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RESUMEN

Se realizó un estudio para determinar la presencia del factor principal de virulencia de Escherichia coli verotoxigénica: la
producción de verotoxinas en 50 cepas de Escherichia coli no fermentadoras del sorbitol (posible enterohemorrágica) aislad
de niños con enfermedad diarreica aguda en Ciudad de La Habana y remitidas al Laboratorio Nacional de Referen
enfermedades diarreicas agudas del Instituto "Pedro Kourí". Se determinó mediante la técnica de aglutinación con pa
de látex de Escherichia coli 0157:H7 si pertenecían a este serotipo, se investigó la producción de verotoxinas en cultiv
células Vero. Del total de las cepas 96 % resultaron positivas a la determinación cualitativa de este factor que se evidenon
mayor frecuencia a las 24 h.

Descriptores DeCS: ESCHERICHIA COLI 0157/patogenicidad; ESCHERICHIA COLI 0157/aislamiento & purificación
DIARREA INFANTIL/microbiología.
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Escherichia coli constituye entre los patógeno
bacterianos productores de enfermedad diarreica ag
(EDA) el más común aislado, provoca alrededor de 4
50 % de estas enfermedades.1

Las cepas de Escherichia coli asociadas con
procesos diarreicos se clasifican en 5 categorí
enteropatógenos  (ECEP), enterotoxigénica (ECE
enteroinvasiva (ECEI), enteroadherente (ECEA)
enterohemorrágica (ECEH).2

Este microorganismo ha adquirido gran importanc
como causa de enteritis  hemorrágica  y dentro de 
categoría el serotipo 0157: H7 es el enteropatógeno 
da
a

:
,

ta
ás

aislado a escala mundial, sobre todo como causa de b
y epidemias; se declaró recientemente como patóge
emergente.3 Este microorganismo elabora potente
citotoxinas que destruyen las células Vero, por lo q
reciben el nombre de verotoxinas (VT). Han sid
caracterizados 3 tipos de VT

s
, antigénicamente distintos

VT1, VT2 y VT2v. Las verotoxinas son producidas por cepa
humanas y  bovinas asociadas con colitis hemorrágic
síndrome urémico hemolítico (SUH) en humanos, mientr
que VT

2v
 es responsable de la enfermedad edematosa

cerdos.4
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Los genes que codifican la producción de VT
1
 y VT

2

son portados por fagos temperados independien5

Existen cepas ECEH que no albergan los ge
codificadores de verotoxinas, otras producen sólo V

1
,

VT
2
 o ambas.6

Algunas  cepas  de ECEH producen un tipo de tox
citolítica, la  β-hemolisina o enterohemolisina, ésta se
demostrado que está estrechamente ligada al ser
0157:H7 y codificada por un plásmido de 90 Kb (pO15
y está regulada por fagos temperados. Se ha encon
una fuerte asociación entre la producción 
enterohemolisina y la síntesis de verotoxinas.7

Por esta causa se exploró la producción
verotoxinas en las cepas de Escherichia coli 0157:H7
que fueron remitidas al laboratorio.

MÉTODOS

Se analizaron 50 cepas de Escherichia coli no
fermentadoras del sorbitol, aisladas de niños con diar
agudas durante los meses de junio de 1997 y juni
1998 y remitidas como posibles ECEH, al Laborato
Nacional de Referencia desde el Centro Provincia
Higiene y Epidemiología (CPHE) de Ciudad de La Haba

Se realizó la comprobación fisiológica y antigén
mediante el Sistema API 20E (Biomerieux) para
identificación de enterobacterias, y la prueba 
aglutinación con partículas de látex (E. coli 0157 látex
test, Oxoid). Se verificó si correspondían o no con
serotipo 0157:H7.8

Estudio en cultivo de células Vero

Las cepas identificadas como Escherichia coli
0157:H7 se subcultivaron en agar sangre y se incubaron
a 37  °C durante 24 h. Después se realizó la suspensi
una asada de cultivo en 100 µL de medio 199 (SIGMA
incubó a 37 °C por 30 min; se añadieron 10 µL de Tr
X-100 (1 %), se incubó por 10 min y se centrifugó a 3 0
gravedades por 30 min. Se tomaron 50 µL de so
nadante, se inocularon en placas de 96 pocillos 
contenían células Vero de 24 h de sembradas, a las c
se les había eliminado el medio de crecimiento. Se com
cada pocillo con 50 µL más de medio 199 con 2 %
suero bovino fetal y se incubaron a 37  °C por 24 h
atmósfera de 10-12 % de CO2; la observación se realizó e
microscopio invertido a las 24, 48, 72 y 96 h. Ca
experimento se realizó por triplicado. Se utilizaron co
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controles positivo y negativo, cepas de Shigella
dysenteriae 1 ATCC 4000 y Escherichia coli 0149:K88,
respectivamente. Como control celular se utilizaron célula
Vero sin sobrenadante bacteriano.9

RESULTADOS

De las 50 cepas de Escherichia coli que se estu-
diaron todas correspondieron al serotipo 0157:H7.

Al realizar la lectura de las placas de microtitulación
utilizadas para la determinación de verotoxinas, se obser
en los pocillos donde no se le añadió sobrenadante 
cultivo bacteriano (control celular), así como donde se l
añadió el sobrenadante de la cepa control negativo, q
no hubo ningún cambio en la morfología de la monocap
(fig. 1); por el contrario, en los pocillos que contenían e
sobrenadante de la cepa utilizada como control positiv
se observó que cerca de 100 % de las células de 
monocapa, originalmente alargadas, se tornaro
redondeadas en una primera etapa y sufrieron destrucci
con posterioridad.

Fig. 1. Células Vero inoculadas con sobrenadante de Escherichia
coli 0149:K88 (control negativo), no se observa cambio en la
morfología de la monocapa celular.

De las 50 cepas investigadas 96 % fueron pro
ductoras de VT. En las cepas que no produjero
verotoxinas, se observó que como en el caso del contr
negativo, las células de la monocapa no sufrieron cambi
durante los 4 d en que se realizó la lectura.

En las cepas productoras de verotoxinas, el efec
citotóxico se tradujo por cambios similares a los
observados en el control positivo (figs. 2 y 3).

En las células que mostraron efecto citotóxico, ést
fue observado por primera vez en los tiempos siguiente
a las 24 h en 78,4 % de las cepas, a las 48 h en 17,5 % de
cepas (positividad acumulada 95,9 %), a las 72 h en 4,1 
(positividad acumulada 100 %).



154

vo
e

n
ic

ic
 p
 c
as
id
 l

s

ió
s 

as
 o

ra
es
s,

itud
ses

ite

o

en
es
s

s de

ad
a,
el

se
.

as
ses

tre

n

te
l

rí"
s

va

 se
as
to
o
e

es

ina
tros
is
Fig. 3. Células Vero inoculadas con sobrenadante de culti
Escherichia coli 0157:H7 (cepa productora de verotoxinas), s
observa destrucción completa de la monocapa celular.

DISCUSIÓN

Escherichia coli productoras de verotoxinas ha
sido asociadas con colitis hemorrágica, síndrome urém
hemolítico y púrpura trombocitopénica.6,8 El serotipo
0157:H7 se ha diagnosticado como el agente etiológ
más frecuente de estas enfermedades en el humano,
hay otros serotipos que también están relacionados
las EDA.10 La identificación de las cepas verotoxigénic
a partir de muestras clínicas es necesaria para diluc
su asociación con estas patologías en los niños y en
adultos.7

El diagnóstico microbiológico de las infeccione
provocadas por Escherichia coli productora de
verotoxinas es bastante complicado, pues la eliminac
de las bacterias en las heces cesa a los pocos día

Fig. 2. Células Vero inoculadas con sobrenadante de Escherichia
coli 0157:H7 (cepa productora de verotoxina), se obser
redondeamiento celular.
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inicio de la diarrea y los genes que codifican para l
verotoxinas pueden perderse al realizar subcultivos
durante la conservación de las cepas.10

No todas las investigaciones microbiológicas pa
llegar al diagnóstico de este microorganismo son factibl
de llevar a cabo en los laboratorios de los hospitale
esto trae como consecuencia que la verdadera magn
del problema se desconozca en la mayoría de los paí
del mundo, incluidos los países desarrollados.11 Es por
esta razón que se utiliza el medio agar Mac Conkey sorbitol
en la pesquisa de este microorganismo, lo que perm
identificar de forma presuntiva cepas de Escherichia coli
0157:H7; sin embargo, para llegar al diagnóstico etiológic
deben realizarse técnicas confirmativas.12

Uno de los métodos más ampliamente utilizados 
el diagnóstico de ECEH es la determinación de factor
de virulencia como la producción de verotoxinas, pue
estas cepas son consideradas como altas productora
este factor.13 El cultivo de tejidos en células Vero o Hela
es reconocido como la técnica gold standard14 donde se
observa la destrucción de estas células.15 Se consideran
como positivas a VT aquéllas donde se observe activid
citotóxica manifestada por retracción del citoplasm
redondeamiento celular, condensación y lateralización d
núcleo; ésta puede ser cualitativa o cuantitativa y 
realiza a partir de filtrados de heces o de cepas aisladas6,14

En este trabajo se encontró 94 % de cep
productoras de VT, en estudios realizados en otros paí
como EE.UU.,13 Canadá,16 España17 e Italia,18 se muestran
resultados similares en los cuales se obtuvieron en
95,8  y 100 % de cepas productoras de VT.

SUMMARY

We performed an study to find out the main virulence factor i
verotoxigenic Escherichia coli: the production of verotoxins in
50 non sorbitol-fermenting Escherichia coli strains (possible
enterohemorrhage) which were isolated from children with acu
diarrheas in the City of Havana and referred to the Nationa
Reference Laboratory for acute diarrheal diseases in "Pedro Kou
Institute. By using the agglutination technique with latex particle

En 78,4 % de las cepas incluidas en este estudio
observó el efecto citotóxico a las 24 h de incubación y l
restantes fueron positivas entre las 48 h y 72 h. Es
corresponde con lo hallado por otros autores com
Karmali y otros al plantear que el efecto citotóxico  pued
no detectarse hasta períodos largos de incubación.11,19

La demostración de la producción de verotoxinas 
necesaria en todos los aislamientos de Escherichia coli
0157:H7, porque no todas las cepas producen esta tox
y en ausencia de este serotipo habría que investigar o
que ocasionalmente están implicados en colit
hemorrágica y síndrome urémico hemolítico.20
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