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RESUMEN.

Escherichia coli es uno de los agentes causales de diarrea severa en nifios menores de cinco
afios. Entre los mecanismos de virulencia que tienen las cepas de E. coli para causar diarrea
en humanos se encuentra la adherencia a células epiteliales, la invasién y multiplicaci6n en
el citoplasma de la célula infectada, produccién de enterotoxinas termolsbiles y/o
termoestables. Las cepas de E. coli se han clasificado segln sus caracteristicas clinicas,
serotipo, factores de virulencia y epidemioldgicos en: enteropatogena (EPEC),
cnteroagregativa (EAggEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC) vy

enterohemorragica (EHEC).

En este trabajo se estudiaron 365 cepas de E. coli aisladas de muestras fecales de 71 nifios
menares de 5 aiios, con diarrea. El objetivo fue determinar la capacidad de adherencia de

dichas cepas a células HEp-2.

Los resultados fueron: 231 cepas (63%) fueron adherentes; 94 cepas (26%) mostraron
adherencia agregativa, 17 cepas (5%) presentaron adherencia difusa; 11 cepas (3%)
tuvieron adherencia localizada y 12 cepas (3%) mostraron desprendimiento celular. La
adherencia de las cepas estudiadas fue un evento importante ya que se presento en la

tercera parte de las mismas siento la de tipo agregativo Ia mas comn.

Por lo observado se puede considerar a £, coli como un patdgeno importante implicado en

la patogenia de la diarrea en niflos menores de cinco afios.



L INTRODUCCION,

Escherichia ¢oli es un bacilo gramnegativo corto (0.5x4p), anaerobio facultativo, no
esporulado, provisto de flagelos peritricos, de fimbrias y puede o no presentar cipsula. E.
coli se ha subdividido con base a sus caracteristicas bioquimicas (biotipos), serologicas
(serotipifacion de acuerdo a los antigenos: sométicos “O”, capsulares “K” y flagelares
“H™), a antigenos de las fimbrias F1-6, a la susceptibilidad a bateriéfagos (fagotipos), a la
produccién de bacteriocinas {colicinas) y a los mecanismos de patogenicidad (Levine,
1987; Sussman, 1985). Se conocen mas de 1000 tipos antigénicos de E. coli. (Levinson,
1992). La especie de E. coli pertenece al género Escherichia y la familia

Enterobacteriaceae.

E. coli fue inicialmente descrita por Escherich en 1885 bajo el nombre de Bacterinm  coh
commune para indicar la presencia universal de este microorganismo en e} intestino de
individuos sanos (Sussman, 1985). A pesar que inicialmente fue descrita como un
microorganismo no patogeno, fue Escherich quien demostrd la presencia de E. coli en la
orina de nifias con infecciones del tracto urinario y sugirid que los organismos alcanzaban

la vejiga por la ruta ascendente. (Sussman, 1985; Robins-Browne, 1987).

Desde hace mucho tiempo E. ¢oli es considerado un miembro de la flora normal intestinal
del hombre y de los animales, y la colonizacién por este organismo se lleva a cabo
inmediatamente después del nacimiento. E. coli es la especie predominante entre !a flora

normnal zerébica facultativa del intestino y juega un papel muy importante en mantener la



proveedor de vitaminas en algunos animales {Sussman, 1985). Sin embargo, representa tan
sélo una pequeiia fraccion constituyente de la flora normal. La mayoria de las cepas de E.

coli no son patégenas en el intestino y algunas pueden producir enfermedad por diferentes

mecanismos de patogenicidad.

Las observaciones de diferentes investigadores con el suero de nifios enfermos de diarrea
epidémica, permitieron conocer que estos sueros so6lo aglutinaban cepas aisladas del
contenido intestinal de nifios que habian muerto de gastroenteritis no diagnosticada y no
aglutinaban con las cepas de niflos sanos. Este hecho permitié plantear que ¢l agente causal
de diarrea epidémica y de gastroenteritis fuera el mismo. (Browner, 1987). Esto fue la base
para que Kauffman (1947) distinguiera a estas cepas del resto de las E. coli utilizando un
esquema serologico para su tipificacion, el cual permitié establecer que sblo un grupo
restringido de serotipos (combinaciones antigénicas somatico-flagelares) de E. coli estaban
claramente asociados con la enfermedad diarreica. Los estudios recientes de genética de
poblaciones indican que estas bacterias son en realidad clonas adaptadas para colonizar
preferencialmente el intestino humano, situaciéon que probablemente favorece su
permanencia en este hospedero y por ende su distribucién mundial. (Wihttam, 198%;

Orskov, 1990).

E. coli fue originalmente incriminado como un enteropatégeno por Bray (1945) tras
demostrar que una cepa de E. coli era responsable de diarrea durante el verano causando
brotes infantiles (Sussman, 1985; Robins-Browne, 1987). Varela y col. (1946) reportaron el

aislamiento de E. coli de un caso mortal de diarrea. A mediados de los afios 50s se




establecio una serie de diversos serogrupos de E. coli los cuales estan formados por cepas
incriminadas epidemiolégicamente en diferentes partes del munde como agentes

etiologicos importantes de diarrea infantil,

Se reconoce a E. coli como causa importante de infeccion en el tracto urinario, en
peritonitis, meningitis, neumonia y septicemia, cuando su localizacién es extraintestinal
{Robins-Brown, 1987). E. coli es la causa mas comin de infeccién de vias urinarias en
mujeres y sepsis por bacilos gramnegativos. Es uno de Jos dos mas importantes agentes
causantes de meningitis neonatal y el agente que més a menudo acompatia a la “diarrea del
viajero”. E, coli es una de las bacterias aerobias facultativas mas abundantes de colon y
heces. (Levinson, 1992).La diarrea causada por E. coli es uno de los principales problemas
en ¢! mundo especialmente en niflos menores de cinco aflos de edad (Embaye, 1996;

Nataro, 1998).

La diarrea puede definirse como la disminucién en la consistencia, y aumento en el
nimero y la frecuencia de las evacuaciones en relacién con el habito intestinal normal de
cada individuo. Se considera que una diarrea es crénica cuando persiste durante mas de tres
semanas. El padecimiento afecta a todas las edades y razas étnicas, constituyendo una
causa importante de mortalidad mundial. En los paises en vias de desarrollo la diarrea de
origen infeccioso es una de las principales causas de mortalidad infantil. Las causas son
muy diversas, pero pueden agruparse en:

1) Exégenas: la causa es extraintestinal: alimentos, toxicos, gérmenes, pardsitos, carencia

de algunas vitarninas;



2) Orgénicas: se debe a lesiones de la pared intestinal, inflamacién, degeneracion,
tumores,
3) Endogenas: la causa se encuentra en el mismo organismo pero no en el conducto

intestinal, como alteraciones gastricas, pancreaticas, hepéticas, endécrinas, circulatorias,

nerviosas.

Diarrea aguda liquida.

Se define asi a aquellos cuadros diarreicos cuya duracion es de 7 a 14 dias. (Ramirez,
1996). Es la forma maés frecuente de diarrea en México, alcanzando el 80%. (SSA, 1988).
Los dos agentes que se aislan con mdés frecuencia son rtotavirus y Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC). (Hullan, 1991). Algunas cepas solamente prodiicen una toxina
termolabil muy semejante a la producida por V. cholerae como la 06:K15:H16, O8:K40:H%
y O8:K25:H9; otras liberan tanto la toxina termoldbli (LT) como la toxina termoestable
(ST) tal como la O11:H27, O15:H22, O20:H11, O25:K7:H42, 027:H7, O63:H12, 080,
085, 0139 y ofras solamente tienen la ST como la O78:H11, O78:H12, O115:H40,
O128:H7 0148:H28, 0149:H10, O153, O159:H20, 0166 y 0167, La ETEC en nuestro
medio es endémica y es una de las principales causas de diarrea en niflos de paises en

desarrollo. (Guerrant, 1990).

La enterotoxina termoestable (ST} como su nombre lo sugiere es resistente al
calentamiento. (Yoshimura, 1985). Y se denominada toxina termoldbil (LT} por su

labilidad al calor ya que se inactiva a 100°C durante 10 minutos. (Sprangler, 1992),



Diarrea con sangre.

El sindrome de disenteria aguda con moco sangre y pus en las heces fue descrito desde
Hipécrates. Puede acompafiarse con dolor en la defecacién y es ¢l resultado de la invasion
inflamatoria de 1a mucosa colonica debida a bactenas, parasitos y/o accién de citotoxinas

(Guerrant, 1950).

Tradicionalmente los dos agentes etioldgicos que méas frecuentemente se asocian con
disenteria son: Shipella y Entamoeba histolytica. Sin embargo, se sabe que Salmonella (S.
enteritidis, S. choleresuis, S, paratyphi), Campylobacter jejuni, E. coli enterohemorragica,

Shigella (8. flexneri, S. somnei, S. boydii) Yersinia enterocolitica, Vibrio

parahaemolyticus, Balantidium coli, Schistosoma (8. japonicum y S. mansoni) y
Trichinella spiralis pueden causar sangrados. (Guerrant, 1990). En los Estados Unidos el
agente que mas frecuentemente s identifica en cuadros de diarrea con sangre es E. coli

O157:H7 (Wells, 1983).

Algunos serotipos de E. coli enteroinvasivos (EIEC) pueden producir un cuadro de
disenteria bacilar semejante a Shigella, como los serotipos O28ac, 029, Ol12ac, 0124,
0136, 0143, 0144, 0152, 0164 y 0167 (Guerrant, 1990). En dos estudios en nifios con
disenteria en México se encontrd EIEC en 4 y 5% de los casos, respectivamente. (Benitez,

1991; Suarez, 1993).

1



Diarrea crénica/Mala absorcién.

Es causada por diversos mecanismos, a menudo sitnultineos, tanto infecciosos como por
intolerancia a nutrimentos (azicares, proteinas), desnutricién, como sindromes de mala
absorcion intestinal. (Valdespino, 1994). La diarrea crénica por E. coli, responsable de
diarrea aguda se ha asociado con diarrea persistente y las E. coli del grupo 01,2,4,7y 75

se han aislado de pacientes con colitis ulcerativa. (Cook, 1968).

La asociacidn constante entre ciertos serotipos de E. coli con procesos diarreicos, permite

plantear medidas de control por la bisqueda de los mecanismos de patogenicidad que

comparte estas clonas bacterianas. Estos mecanismos corresponden fundamentalmente a

tres tipos:

1) adherencia, indispensable para que la bacteria pueda acercarse, pegarse y colonizar el
epitelio de ciertas dreas del intestino;

2) produccién de proteinas bacterianas (exotoxinas), liberadas una vez que la bacteria ha
colonizado el intestino y con un efecto final en la estimulacion de la secrecidén de agua
y electrolitos;

3) internalizacién y multiplicacién de la bacteria dentro del citoplasma de las células
epiteliales del intestino, lo cual permite a las bacterias evadir los mecanismos de
proteccién del hospedero una vez que se encuentran en el interior de la célula (Eslava,

1994).

12



Adherencia bacteriana.

La adherencia bacteriana constituye el evento inicial en el establecimiento de la
cotonizacién de los tejidos epiteliales del huésped y dicho proceso conditce a la formacion
de verdaderos nichos ecologicos distintivos, que juegan un papel importante en {a fisiologia
y defensa de las mucosas del huésped. Normalmente, las superficies mucosas y endoteliales
e¢stan constantemente bafiadas por secresiones (saliva, onina, sangre y moco) gue son ricas
en sustancias con actividad bactericida que junto con los productos metabdlicos y las
funciones mecdnicas como el estomudo, la tos, el movimiento ciliar, la descamacién y la
peristalsis, limpian las superficies eliminando bacterias patogenas. (Beachey, 1981). Es
légico que los organismos de la flora normal asi como los organismos patdgenas deben de
adherirse a las células del huésped para confrarrestar los mecanismos normales de

Himpieza,

El fenémeno de la adherencia no es un proceso dafing por si mismo pero favorece la
interaccion de factores de virulencia con sitios blancos en el huésped: por ejemplo, las
toxinas producidas por microorganismos patdgenos del tracto intestinal pueden interactuar
mds facilmente con su receptor cuando previamente existe una interaccion de la bacteria y
la superficie celular intestinal. Asi también los microorganismos capaces de invadir y
multiplicarse dentro de las células, deben de adherirse primariamente a un sitio en la célula

y posteriormente penetrar mediante mecanismos diversos.

Las bacterias patégenas no colonizan ni dafan los tejidos del huésped

indiscriminadamente. De hecho, existe cierta selectividad de especie por: el huésped, edad

13



del mismo, tejido, células blance, Se ha propuesto que esta selectividad esté determinada
por ¢l reconocimiento especifico de moléculas presentes en la membrana celular
eucanidtica que actilan como receptores para estructuras complementarias de superficie
bacterianas con actividad de lectinas llamados ligandos o adhesinas que permiten la unién

de la bactenia a la célula mediante interacciones hidrofébicas.

La colonizacion del intestino tiene lugar mediante un fendmeno de adherencia a la mucosa
en la que intervienen ciertas estructuras o apéndices filamentosos que se proyectan de la
superficie de la bacteria, denominados “fimbrias o pilis”. Estas estructuras son de

naturaleza proteica, antigénicas y termolabiles. (Pérez, 1983).

Una vez adherida, la bacteria sintetiza enterotoxinas (exotoxinas codificadas por genes
plasmidicos) que actian sobre las células de e¢sas dreas para causar diarrea. Las toxinas
tienen una sorprendente especificidad de drea de las células del colon, algunas células no

son susceptibles quiza debido a que carecen de receptores para la toxina. (Levinson,1992).

Existen cuando menos tres tipos de adherencia de E. coli a células HEp-2:
1} Localizada, caracterizada por la formacién de microcolonias sobre la membrana
citoplasmatica de las células (Fig. 1 —Anexo-);
2) Difusa, cuando las bacterias se adhieren a todo el citoplasma celular (Fig2)y
3) Agregativa, cuando las bacterias forman aciimulos tanto en Ja superficie celular como

sobre el vidrio de la preparacion (Fig. 3) (Scaletsky, 1984).




Clasificacién de E. coli.

Se reconocen cinco categorias de E. coli diarrogénicas que son las siguientes: E. coli
enteropatogena (EPEC), E, coli enteroagregativa (EAggEC), E. coli enterotoxigénica,
(ETEC) E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli enterohemorrigica (EHEC). Las clases de
E. coli se distinguen con base a sus mecanismos de patogenicidad, caracteristicas clinicas,
propiedades epidemiolégicas y cada una de estas clases esta confinada a un grupo diferente
de ciertos serotipos O:H. (Levine, 1987; Sussman, 1985). En la Tabla 1 se resumen las
caracteristicas para clasificar a las cepas de E. coli en los grupos mencionados.

E. coli requiere de factores de virulencia codificados tanto ¢n material genético
extracromosomal (plasmidos) como en el propio cromosoma, los que la capacitan para

vencer los mecanismos de defensa del hospedero

E. coli enteropatégena (EPEC).

En la década de los cuarenta se aislaron cepas de E. coli de nifios con diarrea y una década
después se comprobd experimentalmente su patogenicidad en voluntario humanos a los
cuales se les administraron dosis elevadas de bacterias (10 - 10°ml). Se encontré que
desencadenaban diarrea y respuesta inmunoldgica sistémica contra sus antigenos somaticos

y para designarlas Neter en 1950 propuso el término de E. coli enteropatégena (EPEC).

EPEC ha sido descrita como agente causal de diarrea infantil en pafses en vias de
desarrollo. EPEC se define como la clase de serogrupes de E. coli diammogénica
incriminados epidemiolégicamente como patégenos pero cuyos mecanismos de
patogenicidad no estén relacionados a la produccién de ST, LT, a la invasion del epitelio

15
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‘Tabla 1. Caracteristicas de las cepas de Escherichiy coli causantes de diarrea en humanos

Enteropatégena Enterotoxigénica Enteroinvasiva Enterohemorréfica Enteroagregativa
(EPEC). (ETEC). (EIEC). (EHEC). (EAggEC)
Mecanismos de Adherencia a células Enterotoxinas Internalizacién y Produccion de Adherencia, alfa-
patogenicidad. epiteliales y termolébil (LT) y multiplicacién en citotoxina tipo sige | hemolisina. Produceién
esfacelamiento de termoestables (ST). células epiteliales. (VERQ). de una exotoxina {Pet).
microvellosidades.
Grupos de edad Recién nacidos y Nifios menores de cinco Todas las edades. Todas las edades. Nifios menores de cinco
afectados. lactantes. afios, viajeros o turistas, afios, adultos y
pacientes con SIDA.
Distribucién Geografica. Mundial, Paises en desarrollo. Mundial. Mundial. Mundial,
Serogrupos 55,86, 111,114,119, | 6,8, 11, 15,20, 25, 27, | 28ac, 112ac, 115, 124, | 2, 4,7, 26, 45, 50, 111, 0O44:H18
125, 127, 128, 142, 63, 78, 85, 114,115, 135, 136, 143, 144, 113, 121, 125, 145,
158, 126, 148, 149, 159, 152, 164, 167,172 157,173,
166, 167.

(Levine, 1985, modificado).




intestinal, ni a la produccién de una diarrea distintiva con sangre. (Levine, 1987; Robis-
Browne, 1987). EPEC involucra una infeccién del intestino entero. (Levine, 1987; Law,

1989). Baldini y col. en 1983 observaron que el 9% de las cepas pertenecientes a los
serotipos clasicos de EPEC obtenidas de pacientes con diarrea poseen un plasmido de
aproximadamente 60 MDa que codifica para la propiedad de adherencia a células HEp-2.
El producto responsable de esta propiedad recibid el nombre de Factor de Adherencia de

EPEC (EAF).

Estudios con microscopia electronica, revelaron que las EPEC se adherian a la membrana
del enterocito de manera intima con destruccién de las vellosidades intestinales. (Knutton,

1987(b)).

La adherencia de cepas de EPEC al epitelio celular resulta de la fosfonlacién de algunas
proteinas celulares del epitelio en residuos de treonina y serina. La activacién de la PKC
induce cambios en el citoesqueleto celular que contribuyen al movimiento de liguidos. La
distribucién de las microvellosidades intestinales por el proceso de adherencia y
esfacelamiento es la causa de diarrea prolongada y la deshidratacién de los niflos. {Nataro,

1998).



E. coli enteroagragativa (EAggEC).

Nataro y col. en 1987 propusieron una quinta categoria de cepas diarrogénicas de E. coli,
basados en la observacién de un tercer patrén de adherencia a células HEp-2 llamada
agregativa a de cepas de E. coli EAF-negativa asociadas con gastroenteritis infantil en
Chile. Este patrén difiere de los patrones de adherencia difusa y localizada {AD y AL)
reportados por Scalestky y col. en 1984, El patrén de adherencia agregativa formando

agregados tanto sobre las células como sobre la superficie del vidrio.

Bhan y col. en 1989 reportaron la asociacion de cepas de E. coli que presentan el patrén de
adherencia agregativa con diamrea persistente en India y la clasificaron dentro de la
categoria de Escherichia coli enteroagregativa (EAggEC). Estas bacterias dafian las
vellosidades del colon produciendo una necrosis hemorrdgica. Epidemiologicamente se
considera como una causa importante de diarrea persistente en nifios. En un estudio de
cohorte realizado por Cravioto y col. en 1991 se reportd una frecuencia de 636 casos
diarreicos durante los 2 afios que duré el estudio, de los cuales el 9% tuvo una duracién
mayor a 14 dias, encontrandose cepas EAggEC en el 51% de éstos y con menor frecuencia
en casos de diarrea aguda o en las heces de nifios sin diarrea. En los 78 cuadros de diarrea
en los que se aislaron cepas EAggEC, en 25 de ellos se observaron heces con sangre,
siendo estas bacterias el patégeno aistado con mayor frecuencia de un total de 71 eventos

de diarrea con sangre.

Las cepas EAggEC son capaces de producir cuando menos dos tipos de toxina, una

responsable de inducir secrecion intestinal en modelos experimentales y otra que favorece
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la expresion de proteinas fosforilantes responsables del movimiento de calcio extracelular.

(Baldini, 1983).

En relacion con las cepas que presentan adherencia agregativa, estudios en India, México y
Brasil, han mostrado que su aislamiento se relaciona significativamente con la presencia de

diarrea persistente en nifios. (Bhan, 1989; Cravioto, 1991; Gomes, 1989).

E. coli enterotoxigénica (ETEC).

A partir de los estudios de De y col. en 1956 en los que observaron la distensién por edema
de asas ligadas de intestino de conejos con ultrafiltrados de cultivos de ciertas cepas de E.
coli, se demostrd su capacidad para producir exotoxinas que al interactuar con las células
epiteliales de la mucosa intestinal del hospedero inducian aumento en la secrecidn de agua
y electrolitos. Las cepas ETEC elaboran dos tipos diferentes de toxinas, la primera es una
proteina dimérica de alto peso molecular (86,500 Da) similar en estructura quimica,
funcién y antigenicidad a la toxina producida por V. cholerag 01 y por su labilidad al calor
(Se inactiva a 100°C durante 10 minutos) se denomina enterotoxina tenmolabil (LT).

(Sprangler, 1992).

Las cepas ETEC son causa frecuente de diarrea severa en lactantes en paises en desarroflo
y la mas comin de diarrea en individuos de paises industrializados que viajan a zonas
menos desarrolladas. Las cepas de ETEC causantes de diarrea en humanos y animales se

caracterizan por la produccién de una 6 dos enterotoxinas codificadas en plismidos, la
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toxina termolabil (LT) y la toxina termoestable (ST). La LT esta compuesta de una
subunidad téxica A y cinco subunidades B. Las subunidades B se mantienen unidas por
enlaces no covalentes, arregladas en forma de anillo sobre la cual descansa la subunidad A.
La toxina se une al receptor especifico GM), localizado en la membrana celular via las 5
subunidades B, seguide por la translocacién de la subunidad A, a través de la membrana.
Una vez en el citosol, la subunidad A activa el complejo de adenileiclasa que forman
AMPc a apartir de ATP y el aumento de AMPc intracelular favorece la salida de agua y
electrolitos de la célula (Holmgren,1985), con una consecuente disminucién en la
absorcitn en las vellosidades. El incremento en la secrecién de liquidos a nivel del lumen

intestinal y clinicamente se manifiesta como diarrea. (Eslava, 1994).

La otra familia de enterotoxinas producidas por cepas ETEC son las denominadas
termoestables (ST) que como su nombre lo sugiere son resistentes al calentamiento.
Estructuralmente son péptidos de bajo peso molecular (1000-6000 Da), no son
immunogénicos, solubles en metanol. El control genético de la produccién de LT y ST

reside en plasmidos transferibles. (Kupersztoch, 1990; Pickett, 1989)

La toxina ST es un polipéptido, rico en cisteina que activa la guanidilciclasa de las células
epiteliales intestinales promoviendo el flujo de agua hacia el lumen intestinal. (Holmgren,
1985). Las manifestaciones clinicas de la infeccién por ETEC son diarmrea acuosa, nauseas,

dolor abdominal y fiebre de bajo grado (Levine, 1987).
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E. coli enteroinvasiva (EIEC).

EIEC se caracteriza por la capacidad de internatizacién y multiplicacion dentro de las
células epiteliales intestinales; de causar muerte celular y acumulacién de
polimorfonucleados (PMNs), produciendo disenteria bacilar semejante a la producida por
Shigella. La capacidad de invasividad esta asociada a la presencia de plasmidos de 140
MDa que codifican para la produccién de varias proteinas de membrana externa

involucradas en la invasividad (Levine, 1987).

Estos organismos pueden ser inmoéviles, no fermentadores o fermentadores lentos de la
lactosa y anaerogénicos (Sussman, 1985). Nicoletti y col. en 1987 reportaron que sepas de
E. coli lactosa negativos son capaces de presentar factores asociados a la virulencia como

son la capacidad de producir hemolisinas y hemaglutinacion.

Las cepas EIEC estdn antigénicamente relacionados a los serogrupos de Shigella (Levine,
1987, Sussman, 1985). Debido a la proximidad genética entre EIEC y Shigella, y a la
similaridad del cuadro clinico que presentan ambos organismos, las infecciones por EIEC
pueden ser confundidas facilmente con las infecciones causadas por Shigella. Clinicamente
la enfermedad se caracteriza por la presencia de fiebre, dolores abdominales, toxemia,
diarrea acuosa seguida de evacuaciones sanguinolentas, moco, y a la presencia de

abundantes PMNs (Levine, 1987).
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La carenciz de flagelos las hace inmoviles al igual que las shigellas.(Formal, 1978). En las
cepas EIEC es indispensable la presencia simultanea de un plismido de 140 MDa
{megadaltones) para conferirles el tipo invasivo. Son altamente virulentos, demostrado por
el pequefio nimero de bacterias que se requieren para producir un cuadro clinico (10 a
100). (Sansonetti, 1982). El primer paso en el proceso de patogénesis es la adherencia de la
bacteria a las microveltosidades de la mucosa, posteriormente se afecta ¢l borde en cepillo
del enterocito al formarse una vesicula en su membrana y esto da lugar a que se facilite la
penetracion de la bacteria, la cual se establece y multiplica en el interior de la célula para

de ahi infectar otras. (Binns, 1985).

EIEC no produce exotoxinas pero lesiona las células epiteliales del intestino delgado
causando diarrea por destruccion de las células de 1a mucosa, En dos estudios en niflos con
disenteria en México se encontrd EIEC en 4 y 5% de los casos, respectivamente. (Benitez,

1991; Suarez, 1993).

E. coli enterohemorrigica (EHEC).

Fue descrita inicialmente en 1982 por Riley y col. en un brote de colitis hemorrédgica en los
E. U. A. El sindrome clinico se caracteriza por la produccién de una diarrea abundante
acompaiiada de sangre, sin leucocitos fecales en pacientes sin fiebre. El serotipo 0157:H7
fue el organismo causal de este brote y también se le ha incriminado en el sindrome
urémico hemolftico, en diarrea en guarderias infantiles, escuelas y centros de salud.

(Levine, 1987).



Se han relacionado diferentes serotipos EHEC con la etiologia de la diarrea esporadica en
adultos, colitis hemorrdgica, sindrome wrémico hemolitico y pirpura trombocitopénica.
(Karmali, 1983). Estos padecimientos se han observado con mayor frecuencia en paises
como Estados Unidos, Canads, Inglaterra, Argentina, Australia y Alemania entre otros.
Hasta el momento no existen reportes del aislamiento del serotipo O157:H7 en nuestro
pais. En un estudio de prevalencia de E. coli enteroinvasiva y O157 en nifios con diarrea
en el Hospital O'Horan de Mérida, Yucatin, México, se informé del aislamiento de una
cepa de E. coli O157:H1 (0.7%) causante de un cuadro diarreico sanguinolento. Esta

frecuencia es similar a la de E. coli O157 H:7 en los Estados Unidos.(Wells, 1983).

En cepas EHEC O157:H7, se ha reportado la presencia de dos citotoxinas potentes que son
codificadas por fagos cuya actividad se ha demostrado en células Hela y Vero. Una de
estas, la toxina I semejante a Shiga & también Itamada toxina Vero 1 (VT I), es
aparentemente idéntica a la citotoxina/neurotoxina/enterotoxina producida por Shigella
dysenteriae tipo I (toxina de Shiga) y su actividad citotéxica en células Vero es
neutralizada por anticuerpos antitoxina de Shiga. La segunda citotoxina, toxina II
semejante a Shiga & toxina Vero II (VT II) no es neutralizable por este antisuero, La
capacidad de adherencia a células intestinales Henle 407 del serotipo O157:H7, esta
relacionado con la presencia de un plismido de 60 MDa, que codifica para la expresién de
una estructura fimbrial. En el intestino, la infeccion por EHEC estd confinada solamente al

ciego y al colon. (Levine, 1987; Law, 1989),
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E. coli enterohemorragica (EHEC).

Fue descrita inicialmente en 1982 por Riley y col. en un brote de colitis hemorrigica en los
E. U. A. El sindrome clinico se caracteriza por la produccion de una diarrea abundante
acompafiada de sangre, sin leucocitos fecales en pacientes sin fiebre. El serotipo 0157:H7
fue el organismo causal de este brote y también se le ha incriminado en el sindrome
urémice hemolitico, en diarrea en guarderias infantiles, escuelas y centros de salud.
(Levine, 1987).

Se han relacionado diferentes serotipos EHEC con la etiologia de la diarrea esporddica en
adultos, colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico y pirpura trombocitopénica.
(Karmali, 1983). Estos padecimientos se han observado con mayor frecuencia en paises
como Estados Unidos, Canada, Inglaterra, Argentina, Australia y Alemania entre otros.
Hasta el momento no existen reportes del aislamiento del serotipo O157:H7 en nuestro
pais. En un estudio de prevalencia de E. coli enteroinvasiva y 0157 en nifios con diarrea
en el Hospital O"Horan de Mérida, Yucatin, México, se informé del aislamiento de una
cepa de E. coli O157:H1 (0.7%) causante de un cuadro diarreico sanguinolento. Esta

frecuencia es similar a la de E. coli 0157: H7 en los Estados Unidos.(Wells, 1983).

En cepas EHEC O157:H7, se ha reportado la presencia de dos citotoxinas potentes que son
codificadas por fagos cuya actividad se ha demostrado en células HeLa y Vero. Una de
estas, la toxinz I semejante a Shiga ¢ también llamada toxina Vero 1 (VT 1), es
aparentemente idéntica a la citotoxina/neurotoxina/enterotoxina producida por Shigella

dysenteriae tipo I (toxina de Shiga) y su actividad citotéxica en células Vero es
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neutralizada por anticuerpos antitoxina de Shiga. La segunda citotoxina, toxina II
semejante a Shiga 6 toxina Vero II (VT II) no es neutralizable por este antisuero. La
capacidad de adherencia a células intestinales Henle 407 del serotipo O157:H7, esta
relacionado con la presencia de un plasmido de 60 MDa, que codifica para la expresion de
una estructura fimbrial. En el intestino, la infeccién por EHEC esté confinada solamente al

ciego y al colon. (Levine, 1987; Law, 1989)
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I1. ANTECEDENTES.

Las propiedades adherentes de E. coli fueron inicialmente descritas por Guyton en 1908,
quien observd la capacidad de ciertas cepas de aglutinar glébulos rojos de especies

animales. (Duguid, 1980).

Existian algunos datos sobre las altas cantidades de bacterias que tenian Jos enfermos en la
parte proximal del intestino delgado, 1o que hacia suponer la posesion de algin mecanismo
adhesivo que permitiese colonizar y proliferar en dicha regién del tubo digestivo,

venciendo las acciones de lavado y el peristaltismo. (Dupont, 1971).

Evans y col. en 1975 descubrieron que la capacidad adhesiva de la cepa ETEC H1040, que
habia sido aislada de una paciente muerto a causa de una diarrea colérica en Bangladesh,
- era debida a la posesion de unas fimbrias que no estaban relacionada antigénicamente con
el pili tipo 1, el cual estd presente en gran parte de las cepas de E. coli de todos los origenes.
Estos investigadores comprobaron que contrariamente a las fimbrias tipo I que estan
codificadas en el cromosoma bacteriano, las fimbrias de la cepa H10407 se hallaban
codificadas en plasmidos que se perdian con gran frecuencia al cultivar las bacterias
repetidamente en condiciones de laboratorio. Estas fimbrias fueron denominadas “factor
antigénico de colonizacidn I’ (CFA/). En 1978 Evans y col. descubrierén otro antigeno

fimbrial al que denominaron CFA/I.
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Para que una cepa enterotoxigénica sea patdgena, es necesario la presencia de “factores de
colonizacién™ que permite a ETEC adherirse a la mucosa ileal, en donde las enterotoxinas
secretadas entran en proximidad con sitios blancos en las células epiteliales. Evans y col.
reportardn en 1975 y en 1978 la presencia de fimbrias en ETEC, serotipo O78:Hi1, las
cuales fueron denominadas: factores de colonizacién [ y II (CFAM y CFA/ID,

respectivamente.

Hasta la fecha se han descrito cuando menos 15 tipos de factores adhesivos como los
factores de colonizacién CFA/I, CFA/IL, CFA/MI y CFA/IV. Al igual que las enterotoxinas,
la produccion de los factores de adherencia esta controlada genéticamente por plasmidos
(De Graff, 1990). La elaboracién de los factores adhesivos esta restringida a ciertos
scrotipos de E. coli, en los cuales coexisten genes estructurales y reguladores que controlan

la produccién de fimbrias y fibnillas. {Willshaw, 1990).

Cravioto y col. (1982) y Smyth (1982) demostraron que las cepas ETEC que eran
identificadas como CFA/Il en base al patrén de hemaglutinacién, eran en realidad
combinaciones elaboradas de 3 antigenos distintos denominados CS1 (16.3 kDa), CS2
(15.3 kDa) y CS3 (14.7 kDa), los cuales son codificados en un sélo plasmido. Dependiendo
del serotipo y del biotipo, se han encontrado cepas que expresan antigenos CS1 y CS3, CS2
y C83 6 s6lo con C83, no se han observado cepas con CS1 y C82 simultineamente. El

CFA/, CS1 y CS2 son adhesinas que corresponden a fimbrias rigidas de 6-7 nm de
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didmetro, mientras que el CS3 posee una estructura delgada y flexible de 2-3 nm de
didmetro. Los antigenos CS1, CS2 y CS3 se encontraron solamente en un nimero limitado

de serogrupos. (Levine, 1987).

Cuando se presenta diarrea sucede con més frecuencia en niflos infectados con cepas que
sélo producen enterotoxina ST. Se identificé que entre el 60 y 70% de las cepas
productoras de ST, ¢l factor de adhesividad mas frecuente fue CFA/I con los antigenos de
superficie (proteinas fibrilares) CS1, CS2, CS4, CS5, a diferencia de las cepas que sdlo
producian LT, donde mas de la mitad no tenian un factor de colonizacién y en las que si,
solo se detecto el antigeno de superficie CS6, proteina fibrilar que no parece mediar

adherencia al enterocito. (Cravioto, 1991).

Knutton y col. en 1987 describieron un nuevo factor de colonizacitn, en ETEC O148:H28
capaz de producir diarrea en voluntarios, diferente a los CFA/l y CFA/L, Este posible factor
de colonizacién consta de fibrillas flexibles de 3 nm de didmetro que son expresadas
cuando los microorganismos se subcultivan en un macerado de mucosa intestinal infectado
con estos organismos. Después se encontré que la cepa ETEC E8775 presenta un complejo
superficial denominado PCF8775 formado de 3 antigenos de diferentes a los anteriores que
se denominaron CS4, CS5 constituido por fimbrias rigidas de 6-7 nm y CS6 que es una
fibrilla. (Wolf, 1989). No se ha clarificado si estas nuevas fimbrias representan en realidad
entidades diferentes, 6 si son sélo variantes antigénicas ¢ morfol6gicas independientes.

(Levine, 1987).



Las fimbrias 6 pili son estructuras filamentosas que nacen de la pared celular bacteriana
que asemejan hebras que emanan a varios nandmetros de la superficie (Dugid, 1980). La

presencia de adhesinas de morfologia fimbrial en E. coli, Proteus mirabilis, Pscudomonas

aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae y otros se ha asociado a la habilidad de estos organismos

a adherirse y proliferar en las mucosas del intestino, tracto urinario, tracto respiratorio y

genital respectivamente (Beachey, 1981).

Adhesinas de naturaleza polisacérida: las cépsulas de algunos organismos grampositivos y
gramnegativos funcionan como adhesinas en la colonizacion de las mucosas del huésped. El
lipopolisacarido (LPS) de bacterias gramnegativas parece también conferic atributos de
adherencia a ciertos patogenos. (Ofek, 1980; Sharon, 1981). El glicocalix elaborado por
microorganismos del tracto intestinal fue propuesto por Costerton y Cheng (1981) como un
factor de adherencia y colonizaciéon del lumen intestinal protegiendo a las microcolonias de
la accion de sustancias antibidticas, de anticuerpos, de bacteriéfagos y ademas sirviendo

como almacén o fuente de nutrimentos.

Baldini y col. en 1983 muestra que la habilidad de linajes de EPEC E2348/69 (0127:H46) a
adherirse de manera localizada fue dependiente de la presencia del plasmido 60-MDa. Este

plasmido fue designado el factor adherente de EPEC (EAF).

El procesc de adherencia intima entre la bacteria y 1a membrana de 1as células del epitelio

intestinal, sepuida de la destruccion de las microvellosidades, con alteracién del
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citoesqueleto en el sitic de unién de la bacteria, ha sido denominado adherencia y

esfacelarmniento (EAE). (Moon, 1983).

Scaletsky y col. en 1985 reportaron que atgunas cepas de EPEC se adhieren a células HeLa
o HEp-2 en dos patrones diferentes llamados; adherencia localizada (AL) y adherencia
difusa (AD). Estudios epidemioldgicos sugieren que la capacidad diarrogénica de la
mayoria de las cepas aisladas de casos clinicos de EPEC esta asociada con ios patrones

caracteristicos de adherencia a células HeLa 6 HEp-2. (Levin, 1987; Scaletsky, 1985).

Mediante estudios en voluntarios, se suginé el papel de una proteina de la membrana
externa de 94 KDa y mas ain, que estos anticuerpos reconocen a la proteina en otros

serogrupos ETEC (055, 0111, 0119 y 0142). (Levine, 1985).

Knutton y col. en 1987 reportaron que el ptasmido pMAR2 (60 MDa} codifica para una
adhesina, posiblemente de naturaleza fimbrial de 7 nm de didmetro, que promueve la

adherencia de la cepa E2348 (0O127:H6) a células HEp-2.

Polotsky y col. en 1977 observaron mediante microscopia electronica que las cepas de
EPEC causan una lesién histopatologica ultraestructural distinta en intestino humano
diferente a la causada por ETEC. Esta lesion ha sido observada también por otros autores
en biopsias de casos clinicos de infecciones producidas por diferentes cepas de EPEC.

{Ulshen, 1980; Rothbaum, 1982).
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La produccion de esta proteina es controlada genéticamente por un locus en el cromosoma
de la bacteria denominado eae. Para’la expresion de este locus se necesitan de ciertos genes
presentes en el pldsmido antes mencionado, en el cual posee la informacidn que codifica
para la adherencia localizada y para la produccion de haces de fimbrias en algunas cepas de

EPEC. (Jerse, 1991).

Estudios realizados por Balswin y col. en 1991 han sefialado que la adherencia intima de
las cepas de EPEC da lugar a que sé polimerice 1a actina del citoesqueleto, comio respuesta

a un incremento de los niveles intracelulares de calcio y de la proteina cinasa C (PKC).

Batt y col. en 1988 demostraron que un s6lo plasmido de 96.5 Kb en la cepa K798 de
EPEC O111 ab:H- contiene genes que expresan productos relacionados no sélo con la
adherencia, sino también con el dafio caracteristico producido por EPEC en las

microvellosidadades intestinales.

Los cambios bioquimicos relacionados con este proceso son lo que probablemente inducen
a la célula intestinal a secretar agua y electrolitos (cloro y potasio) al espacio intraluminal.
Las causas principales de la diarrea son el efecto fisioldgico secundario a estas
alteraciones, asi como la deficiente absorcion de liquidos por la falta de microvellosidades

en segmentos importantes del intestino. (Knutton, 1989).
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Un estudio relacionado con Ja naturaleza del factor responsable a ia AL de EPEC a células
Hela se realizd por Scaletsky y col. en 1989. Mediante experimentos de inhibicién de la
AL a células Hela con diferentes mono-, di- ¢ trisacdridos, propusieron que el epitopo
reactivo en las células HeLa contiene residuos de N-acetilgalactosamina. Este hattazgo fue
clave en el aislamiento del posible factor de AL a partir de una preparacion de la
membrana externa mediante cromatografia de afinidad utilizando una columna preparada
con N-acetilgalactosamina unida a agarosa como soporte. Las proteinas fueron
inmunoprecipitadas con antisuero preparado contra EPEC Q111 ab:H- y absorbido con una
variante homéloga no adherente. El analisis de los complejos inmunoprecipitados mediante
geles de poliacrilamina reveld que el factor de Al. aparentemente esta localizado en la
membrana externa y que posiblemente estd formado por un par de proteinas de 29 y 32
kDa, siendo la segunda el componente predominante. Estos péptidos se reconocen por el
antisuero absorbido, en un ensayo de electroinmunotransferencia realizada con las

preparaciones de la membrana externa.

Girén y col. en 1991 encontraron que una cepa EPEC crecida repetidas veces en agar
sangre, expresaba haces de fimbrias parecidos a los que elaboran por Vibrig cholerae y
Neisserria gonhorrhoeae. La codificacion genética para la produccion de estos haces estaba
controlada por genes presentes en un pldsmido que estaba relacionado tanto con la
capacidad de cepas EPEC para adherirse en forma localizada, como para causar diarrea en

voluntarios. (Sohel, 1993).
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La produccidn de esta proteina es controlada genéticamente por un locus en el cromosoma
de la bacteria denominado eae. Para la expresion de este locus se necesitan de ciertos genes
presentes en €l plasmido antes mencionado, en ¢l cual posee la informacién que codifica
para la adherencia localizada y para la produccion de haces de fimbrias en algunas cepas de

EPEC. (Jerse, 1991).

En 1980 fue descrito un mecanismo adhesivo en una cepa que puede presentar otra
alternativa patogénica de las cepas de EPEC. Ulshen & Rollo aislaron una cepa de serotipo
0125:H2]1 que no sintetizaba toxina termolabil (LT) ni toxina termoestable (ST}, ni
tampoco poseia capacidad enteroinvasiva pero que sin embargo habia sido capaz de
desencadenar una diarrea muy grave en una nifia al adherirse y destruir los

microvellosidades del epitelio intestinal.

La composicién de las adhesinas es variable. Se reconocen adhesinas de composicion
proteica, polisacérida, lipidica y algunas quiza en forma compleja como glucoproteinas o

glucolipidos (Ofek, 1980).

Adhesinas de naturaleza proteica: en este grupo se reconocen las fimbrias ¢ pili, proteinas

de membrana externa y quizi antigenos flagelares.

Las cepas que se adhieren en forma localizada forman microcolonias definidas en ciertas

areas de la célula, mientras que las que muestras adherencia difusa, se adhieren en toda la
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superficie celular indiscriminadamente. Nataro y col. en 1985 demostraron que dichos
patrones de adherencia estaban mediados por plasmidos. La fase intima de adherencia
posterior al esfacelamiento de las microvellosidades intestinales, estuvo relacionada con ta

produccién de una proteina de 94 kDa denominada intimina.{Levine, 1985).

Ademas de la elaboracidn de estas toxinas, las cepas ETEC producen proteinas fimbriadas

por las que se adhieren a receptores celulares especificos. (Eslava, 1994).

Knutton y col. en 1987(b) han propuesto que la adherencia de tipo localizado de las cepas
EPEC al enterocito tiene dos fases: una inicialimente por adhesinas de tipo fimbnado que
permite a la bacteria acercarse a sus receptores celulares y una segunda fase de adherencia
intima. Esta ultima se relaciona con el esfacelamiento del epitelio, la perdida de

microvellosidades y la formacién de imdgenes en pedestal,
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OBJETIVO GENERAL.

-Determinar la capacidad y el patron de adherencia a células HEp-2 (células de céncer

laringeo humano) de 365 cepas aisladas de 71 nifios menores de 5 aiios.

OBJETIVOS PARTICULARES.

-Adiestramiento en la preparacion y utilizacién de medios de cultivo para crecer bacterias.

-Realizar el aislamiento y tipificacion bioquimica de las cepas en estudio.

-Aprender el manejo y preparacidn de medios de cultivo para lineas celulares.

-Investigar el patron de adherencia a células HEp-2 de las cepas de E. coli.

HIPOTESIS.

-Las cepas patdgenas de Escherichia coli asociadas a diarrea en nifios, presentan algin tipo
de adherencia: agregativa, localizada o difusa a céluias HEp-2, y estarin relacionados a

algin tipo clinico de diarrea.
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MATERIAL Y METODO.

A) Cepas en estudio,

Se trabajo con 365 cepas de Escherichia coli obtenidas de marzo a julio de 1998, de 71
nifios menores de cinco afios hospitalizados por cuadros diamreicos, internados en las

unidades del IMSS: Tlatelolco, Gabriel Mancera y Villa Coapa en la Ciudad de México.

B) Aislamiento ¢ identificacion.

En el hospital de procedencia se usa el método siguiente: se toma una muestra y se
siembra en agar MacConkey. A partir de esta caja de Petri se seleccionan colonias tipicas
de E. coli lactosa positivas. Se siembra cada cepa en tubos 13X100 con agar inclinado. En
este medio se transportan las cepas al laboratorio de Salud Publica de la Facultad de
Medicina en el cual a cada cepa se le comrobora la especie por medio del sistema de

idenfiticacién automatizado (Vitek). Se conservan las cepas E. coli en medios de huevo

(Dorset) a temperatura ambiente.

A partir de las muestras en frasco Dorset, se corrobora su pureza sembréndola en agar

sangre y agar MacConckey incubandose a 37°C por 24 hrs. Del medio MacConckey se
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siembra en tubo 13X100 mm. con rosca en agar soya tripticasa (TSA) de donde se toma

una asada para €l ensayo de adherencia.

C) Origen de las células.

La linea celular HEP-2 de tipo epitelial, procede de cultivos certificados por la American
Type culture collection (ATCC), Rockwille, Maryland, obtenidas de céncer laringeo

humano.

D) Ensayo de adherencia a células HEp-2.

Se empleo la técnica descrita por Cravioto y col. en 1979. Del medio de TSA se toma una
asada sembrandola en 3 ml. de caldo Triptona con D-manosa al 1% en tubos 13X100 mm.

con tapa, se incuba a 37°C durante 18 hrs. en estufa con agitacion.

La prueba se desarrolla colocando una lenteja de vidrio de 1 em de didmetro en cada uno
de 1os 24 pozos de una placa de polipropileno a los cuales se les agrego una suspension de
células HEp-2 a una concentracién de 2.5X10° células por ml aproximadamente.
Posteriormente la placa se incubo durante un lapso de 18-24hrs a 37°C con CO; al 5%,
hasta formar una monocapa al 80% de confluencia. Después de este tiempo se eliming el
medio de cultivo de los pozos y se lavaron con un amortiguador de fosfatos pH: 7.2,

Finalmente se le agregd un mililitro de medio DMEM conteniendo una suspension de la
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cepa en estudio previamente crecida por 18 hrs. en caldo Triptona, D-manosa al 1% y a una

concentracién de bacterias de 1.5X10* UFC/ml.

Las placas se incubaron durante tres horas, se elimino el medio y se lavaron tres veces con
amortiguador de fosfatos, las lentejas con células y bacterias se fijaron con metanol durante
un miouto y se fifiierdn con colorante Giemsa 20 minutos. Para quitar el exceso de
colorante se lavaron con agua destilada tres veces. La lenteja con células y bacterias se
deshidratrd con acetona, acetona-xileno y xileno. Posteriormente se realizd el montaje
directo de las lentejas en un portaobjetos utilizando bilsamo de Canadé y permitiéndole un
secado de 24 hrs. La observacion se realizbé en un microscopio optico (Carl Zeiss) en
campo claro en un aumento de 100X con aceite de inmersion. En los casos pertinentes se
realizd un registro microfotogrifico. Para considerar una cepa positiva, esta debia presentar

bacterias adheridas en el 40% o mas de las células de la preparacién.

Andlisis estadistico.

Para el andlisis estadistico se utilizé la prueba de Ji<uadrada en la bisqueda de

sipnificancia de la frecuencia de algin tipo de adherencia: agregativa, difusa y localizada.
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amortiguador de fosfatos, 1as lentejas con células y bactenias se fijaron con metanol durante
un minuto y se tiflieron con colorante Giemsa 20 minutos. Para quitar ¢l exceso de
colorante se lavaron con agua destilada tres veces. La lenteja con células y bacterias se
deshidratrd con acetona, acetona-xileno y xileno, Posteriormente se realizd el montaje
directo de las lentejas en un portaobjetos utilizando balsamo de Canada y permitiéndole un
secado de 24 hrs. La observacion se realiz6 en un microscopio dptico (Carl Zeiss) en
campo claro en un aumento de 100X con aceite de inmersién. En los casos pertinentes se
realizd un registro microfotografico. Para considerar una cepa positiva, esta debia presentar

bacterias adheridas en ¢} 40% o mas de las células de la preparacion.

Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico se utilizd6 la prueba de Ji-cuadrada en la busqueda de

significancia de la frecuencia de algin tipo de adherencia: agregativa, difusa y localizada.
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RESULTADOS.

En el presente trabajo se estudiaron 365 cepas de E. coli aisladas de 72 niiios con sindrome

diarreico grave que requirid su hospitalizacién.

El ensayo de adherencia se las 365 cepas mostro 37% de estas con alguno de los patrones
de adherencia descritos, siendo la adherencia agregativa la mas comin observandose en €l

26% (94/365) de las cepas (Tabla 2).

Analizando el patrén de adherencia con respecto al tipo de diarrea observamos que la
adherencia de tipo agregativo fue mas comin en los casos de diarrea aguda con y sin

presencia de sangre (Tabla 2).

La adherencia difusa se observo principalmente en niiios con diarrea agua, sin embargo, en

esto se identificd otro patdgeno.

Resulta interesante que el grupo de E. coli que presentd adherencia localizada, se asocio
fmicameme a casos de diarrea aguda sin sangre (Tabla 2). Al establecer la relacion entre
serogrupos y adherencia localizada se encontro que algunas de estas sepas pertenecen a los
serogrupos descritos clasicamente como EPEC (Tabla 3). Con respecto a los otros tipos de
adherencia los serotipos fueron muy variados. Con respecto a las cepas no adherentes en

estas se identificaron serotipos que corresponden a algunos de los grupos diarrogénicos de
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E. goli. (Tabla 3). Las tablas 4a y 4b muestran la asociacion de E. coli con otros patdgenos,
n estas se puede observar que Shigelia sp. y rotavirus fuerdn los microorganismos con los
que mas frecuentemente se presentd asociacion, sin embargo, es importante mencionar que
el serotipo identificado se encontraba por lo menos 8 de las colonias analizadas. Lo anterior

sugiere que ¢l nifio estaba colonizado por la sepa de E. coli identificada.

Las cepas de E. coli identificadas se asociaron principalmente con rotavirus en los casos de

diarrea de tipo secretor y en menor proporcidn en cuadros de diarrea aguda con sangre

(Tabla 5).

En el estudio se encontré que E. coli se presenté como Ginico patégeno en el 15% de los
nifios, observandose tanto en casos de diarrea inflamatoria como de tipo secretor (Tabla 6),

de manera interesante el 80% de estas cepas no fueron adherentes.
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Tabla 2. Correlacién entre el tipo clinico de diarrea y adherencia a células HEp2.

Tipo de diarrea.

No adherentes

Adherencia

agregativa,

Adherencia difusa.

Adjerencia

localizada.

Desprendimiento

celular.

Total:

Aguda sin sangre
44 pacientes
(62%)

115

55

10

198

Aguda con sangre
24 pacientes

(34%)

93

37

140

Diarrea persistente
1 paciente

(1%)

Sin datos
3 pacietes

(3%)

20

23

Total:

72 pacientes

231

(63%).

94

(26%}.

17

{5%).

1

(3%).

(3%)

365

Total de cepas adherentes: 122 (34%).




Tabla 3. Relacién entre el tipo de adherencia y los serotipes mds

frecuentemente encontrados.

Tipo de adherencia. *Serotipo.
OF:H10 027:H7 O6:H1
No adherentes. O88:H25 O7.H- 086:H-
Agregativa 025:H4 O H- 027:H7

OYH25 O73:HI8 O75:H5

O8:H9
Difusa OTH- O?HI0  O8:H32
Localizada 0O125ab:H18  O92:H1¢ O%HIO
Desprendimiento celular O8:H9 O7:Hig8 Q86:H47

*Datos tomados de los registros del aboratorio de serologia del departamento de Salud Pablica de b Facultad

de Medicina, UNAM.
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Tabla 4a. Asociacién de E. coli con otros patdgenos.

SEROTIPO TIPO DE DIARREA *OTRO PATOGENO
086 H:- Aguda con sangre Rotavirus
O20 H:- Secretora Salmonella enteritidis
025 H:- Secretora Shiguella disenterae
0175 H27 Secretora Rotavirus
O146 H8 Apguda con sangre Adenovirus
044 H18 Inflamatoria Rotavirus
091 H:- Secretora Rotavirus
O146 H8 Aguda con sangre Salmonella enteritidis
086 H18 Secretora Rotavirus
089 HS Secretora Rotavirus
O88 H25 Secretora Shiguella sonnei
088 H25 Secretora Shiguella sonnei

*Datos tomados de los registros del IMSS.
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Tabla 4b. Asociacién de E. coli con otros patégenos.

SEROTIPO. TIPO DE DIARREA. | OTROS PATOGENOS.
O155 H:- Secretora Shigella flexneri
0169 H41 Secretora Rotavirus

07 H10 Secretora Rotavirus
0O125ac H:- Secretora Aeromona cavie
o7 Secretora Shigella sonei
Campilobacter jejuni
Rotavirus

C130H18 Secretora Salmonella enteritidis
O7THI10 Secretora Shiguella sonnei
041 H:- Inflamatoria Shiguella sonnei
(025 H4 Inflamatoria Shiguella sonnei
023 H25 Secretora Adenovirus
021 H:- Secretora Rotavirus
021 H10 Secretora Salmonella choleresuis




Tabla 5. Asociacion entre E. coli con virus y tipo de

diarrea.

Serotipo. Tipo de diarrea. Virus.
086 H:- Aguda con sangre Rotavirus
044:H18 Inflamatoria Adenovirus.
091 H:- Sccrétora Rotavirus
089 H:- Secretora Rotavirus

0169 H41 Secretora Rotavirus
O?HI10 Secretora Rotavirus
021 H:- Secretora Rotavirus
O21 H:- Secretora Rotavirus
023:H25 Secretora Adenovirus
021 H:- Secretora Rotavirus
0146:H8 Aguda con sangre Rotavirus
0146:H8 Aguda con sangre Rotavirus

45



Tabla 6. Frecuencia en la E. coli se identificé como unico

patégeno en los diferentes tipos de diarrea.

Serotipo. Tipo de diarrea. Tipe de adherencia
027:H7 Secretora. A ()
O2:H6 Inflamatoria A.(-)

0155:H19 Inflamatoria A ()

O141:H26 Secretora A ()

021:H26 Secretora A (-)
022:H1 Secretora A. Localizada
082:H3 Secretora A ()

0162 H:- Inflamatoria A ()

O155:H19 Inflamatoria A ()
O18 H7 Secretora A. Agregativa
O75:H5 Inflamatoria A ()

A. (-} Adherencia negativa (no adherentes).




PRUEBA ESTADISTICA (JI-CUADRADA).

Se realizd un estudio sobre ensayos de adherencia due tiene tres probabilidades de
resultado en células HEp-2: adherencia agregativa, adherencia difusa y adherencia
localizada. Para determinar este factor de virulencia, la adherencia de 365 cepas de
Eschericia coli aisladas de 72 nifios mencres de 5 afios, hospitalizados por diarrea. Se

determinara por cual tipo de adherencia presenta mas las cepas adherentes. Los resultados

son los siguientes:

Frecuencia Tipo de adherencia.
Agregativa Difusa Localizada
Observada 94 17 11
Esperada 40.66 40.66 40.66

Presentan estos datos una evidencia que indique alguna frecuencia por algin tipo de

adherencia? Use un alfa a=0.05

Ho: P1=P2=P3 (1/3=0.20).

Ha: P1#P2£P3

Pi=0.20 n=122

n
x=$ ]ni-nPi)2
t=1 nPi

Xie= (94 ~40.66)*+ (17-40.66)*+(11-40,66)"
40.66

40.66

Xi=105.37

nPi=40.66 que se esperara por tipo de adherencia.

K=3, grados de libertad K-1=2

X%=0.103
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Estos datos si presentan evidencia para una frecuencia de algin tipo de adherencia, que por
los datos arrojados es a las cepas agregativas.
Al realizar el analisis estadistico se encontré que la adherencia es un factor de

patogenicidad importante.

DISCUSION.

Existen evidencias epidemiologicas que incriminan a los diferentes serogrupos de
Escherichia coli como agentes responsables de la patogénesis de la diarrea, observandose
una tasa muy alta de morbilidad infantil en diferentes regiones del mundo, principalmente

en paises en desarrollo. (Levine, 1987).

En este estudio se trabajo exclusivamente con nifios menores de S afios que presentaban un
cuadro clinico de diarrea. Fl andlisis de) tipo de diarrea confirma lo observado en otros
estudios (Cravioto y col., 1988a) en los cuales se sefiala que la diarrea de tipo secretor es el
mas comiin en nifios menores (Tabla 2), sin embargo, es importante sefialar que la diarrea

de tipo inflamatorio se presento en una tercera parte de los nifios estudiados.

Cravioto y cols. (1979) observaron que el grupo enteropatépenc de E. coli se adherian a
cultivos de células HEp-2, formando microcolonias. Posteriormente Nataro y col. (1985)
describieron diferentes patrones de adherencia seflalando como localizado al observado por

Cravioto (1979) y otras dos mas que denominaron difuso y agregativo.
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Cravioto y cols. (1979) observaron que el grupo enteropatdgeno de E. coli se adherian a
cultivos de células HEp-2, formando microcolonias. Posteriormente Nataro y col. (1985)
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Cravioto (1979) y otras dos mas que denominaron difuso y agregativo.
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Las cepas de E. coli con capacidad de adherencia de tipo localizado se han aislado
significativamente con mayor frecuencia de niftos con diarrea secretora aguda. (Levine,
1984; Cravioto, 1991). Con respecto a la adherencia de tipo difuso se ha observado que no
existe asociacion entre este patron de adherencia de diarrea en nifios (Cravioto, 1991). En
lo que se reﬁere a las cepas con adherencia agregativa, diversos estudios realizados en
varias partes del mundo, muestran que las cepas enteroagregativas de E. coli se relaciona
significativamente con cuadros de diarrea persistente en nifios (Bhan, 1989; Cravioto,

1991).

En el presente trabajo se estudiaron cepas de E. coli aisladas de nifios con sindrome
diarreico grave que requirid de la hospitalizacién de estos nifios. Al hacer el andlisis de
resultados para conocer si existia asociacion entre el tipo clinico de diarrea y ¢l patrén de
adherencia, se emcontré que los datos eran similares a los obtenidos previamente por
Cravioto y cols. (1991), con la diferencia de que el patron de adherencia mas

frecuentemente identificado fue el de tipo agregativo observindose en niflos con diarrea

aguda con y sin presencia de sangre. (Tabla 2).

La adherencia difusa se observd en nifios con diarrea aguda en quienes se identifico otro
patogeno, al respecto se puede sefialar como ya ha sido reportado (Cravioto, 1991), que las
cepas de E. ¢oli con adherencia difusa no tienen importancia clinica en la patogénesis de la
diarrea, nuestro estudio corrobora lo anterior y sugiere que la diarrea observada puede estar

relacionada con los otros patogenos identificados.
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El grupo de E. coli que presento adherencia localizada, se asocio principalmente a casos de
diarrea aguda sin sangre, resultando que cormelaciona con lo descrito para E. coli
enteropatogena (Levine, 1985). Por lo tanto resulto relevante observar que algunas de estas
cepas pertenecen a los serogrupos descritos clisicamente como EPEC sugiriendonos que
probablemente en México existen serogrupos autoctonos que deben ser incluidos para

tener un esquema mds completo de este grupo de bacterias.

Resulta importante observar que el 86% de las cepas que presentan adherencia
correspondiente a los patrones localizada y agregativa que se han relacionado en otros
estudios de nifios con cuadros de diarrea (Cravioto, 1991; Bhan, 1989). Con respecto a las
cepas de E. coli que no fueron adherentes, se aislaron de niiios en los que esta bacteria fue

¢l tnico patdgeno.

Este trabajo presenta informacion actualizada con respecto a la importancia de E. goli en
la patogénesis de la diarrea, sin embargo, para tener informacién més completa s¢ requiere
ademds de la adherencia, determinar otras propiedades de virulencia como [a produccion

de enterotoxinas y la identificacién de cepas nocivas.
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Conclusi6n.

1) El presente trabajo muestran datos importantes de 1a etiologia y epidemiologia de

la diarrea.

2) Aunque $6lo se analizé una de las propiedades relacionadas con la diarrea, se pudo
observar que un porcentaje alto de las cepas presentan un patrén de adherencia

caracteristico de cepas patdgenas.

3) Se requieren mas estudios con respecto a otras propiedades de virulencia, sin embargo,

los resultados obtenidos confirman que E. coli es uno de los patégenos bacterianos mas

frecuentemente relacionados con diarrea,
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APENDICE

FIGURA 1. Monccapa de célulag HEp-2, incculada con
Escherichia coli durante 3 hrs. Se aprecia la
microcoloma tipica de la adherencia localizada,
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FIGURA 2. Monocapa de células HEp-2, inoculada con
Escherichia coli durante 3 hrs, Se aprecia las
bacterias distribuidas en toda la superficie celular
tipica de la adherencia difusa.
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FIGURA 3. Monocapa de células HEp-2, inoculada con
Escherichia ¢oli durante 3 hrs. Se aprecia las
bacterias pegadas en empalizada tanto a la célula
como al vidrio de la preparacion, que corresponde
a la adherencia agregativa.

64



AGAR INCLINADO (MEDIO ESPECIAL).
Para un litro de agua destilada:

-Base de gelosa sangre: 20 g.

-Agar bacteriologico: 15 g.

-Extracto de carne: 1.5g

Ajustarel pHa74.

Se esteriliza durante 20 min. a 15 b de presién,

MEDIO DE HUEVO. (DORSET).
-1 Kg. de huevo.
-Sol. de iodo al 40%.

-3 litros de alcohol al 70%.

Se pone a esterilizar a 15 min.a 15 Ib de presion fo siguiente:

-Matraz de 3 litros, con una pulgada de perlas de vidrio, 200 ml. de sol. salina y embudo
puesto, envuelto para esterilizar.

-Guantes,

-200 frascos wiales.

-Gasas,

-200 tapones para vial.
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Con los guantes puestos se lavan los huevos en la solucion de yodo. Se enjuagan y se
meten en alcohol, al empaque del huevo se les pone las gasas esténles, para que no tengan
contacto con el carton. Bajo la flama de 2 mecheros se van vaciando los huevos en el
embudo con sotucian salina y perlas. Se revuelven y se le pone a cada vial 5 mi. Se tapan

envolviendo la tapa con cinta adhesiva. En la coaguladora a 85°C se dejan 12 min.

SOLUCION SALINA,

8.75 grs. de clorure de sodio para cada litro de agua destilada.

TRIPTONA.

Se prepara al 1%. ¥n tubos 13X 100 mm con rosca y tapa se les coloca 3 ml.

Se esteriliza 15 min. a 15 Ib de presion. Se guardan en refrigeracion.

D-MANOSA.
Se prepara al 10% con agua destilada. Se filtra con un poro de 0.25 micras
vaciandolo en un contenedor estéril. Para que este al 1% en los bos de

triptona, se les agrega a estos bajo ¢l mechero, 300 microlitros. S¢ guarda

en refnigeracion.




AMORTIGUADOR DE FOSFATOS (PBS).

-8 grs. de cloruro de sodio.

-0.2 grs. de cloruro de potasio.

-1.15 grs. de fosfato de sodio dibasico.

-0.2 grs. de fosfato de potasio monobdsico.

Se diluyen los ingredientes en 1 litro de agua deshionizada.

Se ajusta €l pH a 7.2 y s esteriliza a 15 1b de presion durante 30 min.

MEDIO DMEM PARA LAS CELULAS HEp-2.

-1 litro de agua deshionizada.

-Medio Minimo Esencial (MEM) al 10%.

-Suero fetal bovino al 10%.

-Glutamina (2 nM) al 1 %.

-Bicarbonato de sodio (Na,COs) al 7.5%, concentracidn final al 1%.
-HEPES (10 mM) al 1%.

-Antibiético (estreptomicina 100 mg/ml y penicilina 100 000 Ul/m!) al 1%.

Se filtra con un poro de 2.5 micras.

Material para laboratorio en el manejo de las celulas se esteriliza durante 30 min. a 15

1b de presién.
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