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Resumen
Se utilizé el método de la criofractura como sustituto del ultrasonido y de medios con
mitomicina C para la obtencion de los factores necrotizantes citotoxicos (FNC) a partir
de 6 cepas de E. coli hemoliticas y portadoras de fimbria P (2 aisladas de alimentos y 4
de nifos diarreicos menores de 5 afios). La diferenciacion de las toxinas FNC1 y FNC2
se realizé mediante el ensayo de inoculacion en la planta de la pata de ratones. Las 6
cepas pueden considerarse necrotizantes: 5 productoras de FNC2 y la restante de
FNC1. Con excepcién de una cepa FNC2", todas resultaron letales. Los resultados de-
muestran la posibilidad de aislar FNC mediante criofractura. Este método constituye una
opcién para el estudio de E. coli necrotizante en medicina veterinaria, teniendo en cuen-
ta el papel de los bovinos y cerdos en el destete como reservorios de esta categoria
potencialmente zoondsica.
Abstract
Cryofacture was substituted for mitomycine C to obtain cytolitic necrotic factors (CNF)
out of six hemolytic and P fimbria-carrier E. coli strains (two of them isolated from meals
and four from diarrheic children under five years old). Differentiation of CNF1 and CNF2
toxins was performed through foot mouse inoculation. The six E. coli strains proved their
necrotic character: five producing CNF2 and the other, CNF1. Except CNF2" strain, the
remaining ones were lethal. Results showed the possibility of isolating CNF necrotoxins
through cryofrcture. Therefore, this method can be an option to study necrotic E. coli in
veterinary medicine, taking into account the role played by bovines as a reservoir of this
potentially zoonosic category.
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Introduccion
Caprioli et al. (1983) encontraron una toxina en cepas de E. coli hemoliticas aisladas de
nifos con enteritis que poseia actividad necrotizante en piel de conejo y provocaba la
aparicion de células gigantes multinucleadas en lineas celulares HelLa, Vero, CHO y
otras, (Caprioli et al., 1983; 1984; Ruggeri et al., 1986; Blanco y Blanco, 1993) a la que
denominaron factor necrotizante citotéxico (FNC). La excrecion de estas toxinas sélo
tiene lugar con la lisis de la célula bacteriana. A las cepas de Escherichia coli producto-
ras de FNC se les denominé E. coli necrotizantes (ECNT) (Gonzalez y Blanco, 1989).
Han sido identificadas dos tipos de FNC (FNC1 y FNC2). Ambas toxinas causan dafios
irreversibles a las células por deamidaciéon de las proteinas de unioén al GTP - Rho, pro-
vocando, entre otros procesos, la hidrélisis del GTP y la activacion permanente de pe-
quefias GTPasas que regulan la fisiologia del citoesqueleto (de Rycke et al. 1999, Bo-
quet, 2001). Las toxinas son diferenciables por métodos inmunoldgicos, citologicos y
bioldgicos. Una eficaz prueba biolégica para determinar la letalidad y necrosis de las



toxinas es el ensayo de la planta de las patas de raton (Mouse Footpad Test, MFPT)
(Blanco y Blanco, 1993).

La participacién de las ECNT en los procesos entéricos no esta bien definida. Su aisla-
miento en muestras de cerdos diarreicos es un evento raro; mientras que es frecuente
en las procedentes de terneros con esta etiologia (Blanco et al., 1988). Estas ultimas, a
diferencia de las humanas y porcinas, no son hemoliticas (Blanco y Blanco, 1993).

Se ha reportado que las cepas FNC2" colonizan los intestinos, causando diarreas de
larga duracion e invasion extraintestinal, cuando son administradas por via oral, de
forma experimental, a terneros neonatos que no han recibido calostro (Van Bost et al.,
2003). Adicionalmente, en un estudio realizado por el mismo autor (Van Bost et al.,
2001) con muestras aisladas de terneros con diarreas entre 1958 y 1976, se determind
que el 8 % fue positivo a CNF por hibridacién de colonias. La mayoria expresaban
FNC2.

Hasta la fecha no existe un estudio epidemiolégico extenso que demuestre la asocia-
cion entre cepas de Escherichia coli productoras de FNC y las enfermedades diarreicas
en humanos. Se ha comprobado su presencia en el 5 al 7 % de pacientes con enferme-
dad diarreica aguda (EDA) y en el 0,9 al 5% de personas sanas (Blanco y Blanco,
1993, Tavechio et al., 2004). Sin embargo, su participacion en las infecciones del tracto
urinario (ITU) se acepta unanimemente (Blanco y Blanco, 1993; Rippere-Lampe et al.,
2001).

Los animales son el principal reservorio de estas cepas. Un estudio reciente en el que
se caracterizaron aislamientos de Escherichia coli FNC" de cerdos al destete, demostro
que la mayoria de las cepas con ese genotipo, pertenecian a los serogrupos 02, O6,
08 y 054, caracteristicos de ECNT presentes en humanos, las que poseian ademas
los genes para fimbrias P, S 0 ambas; mientras eran negativas para F4, F17 o F18
(Toth et al., 2000). Ello refuerza la idea de que estos aislamientos pueden tener un im-
portante potencial zoondtico en humanos.

Tomando en cuenta que el MFPT constituye una de las variantes mas confiables para la
deteccion y diferenciacion de FNC, pero para ello se precisa de la extractos libres de
células obtenidos con el auxilio de ultrasonido, o mediante la adicion de mitomicina C al
medio de cultivo (Blanco y Blanco, 1993) se decidié obtener FNC, potencialmente pre-
sente en cepas de Escherichia coli hemoliticas y portadoras de fimbria P, a partir del
meétodo de la criofractura y verificar si: 1) el método era valido, 2) las cepas selecciona-
das eran compatibles con ECNT.

Materiales y métodos

Aislamientos de la cepa: En estudios precedentes (Barreto et al., 2000a) se aislaron
105 cepas de E. coli a partir de alimentos diversos y 226 de nifios menores de 5 afios
afectados de EDA (Barreto et al.,, 2001). Luego de aplicar los esquemas de diferencia-
cion necesarios para identificar a las cepas enteropatdégenas (Barreto et al., 1999;,
2000b) quedaron 47 cepas (16 procedentes de alimentos y 31 humanas), todas hemoli-
ticas, no clasificadas en esta categoria, las que crecian en los medios agar sangre y
agar eritrocitos lavados (Barreto et al., 1999). De éstas, se seleccionaron al azar 9 de
las primeras y 16 de las aisladas de nifios y se les realiz6 una seroaglutinacién rapida
(Blanco y Blanco, 1993) ante un suero monoclonal anti-Pap A (elaborado en el Centro
de Ingenieria Genética y Biotecnologia de Camaguey) para establecer la presencia de
fimbrias P. De las cepas positivas a este ensayo se tomaron 2 procedentes de alimen-



tos y 4 de humanos, todo al azar, y se conservaron en caldo Mueller-Hinton con gliceri-
na al 30 % y a una temperatura de 20 °C .

Tratamiento de criofractura: Para establecer la posible presencia de FNC, las cepas
conservadas en Mueller-Hinton se sometieron a un tratamiento de criofractura acorde
con lo propuesto para la obtencion de otras toxinas (Blanco y Blanco, 1993) y con las
siguientes modificaciones: Se inocularon las cepas en 12 mL de TSB en tubos de cristal
(4 tubos por cepa) y se incubaron a 37 °C, con rotacion en agitador circular de tubos
(500 rpm), durante 24 horas. Luego de centrifugar a 1000 rpm por 20 minutos a 4 °C se
deseché el sobrenadante y se disolvié el pellet en 1 mL de PBS 1x con penicilina rapi-
lenta (penicilina procainica mas bencilpenicilina de potasio de la firma MEHECO) (100
unidades/mL) y estreptomicina (sulfato de estreptomicina para inyeccién, de la firma
MEHECO) (1 ug/mL).

Para la criofractura, la anterior suspension se congel6 durante 12 horas a -20 °C con
descongelacion lenta a temperatura ambiente (3 horas). El proceso se repitié una vez
mas. Con ello se logré el fraccionamiento bacteriano. Las posibles necrotoxinas se se-
pararon de los restos bacterianos mediante centrifugacion a 1 000 rpm por 20 minutos a
4°C. El sobrenadante obtenido se guardé a 4 °C durante 3 dias.

Ensayo de actividad biolégica: Con los extractos obtenidos se comprobé la letalidad
y tipo de necrosis de las toxinas mediante el ensayo de inoculacion en la planta de la
pata del ratdon (Mouse Footpad Test; MFPT) (Blanco y Blanco, 1993). Para cada cepa
se utilizaron 7 ratones, uno de los cuales actué como control.

Resultados y Discusion

El ensayo MFPT (tabla) demostro que la totalidad de las cepas investigadas (6) corres-
ponden a la categoria ECNT. De ellas, 3 procedentes de pacientes con EDA y las ob-
tenidas a partir de alimentos resultaron productoras de FNC2 ya que, 24 horas después
de inoculadas, provocaron inflamacién y necrosis, reacciones que caracterizan a este
tipo de toxina (Blanco y Blanco, 1993). En todos los casos la reaccion inflamatoria pro-
voco un engrosamiento de alrededor del 85 % del grosor original de la pata.

Una de las cepas de origen humano resulté productora de FNC1 lo que se evidencié
por la respuesta inflamatoria observada en los 6 ratones inoculados sin que ninguno
mostrara signos de necrosis. Esto se corresponde con lo reportado por investigadores
con experiencia en esta tematica (Blanco y Blanco, 1993).

Cuatro (80 %) de las cepas ECNT FNC2" causaron letalidad a las 48 horas post inocu-
lacion, al morir 23 (95,83 %) de los 24 ratones inoculados. El sobreviviente muri6 a las
96 horas de iniciado el experimento. La unica cepa FNC1* mostré una letalidad del
100 % (tabla). Ambos resultados coinciden con lo reportado por varios autores (de Ryc-
ke et al., 1990; Blanco y Blanco, 1993) aunque se han encontrado excepciones en ce-
pas que expresan FNC1 aisladas de terneros diarreicos en Espafia (Blanco y Blanco,
1993; Blanco et al., 1995).

Nuestra investigacion confirma la presencia de ECNT a partir de cepas de esta especie
con un fenotipo Hly" P*, procedentes de alimentos y pacientes de EDA, utilizando el
método de criofractura como via para obtener las toxinas FNC, en lugar de ultrasonido o
medios con mitomicina C, y el MFPT como ensayo confirmatorio.

Los resultados sugieren que las ECNT forman parte de la flora normal del intestino de
los animales, los que actuarian como reservorio, 1o que explica su presencia en alimen-
tos mal manipulados y pudieran constituir enteropatégenos en individuos con pobres



defensas antimicrobianas como los nifios pequefos, animales recién nacidos y al deste-
te e individuos inmunodeprimidos. La frecuencia de reportes donde se les da importan-
cia a las ECNT como enteropatdgenas se ha incrementado en los ultimos afios. De ma-
nera que la vigilancia epidemioldgica sobre este tipo de bacterias debe de incrementar-
se para evitar brotes diarreicos de envergadura que pudieran provocar casos mortales
en individuos inmunocomprometidos, tal y como ocurri6 con E. coli verotoxigénico
(ECVT), que también fueron considerados durante afnos parte de la microflora intesti-
nal de humanos, terneros y cerdos (de Rycke et al., 1990; Blanco y Blanco, 1993). Sin
embargo, como patdégenos oportunistas han provocado serias afectaciones a la salud
humana, especificamente su variante enterohemorragica ECEH, debido al consumo de
alimentos de origen animal, principalmente bovino y aguas contaminadas, aspectos
ampliamente documentados (Blanco y Blanco, 1993; Nataro y Kaper, 1998; Barreto et
al., 1998; Barreto y Benitez, 2000).

Resultados del ensayo de MFPT

Cepas Inflamacion Necrosis Letalidad
2Hy 1A + + +2
1H + + -
1H + - +8
1A + + +P
Controles - - -

Leyenda: H: cepas de origen humano A: cepas de origen animal
a: los 6 ratones murieron en las primeras 24-48 horas
b: 5 ratones murieron en las 24-48 horas iniciales; el sexto lo hizo a las 96 horas
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