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RESUMEN

Se realizé un estudio para determinar la presencia del factor principal de virulenEgclierichia coliverotoxigénica: la
produccion de verotoxinas en 50 cepaskdherichia colino fermentadoras del sorbitol (posible enterohemorragica) aislada

de nifios con enfermedad diarreica aguda en Ciudad de La Habana y remitidas al Laboratorio Nacional de Referencia de
enfermedades diarreicas agudas del Instituto "Pedro Kouri". Se determin6é mediante la técnica de aglutinacién con particulas
de latex deEscherichia coli0157:H7 si pertenecian a este serotipo, se investigd la produccion de verotoxinas en cultivo de
células Vero. Del total de las cepas 96 % resultaron positivas a la determinacion cualitativa de este factor que se @avidencio ¢
mayor frecuencia a las 24 h.

Descriptores DeG: ESCHERICHIA COLI 0157/patogenicidad; ESCHERICHIA COLI 0157/aislamiento & purificacion;
DIARREA INFANTIL/microbiologia.

Escherichia coliconstituye entre los patégenos aislado a escala mundial, sobre todo como causa de brote
bacterianos productores de enfermedad diarreica agudg epidemias; se declar6 recientemente como patdégeno
(EDA) el mas comun aislado, provoca alrededor de 40 aemergenté. Este microorganismo elabora potentes
50 % de estas enfermedades. citotoxinas que destruyen las células Vero, por lo que

Las cepas deescherichia coliasociadas con  ygcinen el nombre de verotoxinas (VT). Han sido
procesos diarreicos se clasifican en 5 categorias;

. r riz i ntigénicamente distin
enteropatégenos (ECEP), enterotoxigénica (ECET),\C/?ra(\:/t_? ?/qrosftpos dte é.m tige cad e.(;[edst tos
enteroinvasiva (ECEI), enteroadherente (ECEA) y "' v 2Y V15, LAS VEroloxinas son producidas por cepas

enterohemorragica (ECEH). humanas y bovinas asociadas con colitis hemorragica y

Este microorganismo ha adquirido gran importancia sindrome urémico hemolitico (SUH) en humanos, mientras
como causa de enteritis hemorragica y dentro de est@lue VT, es responsable de la enfermedad edematosa en
categoria el serotipo 0157: H7 es el enteropatégeno maserdos!
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Los genes que codifican la produccion dg YVT, controles positivo y negativo, cepas &higella
son portados por fagos temperados independiéntes.dysenteriael ATCC 4000 \Escherichia colD149:K88,
Existen cepas ECEH que no albergan los genesrespectivamente. Como control celular se utilizaron células
codificadores de verotoxinas, otras producen solg VT Vero sin sobrenadante bacterigno.
VT,o0ambas.
Algunas cepas de ECEH producen un tipo de toxina
citolitica, lap-hemolisina o enterohemolisina, ésta se ha RESULTADOS
demostrado que estéa estrechamente ligada al serotipo
0157:H7 y codificada por un plasmido de 90 Kb (pO157), De las 50 cepas dEscherichia colique se estu-
y esta regulada por fagos temperados. Se ha encontradiiaron todas correspondieron al serotipo 0157:H7.
una fuerte asociacion entre la producciéon de Al realizar la lectura de las placas de microtitulacion
enterohemolisina y la sintesis de verotoxihas. utilizadas para la determinacién de verotoxinas, se observo
Por esta causa se exploré la produccién deen los pocillos donde no se le afiadi6 sobrenadante de
verotoxinas en las cepas @scherichia coli0157:H7 cultivp bacteriano (control celular), asi como dond_e sele
que fueron remitidas al laboratorio. afadio el §obrenadaqte de la cepa control negativo, que
no hubo ningln cambio en la morfologia de la monocapa
(fig. 1); por el contrario, en los pocillos que contenian el
sobrenadante de la cepa utilizada como control positivo
se observé que cerca de 100 % de las células de la
monocapa, originalmente alargadas, se tornaron

Se analizaron 50 cepas descherichia colino reqondeadas en una primera etapa y sufrieron destruccion
fermentadoras del sorbitol, aisladas de nifios con diarreaggn posterioridad.

agudas durante los meses de junio de 1997 y junio de

1998 y remitidas como posibles ECEH, al Laboratorio

Nacional de Referencia desde el Centro Provincial de X LY
Higiene y Epidemiologia (CPHE) de Ciudad de La Habana.

Se realizé la comprobacién fisiolégica y antigénica I~ {1

mediante el Sistema API 20E (Biomerieux) para la

identificaciéon de enterobacterias, y la prueba de . ; /i
aglutinacion con particulas de latéx oli 0157 latex !
test Oxoid). Se verifico si correspondian o no con el
serotipo 0157:H7. o il

METODOS

Estudio en cultivo de células Vero
Fig. 1. Células Vero inoculadas con sobrenadanteEdeherichia
coli 0149:K88 (control negativo), no se observa cambio en la

Las cepas identificadas contescherichia coli morfologia de la monocapa celular.

0157:H7 se subcultivaron agar sangre se incubaron
a37 °Cdurante 24 h. Después se realiz6 la suspensionde  , |45 50 cepas investigadas 96 % fueron pro-
una asada de cultivo en 100 pL de medio 199 (SIGMA), sey ,ctoras de VT. En las cepas que no produjeron

incubd a 37 °C por 30 min; se afiadieron 10 L de Triton, e q10xinas, se observé que como en el caso del control
X-100 (1 %), se incub6 por 10 min'y se centrifugd a 3 000 hegativo, las células de la monocapa no sufrieron cambios
gravedades por 30 min. Se tomaron 50 pL de sobre ante los 4 d en que se realiz6 la lectura.

nadante, se inocularon en placas de 96 pocillos que  gp |as cepas productoras de verotoxinas, el efecto
contenian células Vero de 24 h de sembradas, alas cualg$§iotoxico se tradujo por cambios similares a los
se les habia eliminado el medio de crecimiento. Se completghservados en el control positivo (figs. 2y 3).

cada pocillo con 50 pL. mas de medio 199 con 2 % de  Ep |as células que mostraron efecto citotdxico, éste
suero bovino fetal y se incubaron a 37 °C por 24 h enfye observado por primera vez en los tiempos siguientes:
atmosfera de 10-12 % de C@ observacion se realizo en g las 24 h en 78,4 % de las cepas, alas 48 hen 17,5 % de las
microscopio invertido a las 24, 48, 72 'y 96 h. Cada cepas (positividad acumulada 95,9 %), alas 72 hen 4,1 %
experimento se realizé por triplicado. Se utilizaron como (positividad acumulada 100 %).
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[ = g R SR inicio de la diarrea y los genes que codifican para las
P T TR N SR P g B verotoxinas pueden perderse al realizar subcultivos o
. il TR o = - mil -z
= P LA Tt N -;"_".tfl- ¥ "‘ durante la conservacion de las cefjas.
R 1 i AR _.-:j: r.':,' = No todas las investigaciones microbiol6gicas para
; ] ; R T 1 e L e " . P . . .
j Lia B ol e Ty d, _Tt-l' i llegar al diagndstico de este microorganismo son factibles
i i LB | ] Nl Tah 8 Iy X -
T, v B L _;‘.*5 i ‘..L_. ] de llevar a cabo en los laboratorios de los hospitales,
R R SR v u.-":'g."ug - L A esto trae como consecuencia que la verdadera magnitud
e LT B e i ey & W . ,
A e P Bl S ‘;",‘r‘, & del problema se desconozca en la mayoria de los paises
L g™ i e ] Pl ol . . . .
b R RNy ﬂ_,':.l_l:,.-h RAL a0y del mundo, incluidos los paises desarrollddd@s por
; P e L e esta razon que se utiliza el meatiar Mac Conkey sorbitol
: s e m g e RN en la pesquisa de este microorganismo, lo que permite
5 E . ke -7 identificar de forma presuntiva cepasdeherichia coli

0157:H7; sin embargo, para llegar al diagnostico etioldgico
_ ) _ o deben realizarse técnicas confirmatitfas.
e e s U0 de los métodos més ampliamente uizados en
redondeamiento celular. el diagnostico de ECEH es la determinacion de factores
de virulencia como la produccion de verotoxinas, pues
estas cepas son consideradas como altas productoras de
este factot® El cultivo de tejidos en células Vero o Hela
es reconocido como la técnigald standaréf donde se
observa la destruccion de estas célti&@e consideran
como positivas a VT aquéllas donde se observe actividad
citotéxica manifestada por retraccion del citoplasma,
redondeamiento celular, condensacion y lateralizacion del
ndcleo; ésta puede ser cualitativa o cuantitativa y se
realiza a partir de filtrados de heces o de cepas aisl&das.
En este trabajo se encontré6 94 % de cepas
productoras de VT, en estudios realizados en otros paises
como EE.UU? Canada® Espafi¥ e ltalia!® se muestran
resultados similares en los cuales se obtuvieron entre
95,8 y 100 % de cepas productoras de VT.
En 78,4 % de las cepas incluidas en este estudio se
Fig. 3. Células Vero inoculadas con sobrenadante de cultivo observo el efecto citotéxico a las 24 h de incubacion y las
Escherichia coIiO_%S?:H? (cepa productora de verotoxinas), se restantes fueron positivas entre las 48 h'y 72 h. Esto
observa destruccion completa de la monocapa celular. corresponde con lo hallado por otros autores como
Karmaliy otros al plantear que el efecto citotoxico puede
3 no detectarse hasta periodos largos de incubdcion.
DISCUSION La demostracion de la produccién de verotoxinas es
necesaria en todos los aislamientogdeherichia coli
Escherichia coliproductoras de verotoxinas han 0157:H7, porque no todas las cepas producen esta toxina
sido asociadas con colitis hemorragica, sindrome urémiccy en ausencia de este serotipo habria que investigar otros

hemolitico y parpura trombocitopénie&El serotipo  que ocasionalmente estan implicados en colitis
0157:H7 se ha diagnosticado como el agente etiolégicohemorragica y sindrome urémico hemoliti¢o.

mas frecuente de estas enfermedades en el humano, pero

hay otros serotipos que también estan relacionados con

las EDA? La identificacién de las cepas verotoxigénicas

a partir de muestras clinicas es necesaria para dilucidapYMMARY

su asoc7|aC|on con estas pat0|09|as en los nifios yen I%e performed an study to find out the main virulence factor in
adultos._ . _ _ . . . verotoxigenic Escherichia coli the production of verotoxins in
El diagnéstico microbioldgico de las infecciones 50 non sorbitol-fermentingEscherichia colistrains (possible
provocadas poiEscherichia coliproductora de enterohemorrhage) which were isolated from children with acute
verotoxinas es bastante complicado, pues la eliminaciorfiarrheas in the City of Havana and referred to the National

de | bacteri | h | di d? ference Laboratory for acute diarrheal diseases in "Pedro Kouri"
e las bactenas en las heces cesa a 10S pocos dias Qfdsiq e, By using the agglutination technique with latex particles
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of E. coli 0157:H7, we determined whether the verotoxins belonged 10. Ojedsa A, Bravo V, Martinez J, Arellano C. Sorbitol negative

to this serotype, we also researched the production of verotoxins

in Vero cell culture. Ninety-six percent of the total number of

strains were positive in the qualitative determination of this factor

which was more frequently observed after 24 hours.
Subject headings ESCHERICHIA COLI 0157/pathogenicity;

ESCHERICHIA COLI 0157/isolation and purification;
DIARRHEA, INFANTILE/microbiology.
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