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|.- INTRODUCCION:

La enfermedades diarreicas agudas son una enfermedad intestinal generalmente
infecciosa y autolimitada, caracterizada por evacuaciones liquidas o disminuidas en
consistencia y frecuentes, casi siempre en numero mayor a tres en 24 horas con evolucion
menor de dos semanas® es un sindrome de etiologia multicausal en la que el evento
primario suele ser la interaccién del organismo con agentes infecciosos virales, bacterianos y
parasitarios.®>2"2

Los eventos secundarios corresponden a la consecuencias del dafio producido por
estos agentes al organismo, particularmente al epitelio digestivo, en forma de perdidas
anormales de agua y sales, en las alteraciones de la digestion y absorcién de nutrimentos y
posteriormente, en la afeccién de la nutricion.”'®'*. Los mecanismos de accién de los
agentes infecciosos asociados con la enfermedad diarreica son muy diversos, ya que
mientras los virus no suelen inducir respuesta inflamatoria, en las infecciones por bacterias
enteroinvasoras pueden presentarse evacuaciones con moco Yy sangre, ademas de
leucocitos en las heces.?*%%18°

Existen diferentes tipos de diarreas, por el tiempo en que duran se clasifican en
agudas y croénicas

La diarrea crénica es una afeccion en la que el individuo presenta episodios de diarrea
constante y tiene una duracién de aproximadamente 8 meses.?”

La diarrea aguda es aquella que no dura mas de 15 a 20 dias y resulta generalmente
por causa de una infeccion de etiologia virica o bacteriolégica y es la causante de la muerte
de muchas personas, especialmente de nifios menores de 5 afos en paises
subdesarrollados.?”® Los agentes causales generalmente se trasmiten por via fecal-oral y
adoptan diversas modalidades, dependiendo de los vehiculos y las vias de transmision.®

Las enfermedades diarreicas agudas también pueden resultar del:
uso inadecuado de antibioticos

mala técnica alimentaria

intolerancia a disacaridos

alergia a las proteinas de la leche

otros padecimientos'?’

AN NN NN

La deshidratacion es la complicacion mas frecuente de las enfermedades diarreicas
agudas por lo que hay pérdida de agua y electrolitos'%?"®. Entre los sobrevivientes, los
episodios de diarrea pueden causar, precipitar o exacerbar la desnutricion, tanto macro como
micro nutrientes.”® los efectos deletéreos de la diarrea sobre el estado de nutricién del nifio
se producen por reduccion en la ingestion dietética, '°' absorcién disminuida de nutrientes,
161182 3umento en el catabolismo,?** pérdida directa de nutrientes por el intestino?*3'°62% ¢
ineficiencia metabdlica debida a deficiencias de micro nutrientes.®**°> Tomando en cuenta la
deshidratacion y a lo signos y sintomas presentes se clasifica al nifio como hidratado,
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deshidratado o con choque hipovolémico con la presencia de dos o mas de los siguientes
; . 63-166

signos:

no puede comer o beber

vomita todo

tiene convulsiones

esta letargico o inconsciente

muestra ausencia o disminucién de los ruidos intestinales.

AN NN NN

En caso de identificarse uno o0 mas de estos signos debera enviarse al nifio, lo mas
pronto posible al hospital mas cercano y seguir los planes de hidratacibn como son a
continuacion:

PLAN A: Se aplica en pacientes con diarrea aguda, no deshidratados®®. Comprende la
capacitaciéon del responsable del cuidado del paciente con diarrea para continuar su
tratamiento en el hogar, de acuerdo a las siguientes reglas: '

v"en alimentacion continuar con lactancia materna y | alimentacién habitual

v' dar bebidas abundantes de liquidos de uso regular en el hogar asi como “Vida

suero oral” (VSO) mientras persista la diarrea.

PLAN B: Se aplica en pacientes con diarrea aguda, deshidratados se inicia con la
administracion de VSO: 100ml/Kg. en 4 horas, distribuido en dosis cada 30 minutos. Valorar
cada hora. Si mejora, pase al plan A. Si continua deshidratado, repita plan B. Si empeora,
pase al plan C.

PLAN C: Se aplica a pacientes con estado de choque hipovolémico por deshidratacion
y deberan ser referidos al segundo nivel.®®

A pesar del desarrollo y difusién de la rehidrataciéon oral, la enfermedad diarreica
aguda continua siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad en nifios menores
de 5 afnos. Ya que se calcula que en paises en vias de desarrollo, los nifios presentan entre
3 y 10 episodios de diarreas anuales durante los primeros 5 afnos de vida, con una duracion
promedio de estos episodios de 4 a 6 dias.>*®

EPIDEMIOLOGIA DE LAS DIARREAS:

Las enfermedades diarreicas agudas han constituido un problema importante de salud
publica en el mundo y afecta a todos los grupos de edad, sin embargo los mas vulnerables
son los menores de 5 afos. En México en el ano de 1998 se registraron 617,509 casos de
enferrzns?dades diarreicas agudas en nifios menores de un afioy 982,111 en el grupo de 1 a 4
anos.

Y en el Hospital Infantil de Morelia Michoacan se han registrado desde el ano 2003 al
2006 6,783 casos de diarrea aguda.’®

Mas de 70% de las muertes por diarrea y deshidratacion puede evitarse si se utiliza la
terapia de hidratacion oral que consiste en incrementar el consumo de liquidos y dar VSO;
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ademas, continuar la alimentacion, capacitar en los signos de alarma y no usar
antidiarreicos.?®"®

Taylor, Emery y Carpenter ?** encontraron que una adecuada atencién primaria
permitié disminuir en un 28% la mortalidad por diarrea en nifios de 6 a 35 meses de edad y
alcanzar un reduccioén total del 35% en la mortalidad en nifios de 1 a 4 afios. Esto podria
indicar que el acceso oportuno al tratamiento adecuado puede ser esencial para reducir la
mortalidad infantil >*2*

La mayoria de las diarreas en nifios son producidas por virus en un 55%. Ningun virus
es susceptible al tratamiento antimicrobiano y ninguno de los antivirales disponibles tiene
actividad contra los agentes causales de diarrea. Los agentes antimicrobianos tienen efectos
colaterales que pueden agravar los sintomas o el episodio diarreico y facilitar la proliferacion
de gérmenes mas agresivos. Para corregir la deshidratacion debe recurrirse al empleo de
soluciones hidroelectroliticas orales.*®%

ETIOLOGIA DE LA DIARREA AGUDA:

Existen diversos agentes capaces de de producir diarrea aguda entre los cuales
encontramos  Rotavirus, Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli
enteropatogena (EPEC), Escherichia coli enteroadherente (EAEC), Salmonella,
Cryptosporidium, Vibrio cholerae toxigénico, Clostridium perfringens, Bacillus cereus,
Stapylococcus aureus, Vibrio parahaemolyticus, Giardia lamblia, Virus Norkwalk, Adenovirus
40y 41, entre otros. "

Pero esta bien demostrado que en México los agentes causales mas frecuentes en
las diarreas agudas son Escherichia coli enterotoxigénica en un 20% y Rotavirus en un 55%,
en los que no esta indicado el manejo con antibioticos.®®® Siendo este ultimo el agente que
con mayor frecuencia causan gastroenteritis infecciosa aguda en México 3228,

Fue a partir del decenio de 1940, cuando se acepto que existia una relacion estrecha
entre diarrea y la excrecién de un tipo de Escherichia coli y la clasificacion de estas bacterias
a partir de sus antigenos somaticos (lipopolisacaridos) vy flagelares (proteinas) ha
demostrado que solo un pequefo grupo de ellas coexiste con la enfermedad. Mediante un
esquema de tipificacién serolégica de Kauffman publicado en 1947"° se dio a conocer que
un grupo restringido de serotipos de Escherichia coli pueden generar diarrea en seres
humanos y asi se aceptaron cuatro grupos de Escherichia coli relacionados con procesos
diarreicos y son: Escherichia coli enteropatdogena (EPEC), enterotoxigénica (ETEC),
enteroinvasora (EIEC), y enterohemorragica (EHEC) . Estos grupos se contintian aislando
en todo el mundo hasta la actualidad.'®®

En 1987, Levine propuso la existencia de un quinto grupo, al cual denominé como
enteroadherente (EAEC), basandose en la propiedad de las cepas de Escherichia coli para
adherirse en diferentes patrones a células en cultivo de tejidos."®
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En la actualidad se reconoce a otro grupo patégeno de Escherichia coli al que se le
denomino de adherencia difusa (DAEC).

Escherichia coli

GENERALIDADES:

El género Escherichia comprende cinco especies: Escherichia blattae, Escherichia
coli, Escherichia fergusonnii, Escherichia hermannii y Escherichia vulneris. La especie tipo es
Escherichia coli. (Ver figura 1)De las cinco especies solamente Escherichia coli tiene
significacién clinica. No obstante, E. hermannii y E. vulneris se han aislado raramente de
infecciones extraintestinales (especialmente de heridas).

Figura 1 Escherichia coli

Jorge Blanco y cols, 2006

Escherichia _coli fue descubierta en 1885 por Theodor Escherich, quien lo denomind
inicialmente Bacterium coli. En 1947, Kauffmann propone una forma de diferenciar las cepas
de E. coli en base a la determinacion de los antigenos superficiales O (somaticos), K
(capsulares) y H (flagelares)."® (Figura 2)
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Esquema de la bacteria Escherichia coli en el que se representan los principales antigenos de superficie (O, K, H y F) y algunos
factores de virulencia. Basado en el original de Johnson (Clin. Microbiol. Rev. 1991, 4: 80-128). (Figura 2)

Pared Calular

Escherichia coli es probablemente el organismo mejor conocido del mundo, ya que se
ha utilizado como modelo para estudiar todo tipo de aspectos de genética y fisiologia. Su
MARIA DE LOURDES SANCHEZ CRUZ 4
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genoma entero se conoce desde hace algunos afios®' y su biologia general esta bien
estudiada, como demuestran claramente las diferentes ediciones del trabajo clasico
coordinado por Neidhardt'’” También ha sido utilizada como organismo modelo en estudios
de evolucion experimental y genética de poblaciones para entender la accion de las
diferentes fuerzas evolutivas a corto y largo plazo'"".

Escherichia coli se considera de flora normal, en el hombre, pero se han descrito 6
grupos de esta bacteria productores de diarreas y son Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC), Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC),
Escherichia coli enteropatogena (EPEC), Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) y
Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC).?™

GENOMA:

Escherichia coli contiene 4, 639,221 pares de bases de DNA circular de doble cadena.
El 87.8% de este genoma codifica para proteinas, el 0.8% codifica para RNAs estables y
0.7% consiste en DNA repetido que no tiene funcion conocida'®. Entre estos genes con
destacan las llamadas "islas de patogenicidad" (regiones donde se encuentran los genes que
confieren capacidades patdégenas a una bacteria) 181 Sin embargo, es posible que otras
cepas de Escherichia coli tengan fuertes diferencias en su estructura gendmica, ya que se
sospecha que los mapas no siempre son colineales y hay gran variacion en el tamafio del
genoma entre cepas®®

El genoma de E. coli es dinamico y sus elementos extracromosomales (plasmidos)
son aun mas. Esta bacteria puede sobrevivir sin ningun plasmido o tener un buen porcentaje
de su genoma total en plasmidos®'%. El nimero y tipo de plasmidos dentro de una célula
esta regulado por dos fuerzas: el numero de réplicas de un mismo plasmido dentro una
bacteria - fendbmeno controlado en parte por el mismo plasmido- y la entrada de nuevos
plasmidos por conjugacion o trasformacién'?'’. La informacion contenida en estos
elementos extra-cromosomales es variable, ya que en ellos se puede encontrar informacién
para asimilar azucares raros, para producir substancias alelopaticas que matan a posibles
competidores de la misma especie- resistencias a antibidticos y a metales pesados,
inmunidad contra fagos, genes que codifican para intercambio genético y fimbrias
relacionadas con la patogenicidad y toxinas, entre otros '*.

La gran plasticidad genomica de E. coli le confiere una plasticidad ecoldgica notable,
ya que gracias a ella pueden adaptarse rapidamente a vivir en diferentes ambitos y pueden
de esta forma pasar de ser organismos de vida libre a ser comensales mutualistas del colon
en los animales de sangre caliente, hasta ser un patégeno mortal en humanos y animales.'*’

HABITAT:

Generalmente se considera que el habitat "normal" de E. coli es el colon de
organismos de sangre caliente (aves y mamiferos) %*°, y que aunque se pueden localizar
estas bacterias en el medio externo, tradicionalmente se consideraba que su presencia
representaba contaminacion fecal, ya que se sospechaba que no se podia reproducir en el
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medio exterior. Sin embargo, resultados recientes indican que esto es falso. Existen E. coli
que viven en otras partes del tracto digestivo, como las E. coli patdgenas que pueden habitar
en la sangre y en el tracto urogenital. Adicionalmente, es posible encontrar poblaciones de E.
coli en vertebrados de sangre fria. Por otro lado, también se han encontrado cepas
particulares en ambientes acuaticos, especialmente los que son ricos en compuestos
organicos como en el desagiie *. En estudios que utilizan marcadores genéticos, como
alozimas vy ribotipos, se ha descrito que la diversidad genética es mayor en estos cuerpos de
agua y que las cepas encontradas en el ambiente exterior no siempre son las mismas que
existen en el colon de los posibles hospederos®®. También se ha demostrado que estas
poblaciones ambientales pueden incrementar de densidad poblacional en el tiempo,
indicando que crecen y sobreviven en estos ambientes externos. Ademas, tenemos datos
que sugieren que existen cepas de E. coli que sobreviven y se replican en el suelo.

La densidad de Escherichia coli en el intestino grueso es de uno a diez millones de
células por gramo de colon. Esto hace de Escherichia coli un componente menor de la flora
predominantemente anaerobia de esta parte del intestino, donde la densidad bacteriana total
es de unas 10" células por gramo®?’. Escherichia coli es una de las primeras especies que
coloniza al mamifero recién nacido, adquiriendo las primeras cepas del canal de parto y de
las heces de su madre'. Las colonizaciones posteriores se deben por lo general a la
ingestion de alimentos contaminados. Usualmente hay una cepa dominante de E. coli por
hospedero, sin embargo la aparicion de nuevos genotipos, ya sea por mutaciéon o por
ingestion, hace que esta dominancia sea s6lo temporal y que la dinamica este dictada por
procesos tanto aleatorios (deriva génica) como adaptativos (seleccion periddica, como los
veremos mas adelante’*?). En el intestino se estima que hay una biparticién al dia, mientras
que en medio de cultivo rico en el laboratorio se tienen 6 biparticiones al dia?®® .Muy bajo si
se considera que se puede dividir cada 20 minutos. Se considera que en condiciones bajas
de nutrientes como el agua y el lodo, el tiempo de biparticion de E. coli es aun menor que en
el intestino.

EPIDEMIOLOGIA:

En México se ha aislado Escherichia coli como agente etioldgico de diarrea. Cravioto y
colaboradores reportan, en un trabajo realizado e la comunidad rural de Morelos a
Escherichia_coli Enterotoxigénica (ETEC) como el principal agente productor de diarrea
(33.5%) y un 8.1% para Escherichia coli enteropatdgena (EPEC).*® Sepulveda vy
colaboradores reportaron 28% de aislamiento para Escherichia coli enteropatégena(EPEC) y
13% para Escherichia coli enterotoxigénica(ETEC) en un estudio de casos y controles, en un
area del sur de la Ciudad de México.?®* En 1990, Guerrat y colaboradores encontraron que
Escherichia coli enterotoxigénica(ETEC) es endémica en nuestro medio y que causa la
diarrea del turista en todo el mundo.?**

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS.

Es un bacilo Gram (-) no esporulado, mévil con flagelos peritricos o inméviles, aerobio-
anaerobio facultativos, capas de crecer en agar MacConckey y en medios simples con o sin
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agregado de NaCl, fermentador y oxidativo en medios con glucosa u otros carbohidratos,
catalasa positivo, oxidas, reductor de nitratos a nitritos, produce acido y gas a partir de
glucosa, la arabinos, y habitualmente de la lactosa y otros azucares. Produce reaccion
positiva de rojo de metilo, y negativa de de Vogues-Proskauer. Es inhibido por KCN e
incapaz de crecer en medio de citrato como unica fuente de carbono y energia, pero si en
caldo acetato. Es H,S, ureasa y fenilalanina negativo, pero en general indol positivo y
descarboxila la lisina.? (Ver tabla 1)

TABLA 1

IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE ESCHERICHIA

COLI

PRUEBA BIOQUIMICA % DE POSITIVIDAD
Oxidasa 0
Produccién de indol 98
Rojo de metilo 99
Voges-Proskauer 0
Citrato de Simmons 1
H2S (TSI) 1
Hidrélisis de urea 1
Utilizacion de malonato 0
Acido de glucosa 100
Gas de glucosa 95
Fenilalamina desaminasa 0
Lisina descarboxilasa 90
Arginina dihidrolasa 17
Ornitina descarboxilasa 65
Movilidad a 360C 95
Hidrélisis de gelatina a 220C 0
KCN crecimiento en 3
Fermentacion de lactosa 95
Fermentacion de la sacarosa 50
Fermentacion de D-manitol 98
Fermentacion de D-sorbitol 94
Fermentacion de mucato 95
Fermentacién de dulcitol 60
Fermentacion de salicina 40
Fermentacion de adonitol 5
Fermentacion de inositol 1
Fermentacion de L-arabinosa 99
Ferementacién de la rafinosa 50
Fermentacion de L- ramnosa 80
Fermentacion de maltosa 95
Fermentacion de D-xilosa 95
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Fermentacion de trealosa 98
Fermentacion de celobiosa 2
Fermentacién a-metil-D 0
glucosido

Fermentacion de eritritol 0
Hidrdlisis de la esculina 35
Fermentacion de melobiosa 75
Fermentacion de D-arabitol 5
Fermentacion de D- manosa 98
Fermentacion de glicerol 75
Nitrato a Nitrito 100
Tartrato de Jordan 95
Utilizacién de acetato 90
Lipasa(aceite de maiz) 0
DNasa a 250C 0
ONPG 95

Rodriguez —Angeles G. 2002
PATOGENICIDAD:

Como la mayoria de los patégenos de la mucosa, Escherichia coli se puede decir que
para seguir una estrategia indispensable de la infeccién necesita: 1) La colonizacion de un
sitio de la mucosa, 2) la evasion de las defensas del anfitrion, 3) multiplicacién, y 4) causar
dafos al anfitrion. La caracteristica lo mas altamente posible conservada de las infecciones
diarreicas acusadas por Escherichia coli es su capacidad de colonizar la superficie de la
mucosa intestinal a pesar de los movimientos peristalticos y la competicion por los alimentos
con la flora normal del intestino. La presencia de los fimbria superficiales (Figura 3 y 4)
causantes de la adherencia es una caracteristica de virtualmente todos los tipos de
Escherichia coli tienen y que permiten la adherencia a la mucosa pequena del intestino, un
sitio que no se coloniza normalmente*?®° Las diferentes morfologias de los fimbrias de
Escherichia coli son los siguientes:

c ByC

A

A) Morfologia del fimbria rigido ilustrada por los fimbrias CS1 de ETEC (etiquetados CFA/Il en la figura). El diametro de la fimbria individual
es de 7 nm. Nataro y Kaper 1998

B) Morfologia de la fimbria flexible ejemplificada por el componente CS3 de CFA/Il (flecha). Observe el diametro estrecho tipico, de 2 a 3
nm, y el aspecto en espiral. Nataro y Kaper 1998
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C) Micrografo de electron que demuestra el pilus de EPEC expresado por la tension E2348/69. Mide, 0.35 uym. (Figura 3 y 4) Nataro y
Kaper 1998

Una vez que se establezca la colonizacion, las estrategias patdgenas de Escherichia
coli exhiben una variedad notable. Se han descrito mecanismos generales por los cuales el
Escherichia coli puede causar diarrea.1) produccion de la enterotoxina (ETEC y EAEC), 2)
invasion (EIEC), y/o 3) adherencia intima con sefalar de la membrana (EPEC y EHEC). Sin
embargo, la interaccion de los organismos con la mucosa intestinal es especifica para cada
categoria.”” 22" (Ver tabla 2)

TABLA 2
CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS DE ESCHERICHIA COLI CAUSANTES DE
DIARREA
GRUPO SINTOMAS EPIDEMIOLOGIA | SEROGRUPOS Y FACTORES DE
CLINICOS SEROTIPOS MAS PATOGENICIDAD
COMUNES
ETEC Diarrea aguda | Nifios menores 0O8:H9, Toxina
acuosa de dos afos y 0O15:H11, termoestable,
diarrea del 020:H-, toxina termolabil,
viajero O27:H7, factor de
0O78:H12, colonizacion
0148:H28, antigénico.
0159:H20
EHEC Diarrea sin | Nifios y adultos 0157:H7, Toxina shiga,
sangre, dolor | que la adquieren 026:H11, intimina, pO157
abdominal, por comer carne 0103:H2,
fiebre, vomito cruda o mal O113:H21,
cocida 0119, 0128,
0145
EIEC Diarrea con | Nifios menores 0O28:H, Plasmido de
MOCo Yy sangre o | de seis meses 0O122ac:H, invasividad de
diarrea acuosa, 0O144:H, O152:H | 140MDa
también
presenta cuadro
disentérico
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EPEC Diarrea aguda, | Ninos menores | 055,086, 0142, | Pili con forma
dolor abdominal, | de seis meses | O111:H-O127 |rizada, Plasmido
vomito, fiebre | hasta dos afios de factor de
baja adherencia de 50

a 70MDa

EAEC Diarrea liquida, | Recién nacidos 044:H18 Fimbria AAFI y II,
verde con moco, | y niios menores Toxina termo
sin sangre, | de dos afnos estable de cepas
diarrea enteroagregativas,
persistente  de Proteinas Pet, Pic
hasta 20 dias y de membrana

externa, plasmido
de 60MDa vy

Citotoxina
DAEC Diarrea acuosa | Nifios de 1 a 5 0126:H27 Fimbria F1845 vy
sin sangre anos proteina de
membrana
externa

Rodriguez-Angeles 2002

INMUNIDAD INDUCIDA DEL HOSPEDERO CONTRA Escherichia coli PATOGENAS:

Una funcion importante a considerar en el neonato es la transferencia placentaria de
anticuerpos IgG maternos dirigidos contra agentes infecciosos, como reflejo de la memoria
inmunoldgica de la madre. Esta proteccion se refuerza por la ingestion de calostro y leche
que contiene monoglicéridos con actividad antiparasitaria, enzimas, componentes de
complemento C3 y C4, anticuerpos con actividad para bacterias (Escherichia coli,
Salmonella, Bordetella pertussis) parasitos (Giardia lambia, Entamoeba histolytica) virus
(rubéola, poliomielitis, rotavirus), asi como elementos celulares (polimorfonucleares,
macrofagos) células que se consideran almacenadoras y transportadoras de anticuerpos IgA.
Esto es importante para los lactantes alimentados con leche materna pues se detectan
concentraciones importantes de anticuerpos IgA hasta la tercera semana del nacimiento.
Esta actividad es reforzada por la presencia de subpoblaciones de linfocitos y de citocinas
como el interferon gamma, que pueden intervenir en la modulacién de la respuesta
inmunitaria del lactante en contra de proteinas heterdlogas y agentes enteropatogenos
durante los primeros seis meses de vida, son ventajas de la alimentacion al seno materno
asimismo esta practica disminuye el riesgo de infecciones tempranas al evitar el uso de
biberones mal lavados.”

MECANISMOS INTESTINALES DE PROTECCION NO ESPECIFICA:

Son mecanismos adaptativos del organismo para impedir la instalacién de cualquier
agente enteropatogeno.

Produccion de mucopolisacaridos: Una gran cantidad de células distribuidas a lo largo del

intestino sintetizan una glucoproteina denominada mucina cuya estructura es muy similar a
MARIA DE LOURDES SANCHEZ CRUZ 10
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los ligandos que presentan las células epiteliales para las bacterias enteropatégenas. Esta
mucina tiene como funcidn principal la de impedir la adherencia de las bacterias, este
mecanismo se refuerza por los movimientos peristalticos.

Flora bacteriana: La presencia constante de bacterias predominantes anaerdbicas en el
colon, interfiere con los sitios disponibles para otras bacterias o parasitos. Asi mismo, los
lipopolisacaridos bacterianos estimulan la proliferacion y localizacion de células linfoides de
intestino. La administracion de antibioticos puede alterar a los componentes de la flora y por
lo tanto interferir con este mecanismo de proteccion.

Factores solubles: Son moléculas liberadas a la luz intestinal como lactoferrina, lisozima,
peroxidasa los cuales tienen actividad antimicrobiana.

Reforzamiento de la proteccion intestinal por anticuerpos biliares: Se ha demostrado que la
llegada de los alimentos al duodeno, provocan la liberacion de la hormona colecistocinina la
que por la circulacion general llega a la vesicula biliar, provoca se contraccion y la liberacidon
de anticuerpos de clase IgA sintetizados en la mucosa de la vesicula biliar los que a su vez
son descargados hacia el duodeno.

Competencia _con receptores: Los oligosacaridos presentes en la superficie de las células
epiteliales favorecen la adherencia de bacterias y parasitos. Los anticuerpos de clase IgA
presentan en su estructura oligosacaridos similares a los de las células epiteliales, gracias a
esto pueden interferir por este mecanismo con la adherencia de enteropatdégenos. De
manera similar actuarian los lactobacilos ingeridos en la dieta.

Componentes celulares asociados al intestino: En el lumen intestinal encontramos
macrofagos que potencialmente podrian fagocitar particulas extrafias e inducir una respuesta
inmunitaria. También se ha reportado la presencia de linfocitos citotoxicos, los cuales
pueden ser muy activos cuando se incuban con linfocinas como la interleucina-2 o con
polipéptidos intestinales como el VIP.

Células cebadas: Existe una gran cantidad de estas células distribuidas en el intestino
delgado y grueso, las cuales liberan mediadores como histamina y eliminan parasitos
intestinales.

Eosindfilos: Son elementos celulares muy importantes que responden a factores
quimiotacticos producidos por las células cebadas y que de esta manera coadyuvan en la
eliminacién de parasitos.”®
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MECANISMOS INTESTINALES DE PROTECCION ESPECIFICA (INMUNIDAD
INTESTINAL):

El proceso digestivo normal da como resultado la degradacién de los alimentos hasta
oligopéptidos y oligosacaridos en la luz intestinal que pudieran actuar como material
antigénico. La presencia constante de este material provoca la inducciéon de una respuesta
inmunitaria local de anticuerpos IgA que retardan su entrada y esto permite un mayor
contacto con las enzimas pancreaticas e intestinales y lograr una digestion mas completa y
disminuir su capacidad inmunogénica. Las células epiteliales de las mucosas impiden que el
material antigénico interaccione directamente con las células del tejido linfoide asociado al
intestino. Destacan dentro de la poblacion de células epiteliales, las células denominadas M
que recubren las placas de Peyer, que son las encargadas de transportar antigenos y
completar su degradaciéon intracelularmente. Estas células tienen en su membrana
antigenos de histocompatibilidad de la clase Il, de manera similar a los macréfagos presente
en la luz intestinal. También es importante considerar a los linfocitos que se encuentran
entre las células epiteliales que se denominan teliolinfocitos, los que pueden responder a los
antigenos en forma especifica.”®

Es necesario considerar que la respuesta inmunitaria para la sintesis y produccion de
anticuerpos de clase IgA e IgG requiere de varios dias (figura 1) por lo que la llegada de
toxinas a la luz intestinal ejercerian su accion inmediatamente y sélo se podria impedir su
actividad por medio de anticuerpos, con base a lo anterior es necesario promover las
medidas que impiden la llegada de toxinas, iniciar rapidamente la hidratacion oral o realizar
inmunoprofilaxis.

TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO AL INTESTINO (GALT): El tejido linfoide asociado al tubo
digestivo se considera como el sistema responsable de la produccién y regulacién de la
respuesta inmunitaria local y sistémica.

El GALT esta integrado por varios compartimientos:

a) Ganglios linfaticos de lamina propia que toma nombres distintos de acuerdo a su
localizacion: amigdalas, placas de Peyer con ganglios linfaticos solitarios en el
intestino grueso.

b) Células linfoides distribuidas en forma difusa en la lamina propia.

c) El compartimiento intraepitelial, donde los linfocitos se localizan entre las células
epiteliales.

Esta compleja organizacion permite establecer la respuesta inmunitaria humoral, o
celular, adecuada al tipo de antigeno que se presenta. En el embrion el tejido linfoide de las
laminas de Peyer es poblado con linfocitos T y B provenientes del timo y médula ésea,
respectivamente. Después del nacimiento hay multiplicacion de células inmunocompetentes
y de sus 7%rec:ursores por consecuencia de los estimulos antigénicos provenientes de la luz
intestinal.

Las placas de Peyer son conjunto de nodulos linfaticos localizados en la mucosa del
intestino, desde el duodeno hasta el iledn. El epitelio intestinal que las recubre es de tipo
plano con escasas microvellosidades, formado por células denominadas “M” por mostrar
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micropliegues. En el microscopio electronico se observan pequefas vesiculas
intracitoplasmaticas que transportan sustancias de la luz intestinal hacia los foliculos
linfoides, dandoles la propiedad de sitios de inicio de respuestas inmunitarias. Son érganos
linfaticos dinamicos, pues una vez que los linfocitos T y B se estimulan por accion antigénica,
migran hacia los ganglios linfaticos mesentéricos, linfa y sangre periférica para llegar a la
lamina propia de la mucosa intestinal y llevar a cabo su funcidn efectora. A este sistema se le
conoce como sistema inmunitario comun de las mucosas ."”®

Sistema inmunitario comun de las mucosas

Ingestién de antigenos

Penetracion de antigenos a través de células epiteliales del intestino

Estimulacién antigénica de los linfocitos T y B de las placas de Peyer

Migracion de linfocitos T y B a ganglios linfaticos mesentéricos

Paso a conducto toracico

Paso a la circulacion sanguinea
(Migracion de linfocitos a glandula mamaria durante el embarazo)

Retorno selectivo de los linfocitos T y B a diferentes compartimientos
del intestino y glandulas salivales

SlclEISIcH

ol o O 1O O O O

Células
Epiteliales

Luz intestina
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Lamina propia: En este sitio se encuentran los elementos siguientes:

Linfocitos B: Los precursores de linfocitos B se hallan principalmente en las placas de Peyer
de donde migran a la lamina propia de la mucosa intestinal para diferenciarse en células
plasmaticas productoras de IgA e IgE.

Linfocitos T: Estas células se localizan en la mucosa intestinal unicamente después del reto
antigénico. En los humanos el 69% de linfocitos son T cooperadores (CD4+) y el 31% T
citotoxicos (CD8+).

Son mas abundantes ambas poblaciones en el intestino delgado que en el grueso.
Estos porcentajes se modifican en pacientes con enfermedad celiaca en la que hay un ligero
aumento de linfocitos T citotoxicos (40%) y disminucion de los T cooperadores (60%).

La funcion de los linfocitos en lamina propia es regular la produccion local de IgM e
IgG; no obstante, después de exposiciones repetidas al antigeno por via oral también se
suprime la produccién de IgA.

Macrofagos: Se encuentran principalmente en lamina propia de la mucosa intestinal.
Probablemente derivan de los monolitos de la sangre, dividiéndose solamente en presencia
de estimulo inflamatorio. Independientemente de su origen, los macrofagos residen en estos
tejidos por largo tiempo y recirculan en linfa. En comparaciéon con los monolitos de sangre
periférica manifiestan caracteristicas de células fisioldgicamente maduras como son: a)
mayor granulosidad citoplasmatica, b) motilidad aumentada, c) adherencia al vidrio mas
duradera y d) mayor capacidad fagocitica de esferas de latex. La mayoria de los macréfagos
presentan en su superficie antigenos de histocompatibilidad de la clase II.

En lo que se refiere a la funcion de estas células en la mucosa se ha encontrado que
en recién nacidos existe baja capacidad fagocitica y presentadora de antigeno pero que
progresivamente aumenta, en adultos, los macrofagos excretan enzimas, mediadores
quimicos y factores de actividad diversa; las encimas actuan sobre células adyacentes
causandoles dafo cuando estas incorporan sustancias indiferibles.

En una infestacion parasitaria, los macréfagos producen prostaglandinas de la serie E
que intervienen en su eliminacion y durante las infecciones por virus producen interferén.

Mastocitos: Se originan de médula 6sea, donde se encuentran en 1 a 2% en relacién a al
poblacion de linfocitos locales. Durante las infestaciones parasitarias, los mastocitos
proliferan ante la presencia de |IL-3 producida por células T locales.

Eosindfilos: Se encuentran en cantidades del 3 al 8% en mucosa intestinal. Se origina en
meédula ésea, se han descrito dos poblaciones precursoras, una que al estimularse se
diferencian hacia eosindfilos circulantes maduros y otra que da lugar a células precursoras y
que se dividen poco. Llegando a las mucosas, para diferenciarse en células maduras. Los

eosinofilos de sangre periférica contienen cristales rectangulares que son depdsito de:
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peroxidasa, proteina basica rica en arginina, arilsulfatasa, histaminasa y otras proteinas
catidticas (ECP) con actividad téxica dirigida a parasitos.”

INMUNIDAD INTESTINAL HUMORAL

Los anticuerpos IgA diméricos producidos por las células plasmaticas de la lamina
propia intestinal son transferidos a través de las células epiteliales, en donde el componente
secretorio (SC), sintetizado por ellas mismas, interviene como receptor y transporta a la IgA
dentro de vesiculas para secretarla en la superficie de las mucosas por exocitosis.

En sintesis las funciones de los anticuerpos IgA presentes en secreciones serian:
1) exclusion de material antigénico presente en el intestino
2) interferencia con la adherencia de bacterias, parasitos y virus
3) actividad neutralizante de toxinas

INMUNIDAD CELULAR LOCAL

Los linfocitos T se encuentran distribuidos en el epitelio y lamina propia del intestino
delgado y del grueso. Una caracteristica de las células epiteliales es su recambio y
desprendimiento de la superficie, por lo que los linfocitos son sustituidos constantemente
provenientes de las placas de Peyer y ganglios linfoides mesentéricos. Una funcién muy
importante de los linfocitos T es su papel en la eliminacién de parasitos intracelulares, sin
embargo su activacion y estimulacion constante por el material antigénico derivado de los
alimentos o de los parasitos en la luz intestinal puede alterar el epitelio y provocar atrofia de
las vellosidades intestinales.”

Como ya se ha descrito existe seis grupos patdégenos de Escherichia coli y a
continuacion se describiran mas detalladamente cada uno de estos:

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC):

PATOGENESIS:

Las ETEC colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de pilis o fimbrias que
tiene diversas formas denominadas CFA (colonization factor antigens), siendo su principal
mecanismo de patogenicidad la sintesis de alguna o ambas enterotoxinas llamadas toxina
termolabil (LT) y toxina termoestable (ST). Sus genes estan en un plasmido que también
puede tener informacién genética para los CFA, aunque algunos genes de ST se han
encontrado en transposones.®*'*8 |as toxinas LT y ST aumentan el nivel intracelular de cAMP
y cGMP respectivamente, que se encuentran en la membrana de las células intestinales,
provocando la salida de agua y iones.??®
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e Toxinas labiles al calor. El LTs de Escherichia coli son toxinas que se relacionan de
cerca en estructura y la funcion con la enterotoxina del célera (CT) expresada por los
Vibrio cholerae.*®?El LT y CT comparten muchas caracteristicas incluyendo su
estructura , la secuencia de la proteina (identidad del ca. 80%), la identidad primaria
del receptor, la actividad enzimatica, y la actividad sobre la célula; algunas diferencias
se consideran en el proceso y la secrecion de la toxina y en las respuestas del
linfocito-T del ayudante.®® Hay dos grupos importantes del LT, el LT-I y el LT-II, LT-l es
expresado por las Escherichia coli que son patégenas para los seres humanos y los
animales. LT-Il se encuentra sobre todo en Escherichia coli del animal y raramente en
aisladas en humanos.

LT-I: LT-I es una toxina compuesta de una subunidad y de cinco subunidades idénticas
de 11.5-kDa®* a 28-kDa. Las subunidades se arreglan en un anillo o un "bufiuelo” y atan
fuertemente al gangliosidos GM1 y al GD1b y a algunas glicoproteinas intestinales®*°.La
subunidad de A es responsable de la actividad enzimatica de la toxina. Existen dos
variantes de LT-l que exhiben reactividad cruzada. Estas variantes se llaman LTp (LTp-l)
y LTh (LTh-I) las cuales fueron aisladas de cerdos o de seres humanos, respectivamente.
Los genes que codifican a LT residen en los plasmidos que también pueden contener los
genes que codifican los antigenos del factor del ST y/o de la colonizacién (CFAs).
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FIG. 4. Mecanismos clasicos de la accion de las toxinas de Escherichia coli (ETEC). (a) LT, consistiendo en una subunidad de A y cinco
subunidades de B, es internado por las células epiteliales de la mucosa pequefia del intestino via endocitosis. El A1, o la subunidad
catalitica, desplazan a través de la membrana vacuolar y pasa a través del aparato de Golgi por transporte retrogrado. En la figura, la
subunidad de A se demuestra como pasa a través del anillo de la subunidad de B, pero éste puede no ser el caso in vivo. A1 cataliza el
ADP-RIBOSYLATION de arginina 201 de la subunidad alfa; la proteina G es decir ADP-RIBOSYLATED activa el ciclo del adenilato, lo que
ocasiona niveles anormales de los transportadores intestinales de la membrana de la célula epitelial y otras enzimas de la célula huésped,
asi como efectos en el citoesqueleto. La activacion de la quinasa Amperio-dependiente de A da lugar a la fosforilaciéon de los
transportadores de membrana (especialmente el regulador de la conductividad del trasporte de liquidos), dando por resultado la secrecion
de los aniones (predominante CI" por un efecto directo, y de HCOj indirectamente) por las células de la cripta y una disminucion de la
absorcién de Na' y el CI” por las células absorbentes y pueden también tener efectos importantes en transportadores basolaterales y en los
niveles intracelulares del calcio, que pueden aumentar la magnitud de los efectos sobre transporte del liquido y del ion. (b) La accion del ST.
El ST actua atando el receptor de la membrana del ST, GCC. La activacion de los GCC en niveles crecientes de GMP intracelular. GMP
ejerce sus efectos en la secrecion de aumento del cloruro y la absorcion del NaCl que disminuye activando quinasa GMP-dependiente (G-
g-kinase) y/o la quinasa dependiente del amperio (Uno-a-kinase). Otros efectos del sTa en inducir la secrecion fluida
Nataro y Kaper 1998
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Después de unirse a la membrana de la célula huésped, la toxina entra por endocitosis
y se desplaza a través de la célula en un transporte vesicular en donde participa en este
proceso el aparato de Golgi™' .La célula blanco del LT es el adelinato ciclasa situado en la
membrana basolateral de células epiteliales intestinales polarizadas y por lo tanto el canal
principal del cloruro activado por el LT y CT™®".Un mecanismo alternativo por el cual estas
toxinas podrian actuar implica las prostaglandinas de la serie de E (PGE1 y PGE2) y del
factor que activa las plaquetas. La sintesis y el lanzamiento de los metabolitos del acido
araquidonico tales como prostaglandinas y leucotrienos pueden estimular el transporte de los
electrdlitos y la motilidad intestinal. Un segundo mecanismo alternativo implica el sistema
nervioso entérico (ENS), que regula la secrecion intestinal de la motilidad y del ion. El
serotonina y el polipéptido intestinal vasoactivo, pueden estimular la secrecion intestinal de la
célula epitelial via el ENS®?,

Ademas de sus caracteristicas enterotoxicas, el LT tiene la capacidad de servir como
coadyuvante de la mucosa.

LT-II. EI' LT-ll demuestra una semejanza del 55 al 57% a LT-l y a CT en la subunidad de A
pero ninguna homologia a LT-l o a CT en las subunidades de B 694197226236 gg hgp
descrito dos variantes antigénicas, LT-lla y LT-Ilb, que comparten la identidad del 71 y del
66% en las subunidades predichas de A y de B, respectivamente. LT-Il aumenta niveles
intracelulares del amperio con mecanismos similares a los implicados en LT-I, ’®. Segun lo
observado, no hay evidencia que LT-Il esta asociado a enfermedad humana o de animales.

e Toxinas termoestables. En contraste con el LT, el STs son toxinas pequefas,
monomericas que contienen los residuos multiples de cisterna y que posee enlaces disulfuro
lo cual explican la estabilidad al calor de estas toxinas. Hay dos clases sin relacion de STs
que diferencian en estructura y en el mecanismo de accion. Los genes para ambas clases se
encuentran predominante en plasmidos, y algunos genes que codifican a ST se han
encontrado en transposones. Las toxinas del STa (también llamado ST-I) son producidas por
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) y varias otras bacterias gram-negativas incluyendo
Yersinia sp y Vibrio cholerae no-01%2%27

EPIDEMIOLOGIA.

Escherichia _coli  enterotoxigénica (ETEC) se asocian a dos sindromes clinicos
importantes: diarrea en nifios de todo el mundo y en la diarrea del viajero. El patron
epidemiologico de la enfermedad causada por Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es
determinado en parte grande por varios factores tales como: 1) la capacidad de Escherichia
coli enterotoxigénica (ETEC) de adherirse a la mucosa sobre todo en individuos expuestos;
2) la infeccion requiere una dosis infecciosa relativamente alta.”® Estas caracteristicas crean
una situacién en la cual la contaminacion de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) del
ambiente en areas de la infeccion endémica sea extremadamente frecuente, y la mayoria de
los infantes se infecten. El porcentaje de los casos de la diarrea infantil endémica esporadica

que son debido a Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) varia generalmente a partir del 10
hasta el 30% 3-71-107-136-149-225-246-
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Las investigaciones epidemioldgicas han implicado el alimento y el agua contaminados
como los vehiculos mas comunes para la infeccion de Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC) '®"19145270 E| muestreo de las fuentes del alimento y de agua en areas de la infeccién
endémica ha demostrado llamativo altos indices de la contaminacion de Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) 2'®27°. Asi, la contaminacién fecal del agua y de las fuentes del
alimento es la razon principal de la alta incidencia de la infeccion de ETEC a través del
mundo que se convierte, y la institucién del saneamiento apropiado es la piedra angular de
esfuerzos preventivos contra esta infeccion.

Las infecciones por Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) en areas de la infeccion
endémica tienden a aparecer en meses calientes, mojados, cuando la multiplicacion de
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) en alimento y agua es la mas eficiente’.

Aunque la infeccion causada por Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) ocurre con
mas frecuencia en infantes, los adultos con defensas inmunoldgicas débiles son
susceptibles. De hecho, Escherichia coli_enterotoxigénica (ETEC) es el agente etiolégico
predominante que causa la diarrea del viajero entre adultos de las areas que visitan
desarrolladas del mundo donde estd endémica la infeccion de Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC)'7-%1%4,

CONSIDERACIONES CLINICAS.

La enfermedad por Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) tiene un inicio con un
periodo corto de la incubacién (14 a 50 h). ®?% La diarrea es acuosa, generalmente sin
sangre, moco, o pus; la fiebre y el vomitar estan presentes en una minoria de los
pacientes.’®'® La diarrea causada por Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) puede ser
suave, y autolimitada pero puede dar lugar a un cuadro severo similar al que da en una
infeccion por Vibrio cholerae '*°.

La mayoria de los casos peligrosos para la vida de la diarrea causada por Escherichia
coli enterotoxigénica (ETEC) ocurren en infantes. Aunque la administracion de los
antibidticos a los cuales Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es susceptible se ha
demostrado %ue se pueden utilizar para disminuir la duracion de la diarrea y la intensidad de
la excrecion®®® tales como los fluoroquinolones (e.g., ciprofloxacin, norfloxacin, y ofloxacin)
pero hay que tener en cuenta que los agentes eficaces puede no estar disponible en areas
donde esta alta la incidencia; por otra parte, la resistencia antibidtica en cepas de Escherichia
coli enterotoxigénica (ETEC) es un problema que emerge®. Por lo que se debe tener
presente, que la piedra angular para el tratamiento de la infeccidn causada por Escherichia
coli enterotoxigénica (ETEC) es mantener un estado normal de la hidratacion. La terapia oral
de la rehidratacion es a menudo salvavidas en infantes y nifios con diarrea causadas por
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC).
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Escherichia coli enteropatégena (EPEC):

Escherichia coli enteropatégena (EPEC) es muy importante ya que esta se ha ligado
con la diarrea infantil en el mundo la cual se caracteriza por ser una diarrea acuosa con
dolores abdominales y fiebre moderada.

PATOGENESIS:

El sello de las infecciones debido a EPEC es la A/E (histopatoldgica unir-y-attaching-
and-effacing) o también llamada adhesina BFP, que se puede observar en especimenes
intestinales de la biopsia de pacientes o de animales infectados* 412194203 como se ve a

continuacion:

FIG. 6. Lesién caracteristica de EPEC A/E observada en el ileum después de la inoculacion oral en cochinillos. Observe el
accesorio intimo de las bacterias a la membrana del enterocito con la interrupciéon del citoesqueleto de la célula. El aspecto de una bacteria
que se sienta en un "pedestal" de la membrana de la célula es absolutamente caracteristico.

Nataro y Kaper 1998

A/E es responsable de la adhesion a distancia de la bacteria al enterocito y de la
adhesion, localizada a células HEp-2. Escherichia coli enteropatégena (EPEC) también
presenta un locus con genes denominados eae, tri, esp y sep.El gen eae codifica para una
proteina de la membrana externa denominada intimina que es responsable de la adhesion
intima de la bacteria al enterocito. El gen tir (translocated intimin receptor) codifica para el
receptor celular al que se une la intimina. La bacteria después de unirse a distancia al
enterocito mediante las fimbrias A/E excreta el receptor Tir que se fijan al enterocito y a
continuacion la bacteria se une intimamente al enterocito al fijarse la intimina al receptor Tir.
Los genes esp (E. coli secreted proteins) codifican para proteinas necesarias para la
produccion de la lesibn de adhesién y borrado (attaching and effacing) de las
microvellosidades intestinales y la condensacion de la actina del citoesqueleto celular que
provoca la aparicion de un pedestal en forma de copa sobre el que descansa la bacteria. Los
genes sep (secretion of E. coli proteins) codifican para las proteinas que constituyen un
sistema de secrecion de proteinas tipo Ill. Al menos tres proteinas (EspA, EspB y EspD) y el
receptor Tir son exportadas por el sistema tipo Il al interior del enterocito. La entrada de Esp
A y EspD permite la translocacién de EspB y Tir. Una vez en el interior del enterocito el
receptor Tir es activado por una fosforilacion realizada por la célula eucariota e insertado en
la membrana del enterocito.?*?

MARIA DE LOURDES SANCHEZ CRUZ 19




“ASOCIACION DE ROTAVIRUS CON ESCHERICHIA COLI PATOGENA CAUSANTE DE DIARREA AGUDA EN LACTANTES DEL
HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA MICHOACAN DE ENERO DEL 2004 A ABRIL DEL 2006”

Todo esto culmina con el corte de las microvellosidades de los entericitos, cambios en
el citoesquelo que incluye la acumulacion de la actinia polimerizada, la cual se acumula
directamente debajo de las bacterias adherentes y el enterocito; las bacterias se sientan o se
adhieren sobre un pedestal. Estas estructuras del pedestal se pueden extender de 1um
hasta 10 hacia fuera del enterocito183.
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Nataro y Kaper 1998

Mecanismo de la diarrea: Una diarrea causada por Escherichia coli enteropatégena
(EPEC) se caracteriza por la pérdida dramatica de las microvellosidades absorbentes en la
lesion de A/E lo cual puede conducir a la diarrea y a la mala absorcion. Sin embargo, el
periodo de la incubacién en voluntarios del adulto puede ser muy corto: tan poco como 2.9 h
entre la ingestiéon de los organismos y el inicio de la diarrea®. Esta rapidez sugiere que un
mecanismo secretor mas activo esté implicado en la diarrea causada por EPEC y que una
variedad de mediadores intracelulares del transporte intestinal del ion, tales como calcio, de
PKC, de los fosfatos del inositol, y del kinase del tyrosine, es afectada por la infeccion de
EPEC. Se tienen informes recientes de que EPEC altera activamente el transporte del ion
en células epiteliales®®” se encontré una disminucién significativa del potencial para traspasar
la membrana en las células epiteliales infectadas con EPEC. Este resultado sugiere que
EPEC estimula una afluencia de iones tanto positivos como de iones negativos a través de la
membrana. Knutton'® han encontrado que EPEC puede estimular un aumento rapido pero
transitorio en la corriente de iones en las células epiteliales intestinales; la secrecion de los
iones del cloruro fue implicada en este efecto®.

EPIDEMIOLOGIA:

Los casos de diarrea por cepas de Escherichia coli enteropatégena (EPEC) en
cuneros de paises industrializados son muy poco frecuentes en la actualidad."® Por el
contrario, en las naciones en desarrollo, la prevalencia de diarrea por esta bacteria sigue
siendo muy alta.?

La caracteristica mas notable de la epidemiologia de la enfermedad debido a
Escherichia coli enteropatégena (EPEC) es la distribucion llamativa de la edad considerada
en las personas infectadas con este patogeno. La infeccibn de Escherichia coli
enteropatdogena (EPEC) es sobre todo una enfermedad de infantes menores de 2 anos.
Segun Levine y Edelman®, numerosos estudios en muchos paises han demostrado una
correlacion fuerte del aislamiento de Escherichia coli enteropatégena (EPEC) de infantes con
la diarrea comparada a los infantes sanos. La correlacion es mas fuerte con los infantes
menores de 6 meses. En nifios mayores de 2 afios, EPEC se puede aislar de individuos
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sanos y enfermos, pero una correlacion estadistico significativa con enfermedad no se
encuentra generalmente.

La dosis infecciosa en la infeccién naturalmente transmitida entre infantes no se sabe
sino se presume que puede ser baja. La razon para la resistencia relativa de adultos y de
nifios mayores de 2 afos no se sabe, pero la pérdida de receptores especificos con la edad
es una posibilidad. Sin embargo, varios brotes de diarrea debido a EPEC se han divulgado
en los adultos sanos**%224%" probablemente debido a la ingestion de un inoculo grande de
una fuente comun. La enfermedad esporadica también se ha considerado en algunos adultos
con los factores de compromiso (diabéticos, pacientes con VIH, los ancianos) **

CONSIDERACIONES CLINICAS:

Escherichia coli enteropatégena (EPEC) causa sobre todo diarrea aguda, aunque
muchos casos de diarrea prolongada también se han divulgado®®®*. En Cincinnaty un brote
divulgado por Rothbaum?"’, |a duracién de la hospitalizacién se extendié de 21 a 120 dias. La
infeccién puede a menudo ser absolutamente severa, y muchos informes clinicos acentuan la
severidad de la enfermedad.??"’

Ademas de la diarrea acuosa profusa, el vomitar y la fiebre de calidad inferior son
sintomas comunes de la infeccién de EPEC. Los leucocitos fecales se ven solamente de vez
en cuando, pero pruebas mas sensibles para la diarrea inflamatoria tal como una prueba de
aglutinacion del grano del latex del contra-anti-lactoferrin son con frecuencia positivas con la
infeccion de EPEC™®,

Como con otros patégenos diarreicos, la meta fundamental del tratamiento de la
diarrea de EPEC es prevenir la deshidratacion por desequilibrios del liquido y de electrdlitos.
La rehidratacion oral puede ser suficiente para casos mas suaves, pero casos mas Severos
requieren la rehidratacién parenteral. La correccidon del desequilibrio alimenticio con férmula
sin lactosa o leche materna puede ser escasa para algunos pacientes seriamente enfermos,
y la nutricion parenteral del total puede ser requerida®*®®. Una variedad de antibidticos se ha
utilizado para tratar EPEC y para haber probado util en muchos casos®, pero la resistencia
antibiética multiple es comun para EPEC °3. No hay vacunas actualmente disponibles o en
los ensayos clinicos para prevenir la enfermedad debido a EPEC.

Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC)

Los primeros casos demostrados de que EIEC puede causar diarrea fueron en
estudios realizados en voluntarios conducidos por DuPont et el al. En 1971°®. Las lesiones
causadas por EIEC es muy similar al que causa Shigella ssp.?®

PATOGENIA:

La patologia exacta de EIEC tiene que ser todavia aclarado; sin embargo, los
estudios realizados sobre la patogenia de EIEC sugieren que sus caracteristicas patogénicas
son virtualmente idénticas a las de Shigella spp. En ambos organismos se ha demostrado
que para invadir el epitelio utilizan un fenotipo mediado por plasmidos. Ademas, EIEC y
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Shigella spp. Elaboran unas o mas enterotoxinas secretoras que desempenan un papel muy
importante en la patogenia de la diarrea.’’
La forma en como Escherichia coli invade las células del intestino se lleva acabo en
varios pasos los cuales abarcan:
Penetracion por endocitosis dentro de las células de la mucosa intestinal del colon
Lisis de la vacuola endocitica
Multiplicacion intracelular
Movimiento intracelular
Diseminacion lateral a las células adyacentes.
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Nataro y Kaper 1998
Cuando la infeccion es severa, esta secuencia de eventos ocasiona una reaccion
inflamatoria fuerte.?°?*' La interaccion de los organismos de EIEC con las células
eucarioticas se demuestra en la siguiente figura:

ﬁ}

Interaccion de EIEC con las células epiteliales. Como Shigella, las cepas de EIEC invaden las células epiteliales intestinales, lisan la
vacuola lisosomal, y se mueven a través del citoplasma, separandose en Ultima instancia a las células epiteliales adyacentes. Esta
fotomicrografia electrénica demuestra un organismo de EIEC libre dentro del citoplasma de una célula infectada.

Nataro y Kaper 1998

Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) produce enterotoxinas por medio de un
plasmido que codifica una proteina con un tamafo de 63kDa. El papel de la enterotoxina
todavia no es muy claro pero se cree que es la responsable de la diarrea acuosa con moco y
sangre presentando asi un cuadro de disenteria.'”®

EPIDEMIOLOGIA:

Los estudios epidemiologicos de Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) describen
sobre todo brotes. En casos esporadicos, algunos casos de Escherichia coli enteroinvasiva
(EIEC) se interpretan mal probablemente como Shigella sp. Los brotes de Escherichia coli
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enteroinvasiva (EIEC) son generalmente producido por los alimentos ?**?*°, aunque ocurre la

transmision de persona a personal. La dosis contagiosa de Escherichia coli enteroinvasiva
(EIEC) en voluntarios es mas alta que la dosis para Shigella spp®'.La enfermedad
esporadica endémica ocurre en algunas areas, generalmente donde esta también frecuente
Shigella spp., pero las caracteristicas epidemioldgicas pueden ser diferentes de las de
Shigella spp.®"?*. La incidencia de EIEC en paises desarrollados se piensa es baja, pero los
brotes producidos por los alimentos ocasionales, tales como un brote asociado a un
restaurante en Texas donde enfermaron 370 personas.®

CONSIDERACIONES CLINICAS:

La presentacion clinica de la enfermedad causada por Escherichia coli enteroinvasiva
(EIEC) se ha documentado de brotes, de enfermedad endémica, y de los estudios del
voluntario 61234249260 | 5 infeccién causada por Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) se
comunmente como diarrea acuosa, que puede ser indistinguible de la diarrea secretora
causada por Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC). Solamente una minoria de pacientes
experimenta el sindrome de la disenteria, manifestado con sangre, moco, y leucocitos en las
heces fecales; tenesmo; y fiebre 22%?*3. Las infecciones asintomaticas debido a Escherichia
coli enteroinvasiva (EIEC) son probablemente inusuales.

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

El término Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) fue propuesto por Levine en
19870 e incluye cepas de diferentes serotipos que tienen caracteristicas clinicas,
epidemioldgicas y patogénicas similares a las del serotipo O157.H7, considerado como
prototipo del grupo de Escherichia coli enterohemorragica (EHEC). Zipori y colaboradores®?®
utilizaron un criterio mas amplio para definir a este grupo bacteriano, sefialando la asociacion
entre el aislamiento de cepas que pueden producir citotoxinas con colitis hemorragica afrebil
y sindrome hemolitico-urémico. Ademas de su potencial para generar un tipo de citotoxinas,
las cepas que causan estos cuadros tenian la habilidad para adherirse en forma particular a
la mucosa intestinal, mediante la produccién de proteinas codificadas por un plasmido de 50
a 70 megadalton (mDa).Fue asociada a la ingestion de hamburguesas poco cocinadas en
una cadena del restaurante de la comida rapida.

PATOGENIA:

Escherichia coli enterohemorragica sintetiza una toxina que destruye monocapas de
células derivadas del riidn del mono verde africano (Células Vero), a la que se le llama
Verotoxina (VT) 250 Esta toxina produce un efecto sobre las células distinto a la que produce
la enterotoxina labil al calentamiento (LT). La verotoxina (VT) causa una destruccion total de
la monocapa celular en 48 hr. (Efecto citotoxico), mientras que LT sélo modifica la estructura
de las mismas células en cultivo sin destruirlas (efecto citotdxico), ademas las verotoxinas
estan relacionadas estructuralmente e inmunolégicamente con la toxina Shiga producida por
Shigella dysenteriae tipo 1.
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Nataro y Kaper 1998

La toxina Shiga es el factor principal de la virulencia, y una caracteristica que define a
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), es el factor que conduce a la muerte y a muchos
otros sintomas en los pacientes infectados con Escherichia coli enterohemorragica
(EHEC) 179-180

Existen dos tipos de verotoxinas, VT1 (o SLT-I) y VT2 (o SLT-Il), y varias variantes de VT2,
entre las que se incluye la VT2e (toxina edematosa). Estan constituidas por una subunidad
enzimatica A de aproximadamente 32.000 d y 5 subunidades B que tienen un peso molecular
de unos 7.700 d y fijan la toxina a receptores celulares compuestos por glicolipidos
(globotriaosilceramida, Gb3). La variante VT2e se une a Gb4. La subunidad A es translocada
al citoplasma e inhibe la sintesis proteica al inactivar cataliticamente la subunidad ribosomal
60S. Todas las verotoxinas se encuentran codificadas en el genoma de profagos integrados en
el cromosoma bacteriano.

Escherichia_coli enterohemorragica (EHEC) ademas, de producir verotoxinas, presentan
factores de virulencia adicionales que incrementan su poder patdgeno y asi se unen al epitelio
del intestino grueso a través de unas fimbrias codificadas en el plasmido pO157 (60 Mda) y
posteriormente barren el microvellosidades intestinales por la accidén de unas proteinas
presentes en su membrana externa que estan controladas por el gen cromosdémico eae y
reciben el nombre de intiminas. Aunque Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) se une
intimamente a los enterocitos, no llegan a invadirlos intracelularmente. EI 100% de las cepas de
Escherichia_coli enterohemorragica (EHEC) O157:H7 poseen los genes eae y el plasmido
pO157 (CVD419). El gen eae se ha asociado claramente con la virulencia, detectandose en la
mayoria (> 90%) de las cepas causantes del SUH. Aunque el gen eae que codifica para las
intiminas es el principal gen implicado en la lesién intestinal de adhesion y barrido (attaching
and effacing), existen otros genes que también estan implicados (esp, sep, tir). Todos estos
genes se agrupan en una isla de patogenicidad cromosémica conocida como “Locus Enterocyte
Effacement” (LEE) (Locus del barrido del enterocito). Se ha secuenciado completamente las isla
LEE de la cepa EDL933 del serotipo O157:H7 que tiene un tamario de 43.359 pb y un total de
41 genes. Dicha isla presenta los mismos genes y en el mismo orden que la isla LEE de los
ECEP. También se ha comprobado que Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) produce un
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nuevo tipo de hemolisina denominada enterohemolisina (EntHly ¢ EHEC-hly) que sé
encuentra codificada en el plasmido pO157.

EPIDEMIOLOGIA:

Las caracteristicas salientes de la epidemiologia de Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC) incluyen un depdsito en la zona intestinal de ganados y de otros
animales; transmisién por una variedad amplia de articulos del alimento, con la carne de
vaca siendo un vehiculo importante de la infecciéon; y una dosis infecciosa muy baja,
permitiendo altos indices del ataque y de la transmision personal.

La frecuencia de casos esporadicos de la infeccion de Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC) parece estar en aumento aunque la prueba y la divulgacion
crecientes de Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) complica esta conclusion. Las
infecciones esporadicas debido a E. coli O157:H7 aparecen ser mas comunes en Canada
que en los Estados Unidos®' pero tales infecciones han alcanzado ya proporciones
importantes en muchas areas de los Estados Unidos, en donde hay mas de 20.000
infecciones y aproximadamente 250 muertes®, pero la falta de muchos laboratorios clinicos
de defender para este organismo complica grandemente cualquier estimacion.

Ademas de su importancia en Norteamérica, Escherichia coli enterohemorragica
(EHEC) es un patogeno importante en Europa, Japoén, Argentina, Australia, Chile, y
Sudafrica. Pero hay un fendmeno interesante observado en paises en vias de desarrollo en
donde Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) se aisla con menor frecuencia que otras
Escherichia coli patégenas causantes de diarrea, tales como Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) o Escherichia coli enteropatégena (EPEC).

CONSIDERACIONES CLINICAS:

Pocos patdogenos bacterianos pueden causar rutinariamente sindromes clinicos en
diversos sistemas como lo que causa Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) ya que es
la causante de HC y HUS. La importancia dual de este patégeno es reflejada por la
respuesta de la comunidad médica a la observacion hecha en 1983 por Karmali'®* que ligo la
produccion del la toxina Vero con la diarrea sangrienta y al HUS. Este papel ha sido referido
por un gastroenter6logo como “una de las contribuciones mas significativas a la
microbiologia entérica de este siglo”**'y por los nefrélogos como indiscutiblemente el papel
mas importante publicado en HUS"?%,

Aunque HC y HUS son los sintomas clinicos mas comunes, las complicaciones que
pueden presentarse incluyen colitis, perforacion del coldn, pancreatitis, prolapso rectal, dolor
del apéndice, cistitis hemorragica, edema pulmonar, disfuncién del miocardio, y
anormalidades neuroldgicas %242,

El periodo de la incubaciéon de la diarrea de Escherichia coli enterohemorragica
(EHEC) es generalmente de 3 a 4 dias, aunque los tiempos de la incubacion pueden ser de
5 a 8 dias o tan cortos como 1 a 2 dias. La queja inicial es generalmente diarrea, aunque
esto es precedida por dolor abdominal y una fiebre de breve duracion en muchos pacientes.
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El vomitar puede ocurrirle a la mitad de los pacientes durante el periodo de la diarrea y/o en
otras veces en la enfermedad. En el plazo de 1 o 2 dias, la diarrea llega a ser sangrienta y
aumenta el dolor abdominal. Esta etapa dura generalmente entre 4 y 10 dias. En casos
severos, las heces fecales son practicamente sangre?'?. En la mayoria de los pacientes, la
diarrea sangrienta se resolvera sin ningun problema, pero cerca del 10% de pacientes mas
joven de 10 afios (y en muchos pacientes mayores), la enfermedad progresara a HUS.

El HUS es definido como una triada, 1) anemia hemolitica, 2) trombocitopenia, y 3)
falla renal; las manifestaciones clinicas iniciales incluyen oliguria o anuria, edema,. La
mayoria de los pacientes se recuperaran con terapia de apoyo apropiada, pero 3 al 5% de
ninos afectados moriran y cerca de 12 al 30% tendran episodios severos incluyendo la
debilitacién, la hipertension, o las manifestaciones renales del sistema nervioso central??%2%,
No hay marcadores definitivos para la severidad de la enfermedad, aunque los factores del
anfitrion y las intervenciones terapéuticas son importantes. La progresiéon a HUS es mas
probable ocurrir en los pacientes infectados con E. coli O157:H7 que experimentan diarrea
sangrienta, fiebre, y cuenta elevada del leucocito y que son muy jovenes o viejos o fueron
tratados con los agentes antimicrobianos 1%,

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) se ha asociado con la diarrea infantil en
paises en vias de desarrollo, y esta particularmente asociada con la diarrea persistente de
mas de 14 dias de duracién. En paises desarrollados no se han estudiado sistematicamente,
pero se sabe que se aisla frecuentemente de nifos y adultos con diarrea, ha provocado
algunos brotes importantes y que pueden estar implicados en las diarreas cronicas que sufren
pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Provoca una diarrea
acuosa mucoide, pero se puede observar sangre en un numero significativo de muestras
fecales. Son muy frecuentes los individuos portadores asintomaticos.

PATOGENIA:

La patogenia de la infeccion causada por Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) no esta
bien entendida; sin embargo, se han descrito una lesién histopatolégica caracteristica y
varios factores de la virulencia de la bacteria.

Los datos disponibles no permiten una descripcion completa de la patogénesis de EAEC, con
todo varias hipotesis pueden ser formuladas. Proponemos un modelo de la tres-etapa
basado encendido in Vitro y los datos animales.

e La etapa | implica adherencia inicial a la mucosa intestinal y/o a la capa del moco.
Esto por medio de varios factores que pueden facilitar la colonizacion inicial.

e La etapa Il implica la produccion del moco, conduciendo al parecer a la deposicidon de
un biofilm. Lo cual puede promover la colonizacién persistente y la mala absorcién de
nutrientes.

e La etapa lll, sugerida por medio de histopatologia molecular, incluye la elaboracién de

citotoxinas por la Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) que da lugar a dafio a las células
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intestinales. Se especula que los anfitriones subalimentados pueden deteriorar su capacidad
de reparar este dafio, conduciendo al sindrome de la diarrea persistente.
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Nataro y Kaper 1998
El sitio de la infeccion de EAEC en el intestino humano tiene todavia que ser demostrado
claramente. Los experimentos in Vitro realizados por Hicks y colaboradores han demostrado
que Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) pueden adherir a la mucosa del intestino tanto
delgado como grueso.'®

HISTOPATOLOGIA:

Las pistas importantes sobre la patogenia de Escherichia coli enteroagregativa
(EAEC) se pueden encontrar por medio de una examinacion histopatologica de pacientes y
por medio de modelos animales infectados. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)
provoca secrecion del moco de la mucosa del intestino y esta bacteria se une a la mucosa
por medio del biofilm producido por la bacteria.

Tzipori y colaboradores 2°'?°? realizaron una seria de estudios alimentando a

cochinillos con comida contaminada con Escherichia coli enteroagregativa (EAEC); aunque
algunos de estos animales no experimentaron diarrea, todos los animales probados
desarrollaron moco adherente cerca del epitelio del intestino delgado.

Interaccion de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) con el epitelio intestinal. (a) Fotomicrografia del ileum de cochinillo. La flecha
sefala al gel grueso del moco que se adhiere a la mucosa intestinal. (b) Muestras la ampliacién de la mucosa del ileum de un cochinillo
alimentado con Escherichia coli enteroagregativa (EAEC).Observe los agregados de las bacterias que cubren la superficie de las
vellosidades. Las vellosidades son edematosas y los enterocitos aparecen hinchados.

Nataro y Kaper 1998
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La examinacion del gel que se creo reveld la presencia de una gran cantidad de
bacterias. Ademas, el epitelio intestinal exhibié picaduras de las células, sugiriendo el
estimulo se debié a la hipersecrecion del moco. La capacidad de Escherichia coli
enteroagregativa (EAEC) de formar un moco se ha demostrado in vitro®®®, y las personas
voluntarias para los estudios desarrollan una diarrea en donde predomina el moco'”". El
papel de la produccion en exceso del moco en la patogenia de Escherichia coli
enteroagregativa (EAEC) es confuso; sin embargo, la formaciéon de un biofilm se puede
relacionar con la diarrea producida en el organismo y, quizas, con su capacidad de causar la
colonizacion y la diarrea persistentes.

Ademas de la formacion del biofilm caracteristico del moco, la evidencia experimental
sugiere que la infeccion de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) sea acompafada por
efectos citotoxicos sobre la mucosa intestinal®®® .Ya que se observo una lesion destructiva
demostrable en microscopia ligera. La lesion fue caracterizada por el acortamiento de las
microvellosidades, por la necrosis hemorragica de las extremidades de las
microvellosidades, y de una respuesta inflamatoria suave con edema y con la infiltracién de
leucocitos mononucleares en la submucosa. La microscopia electronica demostré que no hay
invasién de enterocitos.

La destruccion de la mucosa se ha demostrado en especimenes a los cuales se les ha
realizado autopsia del ileum de los pacientes que murieron de diarrea persistente causada
por Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) durante un brote en la sala de desnutricién del
hospital de Ciudad de México®*. Recientemente, Hicks y colaboradores publicaron que la
citotoxicidad de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) se puede demostrar en in Vitro
usando los especimenes intestinales pediatricos de la biopsia'’, y Nataro y colaboradores
han demostrado que Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) tiene efectos citotdxicos sobre
las células T84 (células intestinales humanas del carcinoma) in Vitro'® como se demuestra
en la figura.

Citotoxicidad de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) en las células T84 infectadas esta bacteria. Observe la adherencia de bacterias
ala membrana de la célula, asociada a una pérdida de microvellosidades.
Nataro y Kaper 1998

Modelo de la célula T84, la citotoxicidad Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)-
inducida fue evidenciada por un fenotipo unico, caracterizado por la vesiculacion de la
membrana de la célula, seguida por muerte de la célula y la exfoliacion de células. Ademas,
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este efecto fue acompafado por la formacion de la vacuola y la separacién del nucleo del
citoplasma circundante. Los efectos fueron considerados o mas prominente posible en las
areas donde los organismos de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) se adherian a las
células T84.

EPIDEMIOLOGIA:

Un numero creciente de estudios ha apoyado que la diarrea causada por Escherichia
coli enteroagregativa (EAEC) se puede convertir en una diarrea persistente (es decir mayor
de 14 dias).>>%

La asociacion de Escherichia coli_enteroagregativa (EAEC) con la enfermedad
diarreica parece ser geografica. En el continente Asiatico especialmente en la India, se han
publicado cinco estudios por separados que demuestran la importancia de Escherichia coli
enteroagregativa (EAEC) en la diarrea pediatrica de este lugar *'?*"92 Estos estudios
incluyen pacientes hospitalizados con la diarrea persistente’, los pacientes no internados
que visitan las clinicas de la salud ™, y los casos de la diarrea esporadica detectados durante
la vigilancia de la casa "

En Brasil, Guerrant y sus colegas han demostrado una asociacion constante entre
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) y el sindrome persistente de la diarrea "*+2°" En
esta area, Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) ha estado implicada en el 68% de los
casos persistentes de la diarrea®’, que representan una parte de la mortalidad diarreica.
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) también ha estado implicada como causa de la
diarrea esporadica en México, Chile, Bangladesh, e Iran. 224799174

Aunque la mayoria de los estudios realizados han demostrado que la Escherichia coli
enteroagregativa (EAEC) causa diarrea endémica esporadica, un numero creciente de
informes ha descrito los brotes de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC). %4823 Cobeljic
y colaboradores han descrito un brote que afectaba a 19 infantes en un cuarto de nifios de
un hospital en Belgrado, Serbia, sobre un periodo de ocho dias en 1995*. En 16 bebés la
enfermedad duré 3 a 9 dias (en promedio, 5.2 dias), pero en 3 infantes, la diarrea fue
persistente, durando de 18 a 20 dias. Los infantes con diarrea manifestaron tipicamente
heces fecales verdes y liquidas; en tres, el moco era visiblemente evidente. No habia
sangre.

Eslava y colaboradores han descrito dos brotes de diarrea persistente causada por
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) que ocurria en la sala de la desnutricion de un
hospital de la Ciudad de México®*; encontraron en los infantes que murieron debido a estos
brotes lesiones necréticas desarrolladas de la mucosa del ileon. . Smith y colaboradores han
divulgado cuatro brotes de diarrea causada por Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) en
el Reino Unido en 1994?23, Estos cuatro brotes implicaron a 19, 10, 51, y 53 pacientes,
respectivamente. Los pacientes en estos brotes experimentaron vomito y diarrea,
generalmente sin fiebre. La diarrea persistente ocurrié en un numero pequefio de pacientes.
Cada uno de los brotes fue asociado a la consumicién de una comida del restaurante. En los
Estados Unidos, Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) se ha Ilgado a la diarrea en los
pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana'®®; sin embargo, el papel
exacto de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) en la diarrea del SIDA es desconocido.
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CONSIDERACIONES CLINICAS:

Las caracteristicas clinicas de la diarrea causada por Escherichia coli enteroagregativa
(EAEC) se estan definiendo cada vez mejor debido a los brotes que se han dado y los
estudios realizados en voluntarios. Se sugirié que esta enfermedad diarreica se caracteriza
por ser acuosa, mucoide, secretora con fiebre de calidad inferior y algunas veces vomito. '*
192 En los voluntarios infectados con Escherichia coli enteroagregativa (EAEC), la diarrea era
generalmente mucoide y de bajo volumen sin sangre oculta o leucocitos fecales; todos los
pacientes seguian sin tener fiebre. Steiner y colaboradores han encontrado que un
porcentaje grande de los pacientes que excretan Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)
tiene la lactoferrina fecal perceptible (un indicador sensible de leucocitos fecales) y niveles
supranormales de IL-8 en las heces fecales?*®. Esta observacion sugiere que la infeccién
causada por Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) se pueda acompafar por una forma
sutil de inflamacion en la mucosa.

Escherichia coli con adherencia difusa (DAEC)

El término Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC) fue utilizado inicialmente
para referir a cualquier tipo de E. coli adherente a las células HEp-2 que no formara parte de
Escherichia coli enteropatégena (EPEC). Con el descubrimiento de Escherichia coli
enteroagregativa (EAEC), la mayoria de los autores ahora reconocen a Escherichia coli de
adherencia difusa (DAEC) como categoria independiente de Escherichia coli potencialmente
causante de diarrea.

PATOGENIA:

Poco se sabe sobre las caracteristicas patogénicas de la diarrea inducida por
Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC). Aunque su papel enteropatogénico no esta
claramente demostrado, se piensa que pueden causar diarrea en nifios mayores de un afno de
edad y en adultos. Se adhiere a las células Hep-2 cultivadas in Vitro siguiendo un patrén de
adherencia difuso. Se han descrito dos tipos de adhesinas: la fimbria F1845 y una proteina de
la membrana externa conocida como AIDA-I (adhesin involved in diffuse adherence). Tras
adherirse al epitelio intestinal provocan una elongacion del microvillosidades que engloban las
bacterias sin que aparentemente se produzca una invasién interna.
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Tanto  Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC), como Escherichia coli
enteroagregativa (EAEC), se reparten en un amplisimo abanico de serotipos. La deteccion de
Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC) se realiza fenotipicamente determinando si la
cepa aislada presenta el patrén de adherencia difusa en células Hep-2 6 genéticamente
detectando las secuencias que codifican para la fimbria F1845.

Yamamoto y colaboradores®”®, Cookson y Nataro*' han demostrado que las lesiones
que puede producir Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC) se asemejan a
proyecciones que se extienden de la superficie de las células infectadas HEp-2

Estas proyecciones "encajan al parecer" a las bacterias, proporcionando la proteccion contra
la gentamicina pero sin el que invada. El papel de este Fenotipo en la patogenia tiene todavia
que ser demostrado.

Interaccion de Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC) con las células epiteliales. La lesion causada por Escherichia coli de
adherencia difusa (DAEC) con las células HEp-2 solo se llevo acabo en 8 h. Observe la asociacion de las bacterias con la membrana y la
formacion de un largo dedo-como las proyecciones que emanan de la célula. El abrigo de estas proyecciones alrededor de la bacteria en un
fenotipo. La invasion se considera que casi no se lleva acabo.

Nataro y Kaper 1998

EPIDEMIOLOGIA:

Varios estudios recientes han demostrado que Escherichia coli de adherencia difusa
(DAEC) puede causar diarrea aunque se puede cursar asintomaticamente. La asociacion de
Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC) con la diarrea se observa solamente en los
nifios un poco grandes "®'**'% | evine y colaboradores demostraron que el riesgo relativo
de Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC) en la asociacion con diarrea aumentd con
edad a partir de 1 afio a 4-5 afios en Santiago, Chile'®. La razén de un fenémeno tan relativo
a la edad es hasta ahora desconocido. Otras caracteristicas epidemioldgicas, tales como el
modo de la adquisicion de la infeccibn de  Escherichia  coli de
adherencia difusa ((DAEC), son también hasta ahora indeterminadas. Jallat y colaboradores
han demostrado que las infecciones de Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC)
explican una proporcion grande de enfermedades diarreicas entre los pacientes hospitalizado
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en Francia que no tienen ningun otro enteropatdgeno identificado'"®. Este informe sugiere
que las cepas de Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC) puedan ser patdégenos
diarreicos importantes en el mundo.

CONSIDERACIONES CLINICAS:

Pocos estudios epidemioldgicos o clinicos permiten la descripcion adecuada del
sindrome clinico asociado a la infeccién de Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC).
En un estudio, la mayoria de pacientes infectados con Escherichia coli de adherencia difusa

(DAEC) tenia diarrea acuosa sin sangre ni leucocitos fecales?*.

ROTAVIRUS:

El primer reporte de gastroenteritis por rotavirus fue realizado por Ligh y Hodes en el
afo de 1943, quienes aislaron un agente filtrante en las heces fecales de nifios con
gastroenteritis y demostraron que este producia diarreas en terneros y los denominaron
agente de Baltimore. Estas muestras se mantuvieron liofilizadas desde 1943 hasta 1972,
momento cuando fueron nuevamente analizadas por tincién negativa con el empleo de la
técnica de microcopia electronica; ellas revelaron la morfologia tipica del rotavirus, aunque
no se pudo establecer si el virus era de origen humano o de ternero, pues después de tan
largo periodo de almacenamiento dicho virus no fue infectivo.®’

El rotavirus fue aislado por primera vez en humanos en el afio 1973 de la biopsia
intestinal de un paciente con diarrea. Su nombre obedece a que tiene aspecto de “rueda “al
observarse con microscopia electronica (Rota del latin rueda) ' Siete grupos de rotavirus
han sido descritos (de A a G), pero solo los grupos A, B y C infectan al ser humano, siendo el
rotavirus del grupo A el que infecta principalmente a los nifios y rotavirus del grupo C a los
adultos, siendo rotavirus del grupo A los responsables de los casos de gastroenteritis en
México. El genoma esta constituido por 11 segmentos de RNA cada uno de los cuales
codifica para una proteina, de la cual hay 5 estructuras y 6 no estructurales’”

EPIDEMIOLOGIA:

Los rotavirus juegan un papel importante en las gastroenteritis graves, *° ya que se
calcula que la infeccidon por rotavirus provoca al afo 111 millones de episodios de
gastroenteritis, 25 millones de consultas médicas, 2 millones de hospitalizaciones y entre 352
000 y 592 000 muertes, de las cuales el 82% ocurren en los paises mas pobres'®. La
mortalidad debida a las infecciones por rotavirus es muy superior en paises en desarrollo,
comparada con las de los paises de desarrollo; la frecuencia de infeccion por estos virus es
muy similar en ambos tipos de paises.'?

Es claro que los virus son la causa principal de las diarreas deshidratantes en nifios
menores de dos anos, siendo los rota virus del grupo A, serotipos G1 y G3, los responsables
de la mayoria de los episodios de diarreas en el mundo. '8%%®
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CARACTERISTICAS DEL VIRUS:

Los rotavirus, como miembros de la familia Reoviridae, poseen caracteristicas
comunes a todos los géneros de esta familia, pero presentan algunas propias resumidas en
la siguiente tabla:

Estructura:

e Particulas icosaedricas de entre 65 a 75 nm

e Capside formada por tres capas proteicas

¢ No envueltos
La capside contiene todos los enzimas necesarios para la replicacion del RNA
Genoma:

e 11 segmentos de RNA de doble cadena distinguibles electroforéticamente
Los segmentos de RNA purificados no son infecciosos
Cada segmento de RNA codifica para al menos 1 proteina
En infecciones duales en una misma célula los segmentos de RNA pueden
intercambiarse (en ingles “reassorting”)
Replicacion:

e Propagacion facilitada por proteasas
Replicacion citoplasmatica
Formacion de cuerpos de inclusion
Estado transitorio de particulas envueltas durante un estadio de la morfogénesis
Liberacion de la progenie mediante lisis celular o trasporte vesicular no clasico en
células epiteliales polares.®

ESTRUCTURA:

La superficie de los rotavirus del grupo A esta formada por dos proteinas: VP4 y VP7. La
proteina VP4 esta involucrada en una variedad de funciones virales, que incluyen virulencia,
aglutinacion de glébulos rojos y la penetracion del virus a la célula. Por su parte, la VP7 ha
sido propuesta como responsable de la unién inicial del virus a la célula blanco. Ambas
proteinas de superficie contienen determinantes antigénicos, que representan blancos
inmunoldgicos importantes e inducen respuesta inmune humoral y celular. La respuesta
humoral (anticuerpos) tiene la capacidad de neutralizar la infectividad del virus tanto in Vitro
como in vivo. La especificidad de estos anticuerpos para neutralizar diferentes cepas de
rotavirus ha sido usada para clasificarlos en varios serotipos. Se a propuesto nombrar G a
los serotipos de VP7 (por glicoproteinas) y P a los serotipos VP4 (por proteina sensible a
proteasa). Basados en VP7 se han identificado a la fecha 14 serotipos deferentes de
rotavirus del grupo A, de los cuales nueve infectan al ser humano (G1 a G4, G6, G8, G9, G10
y G12), aunque solo cuatro de ellos G1, G2, G3 y G4 son los responsables de la mayoria de
las infecciones.?"°
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ESTRUCTURA DE ROTAVIRUS

SEGMENTS DU VIRION SCHEMATIQUE
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PATOLOGIA:

Los cambios morfoldgicos en el intestino de seres humanos durante la gastroenteritis
causada por rotavirus, se asemeja a aquellos encontrados en otros mamiferos.'"®Los
cambios incluyen el acortamiento variable de las vellosidades, un infiltrado de células
redondas moderado en la lamina propia, y elongacion de las criptas. Tempranamente en la
infeccion se observa una vacuolacion y desprendimiento de enterocitos de la porcién apical
de las vellosidades. Las lesiones a menudo son en placa y los sintomas pueden ocurrir en
ausencia de una lesién demostrable por medio de microscopio de luz.?*’

Dafio que causa Rotavirus en el epitelio intestinal

FISIOPATOLOGIA:

La diarrea osmotica que ocasionan los rotavirus se debe a que lesionan en forma focal
los entericitos maduros de las vellosidades del intestino delgado, disminuyendo la produccion
de la lactasa disacaridasa, la cual es una enzima que se encuentra en el intestino delgado y
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es responsable de la digestion de la lactosa que se ingiere en la dieta, lo que provoca un
aumento de la osmolalidad en la luz intestinal y condiciona mayor secrecion de agua, que se

pierde a través de las heces. Las células de las criptas, encargadas de reparar las
vellosidades lesionadas, migran para sustituirlas en un periodo de 24 a 72 horas, con lo que
desaparece la diarrea.?"

FISIOLOGIA DE LA GASTROENTERITIS POR. ROTAYIRUS
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Es conocido que los rotavirus infectan el intestino delgado a través de la via oral,
aunque también se ha probado su transmision a través de la via aérea, dado que incluso
practicas de higiene apropiadas no parecen ser del todo capaces de controlar las
infecciones por estos virus. Las infecciones por rotavirus en niflos menores de dos afios
pueden cursar asintomaticas hasta en un 50% de los casos. Estudios epidemioldgicos
sugieren que la inmunidad natural es adquirida después de un primoinfeccion y que esta
proteccion se incrementa con cada nueva infeccién, reduciendo la gravedad de los episodios
diarreicos subsecuentes.?'

PATOGENIA:

1.- INGRESO AL ENTEROCITO:

El paso inicial es el contacto del virus con el enterocito y su posterior ingreso al
citoplasma. Se han descrito dos maneras por el cual el rotavirus puede ingresar al enterocito:
por endocitosis o] por penetraciéon directa.

En el primer caso, en la endocitosis, el VP4 juega un rol muy importante ya que esta
molécula, una vez activada, es la que va a reconocer a un receptor de membrana (el cual
aun no ha sido determinado) en los enterocitos humanos. Para que el VP4 sea activado tiene
que ser clivado a nivel del aminoacido arginina en las posiciones 241,231 y 247, por la
tripsina pancreatica dando como resultado el VPS y VP8 proporcionandole mayor infectividad
y ocurriendo luego la endocitosis.

En el segundo caso, mediante el mecanismo de penetracion directa, el virus ingresa a
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través de la membrana con su capside interna y el core, el VP 7 se queda localizado en la
membrana.®?

2.- FUSION ENDOSOMA - LISOSOMA:

Al ingresar el virus por Endocitosis se forman los endosomas conteniendo a los virus.
Estos endosomas se fusionan con los lisosomas vertiendo éstos ultimos sus enzimas
proteoliticas en los primeros causando hidrolisis de la capa proteica (VP 6), dejando libre en
el citoplasma al Core viral.

3.- REPLICACION:

Para que se inicie la replicacion viral es necesario que se active la RNA polimerasa viral
(Transcriptasa) que es la VP1 contenida en el core viral. Esta va a producir RNA mensajeros,
los cuales van a realizar copias de cada uno de los 11 segmentos del RNA viral, que son los
que finalmente van a contener los genes que van a codificar cada una de las moléculas
estructurales y no estructurales.

i
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Replicacion del Rotavirus en los enterocitos

Dentro de las proteinas no estructurales que se van sintetizando, la NSP1 y la NSP3
las cuales se van a acumular en el citoesqueleto y van a servir para el ensamblaje del
PRECORE, a esta estructura se une la VP2 en el viroplasma con intervencion de la NSP2 y
la NSP5 formandose el CORE.

Concomitantemente ocurre replicacion del RNA y ensamblaje del VP 6 que va a
conformar una capside al cual se denomina particula "Inmadura". Estas particulas virales
inmaduras van a migrar desde el viroplasma hacia el Reticulo endoplasmico rugoso (R.E.R)
donde van a completar su maduracion. Simultdneamente se sintetizan el VP7 y la NSP4 en
el R.E.R. La NSP4 se constituira, en el R.E.R., en una proteina transmembrana (asociado a
una chaperona, CALNEXINA) que servira como un receptor de virus inmaduros
translocandolos al interior del R.E.R. Es en el R.E.R. donde el rotavirus termina de madurar y
El VP 7 se constituira posteriormente, conjuntamente con el VP 4, en la capside externa del
rotavirus completando de esta manera su maduracién.®’
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4.- LISIS CELULAR:

El ciclo de replicacion termina cuando el virus es liberado al lumen intestinal por lisis
celular. Al respecto se ha visto en estudios experimentales que la NSP 4 produciria cambios
en la permeabilidad de la membrana del R.E.R. y eventualmente muerte celular. Se ha
podido observar que habria un incremento en la permeabilidad al calcio.

Mecanismos reproduccion de diarrea

Los mecanismos por los cuales el rotavirus produce diarrea no han sido
completamente estudiados. Se han propuesto los siguientes:

¢ Mal absorcién secundaria a la destruccion de enterocitos.
e Alteraciones en el balance de fluidos transepitelial.
e |squemia vellosa local.

Estos mecanismos, sin embargo, no explicarian porqué muchas veces la diarrea se
presenta mucho antes que aparezcan cambios histoldgicos. En vista de esto se han
propuesto otros mecanismos patogénicos.

A) El efecto "Toxina viral-like" se produciria durante el contacto del virus con el enterocito,
es decir, que el sélo hecho de entrar en relacion con la membrana del enterocito o su ingreso
a las células es suficiente para inducir diarrea, esto se comprobd cuando genéticamente se
inactivaron a rotavirus, y que a pesar de tener una replicaciéon defectuosa y causar pocos
cambios histoldgicos, inducian diarrea en un modelo animal.

B) Se ha demostrado que la NSP 4 (o un péptido correspondiente a los residuos 114 a 13
5) se comporta como una "Enterotoxina viral". Actuaria sobre un receptor a nivel de
membrana aun no identificado, produciendo incremento de calcio intracitoplasmatico,
activaciéon de AMPc y aumento en la secrecidn de cloruro y diarrea secretoria. En 1996 J.M.
Ball y col. publicaron en Science su trabajo realizado en ratones de 6 a lo dias de edad a
quienes administré NSP4 intraperitonealmente o directamente en el lumen intestinal (siendo
mayor la respuesta en esta ultima), causando diarreas en 1 a 4 horas postadministracion.
Este efecto fue edad y dosis dependiente. En tal sentido el NSP 4 expresado en células
infectadas seria liberado dentro del lumen intestinal y se ligaria a un receptor sobre células
adyacentes provocando una diarrea secretoria.

C) En ratones neonatales el rotavirus provoca cambios en la micro circulacion a nivel de
las vellosidades intestinales. A las 18-48 horas postinfeccion hay una marcada isquemia
(hipoxia) y atrofia de las vellosidades concomitantemente hay incremento pasajero de la
division celular necesaria para reconstruir las vellosidades, induciendo hipersecrecion.A las
72 horas hay recuperacion de las vellosidades y microcirculacion hiperémica Incipiente. A las
96 horas hay microcirculacion hiperemia marcada, alterando el sistema de contracorriente,
disminuyendo la osmolalidad de la zona hiperosmoética localizada en la punta de la
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vellosidad, empeorando la absorcion de agua y prolongando la diarrea. A las 168 horas hay
recuperacion de la microcirculacion y cese de la diarrea.

ROTAVIRUS INDUCED DIARRHEA
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D) Otra hipdtesis planteada ultimamente sefiala que el rotavirus produciria secreciéon
de liquidos y electrolitos por activacion del sistema nervioso de la pared intestinal (Sistema
Nervioso Entérico). La NSP4 al incrementar el calcio intracelular puede desencadenar la
liberacion de aminas o péptidos de las células endocrinas del intestino las cuales
estimularian a las dendritas o terminaciones nerviosas libres localizadas debajo de la capa
epitelial activando los reflejos secretorios nerviosos. Estos hallazgos también implican los
potenciales sitios de accion de nuevas drogas en el tratamiento de la diarrea, como por
ejemplo el bloqueo de los receptores de los neurotransmisores a nivel de los enterocitos o el
empleo de los bloqueadores de los canales de calcio tipo 1 que disminuyen la liberacion de
aminas y péptidos de estas células.®’

INMUNIDAD INDUCIDA POR ROTAVIRUS:

Los rotavirus producen una infeccion local que afecta principalmente las células
maduras de las vellosidades intestinales. El periodo de incubacion (1-3 dias) es
relativamente corto por lo que induce una inmunidad parcial y poco duradera '®. Este tipo de
infeccién es similar a producida por los virus respiratorios y contrasta con la inmunidad
producida por los virus sistémicos, como el polio, rubéola, varicela y sarampion, que tienen
un periodo de incubaciéon mas largo (7-14 dias), y producen una inmunidad que dura toda la
vida '8 La inmunidad de la mucosa constituye una defensa muy importante en las
infecciones intestinales producida por el rotavirus. '

La infeccidn comienza con la unién de los rotavirus a receptores especificos en las
células epiteliales. Luego los virus se replican y hacen contacto con las células M que los
transportan a las Placas de Peyer donde son presentados por los macréfagos, las células B y
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otras ceélulas presentadoras de antigenos (células dendriticas) a las células virgenes (ThO).

Después de haber sido activadas estas células (Th2), ellas inician la expansién clonal
de las células B virus especificas y de las células precursoras de los linfocitos T citotdxicos
(LTCp) '®. Las células B virus especificas y las LCTp penetran los nédulos linfaticos, llegan
al sistema circulatorio via el ducto toraxico para luego regresar al lugar de origen donde
fueron estimulados o a sitios asociados a respuesta efectora en la lamina propia del intestino.
Se sabe que este regreso a lamina propia es selectivo y mediado por receptores en los
linfocitos T (integrinas) y en células endoteliales (glicoproteina) *°. En esta zona, tanto la
secrecion de IgA por las células B diferenciadas (células plasmaticas) como la diferenciacion
de las LCTp en linfocitos T citotoxicos CD8* efectores son inducidas por citocinas '®*. Las
citocinas que inducen la secrecion de IgA especifica por las células plasmaticas son las
interleucinas (IL-4,IL-5 y IL-6). La diferenciacion de las células B virus especificas en células
IgA secretoras (IgA-s) es un proceso que toma de 3-5 dias después del periodo de
incubacion **. La IgA dimérica se ubica en la superficie basolateral de la vellosidad, adquiere
la fraccion secretora en el citoplasma y es excretada al lumen intestinal. EI mecanismo por el
cual la IgA elimina al virus es mediante su unién con el antigeno (interferencia
conformacional) bloqueando la union del virus a los receptores celulares y, por ende, su
entrada a la célula. También se ha postulado que la IgA puede actuar intracelularmente °. El
interferén y la interleucina IL-2 son las citocinas que promueven la maduracion de los CTLp a
CTL efectores. La CTL especificas y efectoras residen en la vellosidad intestinal mientras
que las células B especificas y las CTLp permanecen en la lamina propia. Asi que, mientras
las Placas de Peyer son el principal lugar para la induccion de la respuesta inmune, la lamina
propia es el principal lugar para la maduracion de las células especificas transformandose en
efectoras.
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Figura 5: Inmunidad en la infeccidn por rotavirus
Adaptado de Offil, 1996
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La desventaja de la inmunidad de mucosa es su corta duracion, pero se compensa
con una rapida respuesta anamnésica en contactos posteriores -re-exposicion- con el
antigeno. Cuando este sistema no es estimulado, los anticuerpos disminuyen con el tiempo y
su accion protectora mengua de 6 a 12 meses posteriores al contacto viral. Otra desventaja
es la posibilidad de presentar dificultades en la respuesta a los antigenos administrados por
la via parenteral. Pero, en el caso de los rotavirus, los estudios hasta el momento indican la
produccion de una adecuada respuesta sérica a la inmunizacion parenteral en animales. "%

INFECCION NATURAL Y PROTECCION CLINICA:

El papel protector de la inmunidad inducida durante la infeccion natural por rotavirus
ha sido demostrado ampliamente en varios estudios, que constituyen las bases para el
desarrollo de vacunas contra este agente viral. El primer estudio fue llevado a cabo por la
Dra. Bishop en Australia '', en el cual se demuestra que neonatos infectados con rotavirus
durante el primer mes de la vida -seguidos por 3 afios- son protegidos contra la enfermedad
severa, aunque no asi contra re-infecciones; mientras que los neonatos no infectados
sufrieron diarreas severas por rotavirus en una significativa mayor proporciéon que los
neonatos infectados. Estudios posteriores, realizados en neonatos en la India ° y, en nifios
lactantes, también confirmaron que la infeccion primaria protege contra la diarrea severa en
contactos posteriores con el virus. '°>%%¢ Posteriormente, un estudio de la historia natural de
la infeccion por rotavirus -el primero de su tipo-, realizado con 200 nifios mexicanos,
seguidos por 2 afios, confirmé estas observaciones 37 Este estudio mostré que después de
la primera infeccion natural, independientemente de la severidad, el 88% de los nifios
quedaron protegidos contra las diarreas severas, 75% fueron protegidos contra las diarreas
de cualquier severidad y 40% de los nifos quedaron protegidos contra subsecuentes
infecciones. Con el aumento del numero de infecciones -dos, tres o cuatro- se incrementa el
grado de proteccion, pero se necesitan al menos dos infecciones, sintomaticas o
asintomaticas, para prevenir la enfermedad por rotavirus de cualquier severidad *’. Es decir
que la infeccién natural no protege contra re-infecciones pero disminuye significativamente la
severidad de la enfermedad. Estos resultados fueron también corroborados en un estudio
realizado en Africa, donde se mostré que la infeccién primaria confiere 70% de proteccién
clinica®®. La epidemiologia de la enfermedad por rotavirus, que muestra que ellos son causa
importante de enfermedad en los primeros afios de la vida, confirma estos hallazgos. Varios
estudios muestran que la primera infeccidon ocurre en los primeros dos afios de vida y esta
generalmente asociada a diarrea severa, mientras que las re-infecciones se presentan en
edades posteriores, durante toda la vida, y son leves o asintomaticas ''*'9°2'®_ Estudios en
Venezuela muestran que la severidad de la diarrea por rotavirus disminuye con la edad '°®
253 lgualmente, se han descrito diarreas recurrentes causadas por el mismo o diferente
serotipo de rotavirus >%*°, sin embargo, el segundo o tercer episodio de diarrea presenta una
clinica muy leve, en la mayoria de las ocasiones *2. Estos resultados tienen importantes
implicaciones en el desarrollo de una vacuna para rotavirus, ya que la vacuna tendria
impacto, fundamentalmente, en la mortalidad y en la enfermedad severa emulando la
infeccion natural. 44183
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INMUNIDAD MEDIADA POR ANTICUERPOS Y PROTECCION:

La infeccidn por rotavirus induce inmunidad mediada por anticuerpos especificos IgM,
IgG e IgA que pueden ser detectados de los 7 a 28 dias post-infeccién en suero, saliva,
contenido duodenal y heces '%"%%1%° De esta manera, los virus que infectan las mucosas,
como los rotavirus y virus respiratorios, inducen una respuesta local tipo IgA secretora (IgA-
s), factor primordial en la defensa de la mucosa intestinal o vias respiratorias, segun el caso.
Por otro lado, las proteinas de la capa externa, VP4 y VP7, inducen anticuerpos
neutralizantes (IgG) 66,100, y la proteina VPG, ubicada en la capa intermedia, asi como la
proteina no estructural NSP4, son también inmunogénicas 224,

En general, anticuerpos neutralizantes (IgG) homotipicos a la VP7, y en menor
proporcién a la VP4, aparecen después de la primera infeccion *7%%° En cambio, la re-
infeccién estimula la aparicion de anticuerpos heterotipicos contra la VP7 y VP4 70-90-183-218
Lo que quiere decir que la inmunidad producida durante el primer contacto con el virus es
principalmente homotipica y la respuesta inmune heterotipica aparece con la edad como
resultado de posteriores exposiciones al virus, tanto en nifos infectados en forma natural
como en nifios vacunados®> 0157188255 Etog resultados apuntalan o sostienen la necesidad
de sufrir, al menos, 2 infecciones para producir una respuesta inmune de amplio espectro, lo
que implicaria la necesidad de administrar 2 dosis de la vacuna.

En la actualidad, la relacion entre inmunidad mediada por anticuerpos y proteccién es
motivo de controversia y su definicion es critica para el desarrollo de una vacuna. La
correlacion entre proteccion e IgA-s especifica en el intestino (S-IgA) ha sido demostrada *
69194 Sin embargo, su presencia en el intestino es de corta duracién - menor de 1 afio —*+1%%
'8 1o que explicaria la aparicién de episodios recurrentes '+ Se ha postulado que la
IgA en suero y en heces podrian ser buenos predictores de la S-IgA secretora **'% y, en
consecuencia, buenos marcadores para los estudios de vacuna. En la infeccion natural por
rotavirus, se ha demostrado que la proteccion clinica es mediada por IgA especifica en suero
1935257 v en heces ®*'*3, aunque se ha reportado que la IgA en heces podria ser mejor
predictor de respuesta inmune de tipo protector que la sérica ™. Sin embargo, no se ha
demostrado el papel protector de la IgA sérica en nifios vacunados "42°"?%” y en heces no ha
sido evaluada. En este sentido, es de alta prioridad dirigir las investigaciones para encontrar
mejores marcadores inmunoldgicos en la inmunizacién activa ?°®. Sin embargo, hasta ahora,
la respuesta IgA sérica es el ensayo estandar, requerido por los organismos internacionales,
para predecir proteccion, en los ensayos de campo con la vacuna de rotavirus.

El papel protector de los anticuerpos neutralizantes serotipo especificos en suero
tampoco estd completamente definido. Hay trabajos que reportan una asociacion entre
proteccion y titulos pre-existentes homotipicos en suero anti-VP7 *2°>7° pero otros estudios
no muestran esta correlacion *®, asi como tampoco estudios con nifios vacunados '?%°%; mas
bien, se ha demostrado proteccion heterotipica contra infecciones por rotavirus humanos, en
nifos vacunados con cepas animales - bovinas- que no comparten el serotipo con las cepas

humanas. 39-72-258-259
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La baja frecuencia de rotavirus asociado a diarrea severa en nifios de 0 a 2 meses de
edad '%*2'52% confirma que los anticuerpos de origen materno, tipo IgG neutralizantes
homotipicos o anticuerpos presentes en la leche materna, confieren proteccion clinica "%'8%
%64 Estudios en animales también confirman la proteccidn clinica conferida por la inmunidad
pasiva de origen materno ''". También, se ha observado que la administracion oral de
anticuerpos especificos antirotavirus a nifios inmunosuprimidos e inmunocompetentes

produce una recuperacion mas pronta al compararlos con nifios no tratados '°%"%.

En sintesis, hasta el momento, no existen acuerdos definitivos sobre la correlacion
entre inmunidad mediada por anticuerpos y proteccion, aunque las diferencias metodologicas
y la variabilidad en el tipo de muestra, utilizada en la mayoria de los trabajos, podrian explicar
la diversidad de resultados ?°. Adicionalmente, la informacién obtenida hasta el momento,
muestra cierta utilidad ademas es la unica disponible de facil uso de la inmunidad por
anticuerpos para predecir eficacia en la infeccion natural, pero se necesitan estudios
adicionales que definan mejor el papel protector de los anticuerpos en la inmunizacion.
Ademas, pareciera, que la presencia de anticuerpos especificos, en el intestino y en cantidad
suficiente - sean estos IgA, IgG o neutralizantes-, es critica para que se produzca el efecto
protector 2%°

Los resultados contradictorios, en los nifios vacunados, complican el logro de
marcadores inmunoldgicos adecuados para predecir el grado de proteccion, aunque pudieran
ser explicados en parte, por el limitado conocimiento de la inmunidad inducida por cepas
animales o virus rearreglados, en la inmunizacién en humanos °°. También, se ha sugerido
la posibilidad de utilizar la cuantificacion de las células secretoras de anticuerpos circulantes
(CSAs), que son un reflejo de la inmunidad intestinal, o de células de memoria, rotavirus
especificas Tg/ B en suero, como marcadores que puedan predecir la potencia y eficacia de

una vacuna 2%,

INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS Y PROTECCION:

Ambos componentes de la inmunidad, la mediada por anticuergos y la mediada por
células, cumplen una funcion en la proteccién clinica del rotavirus ''8%%4 | Los componentes
de la inmunidad mediada por células que participan en la proteccion y la actividad viral, en
humanos y animales, son: células natural killer (NK), linfocitos T citotoxicos (LTCs), las
citocinas y otros productos quimicos ™. Los LTC especificos ejercen su actividad antiviral a
través de la lisis directa, la induccion de apoptosis y la produccién de citocinas. Las células
NK destruyen la célula infectada y las citocinas tienen funciones criticas en la regulacion de
la respuesta inmune, y actuan por actividad citotéxica y por mecanismos no citopaticos que
eliminan al virus sin destruir la célula infectada.

La inmunidad mediada por células LTC ha sido primordialmente estudiada en modelos
animales infectados con rotavirus '® y se conoce poco de ella en humanos. Hasta el
momento, se sabe que la inmunidad mediada por células tiene mas que ver con la
recuperacion de la enfermedad que con la prevencién. En la infeccion por rotavirus, la
participacion de las CTCs, particularmente las CD8 ha sido demostrada "'®°, pero también se
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ha planteado la participacion de las CD4 . Las citocinas, células NK y otros productos
inmunoldgicos también juegan un papel en la resolucidon de la enfermedad. Se ha
demostrado el papel protector de las células LTC en ausencia de IgA en la clinica de ratones
con infeccion natural ”°, y en ratones vacunados "%, También por otro lado, se ha mostrado
la presencia de citocinas, en mayor cantidad en la inmunizacion cuando se compara con la
infeccion natural, lo que podria explicar el efecto protector de la citocinas o células NK en
ninos vacunados, en las cuales no se ha demostrado efecto protector mediado por

anticuerpos "%

Igualmente, la modificacion del curso de la enfermedad depende de la diferenciacion
de las células B de memoria en células B secretoras de anticuerpos *, lo que se explica,
entre otras razones, por el corto periodo de incubacién que tiene el rotavirus '®.En ratones,
las células de memoria B, o la primera linea de defensa en la re-infeccién, y las LTC, que
median, acortando el proceso de la infeccidon, aparecen 3-4 dias después de la infeccion y
posiblemente sean las células primarias efectoras las que participan en los mecanismos de
defensa **. En resumen, las células B y T participan eliminando la viremia en la infeccién
primaria y protegen contra re-infecciones, y las células T, particularmente las CD8, parecen
acelerar la eliminacién del virus; mientras que los anticuerpos median la proteccion contra la
re-infeccion y también ayudan a la resolucién de la enfermedad .

Recientemente, el Dr. Franco y colaboradores caracterizaron las células T en
humanos '%'7%2'6 " Ellos demostraron la presencia de células T rotavirus especificas
productoras de interferon gamma, en adultos y nifos infectados con rotavirus. Estas células
son en su mag/orl’a del tipo CD8+ y expresan el receptor integrina, lo que indica su origen
intestinal '7%'°. Pero esta respuesta es menor que la inducida por los virus sistémicos, como
el citomegalovirus 2. También pareciera que el interferén no juega un papel en la infeccion
por rotavirus **. Sin embargo, se necesitan futuros estudios para clarificar mejor el papel
inmune de las células B y T en la infeccidn por rotavirus inducida por virus salvaje o por
vacuna.

Por ultimo, los hallazgos recientes sobre el papel patogénico e inmunoldgico de la
proteina NSP4 y el mecanismo de proteccion viral asociado a la proteina VP6 abren nuevos
caminos en la investigacién sobre la induccién de inmunidad mediada por anticuerpos o por
células en la infeccion por rotavirus. Recientemente, se encontr6 que la proteina no
estructural NSP4 tiene la capacidad de producir diarrea - actia como una enterotoxina y
produce diarrea en ratones- y de inducir anticuerpos protectores en ratones'*®. Estas
investigaciones mostraron que la proteina NSP4 induce una respuesta humoral y es capaz
de producir una respuesta celular que posiblemente involucre células T citolitica 2°°. Por otro
lado, también se demostré que la proteina VPG, localizada en la capa media del virus, es
capaz de inducir inmunidad protectora en ratones -anticuerpos no neutralizantes IgA anti-
VP6- y de modificar la infeccidon en ratones inmunodeficientes por inactivacion del virus
durante la transcitocis en el medio intracelular ?*°. Este mecanismo intracelular de
neutralizacion viral podria explicar la proteccion heterotipica en la infeccidn natural y durante
la inmunizacién activa con vacunas observada en algunos estudios. Estos hechos presentan
nuevos caminos para el entendimiento de la inmunidad del rotavirus y afiaden otras
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posibilidades para el desarrollo de vacunas que, ademas, en el caso de la proteina VPG,
tendria la ventaja de ser comun a los rotavirus del grupo A.
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Il.- PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA:

Los altos indices de morbilidad y mortalidad infantil en los paises en desarrollo
se deben, en gran parte, a las enfermedades diarreicas, y de acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud, la diarrea es uno de los cinco principales problemas de salud publica
mundial y estimo un billon de episodios de diarrea en niflos menores de cinco afos en
América Latina, Africa y Asia durante 1988. Se ha informado una frecuencia anual de diarrea
de 3.6 episodios por nifio en promedio, con una variacion de 0.8 a 10.7, constituyendo la
causa de por lo menos cinco millones de muertes al afo en infantes menores de cinco afos.
En 60 a 70 % de los casos que fallecen por diarrea, esta presente la deshidratacion
secundaria a la pérdida exagerada de liquidos y electrolitos como causa de muerte. Por otra
parte, la mayoria de los pacientes que logran sobrevivir quedan con algun grado de
desnutricion.”™

Afortunadamente, las enfermedades diarreicas han causado un descenso continuo en
su participacion como causa de muerte en México. Efectivamente, hasta 1960 ocuparon el
primer lugar como causa de mortalidad. En este pais se inicié en 1984 un programa nacional
para difundir y aplicar la terapia de hidrataciéon oral. Para 1990, sélo una de cada 20
defunciones fue por enfermedad diarreica, con lo cual se ubicaron en el décimo lugar. Sin
embargo, la diarrea aun ocupa el segundo lugar entre los padecimientos infecciosos, con una
tasa de 3100 por cada 100 mil habitantes, siendo los menores de un afo el grupo mas
afectado, con una mortalidad de 10 %.11-14 En México, la diarrea es la segunda causa de
morbilidad en la poblacién general y la principal causa de demanda de consulta externa y
Hospitalaria en los niflios menores de cinco afos, quienes representan el grupo mas
vulnerable y con mayor riesgo de evolucion grave. Durante 1990, en las instituciones
publicas de salud se registraron 2 389 365 casos de diarrea aguda en nifios menores de
cinco afos, con un total de 14 011 defunciones para una tasa de mortalidad de 146.3 por 100
mil nifos; 71.6 % de estas muertes ocurrié en el hogar, aunque 67 % habia recibido atencion
médica, 42 % fallecido en su domicilio y 80 % habia recibido atencion médica antes de su
defuncién.

La diarrea ha sido por anos una de las prioridades en los programas de salud en
México a fin de disminuir la mortalidad en los menores de cinco afios. En 1959 se instituyo el
primer centro de rehidratacién oral voluntaria en el Hospital Infantii de México “Federico
Gbémez”, el cual fue patrocinado por la Organizacion Mundial de la Salud. En este sitio se
estudiaron 597 lactantes con gastroenteritis y deshidratacion, de los cuales 252 se
manejaron sin antibiético, obteniéndose un éxito clinico en 90.9 %; no hubo defunciones.”®

Como resultado de ello, en el lapso de 1990 a 1996 se observé una importante
aceleracion en la tendencia descendente de la mortalidad infantil y preescolar por este
padecimiento y se logré una reduccion de 69.4%. Dicha tendencia no fue homogénea y
muestra dos etapas: la primera, que comprende hasta 1993, en la que el descenso fue mayor
(56 % en relacion con 1990) derivado principalmente del incremento en el uso de la terapia
de hidratacion oral, de la mejoria en las condiciones sanitarias y de la intensificacion de
acciones para elevar la cobertura de vacunacion antisarampion. En los afos posteriores se
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observd una segunda etapa de descenso mas lento, que probablemente estuvo relacionada
con el efecto de consolidacion de las acciones mencionadas.

No obstante los avances logrados, el numero de muertes por diarrea sigue siendo
injustificadamente elevado; en 1995 esta enfermedad fue la cuarta causa de mortalidad
infantil con una tasa de 127 por 100 mil nacidos vivos registrados, y la tercera en mortalidad
preescolar con una tasa de 15 por 100 mil nifios en este grupo de edad. El problema fue mas
evidente en algunos estados del pais con condiciones de pobreza extrema, como Chiapas y
Oaxaca.

En el periodo de 1998 al 2004 las enfermedades diarreicas han disminuido en casos
de mortalidad (aproximadamente un 65%) hecho que se a relacionado a los diferentes
programas que se han empleado para la vigilancia y control de las enfermedades diarreicas y
la introduccion de las sales de rehidratacion oral (vida suero oral)'®, pero en contraste con la
disminucién de la mortalidad, la morbilidad se ha mantenido estable e incluso muestra una
tendencia ascendente hacia el final de la década de los noventa, ' por lo que es evidente
que este problema de salud sigue siendo un motivo de consulta frecuente y cotidiano en el
primer nivel de atencién.'®®

En cuanto a la etiologia, esta bien demostrado que los agentes mas frecuentes son
Escherichia coli enterotoxigénica y rotavirus, en los cuales no esta indicado el manejo con
antibidticos. Es importante reconocer que la diarrea casi siempre se autolimita y que la
mortalidad por esta enfermedad se relaciona con las complicaciones, siendo la
deshidratacion la causa de muerte en cerca de 70 %.
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.- JUSTIFICACION:

Cada aino, en el mundo las diarreas agudas representa aproximadamente 384 000
casos, 64 000 consultas, 30 000 hospitalizaciones y 1 600 muertes. %'

La tasa promedio de mortalidad asociada a la enfermedad diarreica en América Latina
es de 650/ 1000,000 de habitantes por afio."

En México, la diarrea aguda es una de las primeras cinco causas de mortalidad en
nifios de entre 1 y 5 afios’”’, la tasa promedio de mortalidad asociada a la enfermedad
diarreica es de 62.9/ 100,000 de habitantes por afio.”®

Aunque la mortalidad de la enfermedad diarreica ha disminuido no ha sido asi con la
morbilidad ya que se estima que en México un nifio presenta de 2 a 4 episodios de diarrea
por afo.

Esto es muy importante ya que la enfermedad diarreica ocasiona grandes perdidas
econdmicas ya que se estima que el costo de un episodio de diarrea tanto médico y no
médico es de $289.00 USD vy los cuidados de hospitalizacion y seguimiento ambulatorio para
un paciente con diarrea resulta en un costo aproximado de 2 billones de délares al afio.'®
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V.- OBJETIVO GENERAL.:

e Determinar la asociacion de Rotavirus con los grupos patdogenos de Escherichia coli
que causan diarrea en lactantes.

V.- OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Establecer el sexo y la edad de los nifios donde se presente la asociacion de estos
patdgenos.

e Conocer la estacionalidad en la que se da la asociacion

¢ |dentificar cuales son los grupos patogenos de Escherichia coli que mas se asocian a
Rotavirus.

e Valorar la utilidad de citologia de moco fecal
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VI.- METODOLOGIA:

e TIPO DE ESTUDIO: Ambipectivo, transversal y longitudinal.

e UNIVERSO DE TRABAJO: 231 muestras de materia fecal procedentes de nifios
menores de 2 afios con cuadro diarreico agudo que acudieron al Hospital Infantil
de Morelia Michoacan en el periodo de Enero del 2004 a Abril del 2006.

e CRITERIOS DE INCLUSION: Todas la muestras de materias fecales obtenidas de
nifos menores de 2 afios con diagnostico de diarrea aguda que se les haya
realizado citologia del moco fecal (CFM), coprocultivo, tipificacion de Escherichia
coli por el método Colony Blot.- INDRE vy rotaforesis.

e CRITERIOS DE EXCLUSION: Muestras de materia fecal que les falte alguno de
los parametros estudiados, CFM. Coprocultivo, Colony Blot o rotaforesis

e CRITERIOS DE ELIMINACION: Muestras de materia fecal con todos los
parametros estudiados, pero que provenga de nifios mayores de 2 afios o en las
qgue no se cuente con los datos completos del paciente.

e VARIABLES DE ESTUDIO:

*Edad: Cuantitativa discontinua.
*Sexo: Cualitativa nominal.

e FUENTES DE INFORMACION: Bitacoras de registro del laboratorio de
investigacion de Microbiologia y Parasitologia del Hospital Infantil de Morelia

e ANALISIS DE RESULTADOS: Porcentajes, numeros absolutos y programa Excel.

e PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA FECAL: A todas las muestras de materia
fecal que lleguen al laboratorio se les realizara Citologia del moco fecal (CMF),
Rotaforesis, Coprocultivo y las cepas de Escherichia coli se enviaran al INDRE
para que se les realice tipificaciéon molecular por el método de Colony Blot.
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COLONY BLOT:
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VIl.- RESULTADOS

ASOCIACION DE ROTAVIRUS CON ESCHERICHIA COLI
PATOGENAS

mPOSITIVOS A
ROTAVIRUS

9% ONEGATIVOSA
ROTAVIRUS YE.COLI
50% (117) PATOGENA

mASOCIACION DE
TOTAL DE MUESTRAS 231 ROTAV|RUS CON
E.COLl

W E.COLIPATOGENAS

20%

FUENTE: BITACORAS DEL LABORATORIO DE INVESTIGACION DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA DEL
HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA

Se procesaron un total de 231 muestras de materia fecal, de las cuales el 50%
resultaron positivas solamente a Rotavirus y el 21% resultaron positivas tanto a Rotavirus
como algun grupo patégeno de Escherichia coli y solo un 9% fueron positivos a algun grupo
patdgeno de Escherichia coli sin que hubiera una asociacion.
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GRUPOS PATOGENOS DE ESCHERICHIA COLI
ASOCIADOS A ROTAVIRUS DE ENERO DEL 2004 A
ABRIL DEL 2006

O EcET
44% BECEP
0 EcEl

21% FOTAL DE MUESTRAS: 48 B P.de verotoxina

FUENTE: BITACORAS DEL LABORATORIO DE INVESTIGACION DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA DEL
HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA.

De las 48 muestras que resultaron positivas a la asociacion entre Rotavirus y algun
grupo patégeno de Escherichia coli observamos que en un 44% de los casos Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) es la que mas se asocia a Rotavirus, seguida en un 27% por
Escherichia coli enteropatégena (EPEC) y Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) y
finalmente tan solo en un 2% Escherichia coli productora de verotoxinas.
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ASOCIACION DE ESCHERICHIA COLI CON
ROTAVIRUS DE ENERO DEL 2004 A ABRIL
DEL 2006 POR EDAD

16 -
14
12
NUMERO 10 |

DE 8

oM
CASOS ©6-
4 - B F

1-6m 7-12m 13-18m 19-24m

EDADES

TOTAL DE MUESTRAS: 48

FUENTE: BITACORAS DEL LABORATORIO DE INVESTIGACION DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA DEL
HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA

El grupo erario mas afectado por la asociaciéon entre estos patdégenos oscila entre los 7 y 12

meses de edad, asi como el sexo masculino es el mas afectado.
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GRUPOS PATOGENOS DE ESCHERICHIA COLI SIN
ASOCIACION A ROTAVIRUS DE ENERO DEL 2004 A
ABRIL DEL 2006

10% 0 EcET
W gEeep
 EcEl

25% W P.de verotoxina

TOTAL DE MUESTRAS:20

25%

FUENTE: BITACORAS DEL LABORATORIO DE INVESTIGACION DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA DEL
HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA

De las 28 muestras que dieron positivas a algun grupo patégeno de Escherichia coli
sin que estas se asociaran a Rotavirus, logramos ver que en 40% se identificé a Escherichia
coli enterotoxigénica (ETEC) como la primera causante de la diarrea aguda en estos casos,
seguida en un 25% por Escherichia coli enteropatégena (EPEC) y Escherichia coli
enteroinvasiva (EIEC) y solo en un 10% se identific6 a Escherichia coli productora de
verotoxinas.
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CASOS DE ESCHERICHIA COL]
PATOGENA SIN ASOCIACION CON
ROTAVIRUS POR EDAD

10

8,

NUMERO ¢

DE CASOS 4 am

S aF
1-6m  7-12m 13-18m 19-24m

EDADES

TOTAL DE MUESTRAS:20

FUENTE: BITACORAS DEL LABORATORIO DE INVESTIGACION DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA DEL
HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA.

De los casos en donde solo identificamos cepas patdogenas de Escherichia coli sin que
estas se asociaran con rotavirus, se vuelve a observar que el grupo etario mas afectado
oscila entre los 7 y 12 meses, asi como el sexo masculino nuevamente es el mas afectado.
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Escherichia coli CAUSANTES DE DIARREA
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uente: A VO def Laboratorio de Investigacion en Microbiologia y
Parasitologia del Hospital Infantil de Morelia
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FUENTE: BITACORAS DE LABORATORIO DE INVESTIGACION DE
MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA DEL HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA

La asociacion entre Rotavirus y los grupos patégenos de Escherichia coli se da en los
meses invernales de Noviembre a Marzo, esto es importante por que ya se sabe que
Rotavirus se presenta en Invierno, pero la Escherichia coli se presenta durante todo el afio ya
que estudios realizados previamente en el Laboratorio del Hospital Infantil demuestran que
esta enterobacteria se mantiene como causante de diarreas durante todo el afio pero
también tiene un pico en invierno al igual que Rotavirus , asociandose asi con Rotavirus
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VALORACION DE LA CITOLOGIA DEL MOCO FECAL

ASOCIACION DE ROTAVIRUS CON ESCHERICHIA COLI PATOGENA
Con asociacion Sin asociacion
CMF con leucocitos 29 15 44
CMF sin leucocitos 19 5 24
48 20 68

S=_ A x100=_29 x100=60.41% E=_b x100=__15 x100= 75%

atc 29+19 b+d 15+5
VPP=_a x100=_29 x100=65.90% VPN=_ ¢ x100=_19 x100=79.16%

a+h 29+15 c+d 19+ 20

El estudio realizado a la citologia del moco fecal nos demostré que esta tiene una
sensibilidad de 60.41%, una especificidad de 75 %, un valor de prediccion positiva de
65.90% y un valor de prediccion negativa de 79.16%

FUENTE: BITACORAS DEL LABORATORIO DE INVESTIGACION DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA DEL HOSPITAL INFANTIL
DE MOREIA.
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VIII.- DISCUSION

Este estudio realizado en el Hospital Infantii de Morelia se logro determinar que
Rotavirus se presenta en un 50% de los casos de diarrea aguda que se presentan en este

hospital sin que este se llegue a asociar a algun grupo patégeno de Escherichia coli, lo cual

demuestra claramente que este agente viral es el primer causante de diarrea aguda en
nuestro medio, esto concuerda con lo descrito en la literatura principalmente por el Doctor
Velasquez y cols. ellos reportan que Rotavirus es el principal agente causal de diarreas

agudas ya que este se presenta entre un 25% a un 50%.""

En el 21% de las muestras estudiadas se observo una asociacion de Rotavirus con

Escherichia coli esto que se logro demostrar es algo muy importante ya que no hay estudios

realizados con esta asociacion, pero si existen muchos estudios sobre Rotavirus y sobre los

grupos patogenos de Escherichia coli como los realizados por el Doctor Pigeon_OIiverosZOO,

donde reporta que Rotavirus sigue siendo el primer agente causante de diarreas agudas y

que esto mismo concuerda con lo dicho por Felipe Mota que dice que rotavirus sigue siendo
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el primer causante de diarreas agudas en época invernal en un 51% °°, mientras que los

estudios realizados de Escherichia coli por Nataro y Harper demuestran la importancia que

tiene este enteropatégeno como agente causal de diarreas agudas en todo el mundo ya que
seguin sus investigaciones esta bacteria causa cerca del 35% de las diarreas agudas'’?, pero
todos estos estudio han sido para estudiar a cada agente por separado, no se ha realizado
un estudio buscando una asociacién entre estos dos patégenos causantes de diarrea aguda,
por lo que este trabajo es uno de los primeros en demostrar que estos patdégenos se asocian

para producir probablemente un cuadro diarreico mas severo.

Escherichia coli enterotoxigénica es la que mas se asocia a Rotavirus en un 44%,

seguida por Escherichia coli enteropatdogena y Escherichia coli enteroinvasiva en un 27%.

Estos resultados concuerdan con estudios realizados por Olarte y cols. en cuanto a que

Escherichia coli enterotoxigénica es una de las principales causantes de diarrea aguda, ya

que el reporta que Escherichia coli enterotoxigénica es causante de la diarrea en un 17% y

que Escherichia coli enteropatégena la causa en un 10%2%°. Otros estudios relacionados
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realizados por Cravioto y cols. ellos reportan en un trabajo realizado en una localidad rural de

Morelos en 1995 a Escherichia coli_enterotoxigénica como el primer agente productor de

diarrea en un 33.5%, seguido por Escherichia coli enteropatégena en un 28%’ "

En esta investigacion la edad a la que mas afecta la asociacion entre Rotavirus y

Escherichia coli patégena oscila entre los 7 y 12 meses de edad y el sexo que mas se ve
afectado o que es mas susceptible es el sexo masculino. Cabe sefalar que estos datos
concuerdan bien con lo reportado en la literatura ya que los estudios realizados por el Doctor
Rivas y cols. ellos describen que en México, en areas urbanizadas los nifios entre edades de

213 otros estudios realizados por la

6 a 12 meses presentan cuadros de diarrea aguda
Doctora Fernandez nos dicen que los nifios que mas presentan diarrea aguda son los
menores de dos afios®® ademas también una investigacion de Diana y cols. y de Felipe Mota
y cols. demostraron que hay un predominio de las enfermedades diarreicas en los varones

con un aproximado del 52% de los casos®.

Cabe senalar que también se obtuvieron los datos de las diarreas causadas por

Escherichia coli sin que estas se asociaran a Rotavirus y se obtuvo el mismo patrén ya que el

principal causante de la diarrea aguda fue Escherichia coli enterotoxigénica en un 40%

seguida por Escherichia coli enteropatégena y Escherichia coli enteroinvasiva y esto vuelve a

concordar con los estudios que realizo Olarte®®

mencionados anteriormente y ademas la
edad mas afectada que este estudio revelo vuelve a ser la edad de 7 a 12 meses de edad®"®
y el sexo masculino vuelve a ser el mas afectado por estas entero bacterias, lo cual vuelve a

reforzar lo encontrado en este trabajo.

Por otra parte se logré observar la prevalencia que tiene Rotavirus con Escherichia
coli, se observa que Rotavirus sigue presentadose en los meses invernales y esto esta muy
bien demostrado por estudios como los realizados por Ward y cols. los cuales dicen que en
los paises desarrollados de clima templado, los Rotavirus presentan una marcada
estacionalidad, con alta frecuencia durante los meses mas frios y secos del invierno®®.
Estudios que se han realizado en el laboratorio de Investigacion de Microbiologia y

Parasitologia del Hospital infantil de Morelia demuestran que Escherichia coli por su parte se
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mantiene constante durante todo el aho como causante de diarrea, pero se observa que
ambos patégenos tienden a tener un repunte en los meses invernales y asi se asocian
ambos para probablemente causar una diarrea aguda mas severa, esto no se puede
comparar con algun otro dato de la literatura ya que como se a mencionado anteriormente no

existen estudios sobre esta asociacion.

En las muestras estudiadas se encontro la presencia de leucocitos polimorfonucleares
en una mayor proporcion que los monocitos y esto es contrario a o que se reporta en la
literatura la cual dice que una diarrea aguda causada por Rotavirus no presenta leucocitos en
heces, pero si la diarrea aguda es causada por alguna bacteria los leucocitos si van a estar
presentes en las heces y en este estudio si se encontro la presencia de estas células por lo
que para nosotros esto refuerza nuestro estudio de que si existe una asociacién entre

Rotavirus y algun grupo patégeno de Escherichia coli ya que los leucocitos

polimorfonucleares aparecen para atacar a la bacteria que esta asociada a Rotavirus y no al

Rotavirus.
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IX.- CONCLUSION

En base a todos los resultados que se obtuvieron en esta investigacion
podemos concluir que Rotavirus sigue siendo el principal agente causal de
diarreas agudas en nuestro medio pero que también existe un asociacion muy
importante entre Rotavirus y los grupos patdégenos de Escherichia coli en
especial con Escherichia coli enterotoxigénica(ETEC) para causar
probablemente una diarrea aguda mas severa que la que causa cada uno por
separado y que el grupo mas vulnerable a esta asociacidén son los nifios que se
encuentran los 7 y 12 meses de edad aunado a que el sexo masculino es el
mas afectado por estos patdgenos ya que en ellos se observaron mas casos de
diarrea aguda que en el sexo femenino y esta asociacién tiene lugar en los
meses invernales que es donde se puede observar un repunte de ambos
patdgenos.

En base a estos resultados se pueden tomar decisiones para las
autoridades del sector salud para apoyo de los programas de vigilancia
epidemioldgica de las diarreas, de igual manera poder normar las medidas que
se pueden llevar acabo para el tratamiento de los nifios con diarrea aguda y asi
ayudar al mejoramiento de la salud de la poblacién infantil.
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X.-GLOSARIO

ALEATORIOS: Acontecimientos inciertos o relativo al azar.

AMBIPECTIVO: Estudio donde se recolectan datos pasados y presentes

ANAMNESICA: Parte del historial clinico recopilado para conocer los datos personales
anteriores a la enfermedad del paciente.

ANURIA: Suspension patoldgica de la secrecién urinaria.

ATROFIA: Falta de desarrollo de cualquier parte del cuerpo.

BACTERIA: Organismo unicelular microscopico sin nucleo y desprovisto por lo comun de
pigmentos fotosintéticos.

CHOQUE HIPOVOLEMICO: Desequilibrio electrolitico.

CISTITIS: Inflamacién de la vejiga.

COMENSAL: Animal que vive dentro de otro sin perjudicarlo.

CORRELACION: Correspondencia entre dos 0 mas cosas o series de cosas.
DESHIDRATACION: Quitar a un cuerpo el agua que contiene.

DISEMINACION: Esparcir a algun otro lugar.

DUODENO: Parte primera del intestino delgado.

ELONGACION: Alargamiento accidental de un miembro o estiramiento quirdrgico de un
nervio.

ENTEROCITO: Célula del estbmago.

EPIDEMIOLOGIA: Estudio de los diferentes factores que intervienen en la aparicion,
evolucidn y profilaxis de las enfermedades.

FENOTIPO: Expresion o manifestacion externa de un genotipo sometido a ciertas
condiciones.

GASTROENTERITIS: Inflamacion simultanea de las mucosas de estdmago y los intestinos.
GENOTIPO: Conjunto de genes que se encuentran en los cromosomas de las células de un
individuo de una determinada especie.

HIPOXIA: Condicion que presenta un organismo sometido a un régimen respiratorio con
escasez de oxigeno.

INCUBACION: Desarrollo de una infeccién en el organismo, antes de que se presenten los
primeros sintomas de la enfermedad.

ISQUEMIA: Disminucion de la circulacién sanguinea en un 6rgano debido a la alteracidon
transitoria o permanente de las arterias aferentes.

LETARGICO: Estado de disminucién de la consciencia o somnolencia profunda y
prolongada.

LIGANDO: Atomo, molécula o grupo quimico que se une al atomo central de un compuesto
de coordinacion.

LIOFILIZADOS: Desecacion mediante el vacio productos o elementos organicos para
conservacion.

LISIS: Disolucion, disociacion.

LOCUS: Posicidn que ocupa un gen o uno de sus alelos en todos los cromosomas
homologos.

LONGITUNIDAL: Hecho o colocado en su direccion.

MENGUAR: Disminuir o aminorar.

MORBILIDAD: Proporcién de personas que enferman en un lugar y tiempo determinado.

MARIA DE LOURDES SANCHEZ CRUZ 63



“ASOCIACION DE ROTAVIRUS CON ESCHERICHIA COLI PATOGENA CAUSANTE DE DIARREA AGUDA EN LACTANTES DEL
HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA MICHOACAN DE ENERO DEL 2004 A ABRIL DEL 2006”

MORTALIDAD: indice demogréfico que indica el nimero de defunciones respecto a la
poblacion total de una region o de un pais, asi como el numero de muertes en ella durante un
cierto periodo de tiempo.

OLIGURIA: Merma en la cantidad de orina que se excreta en un cierto periodo de tiempo.
PANCREATITIS: Inflamacién del pancreas.

PARASITOS: Organismo que vive en el interior o la superficie de otro, llamado huésped, a
expensas del cual se alimenta.

PATOLOGIA: Parte de la medicina que trata del estudio de las enfermedades.

PLASMIDOS: Elemento genético que tiene forma de pequefia cadena circular de ADN,
separado del cromosoma, en numerosas bacterias.

PROSTAGLANDINAS: Sustancia organica de muy variadas funciones fisiologicas, entre las
gue se encuentran la activacion de la contraccion de la musculatura.

SINDROME: Serie de sintomas propios de una enfermedad determinada.

TENESMO: Sensacion dolorosa o molesta en el esfinter anal o uretral.

VULNERABLES: Que puede ser herido de forma fisica.

VIRULENCIA: Producido por un virus.

VIRUS: Entidad compuesta de un acido nucleico y una cubierta proteica, que no manifiesta
vida aparente, visible unicamente al microscopio electronico, capaz de reproducirse en el
interior de las células de otros seres y causante de enfermedades infecciosas.
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Xl.- ABREVIATURAS

A-E: Histopatogia uniry-attachingand effeing.
CFA: Factor de colonizacion antigénico.

CT: Enterotoxina del célera.

DAEC: Escherichia coli de Adherencia difusa.
DNA: Acido Desoxirribonucleico.

EAEC: Escherichia coli enteroagregativa.
EHEC: Escherichia coli enterohemorragica.
EIEC: Escherichia coli enteroinvasiva.

EN: Sistema Nervioso Enterico.

EPEC: Escherichia coli enteropatogena.
Esp: proteina secretora.

ETEC: Escherichia coli enterotoxigénica.
KDa: Kilodaltones.

LB: Linfocito B

LT: Linfocito T

LT: Toxina termolabil

LTc: Linfocito T citotoxico.

MDa: Megadaltones

NK: Natural-Killer.

Sep: Secrecion de proteinas de Escherichia coli.
ST: Toxina termoestable.

SC: Componente secretorio.

RER: Reticulo endoplasmico rugoso.

RNA: Acido Ribonucleico.

Tir:Traslocated intimin receptor.

VOS: Vida Suero Oral.

VT: Verotoxina

VT2e: Toxina edematosa.
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XIl.- ANEXOS
CITOLOGIA DEL MOCO FECAL:

MATERIAL:
-  Guantes
- Portaobjetos
- Cubreobjetos
- Colorante azul de metileno
- Palillos
- Microscopio( Imagen 1)

-
-

IMAGEN 1.- MATERIAL PARA CITOLOGIA DEL MOCO FECAL )
FUENTE: LABORATORIO DE INVESTACION DE MICROBIOLOGIA Y
PARASITOLOGIA  DEL HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA

MUESTRA BIOLOGICA:
- Materia fecal

METODO:

- En un portaobjetos colocar una gota de azul de metileno y con un palillo tomar materia
fecal y mezclar uniformemente con el colorante.(Imagen 2)

- Colocar un cubreobjetos y observar en el microscopio con el objetivo de 40X,
determinar presencia o ausencia de leucocitos. (Imagen 3)
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IMAGEN 2.- CITOLOGIA DEL MOCO FECAL
FUENTE: LABORATORIO DEL HOSPITAL INFANTIL DE
MORELIA MICHOACAN

IMAGEN 3.- OBSERVACION DE LA CITOLOGIA DEL MOCO
FECAL.

FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y
PARASITOLOGIA DEL HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA

COPROCULTIVO:

MATERIAL:
- Guantes
- Placas de petri
- Incubadora
- Tubos de ensaye con tapa rosca
- Rejilla
- Incubadora
- Hisopos
- Medio Cary Blair como medio de transporte
- Agar Mc Conckey
- Agar eosina Azul de Metileno(EMB)
- Caldo Tetrationato (Imagen 4)
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IMAGEN 4.- MATERIAL PARA REALIZAR COPROCULTIVO
FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y DE PARASITOLOGIA DEL
HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA.

MUESTRA BIOLOGICA:

- Materia Fecal

PROCEDIMIENTO:

- Con un hisopo estéril se toma muestra de materia fecal y se coloca en un tubo que
contenga el medio de transporte Cary Blair (Imagen 5)

- Se descarga el hisopo en placas con agar McConkey , EMB vy caldo tetrationato con
yodo. (Imagen 6)

- Se incuba por 24 horas a 37 grados centigrados.

- Se observa el crecimiento de colonias y se les realizan pruebas bioquimicas para
verificar que sean cepas de Escherichia coli (Imagen 7)
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IMAGEN 5.- COPROCULTIVO
FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA
DEL HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA.

IMAGEN 6.- COPROCULTIVO
FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA
DEL HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA.
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IMAGEN 7.- SELECCION DE 5 COLONIAS DE E. COLI
FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA
DEL HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA.

PRUEBAS BIOQUIMICAS:

MATERIAL:
- Tubos con tapa rosca
- Rejilla
- Incubadora
- Agar triple hierro y azucar(TSlI)
- Agar de hierro y lisina (LIA)
- Agar Citrato de Simmons

- Agar movilidad, indol y ornitina (MIO)
- Caldo Malonato

- Caldo urea

- Reactivo de Ehrlich

MUESTRA BIOLOGICA:
- Colonia Bacteriana

METODO
- Se toman cinco colonias con una asa bacteriolégica, cada colonia se siembra en una
bateria de pruebas bioquimicas que son caldo urea, caldo malonato, MIO, Citrato,LIA
y TSl y se siembran segun la consistencia de los agares, primero los medios liquidos,
luego los semisdlidos y al final los solidos(Imagenes 8, 9, 10, 11, 12y 13)
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- Se incuban por 24 horas a 37 grados centigrados

- Se le agrega el reactivo de Ehrlich al tubo MIO

- Se observan los tubos para ver que den la bioquimica tipica de Escherichia coli

- Si se obtiene cinco cepas de Escherichia coli se procede a sembrarlas en un tubo de

agar BAB para ser enviadas al INDRE para que se les realice la tipificacion molecular.
(Figura 14)

IMAGEN 8.- PRUEBAS BIOQUIMICAS (UREA)
FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y
PARASITOLOGIA DEL HOSPITAL INFANTIL DE
MORELIA.

MARIA DE LOURDES SANCHEZ CRUZ

IMAGEN 9.- PRUEBAS BIOQUIMICAS (MALONATO)

FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y
PARASITOLOGIA DEL HOSPITAL INFANTIL DE
MORELIA.
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IMAGEN 10: PRUEBAS BIOQUIMICAS (MIO) IMAGEN 11: PRUEBAS BIOQUIMICAS (CITRATO)
FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y
PARASITOLOGIA DEL HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA. PARASITOLOGIA DEL HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA.

IMAGEN 12: PRUEBAS BIOQUiMICAS (LIA) IMAGEN 13: PRUEBAS BIOQUIMICAS (TSI)
FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y
PARASITOLOGIA DEL HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA. PARASITOLOGIA DEL HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA.
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IMAGEN 14 SIEMBRA EN BAB PARA ENVIO AL INDRE .
FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASTOLOGIA DEL
HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA.

ROTAFORESIS:

EQUIPO:
- Centrifuga clinica de 5000 rpm
- Agitador vortex
- Camara horizontal para electroforesis 20 x 10 cm
- Fuente de poder de 200 V BIO-RAD
- Refrigerador
- Congelador
- Incubadora

MATERIAL:
- Tubos para centrifuga de 75 x 100 (5 mL)
- Pipetas Pasteur de cuello largo
- Dos juegos de placas de vidrio 7.5 x 6.5 cm
- 2 peines de diez pozos
- Bulbos de hule
- Pipetas graduadas desechables de 1,2y 5 mL
- Perilla reguladora de tres salidas Gradilla
- Cajas de plastico para los geles
- Papel parafilm
- Guantes desechables
- Probeta
- Pipetas calibradas de 50 y 200 microlitros.
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REACTIVOS:

Frasco de solucion A 5X
Tris base, EDTA, SDS, NaCl, agua bidestilada, mercaptoetanol
Frasco de solucion B 1X
Fenol, Tris-EDTA

- Frasco de solucion C 11X

Agarosa, agua bidestilada, xilen-cianol
- Frasco de solucion D 10X

Tris base, glicina, agua bidestilada
- Frasco de solucion E 10X

Acido acético, etanol
- Frasco de solucion F 100X

Nitrato de plata, agua bidestilada estéril
- Frasco de solucion G 125X

Formaldehido al 38%
- Frasco de solucion H

Acido acético glacial al 1%
- Cloroformo
- Bis-acrilamida
- Solucion Tris
- Persulfato de amonio al 2%
- Catalizador TEMED (Tetrametilédiamina)
- Agarosa al 2%
- Solucion de hidroxido de sodio al 2%
- Solucion estéril
- Extran (Imagen 15)

IMAGEN 15 MATERIAL PARA REAITIZACION DE ROTAFORESIS
FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA DEL HOSPITAL
INFANTIL DE MORELIA.
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MUESTRA BIOLOGICA:

- RNA viral extraido a partir de materia fecal

METODO:

e Se realiza la extraccion del RNA viral a partir de las heces fecales.(Imagen 16)

IMAGEN 16 SEPARACION DEL RNA VIRAL
FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA DEL
HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA.

e Se preparan los geles de poliacrilamida para ahi colocar las muestras a las que
se les va a realizar el estudio.

e Se lleva acabo el corrimiento electroforético.(Imagen 17)
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IMAGEN 17 CORRIMIENTO ELECTROFORETICO
FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA DEL
HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA.

e Se realiza una fijacion.
e Se efectua la tincién con nitrato de plata.

e Se efectua el revelado de las muestras. (Imagen 18)

IMAGEN 18 ELECTROFORESIS
FUENTE: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA DEL
HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA.
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