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"No existen suficientes experimentos que puedan demostrar que tengo razon,

pero basta uno sélo para demostrar que estoy equivocado”

Albert Einstein

"La mayor sabiduria que existe

es conocerse a uno mismo"

Galileo Galilei
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I. INTRODUCCION

Emergencia de nuevos patégenos

La mejora de la nutricién y de las condiciones de vida de la poblacién que se produjo a partir
de la primera mitad del siglo XIX (en los paises mas desarrollados), favorecio la disminucion
progresiva de la mortalidad y morbilidad debido a enfermedades infecciosas, principalmente
diarreas infantiles, enfermedades respiratorias agudas y tuberculosis (55).

Posteriormente, en la segunda mitad del siglo XIX, con la incorporacion de medidas de
sanidad ambiental relacionadas con el abastecimiento del agua potable y con la mejora de la
higiene en general, se redujeron algunas de las infecciones intestinales que por aquella
época eran muy frecuentes, como el colera, la fiebre tifoidea, la disenteria, etc.
Posteriormente, el desarrollo de las vacunas en el primer tercio del siglo XX y la difusién del
uso de antibiéticos a partir de la segunda mitad de siglo, también contribuyeron a disminuir el
numero de enfermedades infecciosas (41).

Sin embargo, el optimismo provocado por este elevado descenso, se frend con la
emergencia de nuevos patdgenos como Escherichia coli O157:H7 (127). La emergencia de
nuevos patdgenos es consecuencia de diferentes fendmenos, algunos que son intrinsecos a
los microorganismos y otros que son extrinsecos, entre los que destacan dos:

1) Introduccion del agente infeccioso en la nueva poblacion. El agente infeccioso puede
haberse originado a partir de una cepa no virulenta, por la incorporacion de genes que
codifican los diversos factores de virulencia o por variacion de una cepa virulenta ya
existente. Esto es posible gracias a la existencia de elementos genéticos moviles, como los
plasmidos, los transposones o los bacteridfagos, que en ocasiones codifican toxinas como es
el caso de la verotoxina producida por Escherichia coli O157:H7.

2) Establecimiento y dispersion del patégeno entre sus nuevos huéspedes. A esta dispersion
contribuye el tipo de sociedad en la que vivimos actualmente, los viajes, las relaciones

internacionales, la industrializacion, etc (104).



Caracteristicas generales de Escherichia coli

Escherichia coli es miembro de la familia Enterobacteriaceae, tribu Escherichia, es una
bacteria gram negativa, anaerobia facultativa que forma parte de la microbiota normal del
intestino del hombre y los animales de sangre caliente, coloniza el intestino del hombre
pocas horas después del nacimiento, siendo la mas abundante de las bacterias anaerobias
facultativas intestinales. Se excreta diariamente con las heces (entre 108-109 UFC/g de
heces) y, por sus caracteristicas es uno de los indicadores de contaminacion fecal reciente
mas utilizados (138). Aunque es flora normal hay cepas que pueden ser patdégenas y causar
dafio produciendo diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea (126).

Kauffman desarrollé un esquema de serotipificacion que continuamente varia y que
actualmente tiene 176 antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K). El
antigeno “O” es el responsable del serogrupo; la determinacién del antigeno somatico y
flagelar (O:H) indica el serotipo, el cual en ocasiones se asocia con un cuadro clinico en
particular (107, 46, 169, 47).

Con base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las cepas de Escherichia coli
causantes de diarrea se clasifican en grupos: enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica 6
productoras de toxina Vero o toxina semejante a Shiga (EHEC o VTEC o STEC),
enteroinvasiva (EIEC), enteropatdogena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y adherencia
difusa (DAEC) (87, 107).

Las cepas enteropatdgenas son responsables de un elevado numero de infecciones
gastrointestinales, dentro de este grupo se han realizado clasificaciones segun sus factores
de virulencia y patogénesis. Con la observacion de que algunos serotipos pertenecientes al
grupo EPEC (026 y O111), eran capaces de producir las mismas lesiones y producian las
mismas toxinas que los serotipos pertenecientes al grupo EHEC, hubo una reclasificacion de
dicho grupo, de manera que algunos serotipos clasificados tradicionalmente como EPEC
fueron incluidos dentro del grupo EHEC. Asimismo, se propuso la creacion de un nuevo
grupo que estaria formado por las Escherichia coli productoras de verotoxina que producen
alteraciones letales en células Vero (VTEC), también conocidas como Escherichia coli
productoras de toxina Shiga por estar relacionada en estructura y funcién con la toxina Shiga
producida por Shigella dysenteriae (STEC) (113, 61). Este grupo englobaria al grupo de las
EHEC y algunos serotipos que no poseen los factores de virulencia necesarios para causar
patogénesis, aunque si que son capaces de producir las toxinas Shiga (113). Se ha

detectado Escherichia coli productora de toxina termolabil (LTEC) en graves cuadros



humanos y también en porcinos. Esta enterotoxina interactua con el sistema adenilato
ciclasa en el interior de las células intestinales lo que conlleva a un incremento del AMPc y la

consecuente eliminacion de iones Na+ y Cl-, removiendo el agua celular (19, 61).

Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC)

Manifestaciones clinicas

Es un grupo formado por aquellas cepas capaces de producir potentes citotoxinas conocidas
como toxinas Shiga (Stx) (105). Las cepas STEC estan asociadas mayoritariamente con la
aparicion de colitis hemorragica (CH) y sindrome urémico hemolitico (SUH), aunque no todas
son capaces de producir enfermedad, segun los factores de virulencia que presentan.

En 1982 en Estados Unidos la colitis hemorragica fue atribuida por primera vez a una
infeccion causada por Escherichia coli O157:H7, un serotipo aislado con una baja frecuencia
en heces humanas en aquella época (122, 164). Posteriormente, se vio que este mismo
serotipo también era capaz de provocar el sindrome urémico hemolitico, definido por una
insuficiencia renal aguda, trombocitopenia y anemia microangiopatica hemolitica (74). Este
sindrome fue descrito por primera vez en los afios 50 y fue asociado con Shigella dysenteriae
tipo | (designada inicialmente como Shigella shiga) y, aunque se desconocia el mecanismo
de la enfermedad, en la mayoria de casos, estaba precedido por diarrea. Es interesante
destacar la observacion realizada por Kibel y Barnard en el afio 1968 en el que hipotetizaron
sobre la posible implicacién de una cepa de Escherichia coli enteropatégena que habria
adquirido un bacteriéfago como agente causal del sindrome urémico hemolitico (78). Es mas,
por aquel entonces ya advertian que el tratamiento con antibidticos podria causar un dafio
celular elevado, provocando un aumento en la absorcion de la toxina, o que podria ocasionar
un efecto adverso en el tratamiento de la infeccion. No obstante, el tratamiento con
fosfomicina en uno de los brotes ocurrido en Japon redujo el numero de casos de sindrome
urémico hemolitico (173).

En los adultos aparece, mas frecuentemente, una patologia similar al sindrome urémico
hemolitico conocida como purpura trombocitopénica trombética (PTT), en la que ademas del
rindn, se ve afectado el sistema nervioso central, provocando sindromes neuroldégicos, como
irritabilidad, letargia o convulsiones. Asimismo, también se han descrito infecciones
asintomaticas entre los individuos de la poblacion, que no presentan ningun sintoma
caracteristico a pesar de ser portadores de las mismas cepas que han originado un
determinado brote (144).



Factores de virulencia asociados a enfermedad

Las toxinas Shiga

Unos de los principales factores de virulencia de estas cepas lo constituyen las toxinas
Shiga. Existen dos tipos principales: la Stx1 y la Stx2, con caracteristicas similares como su
toxicidad sobre las lineas celulares Vero y HelLa y su estructura, formada por 1 subunidad A
y 5 subunidades B. Ambos tipos de toxina comparten también el hecho de que se encuentran
codificadas en bacteriéfagos. Smith y col. en 1983 fueron los primeros en describir la
presencia de estos bacteriofagos en una cepa de Escherichia coli O26:H19, a los que
design6 como H19A y H19B. O'Brien y col. en 1983 obtuvieron resultados similares al
estudiar una cepa Escherichia coli O157:H7. Esta cepa también llevaba integrados dos
bacteriofagos portadores de los genes stx7 y stx2, que fueron denominados 933J y 933W,
respectivamente.

Los bacteriéfagos han tenido un papel importante en la evolucion de muchas bacterias. Los
bacteriofagos atemperados, cuando se integran en el genoma bacteriano y se establece la
lisogenia, pueden modificar las propiedades de la célula huésped, proceso que se conoce
como conversion fagica. Ademas, una vez que un determinado bacteriéfago ha infectado una
célula y se ha establecido la lisogenia, la bacteria se hace inmune a la infeccién por otro
bacteriofago del mismo tipo. Muchas de las bacterias presentes en el medio ambiente son
lisogénicas, lo que podria indicar que la conversion fagica puede conferirles una ventaja
selectiva.

La presencia de genes que codifican factores de virulencia en el genoma de estos
bacteriofagos constituye un mecanismo eficaz de diseminacién de los mismos entre
diferentes especies bacterianas. Este mecanismo podria haber provocado la amplia
dispersion de los genes stx que se ha producido entre las diferentes poblaciones bacterianas.
En condiciones normales, estos bacteri6fagos se hallan integrados en el cromosoma
bacteriano, y cuando se induce el ciclo litico, se liberan grandes cantidades de bacteriéfagos
capaces de infectar a otras bacterias (3, 150, 130). La importancia de estos bacteridfagos en
la dispersidn de los genes stx queda de manifiesto con el elevado numero de serotipos en los
que se han encontrado estos genes, e incluso en otras especies bacterianas diferentes de

Escherichia coli, como Citrobacter freundii (128, 158) y Enterobacter cloacae (121).



Entre los dos grandes grupos de Stx se observan algunas diferencias. Mientras que el grupo
de la Stx1 es relativamente homogéneo (Unicamente se ha descrito una variante, la Stx1c
(176) y es practicamente idéntico a la toxina Shiga producida por Shigella dysenteriae tipo I,
el grupo de la Stx2 es un grupo muy heterogéneo del que se han descrito hasta 11 subtipos
diferentes (28). No obstante a pesar de esta diversidad se reconocen cinco variantes
principales: Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f y la Stx2g, descrita recientemente (86).

Si bien estas toxinas no son suficientes para provocar enfermedad, se ha demostrado su
accion patdégena en asas intestinales ligadas (112).

Epidemiolégicamente, la Stx2 aparece mas frecuentemente asociada con casos severos de
SUH que la Stx1 (105) y las cepas mas recientemente asociadas con enfermedades en
humanos solo llevan el gen stx2 (93). Ademas, segun algunos estudios de toxicidad, la Stx2
es 1000 veces mas téxica que la Stx1 (103). Esta implicada en diarrea y disenteria en
becerros y corderos, vasculopatia glomerular renal y cutdanea (CRGV) en perros y
enfermedad del edema en cerdos. La toxina Shiga en el desarrollo de lesion A/E (attaching
and effacing: adherencia y barrido de las microvellosidades) y factores de virulencia
potenciales son criticos para el entendimiento de enfermedades causadas por STEC (145).
Resulta de particular interés el hecho de que éste gen esté codificado en bacteriéfagos, 1o
que lo convierte en un modelo excelente para el estudio de la movilidad de este tipo de
genes entre las diferentes poblaciones y del papel que podrian desempefiar las bacterias
lisogenizadas por estos bacteridfagos y los propios bacteri6fagos como reservorios de genes
que en un determinado momento se podrian movilizar y provocar la emergencia de nuevos
patogenos (55).

Las toxinas son liberadas en el intestino, pasan a la sangre, lesionan el endotelio,
provocando coagulacion intravascular local y acumulaciéon de fibrina en el sistema nervioso

central, en el tubo digestivo y en los rifiones (19, 145).

Intimina

Otro de los principales factores de virulencia de las STEC es su sistema de adherencia al
epitelio intestinal, a través de una proteina de membrana externa conocida como intimina,
codificada por el gen eaeA, localizado en una region del cromosoma conocida como LEE
(locus of enterocyte effacement). Este gen no es exclusivo de las STEC, ha sido descrito en
otras especies que causan lesiones del tipo attaching and effacing (A/E) y son responsables

de diferentes tipos de diarrea como la causada por las cepas EPEC (55).



Enterohemolisina

Otro factor de virulencia que podria estar implicado en patogénesis es la enterohemolisina
hemorragica (Ehly), conocida también como EHEC-HIyA, codificada por el gen ehxA. Esta
hemolisina es diferente de la clasica hemolisina a, presente en la mayoria de cepas

uropatogeénicas humanas (129).

Emergencia de las cepas STEC

El serotipo O157:H7 es uno de los patégenos emergentes pertenecientes al grupo STEC y
fue asociado por primera vez con la aparicion de dos brotes de colitis hemorragica en los
Estados Unidos en el afio 1982 (122, 164), que afectd a 47 personas que habian comido en
diferentes restaurantes de la misma cadena, al que le siguieron humerosos brotes causados
por éste y otros serotipos STEC.

Escherichia coli O157:H7 estaria relacionada genéticamente con Escherichia coli O55:H7,
una cepa enteropatdbgena que causa diarrea en nifos. Al igual que las cepas
enteropatdgenas, Escherichia coli O157:H7 se puede adherir a las células epiteliales y
producir lesiones caracteristicas de A/E. Otros factores de virulencia, y el antigeno 0157,
parecen haber sido adquiridos por transferencia horizontal y recombinacion (167).

Estudios retrospectivos realizados en el Reino Unido, los Estados Unidos y Canada sobre
cepas de Escherichia coli aisladas y serotipadas durante la década de los afios 70, sugieren
que el serotipo O157:H7 era por aquel entonces poco frecuente (59). Sin embargo, desde su
emergencia en 1982 como patégeno humano, se ha producido un aumento notable de brotes
originados por este serotipo, asi como también de los originados por otros serotipos
pertenecientes al grupo STEC como el O26:H11, primer serotipo STEC no O157 aislado
(102), el O111:H-, el O113:H21 o0 el O111:H8, entre otros (13).

No obstante, algunos de los brotes atribuidos a cepas EPEC ocurridos durante los afios 60 y
70, podrian haber sido causados por cepas STEC, teniendo en cuenta que el sindrome
urémico hemolitico ya habia sido descrito en los afios 50, como se ha citado anteriormente.
Un ejemplo de ello es un brote ocurrido en Estados Unidos atribuido a Escherichia coli O111,
que podria haber implicado a cepas STEC. De hecho, algunos serotipos EPEC, como el
026:H11, el O111:H-y el O145:H- hoy en dia se incluyen dentro de ambos grupos (EPEC y
STEC) (55).



Mecanismos de transmision

El ganado bovino es uno de los mayores reservorios de Escherichia coli O157:H7 y otros
STEC, aunque también se ha encontrado en ovejas, cabras, ciervos, perros, gatos, caballos,
cerdos y pdjaros de forma transitoria (63, 48, 157, 14, 9, 22, 161, 134, 95). Las heces de
estos animales o del hombre podrian contaminar la comida o el agua y constituir un riesgo de

infeccion. Se han descrito tres vias principales de transmision de este patdégeno:

» Alimentos y agua contaminados

La mayoria de brotes causados por Escherichia coli O157:H7 y otras cepas STEC estan
asociados al consumo de carne de vacuno poco cocinada, como las hamburguesas, por lo
que se conoce también como enfermedad de las hamburguesas. No obstante, también se
han producido brotes asociados al consumo de productos lacteos no pasteurizados o de
vegetales (102), posiblemente contaminados con heces de animales y aguas de riego. La
contaminacion de la carne ocurre principalmente en el matadero o en el procesamiento de la
carne. Es la ruta principal mediante la cual estos patdégenos entran en la cadena alimentaria.
También se han descrito brotes asociados a la utilizacion de aguas recreacionales y al
consumo de agua contaminada (56, 148), siguiendo la ruta de contaminacion fecal-oral.
Estudios recientes sobre la presencia de Escherichia coli patégenas en medios acuaticos
indican que estos lugares podrian ser un reservorio importante (84, 53, 82).

Sin embargo, se desconoce la prevalencia de serotipos STEC en el medio ambiente, lo cual
podria servir como indicador de la circulacion de estos patéogenos en el entorno de la
poblacion.

» Transmision directa de persona a persona

Este tipo de transmision tiene lugar cuando una persona sana tiene contacto con una
persona que excreta STEC y se produce contaminacion por via fecal-oral. Es el mecanismo
mediante el cual se originan casos secundarios en el transcurso de un brote y se produce
mayoritariamente en nifios pequefios que aun no han adquirido buenos habitos de higiene
(55).

* Contactos directos con animales

Se han descrito casos de transmisidén a través del contacto directo con animales durante
visitas a granjas. Esto se ve facilitado por la baja dosis infecciosa que presentan estos

patogenos, situada entre 10 y 100 células. Existen algunos casos descritos en Inglaterra (73).



Esquema No. 1
DIFERENTES ViAS DE TRANSMISION DE LAS CEPAS STEC




Epidemiologia

Desde su identificacion como patdgeno en 1982, Escherichia coli O157:H7 ha sido asociado
con la aparicion de muchos brotes, mayoritariamente en los Estados Unidos, Canada, Japon
y el Reino Unido (30).

En cuanto a los serotipos implicados en los brotes causados por cepas STEC, el serotipo de
Escherichia coli 0157 es uno de los mas virulentos aunque, posteriormente, se observd que
las cepas no O157 también podian ser una causa importante de SUH en humanos y se
propuso la necesidad de detectarlos. Sin embargo, su deteccién es mucho mas compleja que
en el caso del serotipo O157, ya que hasta el momento no se ha descrito ninguna
caracteristica fenotipica que permita diferenciarlas del resto de cepas de Escherichia coli no
patdgenas, aparte de la produccion de las toxinas Shiga (55).

En estudios recientes, se han descrito mas de 400 serotipos STEC, de los cuales
alrededor de 150 han sido asociados con infecciones humanas (178). Estas cepas son mas
prevalentes en los animales y como contaminantes de los alimentos, de manera que los
hombres estarian mas expuestos a ellas.

Los serotipos STEC no O157 mas frecuentemente aislados de humanos son el O4:H-,
045:H2, O111:H- y O145:H- en Estados Unidos; O4:H5 y O111:H2 en Australia; O5:H-,
026:H11, O55:H7, O103:H2, 0O104:H2, O153:H25 y O163:H19 en el Reino Unido (13) y los
serogrupos 026, 0103, 0111, 0113, 0145 y 0128 en Europa continental (29).

Algunos de los factores que podrian haber contribuido a la amplia dispersion mundial de este
patdgeno podrian ser la crianza masiva de animales, la fertilizacion de los pastos con heces,
el mal manejo higiénico, el aumento del comercio internacional de animales y carnes, entre
otros (8).



Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

Riley en 1983 describid y relacion6 a EHEC con brotes caracterizados por dolor abdominal,
diarrea acuosa con sangre y poco o nada de fiebre, cuadro al que se le llamé colitis
hemorragica y que era debido a la ingestién de carne cruda o mal cocida (122). La bacteria
aislada de todos los casos fue Escherichia coli del serotipo O157:H7.

Karmali en 1983 la asocio con casos aislados de sindrome urémico hemolitico caracterizado
por dafio renal agudo, trombocitopenia y anemia hemolitica microangiopatica, precedida por
diarrea con sangre, con la presencia en heces de Escherichia coli productora de una
citotoxina con actividad en células Vero (74).

La capacidad toxigénica de las cepas es necesaria para que el paciente desarrolle CH y
diarrea con sangre, ya que la citotoxina Stx es el principal mecanismo de patogenicidad de
EHEC y su sintesis esta relacionada con la presencia del bacteri6fago Stx, que esta
insertado en el genoma.

La Stx actua a nivel de sintesis de proteinas debido a que se une a la subunidad 60S de los
ribosomas de las células intestinales o renales del hospedero (112). En las cepas EHEC
aisladas, se han encontrado las variantes Stx1 y Stx2 inmunolégicamente diferentes, de tal
manera que se pueden aislar bacterias que sinteticen alguna de las toxinas o ambas (107,
169, 35). Ademas de la toxina, las EHEC tienen otros mecanismos de patogenicidad como el
fendmeno A/E, y presentan el gen cromosomal eae que codifica para la proteina de
membrana externa (OMP) de 94 kilodaltones (kDa), llamada intimina, cuya expresion es
regulada por genes plasmidicos; el gen eae también se encuentra en las cepas EPEC. Otro
factor de patogenicidad es el plasmido pO157, de 60 megadaltones (MDa), que codifica para

la enterohemolisina (39, 129).



Esquema No. 2

DESARROLLO DE LA INFECCION POR CEPAS EHEC
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Fuente. Mead, P. S. y P. M. Griffin. 1998. Escherichia coli O157:H7 (101)



Actualmente hay al menos dos clasificaciones del grupo EHEC:

1. Enfuncidn de la presencia de sus factores de patogenicidad:
a) cepas tipicas. Cuando tienen el fago, el plasmido de 60 MDa y presentan el fenomeno de
AJE.
b) cepas atipicas. Cuando no producen lesiones de A/E y pueden presentar o no el plasmido
de 60 MDa.

2. En funcion del serotipo:
a) cepas Escherichia coli O157:H7. Este serotipo no fermenta el D-sorbitol ni la ramnosa y no
produce R-glocuronidasa; esta bacteria puede producir principalmente SUH y CH.
Escherichia coli O157:H7 se puede encontrar en bovinos, cabras, borregos y con menos
frecuencia en cerdos y pollos; su principal reservorio es el intestino de ganado bovino (179).
También se ha logrado recuperar de frutas y vegetales como lechuga, rabanos y alfalfa;
ademas en productos industrializados como mayonesa, jugos de naranja y manzana no
pasteurizados, aun cuando estos alimentos tengan un pH de 3.4, condicién en la que puede
sobrevivir varios dias. La transmision de Escherichia coli O157:H7 puede ser por ingerir
carne cruda o mal cocida, leche bronca, agua contaminada; también puede ser de persona a
persona o debida a los manipuladores de alimentos (1, 74, 75). Hay estudios que sugieren la
importancia de la mosca doméstica como vector en la transmision de Escherichia coli
O157:H7 (76).
b) cepas no O157:H7. Cuya frecuencia de aislamiento es cuatro veces mayor que la
O157:H7. Estas cepas pueden ser sorbitol positivo, y sus serotipos son diferentes del
0O157:H7. Actualmente hay mas de 200 serotipos. El cuadro clinico causado por las cepas no
0157 se caracteriza por diarrea acuosa con dolor abdominal y CH. También son capaces de
causar brotes o casos aislados de diarrea y en ocasiones no se logra establecer la fuente de
contaminacion, aunque se sabe que se pueden aislar de los mismos alimentos que las cepas
de serotipo O157:H7 y de carne de guajolote, ternera, pescado y mariscos (107, 169).
El principal mecanismo de patogenicidad de las cepas EHEC no O157:H7 es la toxina Stx,
presentan el fenédmeno de A/E y el pO157. El periodo de incubacion de EHEC es de 1 a 8
dias; inicialmente produce diarrea, con o sin vomito, dolor abdominal, fiebre, y después de 1
a 2 dias la diarrea se torna sanguinolenta, se intensifica el dolor abdominal, con una duracion
de 4 a 10 dias con heces francamente sanguinolentas. Se recupera o bien llega a desarrollar
SUH (126).



En el grupo de las enterohemorragicas, la produccion de Stx con capacidad de destruir
células eucaridticas, representa el principal mecanismo de patogenicidad, estas cepas no
producen toxina termoestable (ST) ni termolabil (LT) y no son invasivas (83). En animales
infectados natural o experimentalmente las lesiones producidas por cepas de Escherichia coli
productoras de citotoxinas, ocurren principalmente en el ciego y el colon distal; con presencia
de erosiones y Ulceras, histologicamente los enterocitos se presentan cuboidales y no parece
existir predisposicidén particular por algun tipo de célula en la mucosa. También se puede
observar edema extenso, erosiones, ulceras y hemorragias en otros sitios del tracto
gastrointestinal, sin que se demuestre colonizacion bacteriana, el aspecto de la diarrea ha
sido definido como disenteriforme (42, 49, 66).

La patogenia y patologia de estas cepas citotoxicas de Escherichia coli en el bovino no ha
sido completamente esclarecida. ElI problema se ha estudiado fundamentalmente
considerando al bovino como un reservorio y fuente de infeccion para el humano, a través de
los alimentos contaminados, dado que se han identificado los mismos serotipos bacterianos
y tipos de Stx en ambas especies (12, 25, 117).

La mayoria de EHEC humana, puede originarse de fuentes animales al igual que STEC, el

cual no esta considerado como habitante normal del intestino humano.



Il. ANTECEDENTES

Animales como reservorios de EHEC

Los primeros brotes identificados de Escherichia coli O157:H7 se asociaron con el consumo
de carne de ganado bovino, y la importancia como reservorio para Escherichia coli O157:H7
en este, se hizo evidente mientras mas brotes se asociaron con carne mal cocida y otros
productos como la leche no pasteurizada (25, 122).

El ganado se considera la fuente principal de Escherichia coli O157:H7 provocando
enfermedades al humano y su transmisién puede ocurrir por diversas rutas, aunado a la
contaminacion de carne y productos lacteos, las heces bovinas pueden contaminar agua
potable y cultivos destinados a consumo humano (5, 88, 171).

Varios brotes se asociaron con productos vegetales, presumiblemente por contaminacion de
deshechos animales (52). La transmision puede también ocurrir por contacto directo de estos
deshechos (38), y la electroforesis de campos pulsados (PFGE) ha confirmado el contagio
por contacto directo del ganado al humano. Sin embargo, la mayoria de las infecciones
humanas son aisladas y esporadicas sin una clara fuente de infeccién (91).

Muchos reportes han demostrado que la mayoria del ganado es negativa para Escherichia
coli O157, y la prevalencia de Escherichia coli O157 en muestras fecales de ganado
individual varia ampliamente de acuerdo al grupo. Como consecuencia de la considerable
variacion por grupo, es dificil determinar si existen diferencias geograficas o estacionales. Sin
embargo, se describe que los rangos de prevalencia mas altos se localizan durante el verano
(23). El cual esta en desacuerdo con otros estudios con ganado positivo para Escherichia coli
0157 a finales de verano y principios de otofio. En contraste, se encontré que la prevalencia
en el ganado fue alta durante meses frios, pero esos niveles bacterianos fueron mas altos
durante el verano. Los rangos varian considerablemente entre los rangos reportados en
Japoén, Australia, Brasil y Estados Unidos (108).

Altos niveles de prevalencia en los animales como portadores, se ha hipotetizado que son los
que diseminan el microorganismo y contaminan a otros individuos. Es importante que
estudios de prevalencia distingan entre portadores de alto nivel considerado para ser una
consecuencia de colonizacion y los de bajos niveles que pueden ser el resultado de

exposicion ambiental y sin colonizacion (108).



Especies no bovinas como reservorios de Escherichia coli O157:H7

El tracto gastrointestinal de rumiantes y humanos parece ser el principal reservorio de
Escherichia coli O157:H7 (43). Cepas de Escherichia coli O157:H7 se han aislado de una
variedad de otras especies: cabras, ovinos, alces, cerdos y aves, también en ganado cebu
(38). La leche de cabra no pasteurizada también es fuente de brotes infecciosos de
Escherichia coli O157:H7 y el rastreo de sidra de manzana condujo a un huerto contaminado
con heces de alce que contenian a este serotipo (12).

Se sugiere que los cerdos pueden actuar como reservorios, pero ningun brote ha guiado a
productos porcinos, comunmente se han aislado serogrupos de 0157, pero ninguno de
enfermedades diarreicas en cerdos donde produce Stx (106).

También se ha considerado a los conejos como reservorios del serotipo, pero pocos brotes
se han atribuido a conejos, hay poca evidencia de que los hospederos no rumiantes son
importantes en el mantenimiento de Escherichia coli O157:H7 sin el ambiente de la granja 6
para la transmision al humano.

Muestras ambientales, de animales domésticos y de vida salvaje en granjas con ganado
positivo a Escherichia coli O157:H7 fueron probados y su prevalencia fue muy baja. Se
mostré que Escherichia coli O157:H7 puede multiplicarse en las moscas caseras,
organismos que pueden diseminarla eficientemente a través del ambiente (24).

Escherichia coli es el agente etiolégico de un amplio espectro de enfermedades en el hombre
y los animales, algunas de ellas extraintestinales y otras entéricas, dentro de las cuales se
encuentra la diarrea de los lechones (colibacilosis en neonatos y postdestete) y la
enfermedad de los edemas (6, 107). Estas se caracterizan por ser endémicas, altamente
transmisibles y por presentar un desenlace generalmente fatal, originando considerables
pérdidas economicas en lechones entre las cuatro y doce semanas de edad (79). Los signos
clinicos y la mortalidad observada son el resultado de la accién de los diferentes tipos de
toxinas producidas por Escherichia coli (6, 90). En los casos de diarrea, las cepas aisladas
elaboran las enterotoxinas termolabiles (LT) y termoestables (ST) o sdlo esta ultima,
denominandose a esta cepa ETEC o Escherichia coli enterotoxigénica. Por su parte las
cepas responsables de la enfermedad del edema sintetizan una citotoxina tipo 2 (Stx2e), una
variante de la citotoxina Stx2 responsable de CH y del SUH del hombre (149, 159, 160).
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Stx2e es tipicamente encontrada como la unica en enfermedad del edema, ademas, Stx2f es
encontrada en aislamientos de cerdos sanos. Combinaciones de Stx1, Stx2, Stx2c, y Stx2d
son encontradas en STEC, presentes en rumiantes sanos las cuales estan implicadas en
enfermedades en humanos. Las Stx parecen jugar el papel principal en la patogénesis de la
CH y en el SUH, la intimina facilita la adherencia a la vellosidad intestinal, borrado y
esfacelamiento de la misma (62).

Stx2e esta serolégicamente relacionada a la Stx2 pero difiere significativamente en cuanto al
receptor que es el Gb4, el cual da un rango de células blanco diferentes. Los genes que
codifican para Stx2e son cromosomales y no asociados a fagos. Existe 91% de homologia en
la secuencia de aminoacidos con Stx2 (151).

Es por ahora algo dificil de afirmar que las cepas se adhieran al epitelio intestinal, lo
destruyan y sean la causa de la enfermedad. Se investigan los aislamientos obtenidos de
heces en medio selectivo para determinar mediante el sobrenadante de los cultivos la
produccién de la toxina para comprobar su citotoxicidad en células de cultivos de tejidos (17),
donde la produccién maxima de Stx in vitro ocurre a 37 °C (62).

Uno de los métodos mas ampliamente utilizados en el diagnostico de STEC/EHEC es la
determinacion de factores de virulencia como la produccion de verotoxinas, pues estas cepas
son consideradas como altas productoras de este factor (166). El cultivo de tejidos en células
Vero o Hela es reconocido como la técnica “gold Standard” (4), donde se observa la
destruccién de estas células (20). El ensayo se utiliza como una prueba confirmatoria para
determinar la potencial patogenicidad de los aislamientos de Escherichia coli (79, 125).

Se consideran como positivas a Stx aquéllas cepas en donde se observe actividad citotdxica
sobre células Vero manifestada por retraccién del citoplasma, redondeamiento celular,
condensacion y lateralizacion del nucleo y lisis celular; ésta puede ser cualitativa o
cuantitativa y se realiza a partir de filtrados de heces o cepas aisladas (19, 4).

Las alteraciones que se observan por la toxina LT producida por cepas ETEC en cultivos de
células Vero se caracterizan por un efecto citoténico; las células estan aumentadas de
tamano, engrosadas, refractiles y se pueden observar prolongaciones filamentosas. Las
alteraciones por Stx se caracterizan por un efecto citotoxico, las células se redondean con
notables y extensos cambios destructivos de la monocapa que se acentuan progresivamente

con el tiempo de incubacion, produciendo la muerte celular (79, 143, 76, 75).
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La toxina de dilatacion citoletal (Cytolethal distending toxin, CDT) causa dilatacion celular
progresiva y finalmente la muerte en cultivos de células Vero. Los cambios morfologicos
asociados con la toxicidad de CDT son evidentes después de 48h y progresa hasta que
mueren, en un lapso de 72 a 96h. Los cambios celulares son claramente diferentes de

aquéllos causados por las toxinas LT, ST, Stx1 y Stx2 (69-71).
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Enfermedad del Edema

La enfermedad del edema (ED) es una toxemia causada por la absorcién de una toxina
producida por Escherichia coli, llamada asi porque el edema de la mucosa del estbmago y
del mesocolon es la lesion mas prominente de la enfermedad (152).

Schofield, Davis y Gregory en 1955 fueron los primeros en reportar la ocurrencia de muchos
casos de Escherichia coli hemolitica en el intestino de cerdos muertos con ED.
Relativamente algunos serotipos especificos estaban involucrados. La evidencia mas directa
del papel etiolégico de estas cepas de Escherichia coli provino de cultivos de extractos
celulares de estos organismos que reproducian la enfermedad después de una inoculacion
intravascular (45, 154).

ED ocurre continuamente alrededor del mundo donde se practica la crianza de cerdos,
también cambios en la incidencia existen con el tiempo y la localizacion geografica. Desde
que ED es causada por cepas de Escherichia coli que son endémicas en la mayoria de los
hatos de cerdos, es razonable asumir que la ocurrencia continuara siendo amplia y la
erradicacion es impractica. Parece ser que hay una marcada baja en la incidencia de ED en
Norteamérica. Por otro lado en el Reino Unido y algunas partes del continente europeo la
enfermedad permanece como una causa importante de muerte en cerdos. En Suiza ED se
diagnostico en un 7.3% de un total de 6628 cerdos examinados postmortem. En un grupo de
edad entre 4 y 12 semanas la prevalencia fué de 22% (64).

ED es sustancialmente similar a las enfermedades humanas causadas por cepas EHEC
productoras de toxina Shiga cercamente relacionadas pero no idénticas (159).

ED es causada por una infeccion en el intestino delgado con cepas patdégenas de
Escherichia coli. Tempranamente se reconocido que la mayoria de los casos de ED son
causados por no mas de 4 serotipos reportados en todo el mundo (141).

Las designaciones del serotipo oficial son O138: K81:NM, O139:K12 (formalmente K82):H1,
0141:K85a,b:H4 y O141:K85a,c:H4 (116). Otros serotipos se asociaron esporadicamente a
la enfermedad, sin embargo, su papel etiolégico aun esta en duda. Solo una bacteria que
presente los factores de virulencia es capaz de ocasionar la ED, como los involucrados en la
colonizacion del intestino delgado con mecanismos para resistir la peristalsis con fimbrias

adhesivas (11).
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El término “principio de la enfermedad del edema” (EDP) se utilizé para describir a la
sustancia responsable de causar ED, antes de que se aclarara que esta sustancia era una
toxina (109). Los términos neurotoxina (133) y vasotoxina (32) se propusieron en vista de los
efectos funcionales y morfolégicos de EDP.

Marques y col. en 1987 propusieron designar a la toxina Stx2 variante (Stx2v/Stx2e) (97). Las
diferencias en la citotoxicidad de Stx2 y Stx2e se deben a la estructura del glicolipido, el cual
esta unido a la subunidad B (163). Stx2e se produce por los serotipos arriba mencionados de
Escherichia coli, aisladas de ED vy diarrea postdestete (PWD) en muchos paises. La toxina es
una proteina con peso molecular de 70,000 (32, 155, 94), esta toxina administrada
intravenosamente a cerdos jévenes induce enfermedad, con signos clinicos generales y
lesiones microscopicas caracteristicas de ED y asi se confirmd que la toxina Stx2e y EDP
son idénticas (54). El tiempo de incubacion y la severidad de la enfermedad estan
directamente relacionados a la dosis de toxina.

ED y PWD por Escherichia coli tienen una patogenia diferente pero pueden estar causadas
por la misma cepa bacteriana (54). Se observoé que Escherichia coli asociada con ED tiene

actividad alfa hemolitica (139) aunque esta atribucion no se relaciona a la virulencia (140).

Epidemiologia

La ED tiene muchas caracteristicas en comun con PWD, los factores que permiten la
infeccidn y colonizacion del intestino por Escherichia coli patégena parecen ser similares en
ambas enfermedades. ED usualmente ocurre de 1 a 2 semanas postdestete; sin embargo la
edad usual de los animales afectados es de 4 a 12 semanas, habiendo excepciones. Se ha
diagnosticado en lechones de 4 dias y en cerdas adultas (137, 10). Animales aparentemente
saludables y aun los mejores animales son afectados (10, 153, 135). La morbilidad en un
hato afectado es variable, de 30 - 40% (153), la mortalidad va de 50 - 90%. El curso varia de
4 a 14 dias, con promedio menor a una semana. La enfermedad desaparece tan
abruptamente como aparece y la recurrencia es comun (153, 136). EI ambiente del area de
destete parece ser la fuente para las cepas de Escherichia coli patdégenas. Los cerdos no
destetados pueden adquirir la infeccién posteriormente probablemente de la misma fuente y
llevarla al destete (136). El contagio de Escherichia coli ocurre por aerosoles, alimentos y
otros vehiculos, cerdos y otros animales. Los serotipos asociados con ED tienden a ser

similares en varias areas geograficas (147).
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Signos clinicos

Anorexia que dura varios dias; diarrea usualmente severa pero de corta duracion; en la
mayoria de los cerdos la diarrea no se presenta por mucho tiempo, también se pueden hacer
aparentes signos nerviosos, parpados hinchados, ataxia acompanada con grado variable de
confusiéon mental y progresion, disnea severa, los cerdos se observan moribundos con
temperatura en rango normal, edema en oidos, el tejido subcutaneo sobre los huesos
frontales, nariz y labios se hincha, edema subcutaneo que se acompafa de prurito que
desaparece después de la recuperacion. En algunos cerdos con o sin disnea la respiracion
se acompafa con sonidos de ronquidos. La diarrea es acuosa con coagulos de sangre fresca
en algunos cerdos en la etapa terminal (11).

Sintomas tempranos son el edema de los parpados e inapetencia. Signos neuroldgicos
comprometen la incoordinacion, existe confusion y ataxia; paralisis, temblores, convulsiones,
disnea, movimientos de remo y coma se observan en etapa avanzada o terminal. El cuadro
clinico algunas veces varia de dias a semanas después de la infeccion intestinal, el
crecimiento se detiene y los cerdos enfermos muestran disturbios nerviosos unilaterales
como deambulacién en circulo, los animales ladean o giran la cabeza, con atrofia de
musculos lumbares y debilidad progresiva. EI edema subcutaneo es raro. Los cerdos
afectados tienen que ser eliminados. Se pueden encontrar algunos cerdos muertos sin
signos clinicos precedentes. Otros presentan ataxia mostrando signologia nerviosa. Los

cerdos afectados pueden parecer alterados con salivacion excesiva (50).

Lesiones

La ED es una enfermedad vascular y mientras el edema aparezca en sitios especificos sera
una manifestacion de esta lesion, su presencia es variable y puede estar ausente en algunos
animales. La apariencia externa de los cerdos muertos puede no ser evidente. Un
enrojecimiento irregular en las partes ventrales del tronco puede estar presente. El edema en
la submucosa del estbmago es caracteristico cuando se presenta y se localiza en la region
del cardias glandular. Este puede variar de ser ampliamente detectable. El edema
usualmente es serogelatinoso. Si es severo, el edema puede extenderse a la submucosa
fundica, pero esto puede aparecer originado desde la regién cardica. El edema de la
submucosa gastrica se observa mejor sobre la curvatura mayor iniciando en el cardias. En
algunas ocasiones se ve edema de la vesicula biliar. El mesocolon es un sitio comun para el

edema. Ocasionalmente un segmento de intestino grueso o recto puede tener edema en la
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submucosa (137). La cavidad peritoneal puede revelar ocasionalmente fibrina y un aumento
en el fluido seroso. Los nédulos mesentéricos y de colon varian en apariencia de normal a
ligeramente inflamados, edematosos y congestionados. Tipicamente el estbmago esta lleno
de alimento seco y el intestino grueso esta relativamente vacio. El contenido del colon puede
estar ligeramente disminuido. Esto puede inferir como una manifestacion del vaciamiento
gastrico; algunos animales tienen un periodo de anorexia antes de la muerte. Los cerdos con
ED pueden comer muy poco (48h) antes de morir, a la necropsia tienen el estdbmago
completamente lleno y lo que sugiere es que algunos cerdos con ED son afectados también
por constipacion de acuerdo con estas observaciones.

La cavidad pleural puede contener exceso de fluido seroso y los pulmones pueden presentar
variados grados de edema (130). En algunos casos ésta ha sido la unica lesion observable
(135). Casos con edema laringeo también se han observado. La cavidad pericardica puede
contener fluido seroso en exceso en el cual la fibrina puede estar presente y pueden ocurrir
algunas petequias epicardicas y endocardicas. Esta lesion no debe confundirse con la
enfermedad del corazén de mora (153).

Como ya se menciond, la toxina Stx2 dana los elementos de la pared vascular induciendo a
cambios degenerativos irreversibles y necrosis celular (51, 6). Los cerdos infectados con
Escherichia coli productoras de toxinas LT y Stx2e frecuentemente mueren de diarrea. Si las
cepas infectantes son productoras de Stx2e y alguna de las toxinas termoestables o ambas,
el animal puede morir con signos de diarrea y/o edema (6, 156).

Los tipos toxigénicos son susceptibles de variar sin modificacion del serotipo, especialmente
si las cepas provienen de diferentes regiones geograficas (6). Por este motivo, se propuso
estudiar la prevalencia de Escherichia coli enterotoxigénicas y productoras de Stx en cerdos
con diarrea, atrasados en el desarrollo y asintomaticos de una explotacion.

La diarrea se transformd en una enfermedad de importancia econémica en los cerdos como
resultado de la difusién del manejo intensivo de los partos. Se ha clasificado principalmente
en diarrea neonatal (en los primeros dias de nacimiento), diarrea en cerdos jovenes (de la
primera semana de nacimiento hasta el destete) y diarrea postdestete. Escherichia coli es el
agente etiolégico mas frecuente de la diarrea neonatal y postdestete. Los agentes etioldgicos
de la diarrea en cerdos jévenes son mas numerosos € incluyen el virus de la gastroenteritis

transmisible, rotavirus, coccidias y Escherichia coli (18).
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lll. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Determinar la presencia de cepas de Escherichia coli patdbgenas productoras de toxina

semejante a Shiga, a partir de muestras de cerdos enfermos.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar el aislamiento, identificacion y caracterizacion de Escherichia coli de
muestras de cerdos con diarrea hemorragica.

e Determinar la presencia en el ADN de los factores de virulencia stx 1, stx 2 y eaeA.

e Evaluar la expresion de las toxinas de Shiga en las cepas de Escherichia coli aisladas.

e Evaluar los patotipos implicados en la enfermedad hemorragica en cerdos en relacion

a los antigenos bacterianos.



IV. HIPOTESIS

Los cerdos pueden ser afectados por cepas de Escherichia coli productoras de Stx causando
cuadros diferentes a la Enfermedad del Edema.

Debido a que Escherichia coli es el agente etiolégico de un amplio espectro de
enfermedades en el hombre y los animales, en lechones la colibacilosis en neonatos, diarrea
postdestete originando considerables pérdidas econdmicas en lechones entre las cuatro y
doce semanas de edad (79), y la enfermedad del edema (6, 107). Las cepas responsables
de la enfermedad del edema sintetizan una citotoxina tipo 2, responsable de CH y del SUH
del hombre (149, 159, 160).

La enfermedad del edema y diarrea postdestete tienen una patogenia diferente pero pueden
estar causadas por la misma cepa bacteriana (54). Los tipos toxigénicos son susceptibles de
variar sin modificacion del serotipo, especialmente si las cepas provienen de diferentes
regiones geograficas (6). Por este motivo, se propuso estudiar la prevalencia de Escherichia
coli productoras de Stx en cerdos con diarrea, atrasados en el desarrollo y asintométicos de

una explotacion.



V. MATERIAL Y METODOS

AISLAMIENTO. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION BACTERIANA

Aislamiento e identificacién bacteriana

Aislamiento de cepas

Para el aislamiento de las cepas, se trabajé con 12 casos de animales enfermos, en los que
se incluyen 9 aislamientos de cerdos, 1 de la cisterna y 2 de los bebederos, procedentes del
Laboratorio de Diagnéstico Integral Veterinario (DIVET) y de muestras proporcionadas por el
M.V.Z. Victor Quintero de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan - UNAM.

Los casos clinicos No. 1 a 7 fueron proporcionados como cepas, en tubos inclinados con
Agar Soya Tripticaseina (AST), las muestras fueron tomadas de intestino y heces; del caso
No. 6 las muestras fueron de intestino, ciego y colon al realizar la necropsia de un cerdo. Los
demas casos fueron aislados de muestras de contenido estomacal e intestino de animales
enfermos y de agua (Cuadro No. 1). El caso No. 11 fue por aislamiento de intestinos de

lechones remitidos de una granja ubicada en San Juan del Rio, Qro.

Aislamiento, recuperacion v purificacion bacteriana

De las cepas proporcionadas en tubo, se hizo resiembra con una técnica para aislamiento;
dejandose en incubacion para su crecimiento y verificar la pureza. De los érganos se hicieron
siembras en placas de agar Eosina Azul de Metileno (EMB), McConkey y AST; dejandose en
incubacion para aislamiento, posteriormente se tomaron 5 colonias de cada aislamiento para
obtener cinco clonas de cada una. Se sembraron en AST y se dejaron incubando a 37 °C por
24h en estufa bacterioldgica.

De los casos No. 5 a 7 solo se resembraron las cepas proporcionadas para verificar pureza
en placas de AST.

De los casos No. 8 a 10 se tomaron 12 colonias obteniendo 12 clonas de cada bacteria.

En los casos que se detecté contaminacion por microorganismos de la microbiota normal de
donde se obtuvieron las muestras, se hicieron resiembras continuas en Agar Base Sangre,

Agar Nutritivo y EMB hasta su purificacion.



Cuadro No. 1
CEPAS DE LOS CASOS TRABAJADOS EN EL PRESENTE TRABAJO

CEPAS PROCEDENCIA

CASOS | CLAVE ORIGINAL | DE LOS CASOS

1] IH-1 | Cepario DIVET

2 | 442-730 | Cepario DIVET

3| vVQ | Cepario DIVET

4 | S-2 | cepario DIVET

5 | vIQ | Cepario DIVET

6 | V-316 | Intestino, Ciego y Colon

7 ] 5806 | cepario DIVET

8 | CE | Contenido estomacal

9 | IN-1 | Intestino

10 | INT | Intestino

1 | 2240 | Intestino

12 | VIQUI | Intestino

Identificacion bacteriana



Pruebas biogquimicas

De los aislamientos previamente realizados se obtuvieron 119 clonas, las cuales fueron
identificadas presuntivamente mediante las pruebas bioquimicas de Rojo de Metilo - Voges
Proskauer (MR-VP), motilidad - indol - ornitina (MIO), descarboxilacion - desaminacion de la
lisina, produccion de gas y acido sulfhidrico (LIA), triple azucar hierro (TSI), sorbitol, citrato y
urea.

Los medios para pruebas bioquimicas se prepararon y posteriormente fueron inoculados e

interpretados segun la bibliografia (92).

FACTORES AUXILIARES DE VIRULENCIA

Para determinar la presencia de los genes stx1, stx2 y eaeA involucrados con los factores
auxiliares de virulencia de las cepas identificadas como Escherichia coli, todas ellas fueron
sometidas a la técnica de citotoxicidad sobre cultivos de células Vero asi como a la Reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR).

Citotoxicidad en células Vero

Cepas de referencia

Se utilizaron las siguientes cepas de referencia pertenecientes al género Escherichia coli.
e EDL 933 MED: Productora de Stx1, Stx2, eae, empleada como control positivo.
(Donada por el Dr. Carlos Eslava C.).
e K12 C-600: Cepa apatégena (174) empleada como control negativo.

(Donada por el Dr. Guillermo Valdivia A.).



Para la deteccion de Stx 6 VT se realiz6 una preparacion de microplacas con células Vero

segun Zamora y col. en 2000, con algunas modificaciones.

Se obtuvieron cultivos de células Vero del laboratorio de citologia de la FESC

(Donada por la M.V.Z. Maria Reyes Pichardo M.).

En microplacas de 12 pozos se adicionaron 2ml del cultivo celular, con medio minimo
esencial (MEM) y suero fetal bovino (BSA) al 5%.

Se incubd a 37 °C de 24 a 48h con atmoésfera de CO, al 5%.

Se prepard agar purificado al 1% en medio MEM (Invitrogen) con suero fetal bovino al
10% (Invitrogen), se colocaron en bafio Maria a una temperatura de 45 °C.

Se retir6 el medio contenido en la microplaca.

En cada pozo se depositaron 2ml del agar al 10% y se dejaron solidificar.

Se sembrd una colonia problema por pozo, dejando un control positivo y un negativo.
Usando las cepas EDL 933 MED y K12 C-600.

Se dejaron incubar a 37 °C con tension parcial de CO, por 72h.

Se observaron los resultados a las 24, 48 y 72h; en un microscopio invertido de

acuerdo a lo descrito por Zamora, y col.

Cuantificacion de la toxina en células Vero

Cepas de referencia

Se utilizaron las siguientes cepas de referencia pertenecientes al género de Escherichia coli.

EDL 933 J: Productora de Stx1.

EDL 933 W: Productora de Stx2.

EDL 933 TESIS: Productora de Stx1, Stx2, EAE.

(Donadas por el Dr. Guillermo Valdivia A.).

EDL 933 MED: Productora de Stx1, Stx2, EAE.

K 12 C 600: Cepa apatdgena (10) como control negativo.

(Donadas por el Dr. Carlos Eslava C. de la facultad de Medicina de la UNAM).
EDL 933 IBT: Productora de Stx1, Stx2, EAE.

EDL 933 A LER: Cepa con eliminacién del gen ler de la isla de patogenicidad.
Productora de Stx1, Stx2 y es fenotipicamente AE".

(Donadas por el Dr. José Luis Puente del Instituto de Biotecnologia de la UNAM).



Cepas problema

Se utilizaron 6 cepas de las identificadas previamente como Escherichia coli y que resultaron
positivas a la prueba cualitativa de citotoxicidad en células Vero. Ellas pertenecieron a 6 de

los 12 casos trabajados y fueron las siguientes.

e CIVB 002
e CIVB 007
e CIVBO010
e CIVBO018
o CIVB 029
e CIVB 035

Linea celular

Células Vero: células de rindn de mono verde africano.

Se evaluaron 7 cepas de referencia y 6 cepas problema.

La técnica realizada fue de acuerdo a la descrita por el Dr. Guillermo Valdivia A. en 1995. Las
cepas se inocularon en 5ml de caldo soya tripticaseina (CST) y se incubaron 18h, se
centrifugaron a 10 °C a 5000rpm por 20 minutos, en centrifuga refrigerada (Eppendorf-
Netheler-HinzGmbh 22331 Hamburg, Centrifuge 5403) y el sobrenadante fue filtrado con un
filtro de 0.22um (Invitrogen).

Con este filtrado se hicieron diluciones decimales 10~ °- 10~ * y las placas de 96 pozos con
células Vero se inocularon con 100yl del filtrado, dejando 3 pozos controles (PBS): en todos
los pozos se adicionaron 2 gotas de medio esencial minimo (MEM) con 2.5% de suero fetal

bovino y se incubaron 24h a 37 °C. Se observaron los efectos de la toxina a las 24 y 48h.



REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Se utilizaron los siguientes iniciadores (primers).

e Secuencia para stx1.
F:5°CTG GAT TTA ATG TCG CAT AGT G3’
R:5°"AGA ACG CCC ACT GAG ATC ATC3’
e Secuencia para stx2.
F:5°GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC3’
R:5"TCG CCA GTT ATC TGA CAT TCT G3’
e Secuencia para eaeA.
F:5" GAC CCG GCA CAA GCA TAA GC3
R:5°CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG3°

Se utilizaron los siguientes reactivos para la amplificacion del DNA bacteriano.
o Buffer (10x) (Invitrogen).
e MgCl, (50mM) (Invitrogen).
e dNTP’s (200uM) (Invitrogen).
e Primers: stx1, stx2, eaeA (Invitrogen).
e Agua para PCR (Invitrogen).
e Taq polimerasa (Invitrogen).
e DNA (bacteriano).

Equipo de PCR.
e Termociclador (PTC-10®™ Programmable Termal Controller . MJ Research, Inc.).
e Camara de electroforesis (Horizon 58 Gibco BRL Horizontal Gel Electrophoresis
Apparatus. Life Technologies™).
e Micropipetas (Labsystems).

e Lector de geles, Transiluminador (Syngene).



Material para electroforesis.
e Bromuro de Etidio. (Invitrogen).
e Marcador de tamafo molecular (DNA Leader 123 pb) (Invitrogen).
o Buffer de corrida (leader) (Invitrogen).
e Agua destilada
e Agarosa (Invitrogen).
o Buffer TAE 1x (Invitrogen).

Técnica de PCR. Las cepas control y las aisladas durante el trabajo se cultivaron en placas
de AST dejandolas en incubacién a 37 °C por 24h. Se tom6 una muestra considerable de los
cultivos y se deposité en tubos Eppendorf con 1ml de agua destilada estéril. EI ADN fue
extraido por calentamiento (bano Maria por 10 minutos) y posteriormente se colocaron en
hielo por 10 minutos. Se centrifugd a 14000rpm por 2 minutos. Primers. Los primers
utilizados fueron stx7 para la verotoxina tipo 1, stx2 para la verotoxina tipo 2 y eaeA que
codifica para la expresion de la proteina de membrana externa para la unién intima de la
bacteria al enterocito. Condiciones de reaccion. La mezcla de reactivos se efectué en un

volumen de 25pl conteniendo 2.5pl de Buffer (10x), 1.0ul de MgCl, (50mM), 0.2ul de dNTP’s
(200uM), 3.5l de cada primer, 13.8ul de agua para PCR, 0.2ul de Taq polimerasa y 2.0ul de

DNA. Las condiciones de termociclado para la amplificacion se muestran en el Cuadro No. 2.
Electroforesis. Los geles estuvieron constituidos por agarosa al 2% (0.6g de agarosa y 30ml
de TAE 1x) y 10yl de bromuro de etidio. Alicuotas de 8ul de los amplificados de cada
muestra mas 2ul de buffer de corrida fueron analizados por corrimiento electroforético a 87
amperes por 40 minutos y transiluminacion UV; y se capturé la fotografia con un Software
(Image-ProPlus) para su identificacion. Técnica empleada segun Lopez y col. 2003, con

algunas modificaciones (90).

Cuadro No. 2
CONDICIONES DEL TERMOCICLADOR

Desnaturalizacion | Alineacion | Extension | Desnaturalizacion | Alineacion | Extension

Temperatura 94° C 50° C 72° C 94° C 50° C 72° C
Tiempo 5 min. 2 min. 45 segq. 5 min. 2 min. 45 seg.
Ciclos 35




V1. SEROTIPIFICACION

Para la identificacion serologica de las cepas aisladas de Escherichia coli se utilizaron los

siguientes antisueros.

Cuadro No. 3
SERUNAMe SERUNAMe SERUNAMe
Polivalente anti E. coli Polivalente anti E. coli E. coli
STEC/EPEC EHEC
Serogrupos Serogrupos Serotipo
026, 0103, 0111, 0145, 0157 | 026, 0103, 0111, 0145, 0157 O157:H7
02, 05

Proporcionados por el Dr. Carlos Eslava C. y el M en C. Armando Navarro de la
Facultad de Medicina de la UNAM.

Para realizar esta técnica se inocularon todas las cepas problema de Escherichia coli en 5ml
de CST, se incubaron 18h, se centrifugaron a 10 °C a 5000rpm por 20 minutos en centrifuga
refrigerada; se desechd el sobrenadante y con el sedimento se procedido a realizar la
aglutinacion.

Se colocaron 20ul de cada uno de los sueros polivalentes en un portaobjetos, posteriormente
se agregaron 20ul de sedimento mezclandolos por 3 minutos y se dio lectura observandose
al microscopio aglutinacién de las muestras al reaccionar con los sueros anteriormente

mencionados.



VIl. RESULTADOS

IDENTIFICACION BACTERIANA

De las siembras en las placas de EMB se obtuvo un crecimiento de color verde metalico, en
las placas de McConkey se identificaron a las bacterias sugestivas de ser lactosas positivas y
en AST solo se identifico la pureza de los diferentes cultivos. De las placas de EMB se
tomaron colonias de color verde metalico.

Se aislaron 119 clonas, y por medio de la identificacion bioquimica se obtuvieron 49 cepas
pertenecientes al género de Escherichia coli, como se muestra en el Cuadro No. 4 y 70
pertenecientes a otros géneros. Como se indica en el Cuadro No. 4a, solo se muestran las
cepas identificadas como Escherichia coli que presentaron reacciones diferentes, pero aun
asi cubren los criterios de identificacion requeridos de acuerdo a la bibliografia (92).

De las pruebas bioquimicas que se realizaron, MR-VP, fermentacion de carbohidratos, urea,
citrato, indol, produccién de gas y acido sulfhidrico se interpretaron e identificaron de acuerdo
a la bibliografia (92).



Cuadro No. 4

IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE E. coli

E. coli PRUEBAS BIOQUIMICAS
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MR-VP: Rojo de Metilo-Voges Proskauer, (*): Descarboxilacion de la lisina,
(?): Desaminacion de la lisina, (°): Fermentacién de carbohidratos, (+): positivo, (-): negativo.

Continuda en la pagina siguiente.



Cuadro No. 4
IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE E. coli

E. coli PRUEBAS BIOQUIMICAS
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MR-VP: Rojo de Metilo-Voges Proskauer, (*): Descarboxilacion de la lisina,

(?): Desaminacion de la lisina, (°): Fermentacién de carbohidratos, (+): positivo, (-): negativo.
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Cuadro No. 4a
VARIACION BIOQUIMICA DE E. coli

PRUEBAS BIOQUIMICAS | No. de Cepas | Frecuencia (%)
Sorbitol (-) 12 24.48
Movilidad (+) 45 91.83
Lactosa (-) 6 12.24

(+): positivo, (-): negativo.

Cuadro No. 5
IDENTIFICACION PRESUNTIVA DE E. coli SELECCIONANDO EL COLOR
VERDE METALICO DE LA COLONIA CRECIDA SOBRE AGAR EMB

AISLAMIENTO
TOTAL DE DE E. coli POR
CASOS CLONAS (%) I E. coli*| (%) INO E. coli* CASO (%)

1 5 60 /3 40 /2 4.3
2 5 100 /5 0 4.3
3 5 80 /4 201 4.3
4 5 100 /5 0 4.3
5 12 50 /6 50 /6 10.1
6 4 100 /4 0 3.5
7 2 100 /2 0 1.7
8 12 0 0 101
9 12 8.3/1 91.7./11 10.1
10 12 0 0 10.1
11 20 70/14 30 /6 16.2
12 25 20/5 20/4 21

119 41.17 /149 58.83 /70 100

(*): Identificacion bioquimica de acuerdo a Mac Faddin, J.F. 1993. (92).

CITOXICIDAD EN CELULAS VERO
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Deteccion rapida en el diagnéstico de Escherichia coli toxigénica productora de LTy

Stx (reaccion cualitativa)

Cuadro No. 6
EFECTO CITOTOXICO POR EFECTO DE UNA COLONIA COMPLETA DE E. coli
INOCULADA SOBRE CELULAS VERO

CEPAS | LECTURA48h | (%) CEPAS CITOTOXICAS

CIVB 001 a CIVB 049 | Efecto | 100

Para la deteccion de Stx se realizé una preparacion de microplacas con células Vero segin Zamora y col. en 2000 con
algunas modificaciones. En estas microplacas de 12 pozos con células Vero mezcladas previamente con agar purificado
al 1% (2ml de cultivo celular) y ya solidificadas se sembré una colonia problema por pozo, dejando un control positivo y un

negativo. Se incubaron a 37 °C con tension parcial de CO , .

Se observaron los resultados en un microscopio de luz invertida a las 24, 48 y 72h.
El efecto sobre las células Vero a las 24h no fue apreciable, observandose el efecto citotdxico a las 48h postinoculacion.
La interpretacion fue de acuerdo a lo reportado previamente en otros estudios (75, 76, 79, 81,143).

Inoculacion en microplacas de 96 pozos (reaccion cuantitativa)
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Para realizar esta técnica se tomaron 13 cepas: 7 de referencia y 6 de los casos problema,
obteniendo los resultados que se muestran en el Cuadro No. 7. La determinacion
cuantitativa de toxina de las cepas trabajadas se muestra en el Cuadro No. 8. Los diferentes

efectos observados sobre las células Vero se muestran en el Cuadro No. 9.

Cuadro No. 7
RESULTADOS OBTENIDOS SOBRE LAS MICROPLACAS CON CELULAS VERO
INOCULADAS CON FILTRADOS DE E. coli

[Efecto citolitico en dilucion 10 ~ 2

CEPAS LECTURA 24 h. [LECTURA 48 h.

K 12 No hay efecto citolitico. No hay efecto.

FOL 933 IBT Efecto citolitico en dilucion 10~ ° Efecto citolitico en dilucion 10~ °
ELD 933 MED

Efecto citolitico en dilucién 10 2

EDL 933 TESIS

[Efecto citolitico en dilucion 10 ~ 2

Efecto citolitico en dilucién 10 4

EDL 933 J

Efecto citolitico en dilucion 10~

Efecto citolitico en dilucion 10~

EDL 933 A-LER

Efecto citolitico en dilucion 10~

Efecto citolitico en dilucion 10 ~

[Toxina directa con efecto de vacuolizacién.

ICIVB 028 [Toxina directa con efecto citotdnico. [Toxina directa con efecto citolitico y vacuolizante.

CIVB 026 Toxina directa con efecto citoténico. Efecto citolitico en dilucién 10 ~ ! y vacuolizante.

ICIVB 030 [Toxina directa con efecto citotdnico y poca vacuolizacion. Efecto citolitico en dilucion 10 ~ 1 y vacuolizante.

ICIVB 010 No hay efecto citolitico. [Toxina directa con efecto citotonico y poca vacuolizacion.
[Toxina directa con efecto de vacuolizacion.

ICIVB 007 No hay efecto citolitico. [Toxina directa con efecto citotonico y citolitico.
[Toxina directa con efecto de vacuolizacion.

ICIVB 002 No hay efecto citolitico. [Toxina directa con efecto citotdnico y citolitico,

R -1 . .
dilucion 10 con poca vacuolizacion

Cepas de Referencia: EDL 933 MED, EDL 933 IBT, EDL 933 TESIS, EDL 933 J, EDL 933 W, EDL 933 A-LER, y K 12 C-600 cepa
empleada como control negativo. Cepas problema: CIVB 002, CIVB 003, CIVB 010, CIVB 026, CIVB 028, CIVB 030.
La técnica realizada fue de acuerdo a la descrita por el Dr. Guillermo Valdivia A. en 1995. Cultivos de E. coli en CST se centrifugaron en

centrifuga refrigerada y el sobrenadante fue filtrado con un filtro de 0.22um. De este filtrado se hicieron diluciones decimales 10 0 10

8

y placas de 96 pozos con células Vero se inocularon con 100yl del filtrado, dejando 3 pozos controles (PBS), en cada pozo se adicionaron 2
gotas de MEM con 2.5% de BSA se incubaron 24h a 37 °C. Se dio lectura a los efectos de la toxina a las 24 y 48h.

Efecto citotoxico: Las células se redondean con notables y extensivos cambios destructivos de la monocapa que se acentian
progresivamente produciendo la muerte celular. Efecto citoténico: Células aumentadas de tamafo, engrosadas, refractiles y se pueden
observar prolongaciones filamentosas (75, 76, 79, 81 143).

Efecto vacuolizante: CDT toxina de dilataciéon celular con abundantes vacuolas en el citoplasma, causa dilatacién celular progresiva y
muerte celular (69-71).

R =5, s . .. . .
Dilucion 10 : dilucién mas alta en produccién de citotoxina.

Cuadro No. 8
DETERMINACION CUANTITATIVA DE TOXINA Stx EN CELULAS VERO

24



INOCULADAS CON FILTRADOS DE E. coli

CEPAS DILUCION | UCCC/100pl ***
CIVB 002, 026, 030 * 10! 10"
EDL 933 MED ** 10~ * 10>
EDL 933 J, EDL 933 TESIS ** 10~ 4. 10*
EDL 933 IBT, EDL 933 A-Ler ** 10 ° 10°

(*): cepas problema aisladas en este trabajo.
(**): cepas de referencia
(***): unidades citotéxicas en cultivo celular en 100 microlitros.

EFECTO TOXICO EN CULTIVO CELULAR DE LAS CEPAS DE E. coli EXAMINADAS

Cuadro No. 9a
FRECUENCIA DE LOS EFECTOS OBSERVADOS EN LAS 12 CEPAS PROBADAS

EFECTO %
Sin efecto 15.4
Citotoxico 77
Citotonico y vacuolizante 7.6
Total 100

Cuadro No. 9b
FRECUENCIA DE LOS DIFERENTES EFECTOS CITOTOXICOS DE LAS CEPAS POSITIVAS

(n=10)
EFECTO %
Vacuolizante y citolitico 23.1 (30)
Citotonico y citolitico 7.7 (10)
Citotonico, citolitico y vacuolizante 7.7 (10)
Citolitico 38.5 (50)
Total 77 (100)

Efecto citotoxico: Las células se redondean con notables y extensivos cambios destructivos de la monocapa
que se acentuan progresivamente produciendo la muerte celular.

Efecto citotonico: Células aumentadas de tamafio, engrosadas, refractiles y se pueden observar prolongaciones
filamentosas (75, 76, 79, 81,143).

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA.
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Cuadro. No. 10
CARACTERIZACION GENOTIPICA PARA LOS FACTORES
AUXILIARES DE VIRULENCIA (stx1, stx2 y eaeA)
DE LAS CEPAS DE E. coli AISLADAS (n=49)

GENES E. coli positivas
stx 1 33
six 2 47
eaeA 28

stx1 y stx2: Genotipos para la identificacién de toxina de Shiga 1y 2 en las cepas de E. coli.
eaeA: Genotipo que codifica para la intimina.

Cuadro No. 11
FRECUENCIA DE LOS FACTORES DE VIRULENCIA DE CEPAS DE E. coli

CEPAS POSITIVAS
GENOTIPO A LOS GENES (%)
stx1,stx2,eaeA 26 53.1
stx2 13 26.5
stx 1, stx 2 6 12.2
stx1 1 2.0
stx2, eaeA 2 4.1
CEPA NEGATIVA
stx1,stx2,eaeA 1 2.0
Total 49 100

stx1 y stx2: Genotipos para la identificacion de toxina de Shiga 1y 2 en las cepas de E. coli.
eaeA: Genotipo que codifica para la intimina.

EROTIPIFICACION




De las 49 cepas de Escherichia coli, se obtuvieron 16 cepas con reaccién positiva a alguno
de los serogrupos probados. Los resultados se muestran en el Cuadro No. 12 y en el Cuadro

No. 13 se muestran los resultados obtenidos en sus diferentes relaciones antigénicas.

Cuadro No. 12
CARACTERIZACION DE SEROGRUPOS DE CEPAS DE E. coli AISLADAS DE CERDOS

SEROGRUPO CEPAS POSITIVAS %
STEC/EPEC | EHEC | O157:H7 3 6.12
STEC/EPEC EHEC 3 6.12
EHEC 0157:H7 3 6.12
STEC/EPEC 4 8.2
EHEC 3 6.12
TOTAL 16 32.68

Se identificaron 6 cepas pertenecientes al serotipo O157:H7 y prevalencia de 67.32% sin reaccion
a los antisueros en 33 cepas.

Cuadro No. 13
FRECUENCIA DE CEPAS DE E. coli POSITIVAS A DIFERENTES SEROGRUPOS

SEROTIPOS “0O”
PATOTIPO INCLUIDOS EN EL 0157:H7 No. DE CEPAS (%)
ANTISUERO

STEC/EPEC, 026, 0103, 0111,
0145, 0157.
EHEC 026, 0103, 0111, + 3 6.12
0145, 0157.
02, 05

EHEC 026, 0103, 0111,
0145, 0157. + 3 6.12
02, 05

STEC/EPEC, 026, 0103, 0111,
0145, 0157.
EHEC 026, 0103, O111, - 3 6.12
0145, 0157.
02, 05

STEC/EPEC 026, 0103, 0111,
0145, 0157. - 4 8.2

EHEC 026, 0103, 0111,
0145, 0157. - 3 6.12
02, 05

16 32.68

Estos resultados indican la frecuencia para las cepas que pertenecen a los serogrupos incluidos en los antisueros
SERUNAM® STEC/EPEC, EHEC y al serogrupo O157:H7; de los serogrupos STEC/EPEC, EHEC y de STEC/EPEC.

Cuadro No. 14
COMPARACION DE LAS CEPAS 0157:H7
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CELULAS

PCR VERO SEROLOGIA
Caso |ldentificacion | Procedencia| stx71 | stx2 | eaeA | Citotoxicidad | STEC/EPEC | EHEC | O157:H7
(cualitativa)
2 CIVB 008 442-730 + + + + + + +
3 CIVB 009 VQ + + +
4 CIVB 013 IS-2 - + - + - + +
9 CIVB 032 2240 A1 - - - + + + +
9 CIVB 031 2240 A2 + + - + - + +
11 CIVB 038 2240 B - + + + - + +
Todas las cepas fueron sorbitol y movilidad positivas.
Cuadro No. 15
CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS NO 0157:H7
Caso | Identificacion | Procedencia | stx7 | stx2 | eaeA | Citotoxicidad | Citotoxicidad | STEC/EPEC | EHEC | Posible
(cualitativa) | (cuantitativa) serogrupo
4 CIVB 014 DIVET - + - + - - 02, 05
4 CIvB 017 DIVET - + - + - - 02, 05
4 CIVB 015 DIVET - + - + -
7 CIVB 029* DIVET + + + + - + -
9 CIVB 034 DIVET - + + + - - + 02, 05
9 CIVB 033 DIVET + + + + - + -
9 CIVB 035 DIVET + + - + - + -
11 CIVB 040 DIVET + + + + - + -
11 CIVB 039 DIVET - + - + - +
11 CIVB 042 DIVET - + - + - +

* Cepa sorbitol negativo.
Todas las cepas fueron sorbitol negativo y movilidad negativa.

Cuadro No. 16
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CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS SORBITOL NEGATIVO Y QUE NO REACCIONARON CON
LOS ANTISUEROS PROBADOS

PCR SEROLOGIA
Caso | Identificacion | Procedencia| stx1 stx2 eaeA | EHEC | O157:H7
2 CIVB 004 DIVET - + - - -
2 CIVB 006 DIVET + + + - -
5 CIVB 021 DIVET - + - - -
5 CIVB 018 DIVET + + + - -
5 CIVB 019 DIVET + + + - -
5 CIVB 020 DIVET + + + - -
5 CIVB 022 DIVET + + + - -
5 CIVB 023 DIVET + + + - -
6 CIVB 024 DIVET + + + - -
6 CIVB 025 DIVET + + + - -
6 CIVB 026* DIVET + + + - -
7 CIVB 029** DIVET + + + - -

** Pertenece al grupo sexolégico STEC/EPEC.

* Ensayada sobre células Vero resulté con 10 UCCC/100ul, ademas de presentar efecto vacuolizante.

El resto de las cepas no fueron probadas cuantitativamente sobre células Vero.
Todas las cepas resultaron positivas al ensayo sobre células Vero en forma cualitativa.
Todas las cepas fueron movilidad positiva y sorbitol negativo.

Cuadro No. 17
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TOTAL DE CASOS TRABAJADOS EN LOS QUE SE LOGRO AISLAR CUANDO MENOS 1 CEPA
DE E. coli CON LOS FACTORES DE VIRULENCIA ENSAYADOS

Caso

Identificacion

Procedencia

sitx1

stx2

eaeA

Porcentaje a los 3 genes

CIVB 001

CIVB 002

CIVB 003

Intestino

100

CIVB 004

CIVB 007

CIVB 006

CIVB 005

CIVB 008

Escurridero

60

CIVB 010

CIVB 011

CIVB 012

CIVB 009

Intestino

25

CIVB 014

CIVB 017

CIVB 015

CIVB 013

CIVB 016

Intestino

++ |+ |+ ]+ |+ |+ |+ [F |+ |+ [+ |+ ]+

CIVB 021

CIVB 018

CIVB 019

CIVB 020

CIVB 022

CIVB 023

Heces

83

CIVB 024

CIVB 025

CIVB 026

CIVB 027

I. grueso
I. delgado
Ciego
Colon

100

CIVB 029

CIVB 028

Heces

+ ]+ [+ [+ ]+ [+ ]+ ]|+ ]|+ ]+ ]+ ]|+

+ |+ [+ |+ ]+ |+ + |+ |+ ]+ ]|+

100

CIVB 032

CIVB 034

CIVB 030

CIVB 036

CIVB 033

CIVB 035

CIVB 031

Intestino

+ |+ |+ |+

43

11

CIVB 039

CIVB 042

CIVB 038

CIVB 037

CIVB 041

CIVB 043

CIVB 044

CIVB 040

Intestino

50

12

CIVB 047

CIVB 045

CIVB 046

CIVB 048

CIVB 049

Granja San
Juan del Rio

+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ ][+ ]+ |+ ]+ |+ ]+ ]+

20
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VIIl. DISCUSION

En los animales de los cuales se obtuvieron las muestras en las explotaciones trabajadas se
observé un cuadro clinico variable; en lechones de 3 dias de edad con diarrea, en animales
entre los 20 y 45 dias de edad y en cerdos adultos, todos ellos con un desenlace mortal.
Tomando en consideracion el curso, el periodo de incubacién corto en los lechones y que el
problema primordialmente se presenté entre los 20 a 45 dias de edad sugeria una etiologia
viral o enterotoxémica. Otro factor importante fue el hecho de que las lesiones a la necropsia
se ubicaron casi exclusivamente en aparato digestivo, lechones con intestinos hemorragicos,
estobmago lleno con alimento seco, ambos con edema, asi como en sistema nervioso con
presencia de edema en cerebro. Lechones y adultos con lesiones sugestivas de enfermedad
del edema (ED) y/o diarrea postdestete (PWD), parecido a lo descrito en la bibliografia (146).
Basandonos en lo anterior se procedio a realizar el diagndstico del problema.

En los aislamientos bacterianos se seleccionaron cepas de Escherichia coli que presentaran
un patron tipico como criterio de seleccion el color verde metdlico en placas de EMB y
después en cuanto a pruebas bioquimicas. Como se muestra en el Cuadro No. 5; se obtuvo
una frecuencia de 41.2% de cepas del género de Escherichia coli (49 cepas) y un 58.8%
pertenecientes a otros géneros. Esto nos indica que no todas las cepas con color verde
metalico pertenecen unicamente a éste género.

En lo referente a las pruebas bioquimicas; en el cuadro No. 4a se muestra que de las cepas
sorbitol negativo se obtuvo una frecuencia de 24.5%; movilidad positiva de 91.8% y lactosa
negativa de 8.2%. Los resultados para MR-VP, urea, citrato, indol, LIA y TSI presentaron el
patron tipico de Escherichia coli y fueron interpretados de acuerdo a la bibliografia como se
indica en el Cuadro No. 4 (92).

Se debe considerar este criterio de identificacién ya que puede variar para alguna de las
pruebas, observado y reportado en trabajos previos, donde a partir de cepas de Escherichia
coli aisladas de lechones se observo una variacion en el patron de pruebas bioquimicas
como urea, movilidad, indol y ornitina (156); en cepas aisladas de terneros hubo variacion en
urea (17); esto es reforzado por Fratamico y col. en 1987 que aislaron cepas de Escherichia
coli urea positivas a partir de cerdos y bovinos (87) y por la relaciéon que tienen las cepas no
fermentadoras del sorbitol con la produccion de verotoxinas (159). Las O157:H7 pueden
llevar una o dos copias para urea, genes que no se expresan in vitro pero son funcionales y

pueden contribuir a la resistencia acida in vivo de las bacterias (62).



Se reporta que Escherichia coli serotipo O157:H7, no fermenta el D-sorbitol, ramnosa y no
produce [ glucoronidasa y que se encuentra con poca frecuencia en cerdos (169). En 1999
se reporta que no todas las cepas sorbitol negativo son Escherichia coli O157:H7 y que hay
cepas no O157:H7 sorbitol positivo involucradas en cuadros de SUH (149, 114, 6). En base
a los datos que se obtuvieron en el presente trabajo se puede decir que las cepas aisladas
de Escherichia coli tienen un comportamiento bioquimico que concuerda con lo reportado por
los diferentes investigadores antes mencionados.

Las Stx son proteinas citotoxicas, de dos tipos en Stx1, que es idéntica a la toxina Shiga de
Shigella dysenteriae tipo 1 (62); ya que se observo que la citotoxina se neutralizé con
antitoxina obtenida de ésta misma (59, 60), y Stx2 con 56% de homologia a Stx1. La gran
mayoria de Escherichia coli en flora normal no son patdégenas, pero la Escherichia coli
productora de toxina Shiga (STEC) en la flora normal de vacas y de otros rumiantes puede
ser patdgena para los humanos, y puede causar enfermedades en combinacion con otros
factores de colonizacion y virulencia (108).

Para determinar la produccion de Stx se empled el método cualitativo de “Capa de agar
sobre lineas celulares Vero” (174); observando el efecto citotoxico de una colonia completa
de Escherichia coli inoculada sobre las células Vero como se muestra en el Cuadro No. 6. En
este estudio se obtuvo una frecuencia del 100% de las cepas de Escherichia coli aisladas,
positivas a la produccion de Stx. Las lesiones observadas coinciden con las descritas por
diversos investigadores (79, 143, 76, 75). Durante el desarrollo de esta prueba también se
observo efecto citotonico, probablemente por la sintesis de LT, que al paso del tiempo se
terminé observando el efecto citotoxico. Al respecto Zamora y col. en 1999 aislaron cepas de
Escherichia coli de lechones con enteritis y determinaron la produccion de LT con una
frecuencia de 6.9%, Stx con 4.5% y STa con 15.9%. Zamora y col. en 2000 aislaron cepas a
partir de lechones con diarrea <40 dias, probandolas para determinar la produccién LT y Stx
obteniendo una frecuencia de 6.4% de cepas positivas a la produccion de LT y 6.9% a la
sintesis de Stx, con un 86.6% sin efecto. En Inglaterra Wray y col. en 1993 aislaron cepas
productoras de LT (17.6%) sobre STa (5.3%) y Stx (4.7%). En Alemania Ojeniyi y col. en
1994 observaron que predominan las infecciones por cepas LT sobre STa ya sea en
lechones de hasta 7 dias de edad, como en aquéllos mayores de 22 dias de vida,

considerando tanto las cepas que produjeron solo LT o en combinacion con STa y/6 Stx.



Con los resultados obtenidos en otros paises como Chile, Alemania e Inglaterra se refuerza
la probabilidad, aunque no se incluy6 en este estudio, de que el efecto citotonico este dado
por la toxina LT; y en cuanto a las cepas productoras de Stx que probaron, la frecuencia en
los aislamientos de sintesis de proteina es mucho menor en cuanto a la frecuencia de los
resultados obtenidos en este trabajo; y de acuerdo a éstos, es posible concluir que en una
determinada region prevalece un tipo de cepas toxigénicas, lo que puede estar relacionado al
ambiente y con las medidas preventivas especificas que se apliquen en cada lugar.

Al evaluar en este estudio, la presencia de citotoxinas en cultivo celular de forma cuantitativa,
como se muestra en el Cuadro No. 7, los resultados obtenidos sobre las microplacas con
células Vero inoculadas con filtrados de Escherichia coli y determinar cuantitativamente la
sintesis de Stx, el efecto de las cepas problema probadas y los testigos utilizados al ser
comparadas se aprecié un efecto diferente en intensidad de las cepas aisladas con respecto
a los testigos positivos.

Como se muestra en el Cuadro No. 8, las cepas testigos utilizadas pertenecen al grupo de
altas productoras de citotoxinas (119), por lo tanto las cepas problema aisladas en este
estudio fueron y pertenecen al grupo de bajas productoras de citotoxinas.

Previamente se ha reportado que los titulos de produccion de citotoxina estan entre 10 y 150
unidades citotdéxicas por 100ul en cultivos celulares (UCCC) para aislamientos de cerdos
(119), lo cual concuerda con los datos encontrados en este estudio; en los que se obtuvieron
10 UCCC para las cepas aisladas de cerdos en las que se cuantificé la produccion de
citotoxinas.

Por otro lado, Jeon Jo y col. en Korea realizaron un analisis de citotoxicidad en células Vero
de cepas aisladas de bovinos, cerdos y pollos, en donde cultivos con filtrados de toxina para
Stx2 positivas no afectaron al cultivo (172). Hay un reporte de que Escherichia coli positiva a
stx2 no era citotoxica para células Vero (68). Una secuencia de insercién de 1310 pb se
identifico en este aislamiento y la insercion interrumpio el final del carboxilo en la subunidad
A que encoda para la region del gen de stx2. El aislamiento no produjo Stx2 totalmente
funcionales y las células Vero probablemente no fueron afectadas. No esta claro por qué las
muestran stx2 positivas no muestran citotoxicidad y por qué muestras stx negativas muestran
citotoxicidad. Estudios moleculares y genéticos se requieren para definir los factores

asociados con la citotoxicidad en células Vero (172).



En el desarrollo de la prueba de efecto citotoxico de forma cuantitativa sobre células Vero se
utilizaron 7 cepas de referencia, de las cuales todas dieron efecto citotdéxico y 6 cepas
problema, en las que no todas dieron reaccion positiva a la produccion de citotoxina, en
algunos cultivos se observo un efecto citotonico y vacuolizacion de las células; efecto que
puede ser debido a la produccion de LT 6 CDT, que como ya se mencioné anteriormente no
fue probado en este estudio, pero que concuerda con efectos que han sido reportados
previamente por otros investigadores. La frecuencia obtenida de los efectos observados en
las cepas probadas y de los diferentes efectos citotoxicos de las cepas positivas se muestran
en los Cuadros No. 9a y 9b.

Estos resultados muestran que los cerdos son importantes reservorios de cepas de
Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC) al parecer no todas ellas citotdxicas,
aunque no todas las cepas citotdxicas son productoras de Stx (175).

Aunque en este trabajo no se haya determinado la produccién de LT, STa y CDT como
efectos importantes a considerar, aun asi, muestra a diferencia de estudios anteriores; que el
numero de cepas productoras de toxinas es alto con una frecuencia de efecto citotdxico por
Stx del 100%.

Asimismo, la técnica cuantitativa de citotoxicidad en células Vero por Inoculacién en
microplacas de 96 pozos utilizada por el Dr. Guillermo Valdivia A. en 1995, que consiste en la
inoculacién de filtrados bacterianos en monocapas de lineas celulares es laboriosa, necesita
mas tiempo, equipos especiales de laboratorio y antibiéticos. Ademas se debe tener en
cuenta que en ocasiones la sintesis de la toxina de la bacteria en medios de cultivo liquidos
puede ser baja y podria ser insuficiente para lesionar a las células. La técnica cualitativa
empleada de Deteccion rapida en el diagndstico de Escherichia coli toxigénica productora de
LT y Stx (174) es mas econdmica, rapida y sencilla, y se pueden examinar facilmente gran
cantidad de muestras. Ademas, de acuerdo con Parreira y col. en 1994, es posible detectar
mas cepas toxigénicas que con los extractos bacterianos, que puede ser debido a la técnica
de extraccion de toxinas utilizada, a la necesaria filtracion a que se debe someter el extracto,
y a que el ensayo se haga en el mismo dia de la extraccion o se conserve a 20 °C hasta su
uso, por lo que concluyen que estos procedimientos pueden conducir a una pérdida o
disminucion de la concentracion de la actividad téxica de algunos filtrados. La técnica es

sencilla, econdmica y permite identificar precoz y efectivamente las cepas.



Riley en 1983 describio y relaciondé a EHEC con un cuadro de CH debido a la ingestion de
carne cruda o mal cocida (60). La bacteria aislada fue Escherichia coli del serotipo O157:H7.
Karmali en 1983 la asocié con el SUH, con la presencia en heces de Escherichia coli
productora de Stx (79), principal mecanismo de patogenicidad de EHEC, que sintetizan una o
ambas toxinas, aunque no esta claro que sélo la posesion de los genes stx confiera
patogenicidad, dado que puede persistir la ausencia de otros factores de virulencia (107, 169,
35), y el fendbmeno de adherencia y esfacelacion causando lesiones sobre las células
epiteliales (A/E), y presentan el gen eae que codifica para la proteina de membrana externa
intimina y el plasmido pO157, que codifica para la enterohemolisina. (39, 129).

En nuestro sentido, las cepas EHEC podrian pertenecer a un subgrupo de STEC e incluye
una connotacion clinica que no esta implicada en esta ultima: mientras no todas las STEC
son patogenas, las EHEC si lo son; por ello, se emplea el término de “tipicas EHEC” para
denotar a las cepas de STEC, tales como la O157:H7 (126).

Se emplea el término de EHEC tipicas a las cepas de STEC, tales como la O157:H7 que
tienen el fago Stx, el plasmido que codifica para enterohemolisina (Ehx) y presentan el
fendmeno de A/E. Las EHEC atipicas no producen lesiones de A/E y pueden presentar o no
el plasmido para enterohemolisina (126).

Cepas no O157:H7 cuya frecuencia de aislamiento es mayor que las O157:H7, pueden ser
sorbitol positivo, y sus serotipos son diferentes del O157:H7; capaces de causar brotes o
casos aislados de diarrea y en ocasiones no se logra establecer la fuente de contaminacién,
aunque pueden aislarse de los mismos alimentos que las cepas de serotipo O157:H7 y de
carne de guajolote, ternera, pescado y mariscos (107, 169).

El principal mecanismo de patogenicidad de las cepas EHEC no O157:H7 es la toxina Stx, el
fendmeno de A/E y la presencia de pO157 (126).

En este trabajo 48 de las cepas de Escherichia coli aisladas presentaron alguno de los genes
que codifican para la produccién de los auxiliares de virulencia para stx1, stx2 o el gen eaeA
que codifica para el fendbmeno de borrado y esfacelamiento de las vellosidades en intestino;
igualmente estas fueron positivas a la produccion de toxina Shiga en las células Vero, esto
se muestra en el Cuadro No. 10. De la evaluacion de la expresion de los genes del 41.2% de
las cepas aisladas, se obtuvo una frecuencia de 95.1 % de stx2, 67.3% de stx1y 57.2% de

eaeA. Estos fueron los porcentajes encontrados al analizarlos individualmente.



Como se muestra en el Cuadro No. 11, al analizar la interrelacién de los genes; se observa la
expresion de estos con una frecuencia de 53.1% de sitx1, stx2 y eaeA, en 26 cepas; 26.5%
de stx2, en 13 cepas; 12.2% de stx1, stx2, en 6 cepas; 4.1% de stx2, eaeA, en 2 cepas;
2.05% de stx1 en 1 cepa y 2.05% de la no expresién de los 3 genes en 1 cepa. Se evidencid
predominio en la frecuencia de los genes de stx7, stx2 y eaeA de 53.1%; seguido de stx2 de
26.5%, stx1, stx2 de 12.2%, stx2 y eaeA de 4.1% y stx1 de 2.05%.

Estos datos muestran que el gen que codifica para la expresion de la toxina stx2 es el que
mas frecuentemente se encuentra en cepas aisladas de los cerdos estudiados, esto es muy
marcado al hacer la evaluacion de la expresiéon del gen individual y en su interrelacién con
stx1, y eaeA respectivamente.

La presencia de los genes stx2, stx1/stx2 y stx1 en sus diferentes asociaciones, detectados
con la técnica de PCR y al ser comparado con lo reportado por otros investigadores (14)
muestra que estas cepas pertenecen al grupo de las Escherichia coli productoras de toxina
Shiga (STEC) con una frecuencia de 41.0% (20 cepas) del total de cepas aisladas.

Las cepas que presentan los genes que codifican para stx71, stx2 y eaeA, de acuerdo con lo
reportado por otros investigadores, muestran que pertenecen al grupo de las Escherichia coli
Enterohemorragicas (EHEC), con una frecuencia de 53.1 % en 26 cepas y de 4.08% en 2
cepas que solo presentaron los genes stx2 y eaeA respectivamente. Estos datos evidencian
que el gen para la stx2 como es reportado es el factor de virulencia que esta implicado con
mas frecuencia en la patogenia de las enfermedades que causan estas bacterias.

El gen eaeA participa en el proceso de infeccion por estas cepas patdégenas de Escherichia
coli, en la adherencia bacteriana a las células del epitelio intestinal de los cerdos el cual esta
mediado por adhesinas para posteriormente permitir la produccion de toxinas productoras de
enfermedad (107).

La frecuencia de cepas negativas a alguno de los genes fue de 2.05% vy dieron reaccién
citotéxica en células Vero, lo que posiblemente indica es que la técnica empleada es eficaz y
sensible para la caracterizacion de este factor de virulencia. Anteriormente se mencion6 que
Jeon Jo y col. en Korea, realizaron un analisis de citotoxicidad en células Vero de cepas
aisladas de bovinos, cerdos y pollos, en donde cultivos con filtrados de toxina para stx2
positivas no afectaron al cultivo (63), también existe un reporte de que Escherichia coli
positiva a stx2 no era citotoxica para células Vero (68). Una secuencia de insercion de 1310
pb se identificé en este aislamiento y la insercion interrumpid el final del carboxilo en la

subunidad A que encoda para la regidén del gen de stx2. El aislamiento no produjo Stx2



totalmente funcionales y las células Vero probablemente no fueron afectadas. No esta claro
por qué las muestran stx2 positivas no muestran citotoxicidad y por qué muestras sitx
negativas muestran citotoxicidad, por lo que se requieren estudios moleculares y genéticos
para definir los factores asociados con la citotoxicidad en células Vero (172) asi como
sucedio en el anadlisis de una de las cepas aisladas en nuestro trabajo. También podria ser
que se trate de una cepa que debido al manejo que fue sometida haya presentado algun tipo
de mutacion o que se trate de una cepa atipica.

Todas las cepas que contienen Stx1 y Stx2 (cualquiera de los subtipos) estan asociadas con
enfermedades humanas, pero también se encuentran en Escherichia coli aisladas de
animales, aunque no estén asociadas a enfermedades (21, 132). Un estudio (131) indica que
SUH y la diarrea pueden estar asociados con Escherichia coli O157:H7, cepas que no
producen Stx a través de los factores de virulencia, aunque esto no ha sido aclarado.

La mayoria de EHEC de origen humano, puede provenir de fuentes animales como cepas
STEC, las cuales no estan consideradas como habitantes normales del intestino humano
(145).

Duffy y col. en 2001, reportan que el tracto gastrointestinal de rumiantes, especialmente
bovinos y humanos, parece ser el principal reservorio de Escherichia coli O157:H7; y éstas
cepas se han aislado de la mayoria de las especies animales empleadas para la produccion
(38, 72).

Prevalencia alta de cepas de Escherichia coli productoras de Stx que producen abortos en
cerdos se han reportado (44, 85), la mayoria de los aislamientos fueron eaeA negativos y a la
fecha ningun brote se ha atribuido a cepas originadas de cerdos. Un estudio de aislamientos
STEC de un rango de especies domésticas, con genes Stx2 fueron raros en todos, excepto
en ganado y perros (15). En el presente estudio, alrededor de la mitad de los aislamientos de
STEC fueron positivos en eaeA sugiriendo que algunos eran EHEC potenciales. Esto es
consistente con otros estudios (53, 14) en los cuales perros, gatos, gallinas y cerdos tienen
prevalencias mas bajas de STEC que rumiantes.

Se sugiere a los cerdos como potenciales reservorios de Escherichia coli O157:H7 (106) pero
ningun brote ha guiado a productos de origen porcino. En estudios de cerdos se han aislado
y reportado serogrupos de 0157 comunmente (170), pero ninguno de enfermedades

diarreicas en cerdos donde se produzca Stx (168).



Las cepas EHEC son la unica categoria de Escherichia coli que ocasionan diarrea y se
consideran una zoonosis (59). Sherwood aislé EHEC en un 3% de terneros con diarrea en
1985 (138), pero desde entonces se ha encontrado este patdgeno en el ganado bovino en
proporciones importantes, principalmente en ganado sano, con indices que fluctuan entre
34.5% a 63% (15, 138, 26, 123, 110).

Los animales son portadores de serogrupos que no se encuentran frecuentemente en el ser
humano, aunque serogrupos patégenos para el hombre han sido hallados también en
animales (59, 26). Se ha demostrado la habilidad de Escherichia coli O157:H7 para colonizar
persistentemente cerdos de 3 meses de edad y con 2 meses postinoculacion (23). Estudios
realizados en Chile muestran una elevada frecuencia de colonizacion por EHEC en porcinos
de 69% (26) y un 34% en bovinos; un analisis molecular mostré que existia una relacion
clonal entre cepas O157 aisladas de pacientes con SUH y de contenido intestinal de cerdos
(123).

En Argentina, se observd tanto en bovinos como en porcinos un predominio de cepas
portadoras de genes para ambas toxinas Stx1 y Stx2 con 44.1% y 63.9%, seguido de Stx1
s6lo con 29.4% en bovinos y 19.4% en porcinos y finalmente con Stx2 sélo con 26.5% en
bovinos y 16.7% en porcinos. La prevalencia de EHEC observada en este estudio es elevada
tanto en bovinos como en porcinos sanos en relacion a paises industrializados (110), pero
similar a lo observado en otro estudio realizado en Chile, también en mataderos que mostro
un 35.5% de portadores en bovinos y 69% en cerdos (26). Recientemente Beutin y col. en
Berlin, encontré una frecuencia de 21% en bovinos y 7.5% en cerdos de las cepas EHEC
(14).

Las cepas responsables de la enfermedad del edema sintetizan una variante de la Stx2
(Stx2e), responsable de enteritis hemorragica y del SUH del hombre (1, 2, 162).

Cicuta y col. en 1999 en Argentina, estudiaron la prevalencia de Escherichia coli Toxigénicas
y Shigatoxigénicas en lechones con un predominio de las ST (24.5%) sobre LT (2.9%). Las
cepas productoras de Stx tuvieron una prevalencia de 5.9%; las cepas de stx2e
representaron el 2.1%. Debido a la vinculacion de las cepas Stx2e con la enfermedad del
edema y la merma del desarrollo de los lechones, su hallazgo de 2.1% sefiala un riesgo
potencial en la sanidad. La participacion del cerdo en la cadena alimentaria del hombre,

también otorga significancia en la salud publica (31).



Recientemente patrones de virulencia de stx2e producida por Escherichia coli de cerdos con
enfermedad del edema y de humanos se compararon, y las cepas de cerdos enfermos se
reportaron como diferentes a las patégenas humanas. Escherichia coli productora de Stx2e
aislada de humanos y cerdos difieren en sus perfiles de virulencia e interacciones con las
células del epitelio intestinal (142).

Kaufmann mostré en un estudio, 31 cepas de Escherichia coli productoras de toxina Shiga
(STEC) que albergan stx2e, aisladas previamente de muestras fecales de cerdos sanos a la
matanza (77) y las caracterizaron fenotipica y genotipicamente. Zweefel y col., encontraron
una frecuencia de 48.3% de la presencia del gen stx2e en cerdos sanos muestreados en el
rastro. Estos mismos autores obtuvieron una frecuencia de 29% de cepas no O157 sorbitol
positivo STEC (stx2e) aislados de los cerdos sanos pertenecen a serotipos encontrados en
STEC aislados de los humanos, incluyendo dos serotipos (09:H-, O26:H-) reportados en
asociacion con SUH (177). Por otra parte, los serotipos eran diferentes de aquéllos aislados
de los casos de enfermedad del edema en los cerdos. El gen eae, que se correlaciona
fuertemente con la severa enfermedad humana, no fue descubierto. Por consiguiente,
aunque las cepas aisladas parecen no estar asociadas con enfermedades humanas severas,
aun asi no pueden excluirse a los cerdos sanos como una fuente potencial de infeccion
humana con Stx2e (177).

Darong y col. en China, investigaron la prevalencia de Escherichia coli asociada a cerdos con
diarrea postdestete y/6 cerdos con enfermedad del edema. El rango de deteccidn para stx2e
fue de 35% (40).

Como se muestra en el Cuadro No. 12, en los resultados de la caracterizacion de serogrupos
de cepas de Escherichia coli aisladas por aglutinacion directa, se observé una prevalencia de
32.7% en 16 cepas cuando menos a uno de los serogrupos para STEC/EPEC, EHEC y
0O157:H7; se tuvo una prevalencia de 6.12% de los serogrupos STEC/EPEC Y EHEC en 3
cepas; 6.12% de los serogrupos EHEC y O157:H7 en 3 cepas; 6.12% del serogrupo EHEC
en 3 cepas; 6.12% de los serogrupos STEC/EPEC, EHEC y O157:H7 y siendo la prevalencia
mas alta de 8.2% de los serogrupos STEC/EPEC en 4 cepas. La prevalencia de las cepas
sin reaccion fue de 67.3% en 33 cepas.

Como se muestra en el Cuadro No. 3, la mezcla de los antisueros polivantes STEC/EPEC vy
EHEC contienen 5 serogrupos iguales, el antisuero de EHEC contiene dos serogrupos mas
pero diferentes: O2 y O5, que son con los que se obtuvieron los diferentes serotipos de las

cepas positivas a algunos de ellos.



Los resultados obtenidos en sus diferentes relaciones antigénicas se muestran en el Cuadro
No. 13, el cual evidencia la prevalencia de cepas de Escherichia coli positivas a diferentes
serogrupos donde se obtuvo una prevalencia de 12.2% para las cepas que pertenecen a los
serogrupos incluidos para los patotipos STEC/EPEC, EHEC y al serogrupo O157:H7; de
12.2% para los serogrupos STEC/EPEC, EHEC y de 8.2% para STEC/EPEC.

Esto muestra que las prevalencias mas altas para las cepas aisladas de acuerdo a los
serogrupos para causar enfermedad incluidos en los patotipos utilizados en este trabajo es
para STEC/EPEC, EHEC y O157:H7 asi como para STEC/EPEC, EHEC, lo que es de gran
importancia ya que son algunos de los serotipos mas comunes como causa de enfermedad
en humanos y que se han encontrado en otros estudios.

Escherichia coli O157:H7 puede persistir en ganado por mas de 6 meses (16), hay evidencia
que sugiere que este serotipo puede adaptarse y persistir en el tracto alimentario de
rumiantes (27).

Como ya se menciond, los rumiantes son el mayor reservorio para Escherichia coli O157:H7
y otras Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC), estas bacterias son portadas
(transitoriamente) por varios animales no rumiantes como pajaros silvestres, pavos, caballos,
perros y cerdos, se ha encontrado que portan STEC O157:H7 (16, 27, 161, 63, 65, 80, 106).
La prevalencia de Escherichia coli O157:H7 en estas especies no rumiantes es mas baja que
en rumiantes (16, 37). Sin embargo, reportes recientes de infeccion natural han ocurrido en
Japén, Noruega y Chile y sugieren que los cerdos pueden ser reservorios en potencia para
Escherichia coli O157:H7 (27, 65, 106, 123).

Estudios realizados en Chile muestran una elevada frecuencia de colonizacion por EHEC en
porcinos de 69% (26) y utilizando electroforesis de campo pulsado (PFGE) se mostré que
existia una relacion clonal entre cepas O157 aisladas de pacientes con SUH y de contenido
intestinal de cerdos (123).

Notario y col. en 2000 en Argentina, aislaron en porcinos cepas de EHEC en heces con una
prevalencia de 58.1% y caracterizaron genotipicamente las cepas aisladas en relacién a los
factores de virulencia con predominio de cepas portadoras de genes para ambas toxinas stx1
y stx2 con 63.9%; seguido de stx7 sola con 19.4% y stx2 sola con 16.7% respectivamente.
En algunos animales identificaron cepas de EHEC con variados genotipos. Asimismo,
aislaron cepas de los serogrupos 026 (2.8%), O111 (16.7%) y 0157 (8.3%), los cuales se
encuentran con frecuencia en seres humanos asociados con diarrea con sangre o SUH.

También encontraron cepas con los serogrupos 0111 y O157 simultdneamente (5.5%). Las



cepas de EHEC fueron sorbitol negativas con una prevalencia de 41.6% con serogrupos
0111 y O157. La prevalencia que observaron en porcinos sanos fue alta en relacion a paises
industrializados (110). En un estudio realizado en Chile detectaron en mataderos un 69% de
colonizacion por EHEC en cerdos (26). Beutin y col. en 1993 en Berlin, encontraron una
prevalencia de 7.5% en cerdos (14).

Existiendo un reservorio animal importante, las posibilidades de diseminacion del patogeno y
su transmision al hombre estan relacionadas con multiples factores, algunos relacionados
con técnicas de sacrificio de animales, manipulacion de carne a nivel industrial y doméstico,
habitos como el comer carne cruda o mal cocida, consumo de derivados lacteos sin
pasteurizar, entre los mas importantes (110).

Los niveles de colonizacion en diferentes animales que aparecen en la literatura, varian
ampliamente y estos indices no guardan una estricta relacion con la proyeccion a nivel
clinico. Estas aparentes discrepancias pueden tener diferentes explicaciones, hay un aspecto
técnico ya que la tasa de aislamiento de EHEC puede estar afectada por el numero de
colonias estudiadas de cada animal, algunos autores sugieren tomar un numero superior a 5
colonias (75, 165). Otro aspecto importante es la orientacion del estudio microbiolégico, si
esta enfocado a detectar exclusivamente EHEC O157 o también incluye otros serogrupos de
Escherichia coli productores de citotoxinas (110).

Es interesante conocer el genotipo toxigénico de las cepas de EHEC que colonizan animales
para compararlo con el patrén de las cepas asociadas a infecciones humanas en cada
region. El patron genotipico mas comunmente hallado en Argentina fue la presencia de
cepas portadoras de genes para ambas toxinas Stx1 y Stx2 (111), lo cual coincide con el
genotipo de las cepas de EHEC aisladas en nifios de Chile y Argentina (33, 89). En otros
paises del hemisferio norte, el patrén mas frecuentemente observado es Stx2 (100, 14).

El fenotipo sorbitol negativo es una caracteristica que posee la mayoria de las cepas de
EHEC O157:H7 (71) y un estudio realizado en Chile mostré que este fenotipo se observa en
el 100% de las cepas aisladas de pacientes con SUH independiente del serogrupo (114). Por
lo tanto el fenotipo sorbitol negativo en cepas EHEC tiene importancia epidemiolégica (67).
Recientes estudios en Chile refieren que 44% de las cepas de EHEC aisladas de bovinos de
matadero fueron sorbitol positivas (26), lo que sugiere que este fenotipo sorbitol negativo no
es comun al 100% de EHEC y se deben investigar tanto las colonias fermentadores como no
fermentadores de sorbitol cuando se pretende conocer la prevalencia real de este patdogeno
(110).



En cuanto a los serogrupos de EHEC, se destaco la presencia de 0157, 026 y O111 que se
asocian a infecciones humanas. El elevado numero de cepas que no fueron tipificables con
estos antisueros era de esperar, teniendo en cuenta que los animales pueden portar
numerosos serotipos de EHEC (75, 118, 96). Rivas refiri6 el aislamiento concomitante de dos
serotipos y genotipos distintos de EHEC en un nifio argentino con SUH (124). En este
estudio se hallaron cepas de diferente serogrupos (0111 y O157), asi como animales con 2 y
3 genotipos diferentes de EHEC (110).

La alta prevalencia de EHEC en porcinos y la presencia de serogrupos que afectan al ser
humano indican que en Argentina estos animales constituyen un importante reservorio de
este patdogeno y que la ingestion de carne mal cocida es un factor de riesgo de infeccion
(110).

De acuerdo a los resultados de nuestro trabajo, la cepa CIVB 008 fue aislada de la toma de
agua de la granja (escurridero) y la cepa CIVB 009 fue tomada de una necropsia a partir del
intestino de los cerdos de la misma granja. Es importante resaltar que estas cepas contienen
los tres genes ensayados y pueden ser clonas de la misma bacteria que esta infectando a los
lechones causando infeccidn intestinal hemorragica.

El caso 9 proviene del intestino del mismo lechon afectado, como se puede apreciar la cepa
CIVB 032 no presentd genes stx7 ni stx2 bajo las condiciones de la prueba, pero resulté del
serotipo O157:H7, esto puede ser explicado porque la secuencia de genes empleada como
iniciador en el PCR esta disefada para detectar el gen stx7 y stx2 del humano, sin embargo
es diferente de las secuencias empleadas para el stx2e, por lo que es posible que contenga
este gen; de otra manera, también puede ser que se trate de una cepa O157:H7 no
toxigénica como las previamente descritas (108) y el efecto sobre las células Vero haya sido
producido por la toxina CDT como lo muestra el Cuadro No. 14.

Para las cepas CIVB 014, 017 y 034, considerando el contenido de los antisueros
polivalentes (Cuadro No. 3) es posible que se trate de los serogrupos O2 u O5.

Las cepas CIVB 015, 039 y 042 pueden tratarse de los serogrupos 023, 0111, O103 u
0145. En el resto de las cepas consideradas en el cuadro No. 15 es posible que se trate de
una reaccién cruzada con alguno de los serotipos anteriores.

Es importante considerar que las cepas CIVB 029, 033 y 040 contienen los tres genes de

virulencia por lo que es muy probable pertenezcan a las EHEC.



Como se puede apreciar en la el Cuadro No. 16, todas las cepas que no reaccionaron
serolégicamente con los grupos probados (023, 0103, 0111, 0145, 0157, O2 y 05),
contienen en un 83% los tres genes ensayados por lo que pueden pertenecer a las EHEC no
consideradas. Ademas, coincide que todas son sorbitol negativo y contienen el gen stx2, por
lo que nos sugiere fuertemente la presencia del fago lisogenizando a las cepas.

Al analizar los resultados del Cuadro No. 17, es posible observar que de los 12 casos
trabajados, excepto en uno, fue posible aislar al menos una cepa que contuviera los tres
genes de virulencia ensayados. Incluso en la necropsia del caso 6 se pudieron aislar las
cepas patégenas de todo el tracto intestinal lo que demuestra que ellas estaban colonizando

el intestino de este cerdo, por lo que es posible asociarla a las lesiones encontradas.



IX. CONCLUSIONES

1. Se aislaron cepas de Escherichia coli O157:H7 a partir de cerdos.

2. Las cepas identificadas estuvieron relacionadas a un cuadro de diarreas hemorragicas en
cerdos.

3. La fuente de contaminacién provino del agua empleada para dar de beber a los cerdos,
esta agua a su vez proviene de un escurridero en la parte baja del cerro.

4. Se identificaron otros serotipos de cepas STEC no reportados previamente como
causantes de enfermedad o como presentes en cerdos.

5. La técnica de ensayo sobre células Vero con una capa de agar fue sensible y especifica
para detectar la produccion de Stx en las cepas probadas, siendo mas facil de realizar que
en técnicas donde se utilizan filtrados de los cultivos bacterianos.

6. Se obtuvo una cepa O157:H7 que no contiene ninguno de los genes de virulencia

ensayados.



X. PROSPECTIVAS

1. Es necesario realizar estudios complementarios de serologia para las cepas que no

pudieron ser tipificadas con los antisueros empleados.

2. Se debera determinar la procedencia de las cepas que infectaron y causaron enfermedad

en los cerdos estudiados.
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