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RESUMÉN
Escherichia coli O157:H7 ha sido reconocida como un patógeno humano desde 1982

al asociarse como agente causal del síndrome urémico hemolítico y la colitis hemorrágica.

El principal factor de patogenicidad son las toxinas shiga like 1 y 2 (Stx 1 y Stx 2

respectivamente), existiendo variantes de la toxina shiga like 2 como son Stx 2c, Stx 2v,

Stx 2e, entre las más importantes. Por lo tanto se consideró importante evidenciar su

presencia en alimentos y evaluar algunos factores de virulencia. Se utilizó la técnica del

Número Más Probable para organismos coliformes fecales, a partir del caldo EC, se aisló

en agar Mac Conkey sorbitol, a las UFC sorbitol negativo se les hizo Gram, identificación

bioquímica y serología. A las cepas confirmadas como Escherichia coli O157:H7 Se les

determinó la presencia de algunos factores de virulencia mediante biología celular

utilizando las líneas VERO, MA-104 y Hep-2 para observar efecto citotóxico, adherencia e

invasividad. De las 357 muestras (150 de hortalizas, 105 de pescado y 102 de ostiones), de

las cuales 26 fueron positivas (19 para hortalizas, 5 de pescado y 2 de ostiones), para

Escherichia coli O157:H7. De las cepas aisladas de hortalizas 9 correspondieron a

verdolaga, 4 de espinaca, 3 de cilantro, 2 de perejil y una de lechuga. En cuanto a los

aislados de E. coli O157:H7 a partir de los productos de la pesca 5 procedieron de pescado

y 2 de ostiones. Observándose en ocho de las 19 cepas aisladas de hortalizas un efecto

citopático en la línea celular VERO del 100 % de destrucción celular, en las 11 restantes el

porcentaje vario entre el 50 y 90 %. En cuanto a la línea celular MA-104 nueve cepas

destruyeron el 100 % de la monocapa y las 10 restantes entre el 60 y 80 %. En 15 de las

cepas se observó una adherencia difusa  en células Hep-2 y el resto no fue adherente en esta

línea celular. Ninguna de las cepas tuvo la capacidad de invadir la línea celular Hep-2. En

el caso de productos de la pesca de las 207 muestras analizadas (102 de ostión y 107 de

pescado) se aislaron 7 cepas de Escherichia coli O157:H7, de las cuales 2 fueron a partir de

ostión y 5 de pescado. Las cepas aislada de ostión produjeron un 70 y 100 % de destrucción

de la monocapa de células VERO y un 70 y 90 % en células MA-104; una de estas cepas

presentó adherencia difusa en la línea celular Hep-2 y ambas fueron incapaces de invadir

dicha línea celular. Las cepas obtenidas de pescado causaron 3 de ellas el 100 %

de destrucción celular en la línea celular VERO, una el 60% y otra el 70 %, en la línea

celular MA-104 dos destruyeron el 100 % de la monocapa, dos el 80 % y una el 90%; tres
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cepas presentaron adherencia difusa en las células Hep-2 y ninguna pudo invadir a estas

células. En las 26 cepas aisladas de E. coli O157:H7 tanto de hortalizas como de productos

de la pesca se demostró la actividad de la hemolisina produciendo todas las cepas una α-

hemólisis. La importancia de este trabajo fue el demostrar la presencia de Escherichia coli

O157:H7 en hortalizas, ostiones y pescado; además de evidenciar la presencia de algunos

factores de patogenicidad como la producción de toxinas shiga like, hemolisina, así como,

la capacidad de estas cepas para adherirse en la línea celular Hep-2.
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I.  INTRODUCCIÓN
I.1  ANTECEDENTES

Diferentes serotipos de Escherichia coli enterohemorrágica(EHEC) productoras de

toxinas shiga (Stx) han surgido como agente etiológico de enfermedades transmitidas por

alimentos en países desarrollados, siendo el O157:H7 predominante dentro del grupo EHEC,

aislado también en pacientes de Estados Unidos, Canadá y Japón. Cepas EHEC pertenecientes

a serotipos diferentes al O157 han sido responsables en Europa de brotes y casos esporádicos

de enfermedades en humanos (Smith y Scotlan, 1988; Gyles et al., 1998).

Escherichia coli O157:H7 fue reconocida como patógeno humano en 1982 después de

dos brotes de colitis hemorrágica (Riley et.al., 1983; Boyce et. al., 1995). Este

microorganismo, es la causa de la gran mayoría de los casos de colitis (CH) y síndrome

urémico hemolítico (SUH) en Estados Unidos, Canadá (Gransden et. al., 1986; Neill et. al.,

1987; Karmali 1989; Martín et. al., 1990; Tauxe, 1997), Gran Bretaña y otras regiones de

Europa (Cutter y Siragusa, 1994). En Australia los serotipos más comunes causantes del SUH

son O111:H- y O157:H- (Goldwater y Bettelheim, 1995), y una alta frecuencia de O157:H-

sorbitol positivas han sido descritas en Europa central (Bitzan et. al., 1993).

I.2  CLASIFICACIÓN

A las cepas de E. coli que producen gastroenteritis tanto en niños como en personas

adultas se les denomina enteropatógenas. Las cepas de E. coli asociadas a enfermedades de

tipo alimentario se clasifican en cinco grupos; con base en sus propiedades de virulencia,

síndromes clínicos, diferencias en su epidemiología y distintos serotipos O:H (Levine,1987):

enteropatógeno (EPEC), enterotoxigénico (ETEC), enteroinvasiva (EIEC), enteroadherente

(EAEC) y enterohemorrágico (EHEC) (Edberg, 1989; Cleary, 1992) y recientemente, se

incluyó el grupo de enteroagregativas (EaggEC) (Buchanan y Doyle, 1997).

El grupo enterohemorrágico de E. coli, propuesto por Levine (1987), incluye cepas de

diferentes serotipos que presentan las mismas características clínicas, epidemiológicas y

patogénicas del serotipo O157:H7, considerado como el prototipo del grupo, señalando
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además la asociación de EHEC con la etiopatogenia de colitis hemorrágica (CH) y síndrome

urémico hemolítico (SUH). Otros serotipos pertenecientes a este grupo son: O4:H-, O11:H-,

O26:H11,O45:H2, O103:H2, O104:H21, O111:H48 y O145:H- (Griffin y Tauxe, 1991: Beutin

et. al., 1994).

I.3  CARACTERÍSTICAS  DE  Escherichia coli  O157:H7

I.3.1 MORFOLOGÍA

Son bacilos Gram negativos de 1.1 – 1.5 x 2 –5 µm, no esporulado, aerobio o anaerobio

facultativo, solo o en pares, posee microcápsula, móvil por flagelos perítricos, mesofílico,

fermenta la lactosa en 48 horas, produce colonias en agar MacConkey sorbitol circulares,

húmedas, de 1 a 2 mm de diámetro, brillantes, convexas, con bordes enteros, ambarinas y no

fermentadoras del sorbitol, semejando perlas transparentes muy pequeñas (Hitchins et. al.,

1992).

I.3.2 CONDICIONES PARA SU SOBREVIVENCIA

La sobrevivencia de esta bacteria en los alimentos, depende de la interacción de varios

factores intrínsecos y extrínsecos, tales como temperatura, pH y actividad de agua. La

temperatura mínima para el crecimiento es de 8-10oC (Rajkowski y Marmer, 1995). Puede

crecer y producir gas en caldo Escherichia coli (EC) incubado a 44.5 oC (Hitchins et. al.,

1992). El tipo y concentración de ácido orgánico e inorgánico utilizado para la conservación

de alimentos en la industria influye sobre el crecimiento del microorganismo (Cutter y

Siragusa, 1994).

La ácido tolerancia de E. coli es un fenómeno complejo, depende de la fase de

crecimiento de la bacteria y es inducible. Las células en la fase estacionaria son

substancialmente más ácido tolerantes que en la fase exponencial (Small et. al., 1994; Arnold

y Kaspar, 1995; Rowbury, 1995; Cheville et. al., 1996). Estudios recientes indican que la

inducción de la ácido tolerancia también incrementa la resistencia del microorganismo al

calentamiento, la radiación y los antimicrobianos (Rowbury, 1995).
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La capacidad de E. coli O157:H7 de sobrevivir en las condiciones ácidas del estómago y

la baja dosis infectiva de esta bacteria, se debe a tres sistemas de resistencia al ácido: sistema

oxidativo (expresado cuando la bacteria crece con un metabolismo oxidativo), sistema

dependiente de glutamato y sistema dependiente de la arginina. Estos dos últimos protegen al

microorganismo de un pH de 2.5, solo si este medio es suplementado con glutamato o arginina

respectivamente (Glass et. al., 1992; Besser et. al., 1993; Leyer et. al., 1995; Lin et. al., 1995;

Lin et. al., 1996). Aún no se conoce el mecanismo exacto de la regulación del pH, pero se

especula que por la descarboxilación intracelular de estos aminoácidos y el concomitante

consumo de protones se mantiene el pH intracelular (Jordan et. al., 1999).

También se ha demostrado que cuando E. coli crece a niveles altos de NaCl se induce un

incremento en la termotolerancia y resistencia al H2O2 (Hengge-Aronis et. al., 1993). Puede

además, sobrevivir con mínimas cantidades de humedad, particularmente, a temperaturas de

refrigeración (Bagi y Buchanan, 1993). En los alimentos, como salchicha, sidra y jugo de

manzana su sobrevivencia aumenta cuando se almacenan a temperaturas de refrigeración

(Nesttles y Siragusa, 1994; Lin et. al., 1996).

I.4  MECANISMO DE TRANSMISIÓN

En un porcentaje importante de  casos de E. coli O157:H7 no se ha identificado el

origen, pero se ha confirmado la asociación con el consumo de alimentos (Steele et. al., 1982;

Spika et. al., 1986; Carter et. al., 1987; Morgan et. al., 1993). Además se puede considerar la

transmisión de persona a persona (Pai et. al., 1988; Bryant et. al., 1989; Griffin y Tauxe, 1991;

Belongia et. al., 1993; O’Brien et. al., 1993; Rowe et. al., 1993; Parry et. al., 1998) o de

animal a persona (Wilson et. al., 1996; Chinen et. al., 2001).

I.5  RESERVORIOS

Se han identificado varios reservorios y fuentes de E. coli O157:H7 entre los que se

encuentran: la asociación de este microorganismo con carne molida mal cocinada, leche cruda

(Cutter y Siragusa, 1994), leche mal pasteurizada,  heces de ganado sano  (Martín et. al., 1986;

Johnson et. al., 1995; Uhitil et. al., 2001), pollos (Beery et. al., 1985), cerdos (Doyle y Shoeni,

1987; Rios et. al., 1999), venados (Keene et. al., 1997), ovejas (Kudva et. al., 1996), los
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alimentos derivados de estos animales (Abdul-Raouf et. al., 1993), agua para beber y para uso

recreativo (Faith et. al., 1996; Keene et. al.,1994).

I.6  ALIMENTOS

Dentro de los alimentos involucrados en casos y brotes causados por E. coli O157:H7

está la carne molida (Pai et. al., 1988; Griffin y Tauxe, 1991; Le Saux et. al., 1993)

insuficientemente cocida y sin alteración visual (Knight, 1993; Blanco et. al., 1995), asociada

a la mayoría de los brotes por lo que a la afección se le denomina “ la enfermedad de las

hamburguesas ”.

En 1980 se produjo un brote de SUH en donde el jugo de manzana fresco fue el alimento

involucrado (Steele et. al., 1982). El jugo y la sidra de manzana mal pasteurizados han

causado brotes locales y multiestatales (Besser et. al., 1993). Se demostró que, en el salami

crudo curado en seco este microorganismo puede sobrevivir a la fermentación aún en bajas

concentraciones celulares (Tilden et. al., 1996). El consumo de leche cruda también puede

producir SUH (CDC, 1996).

Otros alimentos como: lechuga, papas, rábanos, germinado de alfalfa, productos

fertilizados con estiércol, yogurt, emparedados, agua y quesos se han visto involucrados como

vehículo en la transmisión de esta bacteria (Steele et. al., 1982; Spika et. al., 1986; Carter et.

al., 1987; Morgan et. al., 1993).

El origen, las características físicas y estructurales, la composición química, el uso de

fertilizantes orgánicos, el tipo de agua de riego, así como, la manipulación post-cosecha de las

hortalizas son determinantes en su contenido cualitativo y cuantitativo de este

microorganismo. Las hortalizas contienen en cantidades reducidas proteínas y lípidos, sus

principales componentes son el agua, fibra, almidones, algunas vitaminas y minerales. En la

dieta humana estos alimentos tienen un importante papel como fuente de nutrientes y en el

adecuado funcionamiento del aparato digestivo. Son productos semiperecederos y susceptibles

de deterioro microbiano, por lo anterior podrían considerarse potencialmente contaminadas

por microorganismos patógenos (Frazier y Westhoff, 1993).
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Productos como el pescado y los mariscos, son considerados alimentos proteicos básicos

en la mayor parte del mundo seguidos de la carne de mamíferos y aves. El mejoramiento de

procesos como la congelación y el enlatado, han permitido aumentar la vida de anaquel del

pescado y sus derivados, de esta manera los productos marinos pueden consumirse en

cualquier parte del mundo garantizándose al consumidor la calidad sanitaria de dichos

alimentos.(Fapohunda et. al., 1994).

El músculo del pescado fresco es un excelente substrato para el desarrollo microbiano

debido a su gran actividad de agua, pH neutro y altos niveles de nutrientes solubles. La

alteración del pescado se describe corrientemente como un proceso “proteolítico”. En cambio,

el deterioro de los moluscos implica la degradación del glucógeno con el consiguiente

descenso del pH a medida que se acumula el ácido. Bajo los aspectos nutritivo y bioquímico

las bacterias del pescado y mariscos frescos se describen más como proteolíticas que como

sacarolíticas (CIEMA,1980).

I.7  PATOGENIA

I.7.1 DOSIS

La dosis infectiva relacionada con enfermedades transmitidas por alimentos

contaminados con E. coli O157:H7 no ha sido a la fecha definida (Buchanan y Edelson, 1996).

Una explicación hipotética de la baja dosis infectiva que puede ser desde 1 hasta 100 UFC

(Paton y Paton, 1998) de este microorganismo es su capacidad para sobrevivir en las

condiciones ácidas del estómago (Arnold y Kaspar, 1995; Benjamín y Datta, 1995; Conner y

Kotrola, 1995).

I.7.2 PERIODO  DE  INCUBACIÓN  Y  SINTOMATOLOGÍA

Escherichia coli O157:H7 puede producir un amplio espectro de enfermedades que van

desde una fase asintomática y una diarrea sin complicaciones, hasta colitis hemorrágica,

síndrome urémico hemolítico y la muerte (Gransden et. al., 1986; Ryan et. al., 1986;  Carter

et. al., 1987; Pai et. al., 1988).
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La sintomatología de la enfermedad producida por esta bacteria se inicia generalmente

de 1 a 2 días después de haber ingerido el alimento contaminado; aunque, existen reportes

sobre periodos  de 3 a 5 días (Wells et. al., 1983).

Los síntomas se inician con diarrea sin sangre, seguida por contracciones abdominales

con dolor y niveles cortos de fiebre, la diarrea inicial incrementa su intensidad durante las

próximas 24 a 48 horas, para iniciar una fase de 4 a 10 días, con abundante sangre,

acompañada por fuertes dolores abdominales y deshidratación moderada (Padhye y Doyle,

1992; Boyce et. al., 1995). La enfermedad es normalmente autolimitante (Pai et. al., 1988).

En el síndrome urémico hemolítico, causado por E. coli  O157:H7, la lesión del

endotelio capilar y arteriolar en el riñón da lugar a un fenómeno de coagulación localizada, la

anemia microangiopática se debe a la lesión de los hematíes cuando atraviesan los vasos

alterados. La trombocitopenia, se debe a la adherencia y lesión de las plaquetas a nivel

intrarenal, este síndrome es más frecuente en niños menores de 4 años de edad (Behrman,

1992; Mead y Griffin, 1998).

El síndrome urémico hemolítico también incluye: ataques, coma, apoplejía, perforación

del colón, pancreatitis e hipertensión. Aproximadamente el 15% de los casos presentan una

evolución temprana de daño renal crónico, un pequeño número de ellos con síndrome urémico

hemolítico pueden ser recurrentes (Siegler et. al., 1993).

En las personas que solo sufren de diarrea, la recuperación es en general completa; sin

embargo, después de algunos años, cerca de la tercera parte de los enfermos pueden sufrir

colitis hemorrágica o síndrome urémico hemolítico. El 8% de las personas con síndrome

urémico hemolítico tienen otras complicaciones de por vida, tales como elevación de la

presión sanguínea, ceguera, parálisis y los efectos de tener una parte del intestino dañada

(CDC, 1996).

La infección por E. coli O157:H7 es asociada con la púrpura trombótica

trombocitopénica (PTT), esta condición se parece al síndrome urémico hemolítico que causa

mayor daño renal; provoca importantes daños neurológicos, el deterioro del sistema nervioso



7

central y apoplejía. Estos síntomas se presentan principalmente en adultos. A medida que la

enfermedad progresa el cerebro y los riñones resultan cada vez más afectados y su disfunción

es la causa final de la muerte (Boyce et. al., 1995).

I.7.3 MECANISMOS DE PATOGENICIDAD

 Las toxinas shiga de E. coli están formadas por una subunidad A (32 kDa) que tiene una

actividad de RNA-glicohidrolasa y 5 subunidades B (7.7 kDa cada una) responsables de

enlazar la toxina con su receptor Gb3 (globotriaocilceramida; Galα[1→4]Galβ[1→4]Glc-

ceramida), excepto para la variante Stx 2e cuyo receptor es preferentemente el Gb4

(glotetraocilceramida; GalNAcβ[1→3]Galα[1→4]Galβ[1→4]Glc-ceramida) (Stein et. al.,

1992).

Altos niveles de Gb3 se pueden encontrar en células endoteliales que están presentes en

el colon, el sistema nervioso central, el páncreas, la microvasculatura del glomérulo renal y

células del tejido renal (Schmidt et. al., 1995).

Las toxinas una vez unidas a su receptor son introducidas a la célula por endocitosis. En

algunas células las vesículas que contienen la toxina se unen a lisosomas que degradan la

toxina, pero en aquellas células sensibles, las toxinas son  transportadas al aparato de Golgi,

llevadas al interior del retículo endoplásmico y posteriormente llegan al citoplasma. Durante

este proceso, la subunidad A es cortada por una proteasa, generando un fragmento A1(27 kDa

N-terminal) con actividad catalítica y un fragmento A2 (4 kDa C-terminal), las cuales

permanecen unidas por un puente disulfuro, al romperse este puente disulfuro se activa el

componente A1.(Lea et. al., 1999).

El fragmento A1 tiene actividad de una RNA N-glicosidasa y se une específicamente al

enlace N-glicosídico del rRNA 28S, interfiriendo con la unión del aminoacil-tRNA de la

subunidad 60S ribosomal, al actuar sobre el factor de elongación 1 se inhibe el paso de la

elongación de la cadena peptídica de la síntesis de proteínas y por último causa la muerte de la

célula (Hurley et al., 1999).
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I.7.4 BROTES

Desde que en 1982 Escherichia coli  O157:H7 fue reconocida por primera vez como un

patógeno humano, desde entonces numerosos brotes y casos aislados han ocurrido en varios

países del mundo (cuadro 1) (Riley et. al.,1983).

Cuadro 1.  Brotes asociados con Escherichia coli  O157:H7 por el consumo de alimentos

Año Lugar Alimento involucrado

Número

de

enfermos

Número

de

muertes

Referencia

1982 Oregon 26 -

1982 Michigan

Hamburguesas      poco

cocidas
21 -

Riley et. al., 1983

1984 Nebraska Carne molida - - Rowe et. al., 1993

1986 Wisconsin Leche bronca - - Martín et. al., 1986

1986 Alberta Carne molida Ocurrieron tres brotes Griffin et. al., 1988

1987 Utah Carne molida - - Pavia et. al., 1990

1987 Ontario Emparedados 128 38 Carter et. al., 1987

1988 Minnesota Hamburguesas 32 - Belongia et. al., 1993

1989 Missouri Agua no clorada 243 4 Armstrong et. al., 1996

1990 Saitama, Japón Agua para beber 366 2 Hamano et. al., 1993

1990 Alberta Carne molida - - Griffin et. al., 1988

1991 Canadá Persona-a-persona 15 - Rowe et. al., 1994

Oregon Agua de alberca 21 - Keene et. al., 1994

Missouri Agua para beber 243 4 Swerdlow et. al., 1992
1991

Massachussets Sidra 4 - Besser et. al., 1993
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Año Lugar Alimento involucrado

Número

de

enfermos

Número

de

muertes

Referencia

1992

1993

Washington, Idaho, Nevada y

California
Hamburguesas 732 4 CDC, 1993

1993 Oregon Hamburguesas 40-50 - Zhao y Doyle, 1994

1993 Área de Seattle-Tacoma, Washington Hamburguesas 477 - O’Brien et. al., 1993

1994 Egipto
Hamburguesas y

productos lácteos
- - WHO, 1997

1994 Washington California Salami curado en seco 17 - Tilden et. al., 1996

1995 Oregon Carne de venado 11 - Keene et. al., 1997

1996 Kyoto, Japón 3328 - Watanabe et. al., 1999

1996 Sakai, Japón 6000 12 NIIDIDCD,1997

1997 Yokohama y Gamamori, Japón

Germinado de rábano

126 - Itoh et. al., 1998

1997 Estados Unidos Semillas de alfalfa 85 - Taormina et. al., 2001

1998 Estados Unidos
Semillas y/o germinado

de alfalfa y trébol
8 - Taormina et. al., 2001

1999
Ciudades de Estados Unidos

(ocurrieron 37 brotes)

Sidra de manzana, carne

molida, tacos dorados,

lechuga romana,

hamburguesas, ensalada

de verduras con

mayonesa, carne asada y

algunos desconocidos

1897 4 CDC, 2001

2000 Estados Unidos Diversos alimentos 249 - CDC, 2002

2001 Estados Unidos Diversos alimentos 3294 - CDC, 2003
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I.8  FACTORES   DE   VIRULENCIA

I.8.1 TOXINAS SHIGA

Las toxinas shiga-like (Stx) son el principal factor de patogenicidad de Escherichia coli

O157:H7. Las Stx de E. coli son una familia de proteínas son citotóxicas para células

eucarióticas que expresan el glicolípido receptor  globotrioacilceramida (Gb3) (Schmidt et al.,

1999; Fagan et al., 1999; Yoshimura et al., 2000). La capacidad para producir toxinas shiga-

like fue adquirida a partir de bacteriófagos, presumiblemente directa o indirectamente de

Shigella (Buchanan y Doyle, 1997).

Los miembros de la familia de las Stx de E. coli comparten características genéticas,

estructurales y funcionales, y están formadas por las Stx1, Stx2 y variantes de Stx2. La Stx1 es

semejante a la Stx de Shigella dysenteriae serotipo 1, comparte en forma idéntica solo el 56%

con la secuencia de aminoácidos  de la Stx2 y el 62% con la Stx 2e, siendo Stx2 y Stx 2e

diferentes inmunologicamente a Stx1. Además, las Stx 1 y Stx 2 no son neutralizadas con los

antisueros heterólogos (Stein et al., 1992; Hurley et al., 1999).

I.8.2 ADHERENCIA

E. coli O157:H7 es capaz de producir lesiones de anclaje y esfacelamiento (A/E) en

cultivos de células epiteliales y en el intestino de animales inoculados experimentalmente. El

proceso de adherencia y esfacelamiento consiste en la unión intima de la bacteria con su

correspondiente receptor en las células epiteliales, posteriormente hay una destrucción de las

microvellocidades y un reordenamiento del citoesqueleto de actina en las células huésped. Un

factor muy importante que participa en la adherencia de esta bacteria a células epiteliales in

vitro y la colonización de animales inoculados experimentalmente es la proteína de membrana

externa (PME) intimina (94 a 97 kDa) la cual esta codificada en el gene eae (Gansheroff et.

al., 1999).

Un estudio reciente muestra que existe la acumulación de actina en el citoplasma apical

de células intestinales, localizándose en el área del ataque bacteriano, correspondiente a la

lesión A/E (Toth et. al., 1990).
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Se ha demostrado que la intimina secretada  por Escherichia coli O157:H7 es capaz de

mediar la unión de dicha bacteria a las células Hep-2 cuando es expresada en forma endógena

(como proteína nativa) o exógena (como una proteína purificada) (McKee y O´brien, 1995).

I.8.3 INVASIVIDAD

En reportes sobre la invasividad de esta bacteria en células Hep-2 (carcinoma de laringe

humana), intestino 407 (células de intestino fetal humano) (Sherman et. al., 1987) y HCT-8

(células ileocecales humanas) (McKee y O´Brien, 1995), los investigadores concluyen al

finalizar su trabajo que este microorganismo puede adherirse pero es incapaz de invadir las

células de estas tres líneas celulares.

I.8.4 HEMOLISINA

Las hemolisinas han sido descritas como un importante factor de virulencia en bacterias

causantes de infecciones gastrointestinales, sus células blanco pueden ser linfocitos,

granulocitos, monocitos, células endoteliales, eritrocitos y células del epitelio renal de ratón,

rumiantes y primates (Schmidt et. al., 1995).

El plásmido de 60 MDa (pO157) comúnmente encontrado en las cepas de O157:H7

contiene los genes que codifican para la hemolisina o enterohemolisina. La enterohemolisina

se encuentra en casi todas las cepas de O157:H7 y está ampliamente distribuida entre las cepas

de E. coli  no-O157:H7 productoras de shiga-like toxinas. La hemolisina es producida como

una protoxina inactiva que es activada intracelularmente por la proteína HlyC sintetizada al

mismo tiempo que la protoxina (Stanley et. al., 1994; Gyles et. al., 1998). Además para la

secreción de la hemolisina se requiere de las proteínas llamadas Hly B, Hly D y Tol C

(Wandersman y Delepelaire, 1990).

Los monómeros de la hemolisina actúan combinándose con la membrana de las células

eucarióticas para formar poros a través de los cuales es liberada la hemoglobina (Menestrina

et. al., 1994; Stanley et. al., 1998).
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I.9 ANTIBIÓTICOS

El uso de antibióticos para el tratamiento de infecciones por Escherichia coli O157:H7

puede ser nocivo por dos razones: primero, porque la lisis de las bacterias por algunos

antibióticos puede incrementar la liberación de toxinas, al menos in vitro; segundo, la terapia

con antibióticos puede matar otras bacterias intracolónicas de ese modo se incrementa la

absorción sistémica de las toxinas.

El uso de agentes antimovilidad como la loperamida definitivamente están prohibidos,

ya que existen evidencias de que el uso de estos agentes pueden incrementar el riesgo de SUH,

posiblemente porque al disminuir el movimiento del intestino incrementa la absorción del

intestino (Nataro y Kaper, 1998).
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II.  JUSTIFICACIÓN

Las enfermedades infecciosas del tracto gastrointestinal son un serio problema de salud

pública, siendo de gran importancia aquellas que son transmitidas por el consumo de

alimentos contaminados.

Desde 1982 Escherichia coli O157:H7 ha sido reconocido como un importante agente

etiológico de enfermedades gastrointestinales transmitidas por alimentos, con un alto índice de

morbilidad y mortalidad. Este microorganismo tiene diversos factores de virulencia entre los

que se encuentran las toxinas shiga-like, la hemolisina, la intimina y otros.

En México no existen publicaciones sobre el aislamiento de Escherichia coli O157:H7

en pacientes, sin embargo, si existen informes de colitis hemorrágica y síndrome urémico

hemolítico de etiología desconocida, por lo que es de suma importancia conocer si este

microorganismo se encuentra en nuestro país y si sus características fenotípicas están

relacionadas con las cepas aisladas en otros países.
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III.  OBJETIVO GENERAL

         Evaluar la presencia de algunos factores de virulencia en cepas de Escherichia coli

O157:H7 aisladas de alimentos.
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III.1  OBJETIVOS PARTICULARES

ÿ Evidenciar la presencia de Escherichia coli O157:H7 en hortalizas recolectadas en la

Central de Abastos del  Distrito Federal.

ÿ Aislar a Escherichia coli O157:H7 de productos de la pesca (ostiones y pescados).

ÿ Estimar la presencia de la hemolisina como factor de virulencia.

ÿ Evaluar el efecto citotóxico de las cepas aisladas de Escherichia coli O157:H7 en las

líneas celulares VERO y MA-104.

ÿ Valorar la capacidad de las cepas aisladas de adherirse e invadir células Hep-2.
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IV. METODOLOGÍA

IV.1  CRITERIO DE SELECCIÓN

IV.1.1 PRODUCTOS DE LA PESCA

Los pescados y ostiones se transportaron en bolsas de plástico selladas y etiquetadas de

manera individual para evitar que se contaminaran.  Las muestras se colocaron en hieleras con

capas de hielo seco. El tiempo entre la recolección y el análisis fue entre 20 y 30 horas.

 Los ostiones se lavaron con un cepillo y abundante agua para eliminar el lodo, algas y

almejas, posteriormente se desconcharon en condiciones asépticas. Al pescado se le

eliminaron las vísceras, la cabeza a la altura de las branquias y la cola. En el caso de los

ostiones las muestras se conformaron entre 20 a 30 ejemplares, en lo que se refiere al pescado

el número de animales fue de 5 a 10 de diversas especies como se señala en el cuadro 2.

IV.1.2 HORTALIZAS

Las muestras se adquirieron en las naves mayores de la Central de Abastos de la Ciudad

de México. Cada muestra con un peso entre 1 y 4 kilogramos que se colocaron en bolsas de

plástico selladas y etiquetadas de manera individual para evitar su contaminación. El tiempo

entre la recolección y el análisis fue de 3 a 4 horas. Los nombres científico y común de las

hortalizas seleccionadas se indican en el cuadro 3.

IV.2  ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO

La metodología utilizada para el análisis microbiológico en la determinación de la

presencia de coliformes fecales y la de E. coli O157:H7, fue la recomendada por el Manual de

Bacteriología Analítica de la Administración de Alimentos y Medicamentos (Hitchins et. al.,

1992).
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De cada homogeneizado de ostión y pescado se pesaron 25 g y se colocaron en 225 mL

de agua peptonada amortiguada para tener una dilución 10-1.

Cuadro 2. Nombres científico y común de los productos de la pesca seleccionadas.

NOMBRE COMÚN NOMBER CIENTÍFICO

Bagre Ariidae Cathorops melanopus

Aguja Belonidae Strongylura marina

Lenguado Bothidae Citharichthis spilopterus

Robalo Centropomidae Centropomus undecumalis

Tilapia CichlidaeTilapia sp.

Lacha Clupeidae Dorosoma anale

Charal Engraulidae Anchoa mitchilli

Chile Gobiidae Gobionellus hastatus

Lisa Mugilidae Mugil cephalus

Lebrancha Mugilidae Mugil curema

Coruina Sciaenidae Bairdiella chrysoura

Mojarra Sparidae Algodón romboides

Ostión Crassostrea virginica

En el caso de las hortalizas se tomaron 50 gramos que se pesaron en condiciones

asépticas depositándose en una bolsa de plástico, y se lavaron por frotación con 450 mL de

agua peptonada amortiguada para tener la dilución  10-1.
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Cuadro 3.  Nombres científico y común de las hortalizas analizadas

NOMBRE COMÚN NOMBER CIENTÍFICO

APIO Apium graveolus  variedad Dulce (L)

BROCOLI Brassica oleracea variedad Italica (L)

CILANTRO Coriandrum satirum (L)

ESPINACA Spinacea oleracea (L)

LECHUGA Lactuca sativa (L)

PEREJIL Petroselinum   hortence (H)

PÁPALO QUELITE Porophyllum ruderale (Jacq)

VERDOLAGA Portulaca oleracea (L)

IV.2.1 NÚMERO MÁS PROBABLE DE ORGANISMOS COLIFORMES FECALES (OCF)

IV.2.1.1 PRUEBA PRESUNTIVA

1. A partir de la dilución 10-1 se realizaron las diluciones decimales 10-2 y 10-3. Se utilizó

la serie 3:3:3.

2. Se inoculó 1 mL de cada dilución a cada uno de los3 tubos con caldo lauril sulfato

triptosa.

3. Se tomaron las lecturas a las 24 ± 2 horas en los tubos  y se observó si hubo

producción de gas  en la campana de Durham, de ser negativa la incubación se

continuó hasta las 48 ± 2 horas.
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IV.2.1.2 PRUEBA CONFIRMATORIA

1. Se agitaron suavemente los tubos con caldo lauril sulfato triptosa que resultaron

positivos.

2.  Se transfirieron de dos a tres asadas de cada tubo a tubos con caldo Escherichia coli. Se

incubaron a  44.5 ± 0.2 oC en baño de agua de 24 o 48 horas ± 2.

3. La producción de gas en cualquier cantidad, dentro de las 48 horas de incubación, hizo

la prueba positiva.

IV.2.2 IDENTIFICACIÓN DE ESCHERICHIA COLI O157:H7 (Hitchins et. al., 1992).

1. De cada tubo con caldo EC positivo (que se presentó crecimiento y producción de gas)

se sembró una asada por estría cruzada en placas con medio de agar  MacConkey

sorbitol ( Farmer y Davis, 1985) y se incubó a 37oC durante 24 horas.

2. Se seleccionaron cinco colonias características (circulares, de 1 a 2 mm de diámetro,

húmedas, brillantes, convexas, con bordes enteros, ambarinas y no fermentadoras del

sorbitol), se sembraron en tubos que contenían  caldo infusión cerebro corazón (BHI), y

se incubaron de 8 a 12 horas  a 37oC (March y Ratman, 1986).

3. A cada UFC seleccionada se le realizó la tinción de Gram para verificar las

características microscópicas y la pureza del cultivo (Bacilos Gram negativo).

4. Cada colonia crecida en BHI se sembró en agar indol movilidad ornitina (MIO), triple

azúcar hierro (TSI), citrato de Simmons, caldo manitol , caldo urea, caldo glucosado

para las pruebas de rojo de metilo y Voges Proskauer. Se incubaron a 37 oC/ 18-24

horas, se tomaron las lecturas de las pruebas bioquímicas de cada cepa.

5. A los aislados confirmados mediante pruebas bioquímicas como E. coli se les realizó

las pruebas de aglutinación , las cuales se hizo por triplicado con el suero monovalente

O157. Cada una de las colonias se  resuspendió en una solución de NaCl al 0.85% que

contenía formalina al 0.5% (v/v).
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6. Para el antígeno H7, se sembraron los aislados en agar base sangre y se incubaron a 37
oC por 24 horas. Transcurrido el tiempo cada colonia se sembró  en dos tubos con agar

movilidad, añadiendo a uno de ellos una gota del suero H7, se incubó a 35-37oC durante

24 horas. Las cepas que presentaron movilidad en el tubo al que no se le agregó el suero

y que no se observó movilidad en el tubo al que se le agregó el suero, se consideraron

O157:H7.

IV.2.3 OBTENCIÓN  DE LAS TOXINAS

1. Se sembraron las cepas de Escherichia coli O157:H7 en caldo soya tripticaseina y se

incubaron a 37oC/18 horas/ con agitación (150rpm). Se centrifugaron a 2500 x g/

20 min/ 4 oC.

2. El sobrenadante se filtró con un filtro de membrana de 0.22 µm de diámetro y se

almacenó a –20 oC (Pruimboom-Brees et al., 2000).

IV.2.4 ANÁLISIS DE CITOTOXICIDAD EN LÍNEAS CELULARES

1. A las microplacas de 96 pozos con el 100% de confluencia de la monocapa de células

VERO (células de riñón de mono verde africano) y MA-104 (células de riñón de mono

Rhesus) se les lavó 3 veces con PBS estéril (en condiciones de esterilidad),

desechándose el último lavado.

2. En cada pozo de la microplaca se colocaron 80 µL de medio MEM + 20 µL de la

toxina, esto se realizó por triplicado. Se dejaron 3 pozos con 100 µL de MEM y 3 pozos

con 80 µL de medio MEM + 20 µL de caldo soya tripticaseina.

3. Se incubaron las microplacas durante 72 horas/37 oC/5% de CO2.

4. Posteriormente se eliminó el medio, se lavó 3 veces con PBS estéril, se fijaron las

células con metanol durante 1 minuto.

5. Se lavó 3 veces con PBS estéril, se tiñó con Giemsa durante 20 minutos, se lavaron los

pozos con agua destilada hasta que el agua saliera sin colorante.
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6. Se observó en el microscopio invertido el efecto citopático que causan las toxinas en las

células VERO y MA-104.

IV.2.5 ANÁLISIS DE ADHERENCIA EN LA LÍNEA CELULAR HEP-2

IV.2.5.1 PREPARACIÓN DE LOS CULTIVOS

1. Se sembró una asada de cada cultivo en tubos con 3 mL de caldo triptona con manosa al

1%, se incubó a 37 oC/ 18 horas/ 100 rpm. Se centrifugaron a 2500 rpm/ 20 min/ 4 oC.

2. Se eliminó el sobrenadante y el botón se resuspendió en 1 mL de PBS estéril. Esta es la

suspensión bacteriana que se utilizó para el ensayo.

IV.2.5.2 PREPARACIÓN DE LA MICROPLACA

1. Las microplacas de 24 pozos con el 100% de confluencia de la monocapa de células

Hep-2 (células cáncer laringeo humano), crecidas sobre un cubreobjetos estéril. Fueron

lavados 3 veces con PBS estéril y se eliminó el último lavado.

2. Se colocó en cada pozo 975 µL de medio MEM + 25 µL de la suspensión bacteriana.

3. Se incubó la microplaca a 37 oC/5 % CO2/ 3 horas.

4. Se eliminó el medio con una pipeta Pasteur, se lavó 3 veces con PBS estéril.

5. Se fijaron las células con metanol durante 1 minuto.

6. Se lavó 3 veces con PBS estéril.

7. Se tiñó con Giemsa durante 20 minutos y se lavaron los pozos con agua destilada hasta

que el agua saliera sin colorante.

8. Se deshidrataron las preparaciones colocándolas 1 min en acetona, 1 min en acetona-

xilol (1:1) y 1 min en xilol. Se montaron las preparaciones en portaobjetos con una gota

de resina de Permount.

9. Se observó al microscopio con en el objetivo de inmersión (100x).
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IV.2.6 ANÁLISIS DE INVASIVIDAD EN LA LÍNEA CELULAR HEP-2

IV.2.6.1 PREPARACIÓN DE LOS CULTIVOS

1. Se sembró una asada de cada cultivo en tubos con 3 mL de caldo triptona con manosa al

1%, se incubaron a 37 oC/ 18 horas/ 100 rpm. Luego se centrifugaron a 2500 rpm/ 20

min / 4 oC.

2. Se eliminó el sobrenadante y el botón se resuspendió en 1 mL de PBS estéril.

IV.2.6.2 PREPARACIÓN DE LA MICROPLACA

1. Las microplacas de 24 pozos con el 100% de confluencia de la monocapa de células

Hep-2 (células cáncer laringeo humano), crecidas sobre un cubreobjetos estéril. Fueron

lavados 3 veces con PBS estéril y se eliminó el último lavado.

2. Se colocó en cada pozo 975 µL de medio MEM + 25 µL de la suspensión bacteriana.

3. Se incubó la microplaca a 37 oC/5 % CO2/ 3 horas.

4. Posteriormente se eliminó el medio con una pipeta Pasteur, se lavó 3 veces con PBS

estéril.

5. Se colocó en cada pozo 1000 µL  de medio MEM + Gentamicina (90 µg/mL) +

Lizosima (300 µg/mL).

6. Se incubó la microplaca a 37 oC/5 % CO2/ 3 horas.

7. Se eliminó el medio con una pipeta Pasteur, se lavó 3 veces con PBS estéril.

8. Se fijaron las células con metanol durante 1 minuto.

9. Se lavó 3 veces con PBS estéril.

10. Se tiñó con Giemsa durante 20 minutos y se lavaron los pozos con agua destilada hasta

que el agua saliera sin colorante.
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11. Se deshidrataron las preparaciones colocándolas 1 min en acetona, 1 min en acetona-

xilol (1:1) y 1 min en xilol. Se montaron las preparaciones en portaobjetos con una gota

de resina de Permount.

12. Se observó al microscopio con en el objetivo de inmersión (100x).

IV.2.7 ANÁLISIS DE HEMOLISINA

1. Se sembró cada una de las cepas en caldo BHI y se incubó a 37oC durante 24 horas.

2. Se tomó una asada de cada cepa y se sembró en placas de agar sangre con eritrocitos de

carnero al 5 %, se incubó a 37oC durante 24 horas. Se observó la producción de un halo

de hemólisis.
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V.  RESULTADOS    Y    DISCUSIÓN
De las 357 muestras analizadas el 5.88 % fueron positivas para el aislamiento de

Escherichia coli O157:H7, de estas un 33% correspondieron a productos de la pesca y el 67 %

a hortalizas.

De las hortalizas, en cilantro y espinaca se tuvo el 21.42 % de positividad en ambos

casos; el 7.14% en lechuga, en perejil de 14.28% y para las muestras de verdolagas el 35.74%;

en apio, brócoli y pápalo quelite no fue posible aislar a Escherichia coli O157:H7 (cuadro 3).

Cuadro 4.   Muestra positivas de hortalizas para Escherichia coli O157:H7

HORTALIZA Muestras analizadas Muestras   positivas

Apio 10 0

Brócoli 10 0

Cilantro 30 3

Espinaca 20 3

Lechuga 30 1

Pápalo quelite 10 0

Perejil 20 2

Verdolaga 20 5

TOTAL 150 14

Nuestros resultado concuerdan con los encontrados por Papavassiliou, et al., 1967 y

Garcia-Villanova, et al., 1987, quienes determinaron la presencia de patógenos y coliformes

fecales en estos tipos de productos alimenticios. Lo que indica una importante contaminación,
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ya sea, desde el cultivo, manejo, almacenamiento y comercialización (Rosa, et al., 1984.) de

estos vegetales.

La contaminación de los productos hortícola por microorganismos patógenos puede ser

durante su cultivo, durante cosecha y en cualquier punto de su comercialización.  Diversas son

las fuentes de contaminación que pueden aumentar el número de microorganismos que de

origen contengan estos alimentos, entre ellas está el agua de riego sobre todo si se utilizan

aguas residuales, el suelo, fertilización con abono orgánico, el aire y las personas que cuidan

de las tierras de cultivo. En la poscosecha destaca la maquinaria, el equipo, los recipientes, los

animales domésticos y silvestres, los trabajadores, el polvo de la atmósfera y los vehículos

(Frazier y Westhoff, 1993).

Algunos autores han demostrado que la sobrevivencia de los organismos coliformes y

patógenos entéricos en diversos vegetales crudos, depende en parte de la humedad y la

temperatura del medio donde se encuentre el  producto. En algunos casos, el tiempo de

sobrevivencia de estos organismos se extiende más allá de la vida media útil del producto y

puede inclusive haber incrementado de la población bacteriana (Gelreich y Bordner, 1971;

Nichols et al, 1971; Konowalchuk y Speirs, 1975).

Una práctica común durante la comercialización de hortalizas es proporcionar un

aspecto de frescura al rociarles agua, esta acción les añade microorganismos tanto del

manipulador como del agua que en ocasiones es de dudosa procedencia y que por supuesto si

es potable después de un tiempo deja de serlo.

De las hortalizas analizadas en la verdolaga se obtuvo el 47.37 % de cepas de

Escherichia coli O157:H7, en espinaca el 21 %, en cilantro el 15.79 %, en perejil el 10.53 %

y en lechuga el 5.31 % (cuadro 4).

La mayoría de las hortalizas que se comercializan, albergan un número alto de bacterias

gramnegativas fermentadoras de la lactosa del tipo coliforme, su recuento carece de

importancia sanitaria, ya que Enterobacter, habitualmente esta asociado con la vegetación;

pero cuando los cultivos se riegan con aguas residuales y fertilizan con abonos orgánicos, de
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origen animal, el número de E. coli es alto, teniendo por lo tanto su presencia una importancia

real desde el punto de vista de salud pública, considerando que el hábitat natural de E. coli es

el tracto intestinal de los animales de sangre caliente. (Splittstoesser, 1983).

Cuadro  5. Unidades Formadoras de Colonias identificadas como Escherichia coli

O157:H7

Número  de  Unidades  Formadoras  de  Colonias

Hortaliza
Analizadas Presuntivas Escherichia coli

Confirmadas

Escherichia coli O157:H7

Apio 50 4 0

Brócoli 50 3 0

Cilantro 150 15 3

Espinaca 100 9 4

Lechuga 150 13 1

Pápalo quelite 50 8 0

Perejil 100 8 2

Verdolaga 100 12 9

TOTAL 750 72 19

El agua de uso agrícola puede contaminarse directa o indirectamente si no se evacuan de

forma adecuada las heces procedentes de los seres humanos y/o animales, la contaminación

por materia fecal puede ocurrir debido a las descargas procedentes de plantas de tratamiento

de agua. Entre las fuentes de contaminación que pueden existir sobre el terreno por materia

fecal procedente de animales se encuentra el pastoreo en áreas de cultivo, el almacenamiento
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de estiércol al lado de las tierras de labranza, fugas o reboses en los estanques  de estiércol, el

acceso no restringido del ganado a las aguas superficiales, pozos o zonas de bombeo, y la

existencia de altas concentraciones de fauna silvestre (FDA; USDA y CDC, 1998).

Existen reportes en los que Escherichia coli O157:H7 sobrevive por más de un año en

pilas de heces de vaca expuestas a las condiciones ambientales (Wang et. al., 1996),

corroborando de esta manera que el estiércol procedente de animales portadores de este

microorganismo es la fuente primaria de contaminación de las hortalizas y productos

alimenticios en los países donde no se procesa adecuadamente (Kudva et. al.,1998), o se

utiliza como abono.

Las verdolagas y espinacas se consumen cocidas pero pueden ser una fuente de

Escherichia coli O157:H7 mediante una contaminación cruzada cuando los utensilios que

estén en contacto con estas hortalizas crudas se utilizan con otros alimentos si no se tiene una

buena higiene después de cada uso, así como, de evitar el contacto de las hortalizas crudas con

otros alimentos u hortalizas ya desinfectadas o cocinadas

Por otra parte el que Escherichia coli O157:H7 esté presente en productos que se

consumen crudos como cilantro, perejil y lechuga, muchas veces sin un proceso de

desinfección previo o solo enjuagándolas con agua antes de ser consumidas, son un riesgo

potencial. Además de que por contaminación cruzada pueden llegar a otros alimentos o

utensilios aumentando así el riesgo de los comensales.

También puede haber variación de la carga microbiana dependiendo de la tierra que

permanezca adherida al vegetal en el momento de la comercialización y el consumo

(Comisión Internacional de Especificaciones Microbiológicas para Alimentos, 1985), aunado

a las los deficientes y hasta nulos procedimientos de desinfección, hacen por lo tanto a estos

productos hortícolas probablemente uno de los vehículos más importantes de enfermedades

(Organización Panamericana de la Salud 1993)
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Existen reportes que indican que Escherichia coli O157:H7 es capaz de penetrar en la

raíz de plantas maduras de lechuga y ser transportada a sitios dentro de las porciones

comestibles de la planta. Las plantas de lechuga que crecen en suelos que han sido fertilizados

con estiércol contaminado o irrigadas con agua contaminada con esta bacteria pueden producir

contaminación de las partes comestibles de las plantas de lechuga (Solomon et. al.,2002).

                       Colonias E. coli              E. coli O157:H7

Figura  1.  Aislamiento de Escherichia coli  O157:H7 en hortalizas.

Del total de colonias analizadas para hortalizas el 9.6 % fueron identificadas como

Escherichia coli y el 2.5 % se confirmaron como Escherichia coli O157:H7 (Figura 1). Esto

nos indica que esta bacteria se encuentra presente en las hortalizas aunque en bajo porcentaje.

     Se ha demostrado que la mayoría de los brotes producidos por cepas EHEC, han sido

el resultado de la transmisión del microorganismo a través de alimentos (Cimolai, et al.,

1990). En un estudio realizado en el periódo de 1987 a 1991 en Canadá, se observó que la

fuente probable de la infección fue identificada sólamente en el 35% de los casos (carne de

res, 23.1%; leche, 0.5%; otros alimentos, 9.0% y la transmisión de persona a persona, 2.4%),

por lo que se deduce que en un porcentaje elevado de casos, no se conoció la fuente de

infección (Waters et al. 1994). De igual forma también se ha demostrado la posibilidad de que

E. coli 0157:H7 pueda crecer en vegetales crudos almacenados en refrigeración y a las
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condiciones  en las que comúnmente se comercializan y almacenan estos productos (Abdul-

Raouf,et al., 1993).

Actualmente no existen estudios epidemiológicos en México que evalúen el papel de

estos alimentos en las enfermedades transmitidas por alimentos; siendo la cosecha en el

campo, la comercialización, forma de preparar y consumir, las que constituyen un alto nivel de

riesgo de contaminación por microorganismos patógenos. Debido a que la mayoría de las

hortalizas siempre están en contacto con la tierra y los fertilizantes utilizados se debe tener el

mayor control sobre ambos para evitar su contaminación.

El crecimiento de numerosas especies bacterianas, también es dependiente de la

composición general de la hortaliza como es el contenido de vitaminas, minerales, ácidos

orgánicos, almidón, diversos tipos de azucares, lípidos y pequeñas cantidades de proteínas

(CIEMA, 1985). Esta composición es favorable para la permanencia de los organismos como

E. coli O157:H7

Dentro de productos de la pesca el 28.57 % de muestras positivas correspondieron a

ostiones y el 71.43 % a pescados (cuadro 5).

Cuadro 6.  Productos de la pesca analizados para el aislamiento de Escherichia coli

O157:H7

Producto de la pesca Muestras analizadas Muestras   positivas

Ostión 102 2

Pescado 105 5

TOTAL 207 7

Las aguas naturales contaminadas o las residuales tratadas inadecuadamente, pueden dar

lugar a la presencia de microorganismos patógenos en el pescado (capaces de causar perjuicios
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a la salud del hombre). Los microorganismos patógenos, pueden contaminar los productos de

la pesca durante su manipulación en cualquier fase de su procesamiento, debido a la falta de

limpieza, higiene y condiciones sanitarias (Connell, 1988).

Cuadro 7.  Confirmación de Unidades Formadoras de Colonias de Escherichia coli

O157:H7

Número  de  Unidades  Formadoras  de  Colonias
Producto de la pesca

Analizadas Presuntivas Confirmadas

Ostión 510 47 2

Pescado 525 50 5

TOTAL 1035 97 7

De los productos de la pesca analizados en pescado se obtuvo el 71.43 % de las cepas de

Escherichia coli O157:H7 aisladas y en ostiones el 28.57 % (cuadro 6).

La principal fuente de contaminación de los sistemas estuarinos la constituyen los

desechos domésticos, agrícolas e industriales. Ecológicamente puede considerarse desde

diversos puntos de vista, ya que puede estar representada por materia en suspensión,

modificando por ende las propiedades del agua como concentración de oxigeno, salinidad,

dureza, pH, conductividad, entre otras (Solo-Gabriele et. al., 2000).

Las especies capturadas en aguas costeras, pueden estar contaminadas por desechos

industriales, agrícolas y de animales. Al respecto Nelson en 1938 señala que las aguas negras

presentan una alta concentración de bacterias coliformes, en tales condiciones normalmente

las ostras no alteran su ritmo de filtrado, razón por la cual la concentración de E. coli suele

alcanzar cifras muy elevadas, de hasta 20 000-500 000 bacterias por cada 100 cc de tejido de

ostión (Sevilla, 1993).
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Del total de colonias analizadas para productos de la pesca el 9.37 % fue identificadas

como Escherichia coli y el 0.68 % se confirmaron como Escherichia coli O157:H7 (Figura 2).

                           Colonias E. coli              E. coli O157:H7

Figura 2.  Aislamiento de Escherichia coli O157:H7 en productos de la pesca

De acuerdo a los resultados obtenidos  se puede decir que la presencia de Escherichia

coli O157:H7 está relacionada con los asentamientos humanos localizados en la rivera de la

laguna de los cuales algunos poseen letrinas que desembocan hacia la misma. Por lo anterior,

resulta lógico el que esta bacteria se encuentre en los alimentos recolectados en la laguna, ya

que el hombre es parte de la transmisión de dicho microorganismo, como lo demuestran los

estudios realizados por diversos investigadores sobre la transmisión de E. coli O157:H7 de

persona a persona por vía fecal-oral (Riley et. al.,1983; Spika et. al.,1986; Pai et. al.,1988;

Bryant et. al.,1989; Pavia et. al.,1990; Belongia et. al.,1993; Rowe et. al.,1993; Bell et.

al.,1994)

La dosis infectiva ingerida de EHEC en el humano es muy baja (Granum et al. 1995,

Tarr, 1995). En un estudio de un brote presentado en Adelaide, Australia; (Paton et al. 1996)

demostraron que una bacteria en 10 g de alimento fue suficiente para producir la enfermedad,
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por lo que su presencia en un producto alimenticio, independientemente del número, es

importante

La pesca en la laguna, no solo se realiza con ayuda de redes, pinzas y lanchas sino que

las personas se sumergen y desplazan caminando dentro por ser poco profunda (1-1.5m)

(Terán, 1989). El sumergirse y caminar hace suponer que, en algún momento se puede ingerir

el agua contaminada completando así el ciclo de transmisión.

La presencia de Escherichia coli O157:H7 en este tipo de productos esta condicionada a

la composición nutrimental (alto contenido proteico, lípidos, vitaminas y agua) y a la biota

presente (CIEMA, 1985). Esta bacteria también puede estar presente en ostiones y pescados,

por la fauna en la laguna y su entorno como cerdos: perros, vacas, gatos y diversas aves

(pelícanos, gaviotas y aves de corral) que juegan un importante papel epidemiológico en la

transmisión de este microorganismo, ya que estos animales son reservorios naturales de

Escherichia coli O157:H7. Así mismo, los desechos humanos y animales son vertidos en la

laguna tanto por descarga como por arrastre cuando sube la marea, por el viento y durante la

época de lluvias.

Todo esto nos lleva a pensar que las enfermedades no notificadas dentro de la población,

como la gastroenteritis y alguna colitis no diagnosticada pueden ser causadas por Escherichia

coli O157:H7.
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Con respecto a los experimentos de citotoxicidad, se observó que el porcentaje de

destrucción de la monocapa de células VERO es variable en las cepas aisladas, así una cepa de

las que proceden de pescado producen entre el 50-60 %, una un 70-80 %  y las tres restantes

un 90-100 %. En el caso de las cepas procedentes de ostión  una  produce un 70-80 % y una de

90-100 %. Para las hortalizas tres producen un 50-60 %, cuatro cepas el 70-80 % y las doce

restantes un 90-100 % de destrucción celular (cuadro 7).

 Cuadro 8.  Efecto  citotóxico en la línea celular VERO

Origen  de  las  cepas
% de destrucción

Pescado Ostión Hortalizas

0 - 20 - - -

30 – 40 - - -

50 – 60 1 - 3

70 – 80 1 1 4

90 - 100 3 1 12

Total 5 2 19

Se  pudo observar que el porcentaje de destrucción de la monocapa de células MA-104

es variable en las cepas aisladas, así en el caso de las cepas provenientes de pescado dos

producen un 70-80 %  y las tres restantes un 90-100 %. En el caso de los aislados de ostión

una  produce un 70-80 % y una de 90-100 %. Para las hortalizas una produce un 50-60 %, seis

cepas el 70-80 % y las doce restantes da un 90-100 % de destrucción celular (cuadro 8). En

este trabajo se anexó la línea celular MA-104 lo cual ayuda a ampliar el panorama sobre la

acción de las toxinas shiga-like en diferentes células.
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Cuadro  9.  Efecto  citotóxico en la línea celular  MA-104

Origen  de  las  cepas
% de destrucción

Pescado Ostión Hortalizas

0 - 20 - - -

30 – 40 - - -

50 – 60 - - 1

70 – 80 2 1 6

90 - 100 3 1 12

Total 5 2 19

Al analizar la producción de shiga-like toxinas en las cepas identificadas como

Escherichia coli O157:H7 se observó una gama de porcentajes de destrucción celular, que va

del 50 % al 100% lo que nos señala la producción de diferentes tipos de toxina Stx 1 y/o Stx 2.

Esto nos indica que pueden ser un riesgo potencial , ya que estas cepas poseen la capacidad de

producir toxinas que dañan sus células blanco, lo que puede traducirse en una infección

gastrointestinal y posteriormente tener secuelas de dicha infección  son SUH o CH

Altos niveles de Gb3 se pueden encontrar en células endoteliales presentes en el colon, el

sistema nervioso central, el páncreas, la microvasculatura del glomérulo renal y células del

tejido renal (Schmidt et. al., 1995).

Las toxinas shiga-like son citotóxicas para las líneas celulares VERO y células HeLa,

letales para ratones adultos inyectados intraperitonealmente y poseen una ligera actividad

enterotóxica en asa ligada de intestino de conejo (Karmali, 1989).
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Línea celular  MA-104

Sin inocular Escherichia coli Escherichia coli  Escherichia coli
                                   ATCC  25922                     O157:H7                      O157:H7
                                                                           ATCC  35150                   problema

Línea celular  VERO

Sin inocular Escherichia coli Escherichia coli  Escherichia coli
                                   ATCC  25922                     O157:H7                      O157:H7
                                                                           ATCC  35150                   problema

Figura 3. Efecto citotóxico producido por las toxinas de Escherichia coli O157:H7 en las

líneas celulares VERO y MA-104.

En este trabajo se demostró la presencia del principal factor de patogenicidad informado

para Escherichia coli O157:H7. Este microorganismo puede producir solo la toxina Stx 1, la

toxina Stx 2 o ambas, pero dentro de la toxina Stx 2 existen variantes como Stx 2c, Stx 2v, Stx

2vhb, Stx 2e, etc. Por esta razón los daños y secuelas en el paciente dependerán de la o los

tipos de toxina que cada cepa produzca (Nataro y Kaper, 1998; Cornick et. al.,2000).
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Existe un subgrupo en particular llamado Stx 2c, que posee diferencias en la secuencia

de aminoácidos en la subunidad B  en comparación con la subunidad clásica de Stx 2 (

Asp16→Asn y Asp24→Ala). Este subgrupo muestra baja capacidad de unión a su receptor

Gb3, disminuyendo así la citotoxicidad en los ensayos in vitro. Estudios epidemiológicos

informan que las cepas de Escherichia coli productoras de toxinas shiga-like tipo Stx 2 son

comúnmente asociadas a enfermedades graves como el SUH, que aquellas cepas que solo

producen Stx 1 o ambas Stx 1 y Stx 2. Una posible explicación de esto es que, el nivel de

transcripción del gene stx2 in vivo es mayor que el de stx1, se ha observado in vitro que los

genes relacionados con la transcripción de stx2 son constitutivos (Paton y Paton, 1998).

Además debido a que la información para la producción de las toxinas Stx 1 y Stx 2, está

codificada en plásmidos que posteriormente se integran al cromosoma, la cantidad de copias

de dichos plásmidos determinará la cantidad de toxina que excretará dicha bacteria. Las

toxinas shiga-like Stx 1 y Stx 2 están codificadas en el genoma de bacteriófagos temperados

(Muniesa et. al., 2000).

Con respecto a la evaluación de la adherencia en células Hep-2 se observó que solo el

73.08 %  presentó una adherencia difusa, de las cuales el 36.8% se aislaron de verdolaga, el 21

% de espinaca, el 15.8 % de pescado, el 10.5 % de cilantro, el 5.3 % tanto para perejil, lechuga

y ostión (figura 4).

Figura 4. Adherencia de Escherichia coli O157:H7 en células Hep-2.
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Aquellas bacterias que sobreviven a las condiciones ácidas del estomago pueden

colonizar el intestino gracias a su capacidad para adherirse a la células del epitelio intestinal.

E. coli O157:H7 presenta diferentes patrones de adherencia, tal vez, como un reflejo de los

diversos mecanismos de adherencia que posee. Así, algunas cepas presentan un patrón de

adherencia difusa, es decir, la bacteria se distribuye sobre toda la superficie de las células

epiteliales (Sherman et. al., 1987); otras cepas exhiben un patrón de adherencia localizada

formando microcolonias en un número limitado de sitios en la superficie epitelial (McKee y

O´brien, 1995). Se ha demostrado que cepas de origen humano de Escherichia coli O157:H7

pueden adherirse a células Hep-2 y a la línea celular de Intestino 407 (Dorn y Angrick, 1991).

Escherichia coli Escherichia coli O157:H7  Escherichia coli O157:H7
     ATCC  25922                           ATCC  35150                                    problema

Figura 5. Adherencia difusa de Escherichia coli O157:H7 en células Hep-2.

 De esta manera se puso de manifiesto otro factor de virulencia importante de

Escherichia coli O157:H7, indicándonos que la mayoría de estas cepas son capaces de llegar

al intestino y adherirse a las células epiteliales, destruyendo las microvellocidades causando

las lesiones de adherencia y esfacelamiento (A/E) características.

Dado que hubo cepas incapaces de adherirse a las células Hep-2, se puede suponer que

tienen alguna deficiencia en la producción de factores requeridos para la adherencia

bacteriana, como pueden ser la intimina o su receptor. Estos daños pueden presentarse a nivel

genético, por ausencia del gen que codifique para una o ambas proteínas, o que dicho gen esté

presente pero tenga alguna mutación que impide la producción de una proteína funcional.
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La capacidad para producir la lesión A/E está codificada en 41 genes, localizados en una

isla de patogenicidad llamada Locus para Esfacelamiento de Enterocitos (LEE). LEE codifica

para la adhesina intimina (gene eaeA)  y varias proteínas (EspA, B y D) secretadas por el

sistema de secreción tipo III (codificado por los genes sep/esc). En LEE también se codifica

un receptor (EspE) para la intimina que es translocado a la membrana de la célula eucariótica.

La interrupción de alguno de estos genes impide la interacción bacteriana con la célula

eucariótica durante el proceso de infección (Kresse et. al., 1998; Beltrametti et. al., 1999).

En el caso de la invasividad las cepas aisladas de Escherichia coli O157:H7 fueron

incapaces de invadir las células Hep-2, lo que concuerda con lo reportado en la bibliografía

donde se menciona que esta bacteria no invade las líneas celulares Hep-2 (carcinoma de

laringe humana), intestino 407 (células de intestino fetal humano) (Sherman et. al., 1987) y

HCT-8 (células ileocecales humanas) (McKee y O´Brien, 1995). El que este microorganismo

no sea  capaz de invadir estas líneas celulares no descarta la posibilidad de que pueda invadir

alguna otra línea celular pues se desconoce si posee o no el mecanismo para llevar a cabo el

proceso de invasividad.

      Shigella spp. Escherichia coli Escherichia coli Escherichia coli
                                 ATCC  25922                    O157:H7               O157:H7
                                                                        ATCC  35150                    problema

Figura 6. Invasividad  producida por Escherichia coli O157:H7 en células Hep-2.

En el caso de la hemolisina todas las cepas fueron positivas para esta prueba

produciendo un halo de hemólisis alfa, lo que muestra que hay una destrucción parcial de los

eritrocitos liberándose grupos hemo y hemoglobina que sirven como fuente de hierro para

Escherichia coli O157:H7.
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Esto nos indica que posee los genes para la producción, activación o maduración y

excreción de la hemolisina

La lisis de los eritrocitos in vivo libera grupos hemo y hemoglobina, con un incremento

del crecimiento de E. coli O157:H7 ya que pueden servirle como una fuente de hierro (Nataro

y Kaper, 1998).

La importancia de Escherichia coli O157:H7 se pone de manifiesto en el hecho de que

su genoma y el plásmido de mayor tamaño que posee han sido secuenciados totalmente, lo

cual ayudara a combatir su patogenicidad ( Burland et. al., 1998: Perna et. al., 2001).
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Cuadro 10. Citotoxicidad, hemolisina, adherencia e invasividad de las cepas de

Escherichia coli O157:H7 aisladas.

Porcentaje de destrucción celular
Número

de cepa
Origen

Células VERO
Células

MA-104

Adherencia Invasividad

Producción

de

Hemolisina

1 Verdolaga 90 90 - - +

2 Espinaca 100 100 + - +

3 Verdolaga 100 100 + - +

4 Lechuga 70 100 + - +

5 Espinaca 90 100 + - +

6 Verdolaga 100 100 + - +

7 Perejil 90 100 - - +

8 Verdolaga 100 90 + - +

9 Verdolaga 100 100 + - +

10 Ostión 70 90 + - +

11 Espinaca 80 70 + - +

12 Verdolaga 60 80 + - +

13 Verdolaga 100 80 - - +

14 Perejil 50 70 + - +
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Porcentaje de destrucción celular Adherencia Invasividad

Producción

de

HemolisinaNúmero

de cepa
Origen

Células VERO
Células

MA-104

15 Cilantro 90 90 + - +

16 Verdolaga 80 80 + - +

17 Espinaca 80 60 + - +

18 Pescado 70 80 + - +

19 Ostión 100 70 - - +

20 Pescado 100 100 + - +

21 Pescado 100 100 - - +

22 Pescado 60 80 + - +

23 Pescado 100 90 - - +

24 Verdolaga 100 100 + - +

25 Cilantro 100 100 + - +

26 Cilantro 60 80 - - +

Escherichia   coli

ATCC 25922
CERO CERO - - -

Escherichia  coli  O157:H7

ATCC 35150
100 100 + - +
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En el cuadro 9 podemos observar la procedencia de cada una de las cepas de Escherichia

coli O157:H7 aislada así como la expresión de cada uno de los factores de virulencia que se

determinaron, como podemos ver la mayoría de las cepas provienen de hortalizas reflejando la

situación de la agricultura en nuestro país donde se utiliza como fertilizante el estiércol del

ganado y en la mayoría de los casos agua contaminada con el mismo o aguas negras. Así como

las cepas obtenidas de pescado y ostión provenientes de un cuerpo acuícola con problemas

serios de contaminación debida a las descargas de los hogares localizados en sus riveras, al

igual que la presencia de fauna nociva para las practicas de acuacultura.

Por lo anterior podemos decir que se deben tomar las medidas higiénicas necesarias en

todos los alimentos que consumimos pues no se conocen las condiciones en que hayan sido

producidos.
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VI.  CONCLUSIÓN

Este trabajo demuestra la presencia de Escherichia coli O157:H7 en productos de la

pesca y hortalizas en México, presentando estas cepas factores de patogenicidad como las

toxinas shiga-like, la producción de hemolisina y la capacidad de adherencia. La presencia de

este microorganismo en diversos alimentos representan un riesgo potencial para los

consumidores, por la posibilidad de padecer una gastroenteritis con secuelas como el síndrome

urémico hemolítico, colitis hemorrágica o púrpura trombocitopénica; enfermedades reportadas

en nuestro país como etiología viral o desconocida.

Estos resultados sugieren que debe buscarse a Escherichia coli O157:H7 en alimentos

para su control de calidad y en pacientes que sufran de procesos diarreicos.
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MEDIOS  DE  CULTIVO

1. Agua peptonada amortiguada

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Peptona                                                                                    1.0

Agua destilada                                                                     1000 mL

PREPARACIÓN

Disolver la peptona en el agua destilada y ajustar el pH a 7.0 ±  0.1, esterilizar a

121 oC durante 15 minutos.

2. Caldo Lauril Sulfato

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Lauril Sulfato de sodio                                                            0.1

Peptona de caseína                                                                20.0

Lactosa                                                                                    5.0

Fosfato dipotásico                                                                   2.75

Fosfato monopotásico                                                             2.75

Cloruro de sodio                                                                      5.0

pH final  6.8 ± 0.2

PREPARACIÓN

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Distribuir en tubos de

ensaye con campanas de Durham en porciones de 10 mL. Esterilizar a 121 oC

durante 15 minutos.
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3. Caldo Escherichia coli

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Digerido pancreático de caseína, triptona o caseína             20.0

Lactosa                                                                                    5.0

Sales biliares No. 3                                                                 1.5

Fosfato dipotásico                                                                   4.0

Fosfato monopotásico                                                             1.5

Cloruro de sodio                                                                     5.0

pH final 6.9 ± 0.2 después de esterilizar

PREPARACIÓN

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. De ser necesario ajustar el

pH de manera que después de la esterilización el valor sea 6.9 ± 0.2.

Distribuir en tubos con campana de Durham en porciones de 5 mL. Esterilizar a

121 oC durante 15 minutos.

4. Caldo Infusión Cerebro Corazón (BHI)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Infusión de cerebro de ternera                                             200.0

Infusión de corazón de res                                                   250.0

Proteasa peptona o polipeptona                                             10.0

Cloruro de sodio                                                                      5.0

Fosfato disódico                                                                      2.5

Dextrosa                                                                                  2.0

pH final 7.4 ± 0.2
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PREPARACIÓN

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada, distribuir en volúmenes

adecuados y esterilizar en autoclave a 121 oC durante 15 minutos.

5. Agar Mac Conkey Sorbitol

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Peptona de gelatina                                                                  17.0

Mezcla de peptonas                                                                   3.0

Sorbitol                                                                                    10.0

Mezcla de sales biliares                                                             1.5

Cloruro de sodio                                                                        5.0

Agar                                                                                         13.5

Rojo neutro                                                                                0.03

Cristal violeta                                                                            0.001

pH final 7.1 ± 0.2

PREPARACIÓN

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. mezclar totalmente,

después calentar y agitar frecuentemente. Hervir durante un minuto. Esterilizar en

autoclave a 121 oC durante 15 minutos. Enfriar a 45-50 oC y distribuir en cajas de

Petri estériles.
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6. Agar Infusión Cerebro Corazón (BHI)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Infusión de cerebro de ternera                                             200.0

Infusión de corazón de res                                                   250.0

Proteasa peptona o polipeptona                                             10.0

Cloruro de sodio                                                                      5.0

Fosfato disódico                                                                      2.5

Dextrosa                                                                                  2.0

Agar                                                                                       15.0

pH final 7.4 ± 0.2

PREPARACIÓN

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Mezclar totalmente,

calentar y agitar frecuentemente. Hervir durante un minuto. Esterilizar en

autoclave a 121 oC durante 15 minutos. Dejar enfriar 45 –50 oC y distribuir en

cajas de Petri estériles.

7. Agar Base Sangre

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Infusión de corazón de ternera                                             500

Triptosa                                                                                  10

Cloruro de sodio                                                                      5

Agar                                                                                       15

pH  final 6.8 ±    0.1
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PREPARACIÓN

Disolver los ingredientes aforando a un litro de agua, calentar si es necesario para

disolver totalmente. Esterilizar a 121 oC/15 minutos, dejar enfriar 45 –50 oC  y

distribuir en cajas de Petri estériles.

8. Base de caldo rojo de fenol

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Peptona de caseína                                                                 10.0

Cloruro de sodio                                                                      5.0

Rojo de fenol                                                                           0.18

pH  final  7.4 ±   0.2

PREPARACIÓN

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada, agregar 10 gramos del

carbohidrato que se desea utilizar y distribuir en tubos. Esterilizar de 116 a 118 oC

(no más de 12 libras de presión) durante 15 minutos.

9. Caldo Rojo de Metilo – Voges Proskauer (RM-VP)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Mezcla de peptonas                                                                  7

Dextrosa                                                                                   5

Fosfato de potasio                                                                    5

pH  final 6.9 ±    0.2
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PREPARACIÓN

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada, mezclarlos perfectamente.

Si es necesario calentar un poco hasta disolverlos, distribuir en tubos y esterilizar

entre 118 a121 oC (no más de 15 libras de presión) durante 15 minutos.

10. Medio de Movilidad Indol Ornitina (MIO)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Extracto de levadura                                                               3.0

Peptona de gelatina                                                               10.0

Peptona de caseína                                                                10.0

L-Ornitina                                                                               5.0

Dextrosa                                                                                  1.0

Púrpura de Bromocresol                                                         0.02

 pH  final 6.8 ±    0.1

PREPARACIÓN

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada y calentar hasta disolver

completamente. Se distribuye en tubos en proporciones de 5 mL y se esteriliza en

autoclave a 121 oC durante 15 minutos.
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11. Agra Hierro y Triple Azúcar (TSI)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Mezcla de peptonas                                                               20.0

Cloruro de sodio                                                                      5.0

Lactosa                                                                                  10.0

Sacarosa                                                                                10.0

Dextrosa                                                                                  1.0

Sulfato de amonio férrico                                                        0.2

Tiosulfato de sodio                                                                  0.2

Rojo de fenol                                                                           0.025

Agar                                                                                       13.0

 pH  final 7.4 ±    0.1

PREPARACIÓN

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Calentar agitando

frecuentemente hasta ebullición y completa disolución. Se distribuye en tubos y se

esterilizan en autoclave a 121 oC durante 15 minutos. Los tubos se deben enfriar

en posición inclinada de manera que el medio de cultivo en el fondo del tubo

alcance una profundidad de 1.5 a 2.0 cm.
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12. Caldo Urea

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Fosfato monopotásico                                                             0.091

Fosfato disódico                                                                      0.095

Extracto de levadura                                                               0.1

Urea                                                                                       20.0

Rojo de fenol                                                                           0.01

pH final 6.8 ± 0.2

PREPARACIÓN

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada sin calentar y se pasa a

través de un filtro bacteriológico estéril. Se distribuye en tubos estériles. También

se puede esterilizar el medio en autoclave de 5 a 8 libras de presión durante 15

minutos.

13. Agar Citrato de Simmons

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Fosfato deshidrogenado de amonio                                        1.0

Fosfato dipotásico                                                                   1.0

Cloruro de sodio                                                                      5.0

Citrato de sodio                                                                        2.0

Sulfato de magnesio                                                                 0.2

Agar                                                                                        15.0

Azul de Bromotimol                                                                 0.08

pH final 6.9 ± 0.2
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PREPARACIÓN

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Mezclar bien y calentar,

agitar frecuentemente hasta ebullición durante un minuto. Distribuir en tubos y

esterilizar a 121 oC durante 15 minutos. Enfriar en posición inclinada.

14. Agar Hierro Lisina (LIA)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Peptona de gelatina                                                                  5.0

Extracto de levadura                                                                3.0

Dextrosa                                                                                   1.0

L-Lisina                                                                                  10.0

Citrato de hierro y amonio                                                       0.5

Tiosulfato de sodio                                                                  0.04

Púrpura de Bromocresol                                                          0.02

Agar                                                                                       13.5

pH final 6.7 ± 0.2

PREPARACIÓN

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Mezclar bien y calentar,

agitar frecuentemente hasta ebullición durante un minuto. Distribuir en tubos y

esterilizar a 121 oC durante 15 minutos. Enfriar en posición inclinada.
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15. Agar Movilidad Nitrato

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Peptona de carne                                                                     5.0

Nitrato de potasio                                                                                      1.5

Extracto de carne                                                                     3.0

Agar                                                                                         3.0

pH final 7.2 ± 0.2

PREPARACIÓN

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada y calentar hasta que se

disuelvan perfectamente, distribuir en tubos. Esterilizar a 121 oC durante 15

minutos.

16. Medio Mínimo Esencial

FORMULACIÓN

Medio Mínimo Esencial 10X                                                 50 mL

Regulador de pH HEPES 1M pH 7.3 ± 0.01 estéril                5 mL

Glutamina estéril 200mM (X100)

[29.2 mg/mL de glutamina en NaCl 0.85 %]                          5 mL

Bicarbonato de sodio al 7.5 % estéril                                      5 mL

Agua desionizada estéril                                                      450 mL

PREPARACIÓN

En condiciones de esterilidad se colocan todos los ingredientes en un frasco de

tapón de rosca estéril y se almacenan en refrigeración hasta su uso. Al usarse se

suplementa con la cantidad de suero fetal bovino deseada.
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17.  Medio F-12

FORMULACIÓN

Medio F-12 10X                                                                    50 mL

Regulador de pH HEPES 1M pH 7.3 ± 0.01 estéril                5 mL

Glutamina estéril 200mM (X100)

[29.2 mg/mL de glutamina en NaCl 0.85 %]                          5 mL

Bicarbonato de sodio al 7.5 % estéril                                      5 mL

Agua desionizada estéril                                                      450 mL

PREPARACIÓN

En condiciones de esterilidad se colocan todos los ingredientes en un frasco de

tapón de rosca estéril y se almacenan en refrigeración hasta su uso. Al usarse se

suplementa con la cantidad de suero fetal bovino deseada.

18. Caldo triptona al 1 %

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Triptona-peptona                                                                   10.0

PREPARACIÓN

Se disuelve la tristona-peptona en el agua, se distribuye en tubos y se esteriliza 15

minutos/ 121 oC/ 15 libras de presión. Posteriormente en condiciones de esterilidad

se le adiciona la manosa antes de inocular los tubos.
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REACTIVOS

1. Reactivo de Kovac’s

COMPOSICIÓN

p-dimetil-aminobenzaldehido                                                  5 g

Alcohol amílico                                                                     75 mL

Ácido clorhídrico concentrado                                              25 mL

PREPARACIÓN

Disolver el p-dimetil-aminobenzaldehido en el alcohol amílico y después agregar

el ácido clorhídrico lentamente. Conservar en un frasco ámbar.

2. Solución de alfa naftol

COMPOSICIÓN

Alfa naftol                                                                                5 g

Alcohol etílico absoluto                                                       100 mL

PREPARACIÓN

Disolver el alfa naftol en el alcohol etílico absoluto. Almacenar en frascos ámbar.

3. Solución de hidróxido de potasio al 40%

COMPOSICIÓN

Hidróxido de potasio                                                              40 g

Agua destilada                                                                      100 mL
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PREPARACIÓN

Colocar en un matraz aforado de 100 mL, el hidróxido de potasio y

aproximadamente la mitad del agua destilada, disolver y agregar agua destilada

hasta aforar a 100 mL. Almacenar en frascos ámbar.

4. Solución de rojo de metilo

COMPOSICIÓN

Rojo de metilo                                                                   0.10 g

Alcohol etílico                                                                    300 mL

Agua destilada                                                                    500 mL

PREPARACIÓN

Disolver el rojo de metilo en el agua destilada y agregar el alcohol etílico.

Almacenar en frascos ámbar.

5. BACTO® E. COLI O Antisuero O157 (Difco)

6. BACTO® E. COLI H Antisuero H7 (Difco)

7. Solución de Pucks

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESIONIZADA

Cloruro de sodio                                                                      8.0

Cloruro de potasio                                                                   0.40

Bicarbonato de sodio                                                               0.35

EDTA                                                                                      0.336

Agua desionizada estéril                                                     1000 mL
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PREPARACIÓN

En condiciones de esterilidad se disuelven una por una cada una de las sales en el

orden en que se listaron, la solución se filtra en filtro de membrana de 0.22 µm

colectándose en un frasco de tapón de rosca estéril. Se conserva en refrigeración.

8. Manosa al 10 %

FORMULACIÓN

Manosa                                                                                 10 g

Agua desionizada estéril                                                    100 mL

PREPARACIÓN

En condiciones de esterilidad se disuelve la manosa en el agua, la solución se filtra

en filtro de membrana de 0.22 µm colectándose en un frasco de tapón de rosca

estéril. Se conserva en refrigeración.

9. Solución de gentamicina

FORMULACIÓN

Gentamicina                                                                         90 mg

Agua desionizada estéril                                                      10 mL

PREPARACIÓN

En condiciones de esterilidad se disuelve la gentamicina en el agua y se conserva

en un frasco de tapón de rosca en refrigeración.
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10. Solución de lisozima

FORMULACIÓN

Lisozima                                                                             300 mg

Agua desionizada estéril                                                       10 mL

PREPARACIÓN

En condiciones de esterilidad se disuelve la lisozima en el agua y se conserva en

un frasco de tapón de rosca a -20 oC.

11. Solución reguladora de fosfatos (PBS)

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESIONIZADA

Cloruro de sodio                                                                      8.0

Cloruro de potasio                                                                   0.2

Fosfato de sodio dibásico                                                        1.15

Fosfato de potasio monobásico                                               0.2

PREPARACIÓN

Se disuelven cada uno de los ingredientes y antes de aforar con el agua se ajusta el

pH a 7.2 ± 0.2. Posteriormente se esteriliza 15 minutos/ 121 oC/ 15 libras de

presión.


