura 8 presenta el esquema

aénico completo del LEE (2, 29, 58).

LLas afirmaciones anteriores se desprenden del hecho de que una mutacion
en los genes bacterianos del LEE, tales como espA, espB o espD (esp por
EPEC secreted proteins), suprime la transduccion de sefiales, favoreciendo la
internalizacién de! patdgeno. Ademds, la adicién de sobrenadantes
provenientes de cuitivos iiquidos de ECEP a las lineas celulares no reactiva
el proceso patoldgico, lo cual confirma que los eventos sefialados requieren

de que la bacteria se encuentre adherida a las céiulas “blanco” (39, 80)

Por otra parte, algunas consecuencias adicionales de la adherencia de ECEP

a las células epiteliales son las siguientes:

+ En los primeros experimentos, se observd un incremento en los

niveles de calcio intracelular (Ca™ ), a partir de ios almacenarentos

% £ sisterna de secrecion proteica tipo Ill se encuentra en bacterias Gram negativas;
su funcién es la de exporiar factores de virulencia -de manera activa, en un solo
paso y sin transformaciones estructurales-, a través de la membrana intermna y la
membrana celutar. Esta secrecion se realiza a través de un canal que atraviesa
ambas membranas y estad compuesto por diversas proteinas (76, 103)
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dentro de la célula; curiosamente, dicho aumento reduce fa
polimerizacién de la actina y el proceso de “adherencia-efusion”,
aunque provoca cambios en el citoesqueleto inducidos de manera
activa por ECEP. Al final, el consecuente aumento de Ca™ parece
ofiginar la inhibicion de la absorcidn intestinal de Na*, asi como 1a
secrecion de CI™ por parte de los enterocitos. Al margen de la diarrea
resultante, las observaciones anteriores sugieren gue los niveles de
Ca™, median la respuesta secretoria que ocurre hacia la presencia
del microorganismo (8, 22, 80). Sin embargo, dichos experimentos No
se han podido reproducir y también se ha observado a ia lesion A/E
sin que haya ocurrido un aumento en los niveles de Ca™.. Una
posible explicacion a ello, radica en que, durante los Ultimos estudios,
casi no hubo muerte dei enterocito v, en los primeros, el aumento en
ios niveles de calcio podria haberse originado por algin efecto
citotéxico de ECEP. De hecho, se ha demosiradc que este
microorganismo induce la apoptosis, lo cual indica que el aumento en
los niveles de calcio podria provenir de este fenémeno y no de la
formacion de ia lesion A/E (29, 68). No obstante, persiste Ia hipotesis
de que ciertas proteinas codificadas por el LEE (EspA, EspB y Tir,
entre otras) son las que verdaderamente inducen la lesion AJE,
mediante la activacién de canales de CI” independientes de calcio

{29).
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La fosforilacidn de los residuos de serina y treonina en varias de las
proteinas de las células epiteliales, entre las que destaca la cadena
ligera de miosina. En ello participan al menos dos cinasas: 1a PKC y
la miosina-cinasa; por ejemplo, la PKC-u es la Unica proteina
estimulada por diacilglicerol en presencia de fosfolipidos y, al
encontrarse activada, se transloca hacia la membrana celular, en
donde estimula la generacion de canales de CI™ (tales como el CFRT
-regulador de la fibrosis quistica- o el canal de CI” del enterocito) y
aumenta la permeabilidad al Na° y al manitol. De esta manera,
modifica la secrecion intestinal de agua y electrolitos, tanto in vivo

coOMmo in vitro.

La fosforilacion de la miosina desempefia un papel importante en el
controt de la polirmerizacién-despolimerizacion de la actina durante la
lesion A/JE. Al mismo tiempo, altera las uniones célula-celula,
fendmeno que podria potenciar los mecanismos diarreagenicos

asociados a ECEP (16, 28, 80).

La fosforitacion de los residuos de tirosina en ofras proteinas. Este
efecto se ha detectado en las células de carcinoma de cérvix (linea
celular Hela): la principal proteina fosforilada es la Tir (cuye peso
molecular es de 90 kDa} la cual se localiza por debajo de las ECEP
adheridas a la punta de los pedestales Cabe subrayar que la Tir

(transiocada hacia la céiula intestinal) sdlo es fosforilada en ef caso
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de ECEP®, por lo que la citada fosforilacion podria no ser
indispensable para que 1a intimina se una a ella; en toda suerte, ‘Ia
unidn intimina-Tir si induce los rearreglos en el citoesqueleto.
Finalmente, otra proteina que es fosforilada (en este caso después de
la union intimina-Tir) es la fosfolipasa-Cy, y la reaccidén se presenta

particularmente en uno de sus residuos de tirosina (29, 59, 91, 92,

100).

e Reduccién de la resistencia transepitelial de las capas gue recubren
las células de la mucosa. Este hallazgo se realizd en células
epiteliales polarizadas Caco-2 o T84 (células de carcinoma de epitelio
intestinal), involucrando un mecanismo de transduccidn de sefiales
-en las células hospederas- provocada por EspA, EspB v EspD. El

fenémeno también afecta el transporte de electrolitos (15).

e Activacion de la transcripcidn eucariética del factor necrozante
NF-«B, el cual -a su vez- regula la expresidn de la citocina IL-8,
quimiotactica para células polimorfonucieares (PMNs).  Savkovich
mostrdé que la adherencia del microorganismo a células intestinales
T84 cocultivadas con PMNs, provoca que estos ditimos crucen la

monocapa epitelial®, consecuentemente, ocurren el aumento en la

* Por ejemplo, cuando se irata de procesos relacionades con ECEH -en los que
también se origina 1a lesién A/E-, dicha fosforilacién no ocurre

¢ Tal fendmeno se habia demostrado ampliamente en Salmonefla sp, pero no en
bacterias no invasivas tales como ECEP.
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permeabilidad paracelular y la estimulacion de canales de ClI (29,

80).

c) La concrecién de una adherencia ain mas intima. La adherencia intima
o mas estrecha entre ECEP y las células epiteliales, es mediada
principalmente por una proteina de membrana externa de 94 a 97 kDa,
denominada intimina, cuya sintesis se encuentra codificada en el gen eae

{por E. coli attaching and effacing), reportado por Jerse ef af (92}.

El gen eae esté presente en todas las cepas de ECEP, ECEH, C. rodentium y
H. alvei, capaces de originar e modelo “adherencia-efusion” y su ausencia es
notoria en ECET, £ cofi de la flora intestinal y muchas otras bacterias no

relacionadas con |a citada histopatologia (92).

En general, la intimina detectada es 31% idéntica y 50% similar a la invasina
clasica de Yersinia: por ofra parte, la comparacién de las intiminas de las
cepas E2348/69 de ECEP y EDL933 de ECEH O157:H7 revela secuencias
altamente conservadas v las escasas divergencias inciden en el segmento de
la regién C-terminal (280 aminodcidos), el cual representa la porcion
molecular que se une a sus respectivos receptores en las células epiteliales,

confiriendo distintos patrones de colonizacién dentro del intestino (29, 80)

Se han logrado identificar cuatre subtipos de intiminas («, B, v, 8) asociadas a
ECEP, si bien la Int280a es la que predomina en la mayoria de las ECEP HE

Dicha intimina presenta tres dominios: dos del tipo “inmunoglobuling” y uno
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mas del tipo “lecting”, en el cual existe un puente disulfurc indispensable para
su unién a otros carbohidratos. De hecho, sélo con este puente intacto es
que ECEP puede unirse a las integrinas B1 y que su union a Tir alcanza una
mayor estabilidad, para generar su mayor movilidad y originar una mejor
transduccion de sefiales. En otras palabras, estas observaciones han abierto
la posibilidad de que, en realidad, varias moléculas funjan como receptoras

del microorganismo en los tejidos intestinales (29, 44, 80, 84, 80).

Antes del descubrimiento del eae, Levine et al habian encontrade que una
proteina (94 kDa) de la membrana externa inducia una gran respuesta de Acs
en los voluntarios humanos inoculados con ECEP; estudios posteriores
demostraron que diche inmunégeno era la intimina. Este hallazgo sugirié que
la intimina podia jugar un papel importante en la inmunidad protectora contra
ECEP v la teoria se reforzé al enconfrarse altas concentraciones de Acs IgAs
(inmunoglobulinas tipo A o de secrecion) en la leche materna de numerosas

mujeres que habitaban en pequefias poblaciones mexicanas (80).

En 1996, Rosenshine ef al observaron la unidn de fa intima de ECEP a los
enterocitos, atribuyéndola a la presencia de una proteina de la membrana
eucaricte (conocida como Hp20y, cuya fosforifacion era inducida por el
micreorganismo para unirse a la intimina. En 1997, Kenny et a/ demostraron
que, realmente, fa Hp90 correspondia a la Tir -codificada por el gen fir de

ECEP-, la cual era transferida a su hospedero; este Gltimo fosforilaba a la Tir



ECET y ECEP

y, al guedar ésta anclada a la membrana externa del enterocito, funcionaba

como receptor de la intimina (59, 92).

Al parecer, la proteina Tir queda fija a la membrana del enterocito, en forma
de “gancho de cabello”, con sus extremos amino y carboxilo dentro de la
célula, y un segmento extracelular de 107 aminoacidos al cual se une la
inimina, Es en esta secuencia de Tir en donde se percibe una mayor
variabilidad entre ias distinias especies causantes de la iesidén AE; sin
embargo, practicamente no existen dudas de que su funcién es ia de un
receptor muy afin a ia bacteria que, ademas, provoca sefiales que permiten la

polimerizacion de la actina en las células del hospedero (44, 53, 100).

2. Plasmidos EAF y pili formadores de racimos (BFP)

Lz trascendencia del plasmido EAF en el origen de los padecimientos
humanos fue demostrada por Levine ef af, quienes administraron oralmente a
voluntarios humanos fa cepa E2348/69, que contiene naturalmente al pMAR2,
¢ bien, una mutante de la misma, carente de dicho plasmido; la diarrea
ocurrid en nueve de los diez individuos que ingirieron la cepa original y en

sdlo dos de los nueve a quienes se les inoculé la mutante.

Al margen de lo anterior, cabe destacar que el 67% de las cepas que
inicialmente contenian el plasmido EAF, perdieron diche elemento

extracromosémico después de haber sido aisladas a partir de las
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evacuaciones de los voluntarios afectados; ello significa que la prueba
molecular en la que se utiliza fa sonda EAF reditdia un elevado grado de
falsos negativos y que, por lo tanto, aquélia debe compiementarse con la

prueba de FAS (por Fluorescent Actin Stain) (21, 62, 69).

En cuantc al factor de virulencia BFP, éste se asocia al operon Bfp,
compuesto por 14 genes gue codifican para su expresion y ensamble; a este
respecio, i gen bipA codifica para fa subunidad principal -la bundilina- y se
utiliza como sonda para la deteccién de ECEP. Ofros genes implicades en
dicho operén, son: el bpfB que codifica para una proteina extema de
membrana; el bfpE, relacionade con [a protefna interna de la membrana; el
bfpP, cuya expresion da lugar a una peptidasa que procesa a la probundilina
-para su polimerizacion-; v el bfpF, que codifica para una proteina que
permite la retraccién del BFP -después de formadas las colonias de
ECEP- con el fin de dispersar a las bacterias y favorecer ia colonizacion del

intestino (5, 13, 18, 20, 36, 61, 65, 109).

En general, dichos genes codifican para proteinas similares a las requeridas
en la produccion de pifi tipo IV, caracteristicos de otros patdgenos Gram

negatives, tales como Vibrio cholerae y Pseudomonas aeruginosa (5, 20, 61,

65).

La expresion y el ensamble de los BFPs también dependen de ofros
elementos reguladores de la patogénesis asociada a ECEP, tales como el

operdn perABC (por Plasmid-Encaded global Regulator, conocido también
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como operon bfpTWV) y el gen cromosomico dsbA (que codifica para una
enzima peripldsmica que media la formacién de enlaces disuifuro de ias dos

cisieinas de cada BfpA). Estos mecanismos de regulacion se detallan en otro

apartado (18, 20, 29, 65, 109).

Figura 8. Mapa entero del plasmido pB171. El circulo exterior muestra
los marcos abiertos de lectura (ORF por Open Reading Frames)
en las partes externa -si son leidos en sentido de las manecillas
del reiol- e intema -si su lectura ocurre en sentido
inverso- {Reproduccidn de referencia 109, copyright (1999) con el
permiso de American Society for Microbiology).

La figura 8 muestra el mapa entero del plasmido pB171, en el cual se localiza
al operén Bfp y, corriente abajo, al operdn regulador bpfTVW. Dicho mapa

incluye secuencias de insercidon fo que, sumado a la proporcion G/C del
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operdn Bpf (38.4%) y del bfipTVW (29 9%) —versus el 46% del resto dsl

plasmido-, sugiere una clara transferencia horizontal del 8fp {109).

3. Locus asociado a la efusion enterocitica (LEE) y exoproteinas

asociadas a fa virulencia

Durante muchos afos se ha buscado infructuosamente aiguna enterotoxina a
la que se le pueda atribuir la diarrea relacionada con ECEP. No obstante, los
estudios correspondientes han permitido descubrir ciertas exoproteinas
microbianas, al agregarse sobrenadantes de ios cultivos liquidos sobre lineas
celulares eucariotes, en condiciones semejantes a las del fracto

gastrointestinal humano (29, 80).

Dichas exoproteinas, conocidas como Esps, también son producidas durante
et curso de la enfermedad, tal como lo demuestra la presencia de Acs
dirigidos contra eilas en el suero de voluntarios humanos inoculados con el

microorganismo {29, 80).

En contraste con lo observado cuando se adicicnan enterotoxinas, las Esps
no desencadenan efectos citopaticos, a menos de que se incorporen junto a
células de ECEP previamente adheridas a sus células “blanco’; en este
sentido, el papel de aguéllas parece ser el de disparar la transduccion de

sefiales tales come las descritas anteriormente (80).

Analizando las posibles funciones de las Esps se lecalizd una “isla de
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patogenicidad” de 35.6 kb [en el minuto 82 del cromosoma de EPEC, junto al
gen de la selenocisteina (se/C)], cuyo contenide GfC es menor (38.2%) al del
resto del cromosoma de E. coli {50.8%). McDaniel ef al mostraron que los
genes eae, esp y sep (por secretion of EPEC proteins, también conocidos
como esc) se localizan en esta “isla”, denominada LEE, presente en otras
bacterias tales como ECEH, H. alvei y C. rodentium, y de la cual carecen
ECET y las cepas de E. coli d¢ la flora intestinal (consultar la figura 9) (2, 29,

31, 93).

Figura 9. Esquema de la “isla de patogenicidad” denominada focus de
efusion enterocitica (LEE) de E. coli E2348/69 (29, 31).

fer escRSTU escCJ  escVN fir eae escD espADB espF

LEE1 LEE2 LEE3 LEE4

Genes que codifican para:
Regutador fer
Proteinas chaperonas

Complejo de translocacién de proteinas tipo 1H

880U

Sistema de secrecidn proteica tipo 1l

e Operon LEE1. EI primer gen codifica para un regulador positivo
(ilamado Ler por LEE expression requlator) de numerosos genes de ia
“isla de patogenicidad”. En este operdn también se localizan los genss
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escR, escS, escT y escU, que contienen informacioén para la sintesis
de proteinas formadoras del complejo de translocacion proteica tipo Il

(29, 31).

s Operdn LEE2. En éste reside la expresion del gen cesD, que genera
ta proteina chaperona de EspD; adicionalmente, se encuentran escC y
escd, cuyo producto EscC es el componente mayoritario del canal
formado en ia membrana exterior de la bacteria por ei sistema de
secrecién proteica tipo l. De hecho, las cepas que carecen de los
genes escC no presentan sefiales de transduccién ni provocan la

aparicion del modelo “adherencia-efusion” (28, 103, 115).

e Operon LEE3. Contiene a los genes escV y esch, que codifican para
proteinas estructurales del complejo de translocacion proteica tipo HI.
EscN es una ATPasa que “inyecta’ fas proteinas bacterianas hacia ia
célula “blanco” v se encuentra localizada en la membrana interna del

microorganismo (29, 31, 80).

« (Genes no agrupados en operones. Entre éstos genes se cuentan el fir,
eae y cesT; la expresion de este Ultimo reditta una chaperona de Tir,
necesaria para evitar la degradacion del receptor en su terminal amino.
Como va se menciond, tir y eae codifican para la Tir y la intimina,

respectivamente (1, 31}.

« Operén LEE4. Las proteinas EspA, EspB, EspD y EspF son traducidas
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a partir de los genes correspondientes (espA, espB, espD y espF), sin
el péptido sefial N-terminal.  Las tres primeras son esenciales pa‘ra la
generacion det modelo “adherencia-efusion”, lo cual es comprobable al
observarse que las cepas mutantes carentes de los genes

correspondientes no generan la histopatologia caracteristica (29, 80).

Los productos de LEE4 son de gran trascendencia, ya que se trata de los
componentes del sistema de secrecién proteica tipo Ili, en donde ias
subunidades de EspA forman una estructura hueca en ia superficie
bacteriana (figura 10), a través de la cual se proyecta EspB hacia la
membrana y al citosol del enterocito. Una vez establecido el puente de union,
Tir se transporta -a través del canal EspA- hasta la célula hospedera, a cuya
membrana se ancla después de sufrir algunas transformaciones. En cuanto
a EspD, existen ciertas evidencias de que se encuentra unida a EspA vy de
que forma parte del sistema de translocacién proteica tipo II°. Por su parte,
EspF no se ha asociado a la secrecion proteica ni se ha podido establecer su
participacion en la patogenicidad de ECEP (consuitar la figura 11) (27, 29,67,

75,107, 108, 116, 117).

La exoproteina EspC, no codificada en el LEE, es digna de mencionarse, va

que presenta homologia con ciertas proteinas autotransportadoras tales como

? En ECEH se ha encontrado que EspD funge como proteina formadora del poro de
la membrana del enterocito, como [o demuestran ciertos experimentos de lisis de
gldbulos rojos.
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la IgA hidrolasa de Neisseria gonorrhoeae y Haemophilus influenzae, |la Tsh

de E. cofi patdgena aviar y la SepA de Shigella flexneri (103).

Figura 10. Microscopia electronica de barrido, 1a cual -mediante una técnica
inmunogquimica- demuestra ia presencia de los conductos EspA
{flechas) entre la bacteria y la célula hospedera (Reproduccién de

referencia 45, copyright (2000) con permiso de Blackwell Science
Ltd)).

También resulta conveniente sefialar que LEE no es una (nica “isla de
patogenicidad” presente en el cromosoma de ECEP, ya que existe una copia
del mismo focus (en el minuto 94) y, por lo menos, otra “isla” diferente; Esta
Ultima es denominada LiM {por Locus for Improving Microcolony formation):
en presencia de perA codifica para una chaperona {(1rcA, por Bfp T-regulated
chaperone-iike profein), la cual actia postranscripcionalmente, respecto a la
expresion de la subunidad BipA antes de ser modificada por una peptidasa;

su proporcion GIC es de 42% y también se ha localizado en S. flexneri, lo que
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reafirma la ocurrencia de la transferencia horizontal de genes. Finalmente,
en el plasmido EAF se detecta un marco abierto de leciura, cuyo gen {reP

presenta una gran homologia con frcA (109, 110).

Figura 11. Modelo de translocacion de proteinas tipo Il en ECEP.

Membrana
interna EscN EscN 1
Periplasma , ECEP
Membrana Es¢c
externa S PUFSELELTLR

Subunidad EspA

EspD (:.7)

Membrana del

enterocito

(¢.?) = Localizacién todavia no confirmada para ECEP

4. Regulacion de los factores de virulencia

Como sucede en numerosas bacterias patdgenas, la expresion de los

factores de virulencia de ECEP se encuentra regulada, al menos por el
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operdn perABC, que activa la transcripcion de varios genes del cromosoma y

del plasmido EAF (20).

Con respecto a la regulacion de los factores de patogenicidad codificados por
el plasmido, ia proteina PerA, producto de la lectura del primer marco del
operon perABC, es homdloga a la familia de reguiadores bacterianos AraC,
que incluyen a la VirF de Shigella y a la Rns y CfaD/CfaR de ECET. Esta
proteina desestabiliza al DNA para activar al promotor y permitir la lectura del
operén bfp por parte de la RNA polimerasa. Otro mecanismo de regulacién,
aungue éste a nivel postranscripcional, es el controlado por el gen
cromosémico dsbA: éste codifica para una enzima periplasmica que, al formar
enlaces disulfuro en la subunidad BfpA, permite la polimerizacién de esta

tltima y el secuencial ensamble del pifi (20, 80, 109).

También se ha demostrado ia regulacion de la expresién de los genes del
LEE, por parte de las proteinas Per e IHF (por Integrafion Host Factor).
Ambas activan al primer gen del LEE1 -er-, cuya expresion da origen a la
proteina Ler, un regulador positivo de la expresion de los genes escJ, escV,
tir, eae y espB. Por lo que se refiere al fir, el mecanismo depende de la

desrepresion del promotor (29, 31).

Los mecanismos menciconados anteriormente comprueban la existencia de un
sistema global que regula la virulencia de ECEP y demuestran que los
factores de patogenicidad no son constitutivos ya gue, ademas, su expresion

s0lo ocurre bajo ciertas condiciones fisicoquimicas. En este (ltimo caso, se
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pueden citar: a) la sintesis de EspB, en respuesta a condiciones similares a
las del intestino; y b) {a represion de la produccion de intimina durante la fase
estacionaria del crecimienio vy su estimulacién durante la fase exponencial

{80).
5. Probables factores de patogenicidad

Otras fimbrias. Aungue han aparecido numerosos reportes acerca de
fimbrias adicionales producidas por ECEP, algunas de ellas han resultado ser
comunes del tipo 1. Girdn ef al informaron sobre una extensa caracterizacion
de fimbrias sintetizadas por la cepa B171 la cual, ademas de las BFP,
produce fimbrias fibrilares (todas ellas denominadas FB171) homblogas a la
F9y F72 (ambas del tipo P} de cepas uropatdgenas de E. coliy ala F1845 de
ECAD. Una mezcla de sueros anti-FB171 y anti-BFP inhibe en su totalidad 1a
adherencia localizada, o que sugiere gue este tipo de adhesién comprende la

participacion de adhesinas multifactoriales (80).

Toxina EAST1. A pesar de que la patogenicidad de ECEP no ha sido
atribuida a la produccién de toxinas, algunas cepas de ECEP producen una
molécula termoestable de bajo peso molecular, dencminada EAST1, cuya
sintesis  se observa en ECEA y en todos estos casos se observa la
hibridacion con el gen astA -que codifica para dicha toxina-. La cepa prototipo
de ECEP (E2348/69) contiene dos genes asftA (uno en el cromosoma y otro

en el plasmido EAF); sin embargo, su expresion solo se ha logrado en
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algunas cepas bacterianas carentes del plasmido (EAF negativas). Por lo
tanto, el significado de la toxina EAST1 en la enfermedad ocasionada por

ECEP aun se considera desconocido (80).

tnvasién. Varios investigadores han reportado que div.ersas cepas de ECEP
son capaces de internalizarse en varias lineas de células epiteliales, e
inclusive, algunos han presentado las micrografias correspondientes. Sin
embargo, a diferencia de los clasicos patdgenos intracelulares (como Shigefla
sp), no existen pruebas contundentes de que ECEP se reproduzca
intracelularmente, o de que escape de las vacuolas o fagosomas, e inclusive,
ni de que ocasione un sindrome disentérico. Durante un estudio genético, se
detecté fagocitosis de aquellas cepas cuyos genes involucrados en ia
produccién de la lesion A/E (eae de! LEE) se encontraban alterados por la

insercién de genes de invasividad (39, 80, 99).

C. Patologia

La infeccién por ECEP ocasiona sintomas tales como fiebre moderada,
malestar, vomito y diarrea; esta Ultima se considera persistente -dura mas de
14 dias-, se atribuye al tipo de lesion implicada y se caracteriza por presentar

evacuaciones liquidas con moco, pero sin sangre (71, 111).

El cuadro clinico ocasionado por ECEP se puede presentar después de un

pericdo de incubacion de 4 a 12 h en voluntarios adultos sugiriendo, durante
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la infeccion, la participacion de una gran variedad de mediadores
intracelulares del transporte electrolitico. El mecanismo molecular
involucrado se ha descrito con anterioridad, en la seccion referente a la

induccidn de transduccion de sefiales en la célula hospadera (20, 80}

Por lo general, se frata de una infeccion autolimitada, que requiere de
rehidratacion constante sin la obligada administracién de antibidticos. Sin
embargo, en el caso de prescribirse algin medicamento, el trimetoprim-
sulfametoxazol (TMP-SMZ) es el agente terapéutico de primera eleccion.
Otros antibidticos utilizados son la colistina y la gentamicina oral, cuya
administracién debe ocurrir bajo esfricta vigilancia médica debido a sus

efectos secundarios (43, 111).

Al igual gue en el caso de ECET, se han propuesto distintas vacunas para
prevenir la diarrea persistente causada por ECEP. En 1970, se ulilizaron
bacterias inactivadas con formaiina sin alcanzarse una inmunidad proteciora
efectiva. Posterformente, en 1989, Cravioto ef al disefiaron una vacuna
eiaborada con mutantes de ECEP incapaces de utilizar galactosa,
pretendiendo inducir inmunidad sin generar lesiones A/E.  Recientemente, se
han identificado potentes inmundgenos, tales como ia intimina y las Esps, con
fos que se buscara clonar cepas atenuadas de E. coli o S. typhi, para que
astos microorganismos, utilizados meramente como vehiculos, los expresen

dentro del hospedero e induzecan proteccién contra ECEP (29, 111).
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D. Datos epidemioldgicos

La edad representa la caracteristica predisponente mas notable en la gran
incidencia de este microorganismo, los padecimientos debidos a ECEP
afectan de manera primana a los infantes menores de 2 afios, aunque su
frecuencia es mayor en menores de 5 meses. A partir de los 2 afios, son

comunes los aislamientos a partir de individucs sanos y enfermos (10, 21,

111,

Logicamente, ECEP es un agente etioldgico endémico entre la poblacion
infantil de los paises en vias de desarrollo. Diversos estudios efectuados en
Brasil, Mexico, Sudafrica y Australia, han demostrado que del 30 al 40% de
casos de diarrea infantil s& deben a ECEP. Por su parte, en los pafses
desarrollados, este microorganismo no es considerade un agente causal
frecuente, incluyende a fa poblacion infantil, exceptuande fos esporadicos

brotes que llegan a aparecer, principalmente en las guarderias y los

orfanatorios (10, 24, 71, 80).

A pesar de que ECEP es asociada a diarrea infantil persistente, puede liegar
& ocasionar diarrea en voluntarios humanos aduitos, a condicidn de gue los
inoculos sean relativamente grandes vy de que la acidez géstrica sea
previamente neutralizada via ia ingesta de bicarbonato. Cabe mencionar que,
en los hospitaies se puede presentar la enfermedad, debido a pequefios

inoculos transmitidos via persona-persona. También se han documentado
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casos de diarrea en personas inmunocomprometidas, diabéticas, ancianos y

pacientes con acloridia (21, 80).

El hecho de que ECEP no haya sido implicada como una causa consistente
de diarrea del turista, radica en bases fisiolégicas de resistencia, mas que en

inmunidad o exposicion previas (80).
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. DETECCION DE ECET y ECEP EN EL
LABORATORIO

Tal como ocurre en la mayoria de las enfermedades infecciosas, la deteccion
presuntiva del agente etiologico se basa en la histona clinica del paciente (la
cual incluye al cuadro clinico y al examen fisico), asi como en los
antecedentes y datos epidemiclGgicos asociados a la region geograiica
involucrada. Evidentemente, dependiendc de la gravedad del cuadro, ese
diagnostico presuntivo se puede traducir en un tratamiento temporal de
emergencia, en tanto se determina con certeza la causa de |a diarrea. En
general, cuando existen fiebre elevada, tenesmo, heces sanguinolentas con
mas de dos semanas de evoiucion yfo deshidratacion, se procede a realizar
el diagnéstico definitivo y se instituye una terapia sintomatica que incluye la

hidratacion oral (111).

El diagnostico microbiolégico por el laboratorio tiene como proposito
fundamental el de contribuir al establecimiento de! tratamiento éptimo de los
padecimientos infecciosos, a fin de que el enfermo recupere ia salud a la
brevedad posible y, consecuentemente, deje de fungir como fuente de

contagio para otros individuos.

Entre las pruebas rapidas de laboratoric se contemplan el examen en fresco,

el recuento diferencial de leucocites, [a observacion de preparaciones tefiidas
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(al Gram modificada para detectar Campylobacter y por Ziehl-Neeisen
modificada para Cryptosporidium), la prueba de latex para rotavirus, la
medicién del pH, de azicares reductores y de sangre oculta en la materia

fecal (111).

Adicionalmente, con &l coprocultivo se intenta detectar at agente etioldgico
del cuadro diarreico {(considerando la informacion provista por el médico),
aunqgue con frecuencia sdlo se busca a E. cofi, Salmonella sp ylo Shigelia sp.
En el caso especifico de la identificacion de Eschetichia coli se utilizan
medios tales como el agar Eosina Azul de Metileno (EMB) o el Mac Conkey,

incubéndose a 37°C bajo condiciones aerobias (78, 111, 113).

Las pruebas de deteccion de ECET y ECEP, segin sus respectivos
fundamentos, se pueden dividir en. bioguimicas, biologicas, fenotipicas,
mmunoldgicas y moleculares A continuacidn se describen las mas

destacadas en la actualidad.

A. Pruebas biogquimicas

Las pruebas bioquimicas son estudios in vitro que pretenden poner de
manifiesto la capacidad de elaborar ciertas enzimas por pare del
microorganismo en estudio, ya que cada éspecie 0 cepa suele presentar un

patron caracteristico que permite diferenciarla,
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En cuanto a Escherichia coli, la identificacion bioquimica se aplica a las
colonias lactosa positiva obtenidas en los medios selectivos citados
anteriormente  No obstante, es necesario tomar en cuenta que Escherichia
coli enteroinvasiva (ECEI) produce generalmente colonias lactosa negativa,
por lo que se recomienda probar a todos los aislamientos sospechosos,
considerando el diagnastico presuntivo y el perfil bioquimico global de los
posibles agentes causales, antes de demosfrar o descartar su presencia.
Una prueba bioquimica 99% positiva para £. coli es la referente a la
produccién de indol, a la cual suelen sumarse otras, como la de lisina
descarboxilasa, produccién de gas a partir de D-glucosa, fermentacion de
D-manitol, D-sorbitol, D-xifosa y utilizacion de acetato; la de citrato y ureasa

suelen ser negativas (74, 96, 120).

Actualmente, resultan de empleo comuin fos sistemas de identificacidn rapida,
tales como el APl 20E, que se ha convertido en un método de referencia, o
bien, e! sistema automatizado VITEK (bioMerieux Vitek, Inc), ambos metodos
sélo requieren de que la suspensidn bacteriana se ajuste a una turbidez de la
escala de McFarland, indicada en los manuales correspondientes (51, 66, 74,

80, 120).

L.a previa identificacion bioquimica de Escherichia coli es fundamental para

evitar gastos innecesarios en la serofipificacion { 54).
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B. Pruebias hiolagicas

El fundamento de esta clase de pruebas consiste en demostrar |a presencia
de factores de virulencia, con base en el efecto que éstos producen en
modelos animales adecuados; los ensayos mas destacados son los

stguientes:

. Prueha de asa ligada de coneio. Esta se utilizé ampliamente hace
algunas décadas para detectar toxinas causantes de diarrea; consiste en
anestesiar a un conejo albino en ayunoc de 48 h: después de lavar el intestino
delgado, se ligan segmentos intestinales de 4 a 5 cm de largo; une se inocula
con 1 mL de amortiguador de fosfatos (PBS) (control negativo), ofro con 2 mg
de foxina del célera (CT) (control positive), en el tercero se inocula 1 mL de
PBS con enterotoxina(s) producida(s) por la cepa de £. coli en estudio (ST y/o
LT) vy, el un cuarto segmento, 1 mL de PBS con enterotoxina, previo
tratamiento térmico, esto con el fin de sblo detectar ST (realizando duplicades
en cada conejo). Una vez efectuada la inoculacion, el animal s& ciefra v,
franscurridas 6 h, se sacrifica, se extrae su intestino delgado, se mide el
volumen de fluido acumulado en cada segmento vy se registran sus
respectivas longitudes. La relacion mb/cm del cuarto segmento se asociaba a
la actividad de la ST; y, en cuanto a la LT, su valor surge de restarle a ta

actividad del tercer segmento el obtenido en el cuarto segmento (25, 96).

Este método asume la desventaja de que muchas toxinas son
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hospedero-especificas y manifiestan diferentes mecanismos de accion,;
ademas, es muy costoso y, al no lograrse su plena estandarizacion,

finalmente resuitd reemplazado por otro tipo de pruebas (25, 80, 96).

. Bicensavo en raidn recién nacido Por muchos afios se considerd

como prueba estédndar para detectar a la STa La técnica incluye la
inoculacion de 01 mL de filtrado del cultivo bacteriano de 24 h, junto con 2
gotas de azul de Evans, de manera percutanea-iniragasirica en ratones
albinos recién nacidos. Después de 3 h de “incubacion’, se sacrifica a los
arnimales, se pesa el intestino de aquéllos en los gue el colorante se
encuentra dentro de la luz intestinal y se registra también el peso del animal
sin el intestino. Si la relacion peso del intestino con liquido/pesc del animal
sin intestino es mayor a 0.083 (unidad de actividad ST}, la prueba se
considera positiva para ST. La sensibilidad de este método es de 2-6 ngftubo
de ensayo, aunque sus desventajas son importantes: es laborioso, caro,
inespecifico para toxinas involucradas en enfermedades humanas y sblo es

semicuantitativo (33, 34, 80).

Sin lugar a dudas, las desventajas mencionadas para ambas pruebas
biolbgicas y sus limitaciones, en cuanto a que sdlo son capaces de detectar
toxinas, esios ensayos en animales han caido en desuso, ya que se prefieren

otros métodos mas réapidos, baratos, especificos y sensibles (33, 80).
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C. Pruebas fenotipicas

Las pruebas fenotipicas tienen como base el correlacionar ia presencia de
factores de patogenicidad, con las caracteristicas patologicas que éstos
generan en cultivos de células, fos cuales representan sistemas relativamente

mas faciles de estandarizar que los animales de experimentacion (80).

Cabe subrayar que, s bien con [os modelos animales se pensé que se
detectaba a la toxina termoestable de ECET, se utilizaba como control
positivo una toxina con mecanismo de accidn similar al de la toxina termolabil.
En este sentido, en 1975 se inici6 el disefio de métodos por medio de cultivos
celulares para poner en evidencia a la LT. De hecho, hoy en dia {a prueba
tipo consiste en inocular los sobrenadantes de cultivos de posibies ECET a
células Y1 adrenales, o bien, a células de ovario de hamster chino (CHO), en
el primer caso, cuando la toxina esta presente, las céluias se "redondean”

mientras gue, en el segundo, las células se elongan (78, 79, 80}.

Por su parte, el reconocimiento de ofros grupos enteropatogenos de E. col,
tales como ECEP, ECEA y ECAD, se realiza a través de otras técnicas
fenotipicas, entre jas que figura el ensayo de adherencia a céluias HEp-2
{células cancerosas de epidermis humana) descrito orginaimente por

Cravioto ef al. Esta prugba se realiza de |a siguiente manerz (18).

1. Las células HEp-2 cultivadas en medio minimo esencial de Eagle

(MEM) hasta un 50% de confluencia, son tripsinizadas vy distribuidas de
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100 a 200 células por pozo (cada pozo cuenta con un cubreobjetos)
para su posterior incubacion 48 h.  Aparte, las bacterias se incuban en

caldo Luria-Bertani, 2 37°C, de i12a 18 h.

E! cultivo celular se lava tres veces y se agregan a cada pozo 1 mL de
medio fresco MEM con 1% (p/v) de manosa o a-metilmandsido y 20 pl.
del cultivo bacteriano  Se dejan incubar 3 h a 37°C bajo una atmosfera

de 95% aire y 5% CO:.

Terminada la incubacion, el medio es aspirade y cada cubreobietos
con células (eucariotes y bacterianas) es lavado 4 veces con

amortiguador de fosfatos.

Las células se fijan al cubreobjetos con 1 mb de metanol al 70% (viv)

por 5 minutos a temperatura ambiente.

El metanol se asprra y las células se tifien adicionando 1 mi de

Giemsa at 10% , el cual se deja actuar por 15 minutos,

Las células se lavan con agua destilada hasta que ésta no evidencie

caloracidn

Los cubreobjetos se extraen de los pozos, s permite que sequen y se

montan permanentemente con resina para examinarse a inmersion

La observacion de las preparaciones puede mostrar algunc de fos siguientes

tipos de adherencia (19, 80, 88)

. Adherencia localizada., Consiste en la ubicacién de microcolonias en
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zonas especificas de la superficie de las céiulas HEp-2
(frecuentemente en los extremos). Esta forma de adherencia es

caracteristica de ECEP y algunas ECEH

. Adherencia agregativa. Este patrén es el mas dificil de identificar,

sobre todo a las 3 h de incubacién. Se le reporta como un patrén que
semeja una “pared de ladrillos”, peculiar de ECEA, microorganismao
para el cual el ensayo de adherencia en HEp-2 es considerado como la

prueba de oro.

» Adherencia difusa. Es cuando las bacterias se encuentran dispersas
sobre toda la superficie de las células HEp-2, patrén que caracteriza a

ECAD.

También es posible el uso de microscopia electronica, para observer la lesion
de adherencia intima-efusion en biopsias intestinales, o bien, en cultivos de
células epiteliales incubados con ECEP. En la figura 12 se pueden observar

microscopias representativas de cada patron de adherencia,

Logicamente se han venido experimentando diversas variaciones a este
método, en cuanto a las lineas celulares utilizadas y a los tiempos de
incubacion; en el primer caso, se ha intentado mejorar o reproducir el
fendmeno en célutas Hela, T84 vy Caco-2, sin obtenerse los resultados

buscados (81).
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Figura 12. Microscopias de luz (A, C, E) con tincion de Giemsa y
microscopias electronicas (B, D, F) que muestran los patrones
de adherencia a células HEp-2 por distintos grupos de
Escherichia cofi Adherencia localizada (A x740, B x30000),
adherencia agregativa (C x740, D x12500) y adherencia difusa
{E x740, F x28000) (Reproduccidn de referencia 88, copyright
(1997) con permiso de American Society for Microbiclogy)
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Las observaciones realizadas por Knutton et al, en el sentido de que las

tesiones con “adherencia-efusion” ncluian la polimerizacion de la actina,
dieron lugar ai desarroflo de la prueba de tincién fluorescente de la actina
(FAS). En esta prueba la faloidina se une especificamente a los filamentos
de actina {F-actina) que se ubican por debajo de las bacterias adheridas a los
cultivos de células epiteliales (por lo tanto se requiere realizar previamente (a
prueba de adherencia a HEp-2). Dicha micotoxina se encuentra conjugada
con isotiocianato de fluoresceina (FITC) o con rodamina por fo que se pueden
observar las zonas de polimerizacion de actina por medic de microscopia de
fluorescencia y se examinan los mismos campos en microscopia de contraste

de fases (Ver figura 13) (82).
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Figura 13. Microscopia de fluorescencia (FAS) v de contraste de fases
{Contraste) que muestran la adherencia localizada de la cepa
E2348 al infectar células HEp-2 {(ambas x 600) (Reproduccion de
referencia 62, copyright (1989) con el permiso de American
Socity for Microbiology).

D. Pruebas inmunoldgicas

La base de las pruebas inmunolégicas, consiste en llevar a cabo la deteccién
de Ags o anticuerpos especificos, a través del emplea de anticuerpos o Ags

conccidos. A continuacion se describen brevemente las de mayor uso:

. Serotipificacion. Representa la prueba inmunolégica de mas frecuente
aplicacion desde la identificacion de muchos de los factores de virulencia de

E col. De hecho, en 1944 Kaufiman propuso un esquema de serotipificacion
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que actualmente se encuentra vigente con algunas modificaciones (83); éste
corresponde a la realizacién de pruebas de aglutinacion directa con las que
se busca diferenciar a los antigenos O {somaético}, H (flagelar} y K (capsular),
redefiniéndose al Gltimo de ellos como polisacéridos acidos, excluyendo de
esta manera los Ags fimbriales que se contemplaban inicialmente. Asi, en
1991 se reportaron 173 antigenos O, 80 Ky 56 H , pero en la actualidad la
serotipificacion de una colonia pura de E. coff ya se efectia con 181

antigenos O y 52 antigenos H {54, 83).

El Ag O determina el serogrupo de las cepas cuyos respectivos serotipos
dependen de la combinacion especifica de sus antigenos O y H, sin que se
tome en cuenta al K, ya que no se han reportado E. cofi encapsuladas
causantes de diarrea (54). Logicamente, también se ha buscado asociar los
determinados serofipos con alguna categoria especifica de £ cofi
diarreagénica; no obstante, la coincidencia no es 100% plena, ya que los
genes de los antigenos O, H y K son cromosdmicos’ y los que codifican para
los principales factores de virulencia suelen residir en plasmidos (ver tabla 5)

(80, 83).

Cabe subrayar que la serotipificacion se realiza actualmente en micropiacas,
de manera semiautomatizada y solo en un selecto grupe de faboratorios

situados en distintas regiones geograficas mundiales.

® aungue existe evidencia de la regulacidn de transferencia del antigeno © por
medio de dichos plasmidos.
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Tabla 5. Relacion entre los diferentes virotipos, serogrupos y serotipos de £
coli diarreagenica (80).

Virotipo Serogrupo Antigene H asociado (Ref)
06 H16
08 H3
011 H27
015 H11
020 NM
025 H42, NM
027 H7
ECET 043 H2 (87)
078 H11, H12
0114 H? (80)
0128 H7
0148 H28, H18, H30 (87)
0149 H40
0159 H20, H4 (87)
0169 H44
0173 NM
055 H6, NM
086 H34,NM
0111 H2, H12, NM
0119 HE, NM,H2 (13}
ECEP 0125 H21
0126 H27, NM, H12 (10)
0127 HE, N
0128 H2, H1i2
0142 HB
026 H11, H32, NM
055 H7
ECEH 0111 H8,NM
0113 H21
0117 H14
Q157 H7

CLAVES: NM = No movif después de 10 dias de incubacién; ? = Ag no

identificado por los métodos convencionales.

89



ECET y ECEP

Virotipo Serogrupo Antigeno H asociado (Ref}
028 NM
029 NM
0112 NM
0124 H30,NM
0136 NM
ECEI 0143 NM
0144 NM
0152 NM
0159 H2,NM
0164 NM
0167 H4, H5 NM
03 H2
015 H18
044 H28,H18
Qe6 NM
ECEA o77 H18
0111 H21, H2
0126 H27 H2
0127 H2
Q7 H10
ECAD 028 HB0

CLAVES: NM = No mévil después de 10 dias de incubacién; ? = Ag no

identificado por los métodos convencionales.

. Métodos de coaglutinacién para toxinas de ECET. Los primeros

métodos diagndsticos para ECET se basaban en la deteccion de toxinas (LT
yio 8T), por medio de pruebas de coaglutinacion o aglutinacion pasiva, Por
ejemplo, la prueba de agiutinacién pasiva reversa en iatex emples
anticuerpos monocionales contra LT, adsorbidos a particulas de 1atex una
vez que éstas se ponen en contacto con el scbrenadante del cultivo
productor de LT, se observa una aglutinacién tipica En la prueba de
coaglutinacion estafilocdccica se ulilizan células de Staphylococcus aureus

70



ECET y ECEP

-— y— Pt — e R i —
—= — e ——

como soporte de los anticuerpos correspandientes, aprovechando que éstos
se adsorben naturalmente por su fraccion Fc a su proteina A superficial. En
1983, esta prueba fue la primera en desplazar a las fenotipicas y a 1a prugba
de Biken, ya que es poco costosa, de escasa manipulacidén y el diagndstico
sdlo requiere de 6 a 7 h después de que se ha sembrado la cepa. Estas
reacciones de coaglutinacion y  agiutinacién  pasiva se encuentran

esguematizadas en la figura 14 (46, 104).

Figura 14. Reacciones de coaglutinacién y aglutinacidn pasiva.

Particula de Jatex Anticuerpos anti-LT Particula cubierta
o S. aureus

R G
Y

Particulas cubiertas LT Aglutinacion por
de anticuerpos reaccion LT- antil.T
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« Otros métodos de aglutinacion. Evideniemente, 10s Ags de superficie de
ECET también se pueden detectar mediante aglutinacion directa en placa.
Puesto que el Ag CS expuesto en la superficie de la bacteria se encuentra
particulado, la aglutinacidn acurre en presencia de anticuerpos especificos
Esta técrica se utiliza principalmente en estudios epidemiologicos y no tanto
en el diagndstico clinico (113). También se cuenta con kits comerciales
destinados a la aglutinacién en latex, en la que el soporte solido se encuéntra
cubierto de anticuerpos monoclonales, dirigidos contra una determinada

adhesina (54).

. Métodos de precipitacion para toxinas _de ECET. En 1981, se

desarrolld la prueba de Biken para detectar LT a través de reacciones de
precipitacion. Dicho ensayo consiste en sembrar la cepa sospechosa en agar
Biken y, después de 48 h de incubacion se provoca la fiberacion de la LT
agregando polimixina (de esta manera el Ag queda en forma soluble),
posteriormente se corta un pequefic fragmento en el agar cercano a la
colonig analizada y se adiciona e} sueroc anti-LT en el pozo resultante.
Después de otras 48 h de incubacidn, en caso positivo, se cbservaran lineas

de precipitacion entre la colonia y €l pozo practicado (46).

. QOtros métodos de precipitacion. En esta categoria destacan las
pruebas de Quchterlony v de inmunodifusion radial. En el primer caso, et Ag
scluble se encuentra formando parte de extractos safinos derivados del previo

tratamiento térmico de ECET; en el centro de la placa se situa el pozo en el
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que se agregan los anticuerpos anti-CS, por lo que la presencia de CS es

detectada en forma sencilla y barata, aunque no rapida (104).

Por o gue se refiere a la inmunodifusion radial, ésta se utiliza para detectar
la concentracidn de IgA secretoria, presente en los sobrenadantes de fluidos
Intestinales. Sin embargo, al igual que las demas técnicas de
inmunoprecipitacién, actualmente se ha reemplazado por técnicas mas

rapidas, como la de ELISA (70).

. Marcaje inmuncguimico, Estos métodos emplean el marcaje de los
anticuerpos especificos que reaccionan con el Ag que se desea poner en
evidencia. Dicho marcaje se puede Hevar a cabo con particulas de oro, a fin
de realizar las observaciones correspondientes mediante microscopia
electronica (70) o bien, aplicando la técnica propuesta por tsmali ef af,
guienes sugieren el uso de anticuerpos monoclonales marcados con
isotioclanata de flucresceina (FITG) dirigidos contra g-actining, en lugar del

marcaje con faloidina, segin el método de tincion de FAS (80).

. Radioinmunoensayo_(RIAY:.  El bicensayo en ratdn recién nacido,
considerado inicialmente como prueba estandar para la deteccion de la STa,
ha sido sustiiuido desde 1981, gracias ai desarrolio de un radioinmunoensayo

especifico con ef mismo fin.

E! radioinmunoensayo tiene como base la unidn competitiva. en uno de los

pozos de la microplaca, a una concentracion conocida de anticuerpos contra
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STa fijos, se agrega una conceniracion estandar de referencia de STa
marcada ('®|-STa) para que se una y después de un lavado, se pueda
detectar la radiacion producida, debido a la STa unida a su anticuerpo
especificoc En otro pozo se agrega una deterrﬁ-inada cantidad de cultive
bacteriano productor de toxina termoestable ademas de lo anterior, y se
detecta una menor radiacion debido & que la STa no marcada se une a los
anticuerpos en jugar de la toxina radiactiva. En otros pozos se afiaden
cantidades mayores del cultivo bacteriano y se observa un desplazamiento de
la toxina marcada, generandose una curva caracteristica de inhibicion. La
concentracién de STa presente se calcula por medio de una curva de
calibracidn, realizada con una concentracidn conocida de anticuerpos, toxina
marcada y esténdares de concentracién conocida de STa (fundamento

esquematizado en la figura 15) (57, 104).

La sensibilidad de este método es de 50 pgftubo de ensaye y existe una
excelente correlacion con la prueba bicldgica de ratdn recién nacido. Esta
técnica es mas sensible y especifica (no se observan reacciones cruzadas
con otros péptidos intestinales, por 10 que se puede ocupar directaments para
muestras fecales). Tiene como desventajas que reguiere de equipo
especializado y que cada lote de STa marcada posee una vigencia corta de

s6lo un mes (33, 57).
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Figura 15. Radicinmunoensayo (prueba de inhibicion competitiva) para STa.

IgG anti-ST adsorbida ST marcada Unidn especifica
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. Inmunoensayos enzimaticos (ELISA_por las sigias de Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay). Esta técnica es actualmente la mas utilizada para

llevar a cabo la deteccidn de LT v su fundamento es el siguiente: el receptor
de esta toxina, sl ganglibsido Gwi, se adsorbe a una microplaca; segin el
protocolo original, después de blogquear con albumina 10s espacios libres de
la placa, se agrega el sobrenadante de un cultive de ECET preductorade LT,
se Incuba, se lava y después se agregan anticuerpos anti-LT producidos por
conejo. Después de volver a incubar y lavar, se agregan anticuerpos anti-IgG

de congjo conjugados con una enzima. En una modificacion a este protocolo,
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se utilizan anticuerpos monoclonales contra LT producidos en ratén en tanto
gue los anticuerpos marcados son anti-IgG de ratén producidos en conejo.
En ambos casos, después de agregar el segundo anticuerpo, se incuba, se
lava vy se agrega el sustrato, obteniéndose una reaccién colorida en aquellos
casos en que la LT se encuentra presente. Dependiendo de la enzima

utilizada, se han obtenido los resultados expuestos en la tabla 6. (105)

Tabla 6. Cuadro comparativo entre dos enzimas aplicables a la prueba de

ELISA.

Parametro evaluado Fosfatasa alcalina | Peroxidasa de rabano
Limite de deteccion de LT 4 ngfral. 10 ng/mL
Limite de deteccion de CT 8 ng/mL 15 ng/mL
Tiempo del ensayo 26-30 h 6-10h
Sustrato utiizado o-nitrofenilfosfate | p-fenilendiamina + HxO;
Absorbancia minima para 0.3 0.1
un resultado positivo

Con base en los resultados anterores, se prefiere utilizar a [a peroxidasa de
rabano, ya que el diagnéstico puede realizarse en una jornada de trabajo
{8 h) con una elevada confiabilidad. Ademds, la técnica es simple y rapida de
realizar; Jos reactivos son estables, faciles de conseguir y a un precio mas

accesible gue en &l caso del RIA (87, 89, 105, 113).
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Cabe sefialar que esta prueba también puede detectar STa por medic de
anticuerpos moenocionales, en placas en las gue se ha adsorbido el
ganglidsido Gu:  El principio de la deteccion radica en la inhibicion de la
unidn de 1gG anti-ST (anticuerpos marcados) a una fase fija con ST por la
competencia entre dicha fase y STa libre en el cultivo bacterianc Para
realizar en forma paralela la deteccion de LT y ST, iniciaimente se incuba una
noche el cultivo bacteriano en una placa con Gy adsorbido, al terminar este
tiempo, todo el medio de cultivo es transferido a ofra placa con Gy, adsorbido
para realizar la deteccion de ST. La deteccién de LT se realiza en la placa a
la cual se fe elimind el medio de cultive. E! procedimiento para ST es el
siguiente: a la nuava microplaca con Gy, se le aftade ST purificada conjugada
con CT-B; ésta se une al ganglidsido y de esta manera queda ST fija a la
placa. Posteriormente, se afaden a los pozos, diluciones del cultivo
bacteriano v se agrega igG de ratén anti-S8T. Si se encuentra presente ST en
el cultivo bacteriano dichos anticuerpes no se unirén a la ST fijada a 1a placa
y. por lo tanto, no se podran detectar después de lavar la placa y agregar
anticuerpos ant-igG de raton marcados con peroxidasa. Para esta prueba,
al igual que para el radicinmuncensayo, es importante realizar una curva

patron y contar con controles positivos y negativos (87, 89, 106).

El uso del ELISA no se& encuentra restringido a la deteccidon de toxinas
{sciubles en medios de cultivo); Albert et al, desarrollaron una variante para
detectar cepas de ECEP con patrén clasico de adherencia localizada En esta

prueba, se adsorbe la suspension bacteriana de ECEP a la microplaca y se
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utilizan anticuerpos de conejo contra ECEP y, posteriormente, anticuerpos
anti-lgG de coneic marcados con peroxidasa. A pesar de mosfrar una
correlacion del 100% con el ensayo de adherencia e hibridacion con sondas
de DNA, este Gitimo ELISA no es uhlizado actualmente en el diagndstico de

ECEP (4).

a) Ensavos de inmunotransferencia; Estas pruebas se han utilizade para

detectar colonias producteras de un determinado Ag de superficie y, por lo
general, sdlo se realizan a aguelias cepas que previamente han demostrado
capacidad para producir LT y ST mediante ensayos de ELISA  El
microorganismo es suspendido en amortiguador vy adsorbido a una tira de
papel filtro de nitrocelulosa, la cual, después de lavarse y secarse, se pone
en contacto con anticuerpos monoclonales (preparados en conejo)
especificos contra un determinado CS. Finalmente, se le agregan
anticuerpos anti-IgG de conejo conjugados con peroxidasa y la reaccion se
revela con los mismos sustratos utilizados en el ELISA. las colonias que
generan un punto de color en la tira de pape! filtro son repottadas como

positivas (89).

E. Métodos moleculares

Las técnicas de biologia molecular representan la herramienta diagnostica

mas confiable, ya que establecen con exactitud ia presencia de los agentes
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etiolégicos en los diversos especimenes clinicos, con base en la deteccion de

segmentos de DNA especificos de cada microorganismao.

En ciertos laboratorios resulta relativamente comin el empleo de sondas®
comerciales, tanto para confirmar resultados obtenidos mediante
metodologias convencionales, como para aplicarfas directamente a las

muestras patologicas (54).

. Hibridacién con sondas. Una variante de esta clase de pruebas

consiste en utilizar sondas, entre las cuales destacan las siguientes:

a) Sondas de fragmentos de DNA o polinucledtidos. Estas se obtienen a
partir de la digestién de un plasmido bacteriano, con una o méas
enzimas de restriccion; posteriormente, se separan mediante
electroforesis v se extraen del gel de poligcrilamida. Este tipo de
sondas puede hibridar con genes gue codifican para un determinado
fenctipo, o bien, ser de una utilidad empirica. Sin embargo, presentan
como desventdja su considerable cantidad de falsos positivos, ya sea
cuands no se realiza una adecuada separacién de fragmentos del
vector, 0 simplemente, cuando el productc no es suficientemente

especifico (23, 78, 79, 80)

b} Sondas sintéticas de oligonucledtidos. Estas se elaboran a partir de

¥ Fragmentos de DNA obtenidos a pariir de agentes patégenos plenamente
identificados. Las sondas sdlo hibridan {por complementariedad de bases) con
cadenas simples de DNA homdloge, lo cual determina la posibilidad de detectar
al agente causal en la muestra analizada.
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secuencias de DNA previamente determinadas que codifican para
factores de virulencia y presentan hasta 27 pares de bases (pb) de
largo Tienen como ventajas el ser mas especificas que los
polinuciedtidos y la de no dar lugar a falsos positivos, aungue su alia
especificidad puede ser causa de falsos negativos al ocurrir alguna
mutacion nucleotidica que no implique la pérdida de patogenicidad (23,

79, 80).

Con respecto a ia deteccion de ECET y ECEP, la hibridacion con sondas para

puede realizarse de dos maneras diferentes:

1 Hibridacién-blot de colonias. Este método requiere de colonias puras,
las cuales han sido inoculadas en placas, respetandoc un orden
conocido (40 colonias por placa, ademas de un controf positive vy uno
negativo). Las colonias son transferidas a papel filtro Whatman no.
541, o bien, a filfros de nitrocelulosa, a fin de llevar a cabo la
hibridacién. A continuacion, las bacterias se lisan y desnaturalizan e
hibridizan con las sondas in situ. La deteccidn depende del marcadaor
de la sonda, el cual puede ser enzimatico (en cuyo caso se adicions el
sustrato adecuado) o, en su defecto, dicho marcador puede ser
radioactivo (lo que requerira de la exposicion del papel a una placa de
rayos X). Esta técnica es confiable v eficiente, pero implica el previo

alslamiento de la bactena a partir de la materia fecal (23, 35, 79, 80)
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2. Hibridacion-blot de evacuaciones Esta técrnica no hace indispensable
el aislamiento de colonias para realizar la hibndacién; de hecho, sdlo
se siembran las muestras de materia fecal (como puntos) directamente
sobre los filtros de nitrocelulosa que se encuentran sobre una placa de
agar Mac Conkey y, después de incubar durante una noche, el papel
se separa del plato, se seca y se trata de la misma forma descrita para
la hibridacidén de colonias aisladas. La ventaja de no requerirse el
previo aislamiento de colonias puras, contrasta con la baja sensibilidad
del método: éste presenta como limitante™su necesidad de que el
patbgenc se encuentre en una concentracion de 10° a 107 UFC/g de

materia fecal (23, 35, 79, 80).

Tal como se habia mencionado con anterioridad, el método estandar para
efectuar la deteccion de ECET es la hibridacion-blot de 5 colonias lactosa
positiva {por muestra) con sondas de oligonuciedtidos complementarias del
segmento de DNA que codifica para la sintesis de las toxinas LT y $T. En
este sentido, las sondas que han sido més utilizadas son las resumidas en las

tablas Yay 7b.

Las pruebas en las que se aplican sondas de polinucledtidos de LT, muestran
una alta sensibilidad y especificidad; el marcaje se realiza con radioisétopos,
o bien, con enzimas tales como la fosfatasa alcalina. Las sondas son

utitizadas para llevar a cabo la hibridacion-biot de colonias aisladas.
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Parg identificar a las cepas productoras de ST, se han desarrollado sondas
de oligonucledtidos (ya que el gen es muy pequefio} que resultan sensibles y
especificas, y se pueden aplicar a la hibridacidon-blot de evacuaciones
provenientes de personas Infectadas. En resumen, este tipo de sondas son
(tiles para detectar tanto 1.T como ST, mediante pruebas estandar (80) (79),
pero no para los factores de colonizacion, ya que éstos presentan una gran

heterogenicidad (80).

Tabla 7a. Sundas de fragmentos de DNA para la deteccion de ECET (78)

Toxina Gen blanco Sonda (enzima de Tamafio
detectada restriccidn)
LT elt EWD289 (Hincll) 0.8 MDa
elt pCDV403 (BamHi) 1000 pb ®

STp esip pRIT10036 (Hinfl) 157 pb
estp pCVD426 (Pstl) NR (82)

STh esth pSLMOG4 (Hinfl) 216 pb
esth pCVD427 {EcoRl) NR {82}

CLAVE: NR= No reportado

Tabla 7b. Sondas de oligonuciedtidos para la deteccion de ECET (79)

Toxina Gen Secuencia (5—» ') Tamafo
detectada blanco
LT eltA;; | GCG AGA GGAACACAAACCGG | 20pb
STp estp [GCTGTGAACTITGITGTAATC CY 22pb
STh esth |GCT GTG AATTGT GTT GTAATC C} 22 pb
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Ern cuanto a la deteccion de ECEP, también se puede realizar la
hibridacidon-blot, a través de la aplicacion de las sondas ejemplificadas en las

tablas 8a y 8b.

Tabla 8a. Sondas de fragmentos de DNA para [a deteccion de ECEP (82).

Gen blanco Sonda [enzima(s) de restriccion]
LEE A pCDV453 [Bgli/Miut]
LEE B pCDV461 [FcoRI/Sall}
LEE C (eae) pCDV443 [Hindlli]
LEED pCDVA60 [Bgili]
BfpA pMSD207 [EcoRi]

Tabla 8b. Scndas de oligonucledtidos para la deteccidn de ECEP (80).

Factor Secuencia {5'—»3")
EAF TAT GGG GAC CAT GTATTATCA
BFP GCTACG GTG TTAATATCT CTG GCG

Cabe sefialar que en el caso de las sondas de DNA empleadas para
identificar a ECEP, es necesario considerar que la mayoria de los genes
“blanco” son cromosamices {(LEE) y que la hibridacién-blot es coincidente con
ia observacion de “adherencia localizada” por ja técnica de FAS; de hecho, la
sonda de eae es 100% sensible y 98% especifica. Por su parte, la secuencia

de la sonda EAF de oligonuciedtidos (21 pb) se obtuve a partir del plasmido
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EAF cuya presencia no correlaciona con ninguna ofra caracteristica de
patogenicidad de ECEP; empero, la hibridacion pos;itlva con dicha sonda de
DNA (1 kb) concuerda en un 96% con e patrén de “adherencia localizada.”
Adicionalmente, ofra sonda de oligonucledtides (BFP) muestra un 95.7% de
sensibillidad y 100% de especificidad, con respecto al ensayo de adherencia a
celulas HEp-2. Es importante subrayar que ambas sondas dingidas hacia
regiones del plasmido EAF exhiben una excelente correlacién con las
caracteristicas fenotipicas de “adherencia localizada™ de ECEP. Su principai
desventaja radica en el hecho de que no pueden detectar cepas atipicas de
ECEP que han perdido al plasmido EAF, pero que conservan ef patrén de

“adherencia localizada” (18, 80).

. La reaccién en cadena de lg polimerasa (PCR): La PCR ha venido a

enriquecer ia practica diagnostica molecular de las enfermedades infecciosas
en los laboratorios de todo el mundo. Una vez recclectada y preparada la
muestra, ocurre en su seno la répida multiplicacion (amplificacion) del DNA
perieneciente al agente causal, y los milones de copias obtenidas
incrementan notablemente fa sensibilidad de cualquier técnica que se eliia
-entre las que se cuentan los analisis moleculares mediante Southern-blot del
DNA y Northern-blot del RNA- para lograr la deteccién correspondiente (24,

118).

El reciente desarroilo de la PCR ha modificado en todo el mundo los criterios

implicados en la practica diagndstica de las enfermedades infecciosas,
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Debido a que el método es rapido, se ha logrado automatizar vy,
consecuentemente, representa la técnica més utilizada en los laboratorios de
referencia (54). Este método sdlo requiere de la adicidn de una "mezcla
estandarizada” al tubo de reaccion correspondiente; ademas, su eficacia es
reproducibie practicamente en cualquier tipo de muestras clinicas: biopsias,
sangre y diversos productos sanguineos, semen, secreciones uretrales y
vaginales, expectoraciones, aspirados transtraqueales, materia fecal, orina, vy
los liquidos cefalorraquideo (LCRY), sinovial, pleural, peritoneal y amnidtico,

entre algunos otros (94, 119).

Cabe sefalar que la PCR no constituye por si misma un métode diagnostico.
En una muestra clinica, el proceso global asociado a la deteccién del agente

causal, con base en el reconocimiento de su DNA, consta de tres pasos (94):

1. Procesamiento de la muestra
2. Amplificacién del DNA por PCR

3. ldentificacion del DNA amplificado

1. Procesamiento de la muestra. La deteccion de bacterias patdgenas
por PCR a partir de muestras fecales es relativamente laboriosa, ya que
ademas de la gran cantidad de inhibidores presentes, existe una gran
cantidad de DNA proveniente de ofras fuentes (por ejemplo: flora habitual,
células intestinales vy alimentos). De hecho, es posible adicionar
directamente la materia fecal al termociclador, solo cuando se ha diluido, lo

que provoca bajos limites de deteccion. Con el objetivo de obtener una
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mayor concentracion de DNA del patégeno es recomendable utilizar colonias
aisladas en placas de agar; de esta manera, se incrementa la sensibilidad del
métedo, aunque se retarda el diagndstico. Otra opcidn consiste en concentrar

el DNA total y eliminar los inhibidores de la PCR {94).

Entre los métodos convencionales mas utilizados para extraer el material
genético del patégeno a partir de muestras de materia fecal se cuentan los

siguientes (48, 52, 55, 73, 94, 101):

» Lisis bacteriana por el repetido congelamiento/ descongelamienio {de

5° a 20°C) de ja muestra.

« Lisis bacteriana mediante un Unico congelamiento, ebulticidon {de 5° a

94°C) y el consecuente almacenamiento a —20°C.

+ Ebullicién con Chelex™ 100 (BioRad) a 60°C durante 10 minutos,
centrifugacion y uso del sobrenadante. Una variante a este método
también es el calentamiento de la muestra a 56°C por 10 minutos,
ebullicion a 100°C otros 10 minutos, enfriamiente a temperatura

ambiente y uso del sobrenadante.

« BExtraccion a través de la mezcla fenol:cloroformo y precipitacion en
etanol; este método convencional elimina contaminantes bioldgicos y
permite Ja obtencion de un extracto con un alto grado de pureza. Una
variante de esta técnica consiste en el tratamiento inicial con una alia

concentracion de NaOH.
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« Extraccion salina y precipitacion en etanol, cuya principal ventaja
consiste en que no se utilizan solventes organicos en la extraccion de

matenal genéticc

» Lisis del patdgeno con lisozima y SDS, digestién con proteinasa K y
precipitacion det DNA con etanol; éste es el método mas utilizado en el

procesamiento de muestras de heces humanas.

Sin lugar a dudas, las tres metodologias sefialadas en Uitimo término constan
de varios pasos, con el fin de purificar el. DNA obtenidg; por eilo, las
extracciones organicas involucradas son las recomendadas para los kits

comerciales (73, 101).

Adicionalmente, se sugieren dos meétodos que también promueven la
purificacion del DNA, |os cuales presentan como paso comon ¢l de suspender
las muestras fecales en determinadas soluciones y asentar el debris fecal por

medic de centrifugacion a baja velecidad (14, 73, 101):

s Lisis con solucion caoirdpica y la purificacion del DNA mediante su

fijacion a una matriz de vidrio 0 a polvo de fibras de celulosa.

« Lisis por calentamientc y la purificacion det DNA, a través de una

cromatografia de columna “spin” de Sepharosa CL-GB.

2. Amplificacion de fa muestra por PCR. Dicho procese corresponde a una

reaccion enzimatica ejecutada por zlguna DNA polimerasa. Esta clase de
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enzimas cataliza la formacién de un enlace fosfodiester entre el 3'-OH en el
extremo creciente de la cadena de DNA a elongar (el iniciador) y ef grupo

5'-P04 del desoxirribonucledtido trifosfatado (ANTP) entrante. La eleccion de

cada nucledtido a incorporar, estd determinada por € DNA molde, al que el
iniciador se ha unido previamente por complementariedad de bases La
amplificacion del DNA (de manera exponencial) se logra mediante ciclos
repetidos de PCR, cada uno de los cuales presenta 3 etapas distintivas de

temperatura’® (Ver figura 16} (94, 118).

Cabe sefalar que la reaccion concluye cuando la cantidad de enzima se
reduce hasta niveles insuficientes (por la inactivacion térmica ocurrida
después de cada paso de desnaturalizacion), pero también gravita el hecho
de que la efectividad del alineamiento de ios iniciadores va decreciendo
paulativamente (al irse disminuyendo su concentracion e incrementando en
forma exponencial el nimero de secuencias "blanco™), generalmente a los 30
& 40 ciclos de amplificacién. Los principales componentes de la PCR se

enumeran en la tabla 9 {94, 118).

Ademas, cuande e DNA moide se encuentra mezclado con numercsas
estructuras  secundarias, es oportung incorporar urea, formamida o

dimetilsulféxado al 1 a 10%: anadlogamente, la adicion de albumina o glicerol

™ Cada etapa dura apenas enfre uno y algunos minuios, por lo cual cast resuita
indispensable que el laboratorio cuente con un termociclador, éste permite
programar las temperaturas y la duracion de los diversos periodos, para todo el
Droceso,
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incrementa el rendimiento de ia reacoidn de amplificacitn cuando se frata de

fragmentos de DNA molide mayores de 2 5 kpb (94)

Figura 18. Esquema general de las condiciones utilizadas en la reaccion en

cadena de la polimerasa.

Desnaturalizacion del DNA molde
para separar las hebras de DNA
(94°C, 5 min}

Alineamiento de los
iniciadores (primers) al molde
(30-65°C, 30 s)

Desnaturalizacion para separar Siniesis de nuevas hebras de DNA
las hebras de DNA (94°C, 30 s) por la DNA polimerasa | {Tagpoll)
p (685-75°C, 2-5 min)

Tabla 9, Componentes mas reievantes de la PCR (24).

Componentes de la Caracteristicas Concentracion
PCR

Secuencia blanco + 150 a 500 pares de bases (pb) 1 a 20 ng/pt

Iniciadores (primers) |« 15 a 25 pb de composicidn Cada unc de
semejante 0.1a1pM

+ No son compiementarios entre si

+ Con similares temperaturas de
fugion {Tm)

8%
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Componentes de la Caracteristicas Concentracion
PCR ‘
DNA polimerasa ! o Temperatura optima: 70 a 80°C  ]2.5 U totales
te.;irr;;n estable (Tag Vinax Préxima a los 180
P nucledtidos/segundo/ molécula
de enzima (nt/s)
Desoxirribonucledtido|e  Se ocupan dATP, dGTP, dCTP y |Cadauno a
s trifosfatados libres dTTP 200uM.
{dNTPs)
Mg® ¢ influye en el alineamiento de los 0.5 a 4 mM
iniciadores, T, y actividad
enzimatica de la Tag DNA pol |
Saolucion « pH83a89 20 a 50 mM
amortiguadora de
Tris-Cl

Evidentemente, para efectuar la deteccion de ECET y ECEP, debe buscarse

la amplificacién de los genes que codifican para los factores de virulencia, a

través de iniciadores especificos. Las secuencias de estos Ultimos pueden

desarrollarse de manera empirica o fundamentandose en programas de

computacion que identifican las caracteristicas criticas de disefio y muestran

propiedades conocidas y predictivas de los iniciadores. (Ver tablas 10 y 11)

(80, 94).
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3. Identificacién def DNA amplficado Una de las principales decisiones
de quienes emplean la PCR consiste en seleccionar un método adecuado
para detectar el producto amplificado, dado que, enire los gue se encuentran
disponibles, existen diferencias muy significativas en términos de

sensibilidad, especificidad, confiabilidad, dificultad y costo.

Como el producte primario de la PCR es una molécula duplex de DNA lineal,
con longitud vy secuencia definidas, el método de deteccidn ideal debe

permitir una determinacion precisa del tamafio y de la pureza del producto

amplificadeo.
En este sentido, existen técnicas que se basan en el uso de geles de agarosa
hasta las que contemplan la secuenciacion del DNA. Entre las técnicas

empleadas con mayor frecuencia se cuentan las siguientes:

a) Electroforesis en geles de agarosa ¢ poliacrilamida. El corrimiento
electroforética de los productos de la PCR puede relacionarse con
marcadores de peso molecular y representa el método empleado mas
frecuentemente en los laboratorios, ya que aporia resultados
relativamente confiables, con una sensibilidad de 1.0 a 5.0 ng de DNA.
El procesamiento simuifaneo de marcadores de peso molecular y de
controles positivos provenientes de microorganismos caracierizados
cen anterioridad, permite realizar las comparaciones correspondientes
y, consecugntemente, establecer la procedencia det DNA ampiificado

por PCR (11, 90, 101, 112).
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b) Southern blot. Esta metodclogia representa una herramienta muy

efectiva para establecer ef origen del DNA presente en una muestra
clinica. Una vez que se ha llevado a cabo la separacion de los
productos de la PCR -mediante electroforesis en gel-, se puede
identificar un fragmento especifico del DNA, previa transferencia de los
diversos segmentos a una membrana de nylon © nitrocelulosa.
Posterioprmente, la secuencia “blanco” se identifica via su hibridacion
con una sonda marcada con algun elemento radioactivo, digoxigenina
o bien con bictina-avidina conjugada con peroxidasa. Después de un
lavado de {a membrana, la doble cadeng de DNA {constituida por ta
sonda marcada y el DNA “problema”), permanecerd unida a dicho
soporte, en tanto que las moléculas monocatenarias se habran
eliminado. El revelade correspondienie se logra mediante la exposicion
de la membrana a una pelicula de rayos-X, o bien, agregando el
sustrato apropiado para la enzima utilizada como marcador (80, 24,

101, 118).

Captura por hibridacion en sandwich. En esta técnica se inmoviliza
una sonda complementaria de ia secuencia amplificada a identificar,
De esta forma, la muestra hibrida con dicha sonda y, previo lavado, se
agrega una segunda sonda marcada con estreploavidina-peroxidasa.
Finalmente, ia reaccidn se revela con reactivo de color
(tetrametilbencidina) por 30 minuios y el producto amplificado se

detecta a 450 nm  La estreptavidina también puede conjugarse con
54
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isoluminol, lo cual permite la deteccion del DNA por
quimioluminiscencia, Esta técnica tiene fa ventaja de usar el equipo
estandar de ELISA y de no requerir una electroforesis previa ni

radioisdtopos (94).

Por otra parie, también existen otras técnicas de identificacion utilizadas en
estudios epidemiolbgicos, o bien, en laboratorios de investigacion, entre las

cuales destacan las siguientes.

. Analisis con enzimas de restriccién. El empleoc de esta clase de
enzimas requiere del conocimiento previo de la secuencia del
fragmento amplificado, ya que al encontrar su secuencia blanco en el
DNA, dara lugar a fragmentos que podréan ser plenamente identificados
a través de una electroforesis en gel de agarosa. Por ejemplo, el
fragmento EAF obtenido con los iniciadores EAF1 y EAF25 (397 pb), al
ser cortado por la Alul, dara origen a dos fragmentos de 308 y 89 pb; a
diferencia de elio, si se utiliza la Ncil, los fragmentos producidos son

de 191y 206 pb (28).

Con la finalidad de evitar falsos positivos, se recomienda que ef andlisis se
efecie con dos distintas enzimas de resiriccion, cuyas regiones ‘blanco” se

localicen en una porcion conservada del fragmento amplificado.

.  Secuenciacién de los fragmentos obtenidos por PCR. Esta

metodologia puede emplearse para determinar la identidad del
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fragmento amplificado, o bien, para conocer la secuencia del DNA
“hlanco.” La secuenciacidn requiere fa previa purificacidn del DNA y
posteriormente su andlisis por medio del ciclo Tag que tiene como
principio ef método de secuenciacion de Sanger. Ambos procesos se
pueden realizar por medio de kits comerciales. Esta técnica es cara,
jaboriosa y no es adecuada para el diagnostico rutinario de ECET o

ECEP (28, 118).

R?cigntgmqnte se han desarrollado PCRs miitiples, que consisten en utilizar
distintos pares de iniciadores de manera simultdnea, para detectar genes que
codifiquen, por ejemplo, para las distintas toxinas de ECET en el caso de 1a
deteccidn de todos los tipos de ECET s0lo con una reaccion de amplificacion
de DNA. También se han desarrollado PCRs muitiples para detectar distintos
alelos de intiminas en ECEP, e incluse, para evidenciar diferentes especies
de Eschenchia coli causantes de diarrea. Para la identificacién de los
productos amplificados se utiliza la electroforesis en gel de agarosa,
diferenciandolos por tamafio y por comparacién con un control positivo.  Por
lo general, se realiza una posterior hibridacion para identificar definitivamente

cada producto de la PCR (Ver figura 17) (80, 90, 97, 101, 111).

Finalmente, en estudios epidemiologicos, en los que $& desea conocer si una
cepa determinada es la causante de un brote diarreico, 0 bien, cuando se
buscan establecer relaciones filogenéticas, se utilizan las técnicas

mencionadas a continuacion (B, 58, 77, 85, 97, 118). -
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Figura 17. Gel de electroforesis de un PCR muttiple para la deteccion de: b)
SLTH v SLT! (de Shiga-Like Toxin), ¢) SLTI, d) SLTH, &) LTI, STII, f} LTI, g)
STy h) STH, SLTL SLTII y LTI (a es e marcador de pesos moleculares)

(Reproduccion de referencia 111, copyright (1998) con el permiso de
Blackwell Science Ltd.).

» Ribotipificacién. En ella se busca identificar el polimorfismo a nivel de

genes de rRNA 168S.

« Electroforesis en gel bajo un campo eléctrico por pulsos {PFGE por

Pulsed-field gef efectrophoresis).

« Variaciones de ia PCR tales como “arbitrary primed PCR", o bien,
*andlisis de la amplificacidn aleatoria de fragmentos polimérficos™

(RAPD), al generar grupos discretos (“huellas digitales”} de fragmentos
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amplificados de DNA total de bacterias, utilizando iniciadores
escogidos de manera arbitrarié y utilizando condiciones de alineacidn
de baja “estringencia” Estos métodos se utiizan para comparar
resultados intralaboratorios de manera preliminar. También se han
empleado en condiciones de alineacion de baja estringencia, clertos
iniciadores especificos para determinados genes, técnica conocida
como “deteccion combinada de genes v ftipificacion epidemiologica”

(COGEDET per sus siglas en inglés).

+ PCR por fragmentos polimorficos de restriccibn con longitudes
variables (RFLP). Esta resulta Gtil para el estudio de variaciones en
pequefias regiones del DNA, tales como las de genes individuales.
Esta variabilidad puede ser demosirada cuando el DNA cromosémico
es purificado y se fragmenta en varios segmentos, via ta accion de
endonucleasas de restriccion. Después de dicha digestion, los
fragmentos se separan mediante electroforesis en gel de agarosa’', a
fin de apreciar diferencias enire conjuntos de bandas de distintas
cepas. Sin embargo, si dichas diferencias son muy pequefias, se

puede recurrir al andlisis por Southern-biot.

1 Los diferentes tamarios de los fragmentos obtenidos (origen de la denominacién
de “polimorfismo™) dependen plenamente de la ubicacidn y cantidad de las
secuencias que fungen como sitios de reconocimientofcorte para la(s) enzima(s)
utilizada(s)
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CONCLUSIONES

a)

b)

c)

d)

El reconocimiento de los distintos factores bacterianos de virulencia
recibe actuaimente una inusitada atencidn, ya que tiene aplicacién
directa en el desarrolio razonado de vacunas gue protejan eficazmente
contra los agentes etioldgicos mas peligrosos, en el disefo de mejores

regimenes terapéuticos, e inclusive, en el establecimiento de pruebas

) diagnodsticas mas confiables.

ECET produce dos clases de toxinas, cada una de las cuales cuenta
con un diferente “sitio blanco” de accion en el enterocito; ambas
promueven distintas sefiales en la célula hospedera, desencadenando
el sindrome diarreico, sin llegar a un contacto intimo bacteria-célula

tntestinal.

La toxina termoestable (ST) de ECET es la de mayor importancia
médica, si bien esta caracteristica y su mecanismo de accién no se
citan con la frecuencia y profundidad que la literatura convencionat
dedica a la LT. Ademas, cuando la cepa implicada expresa adhesinas

C8S, la virulencia de ECET se incrementa significativamente.

ECEP requiere concretar una adherencia intima con el enterocito para
promover las sefales que generan diarrea. Dicha clase de unidn es

mediada por factores de virulencia codificados por genes

99



ECET y ECEP

e)

f)

g)

h)

cromosomicos y plasmidicos entre les cuales, adicionalmente, se

reparte la funcién regulatoria global.

ECEP cuenta con la extraordinana capacidad de sintetizar su propio
receptor y translocarlo a la membrana del enterocito, a través de un

complejo sistema de transporie proteico

Tanto ECET como ECEP comparten factores de virulencia con otros
microorganismos gue también ocasionan enfermedades intestinaies al
humano; ello demuestra que ocurre una eficaz transferencia herizontal

de numerosos genes asociados a la patogenicidad bacteriana.

ECET y ECEP afectan a distintos sectores de la peblacion: mientras
esta Gltima ocasiona cuadros diarreicos a los infantes menores de 2
afios, ECET lo hace en nifios de 0 a § afos y funge comio €l principal
agente causal de la llamada “diarrea del viajero”. Evidentemente, el
sindrome diarreico es de mayor gravedad en los infantes, entre
quienes la muerte representa una posibilidad real, sobre todo cuando

la enfermedad no es tratada adecuada y oportunamente.

Como ocurre en la mayoria de las enfermedades intestinales, el
tratamiento de eleccidn de las afecciones debidas a ECET y ECEFP
reside en la inmediata restitucidon de agua y electrolifos. Por lo
general, el uso de antibioticos sélo se justifica en los casos de

gravedad yflo ante la previa realizacién de las pruebas de

100



ECET y ECEP

)

K}

susceptibtlidad del agente infeccioso a los antimicrobianos

Liama la atencién et hecho de que, actuaimente, los tunistas del primer
mundo que viaan a paises en vias de desarrollo suelen ser
ampliamente informados acerca del uso preventivo y correctivo de los
electrolitos y de diversos antimicrobianos. De hecho, esta informacion

también se proporciona a través de los distintos medios electrénicos.

En cuanté a los métodos que permiten efectuar la deteccion de ECET y
ECEP en el laboratorio; Tecientemente se han desarrollado métodos
relativamente econdmicos, rapidos y de facil ejecucion, entre ellos,
destacan los de orden inmunologico v las técnicas moleculares que,
conjuntamente, aportan una gran confiabilidad, tanto al diagndstico
como a los estudios epidemioldgicos. Sin embargo, no todos los
ensayos biolégicos han podido ser sustituidos por aquéllos: el de
adherencia a cultivos celulares continia vigente ya que permanece
como el método de referencia para identificar a ECEP y representa la

prueba de oro para detectar a ECEA.

Recientemente se han disefiado protocolos de PCR muiltiple por medio
de los cuales, en una sola reaccion, se puede identificar
confiablemente a éstos y otros patdgenos. Es probable y deseable que
esta clase de métodos se implemente en diversos laboratorios clinicos,
a fin de agilizar la deteccion del agente etiologico y, por ende, la

administracion de la terapéutica correspondiente.
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