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Diarrea por Escherichia Coli

(Tercera de tres partes)

Alejandro Cravioto, Juan José Garcia, Carlos Eslava

Departamento de Salud Pablica, Facultad de Medicina, UNAM

Se desconoce aun si existen diferentes tipos de cepas
agregativas, unas relacionadas con diarrea persistente y otras
con diarrea con sangre. Estudios recientes muestran que la
toxina encontrada por Eslava et al’’ es capaz de producir
lesiones hemorragicas severas cuando se inyecta en forma
purificada en asas ligadas de intestino de ratas. Estos resul-
tados pudieran apoyar la capacidad de cepas EAggEC para
causar diarrea con sangre en humanos.

Distribucion

El conocimiento sobre la frecuencia y distribucién de la
patologia causada por E. coli, en especial la diarrea, es li-
mitado debido cuando menos a dos hechos vinculados en-
tre si. Por un lado, la enfermedad no es de notificacion obli-
gatoria; y por otro, a que su diagndstico requiere la demos-
tracién de los factores de virulencia de estos gérmenes a
través de una metodologia de alta especificidad.

Por tal motivo, la informacion sobre la distribuciéon de
infeccion y diarrea por cepas de E. coli proviene sblo de
estudios epidemioldgicos disefiados para tal fin. En el caso
de EPEC se considera que la infeccién tiene una distribu-
cién mundial. Los primeros reportes sobre la capacidad de
cepas de E. coli para causar diarrea severa en nifios apare-
cieron en la literatura médica a mediados de los afios 40.
Bray en Inglaterra y Varela, Aguirre y Carrillo?” en Méxi-
co describieron, en forma totalmente independiente, la pre-
sencia de cepas de E. coli como germen unico en
coprocultivos obtenidos de nifios pequefios con diarreas
severas en ambos paises. Los casos de diarrea por cepas
EPEC en cuneros de paises industrializados son muy poco
frecuentes en la actualidad.*! Por el contrario, en los paises
en desarrollo, la prevalencia de diarrea por EPEC sigue sien-
do muy alta, en especial durante los primeros 6 meses de
vida.!*7! Aunque existen reportes contradictorios al respec-
to, la época del afio no parece influir sobre las tasas de
incidencia de infeccion por EPEC, aunque se considera que
su mayor frecuencia se puede observar durante el verano.

Las cepas ETEC son una causa frecuente de diarrea seve-
ra en lactantes de paises en desarrollo,®¢ asi como la causa
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mas comun de diarrea en individuos de paises industrializa-
dos que viajan a zonas menos desarrolladas del mundo.3!:82
El disefio transversal de estudios realizados para determinar
la frecuencia de cepas ETEC en pacientes con diarrea no
habia permitido determinar la incidencia de infeccidn, en
especial, a partir del nacimiento. Para tal proposito, Cravioto
et al.* estudiaron en forma longitudinal una cohorte de 75
nifios nacidos consecutivamente en un poblado rural del cen-
tro de México. Los resultados de dicho estudio mostraron
que las cepas ETEC eran el germen intestinal aislado con
mayor frecuencia durante los primeros dos afios de vida.

Aunque la infecciéon por ETEC en este grupo de nifios
comenz6 a partir del nacimiento, desde el tercer mes de
vida existieron marcadas diferencias en la curvas de inci-
dencia segiin el tipo de enterotoxina(s) que produjeron las
bacterias aisladas. La infeccidn por cepas que producian
solo LT o ST se incrementé progresivamente desde el naci-
miento hasta los 10 meses de vida, edad a la que se aprecid
un aumento considerable de infeccién por cepas que pro-
ducian Gnicamente LT, llegando la curva a una asintota a
los 18 meses de edad. En el caso de la infeccion por cepas
que producian solo ST, la incidencia aumentd lentamente
de los 10 a los 18 meses de edad, para después elevarse en
forma acelerada hasta alcanzar la curva de incidencia de
infeccion por cepas que producian unicamente LT. A dife-
rencia de las curvas anteriores, la infeccidon por cepas que
producian tanto LT como ST se incrementé en forma mas
lenta, ascendiendo progresivamente a partir del nacimiento
hasta los dos afios de vida, sin llega a alcanzar los niveles
de incidencia observados con cepas ETEC que producian
una sola de estas enterotoxinas.

Independientemente del tipo de enterotoxina producida,
la mayoria de las infecciones durante los primeros dos afios
de vida fueron asintomaticas, en especial durante los pri-
meros seis meses, siendo mas frecuente la presencia de dia-
rrea cuando los nifios se infectaron con cepas que produ-
cian unicamente ST.

Resultados del mismo estudio® mostraron que la inciden-
cia de diarrea por cepas ETEC entre agosto de 1985 y ene-
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ro de 1988, cuando se realiz6 la investigacion, tuvo un pico
entre abril y septiembre de cada afio. Estos incrementos
anuales fueron muy similares a los encontrados para la pre-
valencia general de diarrea en los nifios estudiados. Al igual
que en el caso de la prevalencia por mes calendario, la pre-
valencia de diarrea asociada con cepas ETEC por mes de
vida tuvo un incremento significativo en cada uno de los
primeros dos afios de vida. El primero entre los seis y los
once meses y el segundo entre los 15 y los 22 meses de
edad. Estos incrementos mostraron que, independientemente
de los factores ambientales que daban una estacionalidad a
la prevalencia de diarrea por ETEC, existian factores pro-
pios del huésped que determinaban cambios en la preva-
lencia de diarrea asociada a infeccién por estas bacterias.
Los datos longitudinales de Cravioto et al.* permitieron tam-
bién definieron la tasa de ataque de diarrea la primera vez
que un nifio entré en contacto con una cepa ETEC. La tasa
de ataque, definida como la relacion entre la presencia de
una cepa ETEC en heces y la presencia de diarrea en el
nifio, fue diferente cuando la bacterias produjeron una o
ambas enterotoxinas. En el caso de cepas que produjeron
unicamente LT, Ia tasa de ataque inicial fue del 19%, mien-
tras que esta tasa se increment6 a 41% y a 57%, respecti-
vamente, cuando las cepas produjeron sélo ST o ST junto
con LT.

La tasa de ataque de diarrea durante una segunda infec-
cion por cepas ETEC sélo disminuy6 cuando los nifios se
reinfectaron por bacterias que produjeron ST, con o sin LT,
pero no por bacterias que produjeron unicamente L/T. Esto
llama Ia atencidén cuangdo se toma encuentra el elevado peso
molecular de la LT y la supuesta capacidad de esta entero-
toxina para dar una respuesta inmune protectora a nivel in-
testinal. Estos resultados confirman estudios previos en
voluntarios humanos inoculados con cepas productoras uni-
camente de LT, en los cuales el tiempo de proteccién con-
tra diarrea fue muy corto, cuando después de tres meses
fueron retados con una cepa productora de LT de serotipo
diferente al utilizado en la inmunizacién inicial.3 La ex-
plicacion de estas diferencias en tasas de ataque puede de-
berse a la presencia o no de factores de colonizacién expre-
sados por cepas ETEC productoras de diferentes entero-
toxinas. En el estudio de Cravioto et al.# entre 60 y 70% de
las cepas productoras de ST expresaron unicamente un fac-
tor de adhesividad de tipo fimbriado, CFA/I, CS1, CS2, CS4,
CSS, a diferencia de las cepas productoras inicamente de
LT, en que mas de la mitad no produjeron un factor de co-
lonizacidén y, en aquellas que los hicieron, solo se detectd
la presencia del antigeno CS6, una proteina fibrilar que no
parece mediar adherencia de estas bacterias a los
enterocitos. 0

El estudio de Cravioto et al.‘f mostré también que la in-
feccion inicial por cepas ETEC productoras de un determi-

nado factor de colonizacién condiciond una respuesta in-
mune protectora contra infecciones subsecuentes por bac-
terias que producian el mismo factor de adhesividad. Por el
contrario, cuando los nifios se reinfectaron con cepas ETEC
que producian un factor de adhesividad diferente al encon-
trado en la infeccidn inicial, la tasa de ataque de diarrea se
mantuvo alrededor del 50%. Estos resultados indican que
la inmunidad protectora local resultante de la infeccion
natural por cepas ETEC estuvo mediada fundamentalmen-
te por la presencia de factores de colonizacién y no como
respuesta a la produccion de enterotoxina a nivel intestinal.

EIEC presenta una distribucién mundial y se ha reporta-
do como causa frecuente de diarrea en Brasil. Estudios epi-
demioldgicos realizados en México por Cravioto et al.4,
muestran que las cepas EIEC son un agente poco comun de
diarrea, identificdndose preferentemente después del sexto
mes de vida. En un trabajo realizado por Suarez Hoil et al.3
se reporta que de 148 muestras de heces estudiadas obteni-
das de igual numero de nifios con diarrea, 41 de ellas con
presencia de sangre, en solo dos de estas 1iltimas se pudo
aislar una cepa EIEC.

La biisqueda de cepas EHEC en diferentes paises comen-
z0 a partir de 1982 en que Riley et al.6 reportaron un brote
de colitis hemorragica a febril en un grupo de ancianos de
los Estados Unidos asociado con el aislamiento de una cepa
de E. coli de serotipo 0157:H7. Los resultados de dichos
estudios confirmaron la asociacion entre el aislamiento de
cepas 0157:H7 con la presencia de colitis hemorragica en
humanos, y la presentacion posterior de sindrome urémico-
hemolitico (SUH).

Ambos padecimientos se han descrito fundamentalmen-
te en personas que viven en paises industrializados con cli-
mas templados, como Estados Unidos, Canada, Inglaterra,
Argentina, Australia y Alemania.8586.87.88 En dichos estu-
dios ademas del serotipo 0157:H7, se han identificado ce-

pas de E. coli pertenecientes a los serogrupos 026, 0111,

0113, 0121, 0145 como causantes de los mismos padeci-
mientos.

La prevalencia de colitis hemorragica y SUH en paises
en desarrollo es casi desconocida. Uno de los pocos repor-
tes®? informa de la busqueda de cepas citotéxicas en 52
nifios rurales mexicanos menores de seis meses de edad
con diarrea y en 52 controles apareados por edad y sexo.
En dicho estudio se aislaron cepas citotdxicas en 44 de los
102 nifios. Las bacterias citotoxicas aisladas de nifios asin-
tomaticas produjeron, de acuerdo con los criterios de Mar-
ques et al.?® niveles muy bajos de VT1. El efecto de esta
citotoxina sobre células HeLa no pudo ser neutralizado por
anticuerpos especificos contra VTI1. En los pacientes con
diarrea en cambio la produccion de VT1 fue moderada o
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alta, y su efecto sobre células HeLa si pudo ser neutraliza-
do por anticuerpos contra VT'1. La diarrea asociada a cepas
citotoxicas en los nifios enfermos fue siempre leve o mode-
rada, y en ninguno de los casos se asocio con la presencia
de sangre en las evacuaciones o con el desarrollo de SUH,
como complicacion de la infeccion.

Las cepas citotdxicas aisladas de nifios con o sin diarrea
en este estudio pertenecian a los serotipos 026:H11, 0111:H,
0111:H21, 0119:H- y 0128:H12; similares a los descritos
en otros paises, sin encontrarse cepas del serotipo 0157:H7.
La falta de aislamiento de cepas 0157:H7 y la poca edad de
los pacientes, pudiera explicar la ausencia de colitis hemo-
rragica y SUH en ellos. En otros estudios de casos y con-
troles realizado en México por Giono et al®! se report6 tam-
bién el aislamiento de cepas de E. coli productoras de nive-
les moderados y altos de VT en nifios con y sin diarrea, sin
encontrarse cepas 0157:H7 o la presencia de SUH en los
pacientes infectados con estas bacterias.

Unicamente Zepeda et al.2 han reportado en México la
presencia de SUH en un caso asociado con el aislamiento
de una cepa productora de VT. El estudio de este paciente
mostro la presencia de un cuadro clasico de SUH asociado
con el aislamiento de una cepa E. coli productora de nive-
les elevados de VTI1. La existencia de anticuerpos contra
VT1 en el suero del nifio, asi como la capacidad de este
suero para neutralizar el efecto citotoxico de una cépa
0157:H7 sobre cultivos.de células HeLa, confirmo la pre-
sencia de infeccion por una cepa EHEC.

A diferencia de paises como Argentina que tiene una alta
prevalencia de SUH, en el cual la frecuencia de aislamien-
to de cepas que producen VT2 es muy alta,® la ausencia de
casos de SUH asociada a infeccion por cepas citotoxicas en
México,%! se debe probablemente a la baja frecuencia con
que las bacterias aisladas producen VT2. Eslava et al.% han
demostrado que cepas productoras de niveles moderados y
altos de VT1 aisladas en México son portadoras de fagos,
estructural y morfologicamente, similares a los encontra-
dos en cepas citotoxicas aisladas en otras partes del mun-
do. En estudios de hibridacion empleando sondas especifi-
cas preparadas con material genético de otros agentes rela-
cionados con la produccion de Vts obtenidos en Europa y
en los Estados Unidos, este mismo grupo de investigadores
han encontrado una alta similitud entre ambos.” Estas ob-
servaciones plantean la posibilidad de que, independiente-
mente de los factores de patogenicidad del germen, existan
factores del huésped que determinan su resistencia a cierto
tipo de padecimientos como el SUH.

En su estudio Cravioto et al.,?® encontraron que el aisla-

miento de cepas EHEC solo se relacionaba con la presen-
cia de diarrea leve o moderada de tipo secretor. Los
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serogrupos identificados en este estudio, incluyeron algu-
nos de los observados en otras partes del mundo como 0119
y 0128. En los primeros meses de 1993 se present6 en los
Estados Unidos un brote de diarrea con sangre y algunos
casos de SUH asociado con la ingesta de hamburguesas.
Carne de algunos lotes similares a los que estaban causan-
do este brote fueron enviados de tres estados del oeste de
los Estados Unidos. Este hecho dio pie a que se pensara
que los alimentos hubieran podido pasar a nuestro pais, ra-
26n por la cual se inicid en la zona de la frontera norte la
busqueda sin éxito, de cepas de E. coli 0157:H7 en carne
cruda y en hamburguesas.®

Swerdlow et al.!7 han descrito el brote de mayor dimen-
sioén de infeccion por cepas 0157:H7 reportado a la fecha.
La cepa aislada fue resistente a sulfisoxazol, tetraciclina y
estreptomicina, describiéndose por primera vez su transmi-
sién por consumo de agua a través de la red municipal de
abastecimiento. El numero de casos declind una vez que se
realiz6 una cloracidn adecuada del sistema de suministro y
se indicd a los habitantes que hirvieran el agua. Besser et
al.!8 han descrito también un brote de infeccion por E. coli
0157:H7 transmitida por consumo de una bebida a base de
manzana. La sobrevida de E. coli 0157:H7 disminuy6 de
20 a 7 dias al agregar a la bebida 0.1% de benzoato de
sodio como conservador.

La causa de la contaminacion se debio a la utilizacion de
manzanas sin lavar en la preparacion de la bebida, la cual
tampoco habia sido pasteurizada ni adicionada con conser-
vadores.

Diagnéstico y tratamiento

Cada uno de los grupos de E. coli descritos presenta ca-
racteristicas relacionadas con mecanismos de patogenici-
dad especificos que sirven como base para su identifica-
cion.

La presencia de EPEC en heces se puede detectar a tra-
vés de pruebas de aglutinacion en placa con dos sueros co-
merciales polivalentes, utilizando colonias de E. coli que
crecen en medios poco selectivos como Mac-Conkey o eosi-
na-azul de metileno (EMB). Una prueba positiva en placa
debe confirmarse por aglutinacién en tubo con los antisueros
monovalentes correspondientes utilizando bacterias dilui-
das y calentadas 30 minutos a 1000°C. La falta de aglutina-
cién con estos antisueros no significa, sin embargo, que la
cepa aislada sea incapaz de producir diarrea, sino unica-
mente que no pertenece a un serotipo considerado como
enteropatdgeno.® La identificacién de EPEC incluye la
observacion de un patron de adherencia localizado en célu-
las Hep-2. Adicionalmente, se puede realizar una prueba in
vitro de tincidn de actina fluorescente (FAS) para determi-
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nar la acumulacién de actina polimerizada en el sitio en el
cual se adhieren las bacterias a células en cultivo.”®

Otra alternativa para la deteccion de EPEC estd basada
en técnicas de recombinacién genética que han permitido
el desarrollo de sondas moleculares para la identificacion
de secuencia de genes relacionados con la produccién de
factores de patogenicidad de enterobacterias.”” Estas son-
das estin elaboradas con secuencias especificas de acido
desoxirribonucléico (ADN) marcado con fosforo radiacti-
Vo 0 con enzimas, que por un proceso de hibridacion, reco-
nocen secuencias de ADN complemeéntarias en las cepas
problema.

El reconocimiento de secuencias de ADN complemen-
tarias en bacterias aisladas de individuos enfermos se in-
terpreta como que dichos microorganismos tienen infor-
macidn genética para elaborar factores de patogenicidad
iguales a los producidos inicialmente por las cepas de don-
de fue aislado el ADN de la sonda molecular. Este tipo de
ensayos permite el analisis rapido, y relativamente barato
de gran nimero de cepas, si se tienen las facilidades para
purificacion de ADN y para el manejo de material radio-
activo. Se dispone en la actualidad de sondas de ADN,
tanto para detectar genes en el plasmido que codifica para
la adherencia de tipo localizado de cepas EPEC, como
para el gen cromosOmico eae, necesario para causar una
lesién de adherencia y esfacelamiento, el cual también se
puede encontrar en algunas cepas productoras de Vero-
toxinas.%6-97

La identificacion de ETEC puede realizarse por el reco-
nocimiento de la produccion de LT y de ST. El estandar de
oro para la deteccion de LT es la presencia de cambios
citoténicos que presentan células de suprarrenal de raton®®
o de ovario de hamster chino (CHO), ante la presencia de la
toxina en sobrenadantes filtrados de cultivos de estas bac-
terias. La identificacion de la presencia de la enterotoxina
se basa en los cambios morfologicos producidos en estas
células ocasionado por ¢l incremento intracelular de AMPc.

En la deteccion de LT se han desarrollado también técni-
cas inmunoenzimaticas (ELISA) que utilizan como substrato
inicial al gangliosido GM, receptor de la toxina a nivel in-
testinal.®® Existen comercialmente sondas de polinucled-
tidos y de oligonucleotidos, asi como sistemas de amplia-
cién genética (tipo reaccion en cadena de la polimerasa
PCR) para detectar genes que codifican para la producciéon
de LT.

La deteccion de ST se habia visto limitada debido al bajo
peso molecular de la toxina. A nivel de laboratorios de in-
vestigacion la deteccion de ST se habia realizado por me-
dio de la inyeccion intragastrica de filtrados de cepas de

E. coli a ratones de tres dias de edad. Después de cuatro
horas los animales inoculados con filtros de cepas produc-
toras de ST presentan dilatacion intestinal por acumula-
cion de liquido. Para considerar la prueba como positiva el
peso del intestino de cuatro ratones en relacién al peso del
cuerpo sin intestino de estos animales debia estar por arri-
ba de 0.08. Para la deteccion de los dos tipos de ST, (Ay B),
se requeria realizar pruebas en asas ligadas de intestino de
conejo o de cerdo, pues el modelo en ratones sélo identifi-
caba STA

Afortunadamente existe actualmente un ensayo inmuno-
enzimatico elaborado a partir de toxina ST sintética y de su
anticuerpo monoclonal, para detectar en filtrados de culti-
vo tanto STAI como STA2. Se han desarrollado también
sondas de ADN y un sistema de PCR para la deteccion de
genes que codifican STA. Por lo que respecta a STB, aun-
que su importancia parece ser solo como causa de enfer-
medad en animales, su deteccién en cepas ETEC aisladas
de humanos puede realizarse mediante ensayos inmunoen-
zimaticos especificos o por sondeo molecular.’’

La identificacién de cepas EIEC se puede realizar ini-
cialmente a través de las caracteristicas bioquimicas de es-
tas bacterias. Su crecimiento en medios habituales es lento
y no fermentan la lactosa o lo hacen muy tardiamente. Son
anaerobicas facultativas y no son moviles, por lo que se
confunden con cepas de Shigella. Sus antigenos de Shige-
1a.%% La deteccién de EIEC es cara y altamente especiali-
zada y se ha realizado a través de inocular con un cultivo
bacteriano el 0jo de un cobayo, observandose en las siguien-
tes 72 horas el desarrollo de una queratoconjuntivitis ulce-
rativa (prueba de Sereny).!90

La capacidad invasora de estas bacterias se puede reali-
zar también empleando células de cultivo de tejidos HeLa
o Hep-2. Por otra parte, debido a que la capacidad invasora
de cepas EIEC esta determinada en parte por un plasmido
de 120-140 mDa asociado con la capacidad invasora del
gérmen, se han desarrollado ensayos de PCR y sondas de
ADN dirigidas contra varios loci presentes en estos plasmi-
dos.. Existe también una prueba de ELISA, en la cual se
utilizan suecros polivalentes claborados con cepas EIEC y
absorbidos con mutantes no invasivas, encontraindose una
buena correlacion con la prueba de Serény para la identifi-
cacion de cepas invasoras de E. coli.

La presencia de EHEC, y en particular de E. coli 0157:H7
aisladas de pacientes con colitis hemorragica o con sindro-
me urémico-hemolitico, se puede realizar a través de detec-
tar aglutinacion con antisueros especificos contra el antige-

‘no somatico correspondiente. En el caso de cepas 0157 es

necesario conocer de manera adicional si las bacterias po-
seen el antigeno H7. Desde el punto de vista bioquimico
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resalta el hecho de que estas bacterias no fermentan sorbi-
tol, caracteristica poco comin en cepas de E. coli de 1a flora
intestinal normal, por lo que su identificacion se puede rea-
lizar sembrando bacterias sospechosas en un medio de
MacConkey con sorbitol (SMAC) en lugar de lactosa.!0!
Cabe mencionar que Escherichia harmanii también es inca-
paz de fermentar sorbitol y de aglutinar con un suero contra
antigeno 0157, aunque en el caso de estas bacterias su capa-
cidad para fermentar celobiosa las diferencias de E. coli
0157:H7.101.102 Ep e] caso de cepas EHEC el método mas
directo para su identificacion es la capacidad de la bacteria
para producir citotoxinas VT.1938 En ambos casos la con-
firmacion de la produccién de VT se realiza mediante la
neutralizacion de su accién sobre células HeLa o Vero-con
antitoxinas especificas.!%! Se ha logrado identificar también
la presencia de genes codificadores de VT por sondas de
ADN en experimentos de hibridacién a través de PCR.%¢

La utilizacién de procedimientos inmunoldgicos para
detectar cepas EHEC ofrece algunas ventajas sobre otros
métodos de diagndstico. Estos ensayos no requieren de con-
diciones especiales para su implementacién y tienen una
sensibilidad y una especificidad similar a la de métodos
mas laboriosos o poco accesibles a laboratorios clinicos.
Una combinacién de estos métodos, descrita por Strockbine
et al.,!1% consiste en sembrar las heces de individuos con
diarrea en un medio que contiene trimetoprimsulfametoxa-
sol (TMP-SMZ), el cual favorece la produccion de citoto-
xinas en bacterias productoras de VT. Después de 24 horas
de incubacién las colonias obtenidas en este medio, se trans-
fieren a un filtro de nitrocelulosa, el cual se trata con
polimixima B que libera la citotoxina de las bacterias, en el
caso que haya sido producida. La presencia de cada tipo de
VT se detecta con anticuerpos monoclonales especificos
unidos a una enzima, los cuales al actuar sobre un sustrato
especifico producen un cambio de coloracion de la colonia
citotoxica que la hace resaltar en la nitrocelulosa. Este sis-
tema es un ensayo inmunoenzimatico en fase liquida, con
la ventaja de que los resultados se pueden apreciar a simple
vista al revisar los filtros de nitrocelulosa a los cuales se ha
transferido el crecirhiento bactefiano.
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En la identificacion de EAggEC la serotipificacion es de
poco valor, pues las cepas agregativas pertenecen a muy
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lulas Hep-2. Existe una sonda no especifica elaborada de un
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108 kDa, aislado recientemente por Eslava-et al.”’
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