TRABAFOS DE INGRESO A LA ACADEMIA NACIONAL
DE MEDICINA

Presencia de factores especificos
en leche materna contra cepas
de Escherichia coli causantes de
diarrea en humanos

ALEJANDRO CRAVIOTO*

Se estudio la presencia de factores especificos contra cepas de Escherichia coli causantes de diarrea en humanos, en
calostrosy leches obtenidas longitudinalmente durante el primer aftlode lactancia de una cohorte de mujeres de un poblado
rural, como parte de una investigacion sobre el papel que tiene la leche materna en la colonizacion intestinaly la presencia
dediarrea ennivios pequefios alimentados al seno matemo. Se detectd la presencia de factores globuitnicosy no globulfnicos
contra enterotoxing I6bil al calentamiento y factores de colonizacion CFA/I, CFA/Il y PCF 8775 producidos por cepas
enterohemorrdgicas de Escherichia coli y conra adhesings utilizadas por cepas enteropaidgenas y enteroadherentes de
Escherichia coli para causar enfermedad en humanos. Aunque la produccion de estos faciores no fite constante a través
del iempo, aun en la misma mujer, los resultados reflefan una relacién entre la respuesta en leche maternay la presencia
de cierto tipo de cepas o sus prodiictos en los hijos de estas mujeres. Los datos apoyan la posibilidad de usar la leche materna
comao vehiculo de vacunacién pasiva contra bacterias aisladas con alta frecuencia de nifios pequerios con diarrea, a través
de incrementar y mantener constante la presencia de factores especificos de proteccion en la leche con que se alimentan
duranie el principio de su vida.
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SUMMARY

Presence of specific secretory immunoglobulin A (sigA) against pathogenic factors of Escherichia coli related with
diarrheal disease was studied in colostrum and breast-milk samples obteined longitudinally from a cohort of rural Mexican
women. Levels of sIgA against heat-labile enterotoxin, Shiga-like toxin, colonization factors antigens I, I and E8775 and
adherence to HEp-2 cells were detectedin samples obtainedfrom 54 ruralwomen during the first year of lacration. Although
production of specific sIgA against these pathogenic factors was almost universal it was not constant, even in the same
woman. The results reflect a definite mother-infant relationship during this period. The data support the thesis of using
breast-milk as avaccination vehicle against diarrhea associated with specific organisms during the ﬁrstyearofly“e dfinfants
born in developing areas of the world.
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Existen numerosos estudios que demuestran que la ali-
mentacion al seno materno protege a nifios pequefios
contra diarrea.ls Se desconoce, sin embargo, si esta pro-
tecciénestd dada por laingesta de factores especificos que
contiene la leche materna o por el proceso de amamanta-
miento como parte de un contexto socio-cultural relacio-
nado ¢on la crianza de los hijos.’%?

La leche materna contiene proteinas, grasas y car-
bohidratos que se han relacionado con proteccidn contra
diarrea, tanto a nivel de laboratorio como en nifioslactan-

tes41013 Esta relacion ha sido esencialmente teleoldgica;

si un factor estd presente debe tener algin grado de
proteccion en el nifio. A la fecha, sélo el estudio de Glass
y colaboradores!* en relacién a proteccion oontra el lipopo-
lisacdrido o la enterotoxina producida por Vibrio cholerae
01 protege a nifios contra la enfermedad, aun cuando se
encuentren colonizados por esta bacteria.

En pafses en desarrollo donde no existe colera la
alimentacion al pecho materno parece disminuir la fre-
cuencia de colonizaci6n intestinal y 1a diarrea por cepas
enteropatégenas de Escherichia coli (EPEC).% Sin em-
bargo, se desconoce el mecanismo por medio del cual la
leche materna protege a estos nifios, asf como si esta
proteccion se extiende a colonizacién por cepas entero-
toxigénicas (ETEC), enteroinvasoras (EIEV), en-
terchemaorragicas (EHEC) o enteroadherentes (EAEC)
de Escherichia coli.®®

Como parte de un programa de investigacion que
tene como objetivo conocer ¢omo €s ¢l proceso de coloni-
zacién intestinal y su relacién con diarrea, en una cohorte
de nifios rurales, seguidos longitudinalmente durante los
primeros afios de vida, se decidio estudiar el papel especifico
que pudieran tener los componentes del calostro y de la
leche materna con que se alimenta a estos nifios, en
relacién con la colonizacitn y la presencia de diarrea
asociada con diferentes tipos pat6genos de Escherichia
coli,

En este primer reporte s¢ informan los resultados de
las determinaciones de factores globulinicos y no globuli-
nicos contra mecanismos de patogenicidad utilizados por
cepas EPEC, ETEC, EHEC y EAEC para causar diarrea
en humanos.

Material y métodos

El estudio se llevé a cabo en el ejido "En la Casa de los
Guajes" del Estado de Mor¢los, situado aproximada-
mente a 180 kilémetros al suroeste de la ciudad de México.
Las caracteristicas del poblado y de la cohorte en estudio
han sido descritas con anterioridad.’s?? Se colectaron
muestras de calostro yleche materna en forma lengitudi-
nal cada quince dias a partir del nacimiento del nifio. Las
muestras fueron tomadas por expresién manual a la misma
hora del dia en recipientes estériles, después de desinfec-
tar la aréola y el pezén y de descartar las primeras dos
gotas. Las muestras fueron congeladas de inmediato y se
guardaron a -70 °C hasta su uso.
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Para obtener la fase acuosa, las muestras fueron sometidas
a centrifugacion a 12 000 x g a 4 °C durante 15 minutos
después de ser descongeladas. El sobrenadante que se
obtuvo fue dividido en dos partes alicuotas, Una de ¢llas
fue utilizada para obtener una fraccién de alto peso
molecular (FAPM) por cromatografia por Sephadex G-
25 (Pharmacia, Uppsala, Suecia). La inmunoglobulina A
de tipo secretor (SIgA) en los eluyentes fue obtenida por
cromatografia de afinidad con un sistema comercial (Pierce
Chemical Company, Rockiord, Illinois); fue concentrada
por ultrafiltracion, se dializ6 24 horas contra solucién
salina amortiguada con fosfatos (PBS), pH 7.2 y fue
esterilizada por filtracion. La pureza de cada muestra de
sIgA se probd mediante inmunotransferencia a nitrocelu-
losa (Schleiher-Scheuell, Keene, New Hampshire), y de-
teccion con anti-sIgA de calostro humano obtenida en
cabras (Kirkegaard and Perry, Inc., Gaithersburg, Mary-
land) segiin el método de Towbin y colaboradores®® de-
spués de correr los eluyentes en geles de acrilamida con
dodecil suifato de sodio (SDS-PAGE), segin el método
de Leammli.”® La cantidad total de sIgA en cada muestra
fue determinada por inmunodifusién radial utilizando
como estdndar sigA purificada de calostro humano (Sigma
Chemical Company, St. Louis, Missouri). La concentra-
cién de proteinas totales fue determinada por duplicado
con el métedo de Lowry y colaboradores.?

Ia segunda alfcuota fue usada para obiener una frac-
cién de bajo peso molecular (FBPM) por ultrafiliracitn a
través de membranas Diaflo YM10 (Amicon Corpora-

tion, Lexington, Massachussetts), con un punto de corte

de 10 000. Pruebas de inmunodifusién tipo Ouchter-
lony% utilizando anti-sIgA humana obtenida en cabras
(Kirkegaard and Perry Laboratories, Inc., Gaithersburg,
Maryland) demostraron que no existfa contaminacién de
sigA en la FBPM.

La determinacién de sIgA especifica contra entero-
toxina l4bilal calentamiento (LT) ylos factores de coloni-
zacién CFA/I, CFA/II (CS1, C82 y CS3) y PCF 8775
producidos por cepas ETEC fue determinada por ensayo
inmunoadsorbente enzimético (ELISA). En el caso de
LT las determinaciones fueron hechas siguiendo la técnica
descrita por Svennerholm y Holmgren utilizando gan-
gliésido GM, purificado (Supelco, Belafonte, Pennsylva-
nia) como substrato inicial. Para las determinaciones de
sIgA contra los factores de colonizacién se montaron
sistemas de ELISA especificos utilizando como substrato
inicial fimbrias purificadas por €l método de Evans y co-
laboradores.” En cada caso se ajusté la cantidad de sub-
strato a una concentracién de 1 mg/ml de proteina total
con ¢l fin de estandarizar los ensayos. Los resultados de
estas pruebas se presentan en unidades ELISA/g desIgA,
obtenidas dividiendo para cada muestra el titulo encon-
trado en los ensayos de ELISA entre la cantidad de sIgA
totat en gramos por litro.

Para determinar la actividad neutralizante de las frac-
cionesdealto ybajo peso molecular contra citotoxina tipo
Shiga 1 producida por cepas EHEC? se utilizo el sistema
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en células HelLa disefiado por O'Brien y colaboradores.
Para este fin, s¢ hicieron diluciones seriadas de lmg/ml de
sIgA o 1ml de 1a FBPM en medio mfnimo Eagle (MME)
sin suero fetal de becerro (SFB), se incubaron 60 minutos
a 37 °Cy luego toda la noche a 4 °C con un volumen igual
de toxina tipo Shiga 1 purificada® a una dilucién final de
2 unidades CD,, previamente determinadas por el método
de OBrien y colaboradores. # La actividad neutralizante
-n estas mezclas fue determinada agregando por tripli-
cado 100 microlitros de la mezcla ya incubada a placas de
96 pozos con fondo pland (Nunc, Copenhague, Dinamarca)
que contenfan 1.6 x 10 células HeLa por pozo. Las placas
fueron incubadas toda la noche 2 37°C, fijadas en metanol
al 50 por ciento (v/v) y tefiidas con Giemsaal 10 por ciento

(PN)-

En el caso de los ensayos adhesivos las bacterias obte- -

nidas de uncultivo de 18 horas a 37°Cen peptonaal 1 por
ciento fueron lavadas dos veces con PBS, pH 7.2y recons-
tituidas en MME sin SFB para dar una concentracion
final de 10° bacterias/ml, ajustada previamente por nefe-
lometria y cuentas bacterianas. Se incubd durante 60
minutos, a 37°C, 1 ml de esta suspensién con 1 mg/ml de
slgA en PBS, pH 7.20con 1 mlde las FBPM. Se inocula-
ron placas de cultivo de tejidos de 24 pozos en las cuales
habfan crecido monocapas de ¢élulas HEp-2en MME con
10 por ciento (v/v) de SFB, 2 por ciento (v/v) de glutamina
y 100 Ul de penicilina/estreptomicina sobre cubreobjetos
de vidrio. Antes de inocularias con la suspensién, las
monocapas fueron lavadas dos veces con solucion balan-
ceada de sales de Hank. Fueron incubadas durante tres
horas a 37 °C, en una atmdsfera de 15 por cienio de CO,
después de 1o cual se 1as fijé con metanol al 10 por ciento
(v/v) y fueron tefiidas con Giemsa al 10 por ciento (p/v).
Los cubreobjetos fueron tefiidos con soluciones crecientes
de alcoholidilol y montados sobre portaobjetos para su
observacién microscdpica al dia siguiente.

Las preparaciones fueron codificadas y lefdas por
separado por dos observadores independientes, previa-
mente estandarizados. Elefecto de inhibici6n del calostro
y de la leche fue obtenido calculando ¢l porcentaje de
células con bacterias adheridas en las preparaciones pro-
blema, en comparacién con el porcentaje encontrado en
preparaciones control. Estas Gitimas fueron realizadas de
manera simultdnea con la misma metodologia, substity-
yendo las fracciones de leche por PBS, pH 7.2,

La viabilidad de las bacterias utilizadas fue deter-
minada sembrando por triplicado diluciones seriadas de
las suspensiones bacterianas en agar McConkey, después
de su incubacioncon las fracciones de leche materna ocon
PBS. El nimero de unidades formadoras de colonias fue
lefdo por una persona que desconocia los resultados de
los ensayos adhesivos, después de incubar las placas 18
horas a 37 °C, '

Factores vs. E. coli -

Resnltados

De los 56 nifios nacidos durante un afio calendario en el
poblado en estudio, 54 (96 por ciento) fueron alimenta-
dos al seno materno a partir del nacimiento. M4s del 50
por ciento de estos niiios continuaban siendo alimenta-
dos al pecho maternoal afio de edad (Fig. 1). Este hallazgo
no fue diferente a la incicencia de lactancia al seno materno
encontrada 20 afios antes en un estudio realizado en €l
poblado vecino que funge como cabecera municipal? La
toma de muestras quincenales de leche permitio la de-
teccion exacta del momento en quese termind lalactancia
al pecho materno en cada una de las mujeres estudiadas.
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Fig. 1. Distribucién porcentual de duracién de alimentacién al pecho
materno. "En Ja Casa de los Guajes", 1982-1984.

La figura 2 muestra los niveles de sIgA en las muestras
recolectadas. La muestra "O" equivale al calostro obtenido
el primer dfa postpartoen que se detectd secrecion ldctea,
Se utiliz6 la mediana como medida de tendencia central por
la gran dispersi6n de los datos encontrados en estos
ensayos. La mediana de sIgA para cada tiempo de lactan-
cia fue constante durante todo el primer afio (Fig. 2),
exceptuando las muestras de calostro que mostraron una
medianasignificativamente mayor (p<(0.01 por prueba U
de Mann-Whitney). Se analizé si la ingesta de leche con
niveles desIgA por arriba de lamediana durante el primer
afio de vida fue suficiente para dar una menor frecuencia
de diarrea durante este lapso, no encontréndose diferen-
cia significativa (p>0.1 por X* de proporciones) al com-
parar este grupo de nifios con otros de la misma cohorte
que fueron alimentados con leches con niveles de sigA
por debajo de la mediana durante este mismo periodo.
La figura 3 presenta los niveles de protefnas tota;es en

~ las muestras estudiadas. Una vez mis los niveles de me-

diana encontrados durante el primer afio de lactancia
fueron constantes, con excep<ion del calostro que tuvo
una medianasignificativamente mayor (p<0.01 por prue-
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ba de Ude Mann-Whitney). La cantidad desIgA enla fase
acuosa de estas leches representd de 90 a 95 por ciento del
total de protelna total en las muestras, a excepeién de los
primeros tres meses de lactancia, incluyendo calostro, en
que lasIgA represent6 de 75 a 90 por ciento del contenido
de proteina (Fig. 4).
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Fig. 2. Niveles de mediana de inmunoglobalina A de tipo secretor (8IgA)
en leche materna. "En la Casa de los Guajes”, 1982-1983.
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Fig. 3. Niveles de mediana de protefnas totales en la fase acuosa de
calostro y leche materna. "En la Casa de los Guajes”, 1982-1983.
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Fig- 4.Niveles de medianade inmunoglobulina A de tiposecretor (sigA)
por gramo de proteina en calostro ¥ leche materna. "En 1a Casa de
los Guajes", 1982-1983.
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En andlisis de anticuerpos sIgA especificos contra
factores de patogenicidad de cepas ETEC medidos como
unidades ELISA/g de sIgA mostré una gran variabilidad
en las determinaciones realizadas a cada tiempo de lac-
tancia, asfcomo en la misma mujera través del primer afio
devidadesu hijo. Enel casodeanti-LT (Fig. 5) un ndmero
importante de muestras no mostraron respuesta contra
enterotoxina, manteniéndose las medianas de las deter-
minaciones dentro de un rango similar, incluyendo el
calostro, a través de todo el primer afic de lactancia.

En el caso de los factores de colonizacion de cepas
ETEC se decidi6é graficar Gnicamente las muestras gue
mosiraron una respuesta positiva contra cada factor. La
figura 6 muestra los resultados de unidades ELISA/g de
sIgA contra el factor de colonizacién CFA/I, encontran-
dose que el calostro muestra una mediana significativa-
mente mayor (p<0.001 por prueba de U de Mann-Whit-
ney) a la encontrada durante el resto de 1a lactancia. Para
el factor de colonizacién CFA/I se decidi6 examinar por
separado la respuesta de sIgA contra cada antigeno CS
que forma esta adhesina. Es de hacer notar que las cepas
ETEC que producen CFA/II comparten el antigeno CS3,
mientras algunas producen 81 o CS2 de acuerdo con su
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Fig. 5. Niveles de i.lm:lunoglobu]inﬁ A de tipo secretor (slgA) contra
enterotauina 14bil al calentamiento de factor de Escherichia colf en
calosiro y leche materna. "En la Casa de los Guajes”, 1982-1983.
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Fig. 6. Niveles de inmunoglobulina A de tipo secretor (sIgA) cont.ra
factor de colonizacién CFA/L de Escherichia coli en calostroy leche
materna, “En la Casa de los Guajes”, 1982-1983.
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biotipo.?#La figura 7 muestralas medianas de las unidades
ELISA/gdesIgA contra estos tres antfgenos, Como erade
esperarse, las medianas de las mediciones de anti-CS3
fueron siempre superioresa las de las mediciones de anti-
CS1 0 deanti-CS2, encontrdndose un descenso muy signi-
ficativo en las medianas de las determinaciones de sIgA
contra los tres antigenos a los seis meses de lactancia. En
el caso del factor de colonizacién PCF 8775 los resultados

~ encontrados fueron similares en su comportamiento alos
hallados para el CFA/ (Fig. 8). De los tres factores de
colonizacion analizados se encontr6 una mayor respuesta
en leches contra el PCF 8775. Es importante mencionar
que la respuesta de ias leches a estos antigenos no fue
constante aun en la misma maclre durante el primer afio
de lactancia.
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Fig. 7. Mediana de los niveles de inmuncgiobalina A de tipo secretor
(sIgA) contra antfgenos CS del factor de colonizacitn Il de Escher-
ichia coli en calostro y leche materna. "En la Casa de los Guajes”,
1982-1983.
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Fig. 8. Niveles de inmunoglobulina A de tipo secretor (slgA) contra
factor decolonizacién PCF 8775 en calostroy leche materna. "En la
Casa de los Guajes”, 1982,

En los siguientes ensayos se utilizé tanto la sIgA
purificada como la FBPM debido a resultados
contradictorios obtenidos inicialmente al estudiar factores
sensibles y resistentes al calentamiento presentes en las

Factores vs. E. coli

muestras examinadas en relacién a las determinaciones
del efecto de las leches contra la citotoxina SLT-1 producida
por cepas EHECy del efecto antiadhesivo a c€lulas HEp-
2 de cepas EPEC.

La figura 9 muestra los resultados de la actividad
neutralizante de 14 series desIgA purificada de calostroy
leche obienidas a los 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 dias
de lactancia contra dos unidades CDy, de citotoxina SL.T-
1 purificada.
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Fig. 9. Actividad nentralizante de inmunoglobulina A de tipo secretor
(sIgA) contra citotoxina tipo Shiga (SL.T) 1 de Eschericia coli en
calostro y leche materna. "En la Casa de los Guajes”, 1982

La sIgA purificada de las 14 muestras de calostro
mostré actividad neutralizante del efecto citotdxico sobre
c€lulas HelLa de 1a SLT-1 con tftulos entre 64 y 512. La
slgA purificada de las muesiras obtenidas alos 15,30y 60
dias de lactancia mostraron tftulos de neutralizacién
similares a los del calostro, con una mediana de 128a los
15 dias y de 64 a los 60 y 90 dfas de lactancia. No se
encontré actividad neutralizante en la sIgA de muestras
obtenidas a los 90, 150 y 180 dias de lactancia.

La figura 10 muestra los tftulos de neutralizacién de .
las FBFM obtenias de 1as mismas 14 series de muestras
mencionadas anteriormente. En este caso se detectaron
titulos de neutralizacién entre 4 y 256 contra las mismas
unidades CD,, de SLT-1 purificada. A diferencia de la
slgA, el efecto neutralizante de las FBPM tuvo una
persistencia a lo largo de los primeros 180 dias de lactan-
cia. Bs de hacerse notar que lasIgA purificada de otrasseis
series de calostro y leches obtenidas durante este mismo
periodo de lactancia no mostraron efecto neutralizante
sobre la actividad citotdxica dela SLT-1 sobre las células
HeLa. Las FBPM de estas mismas seis series de calostro
y leche materna, por el conirario, s{ mostraron actividad
neutralizante del efecto de la SLT-1 con titulos similares
a los descritos con anterioridad para las otras 14 series de
leches mencionadas.

Esta misma serie de 20 muestras de sIgA purificaday sus
FBPM de calostro y leches obtenidas durante los primeros
seis meses de lactancia se utilizé para conocer €l efecto
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Fig. 10. Actividad neutralizante de fracciones de bajo peso molecutar
contra citotoxina tipo Shiga (SLT) 1 de Escherichia coli en calostro
¥ leche matemna. "En la Casa de los Guajes”, 1982,

que pudieran tener contra la habilidad de una cepa de
EPEC (E2348; O127:H6}) para adherirse en forma locali-
zada a c€lulas HEp-2. La sIgA de las 20 series de calostro
¥ leche fue capaz de inhibir la adhesividad de la cepa
E2348 durante los primeros 180 dias delactancia a niveles
entre 70y 100 por ciento del control (fig. 11). Esta inhibi-
cion fue disminuyendo a medida que continud la lactan-
cia.
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Fig. 11. Inhibicién de 1a adhesividad de una cepa enteropatdgena de
Escherichia coll (£2348; O127:h6) a células HEp-2 por fracciones
de calostro y leche humana. "En la Casa de los Guajes”, 1982,

Las FBPM del calostroy la leche de estas mismas 20
mujeres fueron capaces también de inhibir 1a adhesividad
de 1a cepa EPEC E2348 (Fig. 11). En este caso ¢l porcen-
1aje de inhibicién durantelos primeros 180 dfas de lactan-
cia permaneci6 entre 20y 50 por ciento del control. Como
con la sIgA, la FBPM de los calostros mostro niveles de
inhibicién mds altos que las FBPM de las muestras ob-
tenidas a tiempos posteriores. El porcentaje de inhibicion
de las FBPM disminuy6 progresivamente a medida que
continu6 la lactancia.
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Discusi6

No existe duda de que la lactancia al seno materno tiene
un efecto de proteccién contra infecciones en nifios pe-
quefios. Los datos presentados en el presente estudio
apoyan la hip6tesis de que esta proteccién es especifica y
estd dirigida contra factores de patogenicidad utilizados
por bacterias para causar enfermedad. Queda por demostrar
si la ingesta de leche que contiene niveles altos de estos
factores se asocia con proteccion especifica en los nifios
alimemados con ella al prevenir colonizacion y/o infec-
cién por gérmenes relacionados con la presencia de dia-
rrea. Este tipo de andlisis se estd realizando en 1a actuali-
dad,

Los diferentes tipos de cepas de Escherichia coli son
probablemente el grupo de gérmenes aislados con mayor
frecuencia de pacientes condiarrea en muchas comurida-
des en desarrollo.*2 El conocimiento de los mecanisinos
utilizados por cada uno de estos grupos para causar
enfermedad permite en la actualidad el planteamiento de
medidas més especificas parasucontrol. La posibilidad de
incrementar el contenido de estos factores de proteccion
en la leche materna ofrece la oportunidad tdnica de utili-
zar este producto como vehiculo de vacunacién pasiva a
través de inmunizar a las madres durante el embarazo
conira estos mecanismos de patogenicidad. Los estudios
en humanos de Glass y colaboradores!*en relaciénconla |
prevencion de célera y los estudios en relacién con la
prevenciondediarrea porcepas ETECenanimales recién
nacidos alimentados con calostro de vacas y cerdas vacu-
nadas con factores adhesivos K88, K99y 987P durante ¢l
embarazo apoyan esta posibilidad.3-32

La biisqueda de factores de proteccion contra bacterias
0 sus productos en leche materna no es un planteamiento
nuevo, Existen reportes sobr€ ensayos in vitro € in vivo
demostrando una respuesta especifica en leche humana
contra enterotoxinas y factores de adhesividad de cepas
Escherichia coli relacionadas con diarrea ¢n humanos.33¢
Estos estudios no han demostrado un efecto longitudinal
de la presencia de estos factores a través de la lactancia y,
a excepcién del estudio de Glass y colaboradores™ ya
mencionado, en ninguno se ha hecho una asociacion con
proteccién a nivel intestinal, La otra diferencia entre €l
estudio actual y los reportados con anterioridad es la
bisqueda de factores contra cuatro de 1os cinco gruposde
Escherichia coli relacionados con diarrea en las mismas
muestras de leche, 1o que permite un an4lisis mas amplio
de los factores de proteccién que contienen y sus interre-
laciones, como imagen de la respuesta en la madre a
gérmenes que colonizan y causan enfermedad en sus
hijos.

Dos puntos merecen especial mencion; el primero es
enrelacidn ala presencia de factores de proteccién contra
adhesinas de Eschericia coli. Existe una asociacion entre
Iafrecuencia de aislamiento de cepas productoras de estas
adhesinas con los niveles de sIgA contra ellos encontra-
dos en las leches. En los nifios de este poblado se han
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aislado m4s cepas ETEC productoras de CFA/II (CS1,
C82, C83) y de PCF 8775 que de CFA/ (Cravioto y
colaboradores, manuscrito en vias de publicacion). Esta
relacion muestra, en forma indirecta, gue la respuesta en
leche no es fortuita, sinoque estd relacionada con factores
epidemiolGgicos de frecuencia y etiologfa de agentes causales
presentes en una comunidad determinada).

El otro purto importante ¢s la inhibicion de 1a adhe-
sividad de cepas EPEC a células HEP-2 por fracciones de
calostro y leche durante cuando menos los primeros scis
meses de lactancia. Después del estudioinicial de Cravio-
toy colaboradores’” demostrando una adherencia selecti-
va de cepas EPEC para causar dafio severo a nivel intes-
tinal por destruccién de las microvellosidades de las célu-
las epiteliales de esa region,* asf como con la produccion
de diarrea en voluntarios adultos inoculados oralmente
con cepas adhesivas.*

Levine y colaboradores® han demostrado que a la
respuesta seroldgica de voluntarios inoculados con la
cepa EPEC E23483, la misma usada en esie estudio, estd
dirigida contra una protefna de membrana externa de 54
kilodaltones (kDa), cuya produccion ¢std controiada
genéticamente por un pldsmido. Aciualmente se esid
estudiando si la respuesta antiadhesiva especifica de las
leches estd dirigida también contra esta protefna de 94
kDa.

Al mismo tiempo se ha extendido el estudio del efecto
antiadhesivo de las fracciones de las leches examinadas
contra un niimero mayor de cepas EPEC con habilidad
para adherirse en forma localizada a células HEp-2, pero
pertenecientes a serotipos diferentes al de 1a cepa E2348
(O127:H6), encontrindose que tanto 1a sigA, como las
FBPM inhiben 1a adhesividad de estas otras cepas EPEC
en porcentajes similares a los encontrados con la cepa
E2348 (Cravioto y colaboradores, ibfdem). A diferencia
de lo anterior, las leches estudiadas no presentaron in-
hibicién de adhesividad de cepas con patrones de pegamiento
de tipo difuso o agregativo al mismo tipo de células en
cultivo, lo cual indica una alta especificidad del factor
protector presente en la leche contra adhesividad de tipo
localizado y pone en tela de juicio el verdadero papel
patogénico de cepas de Escherichia coli adherentes a
células HEp-2Z con patrones difuso o agregativo.?

Finalmente, en el caso de la actividad reutralizante de
la sIgA purificada y las FBPM de las leches estudiadas
sobre el efecto citotdxico de SLT-1 producida por cepas
EHEC, 1a importancia de estas bacterias cComo causantes
de colitis hemorragica y de sindrome urémico-hemolfti-
co?® hacen pensar que la lactancia al seno materno
duranie el principio dela vida puede prevenir enfermeda-
des asociadas con 1a produccion de esta citotoxina aun €n
niitos colonizadaos por gérmenes que la producen en gran-
des cantidades. La deteccion creciente de este tipo de
cepas en nuestro medio (Cravioto y colaboradores, ma-
nuscrito aceptado para su publicacién en el Boletin Médico
del Hospital Infantil de México, 1988) demuestra que la
infeccién causada por ellas no se trata de un problema
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restringido a pafses industrializados de América y Euro-
pa.

Durante los Gltimos veinte afios el tema de la lactancia
al pecho materno ha sido discutido de manera m#s emocional

-quecientifica. Estudios como el quese presenta probable-

mente aporten parte de los conocimientos necesarios
para dar a la leche materna su lugar real en la prevencitn
dediarrea en nifios pequefios asociada a colonizacién por
gérmenes especificos.

Seagradece la valiosa colaboracién técnica de Ross Eugenia Reyes,
Raymundo Herndndez, Felipe Uribe, Arturo Hernindez, Angel Telloy

Alejandra Soria en la elaboracion de esta investigacion.
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COMENTARIO OFICIAL

ONOFRE MUNQZ*

Diferentes estudios han demostrado que tanto el calostro
como la leche materna contienen factores solubles y
celulares que intervienen como mecanismos de defensa
especificos e inespecificos contra diferentes agentes in-
fecciosos. Los trabajos de Ogra, Wyatt, Pittard, Michael y
Palmer establecieron con precisién la presencia de inmu-
noglobulinas, de predominio sIgA, el espectro de ac-
tividad antimicrobiana contra bacterias, virus ¥ hongos,
asi como la presencia de células con predominio de
macréfagos ylas diferencias entre calostroy leche. Lalista
de factores solubles identificados incluye inmunogtobuli-
nas A, M, G, DyE, sistema de complemento, lactoferrina,
lactoperoxidasa, lizosima, factores quimioticticos, fac-
tores de resistencia a estafilococo asociados a lipidos,
monoglicéridos con actividad antiviral, alfa-1 antitripsina
e inhibidores de proteasas; ademds de factores como MIF
de macr6fagos, factores estimulantes de IgA, interfer6ny
substancias inmunosupresoras de células T. Entre los
componentes celulares identificados se incluyen monoci-
tos, macréfagos, células T, linfocitos B, células plasmdti-
cas, leucocitos polimorfonucleares y células epiteliales.

Sin embargo, como sefiala el doctor Alejandro Cra-
vioto, la demostracién de un efecto protector especifico
contra un microorganismo patdgeno en particular en la
especie humana, no ha sido ficil de probar, debido prin-
cipalmente a ta multiplicidad de factores y variables
involucrados. Los trabajos de Glass en 1983, que estable-
cen una relacion entre ingesta de anticuerpos especificos
y proteccion contra Vibrio cholerae en nifios colonizados
por esta bacteria, ilustran las posibilidades de proteccién
contra microorganismos patdgenos utilizando algnnas de
las funciones de lasigA (exclusién de material antigénico
en intestino, evitar adherencia de bacterias, pardsitos y
virus, neutralizacién de toxinas ¢ interferencia con la
¢stabilidad de pldsmidos).

El trabajo que ¢l doctor Alejandro Cravioio nos pre-
senta con motivo de su ingreso a esta Corporacion, corre-
sponde a una linea de investigacién sobre ¢l proceso de
colonizacion intestinal y su relacién con diarrea en una
cohorte de nifios rura s, y a través de €1, nos permite
atisbar una serie de psibles contribuciones originales.
Este trabajo se refiere en particular a la descripeién de la
presencia de factores especificos en calostro y leche ma-
ternacontracepas de Escherichia coli causantes de diarrea

* Académico numerario, Unidad de Investigacidn Clinica en Infectologla
y Parasitologin. Subjefatura de Investigacidn. Instituto Mexicano del
Seguro Social.
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en humanos, que tiene como aportaciones originales, el
que se ha demostrado Ia presencia de proteccion espect-
fica contra cuatro de los factores de patogenicidad para
Escherichia coli (enterotoxigénicas, enteroinvasoras, en-
terohemorrdgicas y enteroadherentes), proporcionando
ademds informacion longitudinal.

Los resultados de este trabajo apoyan la especificidad
dela proteccién que el calostroy laleche materna pueden
ofrecer, y el doctor Alejandro Cravioto nos ofrece paraun
futuro préximo, la posibilidad de analizar la prevencion
de la colonizacidn y/o infeccin por €stos gérmenes en [os

‘nifios alimentados con leche, que contiene estos factores
de proteccion.

La demostraci6n relativamente reciente de la existencia
de memoria inmunol6gica local de anticuerpos de clase
sIgA, lleva a considerar la posibilidad de estimular y
lograr una respuesta inmune local de larga duracion, que

interfiera con Ia colonizacién de microorganismos ente-
ropatdgenos y para €l caso del recién nacido, lograr este
efecto a través del calostro y la leche materna.

Me es particularmente grato dar la bienvenida al
doctor Alejandro Craviotoa nuestra Corporacién. Tengo
la seguridad de que su participacién enriquecerd ala Aca-
demia Nacional de Medicina y a 1a medicina mexicana.
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ELLAPIZ

La historia de la escritura cambié después de muchos siglos, cuando en
Seatoller Fell, cerca de Keswick Cumberland, en el norte de Inglaterra, se
descubrié una substancia llamada plumbago, que se conoce actualmente
como grafito.

En 1565, en un libro de Konrad Gesner, aparece un dibujo de un trozo de
grafito con un mango de madera, la primera representacion del lapiz, cuyo
nombre en espafiol deriva del latin piedra y en inglés de pencil.

El que pudiera borrarse le dio al grafito gran popularidad en Europa, para
ser usado en el dibujo y en la escritura. A mediados del siglo XVII existian
varias familias en Inglaterray en Alemania, las cuales se dedicaban a producir
este novedoso instrumento. La elaboraci6n de las dos piezas de madera con
una hendidura central en la que se coloca la puntilla y después se pega, pasé
de la manufactura ala miquina. Y para mejor aprovechamiento dela madera
se emple6 desde entonces la forma hexagonal.

En 1793, debido a la guerra con Inglaterra, Francia qued? sin grafito y, por
consiguiente, sin lapices. Un joven ingeniero francés, Nicolas Jacques Conté,
inventd la actual puntilla al mezclar polvo de grafito con agua y barro, los
cuales colocaba en moldes y los sometia a cocci6n.

En el siglo XIX, el grafito inglés se habia agotado y la blisqueda de este
producto condujo al descubrimiento, en 1847, de unas minas en Siberia -cerca
de la frontera con China-, por parte de la compailia alemana A. W. Faber, la
cual las explotd con derechos exclusivos.

Otras compaiifas, para enfatizar la pureza de su producto, producian marcas
como Mikado, y el color amarillo para enfatizar ain més este origen oriental.
Hasta la actualidad, la mayoria de los lapices sigue siendo de color amarillo.

Un industrial norteamericano, Henry David Thoureau, el célebre autor de
Walden, o la vida entre bosques y lagos, produjo distintos tipos de puntillas,
variando los porcentajes de barro y grafito, para obtener mayor o menor
dureza. Su éxito econémico le permitio retirarse a vivir cerca del lago Walden,
donde escribié-su famosa obra literaria.

La creacién de este objeto, que resulta c6modo en su uso y barato en su
precio, ha motivado su produccion por millones, que se lo emplee en los
trabajos artisticos, literarios y cientificos y que se lo encuentre en casi todos
nuestros escritorios.
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