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SUMMARY

Due to the great convenience of diagnosing the severity of the infections caused by LT and VT toxin
producing E. coli strains, a work was planned for this purpose using the technique described by Parreira
and others (1994).

A total 231 E. coli strains isolated from diarrheic suckling piglets under 40 days of age were used. These
strains  were  tested  for  the  capacity  to  produce  toxins.  To  determine  the  production  of  LT and  VT
agar-overlay method with Vero cells was used which allowed to detect 15 (6.4%) positive strains to LT
production and 16 (6.9%) to the VT synthesis. The technique was simple, economic and rapid for the
diagnostic of the LTEC and VTEC strains.
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INTRODUCCION

Escherichia coli es un importante comensal de la microbiota intestinal del hombre y los animales; no
obstante, algunas cepas son de gran relevancia en diversas patologías intestinales y extraintestinales,
destacándose entre las primeras aquéllas que sintetizan distintas toxinas, tales como las toxinas
termoestable (ST) y termolábil (LT) por las cepas enterotóxicas (ETEC); también se describen las que
producen alteraciones letales en células Vero, denominándose, por este hecho, verotoxina (VT), también
conocida como "Shiga-like toxin" por estar relacionada en estructura y función con la toxina Shiga
producida por Shigella dysenteriae (Gyles, 1993).

Se ha detectado E. coli productora de LT (LTEC) en graves cuadros humanos y también en porcinos. Esta
enterotoxina interactúa con el sistema de adenilato ciclasa en el interior de las células intestinales lo que
conlleva a un incremento del AMPc y la consecuente eliminación de iones Na+ y Cl-, removiendo el agua
celular (Blanco y col., 1992; Gyles, 1993).

Las cepas de E. coli verotoxigénicas (VTEC) pueden sintetizar VT1, VT2 o ambas citotoxinas que inhiben
la síntesis proteica (Takeda, 1995). Son liberadas en el intestino, pasan a la sangre, lesionan el endotelio,
provocan coagulación intravascular local, acumulación de fibrina en el SNC, en el tubo digestivo y en los
riñones (Karmali, 1989; Blanco y col., 1993; Takeda, 1995).

En consideración a que cepas ETEC y VTEC juegan un importante papel en las patologías entéricas de los
lechones, el presente trabajo tiene por objetivo emplear un método de diagnóstico rápido en la pesquisa de
E. coli productoras de LT y VT, mediante líneas celulares Vero cubiertas con agar.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 231 cepas de E. coli  aisladas de igual número de cerditos diarreicos menores de 40 días,
provenientes de diversos planteles porcinos.

Para la detección de cepas ETEC y VTEC se procedió según Parreira y col (1994). Con este objeto, se
utilizaron células Vero cultivadas en Medio Esencial Mínimo Earle (MEM), suplementado con suero fetal
bovino al 10%, empleando microplacas de 24 pocillos en los que se inocularon 0,5 ml de cultivo celular
por pocillo, a una concentración de 2 x 105 células/ml. La incubación de la microplaca se realizó a 37º C
en atmósfera al 5% de CO2 por 24 48 h hasta la formación de la monocapa celular. A continuación se
removió el medio de crecimiento y se lavó la línea celular usando MEM por una vez. Luego se cubrió la
monocapa con 0,8 ml de una solución compuesta por MEM, suero fetal bovino al 10% y agar purificado
al 1% p/v. Este paso se realizó a una temperatura de 44 45° C. Una vez solidificada y enfriada la capa de
agar a temperatura ambiente, se sembró en cada pocillo un colonia de E. coli e incubó a 37º C con 5% de
CO2 durante 96 h. Como controles positivos se emplearon cepas aisladas anteriormente productoras de
LT y VT y, como negativo, se usó una cepa E. coli K12 C600. Finalizado el período de incubación, se
observaron con microscopio invertido para determinar la presencia de lesiones en las células Vero por LT
y VT de acuerdo a las alteraciones características descritas (Konowalchuk y col., 1977; Speirs y col.,
1977; Kashiwazaki y col., 1980, y Karmali, 1989). Así, las alteraciones por LT se caracterizan por un
efecto citotónico, las células están aumentadas de tamaño, engrosadas, refráctiles y se pueden observar
prolongaciones filamentosas.  En cambio,  la  VT tiene  efecto citotóxico,  las células se  redondean con
notables y  extensivos cambios destructivos de  la  monocapa  que  se  acentúan progresivamente  con el
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tiempo de incubación, produciendo la muerte celular.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 231 cepas de E. coli, 31 (13,4%) sintetizaron LT o VT, tal como se resume en el cuadro 1 y se
demuestran los efectos citopáticos en la microfotografía 1, lesiones del todo coincidente con las descritas
por diversos investigadores (Konowalchuk y col., 1977; Speirs y col., 1977; Kashiwazaki y col., 1980;
Karmali, 1989).

CUADRO 1. Efecto de LT y VT en línea celular Vero del total de cepas de E. coli
examinadas.

Effect of LT and VT in Vero cell line of the total E. coli strains examined.

EFECTO TOXICO
CANTIDAD CEPAS TIPO TOXINA

CITOTONICO
CITOTOXICO
SIN EFECTO

15 (6,5%)
16 (6,9%)

200 (86,6%)
LT
VT

NEGATIVO

TOTAL 231 (100%) 15 LT + 16 VT= 31(13,4%)

Microfotografía 1. A) Control de células Vero. B) Citotoxicidad de las
células Vero por LT y C) Citotoxicidad de las células Vero por VT.

(A) Vero cells control. B) LT cytotoxicity in Vero cells. C) VT
cytotoxicity in Vero cells).

Rutter y Luther (1984) informaron sobre el efecto citopático de Pasteurella multocida aislada de rinitis
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atrófica porcina sobre cultivo de células pulmonares embrionarias de cerdos. Posteriormente, Chanter y
col. (1986) comprueban este efecto tóxico sobre esas células embrionarias, pero cubiertas con agar.
Basados en estas investigaciones, Parreira y col (1994) demuestran que las cepas de E. coli productoras
de LT y VT que son citopáticas para las líneas celulares Vero y HeLa, también mantienen este efecto si las
células son cubiertas con agar y sobre él se siembra la enterobacteria.

Teniendo  presente  estos  estudios  realizamos  la  presente  investigación  con  excelentes  resultados
(Microfotografía  1).  La  técnica  clásica,  consistente  en  la  inoculación  de  extractos  bacterianos  en
monocapas de líneas celulares es tediosa, se necesita bastante tiempo y equipos especiales de laboratorio
(agitador  orbital,  centrífuga,  filtro,  ultrasonido,  entre  otros).  Se  requiere,  también,  el  empleo  de
antibióticos que permitan una mayor permeabilidad de la membrana celular de E. coli o en su defecto se
debe lisar la cepa con ultrasonido; junto a lo anterior es imprescindible esterilizar el extracto por filtración.
Además de estos problemas, es conveniente  y necesario tener presente  que, en algunas ocasiones, la
síntesis  de  la  toxina  de  la  bacteria  en  los  medios  de  cultivos  líquidos  puede  ser  baja  y  podría  ser
insuficiente para lesionar a las células.

En cambio,  la  técnica  empleada  en el presente  trabajo resultó ser  más económica,  rápida  y sencilla,
aunque es posible que la nitidez en la observación microscópica de las células sea inferior a la que se logra
con los medios de cultivos líquidos. Permite, también, examinar fácilmente una gran cantidad de muestras
y, naturalmente, no es necesario extraer la toxina de los cultivos bacterianos. Además, de acuerdo con
Parreira y col. (1994), con este método es posible detectar más cepas toxigénicas que con los extractos
bacterianos, lo que se puede deber, entre otras causas, a la técnica de extracción de toxinas que se utilice,
a la necesaria filtración a que se debe someter el extracto, al hecho que el ensayo se haga en el mismo día
de la extracción o se conserve a 20° C hasta su uso, por lo que concluyen que estos procedimientos
pueden conducir  a  una  pérdida  o disminución de  la  concentración de  la  actividad tóxica  de  algunos
filtrados.

Las ventajas de la técnica, que utiliza línea celular cubierta con agar, enumeradas precedentemente, hacen
aconsejable su empleo para detectar rápidamente cepas productoras de LT y VT, lo que se justifica más
aún en los diagnósticos de rutina, aunque, por carecer de experiencia, no se pudiere diferenciar si las
alteraciones celulares corresponden a LT o VT, pues de todos modos significaría que se trata de cepas
toxigénicas.

En un estudio anterior realizado con extracto tóxico de E. coli se pesquisó un 6,9% de cerditos positivos a
LT y 4,5% a VT (Zamora y col., 1999), porcentaje prácticamente coincidente para la toxina termolábil y
levemente  inferior  para  VT  al  encontrado  en  esta  oportunidad  (cuadro  1).  Lamentablemente,  la
prevalencia de estas infecciones neonatales de los cerditos en Chile no se conoce del todo, no sólo por los
escasos  trabajos  sobre  el  particular,  sino  que  también  por  los  distintos  métodos  empleados  en  su
diagnóstico, como es la inoculación experimental en el asa intestinal ligada de cerditos (Pinochet y col.,
1989), por lo que no es posible establecer comparaciones ni obtener datos confiables sobre la prevalencia
de  colibacilosis  provocadas por  una  determinada  toxina.  De  ahí que,  utilizando un  método rápido y
confiable como el descrito se obtendrían, por una parte, mayores datos de importancia epidemiológica y,
por otra, se efectuarían, en forma precoz el diagnóstico de notable importancia para la atención médico
veterinario en los planteles porcinos.

RESUMEN

En atención a que es de alta conveniencia diagnosticar rápida y efectivamente las infecciones por cepas
de E. coli productoras de toxinas LT y VT, se planificó un trabajo con la técnica descrita por Parreira y
col. (1994).

Para  este  efecto,  se  utilizaron  231  cepas de  E.  coli  aisladas de  igual número  de  cerditos  diarreicos
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menores de 40 días, provenientes de diversos planteles porcinos, las que se probaron para determinar su
capacidad de sintetizar toxinas. Para determinar la producción de LT y VT se empleó el método de capa
de agar sobre líneas celulares Vero, lo que permitió detectar 15 cepas (6,4%) positivas a la producción de
LT y 16 (6,9%) a la síntesis de VT. La técnica fue sencilla, económica y permitió un diagnóstico precoz de
las cepas LTEC y VTEC.

_______________________________

Aceptado: 23.05.2000.

1 Proyecto FONDECYT 1951150.
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