¥y ¥ ¥y

Archivos de Medicina Veterinaria

ISSN: 0301-732X
archmv@uach.cl
Universidad Austral de Chile
Chile

Zamora, J.; Reinhardt, G; Polette, M.; Macias, P.; Gonzalez, I.
Escherichia coli aislada de cerditos diarreicos: Presuncion de cepas productoras del Factor Citotoxico
Necrosante (CNF)
Archivos de Medicina Veterinaria, vol. 32, nim. 1, 2000
Universidad Austral de Chile
Valdivia, Chile

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=173013741009

Coémo citar el articulo

Numero completo . -, e
P Sistema de Informacién Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1730
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=173013741009
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=173013741009
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=1730&numero=13741
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=173013741009
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1730
http://www.redalyc.org

Archivos de medicina veterinaria - <I>Escherichia coli</I> aislada de cer... http://mingaonline.uach.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=SC

V Web Biblioteca B Contacto

W Inicio Web Revistas

E Articulos 1 B Busqueda amculus—|

. Er__ . ) )
Hrd:':;:fg:afmsg Archivos de medicina
= veterinaria . ,
Como citar este articulo

ISSN 0301-732X version impresa | Agregar a favoritos
u Enviar a e-mail

m Imprimir HTML

Arch. med. vet. v.32 n.1 Valdivia 2000

Escherichia coli aislada de cerditos diarreicos.
Presuncion de cepas productoras del Factor Citotoxico

Necrosante (CNF)i

Escherichia coli isolated from diarrheic piglets.
Presumption of Cytotoxic Necrotizing Factor (CNF)
producing-strains

J. Zamora, M.V.; G. Reinhardt, M.V. Dr. med. vet., M. Polette, T.M.; P. Macias, T. M.; |. Gonzélez, T. M.

Instituto de Microbiologia, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile, casilla 167, Valdivia,
Chile.

SUMMARY

Four hundred and ninety seven diarrheic fecal samples were obtained from suckling piglets (up to 40 days
old) in order to isolate E. coli strains. The samples were tested for the capacity to produce toxins able to
induce lesions into HeL a cell line, similar to those induced by CNF. Besides, the hemolytic capacity and

the presence of fimbria were also determined.

A total of 275 strains of E. coli were isolated. Sixteen (5.8%) were shown to be producers of the toxin
"CNF type", and 5 (31.2%) out these were hemolytic. Fimbria was not detected.
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INTRODUCCION

Son numerosos los tipos de toxinas que sintetizan diversas cepas de Escherichia coli, no obstante en el
area médico veterinaria de Chile sélo se tiene informacion de las enterotoxinas termoestables (ST) y
termolabiles (LT) de las cepas enterotdxicas (ETEC), como también de las verotoxinas (VT) (Pinochet y
col., 1989; Borie y col., 1997; Zamora y col., 1994, 1999) y se carece, a la fecha, de mayores datos de
cepas necrotdxicas (NTEC) productoras del factor citotdxico necrosante (CNF).

Esta ultima toxina fue descrita primero por Caprioli y col. (1983), a partir de cepas de E. coli aisladas de
nifios que sufrian de diarrea aguda, comprobandose posteriormente en adultos con cuadros
extraintestinales (Brauner y col., 1990; Cherifi y col., 1990), como también en distintas especies de
animales con diarrea, septicemia, diversas infecciones extraintestinales y en casos de abortos bovinos y
porcinos (Gonzalez y Blanco, 1985; Blanco y col., 1990a; Tabouret y De Rycke, 1990; Penrith y col.,
1995; Pohly col., 1992, 19934, 1997; Mainil y col., 1998). Por su parte, Wray y col. (1993) inoculan
experimentalmente cerditos neonatos y logran reproducir graves enterocolitis con o sin sangre e incluso
con diseminacién pulmonar.

Este factor posee dos tipos de toxinas, CNF1 y CNF2, que son producidas separadamente por diferentes
cepas y causan cambios morfoldgicos en las lineas celulares Vero y IHeLa consistentes en aumento del
tamafio celular y multinucleacion, como también necrosis dérmica en el conejo (Pohl y col., 1992, 1993b;
Wray y col., 1993).

Dados estos antecedentes se considerd de interés investigar, en forma preliminar, si las cepas de E. coli
aisladas de cuadros entéricos del porcino neonato tienen la capacidad de sintetizar toxinas que produzcan
alteraciones morfolGgicas de la linea celular HeLa.

MATERIALY METODOS

Se recolectaron 497 muestras de fecas diarreicas de cerditos lactantes de hasta 40 dias de edad, las que se
sembraron en Agar Eosina Azul de Metileno (Difco) e incubaron a 37°C por 18 24 h, considerando so6lo
aquellas placas que tenian, al menos, un 80% de colonias sospechosas de E. coli (Schudel, 1985),
identificandolas posteriormente morfoldgica, fisioldgica y bioquimicamente.

Para la obtencion de CNF se procedié segin Blanco y col. (1990b). Para tal efecto, las cepas E. coli se
sembraron en Caldo Tripticasa de Soya (CTS) (Difco), pH 7,5, incubandola a 37° C durante 5 h en
agitador orbital (200 ciclos por minuto). A continuacion se adicionaron 20 ml de una solucion que
contiene 2,5 pg de mitomicina C (Sigma) y se reincubd en el agitador por 20 h mas, centrifugando a
continuacion a 6000 x G a 4° C durante 15 minutos. El sobrenadante se filtr6 por membranas Sartorius de
0,2 umy se conservd a 20° C hasta su uso.

La actividad citotoxica de los filtrados se ensayd en monocapa de células HeLa en microplacas de 24

pocillos. Con este objeto, se inocularon los pocillos con una suspension de 10° células/ml adicionadas del
medio MEM (Minimun Essential Medium, Sigma) con 10% de suero fetal, la que se incub6 a 37° C en 5%
de CO2 por 24 h. A continuacion se elimind el medio y se remplazd por otro carente de suero fetal
incubando por 24 h més en las mismas condiciones descritas anteriormente. Transcurrido este lapso se
cambié nuevamente el medio sin suero, adicionado con 50 ml de sulfato de polimixina B mas 50 p del
extracto filtrado a cada pocillo. Se dejaron 3 pocillos como control negativo, uno con el medio MEM, otro
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con el medio més sulfato de polimixina B y el tercero inoculado con CTS mas mitomicina C. A las 48 h se
hizo la lectura directamente mediante microscopio invertido y posteriormente se observaron las células
tefiidas con hematoxilina-eosina.

A todas las cepas que produjeron alteraciones morfoldgicas caracterizadas por aumento de tamafio y
multinucleacion de las células HelL a, se les determind la capacidad hemolitica y los antigenos fimbricos.

Se estudio el tipo de hemdlisis sembrando las cepas en placas de Triptosa Agar-Sangre-Base (Gibco BRL)
suplementado con 10 mM de CaCl, y 5% de sangre desfibrinada de cordero; también se utilizé el mismo
medio para preparar agar sangre con el equivalente del 5% de eritrocitos lavados por 3 veces en PBS.
Ademas, se probd la resistencia frente al acido nalidixico y a las cepas que resultaron resistentes se les
investigd la capacidad hemolitica en agar sangre con 25 pg/ml del antibiético mencionado (Walton y
Smith, 1969). En todos los casos, la lectura se realiz6 después de 4 y 24 h de incubacién a 37°C.

También se detect6 la capacidad de producir hemélisis, sembrando 0,1 ml de la cepa cultivada durante
una noche en caldo cerebro corazon (GIBCO BRL), en tubos con 10 ml del medio previamente calentado
a 37°C. El cultivo se incubd durante 6 h y a continuacion se les agregaron 0,5 ml de sangre de cordero
desfibrinada, reincubandolos hasta el dia siguiente (Pohl y col., 1991).

El tipo de hemolisis se interpretd de acuerdo con el criterio de Pohl y col. (1991) y de Beutin y col. (1988,
1991). Asi, se considero sintesis de a hemolisina si la hemdlisis se presenta en placas con eritrocitos
lavados, con sangre entera y en caldo. Es b, si la hemolisis se constata en agar sangre y no en caldo, en
cuyo tubo se aprecia la sedimentacion de eritrocitos; por lo demas, tanto la a y b hemolisinas comienzan a
apreciarse después de 4 h de incubacion. En cambio, se trata de enterohemolisina (EH) cuando la
hemdlisis se presenta Unicamente en las placas con eritrocitos lavados y después de 24 h de cultivo. En el
caso de g hemolisina, la hemdlisis se hace evidente s6lo cuando el agar sangre contiene acido nalidixico.
El resultado es negativo si no se observa hemdlisis en ninguno de los medios de cultivo empleados,
considerando que una ligera coloracion verdosa no corresponde a propiedades hemoliticas (Walton y
Smith, 1969).

A las cepas se les determind la presencia de fimbrias por serologia, sembrandolas previamente en un
medio que estimula su formacion, consistente en 1% de casamino acido, 0,15% de extracto de levadura,
0,005% de MgSO4, 0,0005% de MnCl2 y 2% de agar ajustado a pH 7,4 (Zamora y col., 1996). Para tal
efecto se emplearon los antisueros aglutinantes Fimbrex F41, K88, K99 y 987P elaborados por el "Central
\kterinary Laboratory", Weybridge, Inglaterra.

RESULTADOS

Solo en 275 muestras fecales de las 497 se aislaron cepas de E. coli, puesto que habian desarrollados 80%
0 mas colonias tipicas de esta enterobacteria en cada placa de cultivo. De éstas, 16 cepas (5,8%)
produjeron toxinas que aumentaron el tamafio de las células HeLa y polinucleacién de ellas como se
describe para CNF, alteraciones que se pueden observar en la microfotografia 1.
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MICROFOTOGRAFIA 1. Cambios morfoldgicos en células HeLa a
continuacion de la incubacion con extracto estéril de cultivo de E. coli.
A: Células control. B: Efecto citopatico producido por el extracto en la
monocapa de células HeLa (aumento tamafio celular y multinucleacion).
140 x, hematoxilina - eosina.

Morphological changes in HeLa cells following incubation with sterile
extract of E. coli culture. A: Control cells. B: Cytopathic effect
produced by the extract in HeLa cell monolayer (cellular enlargement
and multinucleation). 140 x, hematoxylin-eosin.

A ninguna de las 16 cepas que producian las alteraciones celulares descritas tipo CNF se les pudo detectar
fimbrias y 5 (31,20%) de ellas produjeron hemolisis, cuyos diversos tipos se detallan en el cuadro 1.

CUADRO 1. Capacidad hemolitica de las 16 cepas de E.
coli productoras de toxinas tipo CNF.

Hemolytic capacity of 16 E. coli strains toxins producing

type CNF.
Tipo de N° de cepas con Porcentaje
hemolisis toxina
Tipo CNF
a 1 6,25%
b 2 12,5%
g 2 12,5%
EH 0 0%
No hemoliticas 11 68,8%

TOTAL 16 100,0%
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EH = Enterohemolisina.

DISCUSION

Las alteraciones que se produjeron en la monocapa de las células HeLa con el in6culo de los extractos de
las cepas de E. coli, se caracterizaron por aumento del tamafio y multinucleacion (microfotografia 1),
coincidiendo con las que describieron por primera vez Caprioli y col. (1983), McLaren y Wray (1986) y
De Rycke y col. (1990). Consecuentemente, esta caracteristica lesioén celular hace presumir que 16 cepas
(cuadro 1) tendrian la capacidad de sintetizar CNF1, CNF2 o de ambas, las que son dificil de diferenciar si
se carece de antisueros o de sondas, aunque Blanco y col (1990 b) informan que producen alteraciones
diferentes en las células HeL a, pero que, naturalmente, se requiere de experiencia para detectarlas.

Se ha visto que las cepas CNF1 afectan al hombre y diversas especies animales y que las CNF2 son casi
exclusivamente patdgenas de los rumiantes, a los que les provoca cuadros intestinales y extraintestinales
(Blanco y col., 1990a; Oswald y col., 1991; DeRycke, 1996; Pohl, 1997; Mainil y col., 1998).

Cepas NTEC estan asociadas a diversas patologias en distintas especies de animales domésticos en
diversas infecciones, aunque la patogenia no estd del todo aclarada (Oswald y col., 1991; Wray y col.,
1992; Pohl y col., 1992, 1993a; Blanco y col., 1993; Mellata y col., 1998; Orden y col., 1999). En la
especie porcina se ha informado de abortos (Pohl y col., 1993a, 1997), pero se describe mas
frecuentemente en cuadros diarreicos, algunas de los cuales cursan con lesiones de enteritis hemorrégica
catarrral difusa (Blanco y col., 1990a; Penrith y col., 1995), infeccién que se puede extender a
bacteriemia y al pulmén con lesiones tdxicas tanto en esa viscera como en cerebro, higado, corazén y
rifion, como lo demostraron Wray y col. (1993) por inoculacion experimental en cerditos neonatos, por lo
que opinan que las propiedades toxigénicas de E. coli productora de CNF juegan un importante papel en
las infecciones entéricas de los cerditos.

Diferentes investigadores sostienen que las cepas NTEC de origen extraintestinal obtenidas de humanos y
animales, estan asociadas en un porcentaje elevado con la propiedad de producir hemolisina,
preferentemente de tipo alfa, en cambio las cepas intestinales lo son en un bajo porcentaje (Caprioli y col.,
1987; DeRycke y col., 1990; Blanco y col., 1992; Pohl y col., 1993), por lo que llama la atencion que el
31,2% de las CNF+ aisladas en el presente trabajo fueran hemoliticas. Posiblemente este alto porcentaje
se deba a que en este estudio también se investigo la produccién de g hemolisina, la que generalmente no
investigan otros autores, lo que incremento el nimero de cepas positivas (cuadro 1) y, naturalmente de no
haberla investigado las no hemoliticas hubieran sido solamente 13 (81,3%), porcentaje mas coincidente
con lo que describe la literatura. Se constatd la produccion de a, b, y g hemolisinas y la ausencia de EH;
no obstante, la cantidad de cepas NTEC aisladas fue escaso, lo que no permite concluir que esta Ultima
hemolisina no la produzcan las cepas CNF+.

Aninguna de las 16 cepas NTEC aisladas se les detecto serologicamente fimbrias con los antisueros K88
(F4), K99 (F5), 987P (F6) ni F41 que corresponden a las mas comunmente descritas en diferentes
especies animales con enteritis, lo que no significa necesariamente carencia de adhesinas. Estos resultados
no extrafian, ya que investigaciones realizadas en el extranjero informan mas frecuentemente de F17,
F17a, F17b y F165 y en contadas ocasiones se publica la presencia de las adhesinas F6 y F41 en cepas
NTEC aisladas de los animales domésticos (Wray y col., 1992; Mainil, 1993; Pohl y col., 1995, 1998;
Mellata y col., 1998). Por su parte, Dozois y col. (1997) analizan cepas CNF+ aisladas de cerdos con
septicemia y diarrea e informan la presencia de adhesinas Sy F1C, las que corrientemente estan asociadas
a cuadros extraintestinales del hombre por cepas NTEC, por lo que sugieren que los cerdos puedan ser
reservorios de infecciones en humanos.




Archivos de medicina veterinaria - <I>Escherichia coli</I> aislada de cer... http://mingaonline.uach.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=SC

En atencion a los resultados obtenidos en el presente estudio y al papel que se le asigna a las cepas NTEC
en las patologias de los animales, consideramos importante confirmar en el futuro la presencia de E. coli
productoras de CNF en infecciones intestinales y extraintestinales, como también diferenciar los tipos de
las distintas necrotoxinas, puesto que ambas son importantes clinicamente. En consecuencia, seria del
todo conveniente desarrollar un método adecuado en el diagnostico de rutina para estas colibacteriosis.

RESUMEN

Se recolectaron 497 muestras de fecas diarreicas de cerditos lactantes de hasta 40 dias de edad con la
finalidad de aislar cepas de E. coli, a las cuales se les determind la capacidad de producir toxinas que
tuvieran la propiedad de producir lesiones en la linea celular HeLa como las que causa el CNF. Ademas,
se investigo la capacidad hemolitica y la presencia de fimbrias.

Se aislaron 275 cepas de E. coli, de las cuales 16 (5,8%) eran productoras de la toxina "tipo CNF"; de
éstas 5 (31,20%) eran hemoliticas y a ninguna se les detect6 fimbrias con los antisueros utilizados.

Aceptado: 07.12.99.
* Proyecto FONDECYT 1951150.
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