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2—ONTECEDENTES HISTORICOS

El médico Norteaméricano Benjamin Rush (1789)
aportd los primeros datos clinicos sobre las diarreas, sefialando
las variables caracteristicas presentes durante la enfermedad,
describiendo acerca de la diarrea pediadtrica que: "Prevalece en
la mayorla de los pueblos grandes de los Estados Unidos; en donde
la tasa y frecuencia estadn en relacidén con el calor, temperatura
ambiental y estacidén del afic. Se inicia a veces con diarrea, la
cual continia durante muchos dias sin manifestar ningun otro
sintoma de indiepoeicidn, pero con mae frecuencia se acompaha de

vémito violento y efecto purgante, ademads de fiebre alta".(88).

Rush le llamd "céblera infantum" y rechazd la idea
de que esta diarrea fuera causada por la denticidn como se crela;
asl por algin tiempo esta enfermedad fue llamada también:

Enfermedad de Rush. (88).

Escherichia coli_ fue descrita por primera vez en
el afio de 1885, por el Pedlatra Alemadn Theodore Escherich (en
honor del cual 1lleva su nombre), encontrandola durante sus
investigaciones sobre 1la composicién de 1la flora bacteriana
normal del nifioc recién nacido (82), a la cual 1le llambé Bacterium

coli commune. (88).



E. coli es el nombre que se acepta en la
actualidad para designar al bacilo coliforme comin originalmente
llamado Bacillus coli commune, por Escherich 1885, Bacillus coli

por Migula 1895 y Bacterium coli por Lehmann en 1896. (46).

Escherich demostrd la patogenicidad de
Escherichia coli en conejos, pero ¢l conservd algunas reservas
acerca de la patogenicidad de ésta en humanos. En 1985, marcéd el
primer centenaric de su primera descripcidn y en todo ese tiempo

se ha estudiado extensamente. (88).

De Viena Escherich regresd a Munich (1885), donde
Frobenius, un alumno de Robert Koch, le mostrdé las técnicas
relativamente nuevas, para la identificacidn de bacterias en
cultivos puros. Con este conocimiento Escherich concibié el plan
de clarificar la significacidén de bacterias en la fisiologla vy
patologia de 1la digestidén de lactantes. Como primer paso el
mostrd que la leche humana es normalmente estéril, pero que los
cocos pidgenos pudieran estar presentes en ciertas condiciones

patdgenas, (1885).(95).

Después de esto, siguid con una serie de estudios
de la bacteriologia de heces en lactantes, en el curso del cual
Bacterium coli comunne (ahora Escherichia coli) y Bacterium
lactis aerogenes (ahora Klebsiella pneumoniae) fueron
descublertas y sus propiedades fueron descritas, incluyendo la
composicidédn del gas producido cuando estos microorganismos

fermentar carbohidratos y la observacion de que bajo condiciones
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aerobias su crecimiento es extrictamente dependiente de la

fermentacidn de carbohidratoe. (95).

Hay evidencia de que en este afio, Escherich aisld

repetidamente bacilos disentéricos en cultivos puros que podia

haber pasado por alto, afortunadamente no fue asl, y al describiz
estos organismos, nos proporciond una informacidn tan importante,
gracias a la cual tenemos conocimiento actual de lo que ahora

llamamos Shiga (1898).(95).

En 1889, se demostrd que la diarrea ers una
entidad clinica con un probable origen inféccioso, v asociada al
clima calido, lo que condujo a llamarla: "enfermedad del verano",

"enfermedad de la estacidbn” o bien "diarrea del verano".(102).

Muchos autores atribuveron el descubrimiento de
Escherichia coli diarrogénica a Bray, no obstante que la
patogenicidad intestinal fue sugerida primeramente por Laurelle
en 1889 y este argumentdé que Escherichia coli podrila causar

peritonitis si se liberaba a la cavidad peritoneal. (102).

Escherichia coli habla =sido aislada de las heces
de lactantes normalmente, aunque se le vio por primera vez, como
no patdégeno. Escherich en 1894 mostrd que estaba presente en la
orina de las Jjovencitas que sufrian infecciones del tracto
urinario y sugirid que alcanzaba la vejiga por ruta ascendente.

(95).




En 1897, Lesage sugirié que habia clases de
Escherichia coli armadas y desarmadas y que podlan ser
diferenciadas en bases seroldgicas, vya que observd que el suero
de un paciente convaleciente aglutinaba con bacterias obtenidas
de pacientes durante una epidemia, cosa contraria ocurria con

bacterias obtenidas de ninos sanos. (88).

En estos tiempos se suponia que la "diarrea del
verano", llamada asl en 1889, era de naturaleza infecciosa; sin
embargo, diversas investigaciones bacterioldgicas realizadas en
muchas partes del mundo, sugirieron Qque una gran variedad de
agentes pudieran estar involucrados incluyendo: Enterococos,

Salmonellas, Shigellas, y/o especies de Proteus.(88).

El papel de este organismo como patdogeno ha
surgido de una forma lenta y controvertida, ya que hasta la fecha
hay incertidumbre del mecanismo de patogenicidad que evidencia
ciertas cepas de E. coli que se saben son patdgenas para el

hombre. (7).

A esto siguid un etapa durante la cual se
realizardén investigaciones encaminadas a probar la relaciéon el
colibacilo con las diarreas infantiles. Los trabajos de la
escuela francesa sobre el tema son notables, cabe destacar los
trabajos por Lesage (1897) y de Nobecuort (1899), quiénes
sostenlan el papel patogeno de este microorganicmos en este tipo

de padecimientos. (88).

o 1]




Escherich y sus col., observaron la frecuencia de
aislamiento de E. coli en la orina de mujeres jovenes y fueron
los pfimeros en reconocer su significacidn én la infeccidn del

tracto urinario (1898).(95).

Escherich en 1899, considerdé que E. coli era la
causa de disenteria, pero se piensa que Von Pirquet (1910-1911)

descartd esta aseveracidn anos después. (95).

En la Gran Bretafia entre 1900 y 1910, algunos
estudios mostraron que la "diarrea del verano” era
particularmente prevalente en los primeros dos afios de vida,
sobre todo a la edad del destete (de aquil el nombre con el que
también es conocida como “diarrea del destete”. En estos estudios
se observd que existia una gran influencia en esta enfermedad por
el bajo nivel sociocecondmico vy mala alimentacidén vy observandose
también que los nifios alimentados con el pecho eran protegidos

contra esta enfermedad. (88).

En 1904 Eijkman, Barh en 1908 y 1910, investigd
una poblacidén de nifios con diarrea y concluyd que Escherichia

ceoli jugaba un papel en esta enfermedad. (88).

Eijkman (1904), propuso pruebas rapidas para
identificacidén de E. coli en el agua (contaminacién por heces),
estas consistian principalmente en poner el agua a temperaturas
elevadas y observar sus propiedades bioquimicas (gas, indol,

lactosa, etc.) y as!l poder diferenciar a este organismos de otras



bacterias coliformes, pero Edwars vy EwWwing en 1962 propone
realizar mas pruebas bioquimicas, las cuales son impracticables

en el laboratorio de rutina.(16).

Entre los afos de 1920-1935, la mortalidad por
diarrea habla disminuido drasticamente en forma constante. Nueva
York tuvo casos de 45.5 por 1000 en 1872 y decrecid a 5 por 1000
en 1920; este mismo fendémeno ocurrid en el Reino Unido, en el
cual de 1.7 por 1000 en 1893 bajo a 0.08 por 1000 en 1937; las
condiciones caracteristicas de la enfermedad también cambiaron
para lo cual Smellie en 1939, escribid: "kste tipo de enfermedad
con su incidencia estacional caracteristica de brotes explosivos
¥ gran infectividad, es en estos dias una rareza y ahora estamos
frente a una enfermedad de etiologia mixta y que ademas, se
presenta todo el ano y se mantiene en verano e invierno por

igual”™. (88).

Topley y Wilson (1920-1935) , <c¢itado en (1),
observaron que la eﬁfermedad que produce el cuadro clinico de
diarrea, acompanado de vomito vy colapso, no podia estar causado
por una gran variedad de entidades bacterianas vy ellos
propusieron : "Dicha enfermedad esta causada por un agente, el

cual hasta la fecha no conocemos”™.(88).

Durante los 20s en Alemania, Adam y col. (1923),
realizaron investigaciones bacterioldgicas de diarrea infantil y
siguiendo el curso de la infeccién identificaron bioquimicamente

a un microorganiéﬁo con un grupo distinto de Escherichia éoli. el




cual produjo diarrea. (88). En los 30s Goldsmchmidt, amplié el
trabajo de Adam para demostrar que "dyspepsiekoli"”, podla ser

L

identificada seroldgicamente. (88).

A pesar de las decrecientes tasas de mortalidad
infantil a causa de la diarrea pediatrica, el interés en ésta se
reanudd en los afios de 1930-1940 a causa de los numerosos brotes

de enteritis nosocomial neonatal que produjeron un alta

mortalidad. (88).

Dulaney .y Michelson en 1935, descubrieron un
brote de gastroenteritis severa en el- Hospital General de
Memphis, de donde aislaron una variante colonial especifica de
Escherichia coli 1lamada Bacterium coli mutabile, la cual era
antigénicamente homogénea vy estaba significativamente asociada

con diarrea. (88).

En los primeros decenios de este siglo, antes de
que se dispusiera de antimicrobianos, las bacterias gram
positivas eran evidentemente los agentes causales predominantes
en la septicemia neonatal. En 1940 y 1950 se culparon a los
germenes gramnegativos, sobre todo a K. coli, en los casos de

septicemia neonatal. (50).

La diarrea en nifnos en edad temprana provoca una
gran morbilidad vy mortalidad; aunque hoy en dia este es un
problema de paises en desarrollo, se acepta que su distribucidn

es mundial, observandose brotes de diarrea infantil en Inglaterra



desde mediados del siglo XVIII, durante la revolucién Industrial
y la urbanizacidn. (7)(88). Por lo que durante los afios de 1945-
1951 diversos investigadores en Inglaterra , aislaron algunas

cepas de E. coll a partir de brotes de diarreas infantiles.(82).

Crowley y col. (1941), notaron que la enteritis
nosocomial que desde un punto de vista bacteriolédgico, los
diversos hallazgos que han sido registrados en esta enfermedad
son curiosamente reminiscentes a los de la diarrea del verano
infantil. A esta profética observacidn precedieron cuatro afios
hasta la descripcidn de Bray de Escherichia coli como una causa

tanto de la diarrea del verano como nosocomial. (88).

Los hallazgos de Bray vy Varela fueron confirmados
por otros investigadores en otros centros. Giles y col. en 1949,
describieron un brote de diarrea ocurrido en Aberdeen, Escocia en
1947, que habla involucrado 207 ninos; 196 (96%) hablan
presentado una cepa de E. coli designada como tipo "alfa", en
contraste con solamente 6 (4%) de 151 pacientes con diarrea
atribuible probablemente a otras causas que presentaron ademas
esta cepa. Durante la Ultima etapa del brote K. coli tipo "alfa”
se recuperd con menos frecuencia vy fue remplazada por la cepa
llamada "beta"”. Taylor en 1949 aisld la cepa de E. coli D-433 de

brotes institucionales ocurridos en Londres. (88).

La evidencia acumulada dio lugar a 1la aceptacidén
de E. coli como causante de diarrea en humanos hasta 1945, cuando

John Bray publicdé un articulo sobre la asociaciédn de E. coli




antigénicamente homogénea con la "diarrea del verano"™. Al mismo
tiempo a Bray (1945) en Inglaterra vy en México Varela y col.
demostraron la patogenicidad de K. coli ‘0-111:B4, por el
aislamiento de ésta en brotes de diarrea infantil, que ademas
presentaban una serologia peculiar que permitla diferenciarlos de

las cepas de E. coli de la flora normal.(73).

E. coli-Gomez y k. coli-neapolitanum fue aislada
de las heces fecales v del pus del oldo de un nifio de dos meses,
que murid de enteritis aguda, en 1946, Estos mismos
investigadores encontraron €1 mismo serotipo de E. coli en un
brote de diarrea que atacd cinco nifos en el Hospital Infantil de
la cd. de México vy a una mujer que trabaja en la cocina del

Hospital.(7)(8B2).

Bray la describid como Escherichia coli
neapolitanum, por su capacidad de fermentar rapidamente la
sacarosa v salicina, v lentamente la maltosa. Varela y col. la
describieron como Escherichia coli-Gomez en  honor de quien
ocupaba el puesto de Director del Hospital Infantil de

México.(73).

La naturaleza epideéemica, distribucidn mundial vy
alta mortalidad, asociada a los brotes de diarrea en guarderlas
entre 1930 y 1949, estaban caracterizados por la ausencia de una

etiologla definible. (88).

El esquema de tipificacidn sercldgica descrita por Kauffmann vy

Dupont en 1947, permitid que F. coll neapolitanum, E. coli tipo
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"alfa”, E. coli-Gbmez pertenecian al mismo serogrupo designado
como Escherihia coli 0111 B4 v Escherichia coli 055 BS5 pertenecla
a E. coli "beta”.(7); sin embarzo la patogénesis de estos estaba
pobremente entendida,debido a la incapacidad para producir la

enfermedad humana en animales de experimentacidn. (82).

Thompson en 1955 fue, al parecer, el primero en
reconocer las semejanzas entre Vibrio cholerae y E. coli
enteropatogena causante de enfermedad en nifos. En ambas
condiciones el organismo se encontrd en gran numero en el
intestino delgado y, a diferencia de la shigellosis, no habla
invasidén del tejido. Esta situacidn era sugestiva de la

participacidén de una enterotoxina. (82).

A finales de 1960 Sack vy Gorbach en Calcuta,
demostraron la similaridad clinica y la patofisiologla de la

diarrea debida a E. coli v V. cholerae.(32).

En 1961-1966, Taylor dice que la kK. coli como
otras enterobacterias, estd subdividida en numerosos serotipos,
algunos de los cuales parecen —-ausar infecciones =n &1 hombre y
2stan principalmente asociados c¢on la gastroenteritis de los

nifnos. (13).

En 1969, estudios realizados en Londres, se
demostrd gue mas de un 50% de individuos sanos eran portadores de
bacilos entericos que contenian el factor R (el cual es una

resistencia medicamentosa multiple mediante un plasmido portador

P M d WD e A = r o

PE QUIMICA DE LA U.A. 8,
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de los genes que determinan la resistencia) y que en muchos
casos, estas cepas constitulan la mayor parte de las E.

coli.(21).

En 1970 Rowe demostré que £. coli
enterotoxigénica puede ser una causa importante de enfermedad
diarreica en el adulto, al examinar y estudiar una epidemia de
diarrea en soldados britdnicos acantonados en Aden encontré un

solo serotipo de E. coli que fue identificado como 0148.(82).

En el area veterinaria y en la investigacidn del
cdlera se obtuvieron resultados que condujeron al descubrimiento
de dos enterotoxinas producidas por E. coli: toxina termolabil
(TTL) y toxina termo-estable (TTE); en ambas la produccidén era

controlada por un plasmido. (82).

Jaks (1973) sefiala que la enterotoxina termoléabil
de E. coli tiene un peso molecular de 5 X 10 y que es
inseparable de la endotoxina, vy postula que la actividad reside
en una proteina del complejo endotdxina carbohidrato-lipido-
proteina. Lariviere también propuso que la activiad de la toxina
termolabil, estaba asociada con fracciones de alto peso

molecular.(82).

Explicaciones recientes de la familia
Enterobacteriaceae, son dadas por Gross v Holmes (1983), sobre la
tipicacidén de la E. coli. Poco se sabe sobre los factores que

pudieran promover la colonizacidén intestinal pero Hanson y col.
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en 1983, han encontrado una variedad de adhesinas incluyendo
fimbrias P y X, MS en aislados fecales vy orales de recién

nacidos. (95).

El papel de este organismo como patdgeno ha
surgido de una forma controvertida, va que hasta la fecha hay
incertidumbre del mecanismo de patogenicidad que evidencian
ciertas cepas de E. coll que se saben son patdgenas para el

hombre. (7).

Escherichia coli es el microorganismo que mas se
ha estudiado en los ultimos 100 afios, hasta ahora es la forma de
vida libre mds estudiada, sin embargo, todavia reserva ciertas
incognitas que provocan que no se conozcan en su totalidad

algunos de sus mecanismos de patogenicidad. (7).
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Esta revisidn tiene como objetivo general

examinar trabajos publicados acerca de los mecanismos de

9]

patogenicidad de Escherichia coli productora de diarrea. La
intencidén inicial es la de conjuntar la informacién y relacionar
los antecedentes, modelos experimentales realizados hasta la
fecha, para obtener un panorama general sobre patogénesis,
establecer y dirigir los conocimientos alcanzados por diferentes
investigadores y as! dejar abiertos los criterios y caminos que
faltan por explorar para aclarar los mecanismos de patogenicidad
involucrados en la produccién de ciertas enfermedades en el

hombre.
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Hasta hace muchos afios, no era posible aislar un
agente etioldgico especifico de la mayorla de los pacientes con
diarrea aguda. Sin embargo hasta 1885, gracias al pediatra
Theodore Escherich, estudiando la flora bacteriana normal del
nifio recien nacido, fue que descubrio la Escherichia coll como el
organismo aerobio ma&s comin que se encuentra en el tubo digestivo
del hombre. (82), desde entonces se han realizado una serie de
estudios e investigaciones acerca de sus mecanismos de
patogenicidad vy a la vez se ha tenido que implementar nedidas

profiléacticas para prevenir la infeccidén., (50).

Durante 1los ultimos afios se han informado en la
literatura meédica, varias publicaciones scobre nuevos agentes
etioldgicos productores de diarrea, al igual que sobre algunos de
los mecanismos de patogenicidad involucrados en la patogenia de

la enfermedad en humanos y animales. (50).

La participacidn de FE. coli en las diarreas se
sospechd desde el siglo pasado porque este microorganismo se
encontrd tanto en heces normales como en diarreicas yv a tenido
gran interés el establecer el papel qQue esta bacteria representa
en el desarrollo del sindrome diarreico. Los investigadores de
modo firme vy absolutco, hablan dedicado la mayor parte de su
trabajo a tratar de llevar adelante algun concepto o doctrina que

pudiera cooperar a dilucidar su verdadero papel. (82),

15



R i S L e T .

Sin embargo, durante el Ultimo decenio y debido
principalmente al reconocimiento de Escherichia coli
enterotoxigenica como la causa principal de la enfermedad
diarreica aguda en los adultos y la identificacidén de rotavirus
como causa frecuente en nifios pequefios, se han aislado agentes
etioldégicos de 80 a 85% de pacientes con enfermedades diarreicas

agudas. (39).

Escherichia coli se considera causa de diarrea
bacteriana en nifios menores de tres afios. En nifios recién nacidos
con diarrea, la etiologla es viral v se atribuye como va dijimos
a rotavirus; sin embarsgo, su asociacidn con Enterobacterias vy
especificamente con Escherichia coli enteropatdgena parece ser

mads comun. (50)(35).

La familia Enterobacteriaceae esta formada por
una gran diversidad de microorganismos que varian en sus

propiedades bioquimicas y en su estructura antigénica. (53).

Los microorganismos presentes en dicha familia se
encuentran en el intestino de humanos y de animales, en el suelo,
sobre plantas, en el agua, etc., muchas especies son parasitas,
algunas son saproéfitas, algunas son patdégenas para el hombre,
produciendo una gran variedad de enfermedades infecciosas
entéricas, septicemia y otras.(53). Las enterobacterias son
componente importante de la flora intestinal humana normal, pero
son relativamente infrecuentes en la flora normal de otros sitios

del microorganismo. (53).
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sinteticos en presencia de glicerol o glucoza como la.(BB){IQ)
Unica fuente de carbono vy energla (agar Mac Conkey , EMB)(29) vy
la temperatura dptima para su crecimiento =s de 37°C, pero posee
propiedades de desarrollo en un limite bastante amplio de
temperatura ; Yy a1 pH favorable == de 7.0 (50) .Son
quimiorganotréficos v algunas cepas producen hemolisinas.

(21)(19) .

Es relativamente resistente, permanece vivo
durante algun tiempo fuera del organismo humano, 2n especial en
condiciones humedas y =n aguas contaminadas de materia fecal. E=s
destruida por el calor a 60°C durante una hora, los antisépticos

comunes la destruyen con relativa facilidad. (19).

Escherichia coli = la =specie predominante de la
flora comensal aerobia y anaercbia facultativa del tubo digestivo
y se eliminan por las heces al exterior. Por esto, no =8 raro
encontrarlas en el medio ambiente, donde son capaces de
sobrevivir durante éierto tiempo en el suelo, agua o alglin otro
lugar, donde se postula que se deriva de su " habitat primario" y

usualmente se describe como "contaminacion fecal por lo que
las pruebas encaminadas a detectar su presencia son ampliamente

utilizadas en los laboratorios de salud publica. (16)(84).
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La familia KEnterobacteriaceae, comprende varias
tribus, como la tribu Escherichieae, y el género Escherichia. Por
muchds afios, Escherichia ceoli, fue la Unica especie de este
genero, pero actualmente se reconocen tres nuevas especies,
aisladas en seres humance: FE. hermannii, E. fergusonii y E.
vulneris, pero aun no se ha comprobado su patogenicidad. Estas
especies son poco comunes, mientras que k. coli se encuentra
naturalmente en las heces y en determinados casos puede causar
enfermedades. (19), por lo que en este trabajoc nos enfocaremos a

su estudios principalmente. (19).

Escherichia coli, comc va mencicnamce es de la
familia de las Enterobacteriaceae, de la tribu Escherichieae, del
género Escherichia y la especie gque estudiaremce Qque es la

Escherichia coli.(19).

Caracteristicas generales:; Es un bacilc gram
negativo, de 1 a 3 micrométroe X 0.5 micrométros, que se
presentan solos, en pares, en cortas cadenas, agrupados: en
general moviles por flagelos peritricos, aunque existen variantes
inméviles no flageladés. No forman esporas, generalemente no
capsulados, en cultivos jdévenes la forma cocobacilar es bastante
frecuente y en cultivos viejos se presentan en formas de una
dimensién mayor, en agar forma colonias circulares de 2 a S mm,
convexas, o0 con borde continuo o ligeramente ondulado, brillantes
de color blanco o ligeramente amarillentos.(19). E. coli es una
bacteria aerobia y anaercbia facultativa, crece bien en los

medios de cultivo de laboratorio simples (caldo simple) v medios
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En la tabla No. 1, se encuentran resumidas las

caracterlisticas bioquimicas de Escherichia coli:

TABLA No. 1

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE Escherichia coli

Temperatura dptima de crecimiento 37%9C
Catalasa +
DNasa -
Oxidasa -
Indol +
Rojo de metilo +

Voges-Proskawer

Lisina
Motilidad v
Ornitina Vv
Utilizacidén del Citrato -
Ureasa -
Reduccidn de nitrato +
ONPG +
Crecimiento de KCN -
Fermentacidn Mezcla de éacidos
Gas de glucosa +
ACIDO DE:
Arabinosa”™ +
Lactosa™ +
Maltosa™ +
Manitol™ +
Sorbitol”™ Vv
Trehalosa™ +
Adonitol Vv
Inositol -
Pulcitol® Vv
Esculina® Vv
Salicina® v
Sacarosa® v
Xilosa® +
% Moles en G + C 50 - 51

~ Puede ser tardlio
° Varliable para diferentes cepas

Tomado de Sussman M. 1985. Escherichia coli in Human and Animal
Disease. ed: M. Sussman. Academic Press.y basado en el Lenette

1989. (53).
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Su diagndédstico en el laboratorie se basa en el
aislamiento del agente en las heces (coprocultivo) o de otro
material patoldgico. Se conocen una serie de medios selectivos y
diferenciales para realizar la siembra del material a

estudiar.(19).

Una vez aislada la colonia se estudia
morfoldgicamente y se procede a la identificacidén mediante
pruebas bioquimicas y de constitucidn antigénicas (identificacidn
seroldgica), v en los casos que ameriten se realizan pruebas
bioldgicas, estas Ultimas permiten una identificacidn exacta del

tipo. (19).

No se puede diferenciar a E. coli de la mayorla
de las bacterias gramnegativas con la tincidén de Gram, siendo
necesario el cultivo y la adecuada caracterizacidén bioqulimica
para identificar con precisidn el. microorganismo. La
identificacidén serolggica de K. coll puede ser Util en el
paciente individual c¢on la infeccidn recurrente del aparato
urinario, a fin de ayudar a diferenciar entre recalda vy

reinfeccidn. (29).

El diagnostico de laboratorio de diarrea por E.
coli, plantea un problema particular debido a la capacidad de
este microorganismo de causar enfermedad por varios mecanismos
diferentes. La deteccidén de la mayoria de las cepas patdgenas de
E. coll requiere métodos para la investigacién de toxinas, los
cuales se basan en el empleo de animales o cultivo de células,

técnicas inmunoldgicas y de hibridizacién de DNA.(53).(84).




Otras formas de identificacién de K. coli, se

basan en técnicas inmunoldgicas promisoras incluyendo ensayos
enzimdticos con inmunoabsorbentes (ELISA) \ m&todos de
aglutinacién de particulas, inmunodifusidén en gel, adicién de
anticuerpos especificos vy luego la adicidén de anticuerpo
conjugado con la enzima, con desarrollo de color si es positiva,
técnicas de coaglutinacidn, las cuales ge hablaran mas

adelante. (53).

La identificacidén final se establece por medio de
una bateria de pruebas bioquimicas, aglutinacidén con antisueros
(O y H )apropiados, las técnicas de anticuerpos fluorescentes,
han sido Utiles para la réapida identificacidén de microorganismos

con serotipo. (53).

Con respecto a su patogenicidad, desde hace méas
de 50 afios se sabe que ciertos tipos de E. coli pueden provocar
cuadros de " diarrea del viajero " vy especialmente en los nifios

de corta edad hay una produccién de diarrea aguda. (16).

En base a los mecanismos de patogenicidad,
Escherichia coli se ha clasificado como : E. coli enteropatogena
(EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigenica
(ETEC), K coli enterohemorragica (EHEC) y E. coli

entercadherente (EAEC) . (32).

Escherichia coli cono ya menciocnamos forma parte

de la flora intestinal normal, pero también pueden actuar como
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patdgenos "oportunistas" que pueden causar infecciones fatales,
cuando logran asentarse en tejidos vasculares o© necrdéticos
provocando infeccién en los tractos biliares vy urinarios
obstruldos, y junto con los anaerobios intestinales provocando

infeccidn del peritoneo contaminado.(9).

Otros tipos de enfermedades provocadas por este
microorganismo son infecciones &n el tracto urinario,
colecistitis aguda con gangrena, Ulceras pépticas, inclus hay
datos que K. coll coloniza la piel y membranas mucosas de
pacientes debilitados, también puede producir abscesos en
cualquier parte del cuerpo, es frecuente que los recién nacidos y
sobretodo si se trata de prematuros, presenten bacteremia con

meningitis y pielonefritis por via hematdgena. (42)(84).

La "diarrea del viajero"”, es la causa mds comin
de cepas enterotoxigenicas de E. coli, las cuales pueden ocurrir
por diversos mecanismos. La invasidén de la corriente sangulnea
llamada bacteremia, s la manifestacién mads grave de infeccién
por E. coli, la cual es mds comin en pacientes con infecciones
urinarias, sepsis biliar o intraperitoneal y después de aborto o

de la cirugla pélvica. (42).

Subespecies _de Escherichia _coli: En base a la

clasificacién de F. coli antes mencionada, surgen diferentes

L}

serotipos importantes de los cuales podemos mencionar:



A) E. coli Enteropatogena (kEFPEC), se ha
identificado mediante aglutinacidén con ant@sueros especificos
dirigidos contra el antigeno somidtice "O" y el antigeno flagelar
"H", su mecanismos de patogenicidad aun no estd plenamente
establecido, aunque se piensa que puede ser por adherencia al

eritrocito, y por 1lo tanto actua destruyende microvellosidades

intestinales y causando una lesidédn en el pedestal. (57).

Originalmente recibieron este nombre todas las E.
coli que causaban diarrea cuando se observé que ciertos serotipos
podian estar relacionados con la enfermedad diarreica, de manera
que ahora el término E. coli enteropatébgena sblo se aplica a los
germenes causantes de enfermedad gque no producen toxinas
termoléabiles o termoestables, que no tienen los genes que

codifican a estas toxinas, y que no son entercinvasores. (50).

B) E. coli Enteroinvasiva (E1EC), que son
capaces de invadir el epitelio intestinal y provocar un dafio
semejante al causado por Shigells.(18). Recientemente se ha
demostrado que este serotipo de E. coli presenta la propiedad de
penetrar a las ceélulas del epitelio intestinal produciendo

diarreas de tipo disenteriforme en adultos y nifios. (84).

C) £E. coli Enterotoxigenica (ETEC), que apartir
de 1968 se ha demostrado la existencia de cepas de E. coli
productoras de enterotoxinas termolabil (LT) y termoestable (ST),
codificadas por pléasmides formando la base de la informacién
actual sobre este mecanismo de produccién de la enfermedad.

(50) (57).



D) E. colli Enterohemorragica (EHEC) ,
perteneciente al serotipo 057:H7 vy su patogenicidad se ha
asociado a la produccidén de citotoxinas, que pueden producir
algunos casos de colitis hemorrdgicas y sindrome hemolitico

(SUH). (57).

E) E. coli Enterocadherente (KAEC), es el grupo
mas recientemente descrito por Mathewson y col. {1958). La
patogenesis, epidemoclogla y serotipos de las cepas de este grupo
estan en discusidn, hay evidencias preliminares que sugieren que
ellas son capaces de causar enfermedad diarréica ya que pueden
adherirse al epitelio intestinal vy se asegura claramente que
ellas no pertenecen a ninguo de los otros grupos: por esta razdén
han sido designadas en un quinto grupo (57), se caracteriza por
presentar una adherencia a c¢elulas Hep-2, pero curiosamente son

EAF- negativas y no pertenecen a los serogrupos clasicos (54)

Esche;ichja coli se encuentra tanto en heces
normales como en heces diarreicas, por este motivo se ha venido
intentando por diversos autores el tratar de explicar o
esclarecer el papel gque esta bacteria representa en el sindrome
diarreico; poco a poco se ha venido incrementando las evidencias
de que E. coli, puede ser directamente la causa de diarrea en una
gran proporcioén de nifios vy la llamada "diarrea del viajero” en
adultos, aunque los microorganismos involucrados no pertenecen a
los serotipos considerados como patdgenos y es capaz de dar

brotes epidemicos de diarrea en nifios. (57).



En la tabla No. 2 se presenta un resumén de lea
relacidén entre log serotipos de kK. coli v los serogrupos mas
comuneés ; asi como el cuadro clinico probablé que presenta cada

grupo de acuerdo a su mecanismo de patogenicidad. (54) (56).

La sintomatologle de la kscherichia coli, se
muestra en las observaciones clinicas como los estudicos en
voluntarios que indican que el periode de incubacidn se encuentra
generalmente entre 24 v 72 horas. El  cuadro que se presenta es
muy variable, incluye desde la enfermedad fulminante de tipo
ctlera, en el cual losg sintomas de diarrea son de tipo acuocso
noderado, célicoe abdominales vy a veces algunos grados de fiebre
resultan mnolestos, perc no ponen en peligro la vida. Se puede
presentar vémito en mencos de la mitad de los adultos con diarrea
por E£. coli, siendo 1raras ocasiones responsables de perdidas

importanties de liquidos.(39).

En nuestro pals, ies enfermedades comprendidas en
el grupo de enteritis v otras enfermcdades dicireicas destacan
como uno de los problemas de salud més importantes y mas comunes
en el ser humano, por lo que los datos de morbilidad v mortalidad

reflejan su magnitud; as!l se observa que para €l quinguenio

1972-197¢, este grupo de enfermedades ocupd el primero vy
segundo lugar en mortalidad, principalmente muerte entre los
lactantes ( se ha calculado que hasta el 15% de los

nifice puede morir por diarrea antes de los tres afios de edad),
después de esto le proceden Unicamente las enfermedades

respiratorias agudas vy €l mismo sitio como causa de enfermedad




para el quinquenio 1977-1981 y para el ano 1982 a junio 1987
ocuparon el segundo lugar las enfermedades diarreicas, quedando

en primer lugar las enfermedades respiratorias agudas. (50)(70).

Las afecciones extraintestinales por el bacilo E.
coli van seguidas de un estado de inmunitario general, como puede
ponerse de manifiesto por reacciones seroldgicas; pero los
anticuerpos resuitantes no alcanzan €1 intestino ni el aparato
urinario en donde el agente puede crecer sin ningun

obstaculo. (19).

En el recién nacido, los tiltulos de anticuerpo
anti-Escherichia contra los serotipos mas comunes son bajos o
nulos por haber un paso transplacentario muy limitado. La
carencia o escasez de anticuerpos en el neonato parece
condicionar un estado de susceptibilidad natural a numerosas
afecciones por este microorganismo. Con frecuencia el adulto
muestra concentraciones altas de anticuerpos, la mayor parte de
las cuales se debe.a reacciones antigénicas cruzadas que se
producen entre diferentes especies de enterobacterias, asi como
enterobacterias y microorganismos patdgenos de otros grupos

bacterianos diferentes. (19).

En las 1infecciones generales se desarrcllan
anticuerpos especificos, pero no estd clarc si a continuacién
ocurre inmunidad importante contra los microorganismos. Los

anticuerpos contra los glucollpidos de las Enterobacteriaceae,

L]
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se relacionan con proteccidn contra las secuelas hemodinadmicas de

la bacteremia producida por bastoncillos gramnegativos vy también
" :

reducen la reaccién febril e incrementan la depuracidn

intravascular de ciertos agentes infecciosos. (42).

No se dicta ninguna medida preventiva especial,
las E. coli aisladas de infecciones adgquiridas en la comunidad
son sensibles a la mayor parte de los antimicrobianos utilizados
en €l tratamiento de la infeccidn por gram negativos; e£in
embargo, en los Ultimos afios se han incrementado el numerco de
cepas resistentes a ampicilina, cefalotina v a otros farmacos,
por lo que se hace indispensable determina} en el laboratorio la
sensibilidad de la cepa aislada a los antibidticos. En lo mejor
que respecta a las cepas aisladas de procesos diarreicos, el
mejor tratamiento parece ser el manejo del equilibrioco hldrico v

electrolitico en el organismo. (19).

Como medida de salud publica, se ha fijado que la
forma méas adecuada de proteger a la qulacién contra las
enfermedades transmitidas por el agua, es determinando su
contaminacidén fecal por la presencia o© ausencia de E. coli, asl
como otras medidas en la higiene personal de manos y manejo de

los alimentos. (19).

Desde hace mucho tiempo se& conoce €l problema de
las diarreas y disenterlas como uno de los azotes mas temibles de
la humanidad, 1las diarreas no respetan razas, fronteras ni

edades, pero sus principales victimas son los pueblos insalubres
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en los que las tazas de mortalidad por estos padecimientos siguen
siendo muy elevados, encontrando que los mas afectados son los

ninos v quienes viven en condiciones pauperrimas.(32)(82).

Escherichia coli es el microorganismo gque mas se
ha estudiado en los Ultimos 100 anos, hasta ahora es la forma de
vida libre mas estudiada, sin embargo, todavia reserva ciertas
incognitas que provocan Qque no se conozcan en su  totalidad

algunos mecanismos de patogenicidad. (32)(82).
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TABLA No. ¢

PARACION DE LAS CINCO CATEGORIAS DE E. coli GUE CAUSAN DIARREA

e

SINDROMES
EPIDEMIOLOGICOS

EGORIAS DE E.coli  CLASES
erotonigenica
{ETEC)
ercinvasiva
{EIEC)
erohemorragica
(EHEC)
sropatdaena CLASE 1
(EFEC) Ma:z impor-
tante, u--
sualmente
EAF+,
CLASE II
Menos impor-
tantes rara-
mente EAF+.
=roadherente
(EAEC)

| serogrupo 026 fue originalmente categorizado como EPEC, perc es ahora concideradopara estar en EHEC.
EAEC ec ura categoria provisionzl aln no bien definida de E. coli diarrogénica.

SINDROMES

CLINICOS

Diarres muy acuosa
con gran pérdida de
electrolitos,

Diarrea;
disenteria

Diarrea sanguinolen-
ta; colitis hemorra-
gica; sindrome ure--
mico hemolitico.

Diarrea infantil
aguda y crinica.

Diarrea infantil

Definnda diarrea
sin sandre ¢ leu-
cocitos fecales.,

Diarrea infantil en

palzez meros desarro-

1lados: diarrea del
viajero en adultos.

Afecta usualmente a
adultos; algunos
brotes por alimentos
en neonatos,

Brotes por alimentos

de neonatos y en adul-

tamb1én.

Brotez de diarrea
e guarderlasica-
£0% esporadicos v
epldemicos de di-
arrez infantil en
comunidadez; rara
en adultoz,

Brotes de diarres

[ncriminadaz en es-

tudics epidemicld--
gicos.

SEROGRUFOS "0
MAS CONMUNES

0¢, 08,015, 020
025,027,063,
076,085,0115,
0128,0148,0159

0124,013¢,0143
0144,0147,0152
0164,025,0167

0157, 026 ¢

055, Oge, 0111,
0115,0125,012¢
0127 , 014z, y
01z3ab,

013,044,0112

Aun no definidos.

EDAD
AFECTADA

Lactantes

y
adultoz

Adultos
lactantes
Adultos

ninas

L = s I O

Adultos

niRos

xdo de: Levine M.M. and R. Edelman, 1984, Epidemicl. Rev. y modificado con Levire, M. 1957. J. Infect. Dis. 155(3).
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5 Escherichia coli actualmeénte se encuentra
clasificada dentro de la Divigidn Gracilicutes, Familia
Enterobacteriaceae, Tribu Escherichieae, Género Escherichia vy

especie E. coli,(49),

Clasificacidén segun Edwars y Ewing (2a.Ed. 1986):

FAMILIA Enterobacteriaceae
TRIBU I Escherichieae
GENERO 1 Escherichia

En esta edicidn Edwars reconcoce &5 especies de
Escherichia: kK. coli, E. hermannii, E. blattae, E. vulneris y k.

fergusonii.(40) .

Clasificacidn de acuerdo al manual de Bergey: (49).

BERGEY (1974 Ba. Ed.) BERGEY (1984 vol. 1)
FAMILIA Enterobacteriaceae Enterobacteriaceac
TRIBU Escherichieae

GENERO Escherichia Escherichia
ESPECIE Escherichia coll Escherichia coli.

En esta Ultima edicidn desaparece el términc tribu. (49)(76).

k)|



A) CLASIFICACION ACTUAL DE Escherichia coli EN BASE A LOS

MECANISMOS DE PATOGENICIDAD:

La tabla No. 3 presenta una clasificacidon
reciente realizada por Levine y <col. (1987), basada en las
propiedades distintivas de virulencia, interacciones con la
mucosa intestinal, distintos sindromes clinicos, diferencias en

epidemiologia y distintos serotipos O:H.(56).

La tabla No. 4 presenta los términos vy acrdénimos
recopilados por Levine y col. (1987), empleados hasta ahora para
describir a Escherichia coli diarrogénica. Esta clasificacién a
menudo se dificulta para discriminar cuales son 1los términos que

son definidos y cuales representan entidades distintas.(56).
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TABLA No. 3

\

DIFERENTES GRUPOS DE [Escherichia coli DIARROGENICA

ACRONIMO
i.- Escherichia coli Enterotoxigénica ( ETEC )
2.- Escherichia coli Enteroinvasiva ( EIEC )
3.- Escherichia coli Enteropatdgena ( EPEC )
CLASE ADHERENCIA A Hep-2 EAF SEROTIPOS

I Localizada + Cléasicos

I1I Negativa o difusa - Clasicos
4 .- Escherichia coli Enterohemorragica ( EHEC )
.- Escherichia coli Enteroadherente ( EAEC )

Tomada de: Levine, M. 1987. J. Infect. Dis. 155.
Bibliog. (56).
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TABLA No. 4

Escherichia colli, DENOMINACIONES DE TIPOS PATOGENOS

ASOCIADOS A LA PRODUCCION DE DIARREA

PATOGENO ACRONIMO

Escherichia coli enteropatdgena

(Serotipos clasicos) EPEC
Escherichia coli enterotoxigénica ETEC
Escherichia coli enteroinvasiva EIEC
Escherichia coli enterohemorragica EHEC
Escherichia coli enteroadherente EAEC
Escherichia coli enteropatdgena facultativa FEEC
EPEC adherente a eritrocitos EAEPEC

Escherichia coli citotdxica

Escherichia coli productora de citotoxina

vero | VTEC
Escherichia coli productora de citotoxina

semejante a Shiga SLEC®
Escherichia coli "Attaching and effacing" AEEC®
°Agregado y modificado el orden.

Tomado de: Levine, M. 1987. J. Infect. Dis. 155.

Bibliog. (56).
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La estructura de K. coli al igual qQue las demis
Enterobacterias, comparte caracteristlcas como una cubierta de
células rigida, rodiando una membrana citoplasmica, un cromosoma
JUnico, consistente de un DNA de doblé filamento y localizado en
todo el citoplasma (contrario a los eucariotes, en los cuales no
hay nucléo) , as! mismo tienen ribosomas gque son mas pequefos y
menos complicados que los ribosomas eucarioticos vy la ausencia de
mitocondrias para el metabolismo oxidativo o un Reticulo

endoplasmico para la secrecidn de protelnas. (59).

A.1)PARED CEIL.ULAR: Su cubierta

celular se caracteriza por una estructura multilaminar, en la
cual la membrana interna ¢ citopléasmica que mide de 20 a 30 A
densa a los electrones (y que corresponde a la pared celular, mas
gruesa que las células gram positivas) , consisle de una bicapa
fosfollpida con protelnas intercaladas. La siguiente capa
consiste de un peptidoglican delgado relacionado con lag
bacterias gram positivas, Jjunto con un espacio periplasmico. El
peptidoglicdn es un polimeroc de eslabonamientoe transverso que da
al organismo su forma rigida (capa basal) la cual puede ser
purificada mediante el empleo de detergentes y de solventes de
lipidos (después de la rotura celular) y donde no hay presencia
de &cido teicoico . La membrana externa conpleja que sigue,

consiste de otra bicapa fosfolipida con intercalacidn extensa

"~
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de un numero de elementos que consisten en lipopolisacaridos
(LPS) vy lipoprotelnas, las cuales estan unidas al peptidoglican y
protelnas multimericas cuyos poros de membrana facilitan el
transporte.(21)(59). En este tipo de bacterias como la £E. colli,
resulta totalmente imposible aislar la pared de las membranas,
pues tiene la capa externa demasiado parecidas a las propias
membranas. Pero la capa externa e interna puden separarse
gracias a la accidén de la lisozima debido a que ataca

especificamente a los peptidoglicanes. (21).

En la figura No 1 se muestra la superficie de E.
coll puesta de manifiesto mediante grabado por congelacidén. W=
superficie externa de la pared celular. En el punto que sefiala la
flecha,la capa més externa ha sido eliminada, poniendo de
manifiesto una cubierta subyacente; se desconoce si esta cubierta
se halla formada por petidoglicén o por lipoproteina. Estas cepas
han sido eliminadas en la mayor parte de la superfice celuiar,

exponiendo la superficie granulosa de la membrana plasmética

(PM).(21).




En la fig. No 2 se muestra la separacidén entre la
membrana citoplasmica (CM) vy la pared celular (CW) en una
cubierta purificada de E. coli mediante un breve tratamiento con
lisozima. La mitad superior de la seccién de la pared presenta
una banda gruesa vy densa, situada por fuera de la membrana
plasmatica, gque se encuentra separada de una banda externa fina y
densa por una capa clara de grosor constante; las células no
tratadas presentan la misma estructura. En la mitad inferior, la
lisozima ha eliminado gran parte del material situado junto con
la capa gruesa, aunque persiste una capa fina. Asl, en esta pared
de una bacteria gramnegativa el peptidoglican se halla unido a la

capa externa, que persiste en parte después de ser

eliminada. (21).




En la composicién de 1la estructura externa como
hemos indicado anteriormente, la eliminécion del peptidoglican de
la cugierta celular de organismos gramnegativés como K. coli por
acciébn de la lisozima da lugar a la producciédn tanto de

fragmentos de la membrana interna, que, al igual que otras

membranas bioldgicas, contiene fosfollpidos y protelnas.(21).

Sin embargo, tan sblo la membrana externa
contiene, ademas, un lipopolisacarido (LPS), de mayor densidad
que el resto de los componentes de dicha membrana; de ahl que
mediante tecnicas de centrifugacidén por equilibrio de densidades
en un gradiente de sucrosa es posiblé obtener dos bandas
claramente separadas. La banda mé&s pesada, que contiene LPS,
procede de la membrana externa, mientras que la banda menos
pesada contiene citocromos y diversas enzimas biosintéticas que
son caracterlsticas de 1la membrana interna. Utilizando otro
método de separacidn es posible, gracias a la accién de Qn
detergente no idnico, disolver la membrana interna de la fraccidn
correspondiente a la cubierta celular, con lo que queda intacta

la membrana externa y el peptidoglican.(21).

Como se indica en la figura No 3, la fusidn del
peptidoglicdn con las capas mas externas de la membrana en E.
coli se basa en la presencia de una capa virtualmente continua de
lipoproteina, unida por enlaces covalentes al peptidoglicén vy

penetrando en la membrana. (21).
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La funcidén que tiene la membrana externa en E.
coli es la de dominar sus actividades sociales, cubriendo o
desvelando ciertos receptores que son utilizados por los fagos,
las bacteriocinas y por los mecanismos de defensa del huésped que
ha sido infectado (incluyendo anticuerpos especificos). Ademas la
membrana externa determina el grado de permeabilidad del
microorganismo, ya que, aunque al parecer carece de sistemas
especificos de transporte, es capaz de dificultar e incluso de
impedir el paso de numerosas moléculas de tamafio medio o de gran
tamafo. Por esta razdédn, en muchas bacterias gramnegativas, el
peptidoglicadn no puede ser atacado por la lisozima (a diferencia
de lo que ocurre en los grampositivos), y ciertos fArmacos cuya
molécula es muy grande (como la actinomicina), son incapaces de
alcanzar lugares de accidn a menos que previamente se lesione la

membrana externa (por ej., por tratamiento con EDTA). (21).

A.2) RIBOSOMAS: Las células de E. coli

contiene alrededor de 15,000 ribosomas y el nimero total de ellos
despende de la velocidad de crecimiento. Tanto la integridad de
los ribosomas presentes en extractos celulares como su funcidn
resultan sensibles a las condiciones idénicas existentes en el
medio. Las células de E. coll son destruldas por métodos menos
agresivos (por ej.,digestién enizimdtica de 1la pared celular),
alrededor de un 80% de las particulas ribosémicas son recuperadas

en forma de polisomas, (ver fig. No 4).(21).

En. los polisomas, los ribosomas se . hallan
conectados entre si, por una cadena de RNA mensajero que es muy

sensible a la accion de la RNasa. (21).
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Ademads de sus propiedades antigéenicas ( lo que
puede aprovecharse para la preparacién de vacunas), son el
soporte de la adherencia y, por tanto, un factor de inanicidn de

la infeccidn (9).

"PILI" sexuales: A diferencia de los comunes, son
largos, pero tienen didmetro similar, poco numerosos, son

necesarios para la transferencia del material genético desde las
bacterias donantes a las receptoras duarante la conjugacidn

bacteriana (84).

Casi todas las enterobacterias pueden formar
fimbrias o pelos que generalmente son llamados pilis tipo I. Los
plli de tipo I, parecen mediar la hemaglutinacidn cuando se ponen
en presencia de eritrocitos de cobayo y esta reaccidén es inhibida
por D-manosa, Yy son también responsables de la adherencia
bacteriana a las ceélulas eucaridticas (32) , Qque es un PpProceso
considerado como paso inicial para ciertas infecciones, como la
del aparato urinario (59), =se ha visto que la D-manocsa tambieéen
inhibe la aglutinacidén de otros eritrocitos (como adhesinas del
humano tipo II) (31) . Todavia no existe el analisis serolégico
general de los antligenos de fimbrias, sin embargo estudios
genéticos recientes han demostrado que las fimbrias tipo 1
grandemente potencian la capacidad de las cepas de E. coli (que
también contienen toxina) para liberar la toxina a las células

eucarioticas suceptibles (59).
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A.5) | i I L. Iz Muchas bacterias

gramnegativas como la £E. coli, poseen apéndices rigidas en la
superficie denominadas, pili (latin, "pefos"]‘o fimbrias (latin,
“franjas") (42). Los pili son elementos filamentoscs incostantes,
no fundamentales para la vida bacteriana, visibles solamente al
microscopio elctrénico y carentes de movilidad (84) , Bse
proyectan hacia afuera ( radian en una forma peritrica a 1la
superficie del microorganismo en todas direcciones) por 1lo que
duplica su didmetro (59), son mas cortos y delgados que los
flagelos (42) y al igual que éstos se componen por polimeros de

proteinas (31).

Se han descrito dos tipos de pili, los cuales se
clasifican sobre la base de su funcién en pili comunes y pili
sexuales, ambos pueden hallarse en la misma bacteria, asi las
cepas de E. coli presentan normalmente de 100 a 200 pili comunes
distribuidos por toda la superficie bacteriana y de 1 a 4 pili

sexuales (84).

"PI1LI" comunes: son filamentos rigidos de 7-8 nm
de diametro, cortos (0.5-2 um), muy numerosos, implentados en
toda la superficie bacteriana. Los pili comunes se adhieren al
latex, hematles y glicocdlix de los epitelics (9) , eeto también
interviene en la adherencia de las bacterias simbidticas a las
células del huésped v el pili sexual, que es responsable de la
unién de las células donadora y aceptora en la conjugacién

bacteriana (42).
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antigénicamente diferente a la flagelina del filamento, ¥ en kE.
coli tienen 45 nm de longuitud y esta compuesto de 6 filamentos

helicoidales concéntricos. (84).

El corpusculo basal, estad formado por dos pares
de discos de 22.5 nm de didmetro. Uno de estos dos pares se situa
en la membrana citoplasmica: el anillo M se inserta dentro o
justamente por debajo de ella y el anillo S se situa
inmediantamente por fuera de la membrana v queda posiblemente
adherido a la superficie mas interna de la capa del
peptidoglicano. El otro par se adosa sobre la pared bacteriana:
el anillo P en el peptidoglicanq y el L en el

lipopolisacarido. (84).

En la fig. © se presenta un esquema
representativo del extremo basal de un flagelo de E. coli.
Situacidn topoldgica, respecto a la pared bacterianay a la
membrana citoplasmica \ dimensiones de las diferentes

estructuras. A, capa lipopolisacarida; B, capa de peptidoglicano;

C, membrana citoplasmica.(84).




Las fimbrias han sido caracterizadas en dos
formas diferentes, una antigenica y otra funcional. Las fimbrias
antigenicas poseen un antigeno llamado "de factor de
colonizacién” (en ingles CFA I y CFA 2) v se han encontrado en un
gran nimero de E. coli asociadas con gastroenteritis, esta clase
de adhesinas CFA, nacldas de un plasmido CFA es extremadamente
importante para la deteccidn de E. coli asociada con este
trastorno y el otro tipo de fimbria funcional es asociada con

infecciones del tracto urinario.(59).

Estudios geneticos recientes han demostrado que
las fimbrias tipo I, de una manera muy importante potencian la
capacidad de las cepas de E. coli que tambien contienen toxina

para liberar esta toxina a células eucariotas suceptibles. (59).

A.S)FLAGELOS - También son elementos

facultativos, drganos de estrucutra helicoidal vy locomotores,
responsables de la movilidad bacteriana, especificidad antigénica
H (16) , ¥y Jjunto con las moléculas limpiadoras v el sistema de

sideropora permiten la adquisicién de nutrientes (59).

Los flagelos se componen de tres partes: a)
filamento, b) codo o manguito v ¢) corpusculo basal. El1 filamento
se forma por una protelna contractil, la flagelina, esta es
responsable de la actividad antigénica del flagelo (antigeno H).
El codo, esta compuesto de wuna unidad proteica o simple, es méas
estable que el filamento a pH bajo, altas concentraciones de

urea, solventes organicos vy agentes desnaturalizantes. Es
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estructura en particular e incluye adhesinas definidas como
fimbrias, asil como otras que han sido pobremente caracterizadas y

por lo tanto dichas estructuras no han sido determinadas (40).

Ciertas adhesinas tales como los antlgenos K88 y
K99, fueron originalemente observados como una masa fimbrial
amorfa sobre 1la superficie bacteriana sin una estructura
definida. Recientemente se ha demostrado que tales antlgenos
consisten en finos filamentos de 2 a 3 nm. de largo, por lo gque

ahora son considerados como fimbrias. (40).

Las adhesinas permiten al organismo adherirse vy
colonizar la superficie de la mucosa. En la E. coli que es no
patdgena pero capaz de tener su residencia en el tracto
gastrointestinal la presencia de adhesinas se piensa que juega un
papel muy importante en permitir al organismo colonizar

exitosamente al huesped .(21).

E. coli posee multiples adhesinas, la capacidad
especifica de las adhesinas para reconocer distintos receptores
de membrana y el uso de receptores analogos pueden ser
herramienta poderosa para la c¢lasificacidén e identificacidén, de

esta especie. (40).

Cada fimbria individual consiste de cientos de
subunidades de proteinas dispuestas de manera helicoidal, las

cuales proveen al-organelo con su enlace especifico. (59)."



Los antligenos K son polisacdridos que contienen
generalmente grupos Acidos. Cuando estan bien desarrollados
forman capsulas que se ven definidamente él microscopio. El
antigeno B, retiene sus propiedades de unir aglutininas despueées
de calentarse a 100°C, este antligeno se encontré .casi
exclusivamente en cepas de E. coli asociadas a diarreas
infantiles. (19). En la estructura antigénica de esta especie se
conocen aproximadamente 100 de estos antligenos "K", vy por poseer

tipos L, A ¢ B, presentan diferentes propiedades fisicas e

inmunoldgicas (ver fig. 5a).(29).

5¢ ha demostrade tambien gque estos antlgenos
existen no como material capsular separado en la superficie

celular, sino més bien como una regidn termcestable del antigeno

"O" (Orskov y col. 1977) . Por esta razdén, se ha propuesto que el
término antigeno "K" sea wutilizado para denotar solamente
antigenos superficiales acldicos, polisacéaridos o protelicos

(fimbriales) demostrables.(75)(76). La serotipificacién O:H es
usualmente adecuada para propositos epidemoldgicos, debido a la
alta frecuencia de pacientes con enteritis causada por bacterias

con combinaciones antigénicas somatico- flagelares (0O:H).(14).

4 D F= : El término adhesina fué
primeramente usado por Duguid vy col. en 1953, para describir
apéndices proteinados filamentosos diferentes a los flagelos
(40). El1 término adhesinas se define como el componente de la
superficie bacteriana que media la unidn especifica con membranas

de células eucaridticas. Este término no presupone ninguna




en los flagelos (de microorganismos méviles). Son de indole
proteica y se inactivan con temperaturas mayores de 60° C y con
alcoholes y Aacidos. La designacidn de H (del alemdn Hauch:

aliento).(93).

Los flagelos, son organelos protelcos que
determinan la especificidad del antigeno H de 1los miembros
moviles de la familia, los antigenos "H" de K. coli a diferencia

de los de Salmonella son monofasicos. (9)(53).

En 1la estructura antigénica de K. c¢oli se han

reconocido aproximadamente 52 de estos antligencs. (29).

*Los antlgenos K, de envoltura o capsulares: se

considera que éstos son envolturas o cadpsulas que rodean a la
célula. Generalmente interfieren en la aglutinacidn por
antisueros especificos "enmascarando" los antlgenos "O". Casi
todos los antligenos K se destruyen con calor (100°C).(27). EI1
término "K" fue intréducido por Kauffmann y Vahine en 1945, para
describir la envoltura celular que enmascara el antlgeno "0" vy
que hace a cliertas cepas de E. coli no aglutinables. Al
principio, los antligenos "K" fueron subdivididos de acuerdo a su

estabilidad al calor en tres tipos: L, Ay B.(75)(76).

El término antigeno "K", se deriva de la palabra
Kapsel (c4psula), pero en la actualidad no solo comprende
antigenos capsulares, sino también de envoltura (L, A y B). Todas
las cepas que contienen antlgeno A termcestable son

encapsuladas. (75)(76).



------IIIIIII--lIIIIII--I-IIIIII----------------1

A.3) ANTIGENOS= La Escherichia coh“
posee diversos antlgenos que pueden agruparse en tres categorias

principales: O, Hy K .(93).

*Los antigenos "O" (somaticos): son antlgenos del
cuerpo celular (soma) . sSon termoestables, resisten el

calentamiento hasta 100°C y no se destruyen con alcohol ni &cido
diluido. E1 término O, del alemdn Ohne (sin) se aplicdéd por
primera vez a formas no proliferadoras, es decir no flageladas,
de microorganismos Proteus, y ahora se usa como término genérico
para los antigenos somaticos lipopolisacaridos de todos los

bacilos entéricos. (27).

Los antligenos "O" son cadenage laterales de LPS
(lipopolisacaridos), los cuales forman la columna vertebral de
los sistemas analiticose antigeénicos. El LPS es una molécula muy
compleja, qQue consiste en tres regiones ( Luderitzy v col. 1971):
a)llpido A, incluido en la membrana externa de la pared célular,
responsable de muchas propiedades bioldgicas del LPS; b) el
centro del LPS, ligado al lipido A y gque expresa la especificidad
rugosa (R), poco conocido en las formas S (lisas) por la unidén al
centro de los antigenos 0; c) los polisacdridos O-especificos de
las formas bacterianas S son la base quimica de la clasificacién

seroldgica de las enterobacteridceas. (9).

En la estructura antigénica de K. coli se han

reconocido aproximadamente 162 grupos de antigenos "0".(29).

*Los antigenos H o flagelares: estoe son ubicados




La carencia de Mg++ o de fosfatos activa un
mecanismo adaptativo que da lugar a una pérdida de ribosomas sin

que dismunya la viabilidad.(21).

Los estudios de hibridacidén han permitido
demostrar que el genoma de K. coli contiene alrededor de seis
copias de los genes para el rRNA. Puesto que estos genes (que
constituyen tan sdélo un 1% del genoma total) llevan a cabo mas de
la mitad de la sintesis total de RNA en las celulas en fase
estacionaria, su actividad resulta mucho mayor que la de los
genes no reprimidos que codifican para el RNA mensajero; ello
indica que sus promotores, que se hallan bajo la accidn de
elementos reguladores todavia desconocidos, deben poseer una
elevada afinidad por el RNA polimerasa.(21), (observar el

siguiente diagrama).

Mapa del cromcsoma de £, coli, Loz rdmeros representan las distancias
gspaclales en minutos necesarios para la transferencia en condiciores
males, (21).
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El RNA ribosémico (rENA) constituye la mayor
parte del RNA celular, pero no posee la relacidén de bases que
caracéeriza a los acidos nucleicos de doble cadena; por otra
parte, es posible que su composicidén de bases sea muy distinta de
la que presenta el DNA de la misma célula.(21) La composicidén en

nucledtidos del RNA ribosdédmico es la eiguiente:

rRNA de la unidad mayor(moles%) DNA(moles?%)

ORGANISMO C A U* G GC
Escherichia coli 21.0 25.5 21.0 32.5 50 7
*  Incluyendo al seudo-U. o i i

La RNAasa I de E. coli démuestra la dificultad
que presentan la localizacidén de una determinada enzima en la
célula. Esta protelina basica, que durante mucho tiempo se habla
considerado como una enzima ribosdmica, es adsorbida por los
ribosomas durante el proceso de lisis, va que si las células se
convierten en esferoplastos antes de que se produzca la lisis, la
enzima se encuentra entonces en el espacio periplasmico. (21).

Las bacterias gramnegativas, al convertirse en esferoplastos o al
sufrir un choque osmético liberan proteinas. Estas protelnas (que
son generalmente, enzimas hidroliticas) que actuan sobre
sustancias nutritivas insolubles, estdn situadas, al parecer, en
el espacio periplasmico, es decir, entre la membrana interna y el

peptidoglican. (21).

La RNasa 1 es una endonucleasa probablemente
utilizada para hidrolizar al RNA extracelular: esta enzima se
encuentra en €l espacio periplédsmico, v es inhibida por accidn

del Mg++ a la concentracion normal presente en la célula.(21).
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Si la concentracidén de Mg++ (0.1 a 1 mM) es baja,
o0 la concentracién de K+ es elevada, los ribosomas se disocian en
dos subunidades, una de ellas de gran tamafio (50S) vy otra de
pequefio tamafio (30S). La electroforesis en gel y la cromatografla
han permitido demostrar que la subunidad de menor tamafio en las
bacterias como E. ceoli contienen 21 protelnas distintas,

mientras que la unidad mayor tiene 35.(21).

En la siguiente figura No 5: a) se ponen de
manifiesto diversos aspectos de ribosomas 70S de E. coli, en los
cuales se muestra su forma irregular, la cavidad, densamente
tefiida y los surcos. b) Diversos aspectos de la subunidad 50S de
E. coli y c) Modelos de plastico basados en las fotograflas que
se preseniail en b. Es posible que la subunidad menor se adapte al
hueco formado por la parte principal de 1la unidad mayor v la

prominencia o "nariz".(21).

FIG. No. 5
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Otra forma de clasificacidn de los "pili" son de
acuerdo al numero de unidades por vuelta y por diametro, de esta
clasificacidén se conocen dos: un "pili rigido” como el 987F vy

pili tipo 1 y otro "pili flexible” como dl K88 y K99(33).

La wvirulencia de ciertas bacterias patdgenas no
sblo depende de la produccidn de toxinas sino también de 1los
"antigenos de colonizacidén", que en la actualidad se han
reconocido como simples pelos que dan a las celulas propiedades
adherentes. En las cepas de Escherichia coli enteropatbgena,
tanto las enterotoxinas como los antligenos de colonizacidén (pili)
estédan determinados genéticamente por plasmidos transmisibles

(42) .

La fig. N° 7 muestra a los pili, en la cual el
pili sexual ha sido recubierto de particulas virales (fagos) para

los cuales sirven como receptores especificoe (42).

Fig. N° 7. Micrografia electrénica de una célula de Escherichia coli que posee 3

tipos de apéndices: pelos ordinarios (cerdas cortas y rectas); un pelo sexual (mas largo, flexible, con
particulas adheridas de fago); y varios flagelos (los mds largos y gruesos). Didmetros: peloe ordinarios, 7 nm;

pelo sexual, 8.5 nm; flagelos, 25 nm.(42).
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Por otra parte, diversas cepas de K. coli
enterotoxigenicas presentan estructuras filamentosas semejantes a
fimbrias manosa-resistentes, de amplic espectro hemaglutinante,
pero a diferencia de las anteriocres se eluyen a temperaturas
elevadas. Son las fimbrias tipo MRE (mancsa-resistentes vy
eluyentes), que se encuentran en cepas de kK. coli productoras de
diarreas en los animales (cerdos y terneras), relacicnadas can
los antigenos K88 y K399 y con los factores de colonizacién (CFA I
y CFA 1I1), responsables de la adherencia de las ceélulas del
intestino delgado y la produccidén de diarreas. La sintesis de

fimbrias estd codificada por pléasmidos transtferibles (84).

En la tabla N® 5 se presenta un resumen sobre las

diferentes fimbrias v su relacidn con la adherencia:

———————————————————————— TABLA N° 5 e e
TIPO DE FIMBRIA, TAMANO |, ADHESINAS, AGLUTINACION] F1IJACION
CLASIFICACION H (HM§HM): H HEMATIES DE; AL
--------------- o e | i i ] i e e e ] o e i e
I K 2 i MS cobayo-aves Epitelio
i : i caballo : urinarig
--------------- it e e
MRE e ] ; MRE idiversas es--,Intestino
: X H ipecies a temp) delgado
10 L.15=-15] i elevadas i J

La fimbria tipo I corresponde a £. coli (16) .
La fiabria tipo MRE corresponde a E. coli K88, K99 y factor de
colonizacion (CFA) (84) .




o A IDOS: Fueron descubiertos en
JapOnlhacia 1950 en el curso de una epidgmia de disenterla
bacilar por =shigelas (16). Los plasmidos son unidades no
cromosomales de DNA autorreplicables que 1llevan su propia
maquinaria replicadora, as!l comoc otros genes que pueden Eser
proveedores de un fenotipo al organismo, que necesitaria si el
plasmido fuera perdido, parte de las bacterias que transportan
genes que facilitan a 1la célula huésped la transferencia del
plasmido por conjugacidn, es decir, el paso del material genético
no cromosdémico de una bacteria a otra por contacto, y codifica la

produccidén de pili sexuales, F (84)

Ademas son responsables de la resistencia de
ciertas bacterias gramnegativas, a uno o mads antibioticos por un
mecanismo diferente al producido por mutaciones cromosdmicas.
Esta resistencia se adquiere por promover la elaboracién de una
enzima degradante o modificante (beta-lactamasa, y antibidticos
B-lactamicos, transferasa y aminoglicédsidos),(ver fig. N° 8)
(84).

Debido a las infecciones peligrosas por E. coli

se han aislado y decidido diferentes clases de plasmidos: (84).

*PLASMIDOS "ENT": <codifican la sintesis de las enterotoxinas.
Todos los pldsmidos estudiados son responsables de 1la produccién
de toxinas termoestables o de toxinas termolabiles, solas o

conjuntamente (84).
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*PLASMIDOS "INV~: responsables de la capacidad de penetracidn en
las celulas epiteleales del intestino, en las bacterias

entercoinvasivas como la E. coli.

*PLASMIDOS " HYL": son especificos en la produccién de alfa-
hemdélisinas, que causan lisis de hematles. Hasta el momento no se

conoce modo de accidén ni la naturaleza molecular.

*PLASMIDOS "K": son responsables de la produccidn de antigenos =n
la superficie celular de £. coli. Los antlgenos son especificos

de especie (84).

*PLASMIDOS "R": Un especial pero extraordinaria e importante
clase de plésmido son los pléasmidos "R", los cuales juegan un
papel predominante en la resistencia antimicrobiana en contra de

la E. coli.(59).

*PLASMIDOS COL V: Un nuevo tipo de plasmido se ha aislado
recientemente de infecciones extraintestinales, estos plasmidos
le confieren a la £. coli varias propiedades como la de
incrementar su virulencia, incluyendo la resistencia a la
fagocitosis y el complemento, asl como la fijacién de fierro
mediado por aerobactina. Estudios clinicos y epidemioldgicos
inidican que la £. coli que tiene portando el plasmido <Col V, =s
mas patogénico. Algunas otras propiedades es que son heterogeneos

en tamafio, composicidn genetica y son no conjugativos.(9S).
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A.8B8)C A P S U L A : La capsula o

capa mucosa es un elemento incostante, no escencial para la
fisiologla bacteriana. Esta compuesto por polisacaridos, pero en
ocasiones estdn formadas por polipéptidos. La cadpsula protege a
la mayoria de las bacterias de la fagocitosis, favoreciendo con
esto su multiplicacidén vy facilitando 1la invasién del organiemo
infectado. La virulencia desaparece en el momento en que se

pierde la céapsula (84).

La capsula estudiada encontrada en E. coli es el
antigeno capsular K1, el cual es un polimero de ac. neuraminico-
N-acetil. Esta molécula de cerca mimetiza compuestos similares
encontrados en tejidos de mamiferos y probablemente es la razédn
de la inmunogenicidad mala de este organismo . Por lo tanto la

capsula K 1 inequivocamente es un factor de virulencia (59).

Las céapsulas actuan en forma puramente defensiva,
para promover la virulencia bacteriana por decremento de la
fagocitosis. Actuando de dos maneras: a) su composicidn
polisacarida, hace capsulas altamente hidréfilicas, las cuales
fuertemente inhiben fagocitos por la superficie hidréfilica de
las células del huesped y b) muchas cadpsulas son relativamente

poco inmunogenas y poco activadoras del complemento. (59).

E> T O X T N & S =

La idea de que los organismos producen venenos es

tan antigua como evidente, y en realidad es cierto de que muchas
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bacterias patdgenas producen venenos antigenicos, llamados
generalmente toxinas. Hay dos tipos de toxrinas: las exotoxinas y

las endotoxinas que se explican mas adelante (9).

Por definicidén las toxinas en forma pura,
interactdan de alguna manera especlifica en el huesped para
producir una respuesta determinada por una alteracién en la
velocidad o fisiologlia del sistema de celulas blancao. Las
citotoxinas y las hemolisisnas destruyven células, mientras que
muchas otras toxinas causan dano en general al organismo, en la

ausencia de muerte celular individual (26).

< P A | ENTEROTOXINAS : (S

EXOTOXIN

Una enterotoxina es una toxina producida &n el tracto intestinal
por un organismo infecclioso. La enteropatogenicidad v la
capacidad de producir una enterotoxina molecular pequena
termoestable y una enterotoxina proteica termclabil =s conferida
a E. coli por un plasmido enterotdxico (Ent+). Esta toxina causa
diarrea o vdmitos, este efecto resulta generalmente de la accidn
directa de la toxina sobre la pared intestinal, pero puede seguir
también a la absorcidén de la toxina en =] torrente circulatoric vy

a su accidn en otras partes (9)(29).



B.1) E.N T E R O T O X I N A S

B.1.1TOXINA TERMOLABIL: ( LT )

Gyles y Barnum en 1969 sehalaron que la toxina LT
de E. coli comparte muchas caracteristicas con la toxina colérica
(82); entre las caracterlisticas que se comparten estan modo de
accidén, relacidbn antigénica en las subunidades A y B, capacidad
de unirse al receptor ganglidsido GM 1 (que se explicard mas

adelante), etc. {(82) .

En la actualidad sabemos que la enterotoxina
termolabil de E. coli es una exotoxina, aunque gran parte de ella
se encuentra en el espacio periplédsmico de la bacteriza, como lo
sugiere el hecho de que a la terapéutica con polimixina B, ocurre
una réapida liberacidn de la toxina (82); la toxina LT, es de
naturaleza proteica con un contenido muy pobre en lipidos vy
carbohidratos. Es termosensible, tiene urn peso molecular
aproximado de 95 000 , aunque otros autores obtienen valoresg
diferentes dependiendo de los métodos utilizados en su obtencién

(82) .

Lohnrath y Holmgren (1979) mostraron que, al
igual que la toxina colérica, la toxina termclsbil de E. coli
tiene dos tipos de subunidades monoméricas, una de peso molecular
de 11,600 (subunidad B) y una subunidad grande (subunidad A) de
peso molecular de 28,000 que pueden ser separadas por

electroforesis. (54),
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La subunidad B oligomérica, estd formada por las
cinco subunidades monoméricas agregadas en un anillo, ya que ésta
es la unica forma geométrica estable de agregacidn (ver fig. 11)
{82)-

La subunidad A, al parecer estd formada por dos
fragmentos, uno grande A 1 (23 daltones) y uno pequefioc A 2 (5,000
daltones), los cuales como en el caso de la toxina colérica
pueden ser separadas cuando se trata a la subunidad A, con
agentes reductores (82). Se considera que la subunidad A, esta
unida e insertada parcialmente en el anillo B por la porcidn A 2,
este modelo esta apoyado po las evidencias al microscopio

electrdénico (82).

a) Funciones de las subunidades: La subunidad B

de la toxina TL de E. coli al 1igual que la subunidad B de 1la
toxina diftérica y de la toxina colérica, no es téxica para la
célula y no posee actividad estimulante sobre la adenilato
ciclasa; al parecer la subunidad B, es la responsable de la unidén
especlfica a las células, ya que pueden competir con la toxina
completa por los sitios de unién (ganglidsido GM 1) sobre las

células suceptibles (82).

La subunidad A, purificada no es capaz, por ella
misma, de wunirse a la célula ni es tdxica, mientras que las
fracciones conteniendo A y B se unen, y tienen actividad téxica,
lo que sugiere que la subunidad A pudiera ser 1la fraccion
efectora, se pudo comprobar, que la subunidad A es la responsable
de la activacidén de la adenilato ciclasa vya que es' activa

enzimaticamente, cuando se adiciona a estromas de eritrocitos de




pichdén, en donde se demostrdé gque la subunidad A era capaz de

activar la adenilato ciclasa y qgue no era Iindispensable la

subunidad B (14)(82).

La accién de la toxina sobre la cé&lula consta de
una fuerte y rapida unidén a receptores de la superficie celular.
Dicha wunidn ocurre casi instantaneamente vy es saturable e
inicialmente reversible, aunque el numero de receptores varla
ampliamente de acuerdo con los tipos de células y difieren para
células individuales del mismo tipo. La fuerza de unidén a
diferentes tipos celulares es la misma y la constante de
asociacidn estd cerca de 10 M. La Jbservacidn de que un
ganglidsido especifico es el principal receptor de la membrana,
lo presentd en 1973 cuando fue propuesto al ganglidsido GM 1, que
pertenece a los ganglidsidos formados por complejos glucolipidos

que se encuentran en la membrana plasmatica de las ceélulas (82).

Los ganglidsidos son sustancias anfipaticas que
consisten de un ceramido hidrofébico y un oligosacarido, el cual
contiene uno © mas residuos de &c. sidlico. En las células el
ceradmido lipofilico estd wubicado en la mitad externa de 1la
membrana plasmdtica, mientras que el carbohidrato sale a la
superficie (82). Holmgren demostrd que el ganglidsido GM 1
(galactosil N-acetil-galactosaminil-sialosil-galactosil-glucosil
ceradmido) podia fijar e inactivar a la toxina TL, perc de una
manera especifica como se observa. En la toxina colérica, lo cual

segun Guerrant puede explicarse asl:
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1.- La neuraminadasa puede estar presente en
preparaciones crudas de E. coli, que puede convertir una fraccién
de GT 1 (sialosil galactosil N-acetil galactosaminil-sialosil
sialosil-lactosil cer&mido) a GD la (sialosil galactosil N-acetil

galactosaminil-sialosil-lactosil ceramido) y este Gltimo a GM 1.

2.- La toxina <c¢ruda puede estar formada por
toxinas con distinta suceptibilidad a los ganglidsidos en donde
todos los miembros son sencibles a GM 1, la mayoria queda como
sencible a GD 1a y el resto sencible a Gl1.(82).
El receptor bioldgico natural de la toxina es GM 1. Esto se apoya

en los siguientes estudios:

- Investigaciones realizadas con varios tipos de células,
incluyendo células de la mucosa del intestino delgado de
diferentes especies, demostraron una correlacidn directa entre el
contenido de GM 1 y el nuimero de moléculas de toxina que la

célula puede unir.

*~. El tratamiento previo de las membranas celulares con la
fraccién B de la toxina, bloquea especificamente los ganglidsidos

GM 1 de la membrana (82).

*- El GM 1 exb6geno puede estar incorporado como receptor
funcional dentro de la membrana celular de diversos tejidos, lo
que incrementa la capacidad del intestino de unir toxinas vy
aumentar la suceptibilidad del intestino a la accidn diarfogénica

de la toxina (82).
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Arreglo de las subunidades de la toxinas LT de E. coli.
Las cinco subunidades B forman un anillo (a) s

en el cual la subunidad A se inserta parcialmente (b).



b) Penetracidn de la toxina a la célula: La

penetracién de la toxina a la célula se basa en estudios que

muestran la wunidn inicial de la subunidad B a la célula; esta
unidn es reversible si las células se mantienen a 4° C, o
irreversibles si las células son incubadas a mds de 20° C. La
subunidad B tiene un papel importante en el proceso de entrada
para subunidad A y no solamente es un ancla de la toxina sobre el
receptor GM 1 de 1la membrana, 1lo <cual provoca cambios de
reversible a irreversible se debe a que existe una asociacién de
la subunidad B c¢on la membrana, lo cua provoca cambios

conformacionales en dicha subunidad, por la unidén GM 1 (82).

Se presuponen dos posibles mecanismos por los
cuales la subunidad B se ubica parcialmente en la membrana, por

lo que puede conducir a la entrada de la subunidad A:

1) La subunidad B forma un canal hidrofébico a

travées de la membrana por la cual puede pasar a la subunidad A.

2) Entre la subunidad B y un componente de la
membrana, se produce una interaccidén hidrofébica que facilita la
entrada de la subunidad A a la membrana interna; A 1 se libera
por una reduccidédn intracelular con glutatiédn del enlace disulfuro

entre A 1 - A 2. (Ver fig. No. T2

c) Modo de accion de la toxina: La toxina

adicionada a células intactas se une al receptor natural y da
lugar a una serie de cambios, provocando la aparicién de una fase

lag previa a la accidn enzimdtica (82).




[ 1}
VY YLy

Fig. 12
Mecanismo propuesto para la entrada de la subunidad A. de la toxina
LT de E. coli. Ensamble de las subunidad B a los receptores especificos (a), el receptor induce un
cambio conformacional en la subunidad B y su insercidén en la membrana (b) y crea un canal hidrofbbico, atraves

del cual la subunidad As puede difundirse en el interior de la celula (c) A. se libera  por una reduccidn

intracelular con una ruptura del enlace disulfuro entre As-A> (d).
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La toxina ejerce su efecto sobre el intestino

delgado "in vivo"” y sobre una variedad de celulas de otros
organismos "In vitro” a través de la adenilato ciclasa. Dicha
activacidén no es de tipo hormonal como ocurre con glucagon o
epinefrina en la que la accidn es inmediata y de corta duracién;
por el contrario la accidn de la toxina es lenta vy permanente.
Gill (1976) demostrd que la activacidn de células rotas dependla
(ademas de la subunidad A--0 el fragmento A 1--y la membrana

celular de otros factores, como NAD+) de factores proteicos

celulares y ATP (82).

Gill v Richardson (1980) observaron que al igual
que la toxina diftéerica vy la toxina colérica, 1la toxina
termolabil de E. coli tiene actividad de ADP ribosil transferasa

yva que cataliza la reaccidn:

NAD+ + aceptor protelna ----- i} ADP-Ribosa-aceptor-proteina
+

nicotamida

La protelina ADP- ribolisada, ha sido identificada
recientemente como una proteina unida al guanidil nucledtido que
tiene un peso molecular entre 42 y 43 mil daltones. Al parecer la
modificacidn de esta protelna es responsable de los cambios en la
funcidén de la adenilato ciclasa que induce la toxina termolabil
(82).

Cassel vy Selmger (1977) han propuesto que la
adenilato ciclasa es reactiva cuando 1la protelina unida a GTP es
ribosilada pero es capaz de revertir al estado inactiﬁo como
resultado de la hidrélisis del GTP a GDP y fosfato inorganico.

(82.)
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La fig. No. 13 presenta el mecanismo de
ribosilacién y de activacidn de la adenil ciclasa. (82).

La adenilato ciclasa ha sido reconocida como un
complejo enzimdtico unido a la membrana que consta por lo menos
de 3 componentes. Su nomenclatura todavia no ha sido definida.
Field propuso que se denomina un receptor hormonal
especifico "H" que estd situada sobre 1la parte externa de la
membrana; un componente (R) responsable de la regulacidn de la
actividad enzimdtica dependientes del GTP, v el componente (C)
que sera responsable de la conversidn enzimdtica de ATP a AMPc.
El regulador vy el componente enzimatico restan situados en la
superficie interna y los tres pueden exisitr colectivamente como
el complejo adenilato ciclasa o como protelnas individuales en la

membrana. (ver la fig. No. 14).(82),.

d) Efecto de la toxina termolabil obre la
Secrecidn intestinal: E1l 1liquido y los electrdlitos perdidos
durante un episodio de diarrea causada por E. coli

enterotoxigénica (TL), son el reflejo de los efectos de la toxina
termoléabil sobre el transporte de varios electrélitos,
inicialmente el sodio y el <cloro en el intestino delgado se ven
alterados tanto in vivo como in vitro en la difusién extracelular
a través de las uniones membranales; no obstante hay también
mecanismos de " transporte activo” los cuales participan y son de
especial importancia en el fendmeno responsable de la diarrea

secretora. (82).
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Fig. No. 13

P' Mecanismo propuesto para la regulacién de la

adenilato ciclasa y el sitio de accién

de la toxina termoldbil de £. coli.

ACa: Adenilato ciclasa activada.

ACr: Adenilato ciclasa inactivada.




Field v col. (1969) demostraron la relacidn entre
la accidédn de la toxina termolabil de K. coli y el adenosin-

monofdsfato-ciclico (AMPc), sobre la secrecién intestinal.(82).

El epitelio absorbe sodio vy <cloro a un ritmo
normal, pero la absorcién de sodic se incrementa notablemente si
se adicona glucosa al lado mucosal. La adicidén de teofilina gue

provoca dos efectos importantes:

a) La absorcién de sodio disminuye dram&ticamente
y se observa un cambio en el transporte neto de absorcidn de

cloro a secrecidn. (82)

b) Se obtuvieron idénticos resultados al agregar
toxina termolabil sobre el lumen, aunque el tiempo de activacidén
fue mas lento (15 a 30 min.). Estos cambios en 1los flujos de
cloro y sodio dan cloro dan como resultado un aumento en la

fuerza osmética que provoca la secrecidn de agua.

El efecto doble del AMP <clclico sobre la
absorcidén activa y la secrecidn respectivamente, parece
involucrar diferentes tipos de células. La absorcidén de sodio vy
de cloro se realiza a través de las <ceélulas epiteliales con
microvellosidades v se consideran dos sistemas de transportie

activo de sodio. (82).

La membrana de las células epiteleales con
microvellosidades presenta un canal o acarreamiento para el dar

iones, a través de los cuales, estos iones se introducen a la
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Fig. No. 14

Mecanismo por el cual la toxina LT de E. coll causa diarrea.
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célula. Este sistema es inhibido por toxinas TL , toxina colérica
(TC) y AMPc. (82).

Per otro lado, la membrana de las vellosidades
tiene un mecanismo para la absorcidén de sodio que estd acopladoe a
la absorcidén de glucosa y de otros solutos organicos. Esta
absorcidén de sodio acoplada a glucosa no es afectada por AMPc y
sirve como base para la rehidratacién oral con scluciones de
electrdlitos vy glucosa recomendada en las enfermedades
diarreicas, las que se ven afectadas en los niveles de AMP

clelico. (B82).

En resumen, los efectos de la toxina TL de E.
coli parece alterar el proceso de transporte de iones por lo
menos en dos sitios diferentes por medio del AMPc. En células
epiteliales vellosas el AMPc inhibe la absorcién acoplada de
sodio y cloro, y en las células cripticas (donde probablemente se
lleve acabo la activacién de la secrecidn por toxinas TL) el AMPc

estimula la secrecidn activa de aniones. (82).

La fig. No. 15 muestra un resumen de lo explicado

anteriormente. (82). 30 ,'-“ﬁtf*Tfﬁ}-
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B.1.2. TOXTNA TERMOESTABLE : (ST)

La toxina ST de la E. coli fue descrita por
primera vez por Smith y Gyles (1970) al describir las dos
distintas clases de enterotoxinas existentes en esta especie.
Esta toxina retiene la mayor parte de su actividad después de ser
sujeta a ebullicidén durante 30 minutos, de aqul el nombre de

toxina termoestable (ST).(32).

En la tabla No. 6 se muestran las diferencias
entre las toxinas LT y ST de E. coli y se observa que en
contraste a LT, la cual esta asociada a la célula y localizada en
el espacio periplasmico (Hirst y <col. 1984), ST parece ser
transportada y liberada en el medio extracelular (Robertson y

Aldeterte 1978). (59)(96).

Burgess \ col (1978) , describieron dos
actividades de ST de E£. coli (S5Ta y STb), que fueron elaboradas
por una cepa de E. coli patdégena para cerdos vy bovinos.(26). STa
es soluble en metanol y activa en el ensavo de ratdn lactante
{que mas adelante se explicard), mientras que STb es insoluble en
metanol y activa en asa ligada intestinal de cerdo o conejo, pero
negativa en el ensayo de ratdn lactante (Burguess y col. 1978).
Hasta la fecha no se han obtenido cepas aisladas de humanos que

produzcan STb. (59)(95)(96).

La tabla No. 7 muestra algunas caracterlsticas

distintivas entre STa, STb y LT. \
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En la tabla No. 6 se muestran

propiedades de las Enterotoxinas de K.

PROPIEDAD

Peso molecular
Subunidades
Propiedades
inmunoldgicas

Ay B sintetizadas
por separado y lue-
g0 asociadas.

La subunidad B se u-
ne a la célula.
Receptor celular

Sububidad A con ac-
tividad enzimdtica.
Internalizacidn

Accidn bioquimica

Accidn fisiolégica

Modo de accidn

Lugar de accidn

Lugar de objetivo
intracelular

Control genético en
la bacteria de la
toxina.

Métodos de ensayo

% Protelna
% Lipidos
% carbohidratos

Sensible a la tripsina

PROPIEDADES DE LAS ENTEROTOXINAS DE ESCHERICHIA COLI-

LT

73,000
cinco B + una A
Estrechamente rela-
cionada a toxina de
colera y otras LTs.

si

si
Ganglidsido GM1+gluco-
protelna y relacionada

si
Por miroinvaginaciones
de superficie no cubier
tas.
Activa la adenilato ci-
clasa.
Prolongada hipersecre-
cién fluida después de
una fase lag.
absorcibn-secrecidn
Ribosilacidn del compo-
nente de unidn de ci-
clasa adenilato de GTP
por el ADP dependiente
de NAD.
Epitelio del intestino
delgado.
Superficie interna de
la membrana plasmdtica

plédseido
Animales, cultivos ce-
lulares, [nmunoensayos,
hibridizacidn de DNA.
98
1
1

1

un resumen de las

3,000-6,000

No identificada

No inmunogénica en
estado natural.

Proteina de PM
100,000 (no GM!)
aun no identificada

Activa la guanila-
to ciclasa.
Hipersecrecibn
rapida desde el
principio y de
corta duracidn.
Modificacién de
enzimas de la men-
brana plassdtica.

Epitelio del in---
testino delgado.
Superficie interna
de la membrana
plasmdtica.
plasmido

Modelos de anima--
les, hibridizacién
de DNA,inmunoensa-
yos.
15 (variable)
83 (variable)
2

1

=2



Sensible a calor

Sensible al 4cide

Reaccidn de asa ligada
Neutralizacidn por antisuero
Dializable

(25)(6)(7)

Anticuerpos

neutralizantes

Métodos de ensayo

Control genetico
‘Naturaleza quimica

(82)(95).

+ o+ + o+ o+

produce

Modelos animales,
cultivos celulares
y métodos inmuno--
1dgicos.

Cromoséaico
Proteica
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CARACTERISITCAS DISTINTIVAS DE LAS TRES DIFERENTES

TOXINAS DE E. coli

TABLA N°* 7

e ————— -~ ———— ———— T ——————— —————— ——— .l

CARACTERISTICAS LT ST a ST b
Inicio Lag Inmediata Inmediata
Duracién Prolongada Corta Corta
Peso molecular 86,000 2,000 5,000
Antigénicidad Fadcilmente Hapténcia P
Bioensayos/modelos Células Asas 4-6 hrs asas de
CHO:Y1 ratdédn lactan- yeyuno de
Asas,18hrs te. cerdo des-
tetado.
Solubilidad en metanol No probada Soluble Insoluble.
ﬁecanisno Activa la Activa la No adenila-
; adenilato guanilato to ciclasa.
ciclasa. ciclasa.
[Especificidad de tejido Promiscuo Relativamente Especie-
especifica. especifica.
(96) (98) .

La toxina termcoestable, no tiene nexos con la
toxina termolabil, ni con la toxina del cdélera. Es una proteina,
pero es poco inmundégena, tabién es estable ante las proteasas, y

no interviene en el sistema de la adenilciclasa.(50(95)(96).

En resumen podemos decir que la toxina
termoestable (ST), es producida por cepas ETEC vy con péptidos
pequefios de bajo peso molecular (1,000 - 6, 000) solubles en

metanol vy no inactivados por calentamiento. Estudios recientes de
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resonancia magnética nuclear, han permitido dilucidar la
configuracidén vy sitio activo de la toxina estable al

calentamiento (ST) mds relacionada con diarrea en humanos.(14).

Se desconoce su receptor de la (ST) en las
celulas del tubo digestivo, pero es distinto del receptor para la
toxina termolabil. Como resultado del efecto de la toxina sobre
la guanilato ciclasa, se presenta un aumento medible de GMP
ciclico en el intestino delgado vy grueso. Se ha sugerido que la
toxina termostable altera 1los canales para el Ca++ en las
membranas celulares, y que con el aumento en la captacidén de Ca++
se activa la calmodulina y tiene lugar una serie de sucesos gue
da como resultado final la estimulacién de la guanilato

ciclasa. (50).

Queda por determinarse como esta ST se pega Yy
penetra al citoplasma celular. Ya dentro de las células
epiteliales, estas toxinas (LT vy ST) incrementan los niveles de
GMP ciclico a través de la estimulacidn de la guanil

ciclasa.(14).

La hibridizacién de DNA ha proporcionado las
evidencias preliminares de la heterogenicidad molecular entre las
ST activas en ratdn lactante (5Ta) producidas por las diferentes
cepas humanas (Moseley vy col. 1982) .El empleo de un fragmento
radiomarcado de DNA que codifica para STa porcina, se empleo como
una sonda para hacer hibridizacidn y detectar 1las secuencias

homélogas de DNA en colonias lisadas de E. coli, como método de

seleccion cepas de STa +.(96).



La hibridizacién en condiciones estrictas
permitié observar DNA que codifica para STa, en por lo menos la
mitad de las cepas humanas. En condiciones meﬁos estrictas, las
cepas que previamente fueron negativas para STa, ahora dieron
positividad siguiendo que hay una relacién; pero no secuencias
iguales de DNA en cepas de STa +. Esta sugerencia fue confirmada
en un estudio subsecuente de Moseley y col.( 1982), en el cual
empleo una segunda para determinar genes que codifican ST-STa-H,
formada por un fragmento de DNA radiomarcado que codifican para
STa humana y fue empleada Jjunto con una sonda para STa - P
(porcina) construida previamente. Se sugiere que hay dos tipos de
STa (una porcina y otra humana) Yy que ﬁresentan alto grado de
homologia, por lo tantoc la observacidén de que algunas cepas de
ETEC, fueron seleccionadas mediante el empleo de ambas sondas
STa-H y STa-P sugiere que estas cepas de origen humano, poseen
dos genes que codifican para STa y qQuizd estos se localizan en

diferentes pladsmidos. (59)(95)(¢6).

El mecanismo detallado por el cual la ST estimula
la guanilato ciclasa en 1la mucosa intestinal no se conoce a
fondo; en contraste al efecto de la LT sobre la adenilato ciclasa
y la secrecidn fluida de agua y electrolitos; la acciédn de la ST
sobre la guanilato ciclasa y la secrecidn fluida se produce casi
instantaneamente, es de corta duracién y facilmente reversible,
por lo tanto es posible que la diarrrea por si misma pueda
revertir la accién de la ST por la "dilucibn de 1la toxina en los

receptores mucosales" . (59)(95)(96).



La accidén de la 5T, =n contraste a la de 1la LT,
estda restringida a células intestinales y es mucho mas
pronunciada sobre la mucosa del intestino delgado que del colon.
La guanilato ciclasa estd presente en la membrana con borde de
cepillo v parece ser que la 3T, se ensambla a los receptores de
la membrana celular con borde de cepillo v se acopla asl a 1la
guanilato ciclasa, de tal forma qgque se estimula la actividad de

esta enzima. (59)(95)(96).

Guerrant Yy eal. (1980) observaron que la
indometacina, considerada como un potente inhibidor de la
sintesis de prostaglandinas, inhibid la activacidn de la
guanilato <c¢iclasa intestinal inducida por ST, asl como la
secrecidn de liquidos v iones, ésta no es inhibida si se induce
con un analogo estable de GMP. Esto podrla suponer, en forma
indirecta, que probablemente las prostaglandinas participan en la
estimulacidén de la guanilato ciclasa inducida por la toxina ST de

E. coli .(59)(95)(96).

Esto podria suponer, en forma indirecta que
probablemente las prostaglandinas participan en la estimulacidn
de la guanilato ciclasa inducida por la toxina ST. 3Sin embargo,
parece ser que el mecanismo de activacién es mas =semejante al
efectuado por hormonas que por otras enterotoxinas
bacterianas.(96). 3Se ha sugerido que la toxina termoestable (5T)
altera los canales para el Ca++ en las membranas celulares, y que
con este aumento se activa la calmodulina y tiene lugar una serie
de sucesos que da como resultado final la estimulacidh de la

guanilato ciclasa. (50).
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B:2) E N D ©O T © X I N A S

Los lipolisacaridos (LPS) de la pared celular de las bacterias
gramnegativas puede causar hipotensidn ; shock, fiebre,
coagulacidén intravascular y muerte. Debido a esta toxicidad, y al
hecho de que esta&n incorporadas a la pared bacteriana, se llaman
endotoxinas. Las exotoxinas, en cambio, no son componentes
estructurales de la célula y se liberan desde las bacterias, de
modo qQue su actividad bioldégica es mucho mavor en f{iltrados de
cultivos que en suspensién de células madres. Aunque la
endotoxina puede también escapar a los liquidos circundantes, la
célula entera de las bacterias gramnegalivas retiene la mayor

parte de la actividad endotdxica.

Los LPS téxicos, o endotoxinas, de la k. coli son
macromoléculas compuestas de tres regioneg principales: lipido A,

polisacarido central y antligenos "O".

*LIPIDO A: el lipido A se compone, de glucosamina-4-fosfato,
acidos grasos de cadena larga vy etanolamina. En ciertos
saprdfitos, la glucosamina falta en el lipide A, entonces, el
lipido A es un fosfollpido poco comin qQue usa D-glucosamina en
lugar de glicerol como "esqueleto”. Los disacaridos de
glucosamina tienen uniones beta-1, 6 en kK. coli. Las unidades de
disacdridos parecen estar unidog entre =l por grupos pirofosfato
o fosfodiéster (9). Los &cidos grasos estdn unidos a la subunidad

de glucosamina por uniones éster o amida (9).
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*POLISACARIDO CENTRAL: Esta regidn no sd4lo contiene el
cetoacido (llamado KDO), nexo con el lipido A, sino tambiér
heptdsa, fosfato, etanolamina y tres hexosas. Eegtas Ultimas,
que consisten en galactosa, glucosa vy N- acetil glucosamina,
se llama centro externo, y el resto es el centro interno.
Estos mutantes carecen de la enzima llamada UDP-glucosa
sintetasa, de modo que la sintesis del centro no se completa (9).
Otro enfoque para €l aislamiento del lipido A, consiste en el uso
de mutantes que sintetizan un polisacarido defectuosc que
contiene Unicamente llpido A vy el cetoacido KDO. Los mutantes gin
lipido A se han aislado, y por tanto el mismo parece ser

indispensable para la supervivencia de las bacterias.

*ANTIGENO "O": La regidn mads externa de la molécula de LPS
consiste en unidades repetidoras de oligosacaridos que contienen
géneralmente de 3 a 5 azlcares cada una, gracias a estos azlcares
se pueden clasificar las bacterias en serotipos mediante el uso
de antisueros especificos. Fructuosa y ramnosa son 6-decxihexosas
cominmente presentes en las cadenas laterales de "0", la sintesis
de cadenas laterales "O" empieza aparentemente en la superficie
interna de la membrana citoplasm&tica, donde las unidades de

oligosacaridos se construyen.

Las inyecciones de pequenas dosis de endotoxinas
en animales de laboratorio producen cambios llamativos
(coagulacidn, temperatura corporal, metabolismo, inmunidad

humoral y celular, etc.) y una dosis mas grande es letal (9).
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En la fig. N° 10 se presenta un diagrama de lipopolisacarido
mostrando tres regiones principales: lipido A, centro y antigenos
"O". Observar la posicidn clave de KDO como enlace sntre lipido A
y polisacaridos. KDO se une por una ligadura cetoacldica a los

residuos de glucosamina del lipido A (9).

NIDADES REPE TIDOSAS
oo\ | cenrmo |ciniro D D D D D LAS CADENAS LATERALES
A INTERNO| INTERNO _D_D—B—D— ANTICENICAS "0

POLISACARIDO
CTNTRAL

Fig. 10



En el cuadro N° 1 se presenta una resumen de las diferencias

entre las EXOTOXINAS Y ENDOTOXINAS (42).

DIFERENCIAS DE LAS EXOTOXINAS Y LAS ENDOTOXINAS
_______________________________ i e e e e e

EXOTOXINAS * ENDOTOXINAS
_______________________________ e i
Excretadas por ceélulas vivien- *Parte integral de la pared celu-
tes; se hallasn en conc. eleva-*lar microbiana de los m.o. gram
das en medio liquido. *fnegativos, liberadas al ser desin
*tegrada dicha pared.,
Polipéptidos, peso molecular *Complejos lipopolisacaridos. Por-
10,000-900,000 . *cidn de lipido A quizd sea res-
*ponsable de la toxicidad.
Inestables relativamente; des- *Relativamente estables; soportan
truidas a menudo con rapidez *calor mavor de 60°C durante horas
por calor mayor de 60° C. *sin pérdida de toxicidad.
Altamente antigénicas; estimu- *No estimulan la formacidn de an-
lan la formacidén de antitoxina *titoxina, estimulan la formacién
de titulo elevado. La antitoxi-*de anticuerpos al residuoc de po-
na neutraliza la toxina. *lisacéarido.

Convertidas a toxoides atdxicos*No son convertidas a toxoides.
antigénicos con la formalina, *

aAcidos, calor, etc.

Muy téxicas; mortales para ani-*Poco tdxicae; mortales para ani-
ales de laboratorio en dosis *males de laboratorio en dosis

de microgramos o menos. *de cientos de cientos de micro--
*gramos.

&o producen fiebre en el hues- *Producen fiebre en el huésped con
ped. *frecuencia.




B.3)HEMOIL.ISINAS:Una pieza importante de
evidencia epidemiologica son las hemolisinas, las cuales son
importantes en algunas enfermedades causadas por E. coli. El
hallazgo mas recientemente encontrado es que mads de la mitad de
los organismos de E. coli aislados en infecciones
extraintestinales poseen hemolisinas, mientras que el 10% de k.
coli aisladas del tracto gastrointestinal poseen hemolisinas y el

otro 90% no lo poseen. (59).

Debido a la adquisicidén de hierro, el cual es
esencial para la sobrevida de las cepas invasoras de E. coli en
los tejidos humanos, esta especie posee dos sistemas potenciales

de adquisicidén de hierro: Hemolisina y aerobactina.(74).

La produccidén de la alfa-hemolisina de E. coli
que son proteinas de gran peso molecular que pueden ser
excretadas(59), destruyen la membrana eritrocitaria y da una
fuente facil de hierro (hemoglobina) usable para la bacteria, asl
como la formacidén de quelatores (siderophoros) de hierro, de bajo
peso molecular, los cuales solubilizan y secuestran hierro de los

tejidos del huesped para el uso del crecimiento bacteriano. (74).

En un estudio efectuado en 1990, se encontrd una
baja frecuencia en la produccién de hemolisina en aislados de
sangre presentando un 22%, comparable con reportes previos de
1980, un 2972 de los aislados de liquido cefalorraquideo,
comparado con estudics de 1988 y un 24% de los aislados de E.
coli resistentes a antibioticos en pacientes con urosepsis los
cuales expresaron hemolisinas, pero se han encontrado un % mayor

en alslados urinarios. (74).



B.4)AEROBACTINA: La evidencia reciente

sugiere que la aerobactina de siderophoro hidroximato es el
sistema de asimilacién de hierro mids importante producido por K.
coli, durante 1la infeccién invasora. Esta aerobactina quela vy
secuestra hierro de los tejidos del huesped. La produccidén de
aerobactina es detectada con mayor frecuencia en los aislados

urinarios y de sangre de aislados fecales normales. (74).

En conclusidn se puede decir que la aerobactina
es el medio principal para que aislados de E. coli
extraintestinal adquiera hierro, mientras que las alfa-
hemolisinas pudieran servir como un medio alternativo de
adquisicidén de hierro en ausencia de genes de aerobactina. La
importancia de aerobactina en la infeccidn humana invasora ese
apova posteriormente por la presencia de sintesis de aerobactina
en aislados <c¢linicos de otras bacterias entericas incluyendo

Salmonella, Enterobacter y Shigella.(74).



) NMNIITHREICIOON i ol METAEOL ITSivic:s

Como sabemos la E. coli es un aerobio y anaerobio
facultativo(19) (por lo que puede o no requerir de aire para su
crecimiento)(50), en el intestino es principalmente anaerobio, Vv,
puesto que sus propiedades absortivas conducen, en ultima
instancia, a la presencia de una solucidén pobre en aminocacidos y
azlcares en sus regiones inferiores, éstas constituyen un medio
de crecimiento especifico para este organismo vy extrae la mayor

energla posible de la fermentacidn. (42).

Es poco exigente en sus necesidades nutritivas
por 1o cual los medios de cultivo y los "caldos" proporcionan una
fuente de vitaminas y coenzimas a la E. celi para su crecimiento

y desarrollo. (42).

En la K. coli, la glucosa es metabolizada de
manera "fermentativa"” (93) primeramente a través de la via
Embden-Meyerhof y también puede ser metabolizada a través de la
desviacidédn de la hexosa monofosfato, que la convierte en
pentosa-P pasando por P-gluconato (como se muestra en la fig.
17). En la respiracién, la pentosa-P es oxidada a acetil-P vy
8lucosa-P, vy en la fermentacién es convertida en fructuosa-6-P
gracias a una compleja serie de transferencias de 3 carbonos
(21).

Asl por ejemplo, el succinato que es necesario
para los procesos biosintéticos, se forma a través de una via
oxidativa en condiciones anaerobias, vy mediante mecanismos
reductores en condiciones aerobias. El oxigeno impide la accién
de las flavoprotelnas reductoras, ya quecon la capacidad de

utilizar al vla oxidativa crecen normalmente en ausencia de aire,
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pero su crec@giento se detiene en presencia de oxigeno,a menos
que el medic de creciemiento contenga succinato. (21).

La E. coli cuando crece en forma aerobia en un
medio glucosado, tan solo oxida dicha sustancia hasta llegar a
producir &cido acético y CO=z, con una produccién de ATP que es
sO0lo el 407% del total posible; sélc cuande se produce una
acumulacidén de acido acético se inicia el metabolismo de este

producto a través de la via de los acidos tricarboxilicos(43).

Este microorganismo lleva acabo una respiracidn
anaerobia, la cual consiste en el transporte de electrones,
aunque el receptor final no sea el 0O=. De esta manera la E. coli
posee un sistema de transporte de electrones capaz de reducir los
nitratos a nitritos en condiciones anaerobias, y obtener de este
modo la mitad de energia que produce en la reduccidén de 0= vy la
via metabdlica es, en todos los aspectos identica al de los

organismos aerobios. (43).

También hay otro sistema de transporte
bacteriano, en el que el primer paso del metabolismo de los
azucares, es decir la fosforilacién, se produce durante su
entrada en el interior de la célula de este compuesto y hay una
translocacidén de grupos, en el que €l compuesto que se libera en
el citoplasma no es el mismo que ha sido captadc en el medio, la
E. coli utiliza este sistema para transportar diversos compuestos
relacionados entre =si1: glucoea, manosa, sus productos de
reduccidn (sorbitol vy manitol) ¥y fructucsa.(ver fig. N° 16)

(43) .
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VI—PROPTITEDADE S FIsSsTfTeASsS

Es relativamente resistente: permanece vivo
durante algin tiempc fuera del organiemo (alcantarillado, agua,
leche y alimentos desde horas a semanas), ya qQue son resistentes
a la accidén de loe agentes ambientales, lo gque condiciona su
capacidad de supervivencia en el medic externo, en especial en
condiciones humedas y en aguas contaminadas. Es destruida por el

calor a 60° C durante una hora. (19) (84).

A) TEMPERATURA : '

Los sislemas enzimaticos de las bacterias tienen
una temperatura ideal de funcionamiento en la que se conoce Ccomo
"temperatura optima”™. Por encima y por debajo de esta temperatura
siguen viviendo las bacteria dentro de amplios margenes; estos
limites superior e inferior s llaman "temperatura maxima y

minima de desarrollo”. (84).

Los limites térmicos para el crecimiento de una
bacteria son una caracterlistica estable de gran valor taxonbmico.
En general, las bacterias se clasifican en: a) psicrofilas las
cuales crecen mejor a temperaturas bajas (15-20°C); las formas
b) mesbfilas lo hacen mejor de 30-37°C y las formas c) termofilas
de 50-60°C. La E. coli es considerada dentro del grupo b)) |, v
algunas veces dentro del grupo a), ya que su temperatura de
crecimiento esta entre 8°C y 47°C. (42) (84), siendo su

temperatura optima entre 30-37°C(25)(93).
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En la sig. grafica se muestra la accidn de Ila

temperatura sobre el tiempo de generacidén de un mesdfilo tipico
como lo es E. coll, en donde la mayor parte de esta puede crecer
por encima de una temperatura de 30°C o mas, si bien existe una
zona muy estrecha en la que el crecimiento es Optimo.(21).
El crecimiento por debajo de la zona déptima desciende y llega mas
rdpido a una temperatura minima de crecimiento. El1 grado de
crecimiento por encima del ¢ptimo disminuye progresivamente con
el aumento de temperatura, v da origen a una temperatura maxima

'2n delimitada. (21).

Ne
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crecimiento pacteriano puede estar en relacidn con un fendmeno de

solidificacién de 1llpidos de membrana, o© c¢on la extremada
sensibilidad de 1los procesos de 1Iniciacidén de 1la sintesis
proteica frente al frio. En cambio, inmediatamente por encima de
las temperaturas maximas, muchas enzimas se desnaturalizan y se
produce la mnmuerte celular: en otras palabras, la ceélula es
incapaz de producir enzimas de estabilidad superior al maximo
necesario. Sin embargo, en la gama de temperaturas que disminuyen
el ritmo de crecimiento, las células no mueren, sino que. cambian

su ritmo de crecimiento, el <cual viene limitado por la

disminucion reversible de una enzima.(21).
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Estudios de rangos de temperatura del serotipo
Q157:H7 de E. coli, en conjuncidén con otras formas fecales y no
fecales en agua VY alimentos requiriendo ﬁna temperatura de
incubacidén de 44.5°C en el medio, y después para la fermentacidn
de lactosa y produccidén de gas en caldo de sulfato de laurel(85)
triptosa una temperatura de 35°C y en medios de EMB vy IMVIC para
el crecimiento y produccién de gas una temperatura entre 44°C y
48°C (85). En medios de EMB de Difco , el incubador fue puesto

en un rango de temperatura de 0°C a 50°C y tiempos de 24, 36 y 48

hrs, obteniendose los siguientes resultados:

BACTERIA TEMPERATURAS (*C)

24 HRS 36 HRS 48HR
E. coli
0157:H7 24.3-41.0 19.3-41.0 19.3-41.0
ATCC 11775 29.2-44.5 26.0-44.5 22.7-44.5

Otros estudios que se relizaron sobre la
adherencia de la E. coli uropatdgena (cepa 36692) en relacidn con
las temperaturas . Este estudio se hizo gracias a pruebas de
hemaglutinacidén y adherencia in vitro a células uroepiteleales,
donde los valores de temperatura estudiados fueron de 20, 30, 37
Yy 43°C. Las temperaturas superiores e inferiores fueron
descartadas porque afectaron el crecimiento de la bacteria. En el

siguiente cuadro se observan los resultados:(25)
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TITULOS HEMAGLUTINANTES A DIF.

TEMPERATURA (°C) TIENPOS DE INCUBACION.

12 HRS 24 HRS 36 HRS
0 8 4 4
30 16 8 8
37 16 8 8
43 8 4 -

Esto explica que la temperatura utilizada en el
trabajo no afecta el crecimiento bacteriano pero inhibe la
capacidad hemaglutinante vy de adherencia de las células
epiteleales(25). En la tabla anterior se observa que la E. coli
36692 a las 12 hrs de cultivo incubada a 30° y 37°C alcanzé el
mayor titulo hemaglutinante (la adherencia bacteriana constituye
el primer evento infeccloso bacteriano entre el hombre y la
bacteria)(80); el efecto inhibitorio puede deberse a la accidn
que ejerce la temperatura sobre 1la pilina o bien a un mecanismo
indirecto sobre alguna proteina 1involucrada en la sintesis o

ensamble de la estrucutra fimbrial(25).

Ademads del efecto de la temperatura sobre 1la
velocidad de crecimiento, las temperaturas extremas matan a las
bacterias. El1 calor extremo se utiliza para esterilizar las
preparaciones(42), el agua hirviente a 100°C aplicadado durante
10 a 30 minutos, por no formar esporas puede ser destruida por
ebullicidn durante S minutos por procedimiento de pasteurizacibn.

el frlo extremo también destruye las células microbianas debido a
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un fendémeno llamado "shock por enfriamiento”, en donde las
células reciben la muerte por un enfriamiento rapido, lo que no
se observa con el enfriamiento gradual o con pases progresivos a
distintas temperaturas, por ejemplo en E. coli el enfriamiento
rapido de desde 37°C a 5°C puede matar al 90% de las células en

crecimiento (21)(42).
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En la siguiente tabla N° 8 se muestra una serie
de propiedades que muestran las toxinas termolabil vy termostable

ante los diferentes factores flsicos y quimicos.

TABLA No. 8

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS TOXINAS DE E. coli

PROPIEDAD LT ST
% de proteina 98 15
% de lipidos 1 a3
% de carbohidratos 1 2
sensibilidad a tripsina + -
sensibilidad al &cido i -
antigenicidad + -
neutralizacidédn por antisuero + 4
dializable = +
sensibilidad al calor + -

destruccidén al calor a 100°C por
10 minutos. + =

resistencia al calor a 60°C por
30 minutos. % +

(32).

*los flagelos pueden ser desnaturalizados por accidn del calor a

100°C durante 20 minutos, con Acido ¢ alcohol.(21).




B)p H:

La mayoria de los microorganismos tienen una gama
de pH bastante estrecha, y debe determinarse empiricamente el pH
éptimo, casil todos los neutréfilos crecen mejor en un pH de 6.0 a
8.0, por lo que toleran cambios de pH de hasta 3 y 4 unidades,
pero todo cambio superior a 1 unidad afecta el crecimiento. E.
coli pues no tolera un pH superior a 8 ni inferior a

4.5.(21)(42).

Las bacterias regulan su ﬁH interno a pesar de
los amplios limites de valores de pH externo, el cual es regulado
por un conjunto de sistemas de transporte de protones en la
membrana citopléasmica, incluyendo una bomba primaria de protones
manejada por el ATP y un intercambiador de Na+/H+, también se ha
propuesto que el sistema de intercambio de 1los 1iones K+/H+
también contribuye a 1la regulacién del pH interno en los

neutréfilos(42).

El pH también se estudio sobre la adherencia de
E. coli uropatogena fimbriada a células uropiteleales, con 1la
técnica de hemaglutinacidn, el cual se demostrdé gque si afecta
inhibiendo la capacidad hemaglutinante(7) , los valores para su
estudio que se usaron fueron pH 4, 5, 7, 8, vy 9 , los medios con
pH superior e l1nferior se descartaron porque afectaron
notoriamente el crecimiento de 1la cepa bacteriana en estudio, ¥y

se obtuvieron los siguientes resultados: (25)
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TITULO HEMAGLUTINANTE A DIF. TIEMPOS

pH de incu- DE INCUBACION
bacién 12 HRS 24 HRS 36 HRS
20 8 4 4
30 16 8 8
37 16 8 8
43 8 4 4

Podemos decir que el pH (4-9) no afecto el
crecimiento bacteriano pero si inhibio la capacidad
hemaglutinante y de adherencia a células uroepiteleales, esta
accidn puede deberse a la misma accidn de la temperatura sobre la
pilina, * o bien a un mecanismo indirecto sobre alguna protelna
involucrada en la sintesis.como se explicd anteriormente(25), aun
pPH de S y 7 se establecid el mejor titulo hemaglutinante pero el
numero de bacterias adheridas por celula epiteleal fue mayor a pH
5, debido a la fuerza idnica, vya que estimula la interaccién

adhesiva entre la fimbria y los receptores epiteleales (25)

La siguiente gréfica muestra el porcentaje de
adherencia a c¢élulas uroepiteleales de E. c¢oli cultivada a

diferentes valores de pH.(25).
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Se puede observar en la grafica anterior que el
mayor promedioc de bacterias adheridas por c¢élulas uroepiteleales

se logrd a pH 5 y 7 en las primeras horas de cultivo.(25).

C)RADIACION ULTRAVIOLETA :

Utilizando radiaciones de onda cada vez mas
corta, se produce una esterilizacidédn bacteriana a partir de 330
nm, que , desde este punto aumenta rapidamente. El efecto
esterilizante de 1la 1luz solar se debe principalmente a su
contenido en luz UV (300-400 nm). La mayor parte de la luz UV que
llega a la atmésfera, asil como todos 1los tipos de 1luz cuya
longuitud de onda es menor de 290 nm, es eliminada por el ozono
que se enucuentra en la parte mas externa de la capa atmosférica;
si no fuese as!, los seres vivos no podrian sobrevivir en la

superficie terrestre. (43).

La absorcidn de luz UV por las bacterias se debe
principalmente a las purinas vy pirimidina de los Acidos

nucleicos, que alcanzan un maximo de 260 nm. (43).

El espectro de esterilizacidn (es decir, la
eficacia de 1la esterilizacidén por radiaciones de longuitud de
onda distinta; como se muestra en la fig. 17) estd relacionado
con €l espectro de la absorcidn de las bacterias lo que sugiere
que la absorcidn de radiaciones por los &cidos nucleicos o por

las proteinas puede tener un efecto letal. (21)(43).
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En un estudio sobre E. coli fimbriada (E. coli

Fim +) se demostro que se podia obtener una mutante no fimbriada

llamada (£. <c¢oli Fim -) por delecciédn mutagénica con luz

ultravioleta, se hizo actuar 1luz UV (235nm) sobre 10 exp®

bact/ml, considerAndose 0.1% de sobrevida. (80).

En la fig. 17 se muestra el espectro de la accién

destructora de 1los UV sobre E. coli (ordenadas: valor reclproco

de la energia incidente necesaria para una destruccién del 50%).

También existen lesiones por radiaciones, como son las lesiones

del DNA, que impiden la replicacidén de la bacteria

(mutaciones). (21)(43).
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Las lesiones en otras regiones de 1la ceélula
apenas tienen importancia. Asi, al aislar el represor del fago
lambda: Ptashne utilizd FE. coli tan enormemehte irradiadas que
practicamente la totalidad de su DNA era incapaz de

transcribir.(21).

Considerando a la adherencia como el primer
evento infeccioso bacteriano, se han desarrollado una serie de
investigaciones tendientes a impedir el fendmeno adherente como,

temperatura, pH, concentraciones de NaCl,etc.(80).

D)DETERGENTES: Estos actuan disolviendo
los lipidos de la membrana celular. Las bacterias gramnegativas
tienden a ser cuantitativamente méds resistentes a los detergentes

iénicos (que lisan la célula por accidn sobre su membrana). (21).

E)AGENTES QUELANTES:: El LPS es
accesible a los anticuerpos que se encuentran situados en la
superficie celular. Su unidén a la membrana no se realiza de
manera uniforme, ya que, en E. coli, es posible liberar casi la
mitad de los LPS por tratamiento con un compuesto quelante de
metales, la etilendiamina del 4acido tetracético (EDTA) mientras

que el fenol solubiliza la totalidad del LPS.(21).

FICINETICA: La sensibilidad de un
organismo al calor se expresa generalmente en la préctica en
forma del punto de muerte térmica: dicho punto corresponde a la
temperatura minima que da lugar a la esterilizacidn de un caldo

de cultivo de un volumen determinado expuesto a dicha temperatura
100




durante 10 minutos. Dicho valor es de unos 55°C para K.

coli.(21).
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VITI— FPROPIEDADE S LTI AS

A concentracién suficientemente elevada, muchos
agentes qulimicos, tienen una accién bacteriostdtica e incluso
bactericida. La palabra desinfectante se limita a sustancias que
tienen una rapida accidn bactericida a baja concentracidn (21).
Las bacterias gramnegativas como la £E£. coli tienden a ser
cuantitativamente mas resistentese a loe detergentes idnicoe (que
lisan la célula por accidn sobre su membrana).(43), y excepto la
benilpenicilina, son intrinsecamente eensibles a concentraciones

factibles séricas N tisulares de caei todoe las

antimicrobianos.(9).

A)MERCURIALES: durante muchos ancs, en
medicina se han wutilizado diversas formas de mercurio. EIl
cloruro de mercurio, alguna vez popular como desinfectante, es
muy tdxico y actualmente de wuso limitado. Los mercuriales
orgadnicos como metafen, merticlate y mercurocoromc Sson mENOE
toxicos y, aunque no comfiables como desinfectantes de la piel,
son Utiles como agentes antisepticos. Las sales de fenil-
mercurio se encuentran entre los inhibidores méas eficaces de

bacterias gramnegativas y grampositivas. (43).

El siguiente cuadro muestra la mayor dilucidén de
diferentes desinfectantes que destruyen a la E. coli luegc de 10

minutos pero no después de 5 minutos a 37°C:(32)

NITRATO DE MERCURIO-  CLORURO DE FENOL
FENIL-MERCURIO MERTIOLATE METAFEN CROMO MERCURIO
1:48.000 1:32.000 1:32.000 1:180 1:10.000 §£:75
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B) CONCENTRACIONES DE NacCl:

En un estudio se comprobd que la cepa bacteriana
de K. coli uropatdgena, era capaz de crecer a concentraciones de
NaCl entre 0 y 50 g/litro.(25), pero afectd notoriamente la
hemaglutinacidén llegando incluso a la falta de ésta, también se
recubrid la E. coli de una seudocdpsula mucosa facilmente
detectable a nivel de colonia y a través del microscopio. Esta
seudocapsula probablemente recubrid las fimbrias bloqueando el
contacto con los receptores de 2ritrocitos y ceélulas

urcepiteleales e impidiendo, de este modo, la adherencia (25).

A continuacidn se muestran los resultados
obtenidos de titulos hemaglutinantes de K. coli uropatdgena
cultivada a diferentes concentraciones de NaCl vy tiempos de

incubacidn: (25)

TITULOS HEMAGLUTINANTES A DIFERENTES
TIEMPOS DE INCUBACION.

CONCENTRACION
NaCl (g/litro) 12 hrs 24 hrs 36 hrs
0 8 4 4
20 8 4 2
30 4 4 0
40 0 0 0
50 0 0 0 '
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Como se observa el factor filsico que alterd de

manera mas severa el titulo hemaglutinante y la inhibicidén de la
adheréncia a células epiteleales, fueron las concentraciones de

NaCl. (25).

CIHALOGENOS: como el cloro y el yodo se
encuentran entre los mas utiles desinfectantes del agua y de la
piel, son efectivos contra agentes como la E. coli. Son Unicos
entre los desinfectantes porque su actividad es casi
exclusivamente bactericida. El1 vyodo en forma de yodo molecular
con un pH debajo de 6, se manifiesta su maxima accidn

bactericida. (432).

El «cloro es uno de los agentes bactericidas més
potentes, la accidén desinfectante de todos los compuestos

clorados es el resultado de la liberacidn de cloro libre. (43).

D) PEROXIDO DE HIDROGENO: en una
solucién al 3% el peréxido de hidrégeno es un antiséptico
inocuo pero débil. La accién antibacteriana del peréxido de
hidrégeno habitualmente se atribuye a su capacidad oxidante, es
probable que la formacidén de radicales hidroxilo libres del
perdéxido sea en gran parte de esta actividad, este también puede
causar una gran toxicidad en las ceélulas de E. coli, y dafiando su
DNA(42). Como desinfectante de materiales inanimados, el peréxido
es muy Util y efectivo. Su empleo se ha incrementado en los
Ultimos 10 afios, especialmente para la desinfeccidn de

dispositivos médico-quirudrgicos y lentes de contacto de pléastico
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blando ., por ejemplo para la desinfeccidén de lentes con solucidén
de perdéxido de hidrdgeno al 3% para la E. coli se requiere un

tiempo de 3 minutos de exposicidn para disminuir el indculo a 0.5

organismos por ml. (43).

E)COLORANTES: algunos de los colorantes
de alquitran de hulla especialmente los trifenilmetancs vy las
acridas, no sélo tifien las bacterias sino que también =on
inhibidoras en muy altas dilusiones. Dentro del rango de pH, los
colorantes béasicos son los mas efectivos. De los colorantes de
anilina, los derivados del trifenilmetano, =specialmente el verde
de malagquita, verde brillante vy c¢ristal violeta, han sido
utilizados con muchos propdsitos. La accidn del cristal violeta

se atribuye a su interferencia con la sintesis del componente

2lucopéptido de la pared celular. (43).

En el siguiente cudro muestra las diluciones
maximas de colorantes de trifenilmetanoc gque inhiben =1

crecimiento en 24 horas de la E. coli:{(43)

VERDE VERDE DE CRISTAL
BRILLANTE MALAQUITA VIOLETA
1:675.000 1:40.000 1:85.000



A continuacidn se presenta una comparacién de

diferentes desinfectantes para la esterilizacién de un termbmetro

clinico:
E. coli SOLUCION TINTURA DE  ALCOHOL ETILICO ALCOHOL ALCOHOL  ALCOHOL ALCOHOL
YODADA 2% YODO PESO /VOL ETILICO ETILICO  ISOPROPILO  ISOPROPILO
2% 95% PESO/VOL PESQ/VOL  PESO/VOL PESO/VOL
70% 50% 70% S0%
CONTROL + t + + + + +
80 seg. + + + + + B +
100 seg. 0 0 + + + + +
120 seg 0 0 + 0 0 0 0

o e e e e e e e e e e e e e e e

FANTIBACTERIANOS:

Los procesos de sintesis de los componentes de la
pared bacteriana constituyen con frecuencia los puntos de accidén
selectiva de los antibidticos; hasta el momento se  han
identificado diversos puntos especificos de inhibicidn.(21). Los
microorganismos mas estudiados a nivel del mecanismo de adhesidn
han sido los miembros de la familia Entercobacteriaceae y de estas
bacterias sobresalen los estudios efectuados en cepas de kK. coli
aisladas de cuadrog diarreicog y de cepase urcopatogénicas. Ee aesi
que actualmente existe un enfoque para la erradicacidn del
proceso de adherencia bacteriano, y es el emplec de
concentraciones subletales de antimicrobianos(80) . Se hicieron
estudios con cepas de E. coli fimbriada (E£. coli Fim +) y de =u
mutante no fimbriada (£. coli Fim -) para evidenciar la accidén de

algunos antimicrobianos utilizados a concentraciones subletales
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sobre la propiedad de adherencia a células urocepiteleales vy

hemaglutinantes de £. coll Fim +

{80 ).

En la siguiente figura se aprecia el efecto de

concentraciones subinhibitorias

adherencia de £. coli Fim +:

*  Ampicilina

O  Acido nalidixico

— Gentamicina

B Nitrofurantoina

A Sulfametoxazoltrimetoprim

m

concentraciones minimas

n la tabla

de antimicrobianos sobre la
100

piteliales con

g

de E. coli adheridas

Porcentaje de células nroe

30 o mas celulas

116 18 14 12

Concentracion antibacteriana subinhibitoria (ug/ml)
slgulente se aprecla las

inhibitorias de varios antimicrobianos

frente a E. coli Fim + y £E. coll Fim -, destacando la gran
sensibilidad de ambas cepas:

AGENTE E. coll Fim + £. coll Fim -
ANTIBACTERIANO CMI (ug/ml) CMI (ug/ml)
NITROFURANTOINA 8 8
AMPICILINA 2 %

AC. NALIDIXICO 8 38
GENTAMICINA 2 2
SULFAMETOKAZOL-

TRIMETOPRIM 4 A

e e T T USSR S S ——




En la siguiente tabla se muestiran las propiedades
hemaglutinantes de E. coli Fim + frente a diversas
concentraciones subletales de antimicrobiance, donde se observas
qQue la E. coli Fim - fue incapaz de aglutinar eritrocitos en

presencia o ausencia de antimicrobianos. (80).

B e L T T — - - e —————

ANTIBACTERIANO 1/16 1/8 1/4 1/2  CONTROL
AMPICILINA ' R . . "
SULFAMETOXAZOL-
TRIMETOPRIN = . % % ‘
NITROFURANTOINA - s g . i
AC. NALIDIRICO + o~ - . '
GENTAMICINA . - - ) g

o

+ HEMAGLUTINACION POSITIVA
+/- HEMAGLUTINACION DEBIL
- HEMAGLUTINACION NEGATIVA

' SIN AGENTE ANTIBACTERIANO

En el microscopio electrénico reveld que todas
las concentraciones subletales de antimicrobianos utilizados,
solamente 1/16 de la CMI de ampicilina y Aacido nalidixico
permiti¢ el crecimiento de células de E. coli Fim +, las que
también conservaron las propiedades hemaglutinantes y de adhesién
a células uroepiteleales. Las demas concentraciones subletales de
antimicrobianos inhibieron la. capacidad adherente y
hemaglutinante de E. coli Fim +, no k. coli Fim -, los agentes

antibacterianos mas efectivos en la inhibicidén de la adherencia
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serlan aquellos que inhiben directamente la slntesis de algunos
factores citoplamasticos, gque de alguna u otra forma, estan
relacionados con los componentes basicos fimbriales. Asl, ni
ampicilina que actla inhibiendo enzimas biosintetizadoras del
peptidoglicdano, ni el &cido nalidlixico que actlia a nivel de 1la
replicacién del DNA bacteriano tendrlan =fecto sobre la
fimbriacidén de £. coli Fim + a una concentracidén de 1/16 por
debajo de la CMI. El mejor efecto antifimbrial estarla dado por
aquellos antibacterianos que actiuan directamente sobre la
sintesis protéica de la celula procaridtica.(80). El mejor =fecto
inhibidor de la adherencia lo presenta gentamicina,
nitrofurantoina vy sulfametoxazoltrimetoprim, pero cuando se
aumentd la concentracidén total de los antimicrobiancs utilizados,
el efecto antiadherente tiende a ser 1igual para todos los

antimicrobianos. (80).

*EENICILING: fue identificada como un agente 1liltico,
que bloquea la formacidén de enlaces cruzados en el peptidoglican.
Los modelos atomicos que se han construido demuestran que la
penicilina es, en parte, un analogo de la D-ala-D-ala, y que
posee el enlace peptidico excepcionalmente reactivo situado en el
anillo del antibidético, el cual corresponde al enlaca que se
rompe durante la reaccidén de transpeptidacidn. Como resultado de
esta reactividad la penicilina Dbloguea irreversiblemente la
reaccidn que da lugar a la formacién de enlaces cruzados en
extractos de K. coli, probablemente debido a la formacién de una
enzima peniciloil estable (en lugar de la enzima normal de tipo

peptidil, que es transitoria).(21).
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clase de plasmidos que portan genes para la resistencia a uno y a

menudo a varios medicamentos y metales pesados (42).

*CEFALOSPORINAS: son medicamentos B-lactémicos con
mecanismos de accidn comparables a los de la penicilina,
incluyendo la adhesién a receptores vy la inhibicién de la
transpeptidacidén final del peptidoglicdn de la pared celular
bacteriana (42). Las c¢oncentraciones minimas inhibitorias
habituales Spg/ml) de estas cefalosporinas son:

CONCENTRACION I}ng nl)

CEFAZOLINA 0.8
CEFALOTINA 6.0
CEFACLOR 3.0
CEFALEXINA 12

CEFOXITINA 2.0

AMINOGLUCOSIDOS: todos inhiben la sintesis protelnica
de las Dbacterias insertandose y blogueando la funcidén de la
subunidad 305 del ribosoma bacteriano, estos son mucho mas
activos en pH alcalino que en pH Acido, estos son empleados
principalmente en bacterias gramnegativas entéricas. (42). Las

concentraciones minimas inhibitorias para la kK. coli son:

CONCENTRACION
( pe/al)
ESTREPTOHICINA 4.0 - 2.5
KANAMICINA 3.0
GENTAMICINA 2.0

AMIKACINA 2.0 - 4.0




Como se ha indicado, 1la membrana externa de las
células gramnegativas limitaria el acceso de la penicilina a sue
puntos de accidn. Por esta razédn, la efectividad de la ampicilina
y de la penicilina G sobre extractos de E. coli es la misma, pero
la primera es mads efectiva cuando se trata de células intactas,
probablemente debido a que la presencia de cargas positivas
adicionales favorecen su paso através del LPS, la carga la cual
es negativa. Ademads, las mutaciones que afectan al LPFS producen
variaciones en la sensibilidad del microorganismo a la
penicilina(21)(59). Amidinopenicilinas son Gtiles frente a la kK.
coli, y las alfa-amino-bencil penicilinas son sensibles a la E.
coli. La ampicilina inhibe cepas sensibles de K. coli en
concentraciones de B.OJfg/ml o menos. A continuacidén se presenta
una comparacién entre las concentraciones inhibitorias minimas
habituales (Pg/ml) de penicilina G, ampicilina para bacilos

entéricos como la E. coli: (84)

ANTIBIOTICO: BENCIL PENICILINA AMPICILINA CARBENICILINA PIPERICILINA

CONCEHTR&CIOHBPG!HL]: 100.0 1.6 - 500 12.0 3.1 - 500

- —_——— o T o

+ SULFONAMIDAS: el mecanismo béasico de accidn de
todos estos compuestos parece ser la inhibicién competitiva en la
utilizacidén del ac. p-aminobenzoico (FPABA)(42). El mecaniemo de
resitencia a la sulfonamida (SA) en cepas de E. coli que
contienen el factor de resistencia 1llamado factor R =e ha
explicado por disminucioén de la permeabilidad de la membrana

celular a la sulfonamida (9), los factores R constutuyen una




Las concentraciones inhibitorias minimas
habituales (}Jg/ml) de clorafenicol son de 6.0 - 12.0 y de
tetrac‘:iclina es una concentracién minima de 6.0 - 50.0. (84), para
inhibir a E. coli. (84). El trimetropim solo, se requiere una
concentracidédn minima de O.B)zg/ml v de sulfametoxazol solo de 3.0
}Jg/ml . Los bacilos gramnegativos como la K. coli son también

suceptibles al &cido nalidixico en concentraciones de 20 a 50

)Jg/ml . {B4) .

G)OTROS AGENTES: como €l EDTA el cual
provoca una lesién de la membrana de los esferoplastos, si se
emplea un chogue osmético, exponiendo las células a la accién del
EDTA en un medio hipertdnico para ser diluldas a continuacidbn en
una solucidén fria de escasa fuerza osmética en la cual se
lesionan las tres capas. Asi pues el EDTA libera gran cantidad de

LPS v aumenta la permeabilidad de la membrana externa. (33).
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En la siguiente tabla se =ncuentran resumidas

las caracteristicas bioqulmicas de kscherichia coli:

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE Escherichia coli

Temperatura dptima de crecimiento THNE
Catalasa +
DNasa -
Oxidasa =
Indol +
Rojo de metilo +
Voges-Proskawar -
Lisina
Motilidad v
Ornitina vV
Utilizacidédn del Citrato -
Ureasa -
Reduccidn de nitrato +
ONPG +
Crecimiento de KCN ~
Fermentacidn Mezcla de &acidos
Gas de glucosa +
ACIDO DE:
Arabinosa™ -
Lactosa™ +
Maltosa™ +
Manitol™ &
Sorbitol™ v
Trehalosa™ +
Adonitol v
Inositol -
Dulcitol® Vv
Esculina® v
Salicina® v
Sacarosa® v
Xilosa® +
% Moles en G + C 50 - 51
~ Puede ser tardio
Variable para diferentes cepas
Tomado de Sussman M. 1985, Escherichia coli in Human and Animal
Disease. ed: M. 3Sussman. Academic Press.y Dbasado =n =1 Lenette
1989, (53)(9%).
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VIITI)PROGFPIEDADES MICROSCOPILCAS

Son bacterias gramnegativas de forma bacilar, aproximadamente de
1 a3 umX 0.4 a&a 0.6 um, que se presentan so0los, en pares Vy
agrupados en cortas o largas cadenas.(19). La E. coli por
microscopla electrdénica o bien por otrae pruebas (aglutinacidén o
hinchazdn capsular) puede reconocerse una capsula & microcapsuls
(en algunas cepas)(49), compuesta de polisacéaridos acidos
(llamados antigenos K) pero generalmente son no capsulados(93) ,
también puede reconocerse en esta especie cilios © flagelos
peritricos en toda su periferie, ya que la mayorla son méviles
(pero no en su totalidad) por lo que multiplican su radio,
también "pili"” o pelos sexuales, los cuales son mas pequefios que

los flagelos. No forman esporas .(42)(84)(93).

En la f{ig. 9 (ver pag. 80,) se& muestra la
morfologla, los flagelos (antigenos K), asil como los "pili" de la

E. coli vistos en un microscopio electronico. (43).

En la fig. 19 =se muestra la Escherichia coli

vista en un frotis de gram, se ve la forma bacilar

caracteristica.(30). i




IXIFPROPIEDADES DE £iii T IVEG

\

Son poco exigentes en sus necesidades nutritivas, lo que permite
desarrollarse en medios de cultivo comunes de laboratoric (16).
En caldo simple, crece en abundancia formande una turbiedad
uniforme, en anillo pero no en pelicula, con fuerte olor
fecaloide (15). Para el aislamiento directc de K. coli se
recomiendan los medios menos inhibidores como el agar EMB y el
agar Mac Conkey, también deben emplearse placas de agar sangre,
porque algunas cepas enteropatbgenas no se desarrollan en agar
Mac Conkey, pero si crecen en placas de agar sangre (la mayoria

1

de las cepas son no hemoliticas) (24).

Es aerobio v anaerobio facultativo y el
crecimiento tiene lugar entre 10° y 45°C, siendo la temperatura
optima entre 30° y 37°C (27) (15), proliferan con rapidez en
medios sin sangre y en muchos alimentos comunes (embutidos,

leche, emparedados, etc)(31).

Cuando se busca £. coli en un material natural,
constituye una ventaja el sembrar los microorganismos obtenidos,
sobre un medio diferencial. Un medio diferencial es aquel que
provocara que las colonias de un tipo particular de K. coli tenga
un aspecto distintivo, tal es el caso del medio EMB, en el cual

este microorganismo crece y da un regplandor metalico”

caracteristico(23).

E. coli no crece en medios de KCN (27), y crecen

en medios con una baja concentracidn de nitrdgeno v de {ésforo,
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una elevada concentracidén de hidratosg de carbono (30), acetato
de sodio , vy colorantes de anilina los cuales inhiben casl a
todas las bacterias grampositivas, pero s menos ra=sistente que

la Salmonella al verde brillante (19).

Hay cepas que fermentan la lactosa tardlamente,
de forma irregular, o no lo hacen en absoluto. La E. coli produce
acidos v gas a partir de wuna amplia variedad de hidratos de
carbono, aunque hay cepas anaerodgenas (que no forman gas), debido
a que fermentan a la glucosa dando lugar a la produccidn de acido

pero no de gas.(32)(30).

El pH favorable para su desarrollo es de

2+ 8a K2}

Si se intenta aislar de las materias fecales a £E.
coli que producen diarrea (ETEC, EPEC y EIEC), no se recomiendan
caldos de enriquecimiento con tetrationato y selenito, yvya que
ambos resultan inhibidores para la mavyoria de las cepas de K.
coli. En tales casos se empleardn medics mencs inhibidores (Agar

Mac Conkey ¢ EMB).(24)(36).

También deben emplearse placas de agar sangre,
porque hay algunas cepas enteropatdgenas que no se desarrollan en
agar Mac Conkey, pero si crecen en plcas de azar sangre. La mayor

parte de las cepas son no hemoliticas. (24).
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NIFPFROPIEDADE S MACROSCoOFPICAS

En agar la K. coli forma colonias circulares de 3
a 5 mm, convexas de borde continuco o ligeramente onduladoe (19)
mas o0 menos de apariencia reluciente y mucoide, de lo que depende
en parte de la produccién de estructuras superficiales de
polisacaridos de color blanco o ligeramente amarillentas(9)(42)
En medios diferenciales como el EMB (eosina y azul de metileno)
las colonias son de aspecto distintivo a las demds especies, va
que producen un " resplandor Irridiscente"” caracteristico sobre
el medio v de color morado-negruzcas (19).

Las cepas lisas (L) forman colonias incoloras,
convexas y brillantes, pero al ser subcultivadas repetidamente en
medios artificiales se convierien en cepas rugosas (K) que forman
colonias granulares, a veces angulosas y opacas. Las variantes
encapsuladas producen colonias mucoides, especialmente si  son

incubadas a bajas temperaturas (19)(21).

Las colonias del colibacilo en gelosa sangre
decspues de 24 hrs. a 37°C, son circulares, aplanadas, lisas,
incoloras y miden aproximadamente 2 mm de didmetro en algunas
cepas las colonias se encuentran rodeadas de una Zona
hemcollitica(la hemdlisis es importante para diferenciar las cepas

de E. coli) y se emulsionan con facilidad.(19).

En agar Mac Conkey las colonias son de color

rojizo debido a que fermentan la lactosa(19).
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RESUMEN DE LAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS

COLONIAS DE E. COLI EN LOS DIFERENTES MEDIOS:

MEDIOS DE AISLAMIENTQO PRIMARIO:

*AGAR EMB: (Agar eosina- azul de metileno), las colonias de E.
coll muestran generalmente un centro obscuro y tienen wun brillo
verdoso metdlico. Ocasionalmente se observan variantes sin dicho
brillo, algunas variantes pueden formar colonias

mucoides., (13)(27).

*AGAR MAC CONKEY: las colonias aisladas de estas bacterias, son
de color rojo ladrillo y pueden estar rodeadas de una zona de
bilis precipitada. Esta reaccién se debe a la accidén de los
acidos producidos por la fermentacidén de la lactosa sobre las
sales biliares y a la siguiente absorcién de rojo neutro. Las

colonias son rojas y opacas.(27)(38).

*AGAR SULFITO DE BISMUTO (WILSON BLAIR): la k. coli por lo
general esta totalmente inhibida. Algunas veces se encuentra una
cepa que forma pequefias colonias superficiales brillantes de
color pardo-negruzco, marrdén & verdoso. Este color se limita a la
colonia en sl y no muestra brillo metdlico)(13)(27).Colonias no

viscosas.(23).

AGAR DESOXICOLATO (ADC): las colonias se presentan pequenias y de

color rojo intenso.
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*AGAR ENDO: los fermentadores de lactosa como la E. coli aparecen

de color rosa a rojo, ¥y los fuertes productores de Acide como
L} -

esta especie, pueden tefiir el medio que rodea a las colonias o

producir un brillo metalico por reaccidn con la fucsina

basica. (38).

MEDIOS SELECTIVOS:

*AGAR SS: las colonias como son fermenladores de lactosa se
colorean de color rojo a rosado, o colonias incoloras de centro

rosado.(13)(38).

*AGAR HEKTOEN (HE): los feremetadores rapidos como la K. coli son
moderadamente inhibidos vy forman colonias de color naranja

brillante a rosa salmdbn. (38).
*AGAR XILOSA LISINA (XKLD): la E. coli puede utilizar mas de un

hidrato de carbono y formar colonias de color amarillo brillante

y opacas.(13)(38).
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A
Agar MacConkey

AGAR FMB

AGAR EMB
AGAR EMB

(46)
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PATOGENTA



NT—F A T & & E N I A

A2 FATOGENITA GENERAL =

EkEscherichia coli es considerada generalmente un
comensal normal del conducto gastrointestinal, a partir de donde
puede diseminarse para infectar elementos anatdmicos vecinos si se

interrumpen las barreras normales. (39).

A.1)INFECCIONES DE LAS VIAS URINARIAS:

Las infecciones de las vias urinarias constituyen un
conjunto de padecimientose con muy variada eticlogla, patogenia y
localizacidn. En términos generales pueden ser clasificados en tres
grupos: uretritis, cietitie y pielonefritie.(52). £E. ceoli e el
agente infeccioso responsable de mas del 90% de las infecciones
urinarias, incluyendo cistitis, pielitis, pielonefritis y bacteriuria
asintomatica; el resto es causado por diversos microorganismos
principalmente bacterianos, aunque pueden ser cuasados por virus,
parasitos, e 1inclusive por agentes no infecciosos (39)(52). Los
sintomas y signos consisten en miccidn frecuente, disuria, hematuria
y, a veces, piuria. La infeccidn de vias urinarias puede dar como
resultado bacteremia con eignoe clinicos de sepsise. La mayor parte de
las infecciones son por E. coli de los tipos 4, 7 y 75 del antigeno
"O". El antigeno "K" parece ser importante en la patogenia de la
infeccidn de las vias urinarias superiores. La pielonefritis se
relaciona con un tipo especifico de pilus, el pilus P, que se fija a

la substancias de grupo sanguineo P. (42).



Con excepcidn de la porcidn mag inferior de la
uretra, las vias wurinarias son normalmenie estériles gracias a una
serie delmecanismos de defensa, el mds importante de los cuales es el
flujo libre de la orina en todo su trayecto y el vaciamiento completo
de la vejiga. En estas condiciones una infeccidén casi siempre es
benigna o facilmente contrclable, sinc existe otra patologla en el
huesped que complique la enfermedad. Las vias de accesoc de los
gérmenes al tracto urinario son dos: la hematbgena v la ascendente.
La primera constituye el mecanismo habitual en el recién nacido
durante episodios septicémicos, en individuos mayores con infecciones
sistémicas graves vy en pacientes inmunocomprometidos. La via
ascendente es el mecanismo mae frecuenteme%te observado; en las
mujeres porque la vulva y el introito vaginal normalmente contienen
bacterias en cantidades elevadas, sobre todeo cuando se practican
habitos higiénicos inadecuados, y en el hombre porque existen
bacterias en el prepucio. El1 tubo digestivo es el principal
reservorio de bacterias potencialmente infectantes del tracto
urinario; esto es particularmente cierto en K. coli, pues se ha
encontrado el mismo serotipo presente en heces fecales de los
pacientes, antes que se desarrolle la infeccidn urinaria. La uretra
distal normalmente esta colonizada por bacterias entericas y

perineales que pueden penetrar en la vejiga, pero en condiciones de

funcionamiento normal, son nuevamente eliminadas.(52).

A.2) GASTROENTERITIS:

La gastroenteritis o "diarrea del viajero", o)
"diarrea infecciosa aguda", son causas comunes de las cepas
enterotoxlgenas, los nifios menores de dos afios presentan este



trastorno, caracterizado por nausea, vémito y diarrea. La mayorla de
los brotes se han presentado en salas infantiles debido a las cepas
especificas de EPEC. Estas cepas producen enterotoxinas termoléabil
(TL) y similar a la elaborada por Vibrio cholerae, mientras que la
otra es termoestable (TE). Aungque Ila diarrea generalmente es
ocasionada por la produccidn de enterotoxina, en ocasiones E. coli
puede ser enteroinvasora, afectando 1la mucosa y causando una
enfermedad similar a la disenteria por Shigella. A causa de la réapida
deshidratacidn vy la correspondiente elevada mortalidad, es

indispensable hacer rapido el diagndstico del padecimiento.(39)(42).

A.3) BACTEREMIA::

La invasidn de la corriente sangulnea es la
manifestacidén mas grave de infeccidn por E. coli; generalmente se
caracteriza por un bruzco comienzo de escalofrios y fibre, pero en
ocasiones dnicamente por confusidén mental, disnea, o 1inexplicable
hipotensidn. Es ma&s comin en los pacientes con infeccidn de las vlias
urinarias y absceso biliar o intraperitoneal, y después del aborto o
de la cirugla pélvica. En algunos pacientes no es posible descubrir
la puerta de entrada. La mayoria de los casos se presentan en varones
de cierta edad, debido al parecer a la elevada frecuencia de
instrumentacidén y cateterizacidén uretral en este grupo. La fiebre
varia entre 37.5 vy 42°C., siendo mas elevada en 1los pacientes
jovenes. La hiperventilacidén puede ser uno de los primeros signos.
Puede haber hipotensidén desde el principio, pero por lo.general

se presenta entre 12 vy 16 horas despuées de la bacteremia; si ésta
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persistente, se acompana de oliguria y con frecuencia de confusidn
mental, estupor y coma. Inicialmente la piel es callente y seca, pero
en la hayoria de los pacientes se preéentan signos de
vasoconstriccidén periférica, como son las extremidades frlas vy
ciandticas. Afortunadamente la hipotensidén es pacajera y se coOmpensa
por si sola en la mayoria de 1los pacientes con bacteremia por K.
coli, sin embargo el 25% de los pacientes con bacteremia muestran
hipotensidn més prolongada, sindrome que se conoce como chogue
gramnegativo o choque por endotoxina. En ocasliones la bacteremia por

E. coli se desarrolla sin una puerta de entrada evidente en pacientes

¢con cirrosis.(39).
A.4)INFECCIONES BILIARES Y PERITONEALES:

Generalmente es posible cultivar a Escherichia coli
de un apéndice perforado o inflamado, o de abscesos secundarics a
perforacidén de diverticulos, Ulceras pépticas, abscesos subfrénicos o
de la bolsa omental, o infarto mesénterico. Es frecuente encontrar
junto con E. coli otros microorganismos, incluyendo estreptococos.
anaerobios, clostridios y bacteroides. La colecistitis aguda con
gangrena y perforacidén se acompafia con infeccién por K. coli. A
partir de la veslicula, 1la infeccidn puede ascender por el &rbol
biliar para producir colangitis vy abscesos miltiples del higado. En
ocasiones mas raras la infeccién de la cavidad peritoneal por kK. coli
puede producir tromboflebitis séptica de la vena porta

(pileflebitis), que a su vez se complica con abscesos hepaticos (39).
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A.5) INFECCION NEONATAL:

Es frecuente que 10s recién nacidos, especialmente si
se trata de prematuros, presenten bacteremia por E. coli junto con
meningitis y pielonefritis por via hematdégena. La contaminacidn con
materias fecales y la carencia de anticuerpos globulina gamma-G (IgM)
maternos son dos de los factores que hacen que este grupo sea

especialmente susceptible a las infecciones coliformes.(39).

A.6) SEPTICEMIA DEL RECIEN NACIDO:

De 30 a 407% de las septicemias y mas del 80% de las
meningitis causada por (82). E. coli en recién nacidos son por
microorganismos que poseen el antigeno Ki1. Se han obtenido datos
semejantes de lactantes con meningitis causada por E. coli K1, vy
parece que esos lactantes adquieren los microorganismos de sus madres
al nacer. Se produce infeccidn invasora en estos recién nacidos cuyas
madres no tienen anticuerpos especificos al microorganismo.(82).
También se ha demostrado que los recién nacidos pueden colonizarse
por gérmenes ambientales, o0 sea, por otras personas aparte de sus
padres, con E. <c¢oll durante su estancia en 1la sala de reciéen

nacidos. (50).

A.7) OTRAS MANIFESTACIONES:

Escherichia coli puede produclr abscesos en cualquier

parte del cuerpo. Son comunes las infecciones subcutdneas en
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el sitio de la administracién de la insulina a los diabéticos, en las
extremidades con gangrena isquémica, o en las heridas quirirgicas. No
es raro oBservar flemones perirrectales en pacieﬁtes con leucemia.
Los abscesos subcutaneos se caracterizan con frecuencia por la
formacién del gas en los tejidos, especialmente entre los diabéticos,
el cual puede descubrirse mediante 1los rayos X. De S a 10% de
pacientes con bacteremia por E. coli presentan infeccidén metastdsica
en hueso, cerebro, higade ¢ pulmén. K. coli rara vez ocasiona
neumonia de novo, aunque es frecuente cultivar bacilos coliformes del

esputo en las superinfecciones pulmonares(39).
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B) PATOGENIA POR SUB—-ESPECIES=

Es aceptado que hay cuatro clases de E. coli que

causan diarrea en humanos, c¢ada una de éstas clases manifiestan

distintas formas de patogénesis: epidemioldégicas, clinicas y cada
una tiene antigenos somaticos diferentes. (ver Tabla No.2, pag.
29).(40)

Escherichia coli: a) ENTEROPATOGENA.
D) ENTEROTOXIGENICA.
<) ENTEROINVASIVA.

d) ENTEROHEMORRAGICA.

Un tipo definido es el kK. coli enteroadherente,
que solo se puede identificar por un patrdn de adherencia a

c&lulas Hep-2 en cultivos celulares. (40).

B.1J)E. coll CAUSANTE DE INFECCIONES

EXTRAINTESTINALES:

En relacidn a #sta se han considerado dos puntos
de vista:
1) Es aquel tipo de E. coli que predomina en las

heces y que solo requiere de las condiciones apropiadas para

producir la infeccidn extraintestinal (es decir, factores de
predisposicidn del hospederc). En la tabla No. 12 , se muestran
los serogrupos encontrados en  aislamisntos intestinales y

L]

extraintestinales. (40).
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2) La presencia de propiedades especiales

atribuidas a E. coli que le permiten iniciar y sostener una
infeccidén extraintestinal (factores de wvirulencia de la
cepa).(8b). Un ejemplo en el que intervienen los dos factores
anteriores es la meningitis neonatal causada por K. coli que
presenta antigeno capsular K-1 que tiene su origen en la flora

fecal de la madre. (56).

El siguiente cuadro muestra las diferentes
caracteristicas clinicas diferenciales de las diferentes especies

de Escherichia coli. (82).

B.2) € O L O N I Z A C I O N:

El evento de colonizacidén implica un
sobrecrecimiento e implantacién donde no hay ningun tipo
bacteriano, esto es, la formacién de una poblacién bacteriana que
reemplace la pérdida por envejecimiento, dispersidn y mecanismos
bactericidas locales. Costerton y col. han establecido que el
mecanismo badsico de las bacterias para colonizar la mucosa es la
formacidén de microcolonias en condiciones favorables de
nutrientes, para evadir los movimientos peristalticos y reconocer
sitios cercanos de 1la mucosa para la formacién de nuevas
colonias. Por lo anterior, un numeroc limitado de microorganismos
0 especies bacterianas tienen 1la capacidad de colonizar la
superficie de mucosas y asl establecer una relacidn huesped-

parasito.(33).
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TABLA No. 9 .

CARACTERISTICAS CLINICAS DIFERENCIALES DE LAS DIARREAS
POR ESCHERICHIA Coli.

E. coli E. coli E. col1
anteotonigena enterolrivasiva artercpatogena
MALABSORCION
Irtestino delzado alauras
afectado. X Z2pas
Mediada por toxinas. i alaunas
CEpas
EVACUACTON
aran volumen i i
ACLOsa X i
Incolora X
Con moco
DURACION (NO TRATADA) 9 a 10 dlas
FIEBRE DE 38.3°C ] 1]
EDAD Cualguiera Un ano
En viajeros drote en
de E.E.U.U. Juarderias
DISENTERIA
Intestino grueso alaunas
afectado X cepas
Toxina presente a
Evacuacidn i {
Vol. pequero o
moder ado,
Viscosa/con baba X
Verde/con zanare S X
Con moco i X
Leucocitos X 1
Duracién 7-14 dlas 7-14 dlas .
Fiebre de 38.8°C X
Colico, tenesmo i
Edad Cualaulera
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El éxito de la colonizacién bacteriana dependera
entonces de que la bacteria:
--se 'acerque a la mucosa
--evite ser barrida o desprendida
--adquiera los nutrientes esenciales para su crecimiento
--se reproduzca a un ritmo suficiente que permita mantener o
aumentar su poblacidn

--resista la defensa local del huésped. (232).

Los mecanismos celulares y moleculares de la
colonizacién que se han estudiadc se pueden resumir en los

siguientes eventos:

a) Asociacioén, b) Adherencia y c¢) mecanismo de dafio. (33).

a) ASOSIACION: Es la forma més sencilla de interaccién entre la
bacteria y la superficie de la mucosa: es una unidn reversible
sdlo sobre la superficie manteniendose as! por medio de moco o
exudados, enlaces no covalentes, quimiotaxis, fuerzas de Van der

Waals.(33).

b) ADHERENCIA: Es una relacién més intima que la asociacién, es
irreversible mediada por moléculas complentarias especializadas,
de naturaleza protelca situadas en la superficie bacteriana vy

carbohidratos de la membrana eucaridética o glicocalix. (33).

Cc) MECANISMOS DE DANO: Dependerd del microorganismo y se resumen
en:

- Adherencia: La unidn especifica entre la bacteria y la
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superficie de la mucosas promueve la colonizacidn bacteriana y =n
el caso de microoganismos patdégenos, el evento en si causa dano
en las celulas donde las Dbacterias se adhieren destruyendo

organelos celulares. (33).

- Invasibon: Las Dbacterias invasivas después de adherirse
atraviesan 1la mucosa para establecerse en las células del
epitelio o en el propio estroma del tejido. Puede haber
destruccidén de microvellosidades, invaginacidén de la membrana
celular, degeneracidn de uniones celulares., vacuolizacidn de la
bacteria (endocitosis), aparicién de material denso a los
electrones alrededor de la bacteria endocitada, reproduccidn
bacteriana vy expulsidén de las bacterias patdgenas esta

determinada generalmente por plasmideos.(33).

- Toxicidad: La bacteria es capaz de producir toxinas que
estimulan la secrecidén de agua y electrolitos al interactuar con
los mecanismos bioqulmicos de las células epiteliales de la
mucosa intestinal. Involucra principalmente cuadros septicémicos,

enterotdéxicos vy enterotoxémicos. (33).
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NITXT—TRAT AMITENT &7 ENERKAL

Las E. coli aisladas de infecciones adquiridas en la
comunidad habitualmente son sensibles a la mayorla de 1los
antimicrobianos wutilizados en el tratamiento de infecciones por
microorganismos gramnegativos(43) . Como en otras infecciones, es
indispensable canalizar el pus y extraer los cuerpos extrafiog. Si se
sospecha que E. coli es el agente etioldgico en una infeccidbn en
particular, la eleccién de un agente antimicrobiano adecuado
dependera del sitio y tipo de infeccidn, asi como de la
gravedad(11).8in embargo aparecen formas resistentes, especialmentie
en pacientes con antecedentes de tratamiento antibidtico previo. El
mejor tratamiento para la diarrea parece ser el manejo del equilibrio
liquido y electrolltico. Aunque la diarrea infantil ha podido ser

controlada por medio de un cierto nuimero de antibidticos (43).

Muchas cepas de K. coli son sensibles &a altas
concentraciones de penicilina G (50 a 100 ug por ml.), la que puede
usarse en dosis de 10 a 40 millones de unidades diarias por via

intravenosa. (43).

A continuacidén se muestran dosis de algunos de los

antibidticos principales para el tratamiento de k. coli

Escherichia ceoli (aminoglucdsido):

1.- Gentamicina:

a) Recién nacidos: 5 a 7.5 mg/kg cada 24 horas & intervalos de 12
horas.

b) Lactantes mayores y nifics: 5 a 7.5 mg/kg cada 24 horas a

intervalos de ocho horas por via inlLravenosa. (50).
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2.- Amikacina:
a) Recién nacidos: 15 a 30 mg/kg cada 24 horas a intervalos de ocho a
12 horas por via intravenosa.

b) Nifios mayores: 15 a 30 mg/kg cada ocho horas por via intravenosa.

3.-Kanamicina:
15 a 30 mg/kg cada 24 horas a intervalos de 12 horas por via

intravenosa o intramuscular en dosis divididas por isual. (50).

4,- Ampicilina:
a) Dosis inicial, 50 mg/kg por vla intravenosa, seguida de
b) Dosis diaria, 200 a 300 mg/kg cada 24 horas, a intervalos de seis

horas por via intravenosa.(50).
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XITIOIDTAGNOUSTICG EN EL L ABORAT ORIT

A) RECOMENDACIONES PARA 1A TOMA DE
MUESTRA Y TOMA DE MUESTRA: -

*No usar hisopos de algoddbn, debido a que los
adcidos grasos del algoddn son téxicos para los microorganismos.
Es mejor utilizar el dacrdn o alginalo de calcio. Deben enviarse
en un medio de transporte nutritivo, como los medios antes
mencionados. A 1los hisopos de alginato de calcio, tienen la
ventaja de ser totalmente solubles en buffers, lo cual permite
una mejor recuperacidén de los microorganismos. (5)(53).

*Obtener las muestras qQue sean posibles con una
jeringa y aguja, después llevarlas asi al &rea de siembra
(también de heridas).(5)(53).

*No permitir que transcurra tiempo entre la
recoleccidn y la siembra (5) no mas de 10 minutos deben dedicarse
al transporte de las muestras; de otro modo, éstas deben
invyectarse mediante un tubo o frasco de transporte
anaerobio. (53).

*Si es posible, el laboratorio proporcionara
frascos con atmdsfera anaerdbica o medico de cultivo tipo, Stuart
o Cary-Blair modificado ¢ clado tioglicolato bien reducido.

*En toda muestra donde se pretende buscar
microorganismos anaerobios debe practicarse:

1.Exémen microscédpico directo que proporciona
informacidn valiosa sobre el tipo de células presentes,
morfologia, etc.

2.Tincién de Gram gque ademas de proporcionar
informacidén morfoldgica y tintoral de los microorganismos

presentes es un excelente control de calidad, ya que si los
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morfotipos no se recuperan =n cultivo el procedimiento puede ser

defectuoso por:

a. Coleccidn y/o manejo inadecuado de la muestra.

b. Medlo de aislamiento primario mal elegido o deficiente.
c. Defectos en el sistema anaerdbico utilizado.

d. Subcultivos incorrectos.

La persona que recoge la muestra e€s responsable
de que el nombre y apellido, as! como el registro y la
localizacidén del paciente esté correcta y legible. Los errcores de
identificacidn de muestras pueden tener consecuencias desastrosas
y deben evitarse. La correcta identificacién de la muestra, sin
embargo se continla en el laboratorio, donde diferentes tipos de
cultivo, subcultivo y otras pruebas y procedimientos apropiados
pueden proliferar y eventualmente se recopila en uno & mads
informes. (50).

En la mayorla de los laboratorios se ha empleado

un sistema para facilitar el manejo de los registros.(50).
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La correcta recoleccidn de una muestra para su
cultivo es posiblemente la etapa m&s importante en el aislamiento
de microorgansimos responsables de enfermedades 1infecciosas. Una
muestra deficientemente recogida puede ser el motivo del fracaso
de aislar el microorganismo causante, y la recuperacidén de
contaminantes puede conducir a wuna terapia incorrecta o aun

perjudicial. (46).

Deben seguirse los siguientes conceptos para la

adecuada recoleccidn de una muestra:

1. La mustra para cultivo debe ser material del verdadero sitio
de infeccidn y debe recogerse con un minimo de contaminaciédn de

tejidos, érgancs o secreciones adyacentes(46).

2. Establecer perliodos éptimos para la recoleccidn de muestras a
fin de tener la mejor oportunidad de aislar 1los microorganismos

causantes. (46) .

3. Obtener suficiente cantidad de muestra para llevar a cabo las

técnicas de cultivo solicitadas.(46).
4, Utllizar dispositivos de recoleccién, recipientes para las

muestras y medios de cultivo adecuados para asegurar el &éptimo

aislamiento de microorganismos. (46).
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5. Siempre que sea posible, obtener las muestras antes de la
administracidn de antibidticos. (46).

6. El envase recolector de la muestra debe estar correctamente
rotulado, con las siguientes datos: Nombre del paciente, No. de
identificacidén, procedencia de la muestra, médico, dia y hora de
la recoleccidn para ser enviada inmediatamente al

laboratorio. (46).

Los cultivos de sangre tienen gran importancia en el diagndéstico
de bacteremia y en el prondstico de ciertas infecciones. Casi
todos los patdgenos conocidos y algunos organismos generalmente
considerados inofensivos se han cultjvado de la sangre. Se le
sefialara al paciente que 1los cultivos de sangre deben obtenerse
antes de comenzar un tratamiento antibidtico o quimioterapéutico.
El numero de cultivos tomados tiene su importancia. Nunca debe
confiarse en un solo cultivo de sangre para eliminar la
posibilidad de bacteremia. La etapa de la enfermedad también es
importante(93), las indicaciones para obtener hemocultivos son el
rapido aumento del pulso del paciente y de su temperatura, un
cambio sensorial y la aparicién de escalofrios, postracién e

hipotensidén. (53).

Los hemocultivos se pueden obtener vya sea
utilizando aguja o jeringa, o bien el 1llamado "sistema cerrado",
empleando un frasco vaclo y un tubo colector de doble aguja (ver
las sig. figuras). En ambos casos el sitio de venipuncidén debe

descontaminarse convenientemente(46), y con el mayor cuidado; una
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técnica rigida se requiere para proteger contra la contaminacién

de piel y aire (93)..

TECNICA:

1. Reunir y preparar el equipo (marcar cada frasco con €l nombre
del paciente).

2. Aplicar torniquete vy elegir sitio dptimo de venipuntura.

3. Aflojar torniquete y preparar la piel.

4. Preparar la piel en esta forma:

* Limpiar vigorosamente la piel con una gasa =mhebida de alcchol
al 70%.

* Aplicar un hisopo de gasa embebids en tintura de yodo 2%.

* Dejar secar

* Cuando la piel este desinfectada cubrir el sitio con una gasa
esteril.

* El sitio de venipuntura no debe tocarse excepto si los dedos
estan descontaminados o se usan guantes estériles.

NOTA: En casos conocidos de hipersensibilidad al yodo, la piel se
prepara vigorosamente sdlo con alcohol isopropllico o etilico
70%.

S. Extraer la sangre (10 o 20 ml.) y vaciar en los frascos de
cultivo, no ventilar ningun frasco de cultivo de sangre.

6. Mezclar el contenido del frasco inclinandolo suavemente 2 o 3
veces.

7. Incubar a 37°C.

8. Observar resultados de 5 a 7 dias(93).
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La condicibdn mas importante de un sistema de cultivo, es el
rapiao crecimiento de los microorganismos,-por lo que hay que
impedir la coagulacidn de la sangre en el frasco de cultivo, ya
que las bacterias quedan atrapadas en la sangre coagulada. Se han
recomendado varios anticoagulantes; al parecer, el mas efectivo
es el polianetol sulfonato de sodio (SPS), inhibe la coagulacién,
neutraliza el efecto baclericida del suero, impide la
fagocitosis, parcialmenite inactltiva ciertos antibidticos y se
mantiene estable con las temperaturas de la autoclave. No se
recomienda en cultivos de filtro de membrana, y tampoco para
cultivos en placas fraccionadas(29). Otros anticoagulantes es el
citrato y el oxalato, pero se sabe hace algin tiempo que ambos
son toxicos para muchas bacterias. La heparina no es tdédxica pero

no soporta su paso por el autoclave(93).

A.2) Q D EFALORRAQ E

El examen del liquido cefalorraqulideo (LCR) de pacientes
sospechosos de meningitis representa uno de 1los principales
procedimientos de emergencia que debe afrontar el personal del
laboratorio de microbiologia clinica(53), por lo QqQue se debe
recoger en condiciones estériles y se llevar&d al laboratorio sin

demora(29).

La puncidén lumbar debe hacerse en condiciones de

estricta asepsia, pues la contaminacién de la muestra puede
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producirse facilmente Y confundir la identificacién del agente
etioldgico. La piel debe desinfectarse con povidona-yodo(53).
Luego de desinfectarse convenientemente la piel
de la zona lumbar, se pide al paciente que se recueste sobre un
costado con el torso doblado hacia adelante para separar la
apdfisis espinosas de las vértebras lumbares. Bajo anecstesia
local, se introduce una larga aguja en el conducto espinal, entre
la tercera vy la cuarta vértebras lumbares . El ligquido
cefalorraquideo no necesita ser aspirado ya que fluye de la boca
de la aguja a una presidn de aproximadamente 90 @ 150 mmHg en
individuos normales. EI liguido se recbge cominmente en tres
tubos, el tercero de los cuales se selecciona para cultivo. Si ha
de haber demora en Procesar las muestras, el liguido se deja a
temperatura ambiente o se coloca en la incubadora(46) .
NOTA: Los recipientes deben eslar estériles y que puedan sellarse
con tapa de rosca a fin de impedir filtraciones y pérdida o
contaminacién del contenido. No deben usarse tubos con tapones de

algoddn o Eoma. (46) .
Médula espinal

Conducto
vertebral

Piel Cuerpo |
s veitebral |
ejido |

subcutaneo

Apofisis
vertebral
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A.3)YEXUDADO FARINGEO:

Los cultivos de garganta constituyen una ayuda importante en el
diagnéstico de determinadas infecciones. Por lo que el operador
explicard al paciente que por medic de £ste =studic =5 posible
identificar microorganismos que pudieran causar sus sintomas o el
mal estado del portador. Le senalara que necesita restringir la
ingestién de medicamentos o llgquidos antes de 1la prueba. Es
conveniente describir el método y recomendar al paciente que
trate de no sentir nauseas durante la toma del exudado. Conviene
revisar los antecedentes del enfermo en busca del consumo

reciente de antibidticos. (38).

Se instruyve al paciente para qQue respire profundo
y se le pediréd al sujeto que extienda la cabeza hacia atras vy
cierre los 0jos, se debe dirigir hacia la cavidad oral abierta un
foco de 1luz brillante por sobre el hombro de la persona gque
obtiene la muestra y se inspeccionaran zonas inflamadas por medio
de un abatelenguas para hacer descender suévemente la lengua y
minimizar la contaminacién del hisopo, de modo que 2l hisopo
pueda ser guiado hasta la faringe posterior( la emisidn de un
"aah"por parte del paciente sirve para elevar la Uvula y ayuda a
reducir el reflejo de la nausea) . El hisopo se desliza =ntonces
se frota enérgicamente la parte posterior de la faringe, ambas
amigdalas y la fosa tonsilar, asi como las partes donde haya
inflamacidén, exudados o ulceraciones. Debera tenerse cuidado para
evitar tocar con el hisopo la lengua y los labios. . Una vez

recogida la muestra, el hisopo se debe colocar inmediatamente en

un tubo de cultivo o en un medio ligquido de transporte donde =se
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cultivarad lo antes posible en el laboratorio. (29)(46)(53).

La figura siguiente ilustra el método correcto de

efectuar el hisopado de garganta.
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A.4)YE S P (3 1T ©:

La recuperacidén de un agente etioldégice del esputo u otro
espécimen apropiado depende no sdlo de los métodos de laboratorio
empleados, sino también del cuidade en la obtencidén de la
muestra. A menudo, el cultivo de material inadecuado hace que el
clinico reciba informes equivocados, al no hallar el verdadero
microorganismo infectante o por identificacidén de un patdgeno

circunstancial. El personal del laboratorio estd autorizado a
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rechazar una muestra que s0lo contenga saliva, por considerarla
Inadecuada para el examen bacterioldgico. (29).

Se le explicard al paciente que se requiere de una muestra de
esputo (no de saliva) vy que es recomendable recolectarla por la
mafiana temprano, porque las secreciones se acumulan durante la

noche. (39).

51 la muestra se obtiene por expectoracidn, se
pedird al paciente que ingiera un volumen mayor de liquideocs la
noche anterior a la toma de muestra, para facilitar la produccidn
de esputo, Se indicard al paciente la forma de espectorar al
inspirar tres veces y hacer una tos profunda, se le indicard que
no se lave los dientes ni use colutorios antes de la toma de
muestra, aunque puede enjuagar la cavidad bucal con agua. Si la
muestra se obtendra por aspiracidn traqueal se indicard al sujeto
que sufrird molestias al introducir la sonda en la traquea. Si la
muestra se reunird por broncoscopia, se pedird al sujeto que
ayune durante seis horas antes de la toma. 3Se le seflalard que

antes del estudio se le aplicard un anestésico local, para

aminorar las molestias durante la introduccién de la sonda.(38).

A.4.1)Espectoraciébn: pldase al individuo que tosa
de manera intensa y expectore en el recipiente estéril. Si la tos
no es productiva, Usese fisioterapia en tdérax, nebulizacién a
base de aerosol calentado o respiracidn con presién positiva
intermitente, para la produccidén de esputo.TApese el recipiente

en forma hermética. (66).

150




A.4.2)Aspiracibn Tragueal: antes y después del

método, si es necesario administrese oxigeno al paciente. Unase
el dispositiuo para retencidén del esputé, a la sonda de
aspiracién. Con guantes estériles lubrique la sonda con solucidén
salina normal, e introduzcala a través de las fosas nasales, ein
aspiracién ( el sujeto toserd cuando la sonda pasa por la
laringe). Introduzcala hasta la traquea. Aplique aspiracién por
15 segundos como méximo, para obtener la muestra. Interrumpa la

aspiracidén y con suavidad extraiga la sonda. (38).

A.4 .3)Broncoscopia: Después de rociar anestésico
local en la faringe del sujeto o después que ¢l ha hecho
gargarismos con la solucidén, se introduce el broncoscopic por la
faringe y trdquea hasta el bronquio. Se aspiran las secreciocnes a
traves del conducto interno del aparato por medioc de una solucién
de lavado como la salina. Una vez obtenida la muestra se extrae

el broncoscopio. (38).

Inmediatamente después de la toma de cualquier
tipo de muestra deben prepararse frotis para la coloracién,
especialmente cuando el material es de lesiones patoldgicas que
no se han aspirado con jeringa y aguja y de las que no pueden
obtenerse gran cantidad de material. Es importante para obtener
frotis apropiados Que el clinico lo prepare a la cabecera del
paciente, conozca bien la importancia de éste procedimiento y
sepa que los frotis gruesos tienen muy poco valor; pueden
prepararse frotis delgados con material Qque parece grueso vy
adherente, apretando firmemente dos portitaobjetos sobre Areas que
tienen la muestra aplicada. Este método se recomienda para

descargas uretrales, exudados de heridas, material aspirado de
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abscesos, etc. Separando por deslizamiento un portaobjetos, del
otro, formando zonas delgadas del frotis que son Utiles como gula
para el microbidlogo <clinico, en la seleccién de medios de

cultivo primarios.(53).

Para el dptimo aislamiento de bacterias del
tracto urinario, y a fin de reducir la contaminacidén potencial,
es imperativo prestar cuidadosa atencidn a la correcta
recoleccién de muestras de orina. Para obtener mejores
resultados, la recoleccidn de muestras de las pacientes deben
estar supervisada personalmente por una enfermera o ayudante
entrenada(46) .

El operador explicard al paciente que por medio
de este estudio se confirmara la presencia de infecibén en sus
vlias urinarias. Se le sefialard que se necesita una muestra de
orina vy que no s necesario restringir la ingeétiOn alimentos &
liquidos. Es comveniente revisar los antecedentes del enfermo en
busca de administracidén presente de antibidticos. En la hoja de
laboratorio habra que serialar la diuresis inducida por liquidos vy

farmacos(38).

Para wuna correcta recoleccién de muestras de
orina de las pacientes, se debe lavar la zona
periuretral (extremidades del pene, labios, vulva) y el perineo
con agua jabonosa (limplar de adelante hacia atrds vy lav;r entre
los pliegues de la vaglina o retraer el prepucio para limplar esa

zona con mucho cuidado segun sea el caso) vy enjuagar bien c¢on
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solucidn salina estéril o agua. Durante la evacuacién se deben

tener los labios separados y recoger los primeros mililitros de

orina'en un recipiente o en un orinal a fin
arrastre las bacterias de la uretra. Se

porcién media de 1la miccidn en un recipiente estéril

de eliminar por

recoge entonces la

{tener

cuidado de no tocar por dentro el recipiente o si éste cae al

piso, pedir a la enfermera uno

inmediatamente la muestra al laboratorio vy

refrigeracién a 4°e para

nuevo) (29) (46) .

evitar la

Mandar

=i no mantenerla en

proliferacidn de

bacterias(29), observar las siguientes figuras (38).

Descubra el orificio urinaric (meato o

"cafio’’ de la uretra), al separar los la

== bios con el pulgar y el indice. Conserve

( “\5 los labios separados durante la fase de
‘*Ejj obtenciobn de la muestra.

g

Limpie la zona alrededor de! meato

urinarno con tres torundas humedec:
das con anuséptlico, una para cada lado
del meato, y la tercera. para el propio mea
to. Haga movimientos de adelante hacia
atras. Quite el exceso de antiséptico con
otra torunda

Coloque la tapa del recipiente, y s no
se envia inmediatamente la muestra

al laboratorio, refrigérela




La contaminacidn de la orina por la flora
microbiana de la uretra o del introito puede evitarse mediante la
aspiracion suprapubica. El paciente debe tener la vejiga ocupada
cuando se hace el procedimiento, la piel sobre la vejiga se
desinfecta como para una intervencidn quirdrgica y se inyecta un
anestésico en el sitio de la puncidn, la aguja calibre 19 o 20
unida a una  jeringa se pasa a traves de la piel en la linea
media, situada a un tercio de 1la distancia desde la sinfisis
pubiana al ombligo. Una vez que la aguja penetra en la vejizga, la
orina se aspira c¢on una Jjeringa v se coloca en un recipiente
adecuado para su transporte, ver la siguiente

figura.(29)(46)(53).
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Se pueden emplear para cultivo, muestras de orina obtenidas por
cateterismo. Se debe obtener la muestra de lg boca del catéter,
desinfectando con un agente apropiado la pared del catéter en su
unién con el tubo de drenaje y punzandola con una aguja calibre
21 unida a una Jjeringa en la cual se aspira la orina. La orina
recogida en bolsas con catéter es generalmente inadecuada para
cultivo, excepto bebés, tomando precauciones especiales. Las
muestras de orina recogidas con puntas de catéter de Foley no son
apropiadas para cultivo, debido a que las puntas de catéter estan
invariablemente contaminadas c¢on organismos uretrales. Deben

reunirse cuando menos 3 ml de orina, pero no se excederd de mas

de la mitad del volumen del frasco.(46)(53).
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A.S5)HERIDAS. ABSCESOS POR MORDEDURAS E

El cultivo de secrecidén de una herida comprende el analisis
microscdpico del llquido obtenido de una lesidén, para confirmar
la presencia de infeccidn(38). La superficie de las heéridas
cutaneas o0 Ulceras decubitales esta frecuentemente colonizada por
bacterlas del medio amblente, y 1las nuestras obtenidas por
hisopado no reflejan a menudo la verdadera causa del proceso
infeccioso(46). Por esa razén, el método mas aconsejable para
recoger muestras cutdneas es por aspiracidén del material
purulento de las profundidades de la herida con una aguja estéril
y Jeringa(46), preparece el campo estéril vy limpiese la zona
alrededor de la herida con solucidén antiséptica (jabdn de cirugla
y aplicacidn de alcochol etllico e isopropllico al 70%)(28)(46).
En caso de cultivo de anaerobios, separar suavemente los bordes
de la herida con el pulgar e indice de una mano (usando un guante
estéril), introddzcase el aplicador en un plano profundo de la
herida, glrese suavemente sin tocar los bordes cutéaneos
adyacentes y coldquesele sin tardanza en un tubo con el cultivo
para anaerobios. O bien introduzcasele la jeringa en la herida,
asplrese unos 5 ml de exudado en la jeringa, dejar salir el aire
de la Jjeringa inyectando directamente en un tubo estéril
"desgasificado” o en un medio de cultivo para anerobics. 31 la
aguja esta cubierta con un tapén de caucho puede enviarse el
liquido de aspiracién al laboratorio directamente en la jeringa,

O bien en un medio de transporte adecuado.(29)(38)(46),
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Los frotis coloreados por Gram de cualquier
drenaje pueden aportar una clave temprana de la naturaleza del

proceso infeccioso. (53),

Las siguientes figuras muestran mas detalles
sobre toma de muestra. Sobre técnicas de aislamiento e

identificacidén verificar capitulos siguientes.

A.7)TRACTO GENITAL:

Los cultivos vaginales no producen con frecuencia resultados
significativos. En casos de vaginitis supurativa, las muestras se
deben examinar al microscopico en fresco, inmediatamente después
de obtenidas; otras especies de bacterias, particularmente
enterobacterias, sdlo rara vez son incriminadas. La significacidén
de las bacterias anaerobias aisladas de las secreciones vaginales
es diflcil de interpretar debido a que estan presentes en la

flora normal. (46).
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En la mujer, el sitio ¢ptimo para obtener material para cultivo
es el cuello del Utero y para que la muestra resulte conveniente
debe ser obtenida con cuidado por wun profesional experto. 3e
coloca a la paciente en posicién de litotomia vy clibrase con
lienzos esteriles, para llevar al minimo la exposicién da sus
partes genitales. Después, pldasele que respire profundamente,
introdizcasele el espéculo vaginal estéril lubricado con agua
tibia, extrayendo un tapén de moco cervical con una torunda de
algoddén y una pinza. Se limpia la superficie externa del cuello
del utero con un hisopo de algodén. La compresidn suave del
cuello entre las hojas del espéculo puede producir un exudado
endocervical. Si asl no ocurre, se introduce entonces un
aplicador con wuna punta de alginato o algoddn en el canal
endocervical, imprimiendo al mismo un movimiento rotatorio para
provocar la salida del exudado de 1las glandulas, dejar el
aplicador unos segundos para absorcién dptima de microorganismos.

Inocular en los medios de cultivo. (29)(38).

En situaciones especiales, €N que no esta
indicada la obtencidn de un espécimen cervical (por ejemplo, en
nifias o pacientes histerectomizadas) el mismo puede sustituirse
por un cultivo uretral o vaginal, el cual se toma un aplicador
con algodén estéril, y se pasa suavemente por los labios
vaginales y uretra de la nifla, después de obtener la muestra se
siembra. También se recomiendan cultivos uretrales en la mujer,
asl como anales, ya que es muy comin la infeccién del canal anal,

especialmente cuando el cultivo cervical resulta negativo. (29).
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Para obtener una muestra de cultivo rectal sinuso del
anoscopio, introdizcase con cuidado un aplicador de alginato o
algoddn de 2.5 cm aproximadamente y desplazandolo de un lado a
Ootro para obtener material de las criptas. Si en el hisopo hay
materias fecales se debe desechar esta muestra yv utilizar otra
nueva, si no es asl sembrar la muestra.(29)(38).

La siguliente figura muestra el lugar de la toma de muestras.

Puede haber wuretritis por microorganismos diferentes a N.
gonorrhoeae, por ejemplo Escherichia coli . En estos casos, la
técnica es la misma que el material de vagina y cuello
uterino(66). La muestra se obtiene facilmente mediante la
introduccidén de un hisopo uretrogenital fino, con alginato (que
puede humedecerse con agua estéeril, haciéndolo avanzar 2 c¢cm en la

uretra, imprimiéndole un suave movimiento de rotacidn =

inoculando inmediatamente en el medio especifico. (29).

A.B)IQIDO, MASTOIDES Y SENOS
PARANASALES :

El material del oldo, sobre todo el que se obtiene después de la
perforacién de la membrana del timpanc, debe ser extraldo
preferentemente por el otorrinolaringélogo mediante un hisopo de
algoddén o poliéster estéril(29), o bien por timpanocenteesis,
cuidando que la punta de la aguja, usada para aspiracidén, no
entre en contacto con el espejo ni con el conducto auditivo,

inocular después en medios adecuados. (983).

En la otitis externa se debe limpiar el oildo

externc con una solucidn acuosa de cloruroc de benzalconio 1:1.000
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u otro tipo de detergente para limpiar la piel de la flora
bacteriana contaminante antes de recoger el material para
cultivo, para que los resultados tengan importancia c¢linica. De
otro modo, se recuperard una gran variesdad de= bacterias no
patdgenas y hongos saprdéfitos(29). En los casos de otitis media
el material suele obtenerse mediante una torunda ordinaria de
algodédn, se examinan frotis tenidos por Gram. El material se
siembra en medios de agar sangre y de Mac Conkey, vy las torundas

se incuban en caldo tioglicolato. (66).

Los cultivos de la regidn mastoidea se recogen
generalmente en frotis obtenidos con un hisopo de algoddén o
poliéster (antes de la terapéutica con antibidticeos) y se tratan
en el laboratorio de la misma manera qgque otro cultivo de

heridas(29).

Los cultivos de los senos paranasales se recogen
de igual manera que las muestras de los cultivos nasofaringeos, vy
en casos de sinusitis supurada aguda o en sinusitis purulenta las

obtenciones de las muestras se recogen igual que las de heridas.
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A_9)0 J O:

\

En los pacientes con conjuntivitis, y especialmente con
queratitis, se presentan problemas especiales para la recoleccidén
y el procesamiento de las muestras. Los hisopados son
generalmente inadecuados para establecer la presencia de
microorganismos debido al tamafio pequefio de la muestra. Un
problema adicional es la actividad antimicrobiana de los
anestesicos tépicos. Por lo tanto se recomienda obtener hisopados
para cultivos antes de aplicar anestésicos tépicoe y raspados de
cérnea después de esto Ultimo(53). Las muestras de ojo deben
obtenerse en condiciones asépticas , y deben recogerse materiales
de conjuntivitis, blefaritis vy orzuelos en hisopos estériles ,
instrumentos quirdrgicos o asa de platino esterilizadas de 1la
superficie del saco conjuntival inferior y el borde interno del
0jo(29). No hacer frotis hasta 4 horas después de la irrigacidén o
instalacidn en soluciones desinfectantes o medicaciones
oftadlmicas. Estas Ultimas pueden contener preservativos
antibacterianos; los anéstesicos locales tienden a desalojar los
organismos del saco conjuntival(93).

Los raspados, tomados generalmente con una
pequena espatula de platino y fijadoe sobre un portacbjetce para
microscopio, deben tefiirse y examinarse.Los frotis de secresiones

tefiidos por Gram son importantes para la selecciédn de medios de

cultivo apropiados(93).
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A.10)H_E C E _Si

La correcta recoleccidn y conservacién de las heces es un
requisito importante y con frecuencia descuidado del aislamiento
de microorganismos que contribuyen a la enfermedad
intestinal(53). El operador explicara al paciente que por medio
de este estudio se precisara la causa de sus molestias
gastrointestinales o se sabrd si =es portador o no, de
microorganismos infectantes. Le seflalara que no necesita
restringir alimentos ni liquidos. Es conveniente revisar los
antecedentes del enfermo en busca de caracterlsticas de la dieta
y la administracidn reciente de antibidticos, y viajes en fecha
cercana que pudieran sugerir infecciones endemicas o]
infestaciones(38).Las muestras se recogeradn en los primeros
momentos de la enfermedad y antes de la admnistracidn de
antibidticos. Puede obtenerse del panal o por medico de un frotis
rectal, y deben ser cultivadas sin demora(29). Se le pide al
paciente que vaya en la mafiana y se le enseria a recoger el
material fecal en una bandeja de cartdn adaptada al inodoro, todo
recipiente debe estar estéril para recoger la muestra y prevenir
la contaminacidén accidental, y si no se le pide al paciente que
inmediatamente que tenga la muestra la lleve al laboratorio para
ser procesada, ya que, las heces recién evacuadas son el material
ideal para el examen de laboratorio(93). A menudo en los casos de
enfermedad entérica, pueden no ser faAcilmente cobtenibles; los
hisopos rectales son el método mads practico para obtener el
cultivo en estas circunstancias. Insertar el hisopo mas alla del
esfinter rectal vy rotarlo. Inocular en placas o colocarlo en

soluciones preservativas(93).
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A veces se encuentran dificultades en pacientes
con diarrea, incapaces de usar un pato. En estas circunstancias,
pueden depositarse toallas de papel en el inodoro obteniendo las

heces diarreicas por encima del nivel del agua. (93).

Si el paciente estd hoepitalizado, el peresonal a
cargo de la obtencidn de la muestra deberd recibir instrucciones
explicitas de elegir partes de las hecee que muestren moco o
sangre. Estas areas son en general portadoras de gran numero de

organismos que participan en el proceso patoldgico(53).

El laboratorio puede ser 'mucho mas util para el
clinico si éste le envia un resumen de log antecedentes. Si es
necesario, €l médico puede ser consultado para obtener dicha
informacidén, de modeo que a su vez el microbidlogoe clinico pueda
prestar mayor atencidén al cultivo de heces en medios mas
selectivos. (53). Un solo cultivo negativo de heces no basta para
confirmar en el laboratorio 1la no intervencidén de bacterias

infecciosas. (53).

Cuando se prevé de demora de 2 a 2 horas se debe

utilizar un medio de transporte como Amies o Cary-Blair. (29).
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A.11)CONTENIDO DUODENAL:

El contenido duodenal que incluye enzimas y Dbilis
pancreadaticas y duodenales casi siempre es estéril, pero a veces
muestra contaminacidén con patdgencs como K. coli. El operador
eXxplicard al paciente que por medio de la prueba sera posible
detectar la infeccidn bacteriana. Se le pedird que restrinja la
ingestidn de alimentos o llgquidocs durante 12 horas antes de la
prueba. Conviene describir 1 método de intubacidn al enfermo y
asegurar que si bien es molesto, no s peligroso. Se le =ziplicara
que la introduccidén de la sonda puede producir nauseas , pero que
el cumplimiento de las instrucciones del examinador respecto a la
pdsicidn adecuada, respiracioén, deglucidén y relajamiento llevara
al minimo de molestias. Se sugerird al paciente que vacié su

vejiga antes del método, para mejorar su comodidad. (38).

Una vez introducida la sonda nascentérica,
coldquese al sujeto en decubito lateral izquierdo con los pies
elevados, para que por medio del peristaltismo se desplace la
sonda v llegue al duodeno. El1 pH de una pequefia cantidad de
liquido aspirado 1indica la posicién del tubo; =i estad en =1
estdmago, 2l pH s menor de 7.0; si el tubo estd en el duodeno,

es mayor de dicha cifra.(38).

La posicidn del tubo también puede confirmarse
por fluoroscopia. Despuées de la confirmacién se aspira el
contenido duodenal. Llevese la muestra al recipiente estéril vy

L]

etiquetar la muestra.(38).
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B) TRANSPORTE Y MEDIOS DFE TRANSPORTE:

! La ineficiencia en el transporte de muestras al
laboratorio, después de obtlenerlas del paciente es un problema
importante. La mejor manera de obtener resultados acéptables es
insistir en que el transporte dure los menos posible. Ciertas
muestras deben transportarse en un medio o vehiculo que preserve
sus microorganismos y ayude a mantener la proporcidén entre ellos.
Las muestras microbioldégicas puede transportarse en varias
formas, pueden emplcarse un medio de transporte tipo buffer no
proliferante como el Stuart, Toshach vy Patfula, pero algunos
prefieren el medio con carbdn. El caldg nutritivo comin o el
caldo anaerobio pueden usarse si se emplean hisopos o liquidos de

3
¥

L

aspiracidén para el transporie por pocos minutos. (29) (5

Para muestras tomadas con hisopos, existen en el
mercado equipos, los cuales vienen preparados para un transporte
en forma anaerobica, el cual consta de un tubo de ensaye Pyrex,
con tapdn de algoddn, de acero inoxidable o de material plastico
desechable, que contiene el palito aplicador y también un pequefio
tubo, con algunas gotas de caldo para transporte. Se pueden
emplear para la obtencidén de muestras de la garganta, nariz
olidos, de héridas vy otros sitiog quirurgicos, de los orificios
urogenitales vy del recto, pero no se recomiendan para la
recuperacidn dptima de anaercbios. Una vez inoculado el hisopo
con el material extraldo del paciente, se coloca en el tubo
interior con caldo para evitar su resecamiento, se rotula y se

envia enseguida al laboratorio(z9).




tapones de algoddn o goma, i ha de haber demora para procesar la
muestra, el liquido se deja a temperatura ambiente o se coloca en

la incubadora, en cuanto a medios de transporte (46)(53).

En muestras de orina, lo que se hace es
adicionarle un preservador de acido bérico, glicereol y formato de
sodio, lo cual mantiene a la orina por lo menos 24 horas con la
misma eficacia que si estuviera en refrigeracidn, vy si no se
tiene estos reactivos ponerla en refrigeracidén 24 horas por lo
menos, recientemente se ha dicho que se puede dejar de 5 a 10
dias, para que no haya proliferacidén de microorganismos, dando
resultados falsos positivos. También se pueden usar los medios de
transporte Stuart, Amies, Cary-Balir, para muestras de orina por
aspiracidn suprapubica, o en la misma Jjeringa se puede
transportar la muestra (pero sacandole el aire que gqueda dentro

de la jeringa), y manteniendola en refrigeracidn. (29)(53)(84).

Para muestras del tracto genital, es conveniente
que la muestra se inocule de abajo hacia arriba sobre toda la
superficie en un frasco con medio de transporte Transgrow, evitar
los cambios bruscos de temperatura. Si se tiene la muestra en el
laboratorio, se debe incubar a 35°C toda la noche antes de
transportarse a algun laboratorio de referencia por correo, va
que con esto permite un crecimiento suficiente de microorganismos
en la muestra para que puedan sobrevivir durante un transporte
prolongado, transportarse en posicidén erecta (con la boca hacia

abajo).(29)(38).
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recipiente en posicién erecta durante la face de envio (38), la
cual se cultivara lo antes posible. 3i hay que esperar m&s de una
hora, serd necesarioc mantener el cultive refrigerado hasta

efectuar la estriacién de las placas.(29).

En muestras de esputb, en el caso de que no sea
posible el cultivo inmediato, se refrigera la muestra durante no
mas de 1 a 3 horas, ya que con esto surge la recuperaciébn de la
mayorla de los gérmenes patdgenos, este tipo de muestras deben
ser colocados en 2 ml de medio de transporte (albumina bovin;
0.5% en caldo de tripticasa soya, pH 7.2).(29)(93).

En muestras del heces, basta disponer de un
recipiente de material pldstico o parafinado, si el espécimen es
llevado enseguida al laboratorio. Cuandc se prevé de una demora
de 2 a 3 horas se debe utilizar un medio de transporte llamado de
Cary-Blair o un buffer de‘ fosfatose 0.033M, mezclado en partes
iguales de glicerol (pH 7), también se puede utilizar el medio de
transporte de Amies o de Stuart.(29), puede agregarse con estos
un indicédor que asegure un pH aproximado de 7 (verificar esto
visualmente), ya que muchos microorganismos no resisten los
cambios de pH que se produce al bajar la temperatura. Si se usan
hisopos en estas muestras, agregarse a un tubc con tapa de rosca

que contenga conservador, y transportarse al laboratorio lo mas

pronto posible. (53)(84).

En muestras de 1liquido cefalorraquideo, deben
transportarse en recipientes estérilee que puedan sgellarse con
una tapa de rosca, a fin de impedir filtraciones y pérdida o

contaminacidén del contenido. Nunca deben transportarse tubos con
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En muestras de héridas, abscesos e infecciones
por mordedura,se debe proteger a los anaerobios que pudieran
encontrarse en la misma, de los efectos téxicos del oxigeno
atmosféericos, se recomienda mas la aspiracidn de las muestras
anteriores con jeringa en vez de hisopos de algoddn, si el
procesamiento se demora mds de 20 a 30 minutcs, s= debe
transferir la muestra a un recipiente anaerobio inmediatamente,
esto se hace en un tubo "desgasificado", el cual tiene tapdn de
goma de butilo ahuecado y una tapa &€n rosca, sSe prepara  <on un
medio no nutritivo el cual es adecuado pues contiene polianetol-
sulfato de sodio (SPS) y el indicador reazurina, se lava con CO2
excento de oxlgeno y se esteriliza en autoclave.para ser
transportados al laboratorio. Se puede preparar el tubo
manualmente utilizando el método modificado de Hungate o en una
cadmara anaerdbica, también puede hacerse que el material apirado
sea inyectado a través de un tapdn de goma y se extras de la
misma manera en el laboratorio para su estudio (29).Las muestras
se mantienen viables de 24 a 48 horas por lo menos. El material
también puede aspirarse jeringa, puede ser practico gquitar la
aguja, cerrar la jeringa con su sello original y llevar la
muestra directamente al laboratorio. No mas de 10 minutos deben
dedicarse al transporte de las muestras, de otro modo, eéstas
deben inyectarse inmediatamente a un tubo o frasco de transporte
anaerobio. Otro sistema de transporte s el Vacutainer Anaerobic
Transporter mostrado a continuaciédm el cual contiene medic de
transporte. (29), el método con Gas-Pack, la Culturette anaerdbica
genera su propia atmésfera anaerdbica y contiene una, pequefa
cantidad de medio de transporte para evitar el resecamiento, han

aparecido numerosos meétodos para proporcionar un medio




TUBO DE TRANSPORTE CON ATMOSFERA ANAEROBICA Y LIQUIDO NO NUTRITIVO,
CON INDICADOR DE RESAZURINA (EL COLOR ROSADO INDICA LA PRESENCIA

O

BE OXIGENO.

MEDIO DE TRANSPORTE NO NUTRITIVO SEMISOLIDO.

JARRA  ANAFROBICA

(29)



anaerdbico, entre los que se incluyen el método de tubo PRAS de
Hungate, la cdmara anaerdbica o la caja con guante y el {rasco

anaerdbico(29)(38)(53).

MEDIOS DE TRANSPORTE:

*STUART: Stuart describié un medio de transporte que ha
resultado muy dtil para preservar muestras en transito. Se usa
como metodo cdmodo, sencillo y seguro para transportar muestras
de hisopo del paciente al laboratorio. Se han obtenido buenos
resultados en la recuperacidén varios microorganismos durante un
transporte de 24 horas. La recuperacidn es menor después de este

plazo pero casi todos los microorganismos mas resistentes pueden

cultivarse incluso después de 72 horas. (93).

Este medio es esencialmente una preparacidédn no
nutriente semisdélida muy reductora que inhibe las reacciones
enzimadticas autodestructoras dentro de las células vy también
previene los efectos de la oxidacidn, manteniendo as! las
muestras en "status quo", débido a que mantiene el pH favorable.
No hay multiplicacidn de microorganismos. El medio debe usarse
con hisopos preparados especialmente: 1)hervir aplicadores con
punta de algoddn absorbente en buffer de fosfato se Sorensen vy
mojarlos en una suspensién 1% de polvo de carbén fino. Es
necesario recubrir vy hervir los hisopos para destruir o
desnaturalizar cualquier sustancia inhibidora que pueda haber en
el agar v algoddn. 2) en vez de algoddn puede usarse aléinato de
calcio para la punta de los hisopos. Su ventaja es que si

prefiere puede disolverse completamente en diversas soluciones
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(Ringer) permitiendo la recuperacidn completa de
microorganismos. (29)(93).

Como se puede observar en la férmula de este
medio, éste consta escencialmente de una solucidn buffer
(soluciones estabilizadoras de pH) con exclusidén de hidratos de
carbono, peptonas y otros nutrientes. Este medio estd concebido
para preservar la viabilidad de las bacterias, el tioglicolato
de sodio se le afnade como agente reductor, para mejorar la
recuperacidn de las bacterias anaerobias, y la pequefia cantidad
de agar provee una consistencia semisdlida para impedir

oxigenacién y derramamiento durante el transporte (46).

*CARY—-BLAIR: Da resultados efectivos y satisfactorios
para la recoleccidn y el transporte del material fecal.(932), este
medio si se mantiene a la temperatura del ambiente dura mads de un

afioc v medio en conservacidén(29).

*AMIES: Emplea carbdn, evitando asil la necesidad de impregnar

con carbdn los hisopos.

Los diversos medios de transportie pueden
adquirirse en forma deshidratada v también como equipos

preparados. Estos Ultimos incluyen equipos anaerobios.

Los equipos hisopo-ampolla se recomiendan para

uso en el consultorio cuando la entrega inmediata al laboratorio
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clinico no siempre es factible, o en situaciones en las cuales el

cultivo debe demorarse inevitablemente. (93).

*TRANSGROW:

Resulta muy util, pero al parecer muestra algunas importantes
deficiencias. Se ha encontrado que los preparados comerciales de
este medio, contienen una concentracidn variable de CO02, la
himedad se acumula dentro de los frascos vy puede dificultar la
visibilidad vy contribuir a la diseminacidén de bacterias
contaminantes, interfiriendo en el desarrollo de colonias
aisladas. Ademas el cuello estrecho del frasco as un
inconveniente para la inoculacién y subcultive de colonias. Este

medio se puede mantener refrigerado hasta tres meses. (29).
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C)_AISLAMIENTO DE E. COLI:

TECNICA:

a.Toma de la muestra del sitico de infeccibébn que se desea
investigar. (Ver el tema tratado en los capitulos anteriores sobre
TOMA DE MUESTRA) .

b.La muestra puede conservarse en un medio de transporte como el

Stuart o Amies.

c.Hacer frotis de Gram para observacidn morfoldgica.(ver técnica
en el APENDICE II).(93).
d.Proceder a la identificacidén presuntiva en los medios adecuados

como se explica a continuacidén: (93).

Para un optimo aislamiento de los microorganismos
es esencial inocular la muestra en el medio de cultivo primario
apropiado, tan pronto como sea posible luego que ésta llega al

laboratorio(38).

La superficie del agar de las placas de Petri se
puede inocular como muestra la siguiente figura. El1 inbculo se
disemina sucesivamente en estrilas con un movimiento de arriba
hacia abajo en cada cuadrante, dando la vuelta a la placa en un
angulo de 90°, El asa se debe esterilizar entre las sucesivas
estriase y dejarla enfriar. El propbisito de esta técnica es diluir
el indculo suficientemente sobre la superficie del agar como para

poder obtener colonias de E. coli bien aisladas a partir de

unidades formadoras de colonias.(29)(46).




Para muestras de orina no centrifugada o algunas otras muestras
liquidas, se sumerge en la muestra, y se practica una sola estrla
que cruce el centro de la placa de agar. El indculo se disemina
uniformemente en 4ngulo recto respecto de la estria primaria;
luego la placa se da vuelta en a&ngulo de 90° y se disemina el
inéculo hasta cubrir toda la superficie de agar, ver la siguiente

figura.(46).

Inoculacién primana Estria en dngulo recto Estria en angulo recto
para producir una
‘estera’” Je de<arrollo

Para muestras de heces, exudados vaginales y faringeos, etc. el
hisopo se descarga con la muestra en un extremo de la placa de
Petri, y después con la ayuda de asa de platino perfectamente

esterilizada se hace la diseminacidn de la muestra, ver la

i

2

siguiente figura. (46)




Después de efectuar la inoculacidén de la muestra a estudiar en
los diferentes medios, segun sea el caso, se procede a incubar
las ﬁlacas de Petri, a una temperatura de 55”—38°C. de 24 48
horas, y proceder a TECNICAS DE IDENTIFICACION DE K. coli.(46),
pero antes se explicaran los diferentes medios para el

aislamiento de la E. coli:

*MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTO:

Como su nombre lo 1indica, los caldos de
enriquecimiento se usan para acrecentar el desarrollo de ciertas
especies bacterianas, inhibiendo el de los microorganismos
superfluos(46) .Estos medios, por su composicién quimica, inhiben
0 destruyen la flora intestinal normal, como 1los coliformes
(comensales) y permiten el crecimiento de otros, que pueden
hallarse en nimero pequeno, y los cuales pueden ser exigentes.
Despues de la incubacidén de 6 a 12 horas , se deben efectuar
subcultivos en medios sdlidos, para obtener colonias aisladas
para estudios ulteriores, El caldo tetrationato y el caldo
selenito constituyen ejemplos de medios de enriquecimiento y se
usan principalmente en bacteriologia entérica(46), también se
encuentra el caldo gram negativo (GN) (46).

El desoxicolato y el citrato inhiben las
bacterias Gram positivas. El caldo GN es un medio enriquecedor
selectivo ideado por Hajna para cultivar organismos gramnegativos
del grupo entérico, en el que la selectividad gue producen los
hidratos de carbono y debido a la concentracidén relativamente

baja de desoxicolato, el caldo es menos inhibidor de K. coli, se
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recomienda para muestras contenidas en torundas de algodén

anales, sangre, esputo, orina y para el examen de utensilios.(5).

El caldo tetrationato es un medio de
enriquecimiento de materiales de heces, orina, alimentos v otros
materiales de importancia sanitaria. Las sales del medio y el

yodo inhiben muchas otras bacterias. (46).

*MEDIOS DIFERENCIALES:

Los medios diferenciales, en virtud de su
composicidn gquimica, daran caracterlsticas egpeciales a
determinados géneros bacterianos, por el diferente aspecto de sus
colonias en el cultivo, debido a la fermentacién de la lactosa en
el medio, esto es gracias a gque poseen un sistema indicador
visiblemente cambiado como resultado de las actividades
metabdélicas vy que permiten la observacidn de reacciones
diferenciales. Algunos ejemplos son el agar con eosina y azul de
metileno (EMB) y el agar Mac Conkey, contienen lactosa y un
colorante indicador en estado de decoloracidén. Las bacterias que
fermentan la lactosa con la produccidén de Acido o aldehlidos
produciran colonias rojas, o colonias con un reflejo metalico,

segun el medio empleado, como la K. coli (46)(84)(93).

El agar MacCokey, este es un medio diferenical
para la seleccidn y recuperacién de Enterobacterias y bacilos
gramnegativos entéricos relacionados.Las sales biliares y el
cristal violeta inhiben el desarrollo de bacterias graméositivas

y de algunas gramnegativas exigentes. La lactosa es el Unico

hidrato de carbono, las bacterias fermentadoras de lactosa forman
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colonias de diferentes tonos de rojo debide al viraje del
indicador rojo neutro (rojo pH menos de 6.8) por la produccibn de
acidoé mixtos, la E. coli como fermentadora &e lactosa apareceh
las colonias de color rojo ladrillo v puede estar rodeada de una
zona de bilis precipitada. Las colonias no fermmentadoras de

lactosa aparecen incoloras y transparentes. (46).,

El agar EMB, es un medio diferencial wutilizable
en lugar del Agar MacConkey para aislar y detectar
enterobacterias o bacilos coliformes relacionados en mnmuestraas
con bacterias mixtas. Los colorantes de anilina (eosina y azul de
metileno) inhiben a las bacterias gfampositivas v a las
gramnegativas exigentes. También se combinan precipitando a pH
acido, actuando como indicadores de produccidén de &cidos. El agar
EMB de Levine, con lactosa solamente, da reacciones mas paralelas
a las de agar MacConkey; la fdérmula modificada detecta también

fermentadores de sacarosa. (5)(46).

Agar desoxicolato-citrato(ADC) , es  un medio
diferencial usado para aislar enterobacterias a partir de
cultivos mixtos. Dado que €l medio tiene alrededor de 3 veces
mayor concentracidn de sales biliares (desoxicolato de sodioc) que

el agar MacConkey. (46).

Agar Tergitol 7: Este medic es adecuado para el
desarrollo de microorganismos, va que da alrededor de un 30% de

recuento mas alto que otro medioc selectivosg empleados para el

mismo fin. (5).
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*MEDIOS SELECTIVOS:

Los medios selectivos son complejos y sirven no sdélo para
diferenciar entre cilertos géneros, sino también resultan muy
selectivos en su accidén sobre otros organismos, ya que son
nutricionalmente adecuados para las bacterias que se desean
aislar; contienen inhibidores capaces de suprimir el crecimiento
de ciertos organismos, pero que permiten (seleccionan) el
crecimiento de uno o mads tipos deseados(46)(93). Los bacilos
entéricos son resistentes frente a la inhibicidén por accién de
ciertos colorantes bacteriostdticos (por ejemplo el verde
brillante) y de compuestos activos de superficie (por ejemplo
sales biliares). Los medios selectivos que contienen estas
sustancias, como los antes mencionados facilitan
considerablemente el aislamiento de bacilocs entéricos a partir de

cultivos fecales(21).
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D) PRUEBAS DE IDENTIFICACION:

La identificacién de K. coli se logra usando los siguientes

criterios v procedimientos:

*CARACTERISTICAS DE LOS CULTIVOS:

El crecimiento en cultivos primarios aporta claves importantes
para el reconocimiento réapido, y a menudo la identificacidn
presuntiva de E. coli, tomando en cuenta: 1) morfologla colonial,
2) crecimiento en medios simples, complejos, diferenciales o
selectivos, 3) indice de crecimiento, 4) crecimiento anaerobio v
5) caracteristicas microscopicas, coloracion de Gram (nos dice si
el organismo es grampositivo o gramnegativo), forma de bacilos vy

tamafo. (93).

De acuerdo a la morofologla colonial podemos tomar en cuenta los

siguientes puntos:

1. Superficie de la colonia: lisa, rugosa, arrugada, contorneada
(superficie irregular, ondulada), granular (fina, mediana,
aspera), papilar, opaca, brillante.

2.Caracteristicas oOpticas: Opaca, translucida, opalescente,
Iridiscente(muestra los colores cambiantes del arco iris con luz
refleja), opaca, reluciente.

3.Consistencia: Viscosa, membranosa, fragil y guebradiza.

4. Pigmentacibn del crecimiento: blanco, amarillc oscuro, amarillo
claro, amarillo pajizo, amarillo profundo, rosado, rojo,

ete, {93).
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*CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS:

Esta es otra parte muy importante para la identificacidén de K.
coll, por 1o que se debe tener mucho cuidado en la lectura de los
resultados (positivos o negativos) de las pruebas a efectuar, ya
que de esto dependerd la identificacidn definitiva de la Familia,
genero y especie, usando un diagrama con resultados obtenidos de
bioquimicas en base a la experiencia de la identificacidén. de E.

coli(93).

D.1) PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA

D.1.1)REACCIONES EN K I A: (KLIGLER)

a)Fundamento:
Cuando el tubo KIA es inoculado con organismos fermentadores de
glucosa, como lo es la K. coll, 1la cual puede utilizar la
lactosa, sdélo se puede obtener una cantidad relativamente pequefia
de Acido, ya que, la concentracién de glucesa del medio es de
solo 0.17%. (46).

Las bacterias que utlizan la lactosa producen en
KIA cantidades relativamente grandes de 4cido, debido a la mayor
concentracidén de lactosa en el medio. Esta cantidad de Aacido es
suficiente para superar la reaccidn alcalina desarrollada =n el
pico, vy todo el tubo permanece consecuentemente de color
amarillo. Las reacciones acido/acido caracteristicas de K. coli

son indicativas de organismos fermentadores de lactosa. (46).
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b)Técnica:
El tubo de KIA se inocula con una asa recta del microorgansimo a

estudiar e incubar de 18 a 24 horas. (46).

Interpretacion:

*ACIDA/ACIDA (A/A):

La E. coli tiene la facultad de fermentar tanto
la lactosa como la glucosa en busca de elementos nutritivos,
dando una reaccidén de un pico de flauta &cido y una capa preofunda
dcida, después de 18 a 24 horas de incubacién. En un periodo de
18 a 24 horas la concentracidn de lactosa en mayor cantidad atn
no se ha consumido y todavia existe una condicidén Acida. Si se
leyera el mismo tubo de KIA después de 48 horas o mads, el pico de
flauta se habria vuelto alcalino por deplecidén de la lactosa y la

utilizacidén de peptonas. (58).

*Interpretaci ases S:

Si se produce gas como producto terminal del
metabolismo de los hidratos de carbono, los gases producidos son
anhidrido carbdnico e hidrégeno, 1la bacteria que produce gas se
denomina aerogénica vy se manifiesta como una burbuja o
desplazamiento completo del medio del fondo del tubo, dejando un
area clara, burbujas en el medio o ligera muesca del medio en el
costado del tubo, la E. coli puede 0 no presentar esta facultad

(ver fotografla en el cuadro No. 1).(58).
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D.1.2)PRUEBA DEL INDOL:

a)Fundamento:

El indel, un bencilpirrol, es uno de los
productos de degradacidn metabdlica del aminoacido Triptofano.
Las bacterias que poseen la enzima triptofanasa son capaces de
hidrolizar y desaminar el triptofano con produccién de indol,
adcido pirtdvico y amonlaco. La produccién de indol es una
caracteristica importante para la identificacidn de muchas
especies de microorganismos, siendo especialmente Util para
identificacidén de E. coli de miembros del grupo de Klebsiella vy

Enterobacter. (46) (58).

b)Técnica:
Inocular agar triptofano con el organismo en estudio e incubar a
35°C durante 18 a 24 horas. Al finalizar éste periodo, afiadir 5

gotas del reactivo (EHRLICH O KOVAC).(53).

c)Interpretacion:

El desarrollo de un vivo color fucsia en la
interfase del reactivo y el medio, segundos después de afadir el
reactivo indica la presencia de indol y una prueba positiva para

E. coli. (ver fotografla en el cuadro No. 1)(58).

D.1.3)PRUEBA DE UTILIZACION DEL CITRATO:

a)Fundamento:

El citrato de sodio es una sal del acido citrico,

un compuesto orgdnico simple qQque constituye uno de los

metabolitos del <clclo de 1los Acidos tricarboxilicos (ciclo de
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Krebs). Algunas bacterias pueden obtener energla por via distinta
de la fermentacién de hidratos de carbono, utilizande citrato
como Unica fuente de carbono. La determinacién de E. coli puede
hacerse a partir de cualquier medio que pueda detectar la

utilizacidén del citrato por parte de las bacterias. (46).

La utilizacidn del citrato se detecta mediante la
formacién de subproductos alcalinos. La bacteria que puede
utilizar citrato, también puede extraer nitrdgeno de la sal de
amonio, con una produccidn de amoniaco, llevando a la
alcalinizacidén al medio por conversiédn de NH3* en hidréxido de

amonio (NH4OH). (46),

b)Técnica:
Tomar wuna c¢olonia bien aislada e inocular una
sola estria el pico de agar citratado el cual comunmente es la

férmula de Simmons (ver APENDICE I). Incubar.(5)(46)(53).

c)Interpretacidn:

El desarrollo de un color azul intenso en 24 a 48 horas indica
una prueba positiva y revela que el organismo en estudio ha sido
capaz de utilizar el citrato contenido en el medio, con la
produccidén de productos alcalinos. La prueba también es positiva
en una ausencia de color azul, si existe un desarrollo visible de
colonias a 1lo largo de 1la estria de inoculacién y por el
contrario una prueba negativa como lo es E. coli no se presenta
cambio de color del medio (verde) y no hay crecimiento en la
superficie del "pico de flauta".(ver fotografias en el cuadro

¥

No. 1).(46)(53).
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D.1.4)PRUEBA DE FORMACION DE H:S:

a)Fundamento:

La capacidad de ciertas especies bacterianas para
liberar azufre de aminoadcidos y otros compuestos que lo contienen
en la forma de gas H=S, constituye una caracteristica importante
para su identificacidn, la produccidédn de gas H=S es detectable en
un sistema analitico cuando:

-El medio contiene una fuente de azufre.

-El medio contiene un indicador de H=S.

-El medio promueve el desarrollo de la bacteria en estudio.

La bacteria posee un sistema enzimatico productor de H=S.

La secuencia de etapas conducen a la produccidédn de H=S en un
sistema analltico son las siguientes:

-Liberacidén de sulfuro de cisteina o de tiosulfato por accidén
enzimatica bacteriana.

-Acoplamiento del sulfuro (S~=) con el ién hidrdgeno (H+) para
formar gas H=S.

-Deteccidn del gas mediante sales de metales pesados como hierro,
bismuto 6 plomo, en 1la forma de sulfuro de metal pesado,
precipitando con formacidén de un color negro.

Pero como sabemos de antemano que la Escherichia coli no presenta

formacidn de H=5.(46) (53).

b)Técnica:
Se usa medio SIM, puncién con el asa y el inoculo
hasta el fondo del tubo (1lcm) y sacar siguiendo la misma linea

inicial de inoculacidén .Incubar a 35°C durante 24 horas. (46)(58).
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c)Interpretacidén:

g En los sistemas de deteccidén de H=S, el punto
final es de un precipitado negro (enegrecimiento del medio)
insoluble del sulfuro de metal pesado, formado en el medio, 1lo
que indica una prueba positiva al &cido sulfhldrico y negativa la
no presencia de este precipitade en el medio. Por 1lo que la
Escherichia coli no presenta este precipitado, dando una reaccidn

negativa a H=S. (5)(46).

D.1.5)PRUEBA DE LA DETECCION DE UREASA:

a)Fundamento:

La urea es una amina del acido carbénico, los
microorganismos que poseen la capacidad de hidrolizar urea poseen
la enzima llamada ureasa, c¢on la liberacidén de amonlaco, una

caracterlstica importante en la identificacidén de especies. (58).

H=0= + UREA-—-———=—— e ’ CO= + H=0 + NHs ----- (NH4 ) =CO0a

(46) (58) .

b)Técnica:

Inocular en el Caldo de Urea de Stuart (ver
APENDICE 1) con una asada cargada (2mm). Incubar los medios en
bafio marla a 37°C por 60 minutos a 2, 8, 12, 24, y 48 horas de

incubacidén i el medic es liquido. (46)(53)(58).
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c)Interpretacidn:

Lor organismos que hidrolizan urea répidamente pueden producir
reacciones positivas en 1 ¢ 2 horas; las especies menos activas
puede requerir 3 ¢ mas dias.

La reaccidn es:

*Caldo Stuart: un color rojo rosado intenso en todo el caldo
indica alcalinizacién e hidrdlisis de wurea y por tanto, se
considera la reaccidén como positiva, si no se produce cambio de
color (amarillo anaranjado) en el caldo la reaccidn es negativa,

como lo es para E. coli.(58).(ver fotografia en el cuadro 1).

D.1.6)PRUEBA DE DETERMINACION DE MOVILIDAD:

a)Fundamento:

La movilidad bacteriana es otra caracteristica
importante en la identificacién de una especie, las bacterias
tienen motilidad por medio de flagelos. Las bacterias mdéviles

pueden tener un solo flagelo o muchos. (58).

Los medios combinados tales como el SIM (sulfuro-
indol-movilidad) ¢ el MIO (movilidad-indol-ornitina), son los que
usualmente se utilizan (ver APENDICE I para su preparacidén), debe
interpretarse primero la movilidad ya que el agregar el reactivo

para la prueba de indol puede oscurecer los resultados. (53).

b)Técnica:
Inocular en el medio MIOQ (movilidad-indol-

ornitina) (ver APENDICE 1[) hasta una profundidad de 1.2 cm,
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tratar de que entre recta la asa al medio y sacarla por el mismo
lugar. Incubar.(53)(58).
c)Interpretacion:

Una prueba positiva indica que los organismos
méviles migran de la linea de siembra y se difunden por el medio,
provocando turbiedad. Pueden mostrar un crecimiento en estrias
vellosas. Y wuna prueba negativa o sin motilidad muestra un
crecimeinto bacteriano acentuado siguiendo la linea de siembra,
el medio circudante se mantiene claro.(58). La K. coli puede
presentar una u otra de estas caracterlsticas. (58). (Ver

fotografia en el cuadro I).

D.1.7)PRUEBA DE ROJO DE METILO:

a)Fundamento:

El rojo de metilco es un indicador de pH con un
intervalo entre 6 y 4.4. El pH al cual el rojo de metilo detecta
acidos es considerablemente menor que el de otros indicadores en
medios de cultivo bacterioldgicos. A fin de producir un cambioc de
color, el organismo en estudio debe producir grandes cantidades

de acido a partir del sustrato hidrocarbonado que

emplea. (46) (58).

La prueba de rojo de metilo es cuantitativa para la produccidédn de
acido y requiere organismos positivos que produzcan acidos
fuertes a partir de la glucosa, por via de la fermentacidn a&cida
mixta, dado que muchas de las especies de enterobacterias como lo

es la K. coli, que puede producir cantidades suficientes de
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Acidos fuertes detectables con el indicador rojo de metilo
durante la fase inicial de la incubacidén, solo se consideran rojo
de metilo positivos aquellos organismos que pueden mantener este
pH bajo luego de la incubacién prolongada de 48 a 72 horas,

contrarrestando el sistema estabilizador de pH del medio. (46).

2 GLUCOSA + AGUA------- '2 AC.LACTICO+AC. ACETICO+ALCOHOL ETILICO+ 2C02+2Ha

b)Técnica:

Inocular en el caldo RM/VP (ver APENDICE 1I) con
un cultivo del organismo en estudio, incubar. Finalizado éste
periodo, afiadir directamente al caldo 5 gotas del reactivo de

rojo de metilo. (46).

c)Interpretacidn:

El desarrollo de un color rojo estable en la
superficie del medio indica que la produccién de Aacido es
suficiente como para bajar el pH a 4.4 y es una prueba positiva
(lo que se espera de E. coli). La prueba Rojo de nmetilo negativa
presenta un desarrollo de color amarillo en 1la superficie del

medio. (46)(58).(ver fotografla en el cuadro 1).

D.1.8)PRUEBA DE VOGES-PROSKAUER:

a)Fundamento:

La reaccidén de Voges-Proskauer (VP) se basa en la
deteccidn del acetilmetilcarbinol (acetoina), un productb final
derivado del metabolismo de la glucosa. Esta es metabolizada en

acido pirudvico, intermediario clave de la glucdlisis. A partir
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del &cido piruvico, wuna bacteria puede seguir muchas vias. La
produccidn de la acetolna es uno de los ciclos para la
degradacién de 1la glucosa en las bacterias. En presencia de
oxigeno atmosférico y de hidréxido de potasio al 40%, la acetolna
se convierte en diacetilo y alfa-naftol, el cual actlua como
catalizador para revelar un complejo color rojo.(38)(102).

Esta prueba sirve para separar a la E. coli (VP -) de los grupos

Klebsiella-Enterobacter (VP +).(58).

b)Técnica:

Inocular un tubo de caldo RM/VP (ver AFPENDICE 1)
con un cultivo puro del organismo en 'estudio. Incubar. Al
finalizar éste periodo, transferir 1 ml de caldo a un tubo de
ensayo limpio. Afiadir 0.6 ml de alfa-naftol al 5%2 v 0.2 ml de KOQH
al 40% (ver APENDICE Il para la preparaciédn de estos reactivos).

y dejarlo reposar durante 10 a 15 minutos. (46)(58).

c¢)Interpretacidn:

Una prueba positiva esta indicada por el
desarrollo de un color rojo a los 15 minutos de afiadir los
reactivos. La prueba no debe leerse luego de mas de una hora, ya
que cultivos VP negativos puede producir un color cobrizo, con la
consecuente posibilidad de una interpretacidén falsa positiva, vy
una prueba negativa 1o cual se espera en una especie como la
Escherichia coli da un color amarillo en la superficie del medio
(el mismo color del reactivo).(46)(58).(ver fotografia del cuadro

I)s
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*IDENTIFICACION FINAL:

En base a los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas, se
anotan perfectamente en una hoja y se comparan con el siguiente
diagrama, si se relacionan los resultados obtenidos, se tratara
de la familia Enterobacteriaceae, Género £Escherichia y especie

Escherichia coli. (46)(93).

BATERIA DE PRUEBAS BIOQUIMICAS

;GLUCOSA + CITRATO -

EGAS B e o R ) 1 R ) AR o RN @ MR W B AR MOVILIDAD +/-
%LACTOSA + H2S -

iSACAROSA +/- MANITOL +

;UREA - ROJO DE METILO +
?INDOL +/= VOGES-PROSKAUER -
(53) (93] ;
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No inoculado Positiva Negativa

Reaccién de la ureasa de Stuart,

o Positiva Negativa No inoculado Positiva Negativa

Prucba de reduccion del nitrato

Prueba del rojo de metilo

movil () Inmawil (-) o " " ot
ulado ; : ; 0= - Prucba del indol de Kovacs

Prucha de motilidad

No inoculado Positiva Negativa

Reaccion de Voges-Proskauer




E) PRUEBAS CONFIRMATORIAS:

E.1)PRUEBAS SEROLOGICAS X BIOLOGICAS
MAS COMUNES , UTILIZADAS EN LA

IDENTIFICACION DE ESCHERICHIA COLI COMO

ESPECIE Y SUBESPECIES:

La confirmacidn seroldgica y bioldgica es una parte esencial para

reconocer ciertas cepas patdgenas de K. coli.(53).

E.1.1)SEROTIPIFICACION: (Determinacion de

antlgenos H, K y 0).

La serotipificacidon para identificar cepas de E. coli capaces de

causar emfermedad entérica ha sido aplicada mayormente al grupo
de microorganismos conocidos como "enteropatogénicos". Este
método es complicado y dificultoso y muy rara vez produce
informacidn etioldgica definitiva. Algunos serotipos especificos
han sido también asociados con cepas enterotoxigénicas vy
enteroinvasoras de K. c¢o0li(53), este método consiste en lai
determinacién de antigenos H, K y O, mediante el uso de
antisueros preparados contra cepas seleccionadas enteropatdgenas,
enterotoxigenas y enteroinvasoras, buscando aglutinacidn (Ag-Ac)
como resultado de esto, este tipo de pruebas se encuentra en
forma comercial para los laboratorios clinicos, facilitando su

L]

uso, (93).
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B.1.2)YE_ L. I S _A:

Es un ensayo enzimatico con inmunoadsorbentés. Loe metodoe de
ELISA implican la unién de la toxina en filtrados de cultivos con
cavidades recubiertas con ganglidésidos de placas plésticas de
microtitulacidn.(53). La presencia de la toxina se detecta
mediante la adicidén de anticuerpos especificos y luego por la
adicidn de un anticuerpo conjugado con la enzima. Una reaccidn
con desarrollo de color indica una prueba positiva. Estas pruebas
han demostrado un 100% de sensibilidad y especificidad en

comparacién con los tradicionales ensayos con cultivos de

células. (53).

E.1.3)ANTICUERPO FILUORESCENTE:

Consiste en usas antisueros marcados con fluorescelna los cuales
se venden comercialmente frente a la muestra problema del
paciente y la observacidn al microscopio de fluoresecencia de una
reaccién Ag-Ac. Este tipo de técnicas no se usaban tanto porque
muchos antisueros no estan en venta vy el laboratorio no esté
equipado para tareas de marcacidén y control de calidad, ademiés de
la inversidn del equipo es conesiderablemente cara y se debe
disponer de un personal seguro y experto en esto, pero podemos
decir que es un procedimiento de seleccidn excelente y rapido gque

da mayor porcentaje de hallazgos positivos que la técnica de

cultivo convencional. (93).




E.1.4)RADIOINMUNOANALISIS: ( R I A ):

Se usa el marcado de los antligenos o los anticuerpos con isdtopos
radiactivos, lo cual permite su deteccidn en los inmunocomplejos
como en estado libre, en cantidades muy pequefias, puesto que la
radiactividad tiene sistemas de medida de extraordinaria
sensibilidad. Este métod wutiliza el principio de la 1inhibicién
competitiva de la unién de un inmunocomplejo de una molécula (Ag
0 Ac) marcada radiactivamente(16). Este método usa un contador
Geiger o de centelleo, el cual emite una radiacién la cual un
pulso luminoso la detecta con un fotomultiplicador, se amplifica

y se registra.(93).

E.1.5)COAGLUTINACION:

La coaglutinacidén con Staphylococcus aureus portador de protelina
A, conjugado con anticuerpo contra enterotoxinas de E. coli. Esta
técnica se ha hallado efectiva para la deteccidn de enterotoxinas

en lisados de colonias de E£. coli(53).

E.1.6)DETECCION DE TOXINA LT Y ST:

Se pueden utilizar varias pruebas, el modelo cladsico ha s=ido a)
la inoculacién del asa 1ileal de conejo aislada y ligada, que
produce una respuesta secretora después de 6 horas de haberse
inoculado la toxina, de manera que el asa se dilata y se llena de

liquido para estimulo funciocnal (ver figura No 20).(32)(84%).
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Cultivo de células CHO (células de owario de hfmster chino).

A. Cultivo de células normales.

B. Células alargadas, después:de 24 horas de incubacifn con un filtrado
de células de ETEC.

Inoculacifn del asa ileal de conejo aislada y ligada para la demostracion

de enterotoxina.

fig. 20
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y b) la toxina termolabil se puede demostrar también por los
cambios morfoldgicos que produce en los cultivos de celulas Y-1
de tumor adrenal del ratédn (redondeamiento) o de células ovaricas

(CHO) de hamster chino (elongacidn) (ver figura No 21 ). (84).

E.1.7)PRUEBA DE SERENY:

La E. c¢oli enteroinvasiva se reconoce por su capacidad de
penetrar e invadir las células de la conjuntiva vy cébrnea del
cobayo, produciendo una queroconjuntivitis; por instilacidn del
saco conjuntival, de 1 a 7 dias dan lugar a la aparicién de un

0jo hipéremico y edematoso, ( ver figura No. 21 ).(84).

FIG.No. 21
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E.1.8)HIBRIDIZACION DE DNA:

La hibridizacién de DNA ha sido aplicada con éxito a la deteccién
de enterotoxina de E. coli de colonias aisladas y directamente en
mustras de heces. La técnica emplea fragmentos radiomarcados de
DNA que codifican para enterotoxinas termolabiles y termoestables
de E. coli. La aplicacién de estas sondas genéticas a colonias
aisladas implica el desarrollo del microorganismo en estudic en
filtro de nitrocelulosa, el 1lisado de las colonias y 1la
hibridizacidén del DNA de las colonias con el DNA radiomarcadec. La
hibridizacidn se detecta por autorradiografia y las colonias

positivas estdn indicadas por una Area negra. (53).

E.1.9)HEMAGLUTINACION MANOSA SENSIBLE Y
MANO N :

La hemaglutinacidn es una técnica simple, rapida
y econdmica, en particular se pone en presencia y ausencia de D-
manosa o algun andlogo para diferenciar las adhesinas manosa
sensible (MS) o sea que las que son inhibidas por manosa de las
adhesinas manosa resistente (MR). Sin embargo el uso de la
hemaglutinacidn para 1la identificacién de adhesinas es con
frecuencia insuficiente y es cada vez mas comin que muchas cepas

de E. coli poseen adhesinas multiplee y algunas no aglutinan

usando eritrocitos.(32)(95).

E.1.10)ADHERENCIA A CEILULAS Hep—2:

En este método se usa cultivos de células Hep-2 para demostrar la

adherencia en 80% de las cepas EPEC aisladas de nifioe c¢con
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diarreas y que contienen pili tipo 1, CFA I & CFA 1II, ademas de
la toxinas ST v LT las cuales no presentaban adherencia a este
modelo celular. El método inm vitro consistla en adicionar una
suspensidén bacteriana, de la que se probarad adhesividad, sobre
uan monocapa de celulas Hep-2 con una pequena cantidad de D-
manosa e incubar durante 3 horas a 37°C. Después de la incubacidn
se lava con una solucidén reguladora de pH, para remover aquellas
bacterias que no se hayan adherido, se fija con metanol y se tife
con GIEMSA. La adherencia se observa por microscopla éptica. Este
estudio también se puede utilizar con cultivo de células HelLa
(células de carcinoma de cervix humano). En laboratorios de
rutina se restringe esta prueba por 1la inversidn tan cara de

esto. (33).

La disponibilidad de estos métodos hace que las
pruebas de enterotoxinas sean factibles para muchos laboratorios
y cuando estos métodos o similares estén comercialmente
disponibles en un futuro cercano, serd posible para todos los
laboratorios menos los mads pequefios, detectar enterotoxinas de E.

coli, para un mejor diagnéstico de la diarrea bacteriana. (53).
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ENTERGT OGXTGENITICA

A.1)ANTECEDENTES HISTORICOS:

Cuando se describié por primera vez a E. coli
enterotoxigénica como agente etioldgico en la enfermedad
diarreica en humanos, las cepas que se encontraron perteneclan a
una larga variedad de serotipos pero, con pocas excepciones, no

pertenecian a las clésicas cepas enteropatbgenas. (14).

Los determinantes de virulencia de ETEC
permanecieron asi obscuros por muchos afios: principalmente debido
&8 la incapacidad de reproducir la enfermedad causada por estas

cepas en animales experimentales. (88).

De y col. en 1956 publicaron resultados sobre
distencidén y acumulaciédn de liquido en asas ligadas de intestinc
de conejos inoculados con ultrafiltrados de cultivos de cepas de
E. coli aisladas de individuos con diarrea tipo célera, este
experimento se habla aplicado exitosamente al estudio del célera.
Estudios posteriores demostraron que ciertas cepas de E. coli
tenlan la habilidad de producir exotoxinas que al interactuar con
células epiteliales de la mucosa intestinal del hospedero
producian un aumentc en la secrecidén de agua y electrolitos, vy
con esto demostraron que habla tres variedades de ETEC (025, 055,
0111). Estos investigadores también examinaron aislamientos de E.

coli de 40 adultos con diarrea y concluyercn que no existia



correlacidn entre al Serogrupo de ok coli vy la

patogenicidad. (14)(88).

La colonizacidn del intestino tiene lugar
mediante un fendmeno de adherencia a la mucosa intestinal en la
mayoria de 1los casos y &sta se realiza a traves de ciertas
estructuras o apendices filamentosos gue se proyectan de la
superficie de la bacteria, denominados "fimbrias o pilis". Estas
estructuras son de naturaleza protelca, antigénicas y

termolabiles que no tiene relacidn algunas con los flagelos. (50).

El factor de colonizacidn mejor conocido es el
antigeno K88, donde el pili fue descrito en 1958 en colitis
patdgenas para el cerdo y se trata de un antigeno superficial, de
naturaleza proteica diferente de los antlgenos i

polisacaridos. (9)(84).

En 1966 Taylor y Bettelheim, ensayaron el
filtrado de un cultivo de E. coli, este filtrado habla sido
esterilizado con cloroformo v fué capaz de inducir secrecidn en
asa ligada de intestino, de manera similar a Vibrio cholerae,
destacando asi la produccién de enterotoxinas por cepas de K.
coli lo que parecla proporcionar la pieza final perdida del
rompecabezas, que relacionaba al cblera asistico con el cblera

Infantum. (88) .

Smith y Halla (1967) emplearon exitosamente la

técnica de asa ligada en una variedad de animales y mostraron que

la dilatacidén del asa podla ser inducida., no solamente por K.
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coli recuperada de animales con diarrea, sino también de

filtrados de cultivos. (88).
\

Smith y Gyles (1970) condujeron al descubrimiento
de dos distintas clases de enterotoxinas producidas por E. coli;
una es inactiva por el calor a 60°C durante 30 minutos v la otra
retiene la mayor parte de su actividad después de ser sujeta a
hervor durante 30 minutos. Por esta razdén se le llamé toxina LT
(termolabil) y ST (termostable) de K. coli respectivamente. Ambas
clases de enterotoxinas son citotdxicas y producen cambios no
letales en cultivos celulares, con efecto sobre el crecimiento y

metabolismo similares a los inducidos por hormonas.(92).

En este mismo aho se reportd que ademas de la
elaboracidn de toxinas ST vy LT, las cepas ETEC tenlilan la
habilidad para producir proteinas fimbriadas por medic de las
cuales se adherian a receptores especlificos en las células del
hospedero. Se han descrito a la fecha ocho de estos factores
adhesivos, cuatro en cepas ETEC aisladas de animales (K88, K99,
987P y F41) y cuatro en cepas ETEC aisladas en humanos (CFA/IL,
CFA/II v CFA/I11). Existen varias revisiones recientes sobre las
caracteristicas de estos factores adhesivos va que juegan un
papel muy importante en la patologia de estas

interacciones. (14)(50).

El papel de estos pilis en la patogenia de la
infeccidén quedd plenamente confirmado mediante la inoculacidén
experimental de cerdos con tres variedades de £E. coli; una que

posela los dos factores de virulencia (enterotoxina y antigeno



K88); otra conteniendo solo la enterotoxina y la tercera posela
Unicamente el antigeno K88. La tabla No. 10, presenta la posible
participacidn de estos factores de virulencia en el proceso
infeccioso, el cual al parecer requiere primero de la
colonizacidén del intestino delgado, seguido de la produccidn de

la 0 las enterotoxinas.(32)(73).

La significacidén de ETEC en la diarrea del
viajero empezd a clasificarse en el reporte por Rowe y col.
(1970), en el cual un serotipo Unico (0148:HZ8) producia una
toxina que era responsable en 54% de casos de diarrea, en un
grupo de soldados que habin viajado a Aden. Observaciones '
similares se hicieron por Dupont y c¢ol. (1971) en las tropas de
USA, en el lejano Oriente, de los cuales el mismo grupo se

aisld. (59).

Al igual que las enterotoxinas, la producciédn de
estos factores estd controlada genéticamente por plasmidos,
algunos de los cuales han podido transferirse a cepas de E. coli

K12 para construir mapas que permitan su estudio.(14).
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TABLA No. 10.

CbLONIZACION Y PRODUCCION DE DIARREA POR beERENIES T1POS

DE CEFAS DE Escherichia coli INOCULADOS EN CERDOS

MULTIPLICACION EN
Escherichia coli INTESTINO DELGADO DIARRKEA
K88+ Ent LT+ + + + + + 4+ + +
K88+ + + + + +
Ent LT+ - -
(73)

Cuando se llegd al conocimiento de que plasmidos
transferibles controloban la produccidn de enterotoxina, se pensd
que virtualmente cualquier cepa de K. coli podria ser

enterotoxigénica por la adquisicidén del plasmido apropiado.(82).

En 1973 Sack inmunizd conejos con cultivos
filtrados que contenian LT demostrando una respuesta inmune
sistématica contra la toxina y proteccidén contra cepas homblogas.
A partir de entonces se han elaborado toxcoides a base de LT
purificada inactivada con calor o formaldehido. A pesar de su
efectividad en animales, los estudios con voluntarios humanos han
sido poco satisfactorios, a la fecha ninguno de estos inmundgenos

se han utilizado en pruebas de campo.(14).

El desarrollo de recombinantes genéticas capaces
de producir uJUnicamente subunidad B de LT ha permitido la

elaboracidn de un nuevo grupo de vacunas con buena efectividad en
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animales de experimentacidn. Faltan por reportarse estudios en

humanos utilizando estos productos. (14).

El primer factor de c¢olonizacidén en cepas de ETEC
de origen humano fue descrito por Evans y col. en 1975 (26) y se
refiere como CFA/I, fue encontrado en cepas ETEC de los
serogrupos 015, 025, 063, 078, ,0128, 0153 (ver tabla N° 14).
Evans y col. en este mismo ano , publicaron la base de un patrén
particular de hemaglutinacidn y ser confirmado posteriormente por

el uso de antisueros contra CFA/I1.(26).

En 1976 Orskov vy <col., encontraron un grupo
definido de serotipos de ETEC cuando examinaron un gran numero de
cepas. Aparentemente la presencia de ciertos antigenos ‘ot 'y
algunas veces K’ indica una alta posibilidad de que una cepa sea
enterotoxigénica. Se ha observado que E. coli O78H11 y QO78H12 son
enterotoxigénicas, mientras que las cepas 078 sin estos antigenos
H especificos rara vez lo son. De la misma manera K coli 06H16 es
casl siempre enterotoxigénica, mientras que en cepas 06 con otros

antigenos H, usualmente no lo son.(82).

Algunas de estas cepas de E. coli
enterotoxigenicas, también tienen un antlgeno K especifico; por
ejemplo casi todas las cepas O6H16 poseen el antigeno K15, vy
muchas de estas cepas enterotoxigénicas tienen también patrones
comunes de fermentacioén (50), asi mismo una asociacién entre el
serotipo y el tipo de enterotoxina; el serotipo 06H}6 casi
siempre produce ambas toxinas, mientras que el serotipo 0128H
(variable) produce solamente ST. Esta asoclacidén entre los

antigenos de pared mediados por el cromosoma celular y la
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produccidén de enterotoxinas y fimbrias mediadas por pléemidos, no

esta aclarada. (82).

\

En 1977 Evans y c¢ol. observaron que serotipos
como O6H16 y O78H11 son menos propensos a perder plasmidos que
los otros serotipos antes mencionados, y gracias a la pérdida de
la capacidad para producir toxinas 81 y L1, permitid clasificar a
los aislamientos de E. c¢oli en cuatro grupos, de acuerdo a la
estabilidad o inestabilidad, &l la produccidn de las

enterotoxinas, particularmente en la toxina termoléabil.(82).

En este mismo afio, estose autores especulan la
posibilidad de que tales serotipos sirvan como reservorios de los
pladsmidos ENT+ en la naturaleza, transmitiendo estos pléasmidos a

otros serotipo. (50).

Evans vy col. (1978), describieron un segundo
factor de colonizacidn distinto antigénicamente de CFA/I vy
referido a CFA/II v que fue asociado con serogrupos 06, 08, 080,
y 085 (ver tabla N°® 11). CFA/I1I mostrd un diferente patrdn de

hemaglutinacidén que el de CFA/1. (27).

En 1980 Levine, demostrd que cepas en las que su

papel patdgeno se hablan demoetrado por incculaciones
experimentales en voluntarios humanos, careclian de CFA/I o
CFA/11. En estas cepas, otros organelos o] propiedades

superficiales pueden actuar como promotores de la adherencia vy la
colonizacidén de la mucosa del intestino delgado, de lo que se

concluye que CFA/I v CFA/IT no son un prerreguisito de virulencia




para todas las cepas de E. coll que causan diarrea en

humanos. (50) (56).

Los progresos para desarrollar inmundgenos contra
ST han sido mas lentos. El bajo peso molecular de esta toxina ha
sido el problema bdsico a rescolver por no ser inmunogeénica en su
estado natural. Recientemente se han reportado varios intentos de
inmunizar contra ST al unir la toxina con diferentes moléculas

acarreadoras.(14).

Los estudios del grupo de Klipstein y col. (1982)
en ratas vacunadas con ST purificadas o elaborada artificialmente
unida a LT como molécula acarreadora muestran una alta eficacia
contra cepas productoras de ambas enterotoxinas; faltan sin
embargo estudios en humanos para considerar su posible uso en

estudios con poblacidn abierta.(14).

Cravioto y col.(1982) , demostraron que las cepas
identificadas tentativamente como CFA/I1, sobre bases de patrones
de hemaglutinacidn, eran en realidad combinaciones de tres
distintos antligenos, los cuales les llamaron componentes 1, 2 y
3, 3Smith (1982) hizo observaciones idénticas y denomind a estos
antigenos como CS51, CS2 y CS3 (ver tabla N° 11) . CS3 estuvo
presente aparentemente en todas las cepas. Sin embargo,
dependiendo del serotipo y el biotipo, observaron cepas que
expresaban CS1 y C52 al mismo tiempo, no fueron encontradas.
Smith y col. , reportaron que un solo plasmido <codifica para los
genes de CS1, cs2 y CS3 vy la determinacidn de cual antléeno g=a
expresado, estd determinado en funcidén de la bacteria hospedera

de K. coli y relaciona al serotipo y al biotipo.(63).
207




La aclaracién de la familia de antigenos de
CFA/I1 proporcioné 1la informacidén béasica, pero no mejord el
numera de serogrupos "O", que podrlan estar ‘correlacionados con
la presencia de fimbrias de colonizacidén. Thomas y col. (1982),
describieron un nuevo factor de colonizacidn, fue encontrado en
ETEC de serogrupos 025, 0115, y 0167, Estos autores han mostrado
que E8775 se parece a CFA/Il y consiste de una familia de tres

antlgenos, llamados CS4, CS5 y CS6.(63).

Mas adelante McConnell y col. (1986) ,
identificaron que se encontraban en algunos serogrupos "0" de
ETEC, a los que previamente no se les hablan encontrado factores
de colonizacidén entre ellos, se incluyen loe ESerogrupos comunes

027 y 0148 (ver tabla N° 11).(64).

El Ultimo de los serogrupos "O" importantes de
ETEC no asociado a un factor de colonizacidn conocido fue el 0159
(ver tabla N° 11). En contraste con otras cepas ETEC, asociados
con factores de colonizacidén manosa resistente. Tacket y col.
(1987), observaron una fimbria diferente no hemaglutinante, que
purificada mostrdé gque era codificada por un pléasmido de 27
megadaltons, que a su vez tambiéen codifica para las toxinas LT y
ST v demostrdé que es antigéenicamente distinta de los otros
factores de colonizacidn descritos y mostrd que estéd presente en

las cepas 0159:H4 aisladas de diversas partes del mundo. (56).




TABLA No. 11

RELACION DE SEROGRUPOS "O" Y FACTORES DE COLONIZACION EN

Escherichia coli ENTEROTOXIGENICA

o,
T WU . TR TN T WA S SRR SN s (O S | W W D
§  ANTIGENO FIMBRIADO SEROGRUPOS "O"
B o i e B e M R e L N ST
0
9 CFA/I 15,25, 63, 78, 128, 153
o
9 CFA/II
5 cst 6, 139
5
;) cS2 o
o
a3
3 CcS3 6, 8, 80, 85, 139
§ E8775
]
Q
0 CS4 25
\3
0 css 92, 115
g CcS6 25, 27, 92, 115, 148, 169 g
B £
9 PCF0O159 159
(56).
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‘ A.2Z2Z)GENERALIDADES:

Escherichia coli entefotoxigénica son
microorganismos los cuales producen enterotoxinas codificadas
por las pléasmides ENT (50). Aungue tedricamente cualguier
serotipo podria ser portador de plasmidos ENT y producir por
tanto, enterotoxinas (84). Estos gérmenes no se identifican con
base en la clasificacién por serotipos(50). En los ultimos afios
se han acumulado evidencias que sefialan a las cepas
enterotoxigenas de K. coli como causa de graves enfermedades
diarreicas en el ser humanc (29), estc se debe principalmente a
la elaboracidn de tipos importantes de énterotoxinas, llamadas
toxina termolabil (TL), toxina termostable (S8S1) ¢ ambas. Los
factores de adherencia a superficies son tambén importantes, va
que parecen ser requeridos por los microorganismos para adherirse

& la mucosa intestinal, donde elaboran las toxinas.(19)(53),

Ahora se sabe que muchas de las cepas de ETEC
poseen factores especificos de adherencia que las capacitan para
colonizar el intestino delgado (50) (se ha demostrado por
fluorescencia, que el microorganismo se localiza en la superficie
del epitelio, pero no penetra la superficie mucosa y no causa
respuesta inflamatoria perceptible) £32) . Estos factores
antigenicos de colonizacidén (CFA/1 y CFA/11) contribuyen a 1la
produccioén de enfermedad por estas bacterias toxigenas. Los
factores de colonizacidn se visualizan por microscopla
electrdnica como estructuras filamentosas que semejan

franjas. (50).
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Aproximadamente de 40 a 50% de ETEC sdélo produce
toxina termostable; del 30 al 40% produce toxina termostable vy
termolabil vy del 20 al 30% sélo produce toxina
termoldbil.Cualquiera de estas ETEC puede dar lugar a enfermedad,

que es del tipo de malabsorcidn. (50)

Aun cuando decididamente las toxinas intervienen
en el proceso patoldgico , son necesarias para la patogénesis
otros factores, como la propiedad del microorganismo para
adherirse al epitelio intestinal y colonizar el intestino. Se ha
identificado un factor colonizador mediado por un plédsmido. Dicho
factor es regulado por un plasmido transferible, diferente del

pldsmido ENT. (29).

Se ha demostrado en voluntarios que la
administracién de una variante ETEC, que habla pérdido la
capacidad de adherencia, pero conservaba la de producir
enterotoxina, fue incapaz de producir diarrea a diferencia de la
cepa original, lo que seflala la importancia de la 1liberacién de
toxina a nivel de la célula diana (enterocito) para la produccidn

del cuadro clinico. (84).

Por otra parte, las cepas enterotoxigenas
presentan fimbrias con adhesinas MR, espec{ficas de especie, que
facilitan la adherencia. Se han denominado antigenos “K'en las
cepas de origen animal y factores de colonizacidn (CFA) en las
cepas humanas, pero se tiende a designarlo como antfgeno§ F, los
factores de colonizacidén para las cepas patégenas para el hombre
CFAI o F5 (ma&s frecuentes en los serogrupos O 15, 25, 63, 78,

128), CFAII o Fé6 (6, 8, 80, 85) y E8775 (25, 115, 167).(84).
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A.3)P A T S G . E N T 5

La capacidad para causar enfefmedad diarreica no
esta restringida a ningun serotipo especial de ¥. coli, sino que
parece depender de la presencia de un factor de colonizacidn
mediado por un plasmido que le permite que EK.coli se adhiera a
las mucosas del intestino delgado, y de uno o mas plasmidos que
codifican la produccién de una o ambae toxinas que causan diarrea
y que pueden ser producidas por E. coli. La mavoria de los
aislamientos de pucientes con enfermedad diarreica grave en
Bangladesh produjeron ambas toxinas (8T v LT), mientras que los
aislamientos de pacientes en otras nacidnes en desarrollo han
mostrado capacidades ampliamente variables para la produccidn de
ST, TL o ambas. El amplio espectro clinico puede estar, en parte
relacionado con la produccidn predominante de ST vy TL por los
microorganismos implicados. El estudio nutricional del huésped
también puede ser un factor para determinar la respuesta clinica

a ETEC.(39).

A.4)M E C A NI S M O:

Su mecanismo de accién es semejante al de coblera;
el cual se basa en la produccidén de enterctoxinas, ambas
enterotoxinas estimulan la adenilciclasa en el epitelio del
intestino delgado causando diarrea secretora. (32)(82). No
obstante para que este microorganismo sea capaz de producir
enfermedad es necesario superar los mecanismos de defensa propios

del hospedero. (82).
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La ingesta con el agua o los alimentos de wuna
dosis elevada de estos microorganismos (107 a 10®) facilita 1la
adherencia (factor de colonizacién o fimbrias MR) a las
microvellosidades de las células epiteliales del intestino
delgado, la toxina producida se fija en el receptor celular
({ganglidésido GM1) estimulando la adenilciclasa, gque por vla del
AMP cliclico produce un aumento de la secrecidén de liquido vy
electrdélitos (cloro y sodio) a la luz intestinal.En consecuencia

se produce diarrea. (84).

A.S)IMANIFESTACIONES CLINICAS:

-

La diarrea <que producen los ETEC =5 severa VY Sus
manifestaciones clinicas son semejantes a las producidas por las
del cdlera (12). Tanto las observaciones clinicas como los
estudios en voluntarios indican que 2l periodo de incubacidn se
encuentra generalmente entre 24 y 72 horas. El cuadro que se
presenta a continuacién es muy variable, incluye desde la
enfermedad fulminante de tipo cdlera observado con frecuencia en
el subcontinente hindd hasta el mucho méas leve "turista" en
México (11), en el <cual un inoculd de 100 a 10 000 millones de
microorganismos produce la enfermedad en adultos; Los sintomas
son diarrea acuosa moderada, cdélicos abdominales, y a veces
algunos grados de fiebre que resultan molestos pero no ponen en
peligro la vida(39), cura espontaneamente y dura de tres a cinco
dias en un huésped normal, pero si hay deshidratacidn grave en

L]

lactant=s aumenta la morbilidad (50).
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La diarrea por malabsorcidén es con evacuaciones

ligquidas (53), ein sangre ni leucocitog (50). En casoe
fulminantes, la diarrea grave rara vez dura mds de 24 a 36 horas,
en casos leves de enfermedad los sintomas desaparecen mas
gradualmente, persistiendo en ocasiones durante una semana o

mas. (39).

A.6)SEROGRUPOS "O" MAS FRECUENTES:

En la prdctica se han observado que solo las
cepas de algunos serogrupos O producen con frecuencia los
siguientes:"0" 6, 8, 15, 20, 25, 63, 78, 80, 85, 118, 128, 148,

159, 167).(16).
En la siguiente tabla N° 12 se muestra Serogrupos

"O" de K. coli asociados con serogrupos de heces normales en

infecciones humanas. (29).
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TABLA No. 12

—— = ————— " ————— " ——————————— = == = = = ===

., HECES NORMALES E T Eie
AT B SO KPS S U e M
2 o1 01 080 0153
2 02 06 085 0159
= 04 07 088
g 05 08 089
9 06 09 099
2 07 015 0101
g 08 020 0109
: 018 025 0114
g 020 027 0115
0 025 060 0126
@ 045 063 0128
g 075 075 0142
: 081 078 0148

(59) .

A.7)Z. .0 M U N I D A D:

Los seres humanos producen anticuerpos de IzM
sérica y de 1IgA secretoria para el antigeno homdlogo "O" de una
cepa infectante de ETEC. Estos anticuerpos no evitan la
adherencia del microorganismo y la accidén de 1la toxina(50).
Naturalmente la diarrea ETEC adquirida induce una respuesta de
anticuerpo sérica a 1los lipopolisacaridos (LPS) y a la toxina
termolabil al calor, pero se han dado a conocer reportes en los
cuales existe una prevalencia de edad en titulos de ant}cuerpos

(IgG) a la enterotoxina (LT),en el primer afo de vida,los

primeros seis meses de vida y seguido de un incremento marcado en

215




los titulos de ninos de 6 - 12 meses de edad, en el segundo afio
de vida se correlaciona bien con los titulos de anticuerpos de 6
- 12 neses de edad, no hubo ningun incremento posterior y en el
tercer ano de vida cuando la incidencia diarreica disminuyd
sustancialmente hubo una uvicuidad no explicada de diferencias de
titulos de anticuerpos contra ETEC en partes en desarrollo vy
partes industrializadas, se observaron prevalencia alta de
anticuerpos en nifios ecuatorianos en contraste a una prevalencia

baja en ninos germanos(10).

La inmunidad humana a la ETEC gastroenterica
depende probablemente mas de la presencia del factor de
anticuerpos antiadhesivos, que son secretados en el lumen
gastrointestinal y bloquean la adhesidn bacteriana del coldén y de

éste. (59).

La efectividad de una vacuna antiadhesiva contra
cepas ETEC debe estar asociada a un adyuvante (tipo polisacéarido)
para ser efectiva a nivel intestinal. La posibilidad de vacunar
humanos con productos bacterianos estd aun en fase experimental.
Con objeto de evitar la inoculacidén de recién nacidos y lactantes
con proteinas bacterianas se ha pensado que la vacunacidn contra
diarrea en estos grupos de edad pudiera ser de tipo pasivo a
través de anticuerpos especlficos en calostro y leche de madres

inmunizadas con estas protelnas durante el embarazo. (14).

Considerables trabajos se orientan al desarrollo
de una vacuna oral, como candidato viable para prevenir la
diarrea que causa ETEC. Entre algunas de las vacunas propuestas
se incluyen fimbrias CFA purificadas, toxoide LT/ST, E. coli
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muertas, fimbriadas o cepas atenuadas de E. coli (A-B+,
fimbriada, toxoide ST). Klipstein vy col. (1987), informaron que
la administracidén oral de un toxoide sintético LT/ST a
voluntarios, fue bien tolerado y estimulaba la produccidén de

anticuerpos intestinales contra LT y ST.(56).

Levine y c¢ol. han explorado el uso de K. coli no
toxigénicas, pero que expresaban antigenos para factores de
colonizacidén, para ser empleados como una vacuna oral viva.
También observd que se podrian utilizar como vacunas la ingestidn
de receptores (GM1), para que bloqueardn a la toxina en
ETEC. (56).

Existen numerosos estudios por Cravioto y col.
(1990), que demuestran gque la alimentacidn al seno materno
protege a los nifos contra diarrea (51), se sabe que la leche
materna ayuda a proteger lactantes contra infecciones enterales
en los primeros meses de la vida. Se piensa que esta proteccidn
esta dada fundamentalmente por la presencia de anticuerpoes
especificos de tipo IgA secretora (slIgA), asi! como de otros
factores no globullnicos contra la enterotoxina labil al
calentamiento y factores de colonizacidn CFA/I, CFA/II utilizadas
por cepas enteropatdgenas de kscherichia coli, presentes en la
leche materna contra diferentes microorgzganismos o sus productos.
Varias investigaciones han demostrado la presencia de sIgA
especifica contra LT y CFA/I producidos por ETEC, pero & ha
visto también que el efecto de proteccidn no &s constante. (51).

Lé elaboracion de inmundgencs a partir de
microorganismos aislados de estudios epidemioldgicos sobre
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etiologla de diarrea aguda y su transmisién en la comunidad

pucden constituir wuna base para programas de accidén & nivel

L}
comunitario.(14).

A .B5) A T N L5

Las infecciones de ETEC son tratadas con

antibidticos cuando el paciente es sintomatico v Ee ha
identificado el microbio(50). Las pérdidas intestinales de
liquido son cualitativamente idénticas a las del célera. Por lo

tanto, en aquellos pacientes que presentan deplecién =salina
clinicamente importante, 1los principios de administracidédn de
ligquidos son idénticos a los descrites por el célera. Las
soluciones por vla bucal que contienen electrélitos y glucosa c©
sacarosa son muy efectivas para corregir la deplecién salina. La
tetraciclina, 30 mg/Kg. al dla, administrada por via bucal a
intervalos de 6 horas durante 48 resulta eficaz para disminuir la
duracidén de la enfermedad pero no es un elemento esencial para el
tratamiento. La doxiciclina, 100 mg. al dia, es de un valor
profilactico muy significativo contra la diarrea de los viajercos
a causa de ETEC. No se ha demostrado la eficacia de los agentes
antiperistalticos como losg anticolinérgicos o el Lomotil en 1la

diarrea enterotoxigena por E. coli.(39).

La mayor parte de los investigadores estan de
acuerdo que la enfermedad clinicamente aguda debe ser tratada y
la mayoria recomendaria terapia de amplio espectro, con un agente

tal como el trimetropin-sulfametoxazol (TMP-SMX), mas bien que el
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subsalicilato de Bismuto (BS3S), la propiedad mas importante del
BSS es la capacidad de evitar la adherencia de células
epiteliales & la colonizacidén intestinal atraves de una accidn no
especifica e inactivacidn de 1la enterotoxina asociada con ETEC.
Estudios realizados demostraron que el BSS tiene ventajas sobre
los antibioticos, va que estos suprimen la flora intestinal
normal, ademas el uso de este solo promueve la resistencia
antibiotica de la K. coli, asi como también solo protegen durante
el periodo de administracidn y causan reacciones adversas tal

como colitis.(36).

El subsalicilato de bismuto, 60 ml. cada hora, 4
dosis en total proporciona alivio sintomdtico (defecaciones mencos
frecuentes, cbélicos abdominales menos intenscos) pero no tiene

efecto sobre el volumen total de la materia fecal.(50).

En nuestro pals no existe un control adecuado en
la venta vy administracidn de los antimicrobianos, esto mismo
puede favorecer la seleccidn de cepas de ETEC multirresistentes

haciendo mads dificil su tratamiento en la cllinica.(2).

A.9)EPIDEMIOILOGIA:

Debido primordialmente a que las actuales
t&cnicas para demostrar toxigenecidad continlan siendo
engorrosas, la epidemiologla de 1la diarrea por ETEC no es bien
conocida(39). La-ETEC es responsable de la mayorla de lous casos

de diarrea del turista en visitantes de las naciones en

desarrollo en América del Sur, Africa y Asia(39), y se transmiten
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por via fecal-oral, a menudo ege efectla con un vehiculo de
alimentos o agua contaminados que permite que los gérmenes se
multibliquen{SO) . La ETEC también es una de las dos causas
(junto con los rotavirus) de enfermedades diarreicas agudas en
nifios(principalmente en lactantes menores de 18 meses de edad) en
todos los paises en desarrollo. La ETEC ha sido implicada como
una causa Iimportante de enfermedad diarreica fulminante tipo
cblera, en pacientes adultos en el sur y sudeste de Asia, pero
generalmente con una diarrea leve vy autocurable en adultos en

otras partes del mundo que estén en desarrollo. (39).

S&lo brotes ocasionales del padecimiento se han
relacionado con agua contaminada(39)(50). La diarrea de los
viajeros representa de un 60 a 70% de los casos de diarrea en los
viajeros de los palses industrializados que visitan las naciones
en desarrollo.(32). La ETEC rara vez ha resultado implicada en
las enfermedades diarreicas episddicas en nifios v adultos de EUA,
debido tal vez a la falta de métodos practicos para la deteccién

de eneterotoxinas(53).

En algunos serotipos de K. coli enteroloxigena
(por ejemplo, 078:H12) que tiene distribucidén mundial, otros
tienen una distribucidn limitada reconocida (por ejemplo

Q159:H{variable} en Japdn; 0139:H28 en Brasil). (42).

A-.3O0E. R . O F X L A XK I S5:

Las practicase higiénicas cuidadosas, con especial

atencidn a la ingestidn de agua potable v a los alimentos mal
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cocinados, un cuidadoso lavado de manos, asi como una eliminacidn
de todos los materiales contaminados cuando se estd viviendo en
un ambiente generalemente insalubre, proporcionan la mds adecuada
proteccidn contra E. coli enterotoxigena(50). También =s bueno
mencionar la eliminacidén sanitaria de heces humanas. Ya se ha
detallado la profilaxis con doxiciclina, la cual es muy efectiva
en 60% a 90%, variando dicha eficacia con la sensibilidad del
ETEC a la tetraciclina en al area geografica.(11). La
disponibilidad clinica eventual de una vacuna efectiva reducira o
eliminara la necesidad de ya sea la profilaxis o tratamiento de
diarrea del wviajero inducida por ETEC.(66). La efectividad de
todos los tratamientos dependerd del desarrollo concomitante de
servicios medicos accesibles, programas domiciliarios de
rehidratacidén oral, educacidén y mejoramiento del saneamiento
ambiental, que en conjunto lleven a una reduccién real de la

morbilidad infantil por diarrea en palses en desarrollo.(14).

Otros metodos de prevencidn que se han estudiado
son el usar la leche materna al principio de la vida de nifos
pequenos con diarrea, va que esta leche posee factores
globulinicos y no globulinicos contra la enterotoxina labil al
calentamiento, ademas de que contienen numerosas protelnas,
grasas y carbohidratos, , todo esto incrementa ' ofrece
oportunidades de utilizar esta leche materna como un vehiculo de
vacunacidn pasivas a través de inmiunizar madres durante el

embarazo con mecanismos de patogenicidad contra ETEC.(51).
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B.1)ANTECEDENTES HISTORICOS:

Entre las décadas de los ahos 1920s y 1950s, hubo
una declinacidn no explicada de "diarrea del verano” (estudiada
en 1889) en la poblacidn en general.(95). Los brotes de
gastroenteritis en Aberdeen y London, Giles y col. en 1948
demostraron que se debia a serotipos 055:B5 y 0111:B5 de E. coli,
desde entonces el numero de otros sgerotipos de E. ¢€6li

.

enteropatégena (EPEC) se han identificado (Taylor 1961) como se

muestra en la tabla siguiente. (95).

SEROGRUPOS O DE E. Coli ENTEROPATOGENA ASOCIADA CON HECES NORMALES.

CASOS ESPORADICOS

—— i ———— T ——————— - —— o —— o ————— o —————————— " —— o — = ——

o1 018 Q127 01
02 020 o128 2
04 0Z6 0142 04
05 Q44 0158 06
06 055 Q159 08
o7 086 015
o8 0111 021
o1is Q112 051
020 0114 075
oz2s5 o119 085
045 0124
Q75 0125
o081 0126
(95)

Neter y col. acufharon el termino de HKscherichia

coli enteropatdégena (EPEC) en 1955; v en este Lérmino agruparon a
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los serotipos de E. coli relacionados epidemioclbgicamente
en estudios de diversos paises y fueron aislados con frecuencia
significativa de nifios con diarrea y no de controles sanos;
ademas se demostrd su patogenicidad en voluntarics al causar
enfermedad (54). Las principales E. coli enteropatdégenas
identificadas pertenecen a un numero limitado de serogrupos

(Tabla No. 186).

Las cepas EPEC recolectadas de diferentes brotes
de diarrea infantil y también de aislamientos recientes de nifios
fueron examinadas y no se encontrd la presencia de enterotoxinas
LT ni ST, asl como la capacidad de invasidn a células
epiteliales; estas propiedades solo se presentaron en raras

excepciones(23) (34).

Orskov y col. demostraron gque las capas ETEC
pertenecian a diferentes serogrupos de los de EPEC y dieron la
recomendacidn de que no era conveniente tipificar serdlogicamente

las cepas (77).

Escherichia coli con propiedades
enterotoxigénicas (LT & ST) e invasidn a células epiteliales
encontradas en pacientes con diarrea, fue bien establecida por
los afios de 1974 a 1976 y las de EPEC desde 1945. Al tipificar
las cepas de casos esporadicos aislados de diarrea, sdlo muy
pocas pertenecieron a los SEerogrupos clasicos de EPEC
involucrados en brotes epidemiolégicos de diarrea ‘infantil

ocurridos en la década de 1940 - 1950. (81)




Se observé que no habla una relacién directa
entre las cepas EPEC y las cepas productoras de enterotoxina ¢
ETEC (34), aumentando as! la confusién y poniendo en duda a las
cepas EPEC como cepas productoras de diarrea, por no tener
posibilidad de sefialar cual es el mecanismo de patogenicidad que

le caracteriza y destacando as! a las cepaes ETEC.(81).

Estos hechos precipitaron grandes controversias
llegando a <conclusiones tales como: 'que las cepas EPEC en
realidad no eran patdgenas, porque ellas no manifestaron las

conocidas propiedades de virulencia" (81).

Las evidencias epidemioldgicas, obtenidas por
varios investigadores sefialaron que las cepas EPEC <clé&sicas eran
obviamente patdgenas, pero causaban diarrea por mecanismos
distintos de LT, ST e invasidén a célulacs epiteliales (24). Sin
embargo, en la mayoria de las Escuelas de Medicina vy Hospitales
no se les daba importancia vy argumentaban que la tipificacién
seroldgica para clasificar a estas cepas debla desaparecer vy el

empleo de antisuero resultaba inoperante (67).

Levine vy col. (1978) del Centro para Desarrollo
de vacunas de la Escuela de Medicina de 1la Universidad de
Maryland, Baltimore: administraron désie orales en adultos
voluntarios de 10*"6 a 107”8 UFC/ml y provocaron diarrea definida
en éstos. Este experimento renovd el interés por el estudio de
las cepas EPEC. Ellos wutilizaron cepas EPEC almacenadas durante
siete ahos y que hablan cuasado un brote de diarrea en la Gran
Bretafia, ademds, estas cepas se caracterizaban por no producir

enterotoxinas LT ni ST y por no ser invasivas. (95).
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Este estudio estimuld nuevas investigaciones
sobre la patogénesis de la diarrea causada por cepas EPEC, asl se
obtuvieron nuevos resultados que apuntaban hacia la evidente
patogenicidad de EPEC, pero cuyo mecanismo hasta la fecha no ha

quedado aclarado. (95).

ADHERENCTIA

El evento 1inicial para poder iniciar una
infeccidén es la adherencia; E. coli tiene primero que adherirse a
las células de la mucosa intestinal y multiplicarse, lo que
promueve la colonizacidén del intestino, compitiendo con la flora

autdctona por alimento y espacio. (25)(32).

Ferguson (1952) demostrd que las cepas patdgenas
de E£. coli colonizan el intestino delgado, 1o que sugiere
fuertemente que la bacteria debe poseer un componente especial
que le permita adherirse y no ser eliminada por el peristaltismo

intestinal. (40).

Las cepas EPEC (1956) no exhiben formas
uniformes en los patrones de hemaglutinacidn (como lo muestran
las cepas ETEC) y varios investigadores tienden a volver a
emplear otros modelos experimentales para demostrar la capacidad
adherente de estas bacterias. En 1975, Moneish vy col.
describieron una cepa EPEC (026:Hl1) que se adhiere "in vitro" a
pedazos de tejido intestinal de un feto humano. Esta adherencia

L

no fue afectada por la manosa. (67)(90).

226




Salit en 1977, fue €l primerc en probar cultivos
celulares de ceélulas Vero (rifion de mono verde Africano), en
dondelobs&rvb que las cepas que poseen pilfﬁ tipo 1, se pueden
adherir, estableciendo un modelo de adherencia de Procariote-

Eucariote. (18).

Polotsky vy col. (1977) observaron que las cepas
EPEC causan una lesidn histopatoldgica caracteristica en el
intestino humano, la ultraestructura es visible por microscopila
electrdénica vy no la presentaron las cepas ETEC. la lesidén se
caracteriza por la destruccidén de las microvellosidades
producidas por 1la bacteria EPEC, tipicamente gin evidencia
aparente de inavasidn. Las bacterias se unen en forma intima a la
membrana del enterocito y éste envuelve parcialmente a la

bacteria dando apariencia en pedestal.(47).

En el mismo aho, Cantey v Blake encontraron una
cepa patdgena para -conejos a la que llamaron RDEC-1, que
pertenece al serogrupo ©0155:H, que desde luego no e€s una cepa

EPEC cléasica. (50).

Posteriormente Williams y «col.(1978) siguieron
con los estudios anteriores de adherencia, y observaron que esta
era codificada por un plésmido de 56 megadaltone, designado como
pLG101, conjugativo asociado a un tipo colicinogénico.(44)(45).
Cravioto en 1979, estudid los brotes producidos por cepas EPEC en
Gran Bretaha, Irlanda vy Australia, encontrd que el 80% de las

cepas EPEC, se pueden adherir a las células Hep-2 v a su vez no
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poselan los antigenos CFA/I, CFA/II ni pili tipo I; el modelo de
cultivos celulares demostrd ser muy util para evidenciar un
posible mecanismo de patogenicidad de las cepas EPEC; es decir,

la adherencia. (88).

Ulshen y Rollo (1980) describieron una lesién
semejante a la descrita para la cepa RDEC-1 a partir de biopsias
del intestino delgado de wuna nifia de siete semanas de edad con
una diarrea severa Yy persistente de dos semanas, recuperandose

cepas de serogrupos clasicos EPEC (0125 y 0119).(100).

Wilson y col. en 1980 (24), encontraron que no
todas las cepas 026 producen la toxina VT y que otros serotipos
también la pueden producir. Estos reportes fueron muy pequefios y
aislados, por lo que no provocd interés de parte de la comunidad
cientifica en esa época. Sin embargo, Scotland y col. en este
mismo afio, trabajando con <cepas EPEC encontraron que los

serogrupos 026 y0128 fueron productores de la toxina VT.(25).

Candy y <c¢ol. (1981) observaron que la misma cepa
(026:H11) se adherla fuertemente a células epiteliales bucales de
adultos sanos pero la aplicabilidad de este modelo a otras cepas

EPEC no ha sido publicada.(67)(90).

Las cepas EPEC al no poseer los antigenos CFA/I o
IT ni EB775, probablemente deban de poseer algun otro mecanismo
de adherencia que hasta ahora no parece mediado por pilis, de
manera tal que habrla que buscar algln otro modelo experimental
para demostrar como O porque mecanismo se adhieren estas

cepas. (57).
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Clausen y Christie (1982) encontraron en cepas
EPEC, pertenecientes a los serogrupos Q111 y 0119, que
efectivamente se podian adherir a células Hep-2 y que ademas se
unian en forma de agregados con aspecto semejante a
"microcolonias" (11). El1 trabajo considerado como el mas
importante dentro de la patogénesis de las cepas EPEC, lo realizd
Rothabaum en este mismo afio (50) quien en 18 nifios con diarrea
encontraron por medio de la técnica de inmunoperoxidasas que la
cepa 0119, se encontraba adherida al enterocito, causando una
destruccidn del glicocalix y de las microvellosidades, dando
lugar a 1la formacidén de <colonias o0 grupos en pedestal vy
observaron una gran vacuolizacidén del enterocito y curiosamente

la bacteria no invadidé la la&mina propia.(50) (84).

Utilizando el mismo modelo de Baldini (1983) (7),
demostrdé que en 31 de 32 cepas de EPEC, capaces de adherirse a
las células Hep-2 poselan un pldsmidoc de 50-70 megadaltone vy
lograron transferir este pladsmido a una cepa de E. coli K-12 que
no era adherente a las células, quedando as! demostrado que la
adherencia a Hep-2 estd codificada por un plasmido al que llamé

"factor adherente de las cepas enteropatégenas" (EAF). (3).

.Moon y col (1983), observaron el mismo fendmeno,
inoculardén en cerdos gnotobibticos cepas de EPEC y la cepa RDEC-
1, demostrando con esto el mecanismo de patogenicidad,
aparentemente era €l mismo. A las cepas que podlan desarrollar
este danho las llamé "Attaching and Effacing"” E. coli (AEEC).(6).
Moon y col. en este mismo afic estuldiaron la cepa del serotipo
clasico 0114:H2 y encontraron que posela dos plasmidos de

aproximadamente 60 megadaltons, ademds esta cepa no exhibid
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Moon y col. en este mismo afio estudiaron la cepa
del serotipo «cldsico O0114:H2Z y encontraron que posela dos
plasmidos de aproximadamente 60 megadaltons, ademas esta cepa no
exhibidé adherencia a células Hep-2 y causd diarrea definida
cuando se administré a voluntarios, esta cepa causd la tipica

lesidn al enterocito.(6).

Cheney vy col. (1983), realizaron un estudio del
material genético de la cepa RDEC-1 demostrando Qque posee un
plasmido de 85 megadaltones que codifica para un pili diferente a
los CFA y es manosa resistente; parece ser que éste es el que le
permite adherirse al enterocito vy por lo tanto causar dafio. EIl
plasmido fue transferible a otras especies bacterianas como
shigella y se reprimidé o expresd dependiendo de las condiciones
del cultivo, como por ejemplo: utilizando caldo cerebro corazén
(BHI, no se produjo el pili y cuando se crecid en caldo. Penassay

se produjo en grandes cantidades. (51).

Inman- y c¢ol. en 1983 demostraron que la cepa
RDEC-1 de E. coli se adhirid especificamente a las células "M",
célula expuesta en el lumen intestinal gque conecta con el
follculo linfoide, las bacterias parece ser que se mantienen sin
adherirse a las células adyacentes, que son los enterocitos

intestinales. (52) (16).

La adherencia a ceélulas Hep-2 también se puede
realizar en las células HelLa produciendose dos tipos de

adherencia (21), una en forma localizada (AL), que se caracteriza

por formar microcolonias en uno o varios puntos de la célula y la



mientras que la adherencia difusa (AD), se& encontraba en cepas
que no pertenecen al grupo EPEC(89) (90).

Levine y col. (1985) llevaron a cabo un estudio
para determinar el papel del pléasmido EAF en las cepas EPEC
causando diarrea en voluntarios. Nueve de diez voluntarios que
ingirieron una cepa 0127:H6 con el plasmido EAF, desarrollaron
diarrea claramente definida; en contraste dos de nueve
voluntarios quienes ingirieron una variante de la cepa, la cual
era EAF negativa desarrollaron diarrea vy esta fué extremadamente

moderada. (55) .

Nataro y col. (1985) (69), trabajando con cepas
que presentaban adherencia localizada y difusa, encontraron que
la adherencia localizada (AL) estaba relacionada con la presencia
de un plasmido muy parecido al plasmido reportadoc por Baldini en
1983, que posee un peso molecular de 58 megadaltones, mientras
que las cepas con adherencia difusa (AD) no lo presentaban. Este

plasmido resultd ser el mismo al que Baldini llamé EAF (3).

Levine vy col. (1985) hicieron un trabajo muy
interesante, utilizando preparaciones de membrana externa de la
cepa 0127 con y sin el pléasmido EAF (casualmente fué la misma
cepa que se usd en el estudio en voluntarios); esta cepa presentd
en un andlisis por electroforésis en gel de poliacrilamida (PAGE)
con SDS un patrén de proteinas de la membrana externa diferente
al de otra cepa curada del plésmido asociado en especial a la
presencia de protelnas de la membrana externa de 94 Kd. Mediante
la técnica de inmunotransferencia se observo que los voluntarios

que tuvieron diarrea, presentaron una seroconversion a la
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proteina de la membrana externa de 94 Kd, lo que concluyd que
probablemente esta protelna de membrana externa juega un papel
muy importante en la patogénesis de las cepas EPEC vy representa
una buena alternativa para preparar un inmundgeno que puede

proporcionar proteccidén a la infecciédn por cepas EPEC.(55).

Scaletsky vy col. (1985) (89) destacaron que las

cepas EPEC tienen preferentemente la capacidad de presentar

adherencia localizada, ésto sugiriéd a Nataro (1985) (69) la idea
de que posiblemente se asociara la adherencia localizada con la
presencia de el plasmido de 55 megadaltons y al mismo tiempo,
observara cuales de las cepas EPEC poselan este plasmido y asi

clasificd a las cepas en dos clases: I y II.(69).

La clase I, consiste encepas EPEC Qque tienen
capacidad de dar adherencia localizada y poseen el plasmido de S5
Md; en este grupo se incluyen serotipos: 055, 0111, 0119, 0127,
0128, y el 0142. Levine y col. (1985) apovados en los reportes
epidemioldégicos publicados hasta la fecha, encontraron que éstos
retipos pertenecian a los grupos EPEC mas frecuentemente

asociados a brotes de diarrea. (55).

La clase 1II, se formd con Serogrupos que no
presentaron adherencia localizada y que pudieron o no presentar
capacidad de adherencia difusa a células Hep-2. Los serogrupos
clasificados aqul fueron :044, 086, 0112 y O0O114. Estos grupos
resultaron ser menos frecuentes en brotes epidemioldgicos.(55).

Nataro y col. (1985) trabajaron con €l plasmido

que habla descrito Baldini como EAF (3) y utilizaron enzimas de
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restriccidn con las que se pudo construir una sonda que hibridizd

Unicamente con las cepas EPEC que presentaron adherencia
localizada y estas corresponden a la clase I, asl se aclaré un
problema que consistia, en el diseno experimental para la
seleccidn de las cepas que poseen el pléasmido, esta prueba es

altamente sensible. (69).

Cleary y col. en 1985, encontaron en el 79% de
cepas EPEC, la citotoxina semejante a Shiga, por lo que podria
ser éste el mecanismo de patogenicidad de éstas cepas, pero en
algunas cepas encontraron actividad citotdxica que no podia ser
neutralizada con anticuerpos anti-Shiga, logue implicaba, que

podia existir otro tipo de citotdxina. (31).

Knuton y col. (1987) (45) probaron la adherencia
de las cepas E2348 (0127) y E851 (0142) a enterocitos humanos,
estas cepas poseen el plasmido de 60 Md y presentan adherencia
localizada (AL) en <c¢élulas Hep-2, ellos realizaron biopsias de
duodeno y ensayaron la adherencia a las 3, 6, 9 y 12 horas,
encontrando que a las 3 horas se observaba adherencia en una zona
que se amplla paulatinamente a las & horas, a las 9 horas
coloniza el intestino y a las 12 horas todas la mucosa intestinal
esta colonizada. La cepa E2348 curada del plasmido de 60 Md
también fue probada para la adherencia, encontrando que coloniza
la mucosa intestinal; sin embarge, va no es adherente a células
Hep-2; ademas 13 de 17 cepas de EPEC colonizaron el intestino de

una forma extensa. (45).

Este trabajo hace pensar que el plasmido de 60 Md

no estd directamente relacionado con el dafno causado al
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enterocito. En este mismo trabajo Knuton la llamé "adherencia
inicial" ¢ "estadlo 1": a la adherencia a las 3 horas que causan
dafio a las microvellosidades y estd caracterizada por una
irregularidad de éstas dentro de un mismo tipo de <células; cabe
hacer notar que Knuton no menciona a las ceélulas "M", resultando
que las células adyacentes no estadn afectadas y ‘"adherencia
tardia” & "estadlo 2": 1lo denomind al darfnio provocado por la

colonizacidén bacteriana con formacidn en pedestal. (53).

Marques, Cleary y col, han reportado que el 79%
de las cepas EPEC elaboran cantidades moderadas de citotdxinas
muy similares ¢ 1identicas a la toxina de Shigella dysenteriae
tipo I, esto ha sugerido que ésta toxina pudiera jugar un papel

en la patogénesis de la enfermedad por EPEC. (6){(54).

Otros grupos de investigacién se han dedicado a
buscar la produccidén de exotoxinas en cepas de EFEC. Hasta la
fecha no se han reportado cepas EPEC productoras de toxinas
similares a las elaboradas por cepas enterotoxigénicas de E.
coli, Sin embargo, los estudios de varios autores demuestran que
cepas EPEC son capaces de producir protelnas que estimulan la

secrecidn de agua y electrolitos a nivel intestinal. (21).

Existe aun controversia respecto a la
fisiopatologia de 1la diarrea causada por cepas EPEC. Con los
datos accesibles a 1la fecha se podria pensar Qque una vez
adheridas a las vellosidades intestinales las bacterias producen
una exotoxina qué estimula la produccidén de agua y electrolitos.

Los mecanismos bioquimicos de este Ultimo proceso atn no se

conocen. (21).
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B.2)GENERALIDADES -

A Originalmente recibieron este -nombre todas las k.
coli que causaban diarrea, cuando se observd que ciertos
serotipos podian estar relacionados con la enfermedad. La
terminologia se ha evolucionado a medida que se han aclarado los
mecanismos patdgenos, de manera que ahora el término
enteropatdégena, sblo se aplica a los gérmenes causantes de la
enfermedad, que no producen toxinas termoldbiles o termcestables,
que no tienen genes que codifican a estas toxinas, y que no son

enteroinvascras. (84) (95).

Existen cepas de k. coli que no son capaces de
invadir, no son enteropatdgenas y no enterotoxigénicas, pero
causan diarrea y producen una citotoxina denominada VI & toxina
Vero, (descrita por Konowalchuck vy Col 41977), cuyvo efecto
citotoxico se observa en cultivos de tejidos de células Vero, de
donde proviene su nombre y produce destruccidédn progresiva en
células Vero.(12). Algunos autores sugieren que estas dos
actividades citotoxicas no se encuentran en la misma molécula,
siendo la toxina "Shiga-like" intracelular vy la toxina VT

extracelular.(32).

B.3)PATOGENIA:

Este grupo de cepas EFEC es causante de diarreas
principalmente en los lactantes v nihos pequefios durante los
meses de verano en forma de brotes epidémicos en las salas de
pediatria de los hospitales y maternidades, con mortalidad

elevada. No pudo demostrarse su intervencidn en casos
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esporadicos, ¥y en adultos s6lo se han escrito varios

brotes. (32)(53)(84).

Este grupo de EPEC,segun =e ha demostrado, causa
diarrea en voluntarios. Por estudios anatomopatoldgicos se ha
demostrado que algunos de estos bacilos se adhieren a
microvellosidades de lleon de conejo. Su adherencia in vitro a
las células Hep-2 se correlaciona con su capacidad para adherirse
in vivo. Las biopsias de intestino humanco muestran el borramiento
del borde en cepillo del intestino delgado, v que los
microorganismos estan densamente adheridos. Esta capacidad para
adherirse parece estar en relacién con 1la presencia de un
pladsmido distinto del gue es necesario para las cualidades del

EIEC. (50).

Cepas de K. coli como la Q0157:H7, ha despertado
un gran intereés, va que ha sido relacionada con brotes epidémicos
de colitis hemorréagica vy casog esporadicos de sindrome urémico
hemollitico. Se deséonoce el mecanismo de colonizacidédn del
intestino delgado por la EPEC, pero es un factor critico en la

produccidn de la enfermedad. (50).

B.4)MM E € A N I s M ©Q:

La enteropatogenicidad de k. coli parece estar

medida por uno de dos mecanismos: 1) produccidn de una
X ]

enterotdxina, y 2) penetracidn de la mucosa intestinal. Las cepas

enteropatdgenas causan diarreas en ninocs por mecanismos aun no

bien conocidos, ya que no producen enterotdxinas; en el pasado,
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el sindrome de diarrea infantil parecla asociarse conciertos

serotipos de éstas cepas; sin embargo, estudios recientes indican

una falta de correlacidn de serotipos con casos de diarreas.(19).

Se han realizado otros estudios que sugieren la
presencia de una toxina diferente a las toxinas LT y ST de las
cepas de ETEC. Dicha toxina es parecida por sus caracteristicas
bioldgicas y antigénicas a la producida por Shigella dysenteriae,
como se ha mencionado anteriormente, la cual esta implicada en
estos casos. A dichas toxinas se les denomina "Shiga-like", por
lo que reportes recientes indican que es posible atribuir a estas

citotoxinas cierto papel en la colitis henorréagica. (32).

B.SIMANIFESTACIONES CLINICAS:

La enfermedad producida por las cepas EPEC se
caracteriza por fiebre, malestar, voémito y diarrea, con
cantidades prominentes de moco pero sin sangre. La enfermedad por
EPEC tiende a ser cllinicamente mas Eeevera que muchae otrae
infecciones diarreéicas en nihos, algunos de los cuales
desarrollan diarrea prolongada que persiste mds de 14 dias vy

puede 1llegar a producir la muerte, si no se atiende

oportunamente. (24) (65) (100).
Los pacientes presentan diarreas, evacuaciones

frecuentes, viscosas y de color verde, generalmente sin sangre ni

leucocitos. (50).
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B.6) SEROGRUPOS "O" MAS FRECUENTES:

Las cepas EPEC estan producidos por determinados
grupos 0; los mads frecuentes son los grupos 026, 039, 055, 086,
0111, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142, y 0157.(6)(16),

asociados muchas veces con determinados antligenos K y H.(84).

B.7E N U N 1. D 8B B:

La identificacidédn de la relacidén de los seroctipos
especificos O y H con EPEC condujo a intentos infructuosos para
inmunizar por via oral con preparados de bacterias muertas o de
extractos de bacterias. El reconocimiento del papel esencial que
desempefia la adherencia en la produccidén de la enfermedad, asi
como la identificacidén de un plasmide que codifica esta
propiedad, puede llevar a enfoques mds exitosos en la prevencién

de la enfermedad. (50).

Dada su frecuencia de aislamiento se han hecho
varios intentos de produccidn de vacunas contra cepas EPEC. En
Europa se han experimentado vacunas elaboradas con extractos de
lipopolisacaridos obtenidos de cepas pertenecientes a los

. )
Serogrupos mas comunes. Se han utilizado tambien vacunas a base
de bacterlias inactivadas con formaldehido o cepas vivas atenuadas

a través de su dependencia a cliertos antibidticos como la
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estreptomicina. Muchos de estos productos no se€ han ensayado en
pruebas de campo y, en los pocos en que se han realizado, los
resulfados no han sido satisfactorios. Estaé dos razones han
hecho que ninguna de estas vacunas esté en uso en la

actualidad. (14).

Cravioto y col. han usado un enfoque diferente en
el desarrollo de posibles vacunas contra cepas EPEC al obtener
mutantes incapaces de utilizar galactosa, v por lo tanto, de
vivir por tiempo prolongado en el intestino de humanos. Estas
mutantes galE mantienen su habilidad para adherirse a células
intestinales a través de la produccién de la proteina de membrana
externa de 94 KkDa codificada por un pldsmido. En estudice con
voluntarios humanos adultos estos autores han demostrado que
mutantes galE espontaneas u obtenidas por clonacidén son capaces
de producir respuesta inmune sistématica posterior a colonizacién
temporal del intestino. El uso futurc de estas cepas mutantes
dependera de la confirmacidén de estos estudios preliminares en

grupos de poblacidn abierta. (14).

Los nuevos conocimientos emanados de las
investigaciones mencionadas con anterioridad ofrecen mejores
posibilidades para el desarrollo futuro de vacunas anti-EPEC. La
produccién de cepas no patdgenas que expresen por recombinacién

genética proteinas de superficie relacionadas con la habilidad

adhesiva de cepas EPEC pudiera ser la base de un grupo de vacunas
para el uso en humanos. Otro camino pudiera ser el uso de

antigenos orales a Dbase de protelinas adhesivas en forma
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purificada solas o en combinaciédn con antitoxinas derivadas de

las toxinas producidas por estas cepas.(14).

B.8)TRATAMIENTO:

Los lactantes Yy nifios con gastroenteritis
necesitan reposicidén de liquidos. uede ser necesaria la
hospitalizacidn si hay un deficit de liquidos (mayor © menor a
5%) o no se tolera la hidratacidn por via oral.(50). Este tipo de
hidratacidén con liquidos que contengan azlcar y electrdlitos a
reducido de manera importante la morbilidad y la mortalidad. Como
el transporte de agua con glucosa v electrdélitos a través del
epitelio no es alterado por diversas toxinas, es posible reponer
los liquidos por via oral. Una férmula para este fin ee prepara
con media cucharadita de NaCl, un cuarto de cucharadita de KCl,
media cucharadita de NaHCO3, y dos cucharadas de glucosa o cuatro

de sacarosa en un litro de agua. (50).

También la diarrea por EPEC en lactantes se trata
con antimicrobianos especificos. Estudios previos sugieren que la
enfermedad en lactantes causada por aquellos gérmenes
seroagrupables podla ser acortada por antimicrobianos. De hecho
estos son los udnicos microorganismos para los que se ha
demostrado que son WUtiles los fadrmacos no absorbibles como la
neomicina. Esto bien podria relacionarse con el caracter no

invasor de muchos de estos microorganismos. (50).

Aunque un farmaco no es absorbible como la
neomicina ha reducido los sintomas de la EFEC, no lo hara en caso
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de microorganismos invasores. Por tanto cuandoe el médico
siente obligado a tratar la diarrea, es mads probable que un
compuésto como TMP-SMX o ampicilina, sea eficaz contra todo el
espectro de gérmenes patdgenos.(50). También es recomendable

Neomicina o colistin. (50).

B.S)EPIDEMIOLOGIA:

Desde la declinacidn de la "diarrea del verano”,
los brotes de gastroenteritis infantil se han asociado con
hospitales, cuneros, etc. El estudioc de los brotes hospitalarios
han facilitado la epidemioclogia y han permitido la identificacién
de £E. coli causante de 1los Serogrupos EPEC responsables,
frecuentemente los casos en la comunidad preceden a los grupos
hospitalarios, los cuales son debidos a la admisidn al hospital
de nifios con diarrea establecida o de un portador que excreta el
factor patogeénico. Las mamilas de los nifios se han identificado

como causa de contaminacidn. (95).

EPEC es de particular importancia en los palses
tropicales y las naciones en desarrollo, con hacinamiento y malas
condiciones de higiene, va que la transmis=iin es via fecal-

oral. (50).

Estudios epidemiologicos realizados en algunos
palses de Sudamérica, como FPera vy Chile, han mostrado que las
EPEC constituyen 1la guinta o© segunda causa bacteriana mas

importante de diarrea en nifios. (24)(65)(100).
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B.10)P. R O F 1 L A X 1 _5:

Las consideracliones sobre este tema, son las

mismas que se han mencionado anteriormente en

a ETEC. (ver pag. 220. ).

242 e I

el tema respectivo
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- ENTEROHEMORRAGICA

C.1)ANTECFEDENTES HISTORICOS:

En 1975 se reportd un caso esporadico de colitis
hemorradgica, que tambien estuvo asociado con K. coli 01%57:H7 vy
que aparentemente fué trasmitido por carne mal cocida pero para
esa fecha no se conocla que pudiera o fuera capaz de producir ese

cuadro (87).

La patogenicidad de K. coli 0157:H7, se ha
relacionado con 1la produccidn de citotoxinas, entre las
citotoxinas publicadas se encuentra la denominada citotoxina VT o
citotoxina Vero, descrita por Konowalchuck y col. en 1977 (98).,
cuyo efecto citotdxico se observa en cultivo de tejidos de
células Vero, de donde viene su nombre y sd&lo se ha observado
igual actividad en la linea celular Hep 2 (83). La otra
citotoxina denominada "Shiga-like” o semejante a Shigella que fué
descrita por O'Brien y col. (72). Esta se caracteriza en cultivo
de tejidos de ceélulas Hela, en los que causa inhibicidén de
sintecsis de protelnas y en el modelos de asa ligada de conejo,
que produce acumulacién de fluldo; &au nombre se debe a que
presenta caracteristicas bioldgicas y antigénicas similares a la

citotoxina de Shigella dysenteriae. (72).

En 1982 Riley v col., describieron a kscherichia
coli 0157:H7 como el agente etioldégico mas importante de la
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colitis hemorrdgica, la cual se caracteriza por severos dolores
abdominales, seguidos de wuna diarrea con sangre sin leucocitos
fecales, pudiendo presentar poco o nada de fiebre. E. coli era un
serotipo no reconocido anteriormente, pero hasta ese afio en que
se vid 1involucrado en brotes de colitis hemorragica en los

Estados Unidos se formé el grupo EHEC (87).

E. coli 0157:H7 también ha sido incriminada desde
1983 como causa del sindrome urémico hemolltico (SUH), a partir
de un estudio realizado por Karmali y col., en donde encuentran
una asociacidn de este serotipo con casos esporadicos de SUH., ¥y
fue confirmado por ellos mismos en un estudio posterior en

1985. (44) .

En 1984 algunos investigadores como Beery ¥
col., observaron las caracteristicas patolégicas de la infeccidn
por E. coli O157:H7, tratando de dilucidar mediante el empleo de
modelos animales, probando la actividad citotdéxica de E. coli

Q157:H7 en colon y rifion de ratdn (6).

El término EHEC (1984) fue acufiado, para referir
a las cepas de E. coli 0157:H7 que manifiestan las
caracteristicas clinicas, epidemioldgicas y patoldbgicas
relacionadas con colitis hemorrdgica, hasta la fecha ha sido
dificil emprender estudios epidemioldgicos de 1la infeccidn por
EHEC a causa de la carencia de métodos adecuados que sirvan de
tamiz para heces. (54). No se sabe ademds si otros serotipos
pudieran ser potencialmente capaces de dar cuadros hemorrdgicos.
En particular el serotipo 026:H11. es generalmente productor de

abundante citotoxina VT (47) y posee un plasmido de
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FORMULA :

ALcoRO]l GLLLICO G5 . . oot e cuvinie o o mvmimie o e o ar e 95ml
p-dimetilaminobenzaldehido.......... ... .. .. .. .... 1g
Acido clorhidrico concentrado.................. 20ml
PREPARACION:

Disolver el aldehldo en el alcohol y agregar lentamente el &cido.
El aldehido seco debe tener color pajizo Iclaro. El reactivo de
Ehrlich debe prepararse en pequefias cantidades y guardarse en un
refrigerador cuando no se usa.(53).

Guardar en el refrigerador a 4°C si no se usan.(58).

*INDICADOR ROJO DE METILO:

FORMULA :

RoJo de MeLLIL0 . ; cvns s svms s b amsie s-u e & ¥ wobie 5 0.1g
ATCONOL @Rllice: 85Y. s v s oottt aans s soues is 300ml
PREPARACION:

Disolver el colorante en alcohol y afiadir suficiente agua
destilada para 500 ml.(53).

Guardar en el refrigerador a 4°C si no se usan.(58).
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FORMULA :

1. Acidificado, recomendado:

BLOTHMES FOITICO v o » simimse s 5 sinisns o siwsis o e & e o 12g
Aclido clorhldrico concentrado.......:cv:s o 2.5ml
AeNa destilada CulB D sans wesays vens s Sewn s s 100ml
PREPARACION:

Mezclar el cloruro férrico con el &cido clorhldrico concentrado y
despues vaciar la mezcla suavemente en los 100 ml de agua

destilada, agitar suavemente. (93).

2.No acidificado:

CEOTHTO FOIP IO iy Suvea s s sranssy & varie s asiy & amea s 10g
REussgasE il ada . liisas s weais & onsing aeeh d st 100ml
PREPARACION:

Mezclar el cloruro féerrico en 100 ml de agua destilada.(93).
NOTA: Guardar los reactivos en un refrigerador (4°C) mientras no
se usan. Estos reactivos deben ser colocados en frascos oscuros

para evitar la exposicidén a la luz.(58).



4.Guardar en un frasco para reactivos de vidrio recubierto de

polietileno o parafina.

5.Rotular correctamente. (58).

NOTA: El hidrdéxido de sodio puede ser sustituido por hidrdéxido de
potasio (KOH) al 407%. Los ingredientes y la preparacidn son los
mismos. El hidrdxido de sodio y el de potasio son soluciones
sumamente causticas; evitar el contacto con la piel para impedir

dolorosas quemaduras. (58).

FORMULA :
Paradimetilaminobenzaldehlido................... 10g
Acido clorhidrico (densidad 1.19).............. 50ml
Alcohol amilico o iscamilico....civveiniosunnn 150ml
PREPARACION:

Disolver el aldehldo en el alcohol y agregar lentamente el Acido.
El aldehido seco debe tener color claro. Los alcoholes que
producen reactivos de indol de color azul obscuro no deben
usarse. El reactivo mencionado es estable a temperatura ambiente
y tiene color plaro. Algunos autores recomiendan la preparacién
de pequefias cantidades que se conservan en un refrigerador cuando

no se usan. (53).
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"w E &6 C T I v o st

o FA— FTOL, UEB VE
FORMULA :

Alfa=naftol (1=2NaFE0l ) v v s w oo o wisams o s Sg

Rleohol etllico (ADBOLULO) i . www v wmpatens v wms 100ml

PREPARACION :

1.Disolver el alfa-naftol en menos de 100 ml de alcohol etllico
absoluto.
2.Trasvasar la solucién a un frasco volumétrico de 100 ml vy

agregar alcohol etilico absoluto, c.e.p. 100 ml.(58).

*HIDROXIDO DE SODIO 10N (NaoOH) AL 40X%:
FORMULA :

Hidrinido de B0dif. . ..cvssinisiiseanisiesnie v 40g

AR deEEI 1AUA s v e S mn A 3 I AT e e 8 100ml

PREPARACION:

1.Pesar rapidamente el hidréxido de sodio y disolverlo en menos
de 100 ml de agua destilada en un vaso. Este reactivo es muy
higroscdpico.

2.Colocar el wvaso en un baho de agua frla circulante para
controlar la temperatura.

3.Enfriar y trasvasar la solucion de NaOH a un frasco volumétrico

de 100 ml agregando agua destilada, c¢.s.p. 100 ml.




DECOLORANTES
Alcohol etllico 95%: agente lento
Acetona: agente muy rapido.

Acetona alcohol: accidén intermedia (proporcién 1:1)

CONTRACOLORANTES
1.350lucidén de reserva
safranina O (certificada).......vu vt veieennnenn 2.5g

Alcohol etilico de 95°. .. . .. ., 100ml

2.50lucidn de trabajo

Solucidn de reserva. . .....c..u e 10ml
ARUa AL VABAE D © L sewn 0w s s 5 Siaie ¥ ol b o 90ml
PREPARACION:

1.Cubrir el frotis con cristal violeta y dejar reposar 1 minuto.
2.Lavar con agua corriente y quitar el_exceso de agua.

3.Cubrir con solucién de yodo y dejar reaccionar por 1 minuto.
4.Lavar con agua y decolorar hasta que no aparezca color en el
portaobjetos con alcohol acetona.

5.Lavar brevemente con agua corriente vy aplicar el contracolor
durante 10 segundos.

6.Lavar con agua y dejar secar. Los microorganismos
gramnegativos, como es el caso de la K. coli se pligementan de

color rojo.(58).
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G P E N I I C E IX

*TINCION DE GRAM:

*Reactivos y su preparacioén.
1.S50lucidn A.
Cristal vicleta (certificado). ... swwessommsssmssss 2g

Blecolo]l etllico al 95%. . . cu o csieie s oo o s ss &6 e 20ml

2.50lucidn B
OREIEt0 de BRONTO i « 6ot 4 & siaiir 4 Wnen s somie S § e 0.8g

AEUA desbilada. c vave s vnss sammns v e s saan s & s s 80ml

Mezclar las soluciones A vy B. Guardar por 24

horas antes de usar; luego filtrar.

YODO GRAM

e e L T e e NS U 1g
TOAUTO A€ DOEREEG . . & v vl v oocrmman o aleise W RS  Sre 2g
ABUR AdBECIIBAR, & ivin v wintonin st sis oinge Siss o oialine & & e 300ml

Moler el vodo seco vy el voduro de potasio en un
mortero, anadir agua poco a poco Yy moliendo en cada adicidn a
obtener una solucidn en un frasco de vidrio ambar con el resto

del agua destilada.
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PREPARACION:
Suspender los componentes en el agua, remojar 10 minutos y hervir
con agitacidn constante por 1 minuto. Distribuir en tubos con

tapdn de rosca y esterilizar a 121°C por 10 minutos. (58).

Agar base GC (doble concentrado).................. 72
REREYS . itln i 2 bEnm ST SmiisE 50 SR s R o e B s et B B 10
PREPARACION:

Suspender el medio deshidratado en el agua destilada, mezclar y
calentar agitando, después agregar glucosa al 0.15% y aumentar un
2% en la base agar GC . Dejar hervir un minuto, posteriormente se

esteriliza a 121°C por 15 minutos.(12)(58).

Al mismo tiempo, poner en el autoclave una
suspensidén de 20 g de hemoglobina deshidratada en 1 1t de agua
destilada durante 15 minutos. Dejar enfriar ambas suspensiones

hasta 50°C; mezclar en condiciones asépticas.(12)(58).

Después gasear los frascos, una vez llenados con
CO= al 20% en aire y cerrarlos bien. Puede agregarse Timetropim
lactato (Smg/lt) al agar Transgrow si se desea, especialmente

para examinacidén de muestras rectales.(12)(58).
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2CARY BLAIR:

FORMULA APROXIMADA EN GRAMOS PARA 990 ml DE AGUA DESTILADA:

FoRTAtD Q1808180 % s iva s 585 s e o 5 S : I ]
CAOTHTD 08 BOATO: i 50555 % 55 5 s srsiiatn s s 5
TIOELIcolato de SO 0. ..o - i e smiois s oinn o s 1..5
BEBY - o R 8 © gl L e T e Wy 5
PREPARACION:

Mezclar los ingredientes con el agua Yy calentar agitando
frecuentemente hasta que la solucién se _vuelva limpida. Dejar
enfriar hasta 50°C y agregar 9 ml de solucién acuosa de CaCl al
1% recién preparada y ajustar el pH a 8.4. Distribuir en tubos
con tapa de rosca esterilizados. Calentar al vapor por 15 minutos

y dejar enfriar; ajustar la tapa.(93).

FORMULA EN GRAMOS PARA UN LITRO DE AGUA DESTILADA:

FIlog11Co1ato de 80010 cu i csnivn e sonies sanngs veat 1
GLIcaroloBfato da SOAL0. ... vivevsvnbssinmns s aas 10
SAOTULD O8 CRIGED w3 idaws vue s soR i pe@sing siik & 0.1
AZNI U8 WELLIBN0. 5 5 s vovi s s nsinbimis s soins & am® s 0.002
FEEAT i 5 o al vis 5 slw 6] e e & & daE e S e s e e s 3

pH ‘final 7.3+ 0.2
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"MEDIOS DE T RANSFORTE®

*AMIES:

1. Agregar 4 .gramos de agar a un litro de agua destilada;

calentar hasta disolucidn y mientras todavia estda caliente,

agregar:

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTI1LADA:

Cloriare de 8odio. ..eu v s ven R R T Ty 3
D1OTULre A8 DOLRBIO . vis § & wves ¥ TESEE & ¥ Plsss & sass s 0.2
TIORL1ICOIAE0 OB BOALD: coivs e i i amame s5vam s 1
Fosfato disbdico anhidro. i, civans i oisinm s s sis e - 1.15
Fosfato monopotadsico. .. .. ittt i i et 0.12
Cloruro de calcio al 1%. ... . ittt 10 ml
Cloruro de magnesio 6H O al 1%..... ... 10 ml

pH final 7.3

PREPARACION:

2. Remover hasta que se disuelva y agregar 10 gramos de carbdn
neutro farmacéutico. Distribuir en tubos con tapa de rosca en
volumenes de 5 a 6 ml, agitando frecuentemente para mantener la
suspensidn de carbdn. Evitar enfriar o gelificar.

3. Esterilizar a 121°C por 20 minutos. Antes de que se
solidifique, invertir los tubos para distribuir el carbdén de

manera uniforme.

4, Evitar calentamiento prolongado en frascos abiertos, dado que

el agente reductor (Tioglicolato) es volatil. (93).
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*MEDIO DE PRUEBA PARA RQOJO DE METILO:

FORMULh EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:
Polipeptona (BBL) o peptona con buffer (Difco)....7

BINEOER. & vty 5 veehis 5 5 s 5 Selie & o s Sre s & Vs 5 5 g 5

PREPARACION:

1.Disolver los ingredientes en 1,000 ml de agua destilada por
calentamiento suave.

2. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Se recomiendan los productos deshidratados de éBL y Difco, medio
de RM-VP. El medio también se usa para la prueba de Voges-

Proskauer. (93).
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pH final 7.3 mas o menos

PREPARACION:

Se suspenden 30 gramos del material seco en un litro de agua
destilada. Meézclese bien vy cuando se obtenga la suspensidn
uniforme, caliéentese agitando de <cuando en cuando y hiérvase
durante un minuto o hasta su disolucidén. Se distribuye en tubos y

se esteriliza a 121°C durante 15 minutos.(5).

*MEDIO DE MOVILIDAD: (MIQ)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

EXTracto de Carn® . : vua:s s oavis & » sisian « 5 seiviai 5 su 22
PRDCONBE i % A i s A A B SR a s EF e S LS saE & msa 7.3
WL i i s I 5aE & R ESRAE RS & AT B s s 4.65
e e e e P e o 3
CEIAY: PRCE LRI L o 5 7 e B Bene® s SR % R e 4

pH final 7

PREPARACION:

Disolver los componentes por calentamiento y dejar hervir por un
minuto con agitacidén constante. Vaciar en tubos y esterilizar a

121°C por 1S minutos. Una vez fuera, dejar los tubos en posicién

vertical. (5).
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o C UBs AL.DO \% &

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:
Polipeptona o una peptona tamponada............ 7
PEXETORS (BIUBOBE) oo s v wnes s wwin B wwss s o i s & siw 5
Fosfato de potasio

AEMPDL ) (DL TOFY . vvug iamn s swves 5 alehes waelyes L S
AEHA destilada. ¢ caeni ¢ s o vsmis 5 5wl 5 W caaie 1000m1l

*Existen productos comerciales BBL y Difco.

PREPARACION:

1.Pesar exactamente las cantidades siguiendo las indicaciones del

prospecto. Los diferentes productos.pueden variar ligeramente.
2.Rehidratar con agua destilada o desmineralizada.

3.Calentar suavemente hasta su disolucidn.

4.Distribuir en tubos, aproximadamente 5 ml/tubo.

5.Método de esterilizacion:

A.Autoclave. |

B.121°C, 15 libras, 15 minutos.

6.Enfriar antes de su empleo y refrigerar para su conservacioén (4

& 10°¢C) .{58}.

*MEDIO SIM:

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

AETEELCARE . o v aoniv w00 3 %Sm0 & G858 GBI & bkt mom » & 20.0
B IEDECTINR oo v v i o e i 6 Wm0 AR R R A 6.1
Slfato ge hierto ¥ amonlo. . ccosw v s oo s v 0.2
TAORULLBED O8 BOAID 0o » & cuin e e nmimatn el v 5 e s o 0.2



ml en tubos con tapdn con rosca y dejar solidificar en posicidn

vertical. (5).

FAGAR URFEA:

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

Paptond 4O FOLaBINA: i s s s vasaii Seinas daas & i 1
DERELOBER . «min o m im0 simelis 0 Som@mm @ e s s @ sayameps @ v 1
BUBEEL oo om0 RSN R 5
POBEACE BONOPOEAMETE. . oonmiv v asams « samons & sipusims s 2
WIBBIE o v v wom b scombmomon o 0 o SRR W MR 36 SOMRY % 20
RO FONOL ..« i s o s s & i e 5 SORawa% @R 1 0.012

pH final 6.8 + 0.2.

PREPARACION:

Disolver los componentes en el agua destilada y esterilizar por
filtracidon. Por separado, suspender 15 g de agar en 900 ml de
agua destilada, dejando remojar por 10 a 15 minutos; luego
disolver por ebullicidn y esterilizar a 121°C por 15 minutos.
Enfriar a 50°C y agregarlos a los 100 ml de la base de urea
estéril. Mezclar bien y distribuir en tubos estériles. Dejar
solidificar el medio en posicidn inclinada, procurando tener
fondos profundos. El medio solidificado debe tener un color
amarillo rosado ligero. No volver a fundir el agar inclinado.

(58).
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FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

POIVREDEONE o L e derarats sblonsent s 5 s i e rimes b Baree 20.0
CIOPUES de SO EG i & namnns 5w i s & afetmivee sniese & 95w e S.0
LBCCOSR . i vvwwn b senie i & elahn® s s sofs & 8w v o omms 8 ik 10.0
SRCATOSA: ¢niiiain e vyl s S e s ¢ deten s Sies & v 10.0
BINCUB R o = dal i viv b 3 5 aislaie B b 8 ok S & T b 1.0
Sulfato de anonio FerroSo. . iceiivavie s s aueines s 0.2
TAICOBUIERTe B Soala duns 5w e m o st sivtvies % st s 0.2
B T e ey B o Tk, it [ B O o Lk o i 0.025
Ty oo e P A N oy ) (Y . T WRERN 13.0

pH final 7.3 mas © menos

PREPARACION:

Se suspenden 59.4 gramos del polvo en un litro de agua destilada.
Mézclese bien y caliéntese agitando de vez en cuando. Hiérvase
durante 1 ¢ 2 minutos para disolver. Distribuyase en tubos de
ensaye, llenandolos hasta su tercera parte. Esterilice a no mas
de 118°C durante 15 a 17 minutos. Los tubos se deben enfriar en
posicidn inclinada, de tal manera que produzcan fondos

profundos. (5).
*AGAR A: (SEGUN NSEN) :

PREPARACION:

Disolver el medio base (como se muestré en el siguiente medioc de
agar urea) en 900 ml de agua destilada y esterilizar a 121°C por
15 minutos. Enfrair a 50°C y afiadir 100 ml de solucidén de urea al

20% esterilizada por filtracidén. Poner en condiciones estériles 3
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*AGAR TERGITOL 7:

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

TEYBIEOL Wisnn gy » sanse s & aunis s Oowes 5 Semms ¥ e s s ok ;1
MERELa A8 PBPEONAB. .  vvumve s wsvii s & aamvi s damsi ¥ wwans 5
EXCracto A8 loVaguUrdS issss iivie s i owas i s s wisem 3
LIBCEOBA: & $535 5 vadni 5 b veind Phasims-5 -5 sdfs -8 Bt & e 10
BT w5 5B o e B T B R i W R e ) i e s ooy e 15
AzUl de bromotimol...... ... .. ... ... .. ... .... 0.025
Agua destilada . ... ..ttt e e e 1,000ml

pH final 6.9+0.2

Tergitol 7: Heptadecil Sulfato de sodio.(8).

PREPARACION:

Suspender 33 gramos del medio deshidratado en un litro de agua
destiladalos y dejarlo remojar por 10 a 15 minutos. Calentar
agitando frecuentemente por un minuto dejando hervir. Esterilizar
& 121°C por 15 minutqs. y sl se desea agregar 3 m de una solucidn

de trifenil tetrazolio estéril al 1%. Dejar enfriar a 45°C vy

distribuir en placas (8).
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PREPARACION:
1. Mezclar y calentar agitando hasta que se forme la solucidn.
2. Dispensar para planos inclinados profundos Yy pasar por

autoclave a 121°C durante 15 minutos.(53).

FAGAR SANGRE ANAEROBIO:

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

Afar sova tripricaga (BBL). ... :::imaisssasin s s 40
BEBT . :vsiisinnas vens s el & i M peae s 5
EXTYacto de 1eVaduUra. . . ..o coe o ommms s s ssins s s nes 5
DI BT o ks h o W el w Bimerin & BB MR el 5 e L

g5 B o o LN (L S L BN A 5
Solucidn de reserva de Vit. Kl. ..., v erns 1 ml

pH final 7.5

PREPARACION:

Disolver la hemina y 1la L cistina en 5 ml de NaOH 1IN antes de
agregar los otro ingredientes.

La solucidn de reserva se hace agregando 1 g de wvitamina Ki a 99
ml de etanol absoluto.

Disolver los ingredientes por calor, ajustar el ph v esterilizar
a 121°C por 15 minutos. Enfriar hasta 50°C, afadir 50 mi de
sangre ovina desfibrinada estéril. Mezclar y verter 20 ml en cada

placa de Petri. El medio debe refrigerarse a 4°C.(20).
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6. Agregar con precauciones de esterilidad 3-4 ml de rojo neutro

acuoso 1% "certificado". Hervir la solucidén de rojo neutro en
tubo S minutos antes de agregar al medio. (93)

7. Cuando esta parcialmente enfriado volcar en cajas Petri, mas o
menos 13—20 ml/por caja. Dejar reposar con las tapas un poco
abiertas una hora en un lugar libre de polvo a temperatura
ambiente.

8. Guardar en refrigerador.

Hay muchas modificaciones del este medio. Varias preparaciones
comerciales son excelentes; contienen 0.001 de cristal

violeta/1.000ml de medio. (93).

*AGAR DE HIERRO KLIGLER (o KIA):

FORMULA DE GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

Peptona O POlipPePLONa. . v v v vt i it ittt e et e e e n e 20
Extivacto de catng PopEatIveg ). . i cws s swm o o susmeess e e 3
Extracto de levadura (optativo).....c.ieieonn . -
LEBEDER .« 4 e vd 4Gl § &I 5 R WA R . T s 10
GLUCOR A s & & wianess & w9 % & Baien & & G SRS § g SN 1
Cloruro de S80d10: wuvs « & aass ¥ ey v S5ee s & saieies » e .S
Cltrato férrico d& amonio.c.:ismnssveing e o imwii s 0.5
FIOBNLINED U8 BORIG . soinsnsinasans €ama s s ansne n 0.3
BEAD s i i s R AR T ARAN R ARG A eee i e 12 a 15
ROd0 FOROL.: ..c.0 taviiis SEFRRD S Sarned ol & et o = 0.25
BEUA AeBELLATA ., .« o i v b s = e 5 o8 CEE 5 ¥ Ee 1,000ml

pH final 7.5 mas o menos
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PREPARACION:

El azul de metileno puede agregarse en 0.5 ml de sclucidén acuosa
2%: la eosina Y, en 2 ml de solucién acuosa 2%.

Puede usarse medio EMB deshidratado preparado

comercialmente. (93).

FAGAR MAC CONKEY:

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

PEDEODR .o a5 el shratals 3 s s mltsis it b e et W s 20
CLOPUYO Q& BOALID . ovwiws vvnis s wodn G 5w s il S d paleie 5
GlIcolatd de BOAdi0. cus v s v s §atons & & s8R 5 & e 5

o]

TICR1ICOIaYO - d iz innmis & i 5 ssie s Rama & pammis w o baes 5

o]

Bacto-sales biliares N® 3.......c00iiiveceeennns. 1.5
BEBT o ion piv S sl v iniie B maumes 3 somosbe S s s SHEeCeE & 3B 13.8
TR I 0o s W [, oty o a0 s e 36 v ol R i . 6 RS 10
ROJO NeULYd SCUAEO0, I Rhaun wovvms v duvak & e ol » oaste 3-4ml(93)
PREPARACION:

1. Suspender la peptona en 1.000 ml de agua destilada.

2. Agregar cloruro de sodio, glicolatoc de sodic y agar, Embelber
15 minutos; luego disolver por calentamiento.

3. Ajustar la reaccidén a pH 7.4.

4. Agregar la lactosa a agar caliente,

5. Esterilizar en autoclave 15 psi durante 20 minutos.
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FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

Fosfato MonobaAsles d& ANONES. « o covr ¢ swvins swiae 5 = u 1.0
FOBLAtE DIPOLABICO. covvin e o v v s swvie & v & eaass o & 1.0
ELIOPUre B S0a10, . cainas iase 19 DuEE s SR @ Ve E B 5.0
Citrato ae SOA10.4 s s s Laeiei e SEaas L EeEn 8 asee & ek 2.0
SUlEATO de MAaBNeSID: L i iimsi s bawiis ovans senisdes 0.2
BEEYY. i e s § 5 SR e R E D e S b 15.0
Azul de Bromotimol.......... . vttt nerennnnanas 0.08

pH final 6.9 mas o menos

PREPARACION:

Se suspenden 24.2 gramos del polvo en un litro de agua destilada.
Dejese remojar duarante 5 a 10 minutos. Se mezcla bien y se
calienta suavemente agitando de vez en cuando hasta que el medio
hierva durante 1 ¢ 2 minutos. Distribuyase en tubos v
esterillcese en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Se deja en

posicidén inclinada, aunque también se puede emplear como medio en

placas. (5).

*A D

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

PEDEONA: ¢ s & alias's ¢ awien & veien ¢ § Sl ¥ aama i e 10

LACEOBA: v ot & shisis s & SEmE e & P8 55 9Wns S UEEE & faes 5
SEACATOBA: vk § LA eE 7 a55nE 3 SRERN Y ek seeaeE 5 sl 5

Fosfato dlpotads it v cisis e vanng i o vami » suh 2 5 aews 2

BEBT .o camie s o s St A 13.5 ]
EOBINA N inhias imat s i e i mainm o 5 s s e Laind 5 semmm 0.4

AL O DEELIBRD. « 5 5500 A edmmm & a5 sambnd 8 S5 s 0.065




17. Volcar en placas 15-17 ml en cada una. Dejar secar con las
tapas parcialmente abiertas durante una hora y media.

Pequeﬁos cristales "como gotas de rocio" de desoxicolatoc de sodio
aparecen en la superficie del medio durante el almacenamiento. Su
presencia influye en la calidad del mismo. Estas"gotas"
desaparecen cuando la placa se incuba. El medio de ADC puede
consiguerse de manera deshidratada.

*No esterilizar en autoclave. (93).

*AGA ATO:

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

BEEY o usa o siciale slersimmre Ewmis g m seiem s 6 dmp ek e w pi e 20
BHALAED e DRBHBBLO . o v o cvivss s Baims Calvmes e 02
Fogfato dihidrogenado deé amonio. ie s vawes s vaen s 1
C1ONU0 A SBAI0 6 v ereiga & e ey e e b Seeke S e s
FORTato "AIPDOERABICO.: o cvv © sivmvis 5 Sate s sarsrees & aen s 1
GLEYRED B 800D . s i s ssimis vanalels Teans 8 e - g 2
ACHL de DromotiImol: vuini sianiis s vih s geimmis e 0.08

pH final 6.9

PREPARACION:

Suspender los componentes en el agua destilada y dejar remojar de
5 a 15 minutos.Mezclar bien y calentar agitando hasta disolucidn
completa. Distribuir volumenes de 3 ml, en tubos con tapbtn de
rosca. Esterilizar a 121°C por 15 minutos. Los tubos deben
enfriarse en posicidén inclinada de manera que el medio de cultivo

alcance una profundidad de 1 a 1.5 cm. (93).
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PREPARACION: (93)

1. Infundir 1.000 g de carne porcina magra molida en 3.000 ml de
agua destilada 3 horas a temperatura ambiente.

2. Agregar 10 ml de Acido clorhldrico IN y hervir 1 minuto.

3. Estrujar a través de gasa pequeiias cantidades por vez, y luego
filtrar con papel de filtro.

4. Agregar al filtrado 10 ml de hidréxido de sodio 1IN.

S. Hervir 1 minuto y diluir a 3.000 ml con agua destilada.

6. Agregar 30 g de peptona (Thio o Wilson B).

7. Ajustar la reaccidédn a pH 7.5.

8. Hervir 5 minutos y filtrar con papel filtro.

9. Agregar 60 g de agar.

10. Agregar 15 ml de hidrdéxido de sodio 1 N.

11. Dejar embeber a temperatura ambiente 15 minutos.

12. Hervir en vapor 20 minutos.

13. Colocar en frascos de Erlenmeyer en cantidades de 1.000 ml )o
mas pequefias).

14. Agregar lo siguiente: (93)

Lactosa 10.0 g
Citrato de sodio cristalino 20.6 g
Desoxicolato de sodio (optativo 10 ml de

solucidén acuosa 0.355 de cloruro de plomo) 5.0 g
15. Ajustar a pH 7.4. .
16. Guardar en refrigerador inmediatamente o agregar en seguida 2

g de citrato de hierro vy amonio "escamas verdes" y 3 ml de

solucidn acuosa 1% de rojo neutro.
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*CALDO INDOL: (TRIPTOFANO) :

FORMULA EN GRAMOS POR 100 ml DE AGUA DESTILADA:

PEDLONB . sii savmsarams e 59555 5 Sues v naaa s 8 dswew e 2
SIOTUPS O€& BOALD: e s s v » 5 omem & 00w aE by s 6 0.5
OL TriptolBns . - sisive s s vomws am mowme 2 swrms s = wnme 0.03
BEUR AeELLEAER & v c@ms « v vind e m snwwidds 5 eteEis b e 100 ml
pH final 7

PREPARACION:

Disolver los ingredientes y distribuirlos en tubos con tapdn de
rosca, 3 ml en cada uno. Esterilizar a 121°C por 15 minutos. La
determinacién de indol se observa en un tubo inoculado con el
microorganismo e incubando a 37°C por 24 horas, al cual se le
afiaden dos gotas de tolueno (para extraer el indeol), se agita
vigorosamente y se afiaden dos gotas de reactivo de Kovac. Un
color rojo indica que la prueba es positiva.(20).

Puede también utilizarse el reactivo de Erlich, para pruebas de

indol omitiendose la adicidn de formol al medic. (46).

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

NETNe, TNEUBLORIOW 50 caisvism aanims ahdnah 5450 375.0
EBREROE R o o oo sn e s, S ith 5 SRR R S s h SRS 10.0
GLERALD de BOHLI0. .0 « vends o a wimmee Lol smmne o dmses o 20.0
EIEYAt0 EOPYLCOLL b o amr v Wi o Fdm alvmmis st £ n 1.0



menos, vy se agregan 20 ml. de una solucidn de yoduro. Mézclese y

distribdyase en porciones de 10 ml. en tubos estériles. No se
caliente después de haber agregado la solucién de vyoduro. El
caldo base con Tetrationato se puede guardar durante algun
tiempo, pero el medio ya completo se debe emplear el mismo dia de
su preparacioén. (5).

SOLUCION YODO-YODADA:

YOUD: cams 5 vl ors ol o o waw i @ soetal & 5 ime & cdi e 6g
Yoduro de potaglio.: s s owehia s sesnis saems 5 s iens 5ale Sg
BB 5wt & S emaE Rilah & 5 g B emih At s mon & o aaim ] oo o e . 20 ml

*CALDO UREA:

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

VYBa s o snsfarin @ sl & @ Sdvvdbg G avieti w 5t o & o o vaees 20

Fosfato monopotasico......... O S 9.1
FOBIOR0 QIBOBI00. s icawi s hssmi i s 66998 b AEina §Esa6 9.5
EXtracto de levVaadUra .. -ems s s foinss s sume s 8 s s s 0.1
BOJt £ON0L 6 0508 s s a0ens s ees = Hemmm s wa S § e 0.01

pH final 6.9

PREPARACION:
Disolver los componentes en el agua pero sin calentar. Una vez

disueltos, se pasa por un filtro bacteriolégico para esterilizar.

Pasar en volumenes pequenios (0.5 a 2 ml) a tubos estériles, (93).
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*CAL DO GIN:

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

TRLIPEOER: © voiiiad d v i S anln s aahie 5 5wa 3 i bere s aiiamie s 20

BB LT & weimimihe s ot s Saliehe o o S e eI Vel 8.4 il 1

CIRIRRELL BOL & b Wl W e w0 S ey sl AR 1 T 2

CLEYALO Q8 BOATG : v vy wisisin s Eosram s s, o eies s cRea 4 5

DEROxIcolato Al 0810, .00 conns weoinng s e e e s 0.5
FOST At Al POLRE NGO o om0 i o wad oaton i SiraaTe B aiarae s 4

Fosfato MONOPOLABICO. - v v s st 5 sraiels & 5 el s srains 1.5
CAOTUYe e BOdIO o5 & v & e B S ar o s e S e e 5

PREPARACION:

1.Disolver en 1.000 ml de agua destilada.
2. Distribuir en tubos y esterilizar en autoclave a 10 psi
(116°C) por 15 minutos.

3. La reaccidn final serd pH 7.0.(5)(46).

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

e g B e Yo o] o RS B R N RS S S ey s S 5
Sales BllIares i s s niams s o 5 m s is s thioee x 1.0
CAarbonato de CAlelo. . oo ome o coimn o bionie s ashoe s 10
TEOBULTALO d@ BOALD . ..oo o cvinis's soninis = ortmime s e a s o 30
PREPARACION:

Se suspenden 46 gramos del polco en un litro de agua destlada.

Mézclese bien y caliéntese hasta ebullicidn. Se enfria a 45°C o
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a B N BT & E I

"MEDIOS DE CLIL TIVO'

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA:

ERVDELCABA G w v ¢ s 005 & arerils & DEEH B Seat i E e T G 2.5
FIIOEONE . v o sl 3 8 @Sy e P ST b & et seie 5 wribiem w s 2.5
Extracto de Carne de ReS. .. ... oouews Vewi 5 dims ns 3.0
PREPARACION:

Se disuelven 8 gramos del polvo en un litro de agua destilada. Si
es necesario, caliéntese suavemente para disolverlo. Distribuyase
y esterilicese a 121°C (15 libras de presidn) duarnte 15

minutos. (5).

L SO PSR N (KISE e L s ST SV iy | GOUE: A O 8
R N L S L T o e 2.5
DB LR DB v v v oA PR B 5w K w i b aa  s 120
B IICOER v b wrns v i e, aliass, i weriwicalrs, & sl & Batmns e 2.5
pH final 7.
PREPARACION:

Disolver los componentes por calentamiento y distribuir en tubos
con tapon de rosca, 3 ml en cada tubo y esterilizar a 121°C por

15 minutos. (93).
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E.7)TRATAMIENTO:

Se espera que el tratamiento durante la
gastroenteritis aguda proporcione proteccidén mientras el paciente
desarrolla una respuesta inmunitaria al microbio, con 1lo que
dismunye el riesgo de bacteremia. (50).

Se recomienda farmacos antimicrobianos como:
Ampicilina; trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMXK) Vs un
aminoglucdsido parenteral.(50), el mas eficaz segun los estudios
efectuados es la ampicilina, adn cuando se produce la curacidén

sin la administracidn de antibioticos. (84).

E.S8))EPIDEMIOILOGIA::

La EIEC es menos frecuente que la ETEC, pero en
EUA es rara la diarrea por E. coli de tipo invasor, debido a que
no se conoce su verdadera importancia, yva que no se dispone de un
ensayo adecuado para su empleo en los laboratorios c¢linicos que

permitan detectar estas cepas(39)(53), pero ha sido la causa mas

importante de incapacidad por corto plazo en Europa oriental y el
sudeste de Asia(ll). EIEC es causa poco frecuente de diarrea

infantil y se transmite a menudo por alimentos contaminados. (50). .

E-9)E B O ¥ I J A _ K 1 5

i

Las consideraciones sobre este tema, son las
mismas que se han mencionado anteriormente en el tema respectivo

a ETEC. (ver pagina 2.
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E.4)MANIFESTACIONES CLINICAS:

.

) Tipicamente, los pacientes con diarrea por k.
coli enteroinvasora manifiestan clinicamente, severos dolores
abdominales, toxemia, tenesmo, diarrea acuosa seguida de una gran
disenterla, consistiendo de escasas heces con moco, sangre y pus,
leucositosis inflamatoria (19)(50)((59). Tambien se presenta
fiebre (56), rara vez ocurre vémitc con este tipo de ¥. coli y la

duracidédn de la enfermedad es mucho mas breve (39).

E.S5)SEROGRUPOS "O MAS FRECUENTES:

Estan acociadas con un numero relativamente
pequeno de serotipos como son 028, 029, 042, 0112, 0115, 0118,

0121, 0124, 0136, 0143, 0144, 0147, 0152, 0164. (59)(84)(95).

E.©)L N M U N I D A D:

E. coli enteroinvasora tiene antigenos de
superficie que dan reacciones cruzadas con los de las shigelas y
son esenciales para la virulencia. Los anticuerpos locales (Iga
secretoria) se desarrollan dentro de la primera semana de la
enfermedad y es probable que protejan contra ella. También se
desarrollan anticuerpos circulantes, pero es dudoso que

contribuyan a la proteccidn. (50).
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La estructura de la pared celular de esta
bacteria determina la virulencia y puede proteger al organismo

de la fagocitosis y la lisis.(50).

E.3)M O _:

Las cepas de E. coli enteroinvasivas causan
padecimientos parecidos a shigelosis y son capaces de producir
infecciones extraintestinales generalizadas en el hombre vy

animales. (32).

Minshew v <col. 1978 y Eiwell en 1980, observaron
la presencia de factores que ayudan a la patogenicidad de estas
cepas invasivas y como favorecen su implantacidn en sitiocs

extraintestinales. Estos factores son:(32)

1.- Bioslintesis de colicina V (Co V) que interfiere en los
mecanismos de defensé del huésped.

2.- Adherencia especifica a ceélulas blanco, asociandose a la
capacidad de aglutinacidén de eritrocitos.

3.- Produccidn de hemolisinas que pueden ser factores
citotoxicos.

(32) .

Una caracterlistica de estas cepas es la de
invadir y penetrar las celulas epiteliales del colon (12) v luego
multiplicarse dentro de ellas (50). Las cualidades invasoras de
esta Dbacteria ; de las shigelas dependen de una blasmide
transmisible (50), de 140 Mdaltons (posible enterotoxina

citotdxica) (84).
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notablemente en la prueba de Sereny, en donde EIEC y EPEC

pertenecen a diferentes serogrupos "O", que no se traslapan V
causan enfermedad c¢on distintas caracteristicas clinicas vy

epidemioldgicas. (54)(56) .

EIEC, puede ser diagnosticada por
serotipificacidn de las cepas sospechosas de K. coli. La prueba
de ELISA, sirve para determinar las proteinas de membrana externa
probablemente asociadas con invasividad y por el empleo de sondas

de DNA que selecciconan y marcan los genes para invasividad. (102).

E.2)PATOGENIA -

Este segundc grupo de E. coli produce enfermedad
disenteroide, similar a la infeccidén por Shigella(50)(53) por su
capacidad para penetrar e inavadir las celulas mucosales,
causando destruccidn, con desprendimiento de areas de
revestimiento de la mucosa, debido a su multiplicacién dentro de

las células del epitelio intestinal (50)(53).

Se necesita de 2 a 100 millones de microbios para
producir la enfermedad. La enfermedad por EIEC es poco frecuentes

en lactantes (50).
También se ha dicho que las cualidades invasoras

de estas bacterias dependen geneticamente de un largo plasmide

transmisible (50)(59).
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La capacidad de EIEC o de las shigelas, de

invadir el epitelio intestinal intacto se puede demostrar en
cultivo de tejidos o mediante la prueba de queratoconjuntivitis

en cobayos (prueba de Sereny).(18)(50).

Los determinantes de virulencia de EIEC no se
conocen claramente, algunas cepas de E. coli causan bacteremia y
otras ;nfecciones sistemicase y esta cualidad patdgena se
considera que estd asociada a la presencia de ciertos factores
auxiliares de la patogenicidad ‘tales como : el antigeno
polisacdrido capsular Ki (1), una capacidad de sobrevivir en el
suero y un sistema de captacidén de fierro el cual estd codificado
por pléasmidos.(37). Sin embargo esto no es suficiente pues
cualesquiera de las otras caracterlisticas metabdlicas (s}
superficiales podrian facilitar la invasidn intestinal por K.
coli. Las cepas EIEC, raramente invaden mds alld de la mucosa
intestinal; aunque la capacidad de captar o secuestrar una cierta
cantidad de fierro para su crecimiento en tejidos, se considera
como un atributo éscencial de la maycrla de las bacterias
patdgenas, incluyendo EIEC; no obstante no se tiene ninguna
evidencia que apunte hacia la relaciédn directa entre la eficacia
con la cual las bacterias adquieren al fierro y la

virulencia(37).

Las EIEC, se asemejan a las EPEC en su capacidad
de producir toxina semejante a Shiga, pero no producen las
toxinas convencionales LT y ST; sin embargo, estos dos grupos
EIEC y EPEC son claramente diferentes, como lo revela su

comportamiento en modelos experimentales de patogenicidad,
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TABLA No. 14.

SEROGRUPOS DE E. coli ENTEROINVASIVA Y CRUCE ANTIGENICO CON

_ Shigella.
£y (
& 8
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o G
0 w
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& &
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a. Titulo de la reclproca absorbible solo parcialmente.

b. En duda.

¢c. Es el mds comin E 1 E C.

d. Tambieén con S. boydii vy anticuerpoc anti-0136.

Tomado de: Sansonetti v col. Microbiology ASM 1985,




BIOTIPOS DE E. coli ENTEROINVASIVA (E I E C),

MOVILIDAD
LACTOSA

GAS DE GLUCOSA
SALICINA

RHAMNOSA

* Solo 0124

LISINA DESCARBOXILASA

CITRATO DE CHRISTENSEN

TABLA No.

SP.

88.
24,
69.
90,
a9t
40

82.

# De las cepas probadas 49.4% de S. dysenteriae y 95% de

S. sonnel son O-nitrofenol B-D Galactopirandsido positivo.

U De S, flexneri, 18.1% son positivos.

& £. coli Enteroinvasiva.

Tomado de: Sansonetty y col. Microbiology ASM. 1985.
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' ENTEROGINVASITIVA
E.1)GENERALIDADES Y
ANTECEDENTES HISTORICOS :
Sakasaki vy col. (1967) demostraron que algunas

cepas de F. coli podlan causar una enfermedad disentérica, casi
coincidentalmente con el descubrimiento de ETEC. En 1971, Dupont
y col. describieron que ciertas cepas de k. coli con capacidad
invasiva daban un cuadro c¢linico disentérico de enfermedad
diarreica en voluntarios semejante al de Shigella. Estas
bacterias por lo tanto han sido designadas k. coli disentéricas o
enteroinvasivas (EIEC) y pertenecen a un numerc limitadc de

serogrupos "0" (ver tabla No. 13).(22).

La patogenesis inducida por ElEC de disenterla

fue estudiada por Dupont y col. en (1971).(95).

Las cepas EIEC tienen una estrecha semejanza con
las shigelas, no solamente en la enfermedad clinica que causan,
sino tambien en términos de sus reacciones de fermentacidn,
antigenos de superficie (tabla No. 14) y respuesta en
modelos experimentales de enteritis (18). La patogénesis de la
diarrea inducida por EIlEC parece involucrar la penetraciédn del
epitelio intestinal al igual que en la shigelosis, siendo el
colon atacado principalmente seguido de una multiplicacidn

bacteriana dentro de las celulas epiteliales. (48).
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Mathewson sugiere que las cepas de K. coli que
son adherentes a células Hep-2, pero que no pertenecen a
los serogrupos clédsicos de EPEC, es decir EAEC, pudieran tener
importancia etioldgica en los adultos con diarrea del viajero a
los que no se les aisld ningun otro patdgeno diarrogénico. (62).
En palses en desarrollo se ha encontrado esta cepa EAEC, como una

diarrea persistente en nifios en lactancia.(4).

D.9)PROFILAXIS -

Las consideraciones sobre este tema, son las
mismas que se han mencionado anteriormente en el tema respectivo

a ETEC. (ver pa. 220.).



D.7)TRATAMIENTO :

Los antibioticos usados pueden ser cualquiera de
los antes mencionados para las cepas EPEC o ETEC, no se han hecho
estudios del antibiotico mas adecuado para este tipo de cepas, va
que es mas recomendable la inmunidad que presenta el organsimo
ante esta bacteria.(33). Cravicto vy col. apoyan la posibilidad de
usar la leche materna como vehlculo de vacunacidn pasiva contra
cepas de EAEC aisladas en ninhos pequehnos con diarrea, a traveées de
incrementar y mantener constante la presencia de factores

especlficos de proteccidn al principio de su vida .(51).

D.8)EPIDEMIOLOGIA -

En estudios que se han hecho en México se encontrd¢ una
prevalencia de 14.9% de EAEC en pacientes con diarrea y 7.6% de
EAEC en pacientes sanos (62). La siguiente tabla, muestra los
resultados que obtuvo Mathewson e indica la distribucién de los
microorganismos enteropatdgenos identificados en este caso

particular cepas de EAEC en los 188 pacientes con diarrea del

viajero.
DISTRIBUCION DE MICROORGANISMOS ENTEROPATOGENOS ENTRE LOS
188 ADULTOS CON DIARREA DEL VIAJERO
 ENTEROPATOGENO No. PACIENTES (%)
? Escherichia coli Enteroadherente 28 (14.9)
(62).
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D.4) MANIFESTACIONES CLINICAS:

Solo se han reportado diarreas (en algunos casos
graves) pero sin sangre ni leucocitos fecales en ninos y adultos

(61}

D.S)SEROGRUPOS "O"™ MAS FRECUENTES:

Hasta la fecha no se ha determinado si estas
cepas pertenecen a un grupo restringido de serogrupos "0O" como lo
estan las otras categorlas.(62), lo que si s=se =zabe ez que

pertencen a un serogrupo "QO" Unico.(61).

D.6) INMUNIDAD :_

No existe duda que la lactancia al seno materno
tiene un efecto de proteccidén contra infecciones en nifos
pequefios. Los datos presentados por Cravioto vy col. (1990), lo
demuestran y apoyan la hipdtesis de que esta proteccidn es
especlfica vy estd dirigida contra factores de patogenicidad
utilizados por bacterias para causar enfermedad. En la leche se .
detectd factores globullnicos y no globullnicos contra adhesinas
utilizadas por cepas enteroadherentes de Escherichia coli para
causar enfermedad en humanos. Aungque la produccidén de estos
factores no fue constante a traves del tiempo, aun en la misma

: )
mujer, los resultados reflejan una relacidén entre la respuesta en

leche materna y la presencia de clerto tipo de cepas o0 sus

productos en los hijos de estas mujeres. (51).
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D.2)PATOGENIA :

Otros estudios recientes hecﬁés por Bernadette y
col. (1990) demuestran que la nueva categoria de E. coli
enteroagregativa (EAggEC) es 1llamada originalmente E. coli
enteroadherente-agregativa, la cual es de particular interes,
debido a sus propiedades microbiolégicas infrecuentes y su
incriminacién epidemiologlica como una causa de diarrea

persistente en lactantes en algunos paises en desarrollo. (4).

Hay evidencias que sugieren que las cepas EAEC,
son identificables por su particular pStrén de adherencia a
células Hep-2 que es claramente distinguible, tanto de adherencia
localizada, como de adherencia difusa (Nataro vy col.
observaciones no publicadas)(56), no producen enterotoxinas vy
solamente se han involucrado con pacientes que presentan "diarrea

del viajero" (4)(33).

DL3YMLE C A N ) &5 M C:;

En varias investigaciones se ha comprobado que
las cepas enteroadherentes, actuan con un mecanismo muy
especlifico, caueando cambice morfolédgicoe en la célula del
huésped, destruyendo el citoplasma apical de la célula epitelial

de la mucosa intestinal debido & su gran adherencia a células

Hep-2 y produciendo diarrea grave. (33).
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Mathewson Vv col. (1985), describieron este grupo
a partir de un estudio realizado con 188 viajeros gque estuvieron
en México y que presentaron diarrea y con 92 viajeros sanos de
donde las aisld. Los criterios que definen a k. coli
enteroadherente (EAEC) se caracterizan porque presentan
adherencia a células Hep-2, se encontrd una prevalencia de 14.9%
EAEC en pacientes con diarrea y de 7.6% EAEC en pacientes sanos.

(62).

Mathewson y col. (1986), realizaron un estudio en
voluntarios a los cuales desafiaron con cepas EAEC, encontrando
que al menos una cepa produjo diarrea sin sangre ni  leucocitos

fecales. (61).

Estudics que se han hecho demuestran que hay
varias categorias de E. coli que se han identificado y que causan
diarrea en varios ambientes epidemiologicos y por varios
mecanismos patogenicos. Mas recientemente se ha definido una
nueva categoria basada en su patrdn de adherencia a células Hep-2
en cultivo, estos patrones de adherencia se han identificade que
son la adherencia local, la adherencia agregativa vy la adhrencia
difusa. La £E. coli local adhrente esta asociada con cilertos
serogrupos de EPEC clasicos y con la presencia de una adhesina no
fimbrial medida por un plasmido llamado factor de adherencia de
EPEC. La E. coli de tipo agregativo son pertenecientes a un
serogrupo "QO" udnico y la kK. coli de adherencia difusa ocurre
predominantemente entre  los  serogrupos no-EPEC vy tiene una

]

adhesina fimbrial.(97).
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D.1)GENERALIDADES Y
ANTECEDENTI'S HISTORICOS::

Escherichia coli enteroadherente (EAEC), es la
categoria masl recientemente descrita de Escherichia colk
diarrogenica, se caracterizan por presentar una adherencia a
células Hep-2, pero curiosamente son EAF-negativas, no producen
enterotoxinas vy no pertenecen a los serogrupos clasicos de

EPEC. (33) (62).

Cravioto )" o i (1879), en su descripcidn
original de adherencia a células Hep-2, publicd gque el 29% de 17
cepas de E. coli aisladas de brotes de diarrea no eran EPEC ni
ETEC y presentaron adherencia a células Hep-2. Estas cepas eran
posible que hubieran causado los brotes de diarrea, curiosamente
3 de esos 5 brotes de diarrea fueron adultos, mientras que las
cepas EPEC que mostraron adherencia a células Hep-2, hablan side

generalmente encontradas como causa de diarrea en nifices. (97).

Estos estudios son los que apoyan fuertemente el
que la adherencia a células Hep-2Z puede =ser un factor de
virulencia en cepas de FE. coli, independientemente del sercgrupo
v que las cepas EAEC posiblemente pueden representar otro grupo
de E. coli diarrogénica; por esta razdén, se sugirid que E. coli
enteroadherente se tome como otra categorla de K. coli y asli
evitar confusiones c¢on ¢cepas Qque pertenecen a 105 SEerogrupos

EPEC. (62).
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La metodologla utilizada en este trabajo, influye
en la produccidén y seleccidn del efecto de ambas toxinas, aunque
podria tratarse de dos toxinas iguales con nomenclatura
diferente, o que realmente estemos frente a dos toxinas

diferentes. (104).

O'Brien y col. (1987) (71), sefalan que la toxina
descrita por Padhye y col. (1987) (79), es la misma que la que
ellos llaman SL2, sin embargo ellos mismos indican que su
hipotesis se confirmaria o se rechazaria si se hiciera una prueba
de neutralizacién con anticuerpos contra la toxina semejante a

Shiga y la toxina descrita por Padhye. (79).

Sin embargo, actualmente la nomenclatura no ests
aun definida, asl 1los investigadores de Canadd e Inglaterra
contindan llamando toxina Vero a la citotoxina obtenida de una
cepa H-30 6 O0157:H7 y los investigadores de Estados Unidos de
Norteamérica la llaman toxina semejante a Shiga, por la
metodologlia empleada, podria tratarse de la misma toxina, con

nombre diferente. (104).
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los que ellos obtuvieron en relacién con la produccién de dos
toxinas semejantes a Shiga (SL1 y SL2), y observaron que Scotland
llamé VT1 a la que neutralizd con suero anti—éhiga y VI2 a la gque
no se neutralizd, lo cual ellos encontraron que SL1 se neutralizd
con anticuerpos anti-Shiga y SL2 no se neutralizé. Por lo tanto,
ellos propusieron que 1o que Scotland 1llamé VT1 pudiera ser
llamada "toxina semejante a Shiga 1" y VT2 como "toxina semejante

a Shiga 2".(104).

Zepeda y c¢ol. (1985%), realizaron una c¢inética de
crecimiento bacteriano con la cepa H-30 (026:H11), en la cual se
utilizaron dos metodologlas diferentes para la obtencién de
citotoxinas I. Se utlizd el sobrenadante libre de células de un
cultivo de caldo soya tripticaseina, incubado durante 24 horas y
éste se inoculd a un cultivo de células Vero (Konowalchuck y col.
1977) II. Utilizaron el sintético llamado Syncase, el cual fue
tratado previamente con fierro, presente en €l medio y se inoculd

a un cultivo de ceélulas HeLa (O'Brien y col. 1982)(105).

Ellos encontraron dos actividades citotdxicas a
partir de cultivo de soya tripticaselina, una presente en el
sobrenadante y otra a partir del sonicado bacteriano. Sin
embargo, solo encontraron una sola actividad a partir del cultivo
en el medio Syncase, a partir del sonicado bacteriano, no
encontrando actividad citotdxica en el sobrenadante. Estos
resultados hicieron pensar a los autores la existencia de dos
toxinas diferentes que podian ser producidas por la misma cepa
(H-30), esto fue confirmado mas tarde por Scotland y

Stockbine. (91)(104).
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de un rompimiento proteolitico y consecuente reduccién de enlaces
disulfuro de la subunidad A. El fragamento A 1 dentro del citosol
unido al ribosoma 60S dirige para la inhibicién de sintesis de

proteinas y produce la muerte de la célula.(71).
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Fig. No. 18,

La primera descripcidn de la toxina Vero se hizo
empleando una cepa EPEC por Konowalchuck y col. en 1977,
denominada como cepa H30 de K. coli (026:H11) vy aparentemente
parece ser la misma toxina que la toxina semejante a Shiga 1.
O'Brien y col. (1982).(72).

Stréckbine y col. (1986), analizaron los
resultados obtenidos por Scotland y col., sobre su estudio de las

dos variedades antigénicas de VT (VT1 y VI2) vy los compararon con
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La toxina semejante & Shiga 1, obtenide de una
cepa de E. coli H30 v de una cepa de E. coli 933, tiene las
mismab actividades bioldgicas que la toxina de Shiga como son:
citotoxicidad para células HeLa vy células Vero, enterotoxicidad
para asa ligada de conejo y letalidad al ratdén. Por analogla con
la toxina de Shiga, la base molecular para estas tres actividades
bioldgicas, se postula que es la inactivacidn catalitica de los
ribosomas 60S en ceélulas sensibles de mamiferos y que expresan el
receptor. Esta analogla ha sido bien confirmada en un modelo
experimental, en el cual utilizaron preparaciones crudas de E.
coli productoras de toxina semejante a Shiga 1 v se 1inhibid¢ la

sinteslis de protelnas en células Hela.(71).

El receptor para la toxina semejante a Shiga 1,
fue identificado como el mismo que se ha descrito para la Loxina

de Shiga.(71).

La figura No. 18, muestra un diagrama del posible
mecanismo de accidn de la toxina semejante a Shiga 1, elaborado
con los datos experimentales que se tienen hasta la fecha.(71).
Esta figura muestra el modelo de la entrada endocitica medida por
el receptor de la toxina semejante a Shiga 1 en una célula de
mamifero (adaptada por O'Brien). La toxina semejante a Shiga 1,
entra por endocitdsis medida por un receptor especifico. La
subunidad B de la toxina, se une a un receptor presente en la
célula mamifera. El pozo cubierto de clatrina se invagina y se
forma asi, 1la vesicula cubierta. La vesicula formada puede
fundirse como lisososmas. El fragmento enzimatico aclivo Al se
expone en la toxina semejante a Shiga 1 y por él1, alcanza el

citosol, aunque no se conoce como se libera, se cree que requiere
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la toxina semejante a Shiga y el fago 933W, que también codificd
para la toxina semejante a Shiga; pero que no fue
seroneutralizada con anticuerpos anti-Shiga. En un grupo de 50
cepas altamente productoras de citotoxina, la actividad no fue
neutralizada con anticuerpos anti-Shiga en 11 cepas; pero si, con
anticuerpos obtenidos de la toxina codificada por el fago 933W;
de tal manera, que la toxina que es seroneutralizada con
anticuerpos anti-Shiga se le llamé "Shiga-like" 1 y la que no fue

seroneutralizada se le llamé "Shiga-like" 2.(104).

Strockbine y col. (1986), trabajaron con la cepa
C600 (933W), de la cual obtuvieron la toxina semejante a Shiga 2
y ensayaron las actividades bioldgicas de ésta, determinando que
presenta las mismas propiedades bioldbgicas que la toxina
semejante a Shiga 1; pero la toxina semejante a Shiga 2 es mas
letal para el ratén v es menos citotdxica que la toxina semejante

a Shiga 1.(104).

O'Brien y col. (1987), trabajaron con la toxina
semejante a Shiga 1 y determinaron su estructura. Ellos indicaron
que la toxina semejante a Shiga 1 estd constituida de una
subunidad A y cinco subunidades B, que es semejante a la toxina
de Shiga y a las subunidades purificadas de la toxina semejante a
Shiga, obtenidas de wuna cepa H30 y una cepa 933, fuesron
indistinguibles de las obtenidas de la toxina de 3higa de la cepa
60R de S. dysente;jae. Los resultados mostraron que la subunidad
A de la toxina semejante a Shiga 1, tiene un peso molecular de
32,000 y la subunidad B tiene un peso molecular de %,700. La
estructura de la toxina semejante a Shiga 2 hasta ahora no ha
sido determinada.(81).
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citotdxica, letalidad al ratén, entercotoxicidad en asa ligada de
conejo y estabilidad al calor, es estable a 65°C por 30

minutos.(71).

O'Brien y ol . . en un pequefio reporte,
encontraron que 3 cepas pertenecientes al serotipo 0157:H7
producen la citotoxina semejante a Shiga, que compartla las
mismas caracterlisticas de la toxina del bacilo de Shiga, por lo
que propusieron que la toxina que Konowalchuk 1llamd VT y la
toxina que ellos llamaron semejante a Shiga son igualee y que

debe llamarse solo semejante a Shiga.(41)(104).

Newland y col. (1985), lograron clonar el gen
presente en el DNA de un fago de la cepa 933 (0157:H7), que
codifica para la produccidn de 1la toxina semejante a Shiga,
confirmando que el fago contiene informacidén , por lo que se le

llaméd fago-convertidor de la toxina semejante a Shiga.(41)(104).

Strockbine y el (1985), publicaron la
caracterizacidn de anticuerpos monoclonales obtenidos de la cepa
H30 de E. coli que neutraliza la actividad citotédxica,
enterotdxica yv la letalidad al ratdn, los cuales estan unidos por
medio de la protelna A de Staphylococcus aureus para producir un
reactivo de coauglutinacién que resultdé ser Util para detectar
las cepae altamente productorase de la toxina eemejante a

Shiga.(41)(104).

Stockbine y col. (1986), trabajaron con la cepa
933 que pertenece al serotipo 0157:H7 y lograron separar dos

fagos, el fago 933J, que lisogenizd a la cepa K12 vy codificd para
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semejante a la toxina de Shiga y por lo tanto, le denominaron

toxina semejante a Shiga o "Shiga-like™(72)(104).

En el mismo reporte, se clasificd a las cepas
eétudiadas en 4 categorlas: la categoria 1, corresponde a cepas
de E. coli y una Pseudomona aeruginosa que producen una
citotoxina que no es neutralizada por anticuerpos anti-Shiga. La
categorla 2, consistid en cepas de K. coli que producen trazas de
citotoxinas que son neutralizables con anticuerpos anti-Shiga, en
esta categorlila se encuentra la‘cepa K12 de E. coli que no es
patdégena. La categorla 3, comprende cepas que producen niveles de
toxina bajos o moderados seroneutralizables; cabe sefialar que en
esta categorla se encuentran también una cepa de Salmonella
typhimurium, una cepa de Shigella flexneri, la cepa H10407 de £.
coli que es la cepa utilizada como referencia para la produccidn
de las enterotoxinas LT y ST, y la cepa RDEC-1 que es una cepa

que produce diarrea en conejos y se comporta como las cepas EPEC

humanas. (41)(104).

La categorla 4, son cepas altamente productoras
de la toxina, en donde se encuentran la cepa H30 de E£. coli y la
cepa 60R de Shigella dysenteriae. Actualmente, sabemos que la
cepa 0O157:H7 es altamente productora de la toxina semejante a

Shiga y légicamente caerla en esta categoria(94)(104).

O'Brien y col. (1983), utilizaron la cepa H30
para purificar la toxina semejante a Shiga, encontrando un peso
molecular de 48,000 daltones y difiere de la toxina de Shiga, que

tiene un peso molecular de 58,000, no obstante comparten

caracterlisticas como son: punto isoeléctrico, capacidad
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En apoyo & loe estudios realizados por Scotland y
col. (1985) sobre la existencia de dos variedades antigénicas de
citotoxina Vero, Padye y col. (1987); encontraron una cepa
0157:H7 (932) aislada de un sujeto con colitis hemorrigica, que
producia una citotoxina VT, la cual causaba lesiones en el colon
Yy una subsecuente colitis hemorrdgica en ratones. Esta toxina no
fue neutralizada con anticuerpos anti-Shiga Y% presentd
caracteristicas fisicoquimicas diferentes & la toxina que se
neutralizaba por anticuerpos anti-Shiga, lo que harla suponer la

existencia de dos varidades antigénicas de VT. (79).

2)CITOTOXINA SEMEJANTE A SHIGA ("Shiga-like") DE
Escherichia coli:

O'Brien y col. (1982), trabajaron con la misma
cepa que trabajo Konowalchuck y cel. (1977), 1la H-30, la
cultivaron durante 48 hrs. en un medio sintético llamado Syncase,
el cual fue tratado por un agente quelante como el Chelex-100 gue
atrapa el Fe presente en el medio; el crecimiento bacteriano fue
pasado a través de una prensa French, de manera que se obtuvo
todo el material intracelular, se sometid a didlisis exhaustiva y
éste se inoculd a células Hela (carcinoma de cervix); en donde se
observd 1lisis celular. La 1lisis celular fue inhibida con
anticuerpos dirigidos contra la toxina de Shigella dysenteriae
tipo 1 (bacilo de Shiga) y en una prueba de inmunodifugién los
anticuerpos contra la toxina del bacile de Shiga se obtuvieron
bandas de identidad frente a la toxina obtenida de la cepa 60R de
Shigella dysenteriae y la cepa H30 de K. coli; por lo que se

dedujo que la citotoxina obtenida de la cepa H30 de E. coli era
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Scotland y col. (1985), reportaron que existen
dos variedades antigeénicas de VT, la primera con capacidad de ser
neutralizada por el antisuero anti-Shiga (antisuero contra
Shigella dysenteriae tipo 1) por lo que propusieron que se le
llamara VT 1 y la segunda que no fué neutralizada con antisuero
anti-Shiga propusieron que se le llamara: VT 2; se establecid
ademas ese ano, que es posible que las dos variedades antigénicas

pudieran estar presentes en una sola cepa.(91).

Karmali y col. (1985), confirmaron los resultados
obtenidos por Scotland y col. (1985) que aseveran que existen dos
distintas toxinas Vero (VT 1 y VT 2) en cepas de K. coli 0157:H7,
relacionadas serolégicamente, ya que hay una hibridizacién (no
muy grande) entre los fragmentos de DNA que codifican para VT 1 y

VT 2.(44).

Willshaw y col. (1987) trabajaron con los fagos
que codifican para }a produccidén de citotoxinas Vero (VT1 y VT
2); ellos encontraron que los fagos que codifican para las dos
citotoxinas VT 1 & VT 2 obtenidas de cepas de K. coli con
serotipo 0157 :H7 V' 0157 :H- que eran indistinguibles
morfoldgicamente. El1 tamafio de genoma fdgico y su patrdn de DNA
obtenido por medio de enzimas de restriccidn fueron similares.
Estos fagos fueron morfoldgicamente diferentes al fago que
codificé para la toxina VT 1, aislada de una cepa con serotipo
026:H11. Sin embargo, la regidén clonada de VT 1 del fago
originado de una cepa de E. coli 0157:H7 fue idéntico a la regién
VT 1 clonada préviamente de un fago obtenido o inducido por una

cepa de E£. coli 026:H11 (H19).(94)(101).
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En 1978, Konowalchuk vy col., reportaron dos
variantes moleculares de la toxina VT, una de puntc ieceléctrico
de 7.2 y otra de 6.8, siendo predominante la de 7.2, con un peso

molecular de aproximado de 28, 000 daltones. (41).

Wilson y col. en 1980, encontraron gue no todas
las cepas 026 producen la toxina VT y que otros serotipos también
la pueden producir. Estoe reportes fueron muy pequerics y
aislados, lo que no provocd interés de parte de la comunidad
cientifica en esa época. Sin embargo, Scotland y col. trabajando
con cepas EPEC encontraron que los serogrupos 026 y 0128 fueron

productores de toxina VT.(41).

Johnson y col. (1983), encontraron al serogrupo
026 en 78 cepas aisladas de colitis hemorragica en Canada, que
eran productoras de VT en un 70%; el resto pertenecian al
serotipo 0157:H7 y ambas presentaban en forma caracterlistica vy

consistente la de ser fermentadoras tardlia de sorbitol. (41).

Smith v col. (1983), reportaron que la toxina
Vero producida por las cepas de los serogrupos 026 y 0128, estaba
codificada por un fago. Sin embargo, la toxina V1T por una cepa de
cerdo P101 (0141) no fué codificada por el fago. En este mismo
estudio realizaron pruebas de neutralizacidn cruzada con cepas de
diferentes origenes y mostraron que por lo menos hay tres
variedades antigénicas de VT: las de cepas de—origen.humano, las
de cepas de origen porcino y las obtenidas a partir de una cepa
de P. aeroginosa, en las cuales no hubo reaccidén cruzada de

neutralizacidén. (41).
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C.11)DIFERENTES CLASES DE CITOTOXINAS
ENCONTRADAS EN K. COL I

ENTEROHEMORRAGICA :

I) CITOTOXINA VERO (VT) DE Escherichia coli:

En 1977, en Canad&, Konowalchuk vy col., fueron
los primeros en publicar la produccién por ciertas cepas de
Escherichia coli de una toxina termoldbil distinta a las toxinas
termostables (ST) y termoldbil (LT) hasta el momento descritas.
La caracteristica principal de 1la toxina era su actividad
citotéxica sobre células Vero (rifion de mono verde africano)(94).
Konowalchuk utilizando €l sobrenadante libre de células de una
cepa H30 (026), 1inoculd un cultivo de células Vero, observando
que a las 24 horas, las ceélulas iniciarcon un proceso de lisis que
fué total e irreversible a los cinco dias; este efecto no se
presentd en células CHO (ovario de hamster chino). Como sb&lo
causaba efecto citotdxico sobre las células Vero la llamaron VT &
toxina Vero(41), estayfue labil al calor vy usando membranas de

ultracentrifugacidn se dedujo un peso molecular aproximado de 10,

000 a 30, 000 daltones (47).

Los anticuerpos obtenidos contra la citotoxina VT
neutralizaron la actividad citotéxica de la cepa H30(026), que se
utilizd como referencia para la produccién de la toxina VT. Sin
embargo, en otras dos cepas no se logré neutralizar el efecto con

el uso de anticuerpos contra la citotoxina VT. (47).
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no se recomienda el uso de la terapla antimicrobiana en la
colitis hemorragica, en algunos casos la Lerapia con randomizina

ha sido eficaz. (83).

C.9)EPIDEMIOLOGIA -

Recientemente (1982) se ha demostrado que el
serotipo 0157:H7, se encuentra asociado en cuadros y brotes de
colitis hemorrédgica que se han presentado en nifios y adultos en
Estados Unidos, como consecuencia del consum¢ de hamburguesas mal
cocidas (B4). En varios estudios se han obtenido datos clinicos
y epidemioldgicos extensos sobre los pacientes con HUS en
Washington del oeste (83). Desde 1982, aparecieron
contribuciones sobre la epidemiclogla de las infecciones por k.
coli 0157:H7, v aun no ha sido bien establecido que la carne

pudiera ser su reservorio natural.(83).

C.120)F R © F 1T L A X I & :

Las consideraciones sobre este tema, son las
mismas que se han mencionado anteriormente en el tema respectivo
Ll

a ETEC. (ver pagina 220).
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C.6)SEROGRUPOS "O'" MAS FRECUENTES:

La colitis hemorrdgica es una infeccidn entérica
recientemente reconocida, debida a cepas de E. coli de un
serotipo especifico denominado 0157.(53), aunque recientemente

también se han involucrado los serogrupos 026:H11 y O111:H-.(33).

C.7)I N M U N I D A D:

Karmali y col. (1985), en pacientes c¢on sindrome
urémico hemolitico, encontraron cepas productoras de VT, ademas
determinaron la presencia de citotoxina Vero en heces de los
pacientes y respuesta de anticuerpos en el suero de 1los mismos,
estos anticuerpos tenian capacidad de neutralizar la actividad
tanto de la citotoxina producida por las cepas; asi como, la
actividad citotdxica presente en las heces. Ademas, el suero del
paciente también neutralizé la actividad presente en el espacio
periplasmico de las cépas productoras de V7T, utilizando para ello
polimixina B que provoca la liberacidén al sobrenadante de la

citotoxina. (44).

C.8)TRATAMIENTO -

Los lactantes, nifios y adultos con
8astroenteritis, necesitan reposicidn de liquidos. Puede ser
necesaria la hospitalizacién si hay un dé&ficit de llquid;s (> o=
S) o0 no se tolera la hidratacisn oral.(50). Después de 10 dias

con diarrea, la mayorla de los pacientes destinados a tener "HUS"
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Estas cepas causan diarrea severa caracterizada
por sangre visible en 1las heces, muchos de los casos descritos
han sido adquiridos mediante el COnsuUmo de hamburguesas
parcialmente cocinadas.(53). Diferentes datos sugieren que E.
coli O157:H7 es la causa predominante y posiblemente exclusiva de

HUS ¢ sindrome urémico hemolitico. (53).

C.49)M E C A N I S M O:-

Lag cepas de E. coli asociadas con <colitis
hemorrdgica produce una citotoxina para células Vero (Verotoxina)
y HeLa que parecen ser idénticas a la shiga-toxina de Shigella
dysenteriae(53)(84), la produccidn de estas citotoxinas es el
mecanismo de patogenicidad de este grupo (33) se cree que esta
toxina dafa a las células vasculares endoteliales, produciendo

hemorragia hacia el lumen intestinal (53)(84).

C.S)MANIFESTACIONES CLINICAS :

EHEC, se manifiesta como un tipo de disenteria
distinta a la clasica, donde no hay inflamacidn vy hay
entercoinvacidn de la mucosa, con la aparicidn de sangre en heces
(53), tipicamente el paciente es afebril, perc en el comienzo de
la enfermedad puede ser confundida por <colitis isquémica y que

puede conducir a la muerte. (59).
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Estos hechos hicieron que Levine vy col, (1987)

propongan al serotipo 0111:H- como integrante de la categoria de
Escherichia coli enterohemorragica (56). En el mismo afio Levine y
col. observaron que el serogrupo O0111 hibridizd con la sonda de
DNA preparada a partir del plasmido de la cepa OQ157:H7

VIis.(58)156)..

C.2)GENERALIDADES :

Una nueva clasificacién de cepa de E. coli, se ha
considerado, la K. coll enterohemorragica. Este grupo ha
adquirido gran importancia va que produce diarrea con sangre

tanto en ninos como adultos. (32).

Escherichia coli 0157:H7, ha surgido como un
patégeno de importancia en Canad4a y Estados Unidos en donde se
han descrito miltiples reportes de brotes de colitis hemorragica,
sindrome urémico hemolitico y diarreas en guarderias Yy en

comunidades (23).

C.3)PATOGENIA -

Recientemente estudios han demostrado que E. coli
es capaz de producir toxinas parecidas a Shiga (toxinas semejante
a Shiga & SLT; Verotoxinas), que son los agentes etiologicos en

la mayor parte de casos del Sindrome uremico hemolitico

(HUS) . (83).
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aproximadamente 60 Md, que no hibridiza con la sonda del gen para
EAF (factor de adherencia para la EPEC) v algunas veces se ve

\
asociada con diarrea con sangre (57).

Tzipori y col. (1985), usando microscopia
electrdénica vieron que la cepa 0157:H7 ataca, destruye las
microvellosidades del enterocito y causa una lesién que asemeja a
las que causan los serotipos clédsicos de K. coli enteropatdgena
(99). 8Sin embargo, esta lesidn que causan las cepas
enterohemorragicas y la lesidn que caugan las cepas
enteropatégenas e pudieron diferenciar mediante la infeccidén de
cerdos gnotobidticos con estas cepas. La infeccién por EPEC
lesiona todo el intestino del cerdeo, hay infiltracidén por
polimorfonucleares y la lesidn se ve menos severa; en cambio, la
infeccidén por EHEC lesiona solamente el ciego y €l colon, no hay
infiltracidén de polimorfonucleares y la lesidén es mas severa

comparada con las EPEC.(99).

Karmaii y col. (1985), en un estudio que
realizaron, donde asocian el sindrome urémico hemolitico con la
infeccidén de E. coli productora de toxina Vero, encontraron el
serotipo O111:H- de E. coli aislado de un paciente con SUH, como
cepa altamente productora de toxina Vero. Este hecho fué
confirmado maés tarde por el mismo Karmali vy col. (1986), se
empleo el suero del paciente de su estudio anterior, del cual se
obtuvo la cepa de E. coli O111:H-, este suero neutralizo
completamente a la toxina Vero obtenida de una cepa de E. coli

D26:H11. (55)(56).
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