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Presentacio

Un dels fets més rellevants de la salut pdblica durant el segle XX ha estat
I'extraordinari descens experimentat en la morbiditat i la mortalitat per ma-
lalties infeccioses als paisos actualment desenvolupats.

En la majoria d’aquests paisos, el declivi de la morbiditat i sobretot de la
mortalitat per aquestes malalties s’inicia durant la primera meitat del se-
gle XIX (a Espanya durant la segona meitat i a Suécia a final del XVIII). Tal
com MacKeown va exposar a The role of Medicine: dream, mirage or ne-
mesis?, publicat a Oxford el 1979, aquest descens, que va precedir en
molts paisos la introduccié dels avengos de la higiene pulblica, es va deu-
re a la millora de I'estat nutritiu de la poblacié com a consequéncia de la
major disponibilitat d’aliments i a I’'augment general del nivell de vida de la
poblacié que va tenir lloc durant aquella €poca.

La majoria d’autors estan d’acord amb MacKeown en el fet que la millora
de la nutricié de la poblacio, i en especial dels lactants i els nens, va ser
fonamental per incrementar la resisténcia inespecifica de I’hoste a la in-
fecci6 i per reduir la morbiditat i la mortalitat per diarrees infantils, infec-
cions respiratories agudes i tuberculosi, que aleshores eren molt elevades,
sobretot en I’edat infantil.

La millora de la nutricié i de les condicions de vida van contribuir també, pro-
bablement, a la disminucio de la mortalitat per xarampio, diftéria, tos ferina
i altres malalties de reservori huma i transmissié interhumana propies de la
infancia, perd gairebé no va influir en la morbiditat per aquestes malalties.
La introduccio, en la segona meitat del segle XIX, de les mesures de sa-
nejament ambiental relatives a I'abastiment d’aigua potable, I’evacuacid
d’excretes i escombraries, la higiene de la llet i dels aliments, la millora de
les condicions dels habitatges i el desenvolupament d’altres normes d’hi-
giene, influiren de manera important sobre la morbiditat i la mortalitat de-
rivades de les infeccions intestinals (el cdlera, la febre tifode, la disenteria,
les diarrees infantils, etc.), que aleshores eren molt elevades.

Exceptuant les vacunes de la verola i la rabia, les mesures preventives o
terapéutiques especifiques no van tenir cap paper rellevant en aquest des-
cens fins al segon ter¢ del segle XX, amb la introducci6 dels toxoides teta-
nic i difteric i el descobriment de les sulfamides i els antibidtics.

De tota manera, es pot afirmar que aquestes mesures, i especialment les
vacunacions sistematiques, han estat fonamentals en la reducci6é extraor-
dinaria de la incidéncia de les malalties contra les quals protegeixen, i so-
bretot en la seva eradicacié a escala mundial (la verola) o eliminacié en
I’ambit de paisos o regions (la diftéria, la poliomielitis, el xarampid).



La millora va ser tan important que entre els anys seixanta i setanta I'opi-
ni6 dominant entre els experts era que els avencos médics (preventius o
terapéutics) permetrien véncer moltes de les malalties infeccioses i les
mantindrien sota control o, fins i tot en alguns casos, s’eliminarien o s’e-
radicarien.

Malauradament aquestes previsions no s’han complert. Durant els darrers
vint anys s’ha produit la reemergéncia de moltes malalties infeccioses con-
siderades anteriorment en procés de control als paisos desenvolupats (la
tuberculosi), als paisos de I'est d’Europa (la diftéria) i als paisos en vies
de desenvolupament (la febre groga, el dengue, la pesta, la malaria, etc.).
Paral-lelament s’han identificat nous agents etiologics de malalties infec-
cioses (el rotavirus, el virus d’Ebola, la legionel-la, I'hantavirus, el campi-
lobacter, Escherichia coli 0157:H7, Borrelia burgdorferi, 'HIV, Helicobacter
pylori, els virus de les hepatitis E i C, Vibrio cholerae 0139, els prions, etc.)
causants de malalties ja conegudes (diarrees, febres hemorragiques, he-
patitis viriques, sindromes respiratories) i de noves malalties i sindromes
cliniques (la sida, una variant nova de la malaltia de Creutzfeldt-Jakob), de
les quals algunes s’han constituit com a malalties emergents. D’altra ban-
da, algunes malalties croniques considerades classicament com d’origen
no infeccids, s’ha demostrat que son causades basicament per un agent
infeccios especific. Aquest seria el cas de l'ulcus péptic i del carcinoma
gastric (Helicobacter pylori), del carcinoma hepatocel-lular (virus de les he-
patitis B i C), del cancer de coll d’Gter (papil-lomavirus), del limfoma de Bur-
kitt i del carcinoma nasofaringi (virus d’Epstein-Barr), i del sarcoma de Ka-
posi (herpesvirus associat al carcinoma de Kaposi). Finalment, s’ha formulat
la hipotesi que alguns agents infecciosos (citomegalovirus, Chlamydia pneu-
moniae, Helicobacter pylori) poden tenir un paper en I'etiologia de la cardio-
patia coronaria.

Tot aix0 confirma I'error de les idees mantingudes fa trenta anys i la ne-
cessitat de donar prioritat a la lluita contra les malalties infeccioses trans-
missibles en I’ambit de la salut pdblica actual.

El nostre pais ha estat especialment afectat per aquesta eclosié de malal-
ties emergents i reemergents. La incidéncia de la sida ha estat de les més
elevades entre els paisos occidentals, tot i que els darrers anys esta de-
clinant clarament. La tuberculosi no ha estat mai controlada, i en la primera
meitat dels anys noranta es va produir un agreujament d’aquesta malaltia,
en part a causa de la sida, tot i que en els darrers cinc anys la tendéncia
és clarament descendent. Els recents brots comunitaris de legionel-losi es-
devinguts el 1996 a Alcala de Henares (el més important a Europa fins a
I’actualitat), el 1999 a Alcoi i el 2000 a Vigo i a Barcelona, I'’epidémia de
meningitis meningocdccica de I'any 1997 causada pel serogrup C, el brot



d’hepatitis C de Valéncia el 1998, i el brot de toxiinfeccié alimentaria per
E. coli 0157:H7 que va tenir lloc recentment a Barcelona, son exemples
clars i actuals de malalties noves o reemergents que, a més, han tingut un
gran impacte social.

La infeccid per Escherichia coli 0157:H7 és un exemple paradigmatic de
malaltia infecciosa emergent. Identificat per primer cop el 1982 com a pa-
togen huma, aquest bacteri ha produit brots de diarrees hemorragiques a
més de trenta paisos, i en alguns la incidéncia anual ha arribat a taxes alar-
mants (8 per 100.000 en algunes regions d’Escocia, Canada i els Estats
Units). En un 5 % dels casos es produeix la sindrome hemoliticourémica
com a complicacié de la infeccid, fet que incrementa la importancia d’a-
questa afeccié com a problema de salut pdblica. La malaltia és prevenible
si es prenen les mesures preventives adequades als escorxadors i en tot
el procés de preparacio i coccidé de la carn.

A Catalunya, la incidéncia de la malaltia ha estat negligible durant molts
anys. Prats i col., en un estudi recent, només pogueren identificar setze ca-
sos esporadics durant els darrers deu anys.

El brot esdevingut a Barcelona, que ha afectat 181 persones (de les quals
sis van presentar sindrome hemoliticourémica) de quatre escoles servides
per la mateixa empresa de catering, €s un exemple que cap pais queda lliu-
re, amb el temps, de les malalties emergents.

La Guia per a la prevencié i el control de la infeccié per E. coli 0157:H7 i
altres E. coli verotoxigenes que tinc I’honor de presentar ha estat elabora-
da per oferir als professionals sanitaris i de la indlstria alimentaria una ac-
tualitzacié de I’epidemiologia i les mesures de prevenci6 i control d’aques-
ta infecci6. Espero i desitjo que els sigui d’utilitat en el treball diari
professional i que contribueixi a minimitzar el risc i la incidéncia d’aquesta
greu infeccié emergent.

Finalment, el meu agraiment més sincer als experts que dirigits pel pro-
fessor Guillem Prats han col-laborat en la redaccié de la guia i han culmi-
nat el treball en un temps récord pel que sén aquest tipus de publicacions.
Poden estar segurs que el Departament de Sanitat i Seguretat Social valo-
ra molt positivament el treball realitzat i dura a terme tots els esforgos ne-
cessaris perqué la guia arribi puntualment a tots els professionals de la in-
dUstria alimentaria i la sanitat implicats en la prevencié de les intoxicacions
alimentaries i, en especial, de la nova malaltia emergent objecte de la guia.

Lluis Salleras
Director general de Salut Pablica



1. La infeccio per Escherichia coli 0157:H7
com a problema emergent

Durant les décades dels seixanta i setanta, en bona part a causa de I'éxit
obtingut en la profilaxi de les malalties prevenibles mitjangant la vacunacio,
aixi com també per la disponibilitat d’antibidtics, molts professionals de la
medicina pensaven que les malalties infeccioses havien deixat de ser un
problema important de salut, i que des d’aleshores s’havien de prioritzar
les activitats preventives i curatives entorn d’altres malalties (1-4).
Malauradament, aquestes opinions no s’ajustaven a la realitat existent ni
tenien en compte la plasticitat del mon microbia. Les malalties infeccioses
i parasitaries suposen encara la primera causa de mortalitat a escala mun-
dial, ja que comporten el 33 % de totes les defuncions, seguides per les
malalties de I'aparell circulatori amb el 29 %, i el cancer amb el 12 % (5).
De fet, aquelles idees tan optimistes es van debilitar quan des de final dels
setanta van aparéixer noves malalties infeccioses entre les quals destaca
la sida (1983). Els Gltims vint-i-cinc anys s’ha identificat un nombre impor-
tant de nous agents causals de processos infecciosos, alguns dels quals
es recullen a la taula 1 (1, 3, 5).

Fent referéncia especifica als bacteris, I'emergéncia d’un nou patogen es
pot produir per algun d’aquests dos processos: o0 bé el microorganisme ja
tenia els factors de viruléncia tot i que només recentment ha contactat amb
I’'hnome (com pot haver succeit amb la legionel-la), o bé el nou patogen s’ha
construit sobre una soca no virulenta mitjangant un procés d’incorporacio
de gens que codifiquen factors de viruléncia (6). Hi ha una segona fase en
la qual es produeix la difusié del microorganisme, i quan la transmissio del
nou patogen és prou eficient apareix un nombre important de casos de la
malaltia, que constitueix un problema emergent.

En tot cas, les circumstancies que permeten contactar amb els microorga-
nismes patdogens, com viatges, habits de conducta i d’altres, aixi com les
que permeten la introducci6é d’una nova soca patogena en els sistemes de
distribucié d’aiglies o aliments, fan que una gran quantitat de persones
susceptibles s’exposin al nou agent i aleshores resulti evident |la seva ac-
cio6 patdgena.

Escherichia coli serotip 0157:H7 és un bon exemple d’aquest doble procés
de construcci6 i emergéncia d’un nou patogen, com es descriu més enda-
vant (7-9).
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Taula 1. Alguns microorganismes emergents

Exemples d’agents etiologics de malalties infeccioses identificats els Gltims 25 anys.

Any Agent Malaltia
1975 B 19 virus Quinta malaltia
1976  Cryptosporidium parvum Enterocolitis
1977  Zaire Ebola virus (ZEBOV) Febre hemorragica d’Ebola
Legionella pneumophila Malaltia dels legionaris
Hantaan virus Febre hemorragica
amb sindrome renal
Campylobacter Gastroenteritis
Clostridium difficile Gastroenteritis
1982  Escherichia coli 0157:H7 Gastroenteritis.
Sindrome hemolitica-urémica
Borrelia burgdorferi Malaltia de Lyme
1983  Helicobacter pylori Ulcus gastric
Virus de la immunodeficiéncia humana
(HIV-1 i HIV-2) Sida
1986  Cyclospora cayetanensis Diarrea persistent
1988 Herpesvirus huma 6 (HHV-6) Exantema sobtat
1989 Virus de I’hepatitis C (HCV) Hepatitis
1992  Vibrio cholerae 0139 Colera
1995 Herpesvirus huma 8 (HHV-8) Sarcoma de Kaposi
1996 Pri6 de I’encefalopatia espongiforme bovina Nova variant de la malaltia

de Creutzfeldt-Jakob

Font: Satcher (1) i McDade (3) modificada.

1.1 Accio patogena i evolucio

Escherichia coli del serotip 0157:H7, i amb menys frequéncia d’altres se-
rotips, com 1'026:H11 i I'0111:H", causen gastroenteritis de gravetat va-
riable amb hemorragies caracteristiques, per la qual cosa s’han anomenat
E. coli enterohemorragiques. L’enteritis per E. coli enterohemorragica pot
donar lloc a complicacions molt greus, fins i tot mortals, com sén la sin-
drome hemoliticourémica i la parpura trombodtica trombocitopénica.

La capacitat patogénica d’E. coli enterohemorragica es deu a diversos fac-
tors de viruléncia, perd el més important és la produccié d’una toxina ano-
menada verotoxina (VT) després que les soques s’hagin adherit intima-
ment a I'epiteli intestinal. Aquest tipus d’adheréncia és diferent de la de
les soques comensals, no patdgenes, i per ella mateixa és capag de pro-
duir diarrea. De fet, aquest és el mecanisme patogéenic propi d’'unes so-
ques d’E. coli causants d’enteritis descrites als anys quaranta a Anglaterra
que es van anomenar E. coli enteropatogenes. L’adquisicié per part d’algu-
nes d’aquestes soques dels gens que codifiquen la verotoxina, gens que
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estan vehiculats en bacteriofags, explica la construccié d’aquests micro-
organismes, que sense dubte no és recent, perd que han estat detectats
quan s’han difés ampliament, fonamentalment arran dels habits actuals
de crianga dels animals i de consum d’aliments carnis (2,9).

1.2 Emergeéencia de la infeccio

E. coli0157:H7, que és el serotip causant d’enteritis hemorragica més fre-
quent, s’ha aillat en el bestiar bovi, tant en el sa com en el malalt, encara
que no és patogen per als bovins adults ja que es comporta com un mi-
croorganisme comensal. També altres remugants com ovins i caprins sén
reservori d’aquest microorganisme.

La investigaci6 dels brots que s’han anat produint a partir del 1982 ha de-
mostrat que els aliments, la llet no pasteuritzada i I'aigua sén vehicles
apropiats per a la transmissié d’E. coli 0157:H7. A partir d’aquests brots
es va sospitar que la dosi infectant devia ser molt baixa, la qual cosa es
va confirmar amb I’observacié que els casos secundaris que es produeixen
per contacte fecal-oral entre una persona infectada i una persona sana sén
relativament frequents.

S’han proposat diverses hipotesis que justifiquen la difusié d’aquest sero-
tip d’E. coli, com la crianga massiva dels animals d’abast, la fertilitzacié de
les pastures amb fems, la desaparicié parcial de la brucel-losi, o la parti-
cular fisiologia digestiva dels remugants. Aquestes factors han estat revi-
sats per Amstrong et al. (9).

També s’ha observat que la introduccié d’alimentacié programada per or-
dinador s’ha associat a I'increment de la infeccio per E. coli 0157:H7 en
el bestiar, perd probablement I’agrupament en grans unitats i la facilitat de
transmissi6 que va lligada a aquesta tecnologia podria explicar el fet (10).
Un factor determinant per a la propagacié d’E. coli 0157:H7 mitjancant
vehicles molt diversos és la seva tolerancia als acids, superior a la d’altres
grups d’E. coli (11-13). Aquesta propietat permetria que E. coli 0157:H7
sobrevisqués en aliments d’una gran acidesa.

Aixi doncs, les dades disponibles indiquen que E. coli 0157:H7 és un mi-
croorganisme que va evolucionar fins a adquirir uns mecanismes patoge-
nics d’una gran viruléncia i ha emergit per la facilitat de difusid basada en
les raons que s’han esmentat.

1.3 El descobriment d’E. coli 0157 verotoxigena

L'any 1977, Konowalchuk et al. (14) estudiaven la toxina termolabil d’E. co-
li i van comunicar I'observacié que diferents soques d’E. coli aillades de
malalts amb enteritis produien una toxina diferent de la termolabil que do-
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nava lloc a una lesi6 intensa i irreversible sobre la linia cel-lular Vero, la
qual van denominar verotoxina. Cal assenyalar que I’accié enterotoxica d’a-
questa toxina havia estat constatada el 1971 per Smith i Lingood (15) sen-
se que se’n continués I'estudi. El treball de Konowalchuk et al. si que es
va continuar amb dos estudis prospectius en malalts amb diarrea per de-
terminar la preséncia de soques productores de verotoxina, perd no es va
arribar a conclusions definitives respecte a la seva acci6 (16,17).

El 1983, Riley et al. van demostrar que dos brots de colitis hemorragica
apareguts a Oregon i Michigan, als Estats Units, estaven causats per un
serotip infrequent d’E. coli, '0157:H7 (18).

Johnson et al., el 1983, comuniquen que un brot de colitis hemorragica a
Ontario (Canada) esta causat pel mateix serotip d’E. coli que el trobat als
Estats Units per Riley et al., i demostraren que és productor de verotoxina
(19). Poc després O’Brien et al. confirmen que les soques del brot america
també sén productores de verotoxina (20). De fet, el grup d’O’Brien feia
poc temps que havia demostrat la identitat de la verotoxina produida per
una de les soques estudiades per Konowlchuk et al. (14) amb la toxina de
Shiga produida per Shigella dysenteriae serotip 1 (21).

Entre 1983 i 1985, Karmali et al. van mostrar I’associaci6é epidemiologica
entre les soques productores de verotoxina i la sindrome hemoliticourémi-
ca (22, 23). La importancia patogénica de la verotoxina es va reforcar amb
la deteccid d’anticossos contra ella en els malalts amb |la sindrome hemo-
liticourémica i I’associacid entre aquest procés i soques productores de ve-
rotoxina de diferents serotips.

Finalment, el 1983 es demostra que la verotoxina a E. coli esta codificada en
gens vehiculats per bacteriofags lamboides capacgos d’incorporar-se (lisoge-
nitzar) al genoma d’E. coli (24, 25). Hi ha diverses revisions sobre E. coli en-
terohemorragica (9, 12, 26-32).
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2. Escherichia coli. Aspectes microbiologics

2.1 Caracteristiques generals d’E. coli

E. coli és un bacteri que es troba en gran abundancia al tub digestiu de I'ho-
me i dels animals de sang calenta, on té el seu reservori natural (33-35).
Forma part, juntament amb altres bacteris aerobis i anaerobis, de la flora
intestinal normal, la qual, en conjunt, realitza diverses funcions fisiologi-
ques per a I’hoste, com sbén el processament dels residus alimentaris, la
sintesi de factors nutritius essencials, I'estimul antigénic i d’altres que no
han estat ben precisades. Es I'espécie aerdbia més abundant del tub di-
gestiu huma i ha estat considerat tradicionalment com un bacteri no pato-
gen (36).

E. coliva ser aillat per primera vegada per Theodor Escherich el 1885 (37).
Per la facilitat del cultiu i pel seu caracter de bacteri no patogen s’ha uti-
litzat com a model per a I’estudi de I'estructura i la fisiologia cel-lular. Tant
és aixi que avui és, sens dubte, I’ésser viu més ben conegut des del punt
de vista bioldgic (38).

Les caracteristiques bioldgiques de les soques verotoxigenes d’Escherichia
coli s6n les propies de I'espécie, i excepte pel que fa als factors de vi-
ruléncia, es poden observar poques diferéncies entre les soques patoge-
nes i les comensals.

2.1.1 Estructura

Escherichia coli és un bacil gramnegatiu aerobi i anaerobi facultatiu amb
una grandaria d’entre 1-2 y d’ample i 2-6 py de llarg. Té I'estructura carac-
teristica dels bacils gramnegatius (39), amb un citoplasma ple de riboso-
mes; el material genétic esta constituit per DNA bicatenari, que forma una
anella circular covalentment tancada que constitueix el cromosoma, del
qual només hi ha una copia. Aquest cromosoma esta condensat formant el
nucleoide (40) (figura 1).

Aquesta espécie és hoste de diversos bacteridfags, alguns dels quals es
poden integrar al cromosoma del bacteri aportant gens addicionals (lisogée-
nia). E. coli també incorpora, sovint, petits fragments de DNA que adquirei-
xen forma circular anomenats plasmidis, que generalment romanen lliures
al citoplasma (41, 42). Ambdoés tipus de material genétic exogen —fags i
plasmidis— poden codificar productes molt importants per al microorga-
nisme, com enzims inactivants d’antibidtics, enzims amb activitats me-
taboliques que permeten la utilitzacié de nutrients nous, factors estructu-
rals com fimbries (adhesines) i també factors patogéenics per a I’hoste com
toxines i d’altres.
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Les verotoxines produides per E. coli 0157:H7 i altres serotips estan co-
dificades en soques lisogéniques. Els fags integrats (lisogénics) i els plas-
midis es multipliguen sincrdonicament amb el cromosoma bacteria, passen
a la descendéncia perd també a altres bacteris per processos com la trans-
ducci6 i la conjugacid, respectivament.

Exterior a la membrana cel-lular que limita el citoplasma, el qual conté els
elements que s’acaben d’esmentar, els bacteris tenen una paret caracte-
ristica molt resistent pero flexible formada per un entramat de fibres (com
els vimets d’un garrafd). Les fibres son, des del punt de vista quimic, un
llarg polisacarid, i estan unides entre si per un petit péptid, d’aqui que
aquesta estructura s’anomeni peptidoglica. En els bacteris gramnegatius
com E. coli, per fora del peptidoglica, tot i que unit a ell i constituint un ele-
ment solidari i propi de la paret, es troba una membrana d’estructura fos-
folipidica tipica perd amb abundants molécules de lipopolisacarid a la ca-
pa externa (38, 39, 43).

Algunes soques d’E. coli, per fora de la paret poden tenir una capsula d’es-
tructura polisacarida i un gruix variable (39, 44).

E. coli, com altres bacteris, compta amb flagels d’estructura proteica que
son responsables de la seva mobilitat. S6n elements filamentosos anco-
rats a la membrana citoplasmatica amb una llargada que és diverses ve-
gades la del bacteri (39, 45).

Les fimbries (pili) sbn estructures filamentoses proteiques semblants als
flagels, encara que generalment més prims. La seva composicié és com-
plexa: I'extrem distal s’uneix a estructures especifiques de les diverses
cél-lules epitelials; aixi, hi ha fimbries d’E. coli que s’uneixen a receptors de
les cél-lules intestinals, d’altres a les de I'epiteli urinari, etc. Les fimbries
son, per tant, adhesines que expliquen I'ecologia del bacteri (46). E. coli
també posseeix adhesines no fimbriades (figura 1).

2.1.2 Metabolisme i cultiu

Escherichia coli no és un bacteri exigent des del punt de vista nutritiu. La
via metabdlica fermentativa (anaerdbia) transforma la glucosa en acid pi-
ravic i pot continuar amb la fermentaci6é acidomixta, que acaba en acid acé-
tic, acid lactic i acid succinic. Aquesta via, pobra des del punt de vista
energétic, en preséncia d’oxigen continua des del piravic al CO. mitjangant
el cicle de Krebs i les cadenes respiratories, i genera, aleshores, gran
quantitat d’energia (39).

Amb la glucosa com a font d’energia, i carboni i una font de nitrogen com
el nitrat potassic, E. coli pot sintetitzar totes les estructures necessaries
per al seu creixement i replicacioé (39). Es per aixd que aquest bacteri creix
de manera exuberant en medis de cultiu usuals de formulacié senzilla com
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Figura 1. Estructura d’Escherichia coli

(antigen H)

Es representa I'estructura d’un bacteri gramnegatiu tipic com Escherichia coli.

A: diagrama del bacteri.

B: microfotografia electronica.

C: diagrama de I'estructura de la membrana cel-lular i la paret. També s’ha representat un flagel i la
capsula.

D: representacié esquematica de I'estructura molecular de la paret. No s’ha representat la membra-
na cel-lular, el flagel ni la capsula.

c: citoplasma.

n: nucleoide.

m: membrana cel-lular.

pg: peptidoglica de la paret.

me: membrana externa de la paret.

LPS: lipopolisacarid.

k: capsula.

h: flagel.

fm: fimbria.

Equivalents antigénics: capsula: antigen K; LPS: antigen O; flagels: antigen H.
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una simple infusié de carn. La temperatura dptima de creixement és de 37 °C,
encara que ho fa entre els limits de 10 °C a 45 °C.

Sota aquestes condicions (medi usual i incubacidé a 37 °C en aerobiosi) el
temps de generacié és molt curt, al voltant de vint minuts, per la qual co-
sa un medi liquid inoculat després d’una nit d’incubacié apareix completa-
ment térbol, i en un medi solid es formen coldonies de 2 a 5 mm de dia-
metre, que son observables a simple vista.

2.1.3 Identificacio

E. coli és una espécie del génere Escherichia, que és un dels més de tren-
ta géneres de la familia Enterobacteriaceae. Aquesta familia es defineix per
estar formada per bacils gramnegatius aerobis i anaerobis facultatius, no
esporulats, que creixen bé en medis usuals, son oxidasanegatius, reduei-
xen els nitrats a nitrits i sdbn mobils mitjancant flagels peritrics o immobils
(34, 47-49).

Dintre d’aquesta familia els diferents géneres i espécies s’han definit per
la seva homologia (o diferéncia) genética mitjancant técniques d’hibridacié
DNA-DNA. Les dades obtingudes per aquest métode i les classificacions
que se n’han derivat han estat, en general, coincidents amb les classifica-
cions que s’havien fet préviament basades en les diferents caracteristi-
ques metaboliques dels membres d’aquesta familia (50).

Aixi doncs, les proves metaboliques permeten identificar la majoria d’espé-
cies de la familia. Es interessant assenyalar, perd, que encara que I'espé-
cie E. coli és metabdlicament diferent de les espécies del génere Shigella
(S. dysenteriae, S. sonnei, S. flexneri, S. boydii), en estudis d’hibridacio
s’ha vist que les cinc espécies (E. coli i les quatre de Shigella) formen en
realitat una Unica genoespécie, encara que per raons historiques aquest
fet no s’ha reflectit en la nomenclatura.

Les caracteristiques metabdliques propies d’E. coli permeten diferenciar-la
d’altres espécies d’enterobacteris que s’aillen freqiientment en clinica.

2.1.4 Classificacio infraespecifica

A mesura que s’ha vist que E. coli no era una espécie estrictament co-
mensal, com es va pensar inicialment, sind que, com es veura més enda-
vant, algunes soques poden produir processos patoldgics, ha interessat di-
vidir I’espécie en grups infraespecifics, particularment per tractar de
correlacionar aquests grups establerts per técniques de laboratori amb els
diversos grups definits pel seu potencial patogen.

Dins d’aquesta espécie, el biotipat, serotipat i genotipat son els métodes
de classificacid infraespecifica més utilitzats; contrariament, el fagotipat o
bacteriocintipat s6n en general poc emprats, encara que s’utilitzen en am-
bits especifics (p. ex.: fagotipat per E. coli 0157:H7).
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Biotipat

L’espécie es pot subdividir en biotips en funcié d’alguns caracters bioqui-
mics. En efecte, determinades reaccions bioquimiques sbn constants a E.
colii de fet sén les que permeten identificar I'espécie, perd d’altres sén va-
riables (positives 0 negatives) segons les soques, per la qual cosa es po-
den utilitzar per diferenciar biotips dintre de I'espécie (49, 51, 52). Les
proves metaboliques utilitzades per biotipar E. coli sén la lisina i I'ornitina
descarboxilases, la produccid de gas a partir de la glucosa, la fermentacio
de la lactosa, la sacarosa, el dulcitol, la rafinosa, la ramnosa, el sorbitol,
I"adonitol i la sorbosa, aixi com la 8-glucuronidasa.

Serotipat

La classificacié immunolodgica (seroldgica) d’E. coli es fa en funcié de tres
estructures antigeniques préviament descrites: el lipopolisacarid, la cap-
sula i els flagels.

L’antigen del lipopolisacarid (LPS) s’anomena O. En el moment actual s’han
descrit més de cent setanta antigens O diferents (01, 02, 03,...). Quan una
soca d’E. coli es classifica determinant Gnicament I’antigen O (p. ex.: 0111,
0157) s’esta dividint I’espécie en serogrups. Les soques que no tenen LPS
o de les quals la sintesi és incompleta acostumen a aglutinar espontania-
ment en soluci6 salina (autoaglutinacid) i es defineixen com a soques rugo-
ses (R, rough en anglés) (48, 53, 54).

Una altra estructura antigénica utilitzada per a la classificacié serologica
d’E. coli és I'antigen capsular, d’estructura polisacarida, anomenat antigen
K (53, 55, 56). Es coneixen més de cent antigens K diferents. No totes les
soques d’E. coli formen capsula.

La darrera estructura antigénica utilitzada per a la classificacié serologica
d’E. coli és I'antigen flagel-lar, que té estructura proteica (57). Aquest an-
tigen s’anomena H i en la actualitat se’n coneixen més de 56 variants im-
munologiques. Hi ha soques naturalment immobils i variants immobils de
soques mobils.

Quan una soca es defineix serologicament per I'antigen O, el K i I'H, s’ha
determinat el serotip de la soca. Aixi doncs, un serogrup (definit per I'anti-
gen 0) inclou diversos serotips. En general, i en una primera aproximacio,
un serotip defineix un clon d’E. coli.

La citaci6 del serogrup és 015, 0111, 0157, etc., mentre que la del sero-
tip incorpora els tres antigens: 015:K52:H1, 0111:H2, 0111:H12,
0111:H21, 0111:H", 0157:H7, etc. (s’ha de veure que hi ha soques no
capsulades sense antigen K, i que s’han posat com a exemples diver-
sos serotips del serogrup 0111 entre els quals n’hi ha un sense anti-
gen H).
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Fagotipat

El fagotipat d’'una soca es produeix, mitjancant un panell de bacteritfags,
estudiant la susceptibilitat de la soca als bacteridfags del panell (58).

El fagotipat és un sistema de tipat infraespecific molt utilitzat abans de la
difusio de les técniques actuals de biologia molecular. Es un sistema sen-
zill de realitzar que permet estudiar un nombre important de soques en poc
temps, per la qual cosa és un métode de tipat suggestiu per fer-lo servir
inicialment davant d’un brot, a diferéncia dels métodes genétics, que re-
quereixen instrumental especial i que sén dificils d’estandarditzar. El re-
queriment de mantenir el panell de fags al laboratori, pero, fa que aquesta
técnica sigui enutjosa per emprar-la en el laboratori de diagnostic i que no-
més es faci servir en centres de referéncia.

Genotipat

Els marcadors assenyalats anteriorment (biotipat, serotipat i fagotipat) son
marcadors fenotipics, alguns dels quals, com els que estudien serovarie-
tats o el fagotipat, requereixen disposar de reactius (antisérums o fags,
respectivament) de preparacié complexa o manteniment laborids i diferents
per a cada espécie microbiana. Per aixd els darrers anys les técniques de
classificacio infraespecifica basades en |'estudi del genoma han facilitat la
introduccié de técniques que un cop posades a punt son aplicables a di-
versos microorganismes, en les quals s’utilitzen els mateixos reactius i
procediments, i que després d’estandarditzades son relativament senzilles
de dur a terme (59, 60). En un treball publicat per Arbeit el 1999 es pot
trobar una revisi6 breu i clara d’aquestes técniques (61).

L’electroforesi en camp pulsant (pulsed field gel electrophoresis, PFGE) és
la técnica de genotipat més utilitzada per a E. coli (62). Es basa a alliberar
el DNA de cada bacteri amb una solucié de lisi, tallar-lo mitjangcant enzims
de restriccid i comparar els fragments de DNA obtinguts a cadascun dels
bacteris, observant les bandes que es formen per electroforesi en un gel
sotmeés a pulsacions eléctriques. El camp eléctric pulsant s’utilitza per ana-
litzar un DNA que, pel fet que ha estat tallat amb enzims de baixa fre-
quéncia de tall, com per exemple Xba 1 per a E. coli 0157:H7, donara lloc
a uns pocs fragments de grans dimensions que no es poden desplacgar en
un gel sotmés a un camp eléctric continu convencional (figura 2).

Altres técniques de tipat

El perfil plasmidic s’ha utilitzat per tipar diverses espécies bacterianes in-
cloent E. coli. Té nombroses deficiéncies, la més important és probable-
ment la inestabilitat dels plasmidis (63).

Entre el marcadors epidemiologics utilitzats especificament per a E. coli
0157:H7 diferents dels assenyalats anteriorment hi ha el tipat de les toxi-
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Figura 2. E. coli. Fragments de restriccio PFGE
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Es poden observar els fragments de DNA d’E. coli tallats per I'’enzim de restriccié Xba 1, que s’han
desplacat des de I'origen (Or) en la direcci6 de la fletxa; els fragments majors es desplacen menys
que els més petits, que avancen més.

PM: marcador de pes molecular.
A, B, C i D: soques d’un mateix brot (Barcelona, 2000).
E, Fi G: soques de casos esporadics.

Font: Servei de Microbiologia. Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Barcelona.

nes, que té les seves limitacions ja que només existeixen cinc variants ma-
jors i en algunes arees geografiques una d’elles pot ser molt predominant
(64, 65).

2.2. El concepte d’E. coli enteropatogena

Actualment algunes soques d’Escherichia coli es consideren patdgenes
(34, 66). Un primer grup esta constituit per les soques que causen gas-
troenteritis i per a les quals s’han descrit diversos mecanismes d’entero-
patogenicitat (67). Un altre grup esta constituit per les soques uropatoge-
nes, definides per la freqliéncia amb qué es detecten en les infeccions
urinaries i perqué tenen diversos factors d’uroviruléncia (68). Finalment es
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considera un grup de soques patdogenes causants de sépsia neonatal i en
particular de meningitis (69).

El fet que a cada grup patogénic només es trobin alguns serotips d’E. coli
es considera com una constatacié que les soques patdgenes son clons
amb factors de viruléncia especifics (taula 2)

Els estudis en voluntaris emprant diferents soques enteropatdgenes
d’E. coli i I'experimentacio in vitro i amb models animals han permés defi-
nir amb precisio cinc grups diferents: E. coli enteroinvasiva, E. coli entero-
toxigena, E. coli enteropatdgena, E. coli enterohemorragica, i E. coli ente-
roagregativa.

Les soques enteroinvasives d’E. coli tenen els mateixos factors de virulén-
cia que les shigel-les (67, 70, 71), perd compten amb caracters metabolics
i antigénics que les acosten més a E. coli que a les shigel-les (encara que
ambdos grups de microorganismes constitueixen una genoespécie Unica).

Taula 2. Serogrups d’Escherichia coli associats a infeccié en humans

S’assenyalen alguns dels serogrups d’E. coli que formen part de la flora comensal normal i
d’altres associats a diversos processos patologics humans. Dins de cadascun d’aquests se-
rogrups només alguns serotips causen patologia.

Flora Meningitis  Infeccid del
normal ECEPc ECET ECEI ECEH®  neonatal tracte urinari  Septicémia
01 026 06 0114 028 0157 01 01 01
02 055 08 0115 029 06 02 02
04 086 011 0126 0112 o7 04 04
05 0111 015 0128 0115 016 06 06
06 0114 020 0148 0124 018 o7 o7
o7 0119 025 0149 0135 083 08 08
08 0125 027 0153 0136 09 09
018 0126 049 0159 0143 011 011
020 0127 063 0166 0152 016 018
025 0128 078 0167 0164 018 022
045 0142 085 0169 0167 022 025
081 0158 025 075
062
075

1. Els serotips associats a patologia per produccié de verotoxina soén I’0157:H7 i els assenyalats a
la taula 3.

ECEPc: E. coli enteropatogena classica.

ECET: E. coli enterotoxigena.

ECEI: E. coli enteroinvasiva.

ECEH: E. coli enterohemorragica.

Font: Sussman (66).
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Les soques d’E. coli enterotoxigenes causen gastroenteritis per la produccio
d’enterotoxines especifiques, una de termolabil (LT) i una altra de termoes-
table (ST). Aquestes toxines estan codificades en plasmidis (67, 72, 73).
Les soques d’E. coli enteropatogena causen diarrea com a conseqiéncia
d’un tipus d’adheréncia especifica a I'epiteli intestinal mitjancant una adhe-
sina proteica no fimbriada anomenada intimina, codificada al gen eae.
Aquest tipus d’adheréncia produeix alteracions en les cél-lules intestinals
caracteritzades per I'esborrament de les microvellositats dels enterocits (le-
si6 d’attaching and effacing). Aquestes soques, descrites els anys quaran-
ta i cinquanta, van ser les primeres soques d’E. coli amb les quals es va de-
mostrar capacitat de produir gastroenteritis, per aixd es van congéixer sota la
denominacid genérica d’'E. coli enteropatogenes. Nosaltres, per diferenciar-
les dels altres grups d’E. coli enteropatdgenes descrits posteriorment, pre-
ferim denominar-les E. coli enteropatdgenes classiques (67, 74, 75).

Les soques d’E. coli enterohemorragiques inicien la lesi6 intestinal i els
simptomes d’enteritis mitjangant un procés d’adheréncia idéntic al d’E. co-
li enteropatogena classica, seguit de la produccid de toxines especifiques
anomenades verotoxines que son citotdxiques i que expliquen la gravetat
de la infeccidé causada per aquest microorganisme.

Finalment, hi ha un grup que causa diarrea per un mecanisme desconegut.
S’ha associat amb diarrees persistents (76). Aquest grup es caracteritza
per presentar un patré d’adheréncia formant agregats caracteristics a la su-
perficie de les cél-lules de la linia HEP-2, per la qual cosa s’ha denominat
E. coli enteroagregativa (67).

Al nostre pais, les soques dels diversos grups d’E. coli enteropatdgena es
detecten excepcionalment; la majoria d’aquestes soques s’aillen en casos
de diarrea del viatger (77, 78). La frequéncia amb qué es detecten casos
esporadics per E. coli 0157:H7 és també molt baixa (79).

2.3 Escherichia coli 0157:H7

La primera vegada que es va correlacionar E. coli del serotip 0157:H7 amb
una gastroenteritis va ser als brots d’enteritis hemorragica apareguts a
Oregon i Michigan I'any 1982. Aleshores era un serotip aillat poc sovint en
infeccions humanes (18).

Posteriorment es va reconéixer que aquest serotip produeix verotoxina, i
que a més de causar colitis hemorragica, també podia ocasionar la sin-
drome hemoliticourémica (22, 23).

Més tard es va veure que altres serotips d’E. coli també podien causar en-
teritis i sindrome hemoliticourémica per produccié de verotoxina (80), perd
aviat va quedar palés que aquest serotip 0157:H7 (i la seva variant immo-
bil, 0157:H") era el més freqlientment implicat tant en els casos espora-
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dics com en brots epidémics, tot i que en algunes regions del moén, cir-
cumstancialment, podien predominar altres serotips (80-82).

E. coli 0157:H7 constitueix un serotip d’E. coli que té caracteristiques clo-
niques, la qual cosa comporta que aquest grup de microorganismes tingui
caracteristigues comunes, a part, 0bviament, del serotip. Entre aquestes
caracteristiques hi ha el fet que la majoria de les soques, a diferéncia d’al-
tres serotips d’E. coli, no fermenten el sorbitol ni produeixen -glucuroni-
dasa (83, 84), son resistents als acids i, a més, tenen un conjunt de fac-
tors de viruléncia relacionats amb la patogenicitat.

Aquest microorganisme, pero, presenta les caracteristiques estructurals i
biogquimiques propies de I'espécie E. coli: fermenta la glucosa amb pro-
duccié de gas per la via acidomixta; té, per tant, la prova de Voges-Pros-
kauer negativa; no pot utilitzar el citrat com a font de carboni; produeix in-
dole, no produeix ureasa, fenilalaninadesaminasa ni desoxiribonucleasa;
descarboxila la lisina; fermenta la lactosa i és, per tant, 3-galactosidasa po-
sitiva, fermenta també el mannitol, perd no ataca l'inositol (34, 47).

Les soques d’E. coli 0157:H7 causen tipicament enteritis hemorragica, en-
cara que alguns malalts infectats per aquests microorganismes pugin pre-
sentar un quadre d’enteritis benigna sense sang o fins i tot una infeccio cli-
nicament asimptomatica. L’enteritis per aquest serotip d’E. coli pot causar
complicacions com la sindrome hemoliticourémica i la parpura trombdtica
trombocitopénica.

Aquesta capacitat patogénica és deguda a la preséncia de diversos factors
de viruléncia que actuen d’una manera coordinada; els més importants sén
el sistema d’adheréncia mitjancat la intimina i la producci6é de verotoxines.
La participaci6é d’altres factors de viruléncia com I’enterohemolisina no ha
estat precisada.

Hi ha soques d’E. coli 0157 no patogenes per manca d’algun dels factors
de viruléncia essencials. D’altra banda, com ja s’ha esmentat, hi ha so-
ques d’altres serotips d’E. coli que causen la malaltia perqué compten els
factors de viruléncia assenyalats (taula 3) (80-82, 85).

Des del punt de vista patogénic cal diferenciar les soques d’E. coli veroto-
xigenes, que sbn totes les que produeixen verotoxina, de les enterohe-
morragiques, que sén un subgrup de les verotoxigenes que pel fet que te-
nen, a més, els altres factors de viruléncia, com el sistema d’adheréncia
especific, poden causar la malaltia.

2.3.1. Factors de viruléncia

Intimina

El sistema d’adheréncia de les soques enterohemorragiques d’E. coli a les
cél-lules de I'epiteli intestinal (enterdcits) és un sistema molt complex, fo-
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Taula 3. Serotips d’E. coli enterohemorragica diferents de ’0157:H7

02:H5, H6 048:H21 0111:H2, H8, H™* 0125:H-

04:H10, H- 050:H7, H~ 0112:H2%* 0128:H2, H25, H~
05:H- 055:H6, H7, H10, H- 0113:H2, H21* 0145:H25, H28*, H™*
06:H2, H- 086:H40 0114:H4 0146:H8, H21*
018:H7 091:H10, H21, H- * 0115:H10 0153:H25

022:H8 098: H- 0117:H4 0163:H19
026:H11*, H- 0103:H2* 0118:H12, H16* 0165:H25, H-
038:H21 0104:H2, H21 0119:H6 0168: H-

045:H2* 0105:H18 0121:H19 0?:H2, H7, H19, H21
046:H31

S’han detectat més de cent cinquanta serotips productors de verotoxina, pero no tots
s’han associat a enteritis hemorragica. Alguns dels que s’hi han associat
amb més freqiiéncia son els inclosos en aquesta taula.

*Serotips diferents de I’0157:H7 associats més sovint a la sindrome hemoliticourémica
en humans.

namentalment idéntic al d’E. coli enteropatogena classica. En aquest bac-
teri I'adheréncia compta amb una proteina de la membrana externa, la in-
timina, codificada pel gen eae (86-88). La unié es produeix entre la intimi-
na i unes proteines situades en la membrana externa dels enterocits,
anomenades Tir. Aquestes proteines Tir han estat sintetitzades pel bacteri
i s’han injectat a I'interior de la cél-lula intestinal (enterdcit) per un siste-
ma especific i complex de secrecié del bacteri, el sistema de tipus Il (89,
90), i posteriorment s’han localitzat a la membrana de I’enterocit, de ma-
nera que tant I’adhesina com el receptor han estat sintetitzats pel bacteri
mateix. El gen eae, la proteina Tir i les proteines que conformen el complex
sistema de secrecid-infeccio de tipus Ill estan codificats en un fragment ge-
nic del cromosoma bacteria anomenat LEE (locus of enterocyte efface-
ment), perqué a la zona de contacte intim entre el bacteri i la cél-lula in-
testinal s’esborren les microvellositats d’aquesta altima (procés
d’attaching and effacing) a causa d’aquest tipus d’adheréncia especifica
(figura 3).

Molt probablement aquesta lesié d’esborrament de les microvellositats
consequéncia de I'adheréncia és suficient perqué E. coli enteropatogena
classica causi diarrea. La regulacio del LEE a I’E. coli enteropatogena clas-
sica es fa des d’un plasmidi, perd no a I'E. coli enterohemorragica, de la
qual es desconeix com es fa la regulacidé d’aquest complex génic (91).
Aquests fragments génics, com el LEE, formats per diversos gens de vi-
ruléncia, tenen marcadors que els assenyalen com a material genétic exo-
gen; s’han anomenat “illes de patogenicitat” i son els que permeten la
construccio de nous bacteris patogens.
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Figura 3. Mecanisme de produccio de les lesions a I’enterocit (esquematic)
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A la figura es representa la lesié d’esborrament de les microvellositats dels enterdcits i I'allibera-
ment de verotoxina (Stx) per E. coli enterohemorragica. EI model de I’adheréncia s’ha pres d’E. coli
enteropatdgena classica que es presumeix idéntic al d’E. coli enterohemorragica.

B: bacteri.
E: cél-lula intestinal (enterdcit).
Cr: cromosoma bacteria.

LEE: locus of enterocyte effacement; el LEE és un fragment del cromosoma (illa de patogenici-

tat) amb diversos gens que codifiquen factors de viruléncia.
Intimina: adhesina que se situa a la membrana externa del bacteri.

Tir: proteina que s’injecta a I'enterdcit mitjancant I'aparell de secrecid de tipus Il i que se situa
a la superficie de I'enterocit de manera que constitueix el receptor al qual s’uneix la intimina.

Esc: aparell de secreci6 de tipus lll.

Esp: conjunt de proteines, algunes de les quals, com la B, son translocades a I'interior de I'en-
terocit de manera que activen diversos sistemes de senyals que cooperen en |'alteracioé
cel-lular. Els gens que regulen I'expressi6 del LEE en ECEPc estan situats en un plasmidi,
perd en ECEH es desconeix la seva localitzacio.

ac: filaments d’actina. L’acci6 de la Tir sobre els filaments cel-lulars, probablement, fa que
desapareguin les microvellositats (lesions d’attaching and effacing).

Stx: verotoxines. L’acci6 lesiva del procés d’attaching and effacing descrit, que és la que cau-
sa la diarrea en E. coli enteropatogena classica, en E. coli enterohemorragica es veu
agreujada per la producci6 de la toxina Stx, que actua per accié directa sobre I’enterdcit i
sobre I'endoteli dels capil-lars intestinals, renals i d’altres localitzacions.

esc/sep: gens que codifiquen el sistema de secrecio tipus Ill.
tir. gen que codifica la proteina Tir.
eae: gen que codifica la intimina.
esp: gens que codifiquen les proteines Esp.

Tots aquests gens es localitzen a LEE.
stx: gen que codifica les verotoxines.

Verotoxines

Konowalchuk et al. (14) en estudiar I’accio de la toxina termolabil d’E. coli
sobre diverses linies cel-lulars van detectar I’existéncia de un tipus diferent
de toxina que produia un intens efecte citopatic sobre la linia cel-lular Vero
(que és una linia de ronyé de mico verd africa). Aquesta toxina es va ano-
menar verotoxina (VT).

O’Brien et al., (92) van purificar la verotoxina obtinguda d’E. coli i van tro-
bar una semblanga elevada amb I’estructura de la toxina de Shiga (Stx, de
I’anglés Shiga toxin) produida regularment per Shigella dysenteriae serotip
1. A més, la toxina d’E. coli podia ser neutralitzada per I'antitoxina anti-Stx,
per la qual cosa es va anomenar Shiga-like toxin, SLT (‘toxina semblant a
la de Shiga’). Posteriorment s’ha pogut veure que hi ha dues classes de
verotoxina (VT1 i VT2), i que alhora hi ha tres subtipus principals de VT2.
L'any 1996 (93) es va proposar uniformar la homenclatura d’aquestes to-
xines, de manera que avui és més emprat el nom de Stx1 i Stx2 que el de
VT o el de SLT, que, en tot cas, son equivalents (taula 4).

Les Stx1 i Stx2 es troben codificades en bacteridfags lamboides. Després
d’infectar les soques d’E. coli, en comptes d’iniciar un cicle litic per repli-
car-se, el genoma del bacteridfag s’integra dins el cromosoma bacteria, en
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el qual es multiplica sincronicament (estat lisogénic). Les soques amb les
dues toxines estan lisogenitzades per dos fags (94).

Sota certes condicions naturals o artificials, el bacteridfag integrat en es-
tat lisogénic s’indueix i passa a desenvolupar el cicle litic, de manera que
comenca la replicacié lisant i sortint del bacteri, la qual cosa permet in-
fectar —i integrar-se lisogénicament— altres bacteris de la mateixa espé-
cie o d’altres espécies, com Citrobacter freundii o Enterobacter cloacae; ai-
Xi, els gens d’aquestes toxines es poden difondre entre diferents bacteris
(95-97).

Les Stx estan formades per dues subunitats, A i B. La B és un pentamer
que s’uneix al receptor cel-lular de les cél-lules eucariotes, que és un glo-
botriaosilceramida (Gb3). La subunitat A és la que penetra a 'interior del
citoplasma cel-lular i exerceix I’accié toxica.

Cadascl dels mondmers que constitueixen el pentamer de la subunitat B
de la toxina tenen una grandaria de 7,7 kDa. La subunitat A €s monomeri-
ca i té una grandaria de 32 kDa. S’escindeix per formar dos fragments: I'A;
i I'A.. El fragment A. és el requerit per a la unié d’A a B; el fragment A: és
el que exerceix I'acci6 toxica.

La toxina unida pel fragment B a la membrana de la cél-lula a través del
Gb3 (98, 99) és endocitada a un vacuol fagocitic i posteriorment es pro-
dueix el pas del fragment toxic al citoplasma, per unir-se a la seva diana,
que és un residu del fragment 28S de I’acid ribonucleic ribosomal, la qual
cosa comporta el bloqueig de la sintesi proteica i secundariament la mort
cel-lular. No es coneix amb precisidé quan i com es produeix I'escissi6 del
fragment A1l del conjunt de la toxina (100-105).

Taula 4. Nomenclatura proposada per a les verotoxines

Nom de les toxines Sinonims

Gen Proteina
Toxina de Shiga (Shiga toxin) stx Stx
Toxina Shiga-like |, (SLT-1), verotoxina 1, (VT1) Stxy Stx1
Toxina Shiga-like 11, ( SLT-Il), verotoxina 2, (VT2) Sstx, Stx2
Toxina Shiga-like Il (SLT-ll; ), verotoxina 2, (VT2,) StXog Stx2,
Toxina Shiga-like lly ( SLT-ll4 ), verotoxina 2, (VT24) Stxoy Stx24
Toxina Shiga-like Il (SLT-ll¢ ), verotoxina 2, (VT2,) StXoe Stx2,

Com s’ha assenyalat a la taula 4, hi ha diverses toxines de la familia Stx.
La Stx de S. dysenteriae 1 i la Stx 2e es troben codificades al cromosoma,
perd la Stx1 i la Stx2 i les variants 2c i 2d es troben codificades en bacte-
riofags lamboides en estat lisogénic.
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La Stx de S. dysenteriae serotip 1 i la Stx1 d’E. coli difereixen Gnicament
en un aminoacid de la subunitat A. Ambdues tenen identitat antigénica, de
manera que I'antisérum anti-Stx neutralitza I’acci6é de la Stx1.

Les toxines Stx2, Stx2c, Stx2d i Stx2e presenten diversos graus d’homo-
logia de la seqiiéncia aminoacidica amb la Stx1 i entre si. Les toxines del
grup de la Stx2 no sén neutralitzades pel sérum anti-Stx, ni anti-Stx1, pero
I’antisérum contra una de les Stx2 neutralitza les altres Stx2, encara que
amb eficacia variable (reaccié encreuada) (taula 5).

En comparar les toxines, la variabilitat més notable és a la subunitat B, i
aixd condiciona I'afinitat d’adhesi6 a les cél-lules; aixi, la Stx2e, que cau-
sa la malaltia edematosa del porc, s’uneix al globotriaosilceramida 4 (Gb4)
(106, 107) en lloc d’al Gb3, al qual s’uneixen les altres.

L’accio toxica sobre la linia Vero és semblant a totes les toxines, perod I'ac-
cio letal sobre el ratoli per inoculacié parenteral és diferent (taula 5). Tam-
bé s’ha detectat que la Stx2 és mil vegades més toxica que la Stx1. La
variant Stx2e que s’associa a la malaltia de I'’edema del porc (108) ex-
cepcionalment causa patologia humana (109).

L’evidéncia de I'accid enteropatdgena de les Stx es dedueix de diverses ob-
servacions. Només les soques productores de Stx causen la sindrome he-
moliticourémica. Efectivament, aquest procés patoldgic no és produit per
les soques d’E. coli enteropatdgena classica, que comparteixen amb les
d’E. coli enterohemorragica tots els factors de patogenicitat relatius a I’ad-
heréncia perd no la produccié de Stx. Aquest fet també esta corroborat per-
qué S. dysenteriae 1 és I'Unica shigel-la que produeix Stx i I’Gnica que cau-
sa la sindrome hemoliticourémica.

D’altra banda, la seva acci6 patdgena s’ha demostrat en experiments en
les nanses intestinals lligades (100, 110).

També s’han obtingut evidéncies addicionals d’experiments amb soques
d’E. coli enteropatdgena per al conill, causants d’enteritis benigna, sem-
blant a la causada en I’home per E. coli enteropatogena classica, a les
quals s’ha incorporat el gen de la Stx. Aleshores aquestes soques donen
lloc a formes clinigues més greus (111, 112). A I'inrevés, en diversos ex-
periments s’ha observat també que les soques d’E. coli enterohemorragi-
ca amb Stx quan se suprimeix la produccié de toxina ocasionen diarrea,
perd més benigna i no hemorragica (113, 114). També s’ha demostrat in
vitro I'extraordinaria activitat toxica d’aquestes toxines sobre les cél-lules
de I’endoteli vascular, que produeixen lesions que sbn caracteristiques de
la sindrome hemoliticourémica.

S’accepta que la Stx produida per I’E. coli al budell pot passar a la sang,
(115, 116). La inoculacié de Stx1 o Stx2 al conill causa lesions vasculars
(117), perd no produeix lesid renal, encara que en I’home s’observa infla-
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macid de les cél-lules endotelials del glomérul renal i dipdsits de plaque-
tes i fibrina, lesions que serien la causa de la insuficiéncia renal aguda en
la sindrome hemoliticourémica. El pas dels hematies per la microcirculacio
capil-lar ocluida els lesionaria i es produirien els eritrocits fragmentats ca-
racteristics.

S’ha suggerit que la Stx2 és més important que la Stx1 en el desenvolu-
pament de la sindrome hemoliticourémica (115), de manera que les so-
ques productores de Stx2 causen més sovint sindrome hemoliticourémica
que les que produeixen Stx1 (o fins i tot, paradoxalment, que les produc-
tores de Stx1 i Stx2 simultaniament) (118-120). Encara que hi ha dades
contradictories respecte a aquest punt, cal tenir present que la Stx2 té di-
verses variants (taula 5), i per tant cadascuna pot tenir diferent efecte final
(121, 122).

Taula 5. Comparacioé entre Stx1 i Stx2 i els seus subgrups

Homologia d’aminoacids
amb la Stx2 (%)

Tipus Subunitat  pctivitat especifica  Dlsy (ng) deles  Activacio pel  DLgo d'E. coli
de Stx A B per a Vero! toxines? (ratoli)  mucus intestinal  verotoxigena3
1 55 57 1 x10° 400 No No virulent
2 100 100 (0,75-5) x 10° 0,52 No ~1010
2c 100 97 n.d. n.d. No ~1010
2d 99 97 5x 107 15 Si <10
2e 93 84 2 x 109 200 No No virulent

1. Cél-lules Vero/mg de proteina.
2. DLs, de cadascuna de les toxines injectades intraperitonealment al ratoli.
3. DLsg de les soques productores de cadascuna de les toxines al ratoli CD-1 tractat amb estreptomicina.

n.d.: no determinat.
Font: Kaper (32), modificada.

S’han assenyalat mecanismes complementaris que intervenen en la pro-
ducci6é de la sindrome hemoliticourémica, a part de I’acci6é directa de les
Stx a I’endoteli, com ara la participacié de diverses citoquines com I'lL-8,
I'IL-1, I'IL-6 i el TNF-0i, induides pel procés inflamatori inicial i la mateixa to-
xina (123-126). Un dels mecanismes involucrats podria ser la sobreex-
pressid de receptors Gb3 per a les Stx. La importancia relativa de I’accio
de les citoquines en relacié amb la toxina no es coneix amb precisio.

Altres factors de viruléncia
Practicament totes les soques d’E. coli 0157:H7 sbn portadores d’un plas-
midi de grans dimensions (entre 93,6 i 104 kb) (127, 128) anomenat
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p0157. Aquest plasmidi porta diversos gens, la relacio dels quals amb la
patogenicitat no és coneguda. D’entre aquests gens es pot destacar el que
codifica I’enterohemolisina i el que codifica la proteina Esp P, que és una
serinaproteasa. Aquest gens ehsA i espP s’han trobat en el 100 % de so-
ques d’E. coli enterohemorragica del serotip 0157:H7 ien el 95 % i el 36 %
respectivament de les soques enterohemorragiques de serotips diferents
de I'0157:H7 (129, 130).

No es coneix la importancia de I’enterohemolisina, que és diferent de la
classica hemolisina alfa de les soques d’E. coli uropatdgena, pero, com
aquesta, podria tenir una funcié de leucotoxina (131).

Les serinaproteases han estat considerades factors de patogenicitat en al-
guns bacteris. Entre les seves accions hi ha I'activitat sobre el factor V de
la coagulacid, que pot afavorir el sagnat. Aixi doncs, encara que les lesions
de la mucosa intestinal en les enteritis per E. coli enterohemorragica estan
causades fonamentalment per les Stx, I'EspP podria afavorir el procés.
Algunes soques productores de Stx del serotip 0157:H7 i d’altres pre-
senten el gen ast A que codifica I'EAST1, una toxina termoestable diferent
de la toxina ST d’E. coli enterotoxigena (132). No es coneix la participacio
d’aquesta proteina en la patogenicitat de les soques d’E. coli enterohe-
morragica.

Finalment, E. coli 0157:H7 s’ha mostrat més resistent als acids que altres
soques d’E. coli. Aquest fet podria explicar la baixa dosi infectant en I’ho-
me, aixi com la persisténcia al tub digestiu dels remugadors en determi-
nades circumstancies (com es pot veure més endavant) i la posterior per-
sisténcia en els aliments acids (133). L’activacié del gen rpoS i la
producci6 del factor sigma en fase estacionaria constitueixen mecanismes
addicionals de la supervivéncia a pH baix (134), i les mutacions en aquests
gens podrien justificar diferéncies en la infectivitat de diferents soques ve-
rotoxigenes d’E. coli (13).

Evolucio d’E. coli 0157:H7

Els estudis d’isoenzims mitjangant técniques electroforétiques demostren
que E. coli 0157:H7 constitueix un grup homogeni, clonal, allunyat d’altres
E. coli verotoxigenes, fins i tot d’altres soques enterohemorragiques com
I’0111:H o I'026:H11. El clon 0157:H7 esta relacionat amb un serotip
(clon) d’E. coli enteropatogena classica, '055:H7, que no produeix Stx
(135, 136).

L’evoluci6é podria haver seguit la sequéncia seguent: I'actual E. coli entero-
hemorragica 0157:H7 s’hauria originat a partir d'una soca d’E. coli 055:H7
que expressava I'enzim -glucuronidasa (Rglu +), atacava el sorbitol (sorb +)
i posseia el LEE amb el gen eae; aquest bacteri ancestral seria semblant a
I’actual E. coli enteropatdgena classica, I’0O55:H7 (137, 138).
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El pas segluent hauria estat I'adquisicié de la Stx2 per transduccid d’un
bacteriofag, per la qual cosa, aleshores, la soca 055:H7 produiria Stx2.
Posteriorment s’hauria donat el canvi de I'antigen 055 per ’0157 per un
procés de recombinacié amb el gen rfbE (139) i el guany del plasmidi de
90 kb (140). No s’ha detectat cap soca amb aquestes caracteristiques.

El seglient pas a partir de la hipotética soca no detectada va seguir una do-
ble linia evolutiva: una que perdia el flagel H (0157:H", Stx2+, 8glu+, sorb+),
que seria I'actual “clon alemany” (141, 142), i I'altra que guanyava la Stx1
i perdia la capacitat d’atacar el sorbitol. Aquesta, finalment, també perd
I’activitat R-glucuronidasa i dona lloc a la soca tipica que ha difés univer-
salment (143).

A la figura 4 es representa aquesta evoluci6 i s’indiquen les soques de di-
ferents col-leccions que representen els diversos estadis evolutius.

Figura 4. Evolucié d’Escherichia coli 0157:H7

055:H7
P
rbf &
0157:H7
A
LY
055:H7 » 055:H7 Y 0157:H" 0157:H7 » 0157:H7
[0157:H7]
Bglu + Bglu + Bglu + Bglu +
v Rglu-—
Sorb + Sorb + Sorb + ¥ Sorb —
Sorb —
A LEE + LEE + LEE + LEE +
LEE +
A Stx2 Stx2 Stx2
Stx2
A Stx1
Stx1
Soca actual
DEC-5 USDA 5905 493/89 CDC G5101 ATCC 35150
Clon FDA 413
alemany
Linia evolutiva: — Bglu: betaglucuronidasa.
Guany d’un caracter: a Sorb: sorbitol.
Pérdua d’un caracter: v LEE: Locus of enterocyte effacement.
rbf: gen implicat en la sintesi de I'antigen O.
(Vegeu el text per a la descripcio de I’evolucio.) Stx: verotoxina.
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2.3.2 Resisténcia als agents fisics i quimics

Una propietat important dels microorganismes patdgens associats a la
transmissi6 fecal-oral és la seva resisténcia tant als agents fisics com als
quimics. La supervivéncia i multiplicacié d’aquests microorganismes als
aliments depén de factors com el pH, I'activitat de I'aigua, la humitat rela-
tiva, el potencial redox, la temperatura de conservacio i els tractaments es-
pecifics per a la seva conservacio.

Si bé E. coli 0157:H7 és similar en molts aspectes a la resta de soques
d’E. coli, s’ha observat que presenta una capacitat inusual per sobreviure
en entorns poc favorables i en condicions d’estrés. Estudis de recerca i la
investigacié de brots produits per aliments contaminats per aquest bacteri
han permés revelar que E. coli 0157:H7 pot sobreviure i multiplicar-se en
una gran varietat d’aliments, fins i tot en aliments considerats segurs per
a la majoria dels microorganismes patdgens vehiculats per aliments.

Temperatura

Estudis realitzats per determinar el gradient de temperatures on es pot
multiplicar E. coli 0157:H7 indiquen que la majoria de les soques poden
créixer entre 10 °C i 45 °C, encara que s’ha observat que en aquestes tem-
peratures extremes el seu creixement és molt lent i depén del medi o el
substrat utilitzat (144).

A l'aigua, E. coli 0157:H7 pot sobreviure diverses setmanes (aproximada-
ment 90 dies), especialment si la temperatura és baixa. Aixi, en un estudi
realitzat per Wang i Doyle (145) observen que E. coli 0157:H7 sobreviu bé
a 8 °C durant tretze setmanes, a 15 °C es pot detectar durant set setma-
nes, i a partir de les vuit setmanes la seva concentracié disminueix fins a
limits no detectables. A 25 °C E. coli 0157:H7 es pot detectar fins a sis
setmanes, tot i que el grau de supervivéncia depén de cada soca i de la
composicio de I'aigua.

El microorganisme pot sobreviure a temperatures de —20 °C i —-80 °C, fo-
namentalment en aliments carnis; és a dir, es pot mantenir als aliments
congelats sense canvis en la seva viabilitat durant periodes llargs de
temps, fins i tot més de nou mesos (146).

D’altra banda, aquest microorganisme és poc resistent a temperatures altes
amb valors D (temps necessari per destruir el 90 % de la poblaci6) de 270,
45, 24 i 9,6 segons a temperatures de 57,2 °C, 60 °C, 62,8 °C i 64,5 °C,
respectivament (146). E. coli 0157:H7 presenta una resisténcia a la calor
menor 0 molt semblant a la majoria dels serotips de Salmonella. Aquest fet
fa que es recomani que per als aliments d’origen animal la temperatura in-
terna durant la cocci6 sigui de 68,5 °C.

La seva resisténcia a la calor es pot incrementar per diferents factors.
S’ha observat que aquest bacteri és mes resistent a la calor en empanades
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congelades que en les conservades a 15 °C. També s’ha demostrat que la
preséncia de greix en els aliments carnis pot incrementar la seva resistén-
cia a la calor. Aixi, amb un 2 % de greix els valors D sén de 246 segons a
57,2 °C i de 18 segons a 62,8 °C, mentre que amb un 30,5 % de greixos
els valors D sbén de 318 segons a 57,2 °C i de 30 segons a 62,8 °C.
Temperatures de pasteuritzacié de 72 °C durant 16,2 segons a la llet ga-
ranteixen I’eliminacié de 104 cél-lules d’E. coli 0157:H7 per mL (147).

pPH

Una caracteristica important d’E. coli 0157:H7 és la seva tolerancia a so-
breviure en medis acids. Aquesta propietat de tolerancia als acids facilita
que sobrevisqui en aliments en qué les condicions acides inactiven la ma-
joria dels microorganismes patdgens, i al mateix temps pot reduir la dosi
infectiva quan el vehicle d’infecci6é és un aliment lleugerament acid.

S’ha demostrat que E. coli enterohemorragica pot conservar la seva viabi-
litat en un pH inferior a 2,5 durant dues hores, i que en condicions de la-
boratori pot sobreviure en fase estacionaria a un pH d’1,5 durant una ho-
ra. En fase estacionaria E. coli 0157:H7 és més resistent a I’acid que no
pas en creixement exponencial, i a més no necessita una exposicid prévia
a un pH baix per adaptar-se a medis acids (146).

Diversos estudis de la tolerancia als acids d’E. coli 0157:H7 en aliments as-
senyalen que aquest bacteri pot sobreviure en aliments i begudes fermenta-
des amb un pH de 4,5 durant més de dos mesos a 4 °C, de manera que la
seva poblacié es redueix només cent vegades (148). Aixi, en el suc de poma
0 sidra amb un pH de 3,6 a 4, pot sobreviure durant 10-30 dies a 8 °C i
durant 2 o 3 dies a 25 °C. Al iogurt E. coli 0157:H7 manté la seva viabilitat
després del procés de fermentacié a 42 °C durant cinc hores i una conser-
vaci6 a 4 °C durant una setmana. La concentracié del bacteri disminueix no-
més de deu a cent vegades quan el pH final del iogurt és de 4,4.

La utilitzacié d’acids organics com I'acid acétic, I’acid citric i I’acid lactic
com a desinfectants superficials de la carn (esprais) a concentracions su-
periors a 1,5 % han demostrat que E. coli 0157:H7 no es veu afectat per
aquests tractaments; és a dir, la seva concentracié no disminueix o bé es
produeix una disminucié poc important. D’altra banda, I’'associacié d’'a-
quest tractament amb la calor (temperatures de 50 °C) tampoc no aug-
menta 'eficacia de descontaminaci6é a la carn (149).

També s’ha observat que quan s’inoculen altes concentracions d’aquest mi-
croorganisme en maioneses amb un pH de 3,6 a 3,9 es pot mantenir durant
un periode de cinc a set setmanes a 5 °C i entre una i tres setmanes a 20 °C
(150). Abdul-Raouf et al. (151) en un estudi observaren que en maioneses
acidificades amb acid acétic, citric i lactic (pH de 4,7) la poblacié d’E. coli
0157:H7 es manté constant durant 24 hores a 5 °C i 20 °C, mentre que a
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30 °C a les 24 hores la seva concentracidé augmenta i aquest increment és
més significatiu amb els acids citric i lactic que no pas amb I'acétic.

El mecanisme de tolerancia d’E. coli 0157:H7 per sobreviure en medis
acids s’ha associat a tres sistemes proteics de resisténcia que inclouen un
sistema oxidatiu, un sistema argininodependent i un sistema glutamatode-
pendent. El gen rpoS seria I’'encarregat d’activar el sistema oxidatiu, mentre
que activaria parcialment els sistemes argininodependent i glutamatode-
pendent. Aquests sistemes contribueixen a la supervivéncia del bacteri en
diferents medis acids (pH de 2 a 6,5) i es poden mantenir actius durant
llargs periodes de temps a temperatures de 4 °C (134, 146, 152).

Resisténcia als desinfectants

La resisténcia als tractaments amb diferents desinfectats s’ha estudiat a
fi de determinar I’efectivitat per reduir aquest bacteri en els vegetals i al-
tres productes.

Diversos estudis revelen que I'efectivitat dels desinfectants depén del ti-
pus i la dosi, la concentracioé de microorganismes i el temps d’exposici6 del
desinfectant. Aixi, la utilitzacié de perdxid d’hidrogen, 0z, didxid de clor i
altres combinats de peroxid d’hidrogen amb altres agents a concentracions
estandard han demostrat que poden reduir la poblacié d’E. coli enterohe-
morragica fins a 5-log (153, 154).

Contrariament, altres estudis indiquen que E. coli 0157:H7 pot desenvolu-
par resisténcies al clor a concentracions superiors a 0,5 mg/L, que serien
les concentracions recomanades en el tractament d’aiglies potables (155).

Resisténcia a antimicrobians

E. coli 0157:H7 és sensible a la majoria dels antibidtics, tot i que els Gl
tims anys s’ha observat un increment de resisténcia fonamentalment a
I’estreptomicina, les sulfamides i la tetraciclina. Per exemple, en un estudi
de 125 soques d’E. coli 0157 aillades en humans, aliments i animals, el
24 % de les soques eren resistents a un antibidtic, i el 19 % eren resis-
tents a tres 0 més antibiotics. L'estreptomicina i la tetraciclina van ser els
antibidtics que presentaven més resisténcies (156).

Altres factors

El tractament amb irradiacions s’ha proposat com a tractament alternatiu
per eliminar E. coli 0157:H7 en els aliments. S’ha demostrat que les radia-
cions gamma a dosis de 1,5 a 3 jGy son efectives per eliminar E. coli ente-
rohemorragica en els productes carnis i d’altres com la sidra o el suc de po-
ma, sempre que el producte es mantingui a temperatures de refrigeracio.
També s’ha observat que E. coli 0157:H7 és extremadament sensible a les
irradiacions amb raigs ultravioletes: dosis de 12 J/m2 sén suficients per re-
duir 6-log la poblacié d’E. coli enterohemorragica (146, 157).
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Aixi com altres enteropatdgens poden sobreviure i créixer en preséncia de
sal, E. coli 0157:H7 no presenta una tolerancia inusual al clorur sodic. Al
laboratori s’ha demostrat que només pot créixer en medis liquids que con-
tenen concentracions de NaCl inferiors al 6,5 %.

Tanmateix, E. coli 0157:H7 és un microorganisme poc resistent a la des-
secacid; s’ha observat que en derivats carnis dessecats durant deu hores
a 60 °C aquest bacteri no es pot recuperar, i amb tractaments de sis a vuit
hores a 62 °C només es recupera després de I'enriquiment (146).

2.4 Altres serotips d’E. coli verotoxigena

Escherichia coli 0157:H7 és el serotip d’E. coli enterohemorragica que més
sovint causa enteritis hemorragica en I'ésser huma. No obstant aixd, altres
serotips d’E. coli productors de verotoxines també han estat implicats tant
en casos esporadics com en brots de toxiinfeccions alimentaries, i han do-
nat lloc a manifestacions cliniques que, com les causades per E. coli
0157:H7, van des d’una diarrea autolimitada o una colitis hemorragica fins
a complicacions greus com son la sindrome hemoliticourémica i la parpura
trombotica trombocitopénica i, per tant, s’inclouen en el grup d’E. coli en-
terohemorragica.

La incidéncia de les soques d’E. coli enterohemorragica no 0157:H7 no és
coneix, encara que es considera que pot ser relativament elevada. El desco-
neixement de la vertadera incidéncia d’aquestes soques no 0157:H7 és de-
gut, fonamentalment, a la dificultat que implica detectar-lo, ja que a diferén-
cia de les soques d’0157:H7 no presenten caracteristiques fenotipiques
diferencials com el caracter sorbitol i 8-glucuronidasa negatius, que permetin
identificar-los en els medis de cultiu selectius especifics. A més, practica-
ment totes les soques del serotip 0157:H7 sén productores de VT i tenen
capacitat patogenica, per la qual cosa en termes practics quan s’identifi-
ca aquest serotip no cal estudiar la produccid de VT (vegeu I'apartat 5).
Contrariament, per detectar les altres soques verotoxigenes que pertanyen
a molts serotips diferents per als quals no es disposa de marcadors que
permetin identificar les seves colonies, i dintre dels quals no totes les so-
ques produeixen verotoxina, és necessaria la demostracio directa de la pro-
ducci6 de la verotoxina o dels seus gens.

En I'actualitat es coneixen més de cent cinquanta serotips d’E. coli pro-
ductors de verotoxines (34,67) aillats en I’ésser huma, en animals i en ali-
ments, encara que no tots s’han associat a enteritis i, per tant, no tots es
consideren enterohemorragics.

E. coli 026:H11 va ser el primer serotip verotoxigénic no 0157:H7 classi-
ficat com E. coli enterohemorragica. Posteriorment s’han descrit més de
cinquanta serotips d’E. coli associats amb colitis hemorragica i sindrome
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hemoliticourémica en I'’ésser huma, alguns dels quals han causat brots a
diferents paisos (81, 158-163) (taula 3). Probablement, en un futur aques-
ta taula anira recollint nous serotips d’E. coli amb capacitat per produir co-
litis hemorragica i sindrome hemoliticourémica.

Els serotips d’E. coli enterohemorragica no 0157:H7 associats a la sin-
drome hemoliticourémica més comuns sén 026: H11, 0103:H2, 0111:H",
0113:H21 i 0145:H (30, 164). Aquests i altres serotips com O4:H",
045:H2, 050:H7, 0111:H8, 0121:H19 i 0125:H™ també s’han relacionat
amb casos de diarrees de gravetat variable (taula 3).

En un estudi prospectiu a Canada, es va observar que el 2,1 % de les mos-
tres de femta estudiades eren positives per a E. coli verotoxigena, i que
d’aquestes el 58 % eren E. colino 0157:H7 (165). A Bélgica entre 1990 i
1993 es van detectar soques verotoxigenes en un 1 % de les femtes es-
tudiades, de les quals el 76 % eren E. coli no 0157:H7 corresponents a
més de 35 serotips diferents (166).

Les infeccions humanes per aquestes E. coli enterohemorragiques s’han
descrit tant en casos esporadics com en brots epidémics més o menys
grans produits pel consum d’aliments o aigues contaminades. Aquest es el
cas dels brots produits a Italia el 1992 per E. coli 0111:H", que va afectar
nou nens amb la sindrome hemoliticourémica (167); a Australia, on E. coli
0111:H va afectar cent persones, de les quals 23 van desenvolupar la sin-
drome hemoliticourémica (168); als Estats Units, on E. coli 0104:H21 va
infectar onze persones (169), i a Txecoslovaquia, on el serotip 026:H11 es
va aillar en cinc nens amb sindrome hemoliticourémica (170).

Estudis epidemioldgics han confirmat que el bestiar i altres animals excre-
ten freqientment E. coli verotoxigenes amb la femta. Es coneix que la
incidencia d’E. coli verotoxigena és del 3 % al 27 % en el bestiar amb diar-
rea i dun 7 % a un 32 % en animals sans. Predominen el serotips
0116:H21, 022:H8, 0156:NM, 026:H11, 0?:H21, 0113:H21, 0153:H25
i 0103:H2.

En el porc els serotips 0138:H14, 0139:H1 i 0141:H4 causen la malaltia
edematosa del porc a través de la toxina Stx2e. Aquestes soques no pro-
dueixen les lesions d’attaching and effacing, i I'adheréncia es deu proba-
blement a una adhesina fimbriada (164, 171, 172).

Es probable, doncs, que aquests animals siguin el reservori natural, i que
per tant els aliments carnis, fonamentalment els d’origen bovi, siguin la
font principal de transmissio per a I’ésser huma. Altres aliments com la llet,
els vegetals i la sidra de poma també s’han descrit com a fonts de trans-
missio per a les persones.

La baixa incidéncia relativa en les nostres arees de soques d’E. coli no
0157:H7 relacionades amb infeccié humana, i I’elevada frequéncia amb qué
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s’aillen aquestes soques d’E. coli verotoxigena formant part de la flora in-
testinal en el bestiar (reservori) han suggerit que la produccié de verotoxi-
nes no és suficient per causar malaltia en I’ésser huma.

Dos factors que potencialment poden contribuir a la patogenicitat de les
E. coli no 0157:H7 reconegudes com a enterohemorragiques son el gen
eae i el plasmid de 90 kb. El gen eae, localitzat al cromosoma, codifica la
capacitat d’adheréncia del bacteri a I'enterdcit i la destruccid posterior de les
microvellositats de I'enterdcit (lesions attaching and effacing) (164, 173).
L’adheréncia en alguns casos de soques patdgenes mancades d’eae po-
dria estar produida per fimbries (174). Aquests factors de viruléncia ja han
estat assenyalats (vegeu I'apartat 2.3.1) (163, 175).

Diferents autors han estudiat la distribucid del gen eae i del plasmidi de 90
kb en soques aillades en animals i humans, i encara que els resultats ob-
tinguts s6n molt variats, la majoria coincideixen en el fet que no totes les
soques d’E. coli no 0157:H7 tenen el mateix poder de viruléncia. D’altra
banda, s’ha observat que les soques portadores del gen eae i el plasmidi
de 90 kb s’aillen amb més freqiiéncia en humans simptomatics que en ani-
mals o aliments. Aixi, en un estudi de 208 soques d’E. coli verotoxigenes
no 0157:H7 aillades en set espécies d’animals diferents, només I'1,4 %
de les soques eren portadores dels gen eae (176). Un altre estudi de-
mostra que el 84 % de les soques d’E. coli verotoxigenes no O157:H7 ai-
llades en humans eren portadores del gen eae i del plasmidi de 90kb, men-
tre que només el 46 % de les aillades en bovids eren portadores d’aquests
factors de viruléncia (177). Recentment, un estudi multivariant mostrava
que el serotip i la preséncia dels gens stx. i eae (intimina) s’associaven a
la produccié de malaltia, perd no el de I’hemolisina ehxA (178a).

De tota manera, el fet que soques d’E. colino 0157:H7 verotoxigenes que
no son portadores del gen eae i/o el plasmidi de 90 kb hagin estat asso-
ciades a brots epidémics o casos esporadics en qué es produis la malaltia
en I'home (048:H21, 0104:H21 i 0113:H21) (162), indica que aquest fac-
tors de viruléncia per si sols no permeten la diferenciacié entre les soques
patogéniques i les no patogéniques d’E. coli no 0157:H7 verotoxigenes, i
fa pensar que podrien existir altres factors que encara no es coneixen.

La deteccio d’E. coli enterohemorragica no 0157:H7, com ja s’ha comen-
tat, requereix la demostracié de la capacitat de les soques per produir ve-
rotoxines o bé la deteccid dels seus gens, fonamentalment a causa del
gran nombre de serotips productors de VT i a la inexisténcia de caracteris-
tiques fenotipiques diferencials que permetin la seva identificacid pre-
sumptiva en un medi de cultiu selectiu especific. La deteccié de les vero-
toxines es pot realitzar mitjancant assaigs biologics, com la demostracioé de
I’efecte citotdxic produit a la linia cel-lular Vero, per métodes immunologics
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(ELISA) o bé per técniques moleculars com la PCR, que permet detectar els
gens de les verotoxines. (Per al diagndstic de les infeccions per aquests
microorganismes vegeu |'apartat 5.)

El serotipat de la soca i la deteccié del factor de viruléncia eae i el plas-
midi de 90 kb mitjan¢ant técniques de PCR poden contribuir a confirmar la
patogenicitat de les soques.

Els estudis infraespecifics d’aquestes soques d’E. coli amb propdsits epi-
demiologics no acostumen a ser necessaris en arees on el serotip detec-
tat és molt infreqUent, ja que I'aillament del mateix serotip en un brot a la
practica és una demostracié suficient de la identitat de la soca.

Aix0 no treu que s’hagin utilitzat les diferents técniques descrites més
amunt com el biotipat o la PFGE. D’altra banda, el joc de fags utilitzats per
a lisotipar I’0157:H7 ha estat utilitzat també per a aquests serotips.
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3. Epidemiologia de les infeccions per E. coli
verotoxigena

3.1 Epidemiologia descriptiva en humans

3.1.1 Incidéncia de la malaltia

D’enca que es va identificar I'any 1982 el primer brot de gastroenteritis per
E. coli 0157:H7, les dades disponibles sobre la incidéncia de la malaltia
son irregulars i estan limitades a pocs paisos.

Als Estats Units, fins a mitjan 1993 la infecci6 per E. coli 0157:H7 només
era de declaraci6 obligatoria en alguns estats; el juny de 1993 es va esta-
blir de declaraci6 obligatoria tot el pais (178b). A partir de 'any 1994 el
nombre de casos notificats ha oscil-lat entre 1.420 I'any 1994 i 3.375
I'any 1999. A la figura 5 se’n pot observar I’evolucié.

A Canada, la infecci6 per E. coli verotoxigena es va fer de declaracid obligato-
ria a partir de I'any 1990, i les taxes d’incidéncia per 100.000 persones/any
han oscil-lat entre 4 per 100.000 I'any 1993 i 6,1 I'any 1992 (figura 6).

Figura 5. Evolucio dels casos d’infeccio per E. coli 0157:H7 als Estats Units
(1994-1999)

3.500

3.375
3.000 [ -

2,500 [FE=mmmoe ot o =

2.000 |FEEEEEEEEEEET 2.139 | --- Eo=o co=o oo =

Casos

1.500 |------------1 =

1.000 |-- -

500 |-- =

1994 1995 1996 1997 1998 1999
Anys

Font: Morbidity and Mortality Weekly Report, diversos nimeros.
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Tanmateix, aquestes xifres de morbilitat declarada probablement infravalo-
ren el problema. Alguns autors (179) consideren que si es tingués en
compte el nombre de casos que no van als serveis médics, els que no es
diagnostiquen i els que no es declaren, el nombre estimat de casos anuals
al Canada seria de 12.950 (I'any 1999 es declaren 1.603 casos), i als Es-
tats Units de 62.450 (davant dels 3.375 casos declarats I'any 1999).

A Espanya, les observacions fetes per grups que han investigat sobre el te-
ma (79, 180-183) suggereixen que la incidéncia en humans ha estat molt
baixa. El setembre de I'any 2000 es va produir un brot de toxiinfeccié ali-
mentaria a la provincia de Barcelona amb 181 afectats (sis casos amb la
sindrome hemoliticourémica) causat per E. coli 0157:H7 productor de Stx2
del fagotip 2. Fins aleshores els casos que s’havien presentat a Espanya
0 no estaven relacionats amb altres casos (eren esporadics) o formaven
part de petits brots, com el de Canaries del 1997 que va afectar turistes
europeus de diversos paisos (taula 6) (184). A Catalunya, des de 1986 fins
a 2000 s’havien detectat poc més de vint casos esporadics. Les dades
estatals del Laboratori Nacional de Referéncia d’Enterobacteris també van
en aquest sentit, ja que des de I'any 1996 fins al 1999 només s’ha identi-
ficat dotze soques d’E. coli 0157:H7 (a la taula 7 se’n pot observar la dis-
tribucidé per anys i comunitats autonomes).

Figura 6. Taxes d'incidéncia d'infeccié per E. coli verotoxigena a Canada
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Taula 6. Brots causats per Escherichia coli verotoxigena 0157:H7 a Espanya

Serotips
Lloc Any Afectats. Situacio Verotoxines Fagotips Nombre d’afectats
:-:I:?gsssgalears) 1086  ufistes britdnics  6157:47 vr2 3 (+ 3 asimptomatics)
Illes Balears 1994 Turistes britanics OlFSag)HtiL \;TQ
f\P'Z?Sa Baso) 1905 Lo en AR EEET 1 13
fleigenus soor  Lwlosewcpess OISTNTVIZ 14 gano sy
Paapoce 199 gudera 0157:H7 (5 asmptomatics)
Pols ase) 1999 ows7HT B e mptomatics

SHU: sindrome hemoliticourémica.
Font: J. Blanco. http://secuslugo.lugo.usc.es/ecoli/BROTES.html

Taula 7. Soques d’Escherichia coli 0157:H7 identificades al Laboratori Nacional
de Referencia d’Enterobacteris. Espanya, 1996-1999

Comunitat autonoma 1996 1997 1998 1999 Total
Astlries (Oviedo) 1 1
Canaries (Las Palmas de Gran Canaria) 1 1
Castella i Lle6 (Burgos) 1
Catalunya (Barcelona) 1
Madrid (Madrid) 4 2 1 7
Pais Valencia (Valéncia) 1 1
Total 4 1 5 2 12

Font: Informe "Enter-net: Red Europea de Vigilancia de Enfermedades Entéricas, Salmonella'y Esche-
richia coli". Centre Nacional d’Epidemiologia, 2000.

3.1.2 Epidemiologia dels casos esporadics

Un primer estudi prospectiu realitzat durant el periode 1985-1986 als Es-
tats Units (185) en pacients atesos per una organitzacid6 de manteniment
de la salut va mostrar que de 6.485 mostres de femta analitzades, I'agent
més frequent va ser Campylobacter (3,6 %), seguit de Salmonella (1,5 %),
E. coli0157:H7 (0,6 %) i Shigella (0,5 %). L'antecedent de consum de carn
de bovi poc feta durant la setmana prévia a I'inici dels simptomes es va
trobar més sovint en els infectats per E. coli 0157:H7 que en els infectats
per altres agents, encara que les diferéncies no van ser significatives.
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En un estudi multicéntric prospectiu realitzat entre 1990 i 1992 als Es-
tats Units (186), en el qual es van estudiar 30.463 mostres fecals per-
tanyents a pacients que havien estat hospitalitzats o tractats ambulato-
riament per a la identificacié de patogens, en 1.708 mostres (5,6 %) es
va aillar almenys un patogen, i en onze mostres es va aillar una infecci6
mixta. Globalment I’agent més freqlent va ser Campylobacter (2,3 %), se-
guit per Salmonella (1,8 %) i Shigella (1,1 %). E. coli 0157:H7 es va tro-
bar en 118 mostres (0,4 %), i la majoria d’aquests aillaments es va ob-
tenir de nens de cinc a nou anys i d’adults de 50 a 59 anys. En les
persones de menys de 50 anys, E. coli 0157:H7 va ser el patogen menys
freqUent. Per sobre dels 50 anys E. coli 0157:H7 es va trobar més sovint
que Shigella (0,36 % vs 0,24 %). Encara que Campylobacter, Salmonella,
Shigellai E. coli0157:H7 es van aillar en proporcions variables a les fem-
tes amb sang, aquest Gltim microorganisme es va aillar amb una fre-
qguéncia superior als altres (7,8 % de les mostres hematiques). El quadre
clinic avaluat per a la indicacié d’ingrés en hospital també era més greu
en les infeccions per aquest microorganisme que en les dels altres indi-
cats (187). L’estudi també va mostrar I'existéncia de diferéncies geogra-
fiques pel que fa a I'aillament d’E. coli 0157:H7, que era més frequent al
nord del pais, a prop de Canada, que al sud.

La incidéncia d’E. coli enterohemorragica d’altres serotips diferents de
I’0157:H7 és dificil de conéixer (vegeu I'apartat 5). En dos estudis petits,
amb menys de mil mostres, realitzats als Estats Units el 1991 (188, 189),
la relacié entre soques d’E. coli 0157 versus E. colino 0157 va ser d'1,8
vs 1i2 vs 1, respectivament. En un altre estudi realitzat entre 1995 i 1996
a Minnesota, sobre 3.500 mostres estudiades per PCR per al gen stx, la
relacio va ser 1,5:1, en el qual el serotip 026:H11 era el més freqlient en-
tre els serotips no 0157 (190).

Tanmateix, la frequiéncia amb qué es troba E. coli 0157:H7 a diferents pai-
sos és molt variable. A Alemanya sén més frequients els aillaments de so-
ques d’E. coli enterohemorragica d’altres serotips diferents a I’'0157 en re-
lacions de 0,4 vs 1 (141)i 0,2 vs 1 (161).

A Canada també s’han detectat variacions en la taxa de incidéncia entre di-
verses provincies, amb un maxim a I'llla del Princep Eduard, amb 10,2 ca-
sos per 100.000, i un minim de 2,5 al nord del pais; la mitjana del pais se
situa al voltant de 4,5 casos per 100.000. La major incidéncia s’observa
a les arees rurals (191, 192).

Dels estudis de casos esporadics (193-195) s’ha comprovat que la infec-
ci6 per E. coli enterohemorragica esta associada a dinars a I'aire lliure,
menjar carn poc cuita i menjar carn que manté el color rosat; mentre que
no va resultar un factor de risc menjar carn picada si era ben cuita.
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A Canada altres serogrups verotoxigénics han estat 1’055, '0125, I’026,
I'0126 i I’'0121, per aquest ordre de frequéncia, perd a una distancia enor-
me de 1’0157, que ha representat el 93 % de totes les soques verotoxige-
nes detectades.

Al Regne Unit també s’han realitzat diversos estudis per coneixer |I'epide-
miologia de la infeccio per E. coli 0157:H7, i globalment s’ha pogut consta-
tar I'increment de la incidéncia de la infeccid per aquest microorganisme
des de 1984 fins a I'actualitat. La majoria dels casos es presenten com a
casos esporadics, o afecten petits nuclis familiars, encara que pot tractar-
se de casos de brots més amplis no identificats.

Aixi mateix, també en aquest pais s’ha observat que hi ha diferéncies geo-
grafiques i que la incidéncia més elevada s’ha produit a I'estiu i a |a tardor.
La majoria dels casos (el 73 %) de gastroenteritis per E. coli 0157:H7 es
presenten entre maig i setembre (figura 7) (196). La incidéncia més eleva-
da de casos ha estat relacionada amb el mén rural (197, 198).

En un treball realitzat a Escocia (199) durant els anys 1992 i 1993 sobre ca-
sos esporadics, es va poder veure que el maxim nombre de casos corres-
ponia als menors de cinc anys, seguit pel grup de 65 anys i més (figura 8).

Figura 7. Incidéncia mensual d’E. coli 0157 verotoxigena a Anglaterra i Gal-les
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Pel que fa al sexe, el 54 % dels casos van ser dones, i el 46 % homes, si bé
a partir de quaranta anys hi havia més casos del sexe femeni que del mas-
culi. El 59 % dels casos estudiats van requerir ingrés hospitalari i el 15 %
van desenvolupar una sindrome hemoliticourémica. La letalitat va ser del 2,9
%. Els factors de risc que presentaven aquests malalts eren, per ordre de
freqiiéncia: la manipulacié d’aliments crus (40 %), I’exposicio a activitats de
jardineria o jocs de jardi (36 %), el contacte amb una persona simptomatica
(20 %), el contacte amb fems (17 %), I'abastament privat d’aigua (12 %) i les
fallades recents en el subministrament d’aigua (12 %).

També a Escodcia es va fer els anys 1994-1996 un estudi de casos i con-
trols per identificar possibles factors de risc (200). Aquest estudi va posar
de manifest que tant el consum de carn elaborada per empreses de cate-
ring com el consum de carn freda eren factors associats a la infecci6.

En un altre estudi realitzat a la regié de Grampian, al Regne Unit (201) es
van estudiar al voltant de trenta mil mostres corresponents a pacients amb
diarrea durant tres anys. De totes les mostres estudiades, 92 (0,3 %) van
resultar positives a E. coli 0157:H7, amb una distribucié per edat i sexe
molt similar a la que s’ha mostrat a la figura 8. En aquest estudi, el 36 %
dels casos van requerir hospitalitzaci6 i el 9,6 % van presentar la sindrome

Figura 8. Distribucio per edat i sexe dels casos esporadics de gastroenteritis
per E. coli 0157:H7
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hemoliticourémica. Pel que fa als antecedents de risc, onze eren grangers
0 ramaders i quatre havien estat exposats a aigua contaminada (4,8 %).
En un estudi realitzat a Cornualla i Devon (202) de I'any 1994 al 1997, es
va estudiar unes seixanta-tres mil mostres de femta i van resultar positives
a E. coli 0157:H7 un total de 111 mostres, de les quals només 69 (63 %)
van correspondre a casos primaris; d’aquests, quatre (tres menors de dos
anys i un de vuitanta anys) van desenvolupar la sindrome hemoliticourémi-
ca. Un total de 23 casos (33 %) havien tingut contacte amb animals de gran-
ja en els cinc dies previs a I'inici dels simptomes; en set d’aquests casos
es va poder demostrar microbioldgicament que hi havia hagut transmissio.
Altres estudis (200, 203-205) també posen de manifest que les visites o
el contacte professional a les granges sén un factor de risc de contraure la
infeccio per E. coli 0157:H7.

A I'Europa continental s’han fet estudis per detectar E. coli enterohemor-
ragica en malalts amb diarrea a nou paisos. En tots els casos els percen-
tatges d’aillaments ha estat baix, entre el 0,3 i el 9,3 % per a totes les so-
ques d’E. coli verotoxigena i entre el O i el 2,7 % per a les soques d’E. coli
0157:H7. Els paisos amb major deteccioé d’ E. coli verotoxigena han estat
Alemanya, Austria, Suissa i Holanda, i els menors Sérbia, Belgica, Italia i
Espanya. Aquesta mateixa proporcié es manté quan s’examinen Gnicament
les soques del serotip 0157:H7 (176, 206-210).

Les soques verotoxigenes diferents d’0157 que s’han aillat més sovint han
estat I'026 i I’0111, encara que se n’han detectat disset serogrups addi-
cionals. Particularment interessant és el serogrup 0113, que segueix en
frequéncia els anteriors i s’ha detectat a sis paisos, i tot i que no compta
amb el mecanisme d’adheréncia (attaching and effacing) s’ha associat a
malaltia humana inclosa la sindrome hemoliticourémica (211).

A Australia la incidéncia d’infeccidé per E. coli enterohemorragica és molt
baixa, i el serotip causant de patologia —colitis hemorragica i sindrome he-
moliticourémica— aillat amb més frequéncia ha estat ’0111:H", molt su-
perior a '0157:H7; les soques australianes d’aquest Gltim serotip només
produeixen Stx1 i corresponen al lisotip 14; per tant, podrien correspondre
a un clon menys virulent.

A Espanya, un estudi realitzat a Barcelona entre 1992 i 1995 (77) amb
12.793 mostres de femtes de malalts amb diarrea va mostrar que Campy-
lobacter i Salmonella eren els microorganismes aillats amb més freqiéncia
(el 25,6 % en ambdds casos) seguit per rotavirus (18,7 %) i giardia (9,7 %).
A I'estudi no es va detectar cap soca d’E. coli enterohemorragica.

Un altre estudi realitzat a Madrid (212) amb 1.800 mostres de femta cor-
responents a malalts amb diarrea va mostrar que Campylobacter era el mi-
croorganisme aillat més sovint (31,4 %), seguit per Salmonella (26,1 %),
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Yersina enterocolitica (1,9 %) i Shigella (0,3 %). En aquest estudi, tampoc
es va trobar E. coli 0157:H7.

Diversos microbidlegs han efectuat estudis per conéixer la incidéncia d’E.
coli enterohemorragica a Espanya. Tots els treballs han evidenciat una ta-
xa molt baixa de deteccié (79, 180-183).

3.1.2 Epidemiologia dels brots

Ateses les caracteristiques de gravetat de la malaltia i pel fet que es trac-
ta d’una infeccié emergent, els brot epidémics han estat estudiats acura-
dament i aporten informacié que és d’una gran utilitat per conéixer I'epi-
demiologia d’aquesta infecci6. De fet, la majoria dels elements que
actualment s’accepten com a valids, tant sobre la cadena epidemioldgica
de la infecci6, com sobre els factors de risc relacionats amb el quadre de
gastroenteritis, com amb la sindrome hemoliticourémica i la pdrpura
trombotica trombocitopénica, s’han obtingut dels estudis publicats sobre
els brots investigats.

Aquests brots, no només afecten els paisos desenvolupats, sind que pro-
bablement també afectin els paisos en vies de desenvolupament, encara
que les dificultats diagnostiques i d’estudi fan que siguin menys coneguts.
Aixi, Isaacson i col-laboradors (213) informen d’un brot de transmissié hi-
drica que es va produir I’'any 1992 a Sud-africa i Swazilandia i que va afec-
tar centenars de persones. De fet, s’han comunicat brots a més de cin-
quanta paisos de tots els continents (12).

Els trets fonamentals dels primers brots estudiats als Estats Units, aixi
com els brots estudiats posteriorment en aquell pais i en altres paisos es
mostren a les taules 8 i 9.

Entre 1982 i 1996 als Estats Units es van declarar 139 brots amb més de
tres mil persones afectades, al voltant del 22 % van ser hospitalitzades, i
el 6 % van presentar la sindrome hemoliticourémica amb una letalitat del
0,6 % (214).

La transmissié va ser provocada en el 67 % del casos per aliments, amb
un 22 % de casos secundaris, particularment en guarderies. Els aliments
implicats han estat la carn picada i el bistec de vacum, el salami i la llet
crua, pero també els vegetals. El 1994 un brot per E. coli 0104:H21 va ser
interessant per la raresa del serotip; de les divuit persones que es van po-
der estudiar cap d’elles no va patir la sindrome hemoliticourémica, pero la
majoria va presentar una diarrea hemorragica. Sorprenentment, la soca no
tenia el gen eae (215).

Excloent el Regne Unit, a Europa els brots semblen menys freqlients que
als Estats Units (30,216). Encara que es dificil controlar tots els brots que
es produeixen, fins al 1997 se n’havien registrat disset, dels quals deu
eren per I’0157, quatre per '0111, dos per I’026 i un per '0119.
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Taula 8. Brots de colitis hemorragica i de sindrome hemoliticouréemica més rellevants
causats per soques d’E. coli 0157:H7. Estats Units i Canada, fins a 1994

Casos que van
desenvolupar
Lloc Any Casos Hospitalitzats SHU/PTT Ambit Vehicle
Oregon 1982 26 18 0 Comunitari  Hamburguesa
Michigan 1982 21 14 0 Comunitari  Hamburguesa
Nebraska 1984 34 13 1 Residéncia  Hamburguesa
de 3a edat
Ontario (Canada) 1985 73 - 12 Residéncia  Entrepans
de 3a edat de carn
Washington 1986 37 17 3 Restaurant  Hamburguesa
Birmingham 1987 26 6 1 Comunitari  Entrepans
de gall d’indi
Minnesota 1988 32 4 0 Institut Hamburguesa
Cabool, Missouri 1990 243 32 2 Comunitari Aigua
Portland, Oregon 1990 21 7 3 Parc Bany en un llac
recreatiu
Massachusetts 1991 23 6 4 Comunitari  Sidra
Maine 1992 4 - 1 Comunitari  Vegetals
Las Vegas 1992-93 61 - 3 Comunitari  Hamburguesa
Washington, 1993 700 195 55 Restaurant  Hamburguesa
Idaho, California
i Nebraska
Virginia 1994 20 3 1 Campament Hamburguesa
d’estiu
Washington 1994 23 6 2 Comunitari ~ Salami
i California
Ontario 1995 21 8 - Hospital Enciam
Connecticut 1996 14 7 3/1 Comunitari  Sidra
Georgia 1996 10 1 1 Comunitari  Piscina
Oest dels Estats 1996 108 36 2 Comunitari  Sidra
Units i Colimbia
Britanica (Canada)
Massachusetts 1997 23 6 4 Comunitari  Sidra
Michigan-Virginia 1997 108 36 2 Comunitari  Llavors d’alfals
Washington 1997 108 - - Parc de Aigua
caravanes
Wyoming 1997-98 157 - - Comunitari  Aigua
Wisconsin 1998 43 25 - Comunitari  Mato
Ontario (Canada) 1998 10 - - Comunitari  Sidra
Texas 1999 58 4 2 Campament -
juvenil
Washington 1999 116 65 11 Comunitari Aigua

SHU: sindrome hemoliticourémica.

PTT: parpura trombotica trombocitopénica.
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Taula 9. Alguns brots representatius d’E. coli 0157:H7. Europa i Japé, 1985-1997

Lloc Any Casos Hospitalitzats Casos amb  Ambit Vehicle
SHU/PTT

Anglaterra 1985 24 11 - Comunitari  Manipulacio
de vegetals

Regne Unit 1991 16 13 5 Comunitari  logurt

Board 1992 6 1 - Comunitari  Piscina

(Regne Unit)

Bohémia 1995 4 4 4 Comunitari  Llet de cabra

(Rep. Txeca)

Lanarkshire 1996 >400 - - Comunitari  Carn

(Escocia)

Sakai 1996 7966 606 114 Menjadors Brots de raves

(Japo) escolars

Alavus 1997 14 7 - Comunitari  Llac

(Finlandia)

Canaries 1997 15 6 3 Comunitari  Aliment

(Espanya)

Escocia 1997 6 6 - Nosocomial -

SHU: sindrome hemoliticourémica.

PTT: pQrpura trombotica trombocitopénica.

L’aparicié al Japd de setze brots el 1996, moment en qué es coneixia bé
aquesta patologia, va permetre que es pogués estudiar d’'una manera molt
detallada. Particularment important va ser el brot esdevingut a la ciutat de
Sakay (217), amb 7.966 malalts, 606 persones hospitalitzades i 114 amb
sindrome hemoliticourémica causada per E. coli 0157:H7. El brot es va
produir entre escolars de la ciutat el juny de I'any 1996 (218) i el nombre
total d’escoles implicades va ser de 47. Malgrat que no es troba I'agent
causal en les mostres d’aliments analitzades, d’acord amb els resultats de
la investigacio epidemioldgica I’aliment vehiculador va ser un vegetal (brots
de raves blancs) que s’havia importat dels Estats Units el gener d’aquell
any. Es va arribar a la conclusié que havia de ser un aliment no tractat per
la calor i no la carn, perqué aquesta es cuinava a cada escola, i es va con-
siderar altament improbable que a les 47 escoles s’hagués manipulat o
tractat incorrectament la carn. Aquest brot va posar de manifest la neces-
sitat de reorganitzar la vigilancia epidemioldgica per poder detectar pre-
cogment I'aparicié de brots i donar-hi una resposta urgent (219).

3.1.3 Epidemiologia de la sindrome hemoliticourémica

Pel que fa a I’epidemiologia de la sindrome hemoliticourémica, les dades
disponibles indiquen que malgrat que altres agents diferents d’Escherichia
coli 0157:H7, com Shigella dysenteriae serovar 1, i d’altres que s’han re-

50



Figura 9. Taxes d’incidéncia per grups d’edat de la sindrome hemoliticourémica.
Minnesota, 1979-1988
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lacionat d’'una manera més o menys convincent amb la sindrome, com Sal-
monella Typhi, Campylobacter jejuni, Yersinia pseudotuberculosis, Strepto-
coccus pneumoniae, rickéttsies i virus, E. coli enterohemorragica seria I'a-
gent més associat a la malaltia (22).

A Minnesota, Martin i col-laboradors (220), en un estudi realitzat entre ge-
ner de 1979 i desembre de 1988 van observar una tendéncia ascendent
de la sindrome hemoliticourémica (figura 9). També es va observar que 90
dels 117 casos estudiats (el 77 %) corresponien a menors de cinc anys i
que la sindrome era més frequent en el sexe femeni (52 %) i en les perso-
nes de residéncia urbana (56 %). Tanmateix, amb excepci6é de I'edat i del
fet d’anar a una guarderia, cap altre variable va resultar estadisticament
associada a la malaltia. La taxa d’incidéncia de la sindrome hemoliticouré-
mica en menors de cinc anys va ser de 5,8 per 100.000 I'any 1988. Cu-
riosament també la sindrome hemoliticourémica va mostrar una marcada
distribucié estacional, de manera que es van concentrar a la primavera i
I’estiu la major part dels casos (figura 10) (30).

A Alberta, Canada, des de 1984 a 1986 es van detectar entre 5 i 22 casos
anuals de la sindrome hemoliticourémica; la major incidéncia en aquesta
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Figura 10. Distribucio estacional d’admissions hospitalaries per la sindrome
hemoliticourémica infantil. Canada, 1986-1988
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provincia correspon als anys 1987 a 1992, coincidint amb I'increment de la
frequéncia dels casos d’enteritis per E. coli enterohemorragica (221).

Al Regne Unit en un estudi realitzat durant tres anys (222) el nombre de
casos va ser de 81, 97 i 110 respectivament, amb major incidéncia en
nens d’un a dos anys. En els nens afectes d’aquesta patologia, el 28 % de
les soques aillades eren E. coli verotoxigena no 0157. En un altre estudi
sobre la sindrome hemoliticourémica a Anglaterra es va veure que el 12 %
dels infectats per E. coli enterohemorragica patien la sindrome hemoliti-
courémica (196).

A Franca (223), a partir d’'una xarxa de nefrolegs pediatrics que inclou 31
centres hospitalaris, la taxa d’incidéncia estimada per als menors de cinc
anys I'any 1996 va ser d’1,8 per 100.000, entre els quals també s’obser-
va que la malaltia és més freqlent en el sexe femeni (52 %) que en el mas-
culi (48 %). La maxima incidéncia es va produir en els nens d’un any d’e-
dat (taxa >3 per 100.000).

La incidéncia de la sindrome hemoliticourémica a Argentina en nens me-
nors de quatre anys és de les més altes del mon, i se situa en valors de
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22/100.000, que sbn entre cinc i deu vegades superiors als que es regis-
tren als Estats Units, Canada o el Regne Unit, paisos en qué la incidéncia
de colitis hemorragica és elevada (224).

D’un estudi realitzat entre 1987 i 1996 de 987 nens amb la sindrome he-
moliticourémica es va constatar que presentaven una edat d’entre 6 i 36
mesos, dels quals el 47 % eren nenes. El 87 % tenia una historia prévia de
diarrea, el 80 % amb sang visible macroscopicament els set dies previs a
I'inici de la sindrome hemoliticourémica; els simptomes més freqlents
eren la insuficiéncia renal (100 %), I’'anémia hemolitica (100 %), la trom-
bocitopénia (98 %) i els simptomes neurologics (46 %). El 56 % va requerir
dialisi peritoneal, i entre el 0,3 i el 6 % van presentar alteracions neurold-
giques permanents com hemiparésia, moviments involuntaris, atrofia opti-
ca, convulsions o retard mental. El 44 % va presentar cert grau d’insu-
ficiéncia renal cronica. La letalitat a la fase aguda va ser de I’1 %. El risc
de patir la sindrome hemoliticourémica es va associar a colitis hemorragi-
ca, febre durant la fase d’estat de la malaltia i a I’'administracidé de cotri-
moxazole (225, 226).

A Argentina i altres paisos de Sud-américa el serotip 0157:H7 és infre-
quent, i es detecten al seu lloc els serotips immobils 01, 02, 015, 021,
025, 026, 075, 0111, aixi com 049:H10, 092:H3 i 0103:H2 (227, 228).

3.2 Cadena epidemiologica

3.2.1 Reservori animal

El tracte intestinal del bestiar és un reservori important d’Escherichia coli
verotoxigena (229, 230), i s’hi troben implicades diverses espécies ani-
mals entre les quals destaguen especialment els remugants. En aquests
animals s’ha detectat la preséncia d’E. coli 0157:H7, aixi com d’altres se-
rotips enterohemorragics.

Resulta essencial un control adequat dels procediments durant la manipu-
lacid dels animals a I’escorxador, per evitar la contaminacié fecal de la
carn (230, 231), i a les granges per evitar que es contamini la llet durant
el munyit. També és interessant avaluar la possibilitat d’emprar bacteris
probidtics per reduir el grau de colonitzacio6.

Espécies animals com a reservori

L’espécie animal més vegades implicada en la transmissi6 d’ Escherichia co-
li enterohemorragica ha estat la bovina (232-235). De tota manera, també
s’ha aillat Escherichia coli 0157:H7 d’altres animals com soén el bestiar ovi,
el porci, I'aviram i d’altres animals com gossos, cavalls i ocells (229-239).
En avaluar la importancia del reservori animal, Chapman et al. (237) van
observar que el 15,7 % del vacum sacrificat era portador d’aquest bacteri,
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que també es va aillar en el 2,2 % de les ovelles i en el 0,4 % dels porcs.
En aquest estudi no se’n va aillar cap soca als pollastres; aixo indica que,
entre els animals d’abast, el grup més important és el del bestiar vacum,
per sobre de I'ovi i el porci.

Pel que fa a la prevalenga en el bestiar vacum, si es considera el tipus de
produccid, I'estudi (237) va mostrar que el 13 % dels animals productors
de carn eren portadors, mentre que en els animals lleters la prevalenca era
del 16 %; tanmateix, aquesta diferéncia és molt baixa i no significativa. En
altres estudis no s’observaren diferéncies entre els animals en funcio de
la seva producci6 (240).

Han estat poc implicats els productes d’origen ovi en brots d’Escherichia
coli enterohemorragica. No obstant aixd, s’obtenen aillaments positius
d’Escherichia coli verotoxigena, especialment d’0157:H7, d’ovelles i xais
(229). Aix0 indica que si bé el bestiar vacum és el reservori majoritari, pot-
ser, I’ovi pot constituir un problema en el futur, segons el nivell del seu con-
sum i de les practiques higiéniques emprades durant la seva manipulacio
i elaboraci6 (229, 236).

Les dades de qué es disposa indiquen que, a més del bestiar en general i del
vacum en particular, potser caldria considerar altres reservoris (241) com els
cavalls i els gossos. Les mosques a les granges poden actuar com a vectors.

Localitzacio d’E. coli enterohemorragica en els animals

Una de les peculiaritats dels remugants és la seva caracteristica de po-
ligastrics. L’estdomac d’aquests animals es divideix en rumen, reticle o bo-
net, llibret i quall. A causa del metabolisme especific, caracteritzat per la
produccid d’acids grassos, al rumen hi ha un pH acid d’entre 5i 7 com a
consequéncia de les fermentacions dels aliments. L’abséncia d’alimenta-
cid, en disminuir les fermentacions al rumen (i en part també al cec), faria
augmentar el pH i facilitaria la multiplicacié dels enterobacteris incloent els
enteropatogens com la salmonel-la i E. coli verotoxigena. (234, 242, 243).
Alguns autors han assenyalat que el rumen en aquests animals podria ser
un reservori d’E. coli 0157:H7, perd aixd no ha estat comprovat; el que si
que és probable és que la concentracié del microorganisme al rumen, i per
tant I'excrecio per la femta, sigui molt variable.

Efectivament, I’excrecid d’E. coli0157:H7 és irregular en molts animals, pero
aix0 pot dependre de diversos factors a part del rumen. Entre aquests fac-
tors es troben I’'época de I'any i I'edat de I'animal. Segons els mateixos au-
tors (234), Escherichia coli 0157:H7 s’ailla del rumen i del llibret de tots els
animals que ingereixen experimentalment el bacteri, del reticle en el 65 %
dels animals, mentre que no s’ailla del quall. Aquestes diferéncies de lo-
calitzacio en els diferents compartiments estomacals es pot deure al fet
que el quall és molt semblant a I’estdmac dels monogastrics, és a dir, les
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condicions de pH s6n extremadament acides i aix0 pot limitar els ailla-
ments d’Escherichia coli 0157:H7 en aquesta zona. Entre aquests com-
partiments estomacals el rumen és el més important, ja que s’hi detecta
el microorganisme durant llargs periodes de temps (234, 244). El rumen,
per tant, constitueix un reservori del bacteri en els remugants. ElI microor-
ganisme no es detecta a les zones proximals del budell (243), perd si en
els trams distals del budell prim, aixi com en la totalitat del colon i el rec-
te (234, 238, 243, 245).

Aquesta situacioé és també observable en el bestiar ovi, amb la diferéncia
que la concentracié d’E. coli 0157:H7 és considerablement inferior a les
detectades en el bestiar vacum, la qual cosa explicaria que en ocasions si-
gui dificil detectar el microorganisme (236).

Es considera que la flora coliforme a I'intesti dels bovids és molt variable.
Diversos serotips d’E. coli s’estableixen temporalment i amb una mitjana
de dos mesos desapareixen en |I'animal per ser substituits per d’altres
(246-250); aquesta dinamica sembla que també és la propia de les soques
verotoxigenes, incloent-hi I’0:157:H7, aixd no vol dir que en el conjunt d’u-
na granja un serotip (incloent I’0157) no pugui romandre més temps entre
el conjunt d’animals.

Diferents estudis coincideixen en el fet que en més del 5 % del bestiar con-
siderat sa hi ha Escherichia coli 0157:H7 a la femta (231, 251-253). No
obstant aixd, en models experimentals s’ha vist que els nivells d’elimina-
ci6 d’aquest microorganisme disminueixen de forma important a partir dels
catorze dies després de la seva inoculacié (108 ufc/g), desapareixen qua-
si del tot de la femta (< 5 ufc/g) (234) fins a I'eliminacié total d’E. coli
0157:H7, que sol ser al voltant de trenta dies, de manera que després
d’un mes que I'animal s’ha contaminat el risc de transmissié als humans
disminueix considerablement (246).

Escherichia coli 0157:H7 s’elimina per la femta perd també pot aillar-se de
la pell dels animals, aixi com dels canals, de la carn i de la llet després de
la seva contaminacié amb matéria fecal (231). La localitzacié extradigesti-
va del microorganisme és deguda a contaminacions durant la manipulacio
i/o el processament de les canals, les carns o la llet, i no a la infeccid
sistémica pel microorganisme

Localitzacio d’E. coli enterohemorragica en I’entorn animal

Escherichia coli 0157:H7 no només es troba al budell dels animals colo-
nitzats, sind que també es pot aillar de diferents superficies que estan o
han estat en contacte amb la matéria fecal dels animals portadors. Aixi, es
considera que entre el 3 % i el 4 % de les menjadores estan contaminades
pel bacteri, de la mateixa manera que ho esta el 2 % de les superficies de
les granges afectades (241).
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S’ha assenyalat la possibilitat d’una llarga pervivéncia d’aquestes soques
en el medi inanimat. Diversos llocs apunten la matéria fecal com a reser-
vori temporal del microorganisme, aixi com també les lleres dels rius o les
aigles, on es podria localitzar el bacteri immers en la matéria organica en
la qual sobreviuria durant llargs periodes de temps (241, 254).
Efectivament, I'aigua dels abeuradors pot constituir un dels elements fo-
namentals en la disseminacid del microorganisme. Shere et al. (245) van
observar que la via de contaminacié més important a la granja era I'aigua;
perd en el seu cas, el sistema de beguda es basava en tancs hermétics,
per la qual cosa la contaminacié fecal directa no era possible, i van con-
cloure que s’havia d’haver produit una contaminacio6 fecal-oral i de la boca
als sistemes de beguda, i després devia haver passat de I'abeurador als
diferents animals.

Probablement I’aigua haura de ser un dels principals medis que s’han de
controlar a les granges per tal de prevenir la disseminacié del microorga-
nisme (245).

Influéncia de I'edat de I’animal

Encara que habitualment s’ha senyalat el bestiar, en general, com a reservori
d’aquests microorganismes, alguns investigadors han documentat una major
susceptibilitat a la colonitzacié en animals joves (233, 236, 251). Aixi, els
animals deslletats i joves s6n molt més receptius al microorganisme que els
adults (236, 251). Aquests animals, a diferéncia dels adults, eliminaran E.
coli enterohemorragica amb la femta durant llargs periodes de temps (234).
No obstant aixd, Blanco et al. (233) troben que no hi ha diferéncies en I'ai-
llament de soques verotoxigenes procedents de vaques i vedelles. En amb-
dbs casos es van detectar nivells d’aillament entorn del 35 % dels animals
estudiats.

Aquesta relacio entre I'edat i la freqUéncia d’aillament d’Escherichia coli
0157:H7 sembla que es modifiqui en alguns estudis quan es tracta de va-
ques lleteres. En aquest tipus de produccié, el major nombre d’aillaments
s’obté dels adults (229, 237). No es coneix la causa d’aquest fet que cal-
dria confirmar.

Influéncia de I’época de I’any

Sembla que hi ha un marcat factor d’estacionalitat en I’eliminacié d’E. co-
li 0157:H7 en la femta dels animals. Aquesta estacionalitat es localitza
justament a partir de juny o juliol fins al mes de setembre (236, 237). La
prevalenca, durant els mesos de major aillament d’aquest microorganisme,
oscil-la entre el 5 % i el 37 % (237). L’existéncia d’un elevat nombre d’ai-
llaments d’E. coli enterohemorragica durant els mesos d’estiu coincideix
amb I’época en la qual es produeixen la majoria de brots en humans.
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Curiosament, animals que eliminen E. coli 0157:H7 durant I’estiu no I'eli-
minen en altres époques de I'any. Els estius seglients, els mateixos ani-
mals o d’altres poden eliminar el bacteri, de manera que en una granja no
son sempre els mateixos animals els que actuen com a excretors d’E. co-
li enterohemorragica (236).

Influéncia de I'alimentacio

L’alimentacié és un factor que té un paper essencial en I’eliminacié d’E. co-
li enterohemorragica en la femta dels animals (255). Diferents autors han
assenyalat la importancia de la seva qualitat i varietat. De tota manera, la
qualitat de I'alimentacié no influeix en la persisténcia d’E. coli enterohe-
morragica. Es a dir, una modificacié en la dieta no es traduira en una de-
saparicioé del bacteri de I'intesti de I’animal, sind en la quantitat de bacte-
ris que s’eliminen per la femta. Aixi doncs, canvis en I'alimentacié que
substitueixin alfals per herba indueixen a increments en el nombre de bac-
teris detectables en la femta dels portadors (236).

Aquesta observacié s’ha justificat pel fet que la dieta influeix en I'acidesa
del contingut intestinal. Com ja s’ha assenyalat, quan els animals son ali-
mentats amb gra, en lloc de fenc, es produeix una acidificaci6é intestinal
que facilita la reduccid dels enterobacteris (26).

D’altra banda, canvis de I'alimentacié que impliquin un dejuni més o menys
perllongat afectaran I'eliminacié d’'E. coli enterohemorragica i n’incremen-
taran el nombre (251, 255). Quan els animals pateixen un estrés per man-
ca d’alimentaci6, periode durant el qual baixa la concentraci6é d’acids al ru-
men, sén més susceptibles d’ésser colonitzats per E. coli 0157:H7 i el
nivell d’eliminaci6é per la femta és superior.

La dieta, que disminueix I'acidesa del rumen, I'estrés i I’'amuntegament
dels viatges facilitarien la transmissio i la colonitzacié estable dels animals
pels patdgens.

Poder patogen i simptomatologia en els animals

Escherichia coli 0157:H7 no sembla tenir poder patogen per al bestiar adult
(231, 236, 251). Brown et al. (234), perd, després de contaminar pinso de
vedells amb E. coli 0157:H7 van observar que el 35 % del bestiar mani-
festava hipertérmia i/o febre durant cinc dies i el 62 % va tenir diarrea du-
rant deu dies encara que mai no va ser hemorragica. Finalment, es va apre-
ciar I'existéncia d’anoréxia i un desenvolupament insuficient en el 12 % dels
animals. S’ha de recalcar que la concentracié de microorganisme inoculat
fou de 108 ufc/g en una Unica dosi de 250 g.

Sembla confirmat que en el periode neonatal diversos tipus d’E. coli entero-
hemorragica com I'0O5:H, I'O8:H8, 1'026:H11, I’028:H19, I'0103:H2,
I’0111:H, I'O118:H", i també I’0157:H7, entre d’altres, produeixen diarrea.
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Els serotips involucrats en la patologia produeixen la Stx1 i tenen el gen eae.
Recentment s’ha assenyalat la importancia del tipus de verotoxina de la
soca aillada. S’ha suggerit que només les soques Stx1 poden produir pa-
tologia en els animals (233), encara que la Stx2 sembla que és la més le-
siva per a I’home. Segons els mateixos autors, es poden aillar soques ve-
rotoxigenes d’Escherichia coli procedents de granges sense animals
malalts i, per contra, també poden ser aillades de granges amb animals
amb diarrea.

Serotips d’E. coli enterohemorragica aillats en el reservori animal

Dels diferents serotips enterohemorragics associats a la infeccié en hu-
mans, el que s’ha aillat més sovint en animals ha estat I’'0157:H7; la ma-
joria presenten el gen eae i produeixen verotoxines del tipus 2 (Stx2) (229,
232, 233, 235, 257-259). El serotip 0157:H7 sembla formar part d’'un ma-
teix clon el qual es troba ampliament distribuit (257). S’ha aillat i s’ha iden-
tificat en animals i molt especialment en el bestiar vacum (236, 241), enca-
ra que la frequéncia d’aillament és en general baixa, calculada entre I'l % i
el 6 % (10, 231, 233, 235, 241).

També s’ha trobat al bestiar ovi (229, 236, 260) i en els cérvids (261). La
prevalenca d’aquest serotip és inferior a I’Europa continental que al Regne
Unit o als Estats Units (237). Les soques aillades a partir del porc pre-
senten I'Stx2e, que no té capacitat patogénica per a I’home (237).

En alguns animals es pot observar I'aillament simultani de diferents sero-
tips (233, 236, 240) i es pot estimar que aquesta circumstancia es pro-
dueix en aproximadament del 20 % al 75 % dels animals positius (233). Al
mateix temps, el serotip aillat no sempre és el mateix, siné que pot variar
amb el temps (236, 240).

L’aillament i la identificacié dels diferents serotips depén de la metodolo-
gia emprada. La utilitzacié de sistemes d’immunocaptura amb microparti-
cules magnétiques permet detectar una proporcié més alta de soques del
serotip 0157:H7 (235).

S’han detectat en els bovids més de 325 serotips verotoxigénics, encara
que només un reduit nombre s’han trobat sovint en els diferents paisos,
entre els quals destaquen I'020:H19, I’022:H8, I'026:H11, I'045:H",
I’082:H8, I'0103:H°, I'0113:H4, I'H21, I'0116:H21, 1'0153:H25,
I’0157:H7, '0171:H2, '0172:H21 i '0174 (OX3):H24, I'H2 i I'H".

Cal tenir en compte, perd, que no totes les soques verotoxigenes aillades
en els bovids tenen tots els factors de viruléncia ni s’han aillat de I’hnome
i han produit patologia (232, 233, 235).

El serotip verotoxigénic predominant en els bovids a Europa és 1'0113:H21,
a Ameérica i Australia és I’026:H11, i al Japd sén '045:H8 i '0145:H".
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Segons un estudi realitzat per I'Institut Municipal de Salut Piblica de Bar-
celona, de mil mostres fecals obtingudes de contingut intestinal en bovids,
des de I'abril de 1999 fins al mar¢ de 2000, 88 han estat positives per a
E. coli 0157 (84, 0157:H7; 3, 0157: H’; 1, no determinat) i 84 de les 88
soques eren productores de verotoxina.

Per a informacié sobre E. coli verotoxigena en el reservori animal es pot
consultar http://www.lugo.usc.es/ecoli.

3.2.2 Reservori huma

L’home també actua com a reservori d’E. coli 0157:H7, encara que amb
molta menys importancia que el reservori animal (figura 11). Aquest carac-
ter esta en relacido amb la seva capacitat de persistir temporalment tant en
casos com en portadors asimptomatics, com s’assenyala més endavant.
De fet, I’habitat primari és el tracte digestiu dels remugadors, fonamental-
ment els bovids i d’altres animals, mentre que I’habitat secundari seria I'ai-
gua, els sediments, el terra i els aliments. Per completar amb éxit la seva
difusid, E. coli 0157:H7 ha de ser capa¢ de sobreviure un temps en I’ha-
bitat secundari i posteriorment arribar a colonitzar un nou hoste del reser-
vori animal o huma (7, 262).

Figura 11. Reservoris i mecanismes de transmissio d’Escherichia coli 0157:H7
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Font: Amstrong et al., modificada (9).
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Mecanismes de transmissio

E. coli 0157:H7 té dos mecanismes de transmissid possibles, un de direc-
te, de persona o animal infectat a persona sana, i un altre d’indirecte a tra-
vés dels aliments o de I'aigua contaminats (263). Aquest segon mecanisme
és molt més important, ja que a partir d’un animal infectat es poden produir
molts casos. S’ha documentat la transmissioé d’E. coli 0157:H7 a través de
carn de bovids insuficientment tractada per la calor (especialment carn pi-
cada), llet crua o derivats (264-266), i també fruites o vegetals que s’hagin
pogut contaminar amb femta de remugadors (per I'aigua del rec o perqué
estaven emmagatzemats en llocs a on hi ha contacte amb excrements d’a-
quests animals). Vegetals diversos (fulls d’enciam, brots d’alfal¢) han estat
vehicle de brots importants. S’ha de tenir en compte que als vegetals E. co-
li pot créixer a 12 °C (9), i que la practica de submergir-los en aiglies que
continguin lleixiu redueix perd no elimina I'agent infeccids (184).

L'aigua també ha estat implicada com a vehicle d’infeccid per E. coli
0157:H7, tant pel consum, com pel contacte amb aigues recreatives (pis-
cines, estanys...) i degluci6 involuntaria. Ha estat repetidament demostrat
que E. coli0157:H7 pot sobreviure diversos dies en aiglies que no estiguin
clorades adequadament.

La transmissio directa es produeix quan una persona sana té contacte
amb una persona o un animal que excreta E. coli 0157:H7, a través d’un
intercanvi fecal-oral amb la participacié de les mans. El contacte amb una
persona infectada és el mecanisme pel qual es produeixen els casos se-
cundaris en els brots per consum d’aliments o aiglies contaminades (fi-
gura 11).

La transmissi6 directa de I’animal infectat a la persona la van demostrar
Louie i col-laboradors (240) mitjangant técniques d’epidemiologia molecu-
lar. La dosi infectant d’E. coli és molt baixa (9, 267), i n’hi ha prou amb
unes poques desenes de bacteris perqué es produeixi la infecci6. Fins i tot
menys d’una desena d’organismes han originat casos (268). Per aquest
motiu, perqué la susceptibilitat per a la infeccid és elevada en els nens pe-
tits, perqué aquests encara no tenen uns habits higiénics assolits, i per-
qué constantment exploren amb les mans tot el que els és nou o els crida
|’atencio, els casos secundaris son freqlents en nens petits i especial-
ment a les guarderies. Tanmateix, els casos secundaris per transmissio
persona-persona poden aparéixer entre persones de qualsevol edat.

Periode d’incubacio

El temps transcorregut entre I’'exposicié a E. coli 0157:H7 i I'aparici6é de
manifestacions cliniques és molt variable, i pot oscil-lar entre un i catorze
dies, (264) encara que la majoria de les vegades se situa al voltant dels
tres o quatre dies (262).
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Periode de transmissibilitat

El periode de temps durant el qual una persona infectada elimina bacteris
amb la femta és molt variable segons que es tracti d’adults o de nens. En
els adults aquest periode acostuma a ser d’una setmana, pero en els nens
el periode de transmissibilitat s’allarga molt més (269). En un estudi rea-
litzat amb 110 nens infectats que anaven a guarderies es va observar que
la mediana del periode de transmissio va ser de 19 dies (270a, 270b). En
aquest mateix estudi en un nen que havia rebut amoxicil-lina I’excreci6 va
ser de 62 dies (270a). Altres autors (271) també assenyalen que |’antibio-
terapia allarga el periode d’excrecid. En I'estudi de Karch i col-laboradors
s’observa que la mediana de duracié de I'excrecid era inferior en els pa-
cients amb diarrea o colitis hemorragica (13 dies) que en els pacients que
desenvoluparen la sindrome hemoliticourémica (21 dies); en un d’aquests
pacients I'excrecid va durar 124 dies (272a).

Hoste susceptible

La susceptibilitat a la infecciod per E. coli0157:H7 és general. No es coneix
immunitat natural enfront de la infecci6. De fet, s’han observat infeccions
recurrents en nens sense cap immunodeficiéncia coneguda, la qual cosa
suggereix que les exposicions repetides incrementen el risc d’emmalaltir
en comptes de disminuir-lo. Aixd també afectaria els grangers i les seves
families (179), encara que altres autors (265) assenyalen que els grangers
podrien tenir anticossos protectors a causa del contacte repetit amb la to-
xina.

Els estudis duts a terme dels brots i casos esporadics suggereixen que la
susceptibilitat és maxima en les edats extremes de la vida, és a dir, els
menors de cinc anys i en les persones majors de 65 anys.

El risc de complicacions i mort és maxim en la gent gran, en els quals la
letalitat pot arribar al 35 % (272b). En els nens el risc de complicacions,
especialment de I'aparicioé de la sindrome hemoliticourémica, és del 3-7 %
en els casos esporadics i de fins al 20 % en alguns brots. La letalitat d’a-
questa sindrome se situa al voltant del 3-5 % (12). El sexe femeni s’ha re-
lacionat amb un major risc de desenvolupar la sindrome hemoliticourémi-
ca. Probablement aquest fet es podria explicar, almenys en part, perqué
les dones tenen més cura dels nens petits tant a la llar com a les guarde-
ries, i per tant tindrien un risc més alt d’exposicié al bacteri.

S’ha observat una susceptibilitat augmentada en persones gastrectomit-
zades, la qual cosa suggereix que encara que |'acidesa gastrica no afecta
tant E. coli0157:H7 com altres bacteris, pot ser que desenvolupi algun pa-
per en la defensa enfront d’E. coli 0157:H7.

Encara que les infeccions asimptomatiques per consum d’aliments o aigua
contaminats o per contacte amb persones que els han ingerit poden esde-
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venir en una proporcié no coneguda, sembla que E. coli 0157:H7 no forma
part de la flora intestinal humana, i per tant no s’accepta I'existéncia d’un
reservori huma permanent (273).

Com a estratégia de futur es planteja que una manera de disminuir el nom-
bre d’hostes susceptibles seria administrar una vacuna que s’obtingués
atenuant les verotoxines (22, 274, 275). Aquesta vacuna, si se’n pogués
disposar, estaria especialment indicada en les persones que tenen una
susceptibilitat augmentada a la infeccio.
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4. Patogenia i clinica de les infeccions per E. coli
verotoxigena

4.1 Patologia causada per E. coli verotoxigena

L’enteritis per E. coli enterohemorragica es caracteritza per un quadre de do-
lor abdominal amb diarrea que en la majoria dels casos s’acompanya de
sang (colitis hemorragica) i que evoluciona cap a la curacié espontania. En
un percentatge baix perod significatiu de casos, al voltant d’una setmana des-
prés de I'inici dels simptomes pot aparéixer una sindrome hemoliticourémica
0 una pdrpura trombaotica trombocitopénica; posteriorment alguns d’aquests
malalts presenten evidéncia de nefropatia cronica amb proteindria, hiperten-
si6 o reducci6 del filtrat glomerular. En tots els estadis de la malaltia es po-
den presentar altres complicacions, com deshidrataci6 i anémia (figura 12).
El quadre clinic descrit, en la seva forma més expressiva i completa, és ca-
racteristic d’E. coli 0157:H7, perd també es dbna en les infeccions per al-
tres serotips enterohemorragics (taula 3).

Després de la ingesta d’E. coli enterohemorragica, el microorganisme co-
lonitza el budell i, encara que no es coneix amb precisio el lloc de maxima
colonitzacid, es pensa que podria ser el cdlon ascendent. Com ja s’ha as-
senyalat préviament (vegeu I'apartat 2.3.1), I’adheréncia respon a un me-
canisme especific que comporta una alteracioé caracteritzada per I’esborra-

Figura 12. Historia natural de la infeccié per E. coli 0157:H7
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Font: Mead i Griffin (12).
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ment de les microvellositats dels enterdcits (attaching and effacing) que
també es dbna a les infeccions per E. coli enteropatdgena classica. Aques-
ta alteraci6 per si sola pot produir diarrea no hemorragica.

La verotoxina té efecte, probablement, sobre les cél-lules (enterocits) i so-
bre I'endoteli de la microcirculacié del budell, i ambdés fets comporten les
lesions propies de la colitis hemorragica. Des del punt de vista histopa-
tologic s’observa hemorragia, edema en la lamina propia i arees de necro-
si focal superficial.

La toxina que ha travessat la barrera intestinal (116) actua sobre les cél-lu-
les dels capil-lars de la microcirculacié intestinal, renal i del sistema ner-
viés central.

Les lesions de les cél-lules endotelials causades per la toxina desencade-
nen i promouen el dipdsit de fibrina i de plaquetes als capil-lars, i lesionen
els hematies que passen a través seu, els quals adquireixen I'aspecte mor-
fologic caracteristic i poden hemolitzar-se; tot aix0 pot cloure la microcircu-
lacio del rony6 i causar insuficiéncia renal; perd, com s’ha assenyalat, en
ocasions també s’afecta el sistema nervids central, com succeeix en el
cas de la parpura trombotica trombocitopénica.

Encara que per les dades disponibles es pot assegurar que hi ha una accio
directa de les toxines sobre les cél-lules, és possible que I'actuacié de ci-
toquines cooperi al desenvolupament de les lesions (vegeu I'apartat 2.3.1).

4.2 Manifestacions cliniques

La infecci6 per E. coli 0157:H7 es presenta amb una varietat de manifes-
tacions cliniques. La simptomatologia és gairebé sempre expressi6 de I'a-
fectacié intestinal, perd també es poden observar simptomes d’afectacid
extradigestiva. També hi ha infeccions asimptomatiques.

4.2.1 Infeccié asimptomatica

S’han detectat infeccions asimptomatiques per E. coli 0157:H7 en brots
epidémics. Es bastant dificil avaluar la seva incidéncia, ja que és infreqiient
el cultiu de mostres de femtes de persones asimptomatiques. En una
epidémia de nens estudiada a Canada, un 31 % dels exposats a la font
d’infeccidé no van tenir simptomes, i en un 53 % d’aquests es va aillar al la-
boratori E. coli 0157:H7 (276).

4.2.2 Infeccio simptomatica

La fase simptomatica s’inicia després del periode d’incubacio.

El marge del periode d’incubacié és ampli: oscil-la des d’un a catorze dies
(264, 277) encara que la majoria del casos apareixen abans de quatre dies
(262).
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Per les dades publicades en diversos brots epidémics estudiats, s’accep-
ta que si no apareix diarrea al cap de dues setmanes de la ingesta del su-
posat aliment contaminat el risc de patir la infeccidé és negligible.

Els malalts presenten un curs clinic bastant regular i previsible que es pot
dividir en dos periodes diferents, un d’inicial de diarrea aquosa sense
sang, i el segon caracteritzat per |’aparicid de diarrea sanguinolenta (278).
Quan comenca la malaltia, de vegades abans de I'aparicié de la diarrea
s’observen simptomes generals, que no solen afectar més del 30 % dels ca-
sos, com febricula, dolor abdominal de tipus cdlic, que pot ser intens, som-
noléncia, irritabilitat i vOmits. En els nens aquests simptomes es poden ob-
servar en els prodroms de diversos processos i €s quan s’inicia la diarrea
que el metge pensa en una enteritis i sol-licita el cultiu de la femta.

En aquesta fase, si el dolor abdominal és molt intens, es pot pensar a do-
nar un tractament simptomatic, perd en els nens sempre és preferible no
donar un medicament per disminuir el peristaltisme intestinal, sobretot si
hi ha possibilitat que la causa sigui aquesta infeccid, en la qual aix0 esta
rigorosament contraindicat ja que pot afavorir I’aparicié de la sindrome he-
moliticourémica. En una epidémia a Washington el 1993 es va observar
que la diarrea amb sang durava més en els nens que havien pres medica-
cio antiperistaltdgena que en els que no n’havien pres (279).

L’abséncia de sang a la femta pot fer que el clinic no pensi que el malalt
pot estar infectat per E. coli verotoxigena, encara que un dolor abdominal
molt intens pot ser sospitdés. S’ha d’esbrinar si el malalt visitat és un cas
d’un brot i en cas afirmatiu intentar saber si ja es coneix |'agent etiologic.
Al voltant d’'un 10 % al 30 % dels casos no apareix sang a la femta (187,
201, 280-282). Per contra, en el curs clinic tipic després d’un o dos dies
d’evolucié de la diarrea liquida apareixen deposicions hemorragiques. Es
pot tractar d’'una femta lleugerament sanguinolenta o d’una hemorragia in-
testinal franca (colitis hemorragica) acompanyada habitualment d’un dolor
abdominal intens. En aquesta fase no hi sol haver febre i acostuma a du-
rar entre quatre i vuit dies.

Els estudis de laboratori acostumen a mostrar leucocitosi amb moderada
desviacié a l'’esquerra. L’hematdcrit no sol estar disminuit malgrat la
preséncia de sang a la femta si no hi ha una hemorragia d’altra causa. Els
estudis bioquimics, incloses les proves hepatiques, proves de coagulacio6 i
el sediment d’orina, habitualment sén normals.

La diarrea hemorragica i I'intens dolor abdominal s6n dos simptomes car-
dinals que han de fer sospitar de la infeccidé per E. coli verotoxigena; és
molt important informar el microbidleg d’aquesta sospita perqué es puguin
posar en marxa els procediments especifics per a la deteccidé d’aquest pa-
togen. Als paisos en qué aquestes infeccions sén molt poc frequents, 10-
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gicament, els laboratoris de microbiologia no incorporen regularment les
técniques per al seu diagnodstic dins del protocol d’estudi dels agents cau-
sants d’enteritis. Els centres de control i prevencié de malalties (CDC), als
Estats Units, han assenyalat que en aquell pais només un 50 % de labo-
ratoris busquen de manera rutinaria E. coli 0157:H7 en totes les mostres
de femta (283).

La radiografia simple de I'abdomen mostra la preséncia d’un ili en un nom-
bre elevat de casos, i una distensié del budell prim, el cec i el colon as-
cendent, i poc gas en el colon esquerre. L’enema opac mostra una imatge
d’edema de la submucosa en el colon transvers i ascendent, i engruiximent
dels plecs de la mucosa del colon (18).

La colonoscopia permet veure les anomalies de la mucosa del recte i el cec
caracteritzades per edema, eritema i ulceracions superficials de distribucid
irregular, i de vegades pseudomembranes (284, 285). Quan hi ha hemor-
ragia les lesions al cec i el colon ascendent s6n més importants.

La recuperaci6 en la majoria dels casos de colitis hemorragica es produeix
al cap d’'una setmana i sense tractament especific. El temps d’hospitalit-
zaci6 oscil-la de sis a catorze dies, en general més temps com més joves
son els pacients.

També poden aparéixer complicacions com una hemorragia digestiva alta,
que es confirmara amb la col-locacié d’una sonda nasogastrica i que pot
donar lloc a una anémia amb la davallada de I’lhematodcrit, hipotensié arte-
rial i com a conseqliéncia una isquémia cerebrovascular.

En el diagnostic diferencial d’aquesta entitat s’han de considerar en primer
lloc totes les enteritis que cursen amb la preséncia de sang a la femta
(campilobacteriosi, salmonel-losi, shigel-losi, gastroenteritis per E. coli en-
teroinvasiva, yersiniosi, colitis per C. difficile, amebiasi). Totes aquestes
malalties se solen presentar amb febre alta, i en canvi la diarrea amb sang
€s menys important que I'observada en les colitis hemorragiques per E. co-
i 0157:H7, encara que no sempre és aixi. En segon lloc, s’ha de diferen-
ciar de I'inici d’'una malaltia inflamatoria intestinal; en aquesta, els estudis
microbioldgics sén negatius i I'aspecte endoscopic generalment proporcio-
na les dades diferencials. Per I’abséncia de febre també es pot confondre
amb una hemorragia d’altres causes, una intussuscepcid, una colitis is-
quémica, una diverticulitis 0 una apendicitis (118, 286).

4.2.3 Sindrome hemoliticourémica

Entre un 5 % i un 10 % dels malalts menors de deu anys, i també en els
ancians encara que és més dificil de quantificar-ne la freqiéncia, les in-
feccions per E. coli 0157:H7 desenvolupen una sindrome hemoliticourémi-
ca entre cinc i nou dies després del comencament del quadre clinic. Els pa-
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cients que no presenten diarrea sanguinolenta tenen el mateix risc de de-
senvolupar una sindrome hemoliticourémica que els que presenten una co-
litis hemorragica.

Si a partir dels dos o tres dies després de passada la diarrea no hi ha sig-
nes d’anémia hemolitica no s’ha de preveure |'aparicié de la sindrome he-
moliticourémica (287).

Aquesta sindrome es caracteritza per la triada d’anémia hemolitica micro-
angiopatica, trombocitopénia i insuficiéncia renal.

Encara que han estat implicades diverses causes en el seu desenvolupa-
ment, com factors genétics, embaras, drogues, toxines, agents quimics,
virus i bacteris, probablement en nens i vells la causa més freqlent es la
infeccid per E. coli verotoxigena, i és aquest procés la primera causa d’in-
suficiéncia renal aguda en els nens.

La patogénia ja ha estat assenyalada; la verotoxina produeix una alteracio
de I’endoteli de la circulaci6 intestinal i renal, seguida de coagulaci6 loca-
litzada amb dipdsit plaquetari subseglent. L’anémia hemolitica microan-
giopatica es produeix per lesid mecanica dels eritrocits quan passen per
I’endoteli vascular alterat. La trombocitopénia és consequéncia de I'ad-
heréncia i el diposit plaquetari. A més del budell i del ronyd, |’afectacié dels
quals comporta I'enteritis i la sindrome hemoliticourémica, també pot es-
tar afectada la microcirculacié d’organs com el sistema nerviés central i
d’altres, i déna un ampli ventall de manifestacions.

La letalitat és d’'un 3 % a un 10 %, i la persisténcia de seqlieles és del vol-
tant del 5 % (288).

El nivell de gravetat del procés és molt variable. Hi pot aparéixer pal-lide-
sa, debilitat, letargia, irritabilitat, oligiria, edema i hipertensi6. Es poden
produir convulsions. La trombopénia pot ser asimptomatica o pot produir
petéquies o plrpura. També hi poden coexistir dolor abdominal, vomits, fe-
bre i destret respiratori. L'exploraci6 fisica pot revelar la preséncia de pal-li-
desa, edema, petéquies, hepatoesplenomegalia i irritabilitat. Es recomana
fer hemogrames que incloguin I'estudi de la morfologia eritrocitaria i el re-
compte de plaquetes, I'estudi de la funcio renal i de la dehidrogenasa lac-
tica.

Les analisis de I'orina posen de manifest una hematiria microscopica, pro-
teindria i la preséncia de cilindres. La velocitat de sedimentaci6 globular,
els ions, les proves hepatiques i el temps de protrombina sén normals.
La leucocitosi, la gravetat de I'enteritis, I’aparicié preco¢ d’insuficiéncia re-
nal i I'edat menor de dos anys son indicadors de la gravetat de la sindro-
me. Per seguir I'’evolucié d’aquests malalts es recomana durant la fase
aguda sol-licitar sovint I’analitica esmentada anteriorment.
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4.2.4 Purpura trombotica trombocitopénica

La parpura trombotica trombocitopénica és, des del punt de vista de I'a-
natomia patologica, idéntica a la sindrome hemoliticourémica; es tracta
d’una trombosi microangiopatica que a més d’afectar el rony6 afecta el sis-
tema nervids central donant simptomes neuroldgics com irritabilitat, letar-
gia o convulsions. Aquest procés, a diferéncia de la sindrome hemoliti-
courémica, és més frequent en els adults.
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5. Diagnostic microbiologic

El diagnostic de les infeccions per E. coli verotoxigena en I’home o els ani-
mals es pot fer aillant el microorganisme per cultiu o bé detectant la toxi-
na o els seus gens directament a la femta.

L’aillament per cultiu d’E. coli 0157:H7 esta facilitat pel fet que les soques
d’aquest serotip tenen caracteristiques metaboliques particulars, diferents
de la resta de soques d’E. coli (E. coli 0157:H7 és R-glucuronidasa i sor-
bitol negatius). Aixd ha permés dissenyar medis diferencials en els quals
les colonies d’aquest serotip presenten caracteristiques facilment detec-
tables. Al contrari, la resta de serotips verotoxigénics (026, 0111, etc.) no
presenten aquestes caracteristiques diferencials i per tant, en els medis
de cultiu formen colonies indiferenciables de la resta d’E. coli.

A més, quan s’ailla una soca d’E. coli 0157:H7 o bé d’0157:H" tipica, sor-
bitol i B-glucuronidasa negatives, inicialment no cal determinar la produccio
de toxina perqué practicament totes les soques amb aquestes caracteris-
tiqgues s6n productores de verotoxina. A Alemanya s’ha detectat una soca
endémica que és 0157:H" sorbitol i 8-glucuronidasa positives perd produc-
tora de VT (289). Per contra, quan s’aillen soques d’altres serotips cal de-
tectar que siguin productores de verotoxina.

Alternativament al cultiu, es pot detectar la preséncia de verotoxines per
proves biologiques sobre la linia cel-lular Vero, per proves immunologiques,
i també se’n poden detectar els gens per PCR directament a la femta o des-
prés d’un breu enriquiment en un medi liquid.

Les mostres de femta per a estudi microbiologic s’han de recollir en un re-
cipient hermétic petit, en un volum de 5-10 mL si son liquides, o d’'una nou
si sbn pastoses, i portar-les rapidament al laboratori, on es processaran
immediatament (en menys de dues hores), o alternativament es repartiran
i es conservaran de forma adequada per a I'estudi bacteriologic, parasi-
tologic i virologic.

En els brots de toxiinfeccions alimentaries, que s’han de declarar amb
urgéncia a les autoritats sanitaries, la presa de mostres d’aliments és
preferible que la prenguin els especialistes en Salut Publica, perd si es
demora la recollida, es recomana conservar els possibles aliments im-
plicats a la nevera a 4 °C fins al seu processament. Cal recollir tot aquell
aliment que sigui sospitds d’estar implicat en el brot d’acord amb la ta-
xa d’atac especifica o amb altres dades epidemiologiques o del procés
de manipulacié durant I’elaboraci6. Es recomanable recollir mostres, si
n’hi ha, de tots els mends consumits fins a 72 hores abans de comengar
el procés.

69



Cal tenir en compte que les matéries primeres i els ingredients poden ser
la primera font de contaminaci6, per la qual cosa s’haurien de recollir mos-
tres d’aquests productes sempre que sigui possible.

La recollida i conservacio de les mostres s’ha de realitzar segons les re-
comanacions exposades en la taula 10.

5.1 Diagnostic d’E. coli 0157:H7

L’emergéncia d’E. coli 0157:H7 com a patogen important tant pel que fa a
casos esporadics com a brots epidémics d’enteritis ha portat a desenvo-
lupar nous medis de cultiu i diferents procediments que facilitin la deteccio
d’aquest microorganisme.

5.1.1 Técniques de cultiu i identificacio

Cultiu directe

El cultiu de la femta per a I'aillament de bacteris enteropatdgens es fona-
menta en la utilitzacié6 de medis selectius i diferencials, els quals perme-
ten aillar i detectar d’'una manera senzilla aquests patogens d’entre I'a-
bundantissima flora acompanyant que hi ha al tub digestiu, atesa la
incapacitat de fermentar el sorbitol (84, 290) i la deficiéncia en I'enzim 8-
glucuronidasa (290, 291). Emprant aquestes dues caracteristiques de cul-
tiu s’han desenvolupat diferents medis per millorar el diagndstic.

Medis d’aillament

L'agar MacConkey (MAC) és el medi diferencial i selectiu classic per a ba-
cils gramnegatius; la seva selectivitat és deguda a la preséncia de sals bi-
liars i cristall violeta, que inhibeixen el creixement de la flora grampositiva.
La preséncia de lactosa com a element diferencial és de gran utilitat per a
I’aillament en la femta dels bacteris enteropatdgens, ja que la immensa
majoria (salmonel-la, shigel-la, yersinia) es presenten com a coldnies inco-
lores en aquest medi, a diferéncia dels coliformes que fermenten la lacto-
sa i donen lloc a colonies vermelles. Les soques d’E. coli 0157:H7 fer-
menten la lactosa de manera que les seves coldnies no es distingeixen de
les d’altres E. coli.

La incapacitat d’E. coli 0157:H7 per fermentar el sorbitol va permetre dis-
senyar el primer medi selectiu i diferencial per a les soques d’aquest se-
rotip: I'agar MacConkey amb sorbitol (MAC-S), que presenta una férmula
idéntica a I'agar MacConkey llevat que la lactosa ha estat substituida per
sorbitol a 'l % (292). E. coli 0157 dbna en aquest medi unes colonies in-
colores, a diferéncia de la resta de soques d’E. coli, que donen coldnies de
color vermell. Un inconvenient important d’aquest medi és que la lectura
s’ha de realitzar a les primeres 24 hores d’incubaci6, ja que amb el temps
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Taula 10. Presa de mostres

Universal (bacteriologia/parasitologia/virologia) Aliments
Volum Volum
Femta solida: 4-6 grams 250 grams de cada aliment com
(mida d’una nou) a minim
Femta liquida: 5-10 mL .
Recipient
Recipient De plastic, sense medi de transport
De plastic, net i tancat hermética-
ment (no escovilld) Tr?n§pqrt
Rapid i processament abans
Transport de 24 hores
Rapid, menys de dues hores "
des de I'emissio Conservacio
Refrigeraci6 a 4-6 °C. Els congelats
Especific per a bacteriologia a temperatura de congelacio.
Volum Aigua
Femta sf)lida: 1-2 grams Volum
(mida d}unla nou) 1.000 mL
Femta liquida: 3-5 mL
. Recipient
Recipient Vidre o plastic estéril
De plastic amb medi de transport
tipus Cary-Blair modificat Transport
Rapid
Conservacio
Temperatura ambient (si esta Conservacio
en medi de transport) Refrigeraci6 a 4-6 °C.

les coldnies sorbitol positives perden la seva coloracidé vermella i apareixen
més tardanament com a falsament sorbitol negatives. El medi presenta
una bona sensibilitat, perd la seva especificitat esta limitada pel fet que al-
tres bacteris com proteus, aeromonas i alguns serotips d’E. coli, trobats
amb relativa freqUéncia en mostres fecals, no fermenten el sorbitol i per
tant creixen en el medi donant unes colonies d’aparenca similar a les de
I’'0157:H7.

S’han realitzat diferents modificacions en I’agar MacConkey amb sorbitol
mitjangant I'addicié de diverses substancies selectives que incrementen
I’especificitat per a E. coli 0157:H7 reduint o inhibint el creixement d’altres
bacteris. Aixi, s’ha utilitzat la cefixima, una cefalosporina de tercera gene-
racid que inhibeix el creixement dels proteus a concentracions no inhibito-
ries per a E. coli; el tel-lurit, el qual no inhibeix E. coli 0157:H7 perd si al-
tres serotips d’E. coli, i la ramnosa, la qual és fermentada per la gran
majoria de soques d’E. coli perd no per les del serotip 0157:H7.
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Tenint en compte aquestes caracteristiques, s’han dissenyat diversos me-
dis com I’agar MacConkey amb sorbitol amb cefixima i tel-lurit (MAC-S-CT),
que és I'agar MacConkey amb sorbitol suplementat amb cefixima i tel-lu-
rit potassic (293). Aquest medi aconsegueix una important supressio del
creixement de les soques d’E. coli no 0157, aixi com la inhibicié de les
soques d’altres bacils gramnegatius, sense que en quedi afectat el crei-
xement d’E. coli 0157:H7, tant pel que fa al nombre de coldnies com a
les seves dimensions.

L'agar MacConkey amb sorbitol, ramnosa i cefixima (MAC-S-CR) és I'agar
MacConkey amb sorbitol suplementat amb ramnosa i cefixima (294). L’ad-
dicié de la ramnosa a I’'agar MacConkey amb sorbitol permet obtenir un me-
di una mica més diferencial. Les soques d’E. colino 0157:H7 que sb6n sor-
bitol negatives, i que per tant no es diferencien de les del serotip 0157:H7
en el MAC-S, sbn majoritariament fermentadores de la ramnosa, i creixen
en aquest medi com a coldonies rosades, mentre que les soques de
0:157:H7, en no fermentar el sorbitol ni la ramnosa, resten incolores.

Medis fluorogénics i cromogénics

Un altre caracter bioquimic que permet diferenciar les soques d’E. coli

0157:H7 de la resta de soques d’E. coli és la seva incapacitat de produir

B-D-glucuronidasa (290). L’esmentat enzim pot ser detectat fluorogénica-

ment mitjangant el substrat 4-metil umbeliferil-8-D-glucurdnid (MUG). Quan

el substrat es trenca per I'acci6 de la 8-D-glucuronidasa es forma 4-meti-
lumbeliferona, un producte fluorescent detectable amb Ilum ultraviolada

(295): també es pot detectar colorimétricament en plaques amb medis se-

lectius suplementats amb 5-brom-6-clor-3-indolil-8-D-glucurdnid (BCIG), la

hidrdlisi d’aquest substrat per accié de la 8-D-glucuronidasa déna lloc a un

canvi de color visible directament (291).

Hi ha diferents medis en el mercat que inclouen aquests substrats cro-

mogeénics i d’altres, i que tenen més o menys poder selectiu en funcié de

la seva formulaci6. A continuacié es descriuen breument els més emprats
per al diagnostic d’E. coli verotoxigena.

e 0157:H7 ID®. Aquest medi, selectiu per I'accid de les sals biliars, conté
dos substrats cromogénics, un per detectar la 8-D-glucuronidasa i un al-
tre per detectar 8-D galactosidasa. La diferenciacio entre E. coli 0157:H7
i altres serotips i espécies d’enterobacteris es basa en la deteccié d’a-
questes activitats enzimatiques. Les colonies d’E. coli 0157:H7, que s6n
B-galactosidasa positiva i 3-glucuronidasa negativa, es mostren de color
blau-verd, mentre que les coldnies de la resta de bacils gramnegatius que
poden créixer en el medi es mostraran de diferents colors segons |'ex-
pressio de les diferents activitats enzimatiques.
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e Rainbow® agar 0157. Es un medi selectiu per a E. coli que conté subs-
trats cromogénics per a la R-D-glucuronidasa i -D-galactosidasa. Les
colonies d’E. coli 0157:H7 apareixen en aquest medi de color negre o
gris, mentre que la resta de soques d’E. coli tenen un color rosat.

e Agar MacConkey amb sorbitol i BCIG. La capacitat diferencial de I'agar
MacConkey amb sorbitol es veu incrementada per I’addicio al medi de 5-
brom-4-clor-3-indolil-3-D-glucuronid (BCIG) com a substrat cromogenic per
a la 8-D-glucuronidasa. Les soques d’'E. coli 0157 no fermentadores del
sorbitol i 8-D-glucuronidasa negativa es presenten d’un color groc palla;
per contra, els microorganismes amb activitat f-glucuronidasa trencaran
el substrat i donaran lloc a coldnies de color blau-verd.

Per tal d’incrementar la selectivitat de tots aquests medis cromogénics

s’hi pot afegir cefixima i tel-lurit en concentracions semblants a les utilit-

zades al MAC-S-CT.

Técniques d’enriquiment

El cultiu directe de la femta en medis selectius és adequat en les infec-
cions agudes estudiades precocment, ja que en aquest periode I'excrecio
dels microorganismes sol ser elevada, perd en estadis més tardans o du-
rant la convalescéncia, aixi com en infectats asimptomatics i en portadors,
les mostres contenen un nombre escas de microorganismes, de manera
que es fa necessaria la utilitzacié de técniques d’enriquiment. La taxa de
recuperacio d’'E. coli 0157:H7 en medis com I"'agar MacConkey amb sorbi-
tol es pot incrementar mitjancant el cultiu previ de la mostra de femta en
medis liquids d’enriquiment o amb la utilitzacié de técniques de concen-
tracié immunomagneética (296-298).

Medis d’enriquiment

Hi ha un gran nombre de medis descrits en la bibliografia per enriquir E. co-
li verotoxigena, sobretot en aliments. Entre aquests medis es troben el
brou per a gramnegatius (GN de Hajna), el brou triptona de soja modificat
amb novobiocina o amb cefixima i vancomicina, el brou triptona de soja
amb cefixima, vancomicina i tel-lurit i I’aigua peptonada amb vancomicina,
cefixima i cefsulodina entre d’altres. (299).

Separacioé immunomagnética

Aquesta técnica, també anomenada d’'immunocaptura, és un sistema de
concentracidé previ al cultiu en medis selectius sdlids. Es una técnica dis-
senyada per incrementar la recuperacid d’E. coli 0157:H7 verotoxigena
dels aliments, encara que també s’aplica per detectar aquest microorga-
nisme en la femta (300).

La técnica es fonamenta en I'Us de petites esferes paramagnétiques reco-
bertes amb anticossos anti-0157 (anti-E. coli 0157 Dynabeads®; Dynal) que
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s’incorporen al brou d’enriquiment al qual s’ha sembrat la mostra de femta.
Si a la mostra hi ha E. coli 0157 el microorganisme és capturat pels anti-
€0sso0s units a les esferes magnétiques, i posteriorment el complex micro-
bi-anticos-esfera es concentra mitjangant I'aplicacié d’'un camp magnétic.
Aixi doncs, el sediment, que conté els bacteris fixats a les particules magneé-
tiques, es torna a sembrar en un medi selectiu com ara I'agar MacConkey
amb sorbitol (MAC-S) i I'agar MacConkey amb sorbitol amb tel-lurit i cefixi-
ma (MAC-S-CT), després de realitzar diferents rentats amb la finalitat d’eli-
minar les restes fecals i els diferents bacteris acompanyants que poguessin
interferir en la prova.

Per al processament de la femta es recomana un periode curt de preenri-
quiment, d’unes sis a vuit hores, cultivant la femta en qualsevol dels brous
descrits anteriorment, com ara el brou GN de Hajna o els medis suple-
mentats amb antibidtics, seguit de la incubacié amb el reactiu Dynabeads®
i posterior separacié magnética.

Karch et al., com altres autors (299-302) que empren aquest sistema, con-
clouen que la técnica de separacié immunomagneética és una técnica alta-
ment sensible que permet detectar de I'ordre de 102 ufc per gram de fem-
ta o aliments en preséncia de 107 bacteris coliformes acompanyants, de
manera que se supera en sensibilitat la PCR, la qual requereix concentra-
cions d’E. coli 0157:H7 aproximadament de I'ordre de 105 ufc per gram de
femta per a obtenir un resultat positiu. Aixi doncs, I’enriquiment de la mos-
tra seguida de la separacié6 immunomagnética i del cultiu en medis dife-
rencials i selectius incrementa de forma important la sensibilitat de les pro-
ves especifiques de deteccid d’E. coli 0157:H7.

Aquesta técnica és especifica per al serogrup 0157, per tant dintre d’aquest
serogrup pot detectar altres serotips a part de I'H7; ben al contrari, no es
detecten soques d’E. coli verotoxigenes que pertanyen a altres serogrups.

Identificacié bioquimica i serologica

Tota colonia que presenta les caracteristiques d’E. coli 0157:H7 segons el me-
di diferencial selectiu utilitzat per al seu aillament es tornara a sembrar en una
petita bateria de cribratge per a enteropatogens, com la formada pels medis
agar de Kiligler (KIA), agar amb lisina-ferro (LIA), i un tub d’aigua peptonada per
detectar I'indole. Després d’una incubaci6é de divuit hores a 37 °C, en tota so-
ca metabolicament compatible amb E. coli (glucosa*, SH,, lactosa*/", lisina de-
carboxilasa™, indole*) s’estudiara la preséncia de la R-glucuronidasa i es confir-
mara la incapacitat de la fermentaci6é del sorbitol en un medi estandard (303).

Deteccioé de I’activitat 3-glucuronidasa

Per detectar o confirmar I’abséncia de I’activitat R-glucuronidasa s’utiliza
una solucié d’un substrat cromogénic incolor com I’acid p-nitrofenil-8-D-glu-
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copiranosidurdnic (PNPG) (303), que quan és hidrolitzat per I'enzim s’alli-
bera p-nitrofenol, el qual presenta un color groc i en cas negatiu roman in-
color. La lectura s’efectua quatre hores després de la incubacib.

Si la colonia d’E. coli és R3-glucuronidasa i sorbitol negativa es pot aglutinar
amb els antisérums especifics.

Identificacié serologica d’E. coli 0157:H7

Les soques sorbitol i R-glucuronidasa negatives s’aglutinen amb els an-
tiserums 0157 i H7 per determinar-ne el serotip. L’aglutinacio es fara pre-
ferentment a partir de colonies llises d’un cultiu de divuit hores en el me-
di de Kligler o d’agar amb sang.

De tota manera, entre el 3 % i el 10 % de les soques del serogrup 0157
s6n variants immobils que produeixen Stx. Com que també s’aillen altres
soques 0157 amb altres antigens H diferents de I’'H7, és molt important
determinar si la soca és sorbitol i R-glucuronidasa negativa ja que en
aquest cas es tracta molt probablement d’una soca productora de veroto-
xina. Per contra, si és 0157 perd no aglutina amb I'anti-H7, i és sorbitol i/o
3-glucuronidasa positius es pot tractar d’una soca d’un altre serotip no ve-
rotoxigénic o de la variant alemanya, H", sorbitol*, 8-glucuronidasa®*, Stx2*.
Aquest bioserotip s’ha aillat també a la RepuUblica Txeca. Totes aquestes
soques semblen molt sensibles al tel-lurit (141, 304). La determinaci6 se-
roldgica de I'antigen H7 pot presentar dificultats, i pot ser que en moltes
ocasions calgui mobilitzar les soques per passes en un medi d’agar tou
com el de Sven-Gard (305).

S’han comercialitzat reactius de latex recoberts d’anticossos per a I'aglu-
tinacié d’0157 i H7 que faciliten la lectura. Després de comparar aquests
reactius amb els estandard, s’ha trobat que presentaven una sensibilitat
del 100 % i el 97 % per a 1’0157 i I’H7 respectivament, i una especificitat del
100 % per a ambdés reactius (32).

Identificacio definitiva d’E. coli 0157:H7
Les soques identificades presumptivament com a E. coli 0157:H7 s’hau-
ran de sotmetre a una identificaci6 metabdlica definitiva mitjancant la uti-
litzaci6é de técniques convencionals (306).

5.1.2 Deteccio de la produccio de toxines

La demostracié de la produccié de toxines Stx1 i Stx2 per a les soques ai-
llades requereix estudiar-les en la linia cel-lular Vero o mitjancant proves
immunologiques o genétiques.

Qualsevol de les técniques que detecten les toxines es poden utilitzar per
identificar les soques verotoxigenes tant si pertanyen al serotip 0157:H7
com a altres serotips.
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Técniques biologiques. Deteccio de Ia produccio de verotoxines

en cultiu cel-lular

La detecci6 de verotoxina en el sobrenedant d’un cultiu d’E. coli mitjan¢ant
técniques de cultiu cel-lular és el métode considerat de referéncia i s’em-
pra la linia Vero (ATCC CCL 81), segons métodes descrits (14).

La técnica consisteix a cultivar les soques en brou de triptona de soja, del
qual s’inocula el sobrenedant, a diferents dilucions, préviament filtrat en
micropouets que contenen les cél-lules. S’incuben a 37 °C i s’examinen en
el microscopi invertit les monocapes cel-lulars després de 4, 24, 48 i 72
hores per detectar I'acci6 citotdxica, caracteritzada per alteracions de la
morfologia cel-lular que s’inicien amb I'arrodoniment de les cél-lules, que
adquireixen una aparenga més refringent per, posteriorment, separar-se de
la superficie del cultiu i finalment alliberar-se al medi. L’'especificitat de
I’accié s’ha de controlar amb la neutralitzacié de I'accié tdxica amb an-
tiserums especifics. Aquesta és una técnica de referéncia extraordinaria-
ment laboriosa i cara que només s’utilitza en treballs d’investigacio i no en
el diagndstic convencional.

Técniques immunolégiques. Deteccio de Stx1 i Stx2

per enzimimmunoassaig

S’han desenvolupat nombrosos assaigs immunologics (ELISA) per a la de-
teccio directa de les verotoxines Stx1 i Stx2, encara que no n’hi ha gaires
de comercialitzats.

Aquests reactius sén també Utils per determinar la preséncia de verotoxi-
nes en una mostra fecal, en el sobrenedant d’un cultiu de la femta o ali-
ments, o en el cultiu en medi liquid d’'una soca préviament aillada. El sis-
tema Premier® EHEC (307) és una ELISA de captura constituida per pouets
de plastic als quals s’ha fixat una barreja de dos anticossos monoclonals
o policlonals purificats dirigits cap a Stx1 i Stx2. Les toxines, si n’hi ha a
la femta (o als cultius), les fixaran aquests anticossos i es revelaran mit-
jancant uns segons anticossos antitoxina, contra els quals es dirigiran uns
tercers anticossos marcats amb un enzim, generalment peroxidasa de ra-
ve picant. En alguns sistemes els segons anticossos dirigits contra les to-
xines ja estan directament marcats per I’enzim. L’enzim (peroxidasa) actua
sobre I'aigua oxigenada alliberant oxigen que oxida un substrat (o—fenilen-
diamina) que canvia de color.

Deteccio de Stx1 i Stx2 per aglutinacio facilitada (latex)

Aquestes técniques utilitzen particules de latex sensibilitzades amb anti-
cossos anti-Stx1 i anti-Stx2, que en reaccionar amb les toxines alliberades
pel bacteri aglutinaran i donaran lloc a una reaccié positiva facilment ob-
servable. Hi ha reactius comercialitzats, com el VTEC-RPLA® (308). L’estu-
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di de la verotoxina es pot realitzar a partir d’un cultiu d’E. coli en medi li-
quid o d’una suspensid practicada a partir d’un cultiu en medi sdlid, com
I'agar d’infusid de cervell i cor, prévia extraccié en ambdds casos de la to-
xina amb polimixina B. Aquest métode, que permet detectar les toxines en
els cultius de soques aillades, no sembla Gtil per a la detecci6 directa de
la toxina a la femta (309).

Técniques serologiques

S’han desenvolupat técniques seroldgiques per detectar anticossos contra
les verotoxines en el sérum dels malalts amb sindrome hemoliticourémica.
El seu principal inconvenient rau en el fet que només tenen valor retros-
pectiu i no permeten establir un diagndstic precog, ja que s’han d’estudiar
dos sérums, un de precog i un altre de la convalescéncia, simultaniament.
No obstant aix0, de vegades s6n I'nica evidéncia de la infeccid per soques
verotoxigenes en aquests pacients. També es poden utilitzar per coneixer
la prevalenca de la infeccio en una determinada poblaci6.

Estudi dels gens codificadors de Stx1 i Stx2 mitjancant PCR

Un métode alternatiu a la deteccié immunologica de les toxines consisteix
en la deteccid dels gens stx1 i stx2 mitjancant la reaccié en cadena de la
polimerasa (PCR) (310, 311).

Es practica una suspensio d’una colonia del bacteri, se n’extreu el DNA i
posteriorment es desnaturalitza. L’amplificaci6 es realitza segons les téc-
niques convencionals amb la utilitzacié d’iniciadors adequats (309, 311,
312-314). Es visualitzara una part aliquota de cada amplificat mitjancant
electroforesi en gel d’agarosa i tinci6 amb bromur d’etidi. La confirmacio
precisa de I'especificitat dels amplicons requereix la utilitzacié de sondes
especifiques per Southern Blot o Dot Blot (315-317).

La deteccid de les variants de Stx2 es pot fer estudiant el perfil dels frag-
ments de restriccid d’'un amplicé especific de la toxina obtingut per PCR
(318-320).

La deteccio dels gens stx1 o stx2 no implica necessariament I’expressio
fenotipica de les toxines, encara que a la practica una soca positiva es pot
considerar com a productora de la toxina.

La PCR presenta una sensibilitat suboptima quan s’utilitza directament
amb extractes fecals (321) i també d’aliments (322), probablement per la
preséncia d’inhibidors de la polimerasa. La sensibilitat s’incrementa molt
quan es realitza a partir de cultius de femta o aliments en medi liquid d’en-
riquiment, que es poden incubar durant curts periodes de temps al voltant
de sis hores (313, 322, 323). La técnica és Optima quan s’aplica a cultius
purs de bacteris per determinar si son toxigénics.
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5.1.3 Deteccio d’altres factors de viruléncia

Les toxines Stx1 i Stx2 sén els principals factors de viruléncia associats
amb la colitis hemorragica i la sindrome hemoliticourémica, perd E. coli en-
terohemorragica produeix altres factors de viruléncia accessoris, entre els
quals es troben la intimina (eae) i I'’enterohemolisina (ehxA), descrits en pri-
mer lloc en soques toxigeéniques d’E. coli 0157:H7 i posteriorment en al-
tres serotips verotoxigénics. La deteccio d’aquests factors de viruléncia, en
particular I’eae en una soca verotoxigena, dona suport a la hipotesi de la
seva capacitat enteropatdogena per a ’home.

Les sondes i la PCR sbn els dos métodes més utilitzats per detectar gens
associats a la viruléncia en les soques d’E. coli. S’han avaluat diferents
gens, incloent-hi el gen eae (324, 325), el gen de la B-glucuronidasa uidA,
aixi com el gen fliCh; que codifica per I'antigen H7 (326), fragments del
plasmid de 90 kb (140) i el gen de I'hemolisina (ehxA) (131) per tal de de-
senvolupar métodes de deteccid de diferents factors presents en E. coli en-
terohemorragica.

Alguns d’aquests gens es poden detectar simultaniament per una PCR amb
diversos iniciadors (multiplex PCR) (326-329).

Enterohemolisina: deteccio per cultiu

Al voltant del 80 % al 90 % de les soques d’E. coli verotoxigenes de diver-
sos serotips aillades d’humans presenten un fenotip d’enterohemolisina ti-
pic i diferent de I'oc-hemolisina, que pot ser utilitzat com un marcador pre-
sumptiu per a la seleccié de soques d’E. coli potencialment productores de
verotoxines (308).

Aquest métode descrit per Beutin et al. (308) consisteix en el cultiu de les
soques d’E. coli en plaques d’agar amb sang convencional i en plaques d’a-
gar amb sang preparades amb sang desfibrinada de be al 5 %, rentada tres
vegades amb tamp6 fosfat, pH 7,2 i suplementada amb CaCl, 10 mM.

La produccié de o-hemolisina és visible en els dos tipus d’agar amb sang
a les quatre hores d’incubacié, mentre que la produccié d’enterohemolisi-
na només s’observa en les plaques d’agar amb sang preparades amb
eritrocits rentats. Després de 24 hores d’incubacié s’observen unes zones
d’hemolisi molt més petites que les produides per I'a-hemolisina.

La produccié d’enterohemolisina és un marcador prou util per fer un cri-
bratge de les soques potencialment verotoxigenes independentment del
seu serotip (130, 330). No cal oblidar, perd, que al voltant d’'un 20 % de
soques verotoxigenes d’altres serotips diferents del 0157:H7 no produei-
xen enterohemolisina.

Aquest medi de cultiu es pot utilitzar per sembrar la femta, préviament in-
cubada en brou de triptona de soja durant divuit hores amb la intenci6é de
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detectar les colonies productores d’enterohemolisina (331). Les coldnies
enterohemolitiques posteriorment es confirmaran com a E. coli verotoxige-
na per métodes convencionals. Desconeixem, pero, la sensibilitat i I’espe-
cificitat d’aquest métode.

Deteccio del gen de I’enterohemolisina (ehxA)

El gen ehx de I'’enterohemolisina esta localitzat en el plasmidi associat a
viruléncia de 90 kb, que es troba a la majoria de soques d’E. coli verotoxi-
gena que produeixen infeccid6 humana (131). Sembla que aquest gen esta
estretament relacionat amb E. coli entrohemorragica i amb la gravetat de
la malaltia, encara que no hi ha unanimitat respecte a aixo.

Deteccio del gen eae mitjancant PCR

L’extraccié del DNA de les soques bacterianes s’ha de dur a terme a partir
d’extractes crus emprant un métode similar al de la detecci6 de les veroto-
xines, i cal emprar per a I’'amplificacié iniciadors descrits préviament (332).
L’especificitat dels amplicons es pot confirmar per sondes especifiques.

5.2 Protocols de diagnostic microbiologic d’E. coli verotoxigena

L’estudi sistematic d’aquests microorganismes en el laboratori de micro-
biologia clinica depén de la seva frequéncia a la zona. Quan la frequéncia
és molt baixa s’hauria d’estudiar només en les diarrees amb sang i en la
sindrome hemoliticourémica. D’altra banda, també s’ha d’estudiar en els
brots de toxiinfeccidé alimentaria compatibles amb aquesta etiologia.

Les técniques que cal utilitzar depenen de I'experiéncia de cada laboratori
en els diferents medis de cultiu i procediments d’identificaci6é. De tota ma-
nera, tots els reactius i els medis de cultiu han de ser sotmesos a un con-
trol de qualitat molt rigordés, sobretot els que porten tel-lurit o altres anti-
microbians.

L’esquema representat a la figura 13 té caracter orientatius; altres proto-
cols poden ser igualment atils.

5.2.1 Protocol per a E. coli 0157:H7

El protocol minim, assenyalat a la figura 13 A, requereix sembrar directa-
ment la femta en un medi selectiu i diferencial. Es recomanable utilitzar un
medi sense antibidtics com el MAC-S o un medi cromogénic i d’altre de
més selectiu com el MAC-S amb tel-lurit i cefixima, o amb altres antibiotics.
A les colonies sorbitol negatives aillades dels medis amb aquest sucre
se’ls estudiara la R-D-glucuronidasa, i si és negativa s’aglutinaran amb els
antisérums 0157 i H7. Les colonies -D-glucuronidasa negatives aillades
dels medis cromogénics també s’aglutinaran directament, i en cas positiu
s’estudiara la fermentacio del sorbitol en medis convencionals.
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Figura 13. Protocol d’investigacié d’E. coli verotoxigena
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Investigacio d’E. coli 0157:H7 Investigacio de tots els serotips d’E. coli verotoxigena

A'i B: estudi d’E. coli 0157:H7.

A: protocol minim.

C: estudi de tots els E. coli verotoxigena.
C, i C, poden completar el protocol C.

1. S’han de sembrar 25 g d’aliments en 250 mL de brou amb novobiocina, cal incubar-ho durant
6-18 hores i seguir els protocols a partir d’aquest cultiu.

2. Es recomanable utilitzar dos medis, un de poc selectiu, com el MAC-S o un de cromogénic (vegeu
el text principal), i un altre de més selectiu com el MAC-S-CT.

3. La R-glucoronidasa es pot detectar per una técnica rapida (vegeu el text principal). Si s’utilitza un
medi cromogénic que detecta la -glucoronidasa, s’aglutinen les colonies 3-glucoronidasa negativa.

4. Confirmar per técniques immunologiques o per PCR. Alternativament, remetre a un centre espe-
cialitzat.

5. Encara que aquesta técnica de concentracio és molt Gtil; si no se’n disposa, pot enriquir-se per
altres métodes com ara la sembra en brou amb cefixima i tel-lurit o brou amb vancomicina, cefixima
i cefsulodin.

6. Es recomanable utilitzar agar MacConkey convencional amb lactosa o agar MacConkey amb sorbi-
tol, del qual s’estudiaran coldnies sorbitol positives i negatives i MAC-S-CT per a 0157:H7.

7. Alguns autors recomanen estudiar les colonies individualitzades en nombre significatiu (de 10 a
20), només si ha estat positiva la deteccié de VT per EIA o PCR, feta de I'arrossegat del creixement
confluent de la placa d’aillament.

8. Alguns autors recomanen estudiar per latex, EIA o PCR només les coldnies que sén enterohemoli-
sina positiva en la placa d’agar sang (vegeu el text principal).

9. Si no es disposa d’aquestes técniques cal enviar-ho a un centre especialitzat.

Bglu: B-glucuronidasa.

IM: concentracié immunomagnética (Dynabeds) (vegeu el text principal).

MAC-S: MacConkey sorbitol.

Latex/EIA.VT: deteccié de VT de les soques aillades per técniques de latex o enzimoimmunoanalisi.
PCR:VT: PCR per a la detecci6 dels gens de la verotoxina.
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Quan es detecta una soca d’E. coli 0157:H7 (o 0157:H"), sorbitol i RB-glu-
curonidasa negativa es pot assumir (en més del 95 % dels casos) que és
productora de verotoxina, i cal donar el resultat i remetre-la a un centre es-
pecialitzat per estudiar la produccié de verotoxina.

La concentracid per técnica immunomagnética s’ha recomanat en ali-
ments, perd també es Util per al diagnostic de la infeccié en I’home; el cost
i la laboriositat en fa una técnica que té unes indicacions precises. Es pot
utilitzar en els brots i quan la sospita clinica és molt elevada. Alternativa-
ment, es pot enriquir en un medi com el brou de triptona de soja amb no-
vobiocina, o amb cefixima, vancomicina, i cefsulodina (figura 13).

5.2.2 Protocol per a tots els serotips verotoxigenics

Altres serotips d’E. coli diferents d’0157 han estat responsables de casos
esporadics, de brots de colitis hemorragica greu i de la sindrome hemoliti-
courémica (34, 35). Aquests serotips toxigeénics d’E. coli semblen més pre-
valents que E. coli 0157:H7 en el ramat, la carn de bovi i altres productes
associats a la infeccid per E. coli enterohemorragica i a determinades are-
es geografiques. Per tot aixd sembla clara la necessitat de detectar als la-
boratoris les soques d’E. colino 0157.

El métode de cribratge per a aquestes soques no és gens facil de definir
perqué aquests serotips no tenen, com en el cas d’E. coli 0157:H7, un fe-
notip diferenciat. La majoria d’aquestes soques fermenten el sorbitol, per
la qual cosa els medis que empren aquest sucre com a element diferen-
cial, com és el MAC-S, MAC-S-CT i MAC-S-CR, no tenen utilitat especifica.
Tampoc és Gtil la identificacié presumptiva amb antisérums en front d’an-
tigens somatics, ja que les soques toxigéniques d’E. coli pertanyen a molts
serogrups diferents (taula 3).

Naturalment, quan en un brot es coneix la soca implicada (0111, 026, etc.),
les colonies es poden destriar aglutinant amb I'antisérum del serotip implicat.
En altres casos el procediment més utilitzat consisteix a seleccionar a |'at-
zar d’una placa d’agar MacConkey o agar MacConkey amb sorbitol un nhom-
bre variable de coldnies compatibles amb E. coli, i detectar les toxines Stx,
ja sigui per métodes immunologics o per métodes moleculars com la PCR,
ja descrits anteriorment (figura 13).

Alguns experts, a fi de facilitar la seleccid de les coldnies que cal estudiar,
suggereixen tornar a sembrar les coldnies aillades de la placa de MacCon-
key en una placa d’agar amb sang rentada en forma de petites estries per
detectar les soques productores d’enterohemolisina. Aquesta técnica per-
met fer fins a vint estries (coldnies) per placa d’agar amb sang. Tant les so-
ques toxigeniques d’E. coli 0157:H7 com més del 80 % de les pertanyents
a altres serotips produeixen I’enterohemolisina caracteristica.
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També alguns microbidlegs recomanen insistir a estudiar un nombre impor-
tant de coldnies individualitzades, segons el protocol abans esmentat, quan
un cultiu directe de la femta en medi liquid (brou selectiu) o bé una suspen-
si6 de la zona de creixement confluent d’una placa d’aillament ha estat po-
sitiva per Stx, bé sigui per una técnica immunolodgica o genética (figura 13).

5.3 Analisi d’aliments. Aspectes legals

5.3.1 Analisi d’aliments

La deteccio d’E. coli verotoxigena en els aliments, com en les mostres hu-
manes (femtes) es pot fer per aillament del bacteri i recerca de toxines a
les soques aillades, o bé per la deteccid directa de les verotoxines o els
seus gens a les mostres d’aliments.

El procediment per investigar E. coli verotoxigena als aliments s’ha de rea-
litzar seguint les técniques normalitzades i de referéncia proposades pels
organismes internacionals per detectar microorganismes patdgens cau-
sants de toxiinfeccié alimentaria.

La recollida de mostres d’aliments és una part important per poder deter-
minar les fonts d’infeccio o els vehicles de transmissio i d’aquesta mane-
ra poder contribuir a aplicar mesures de control i prevencié dels brots
epidémics originats per aquest bacteri.

En el cas d’un brot epidémic és recomanable recollir mostres de tots els
aliments sospitosos d’estar implicats en el brot, i si fos possible, es reco-
lliran mostres dels aliments consumits fins a 72 hores abans del primer
cas. Pel que fa als aliments, fonamentalment a aliments carnis i derivats,
la quantitat de mostra que es recomana recollir és de 200-500 g o mL. Si
és possible també és recomanable recollir mostres de les matéries prime-
res amb les quals s’han elaborat els aliments sospitosos. La quantitat de
mostra per a la investigacio d’E. coli verotoxigena en aigua sera, com a mi-
nin, d’un litre.

El transport i la conservacio de les mostres es fara a la temperatura reco-
manada de conservacié o d’emmagatzematge, és a dir a temperatura am-
bient en els aliments no refrigerats, a 4 °C els aliments peribles, i els ali-
ments congelats es mantindran congelats fins a I'examen. Les mostres
d’aigua es conservaran a 4 °C. D’altra banda, el temps transcorregut des
de la recollida de la mostra i la seva analisi no ha de superar les 24 hores.
Les técniques de deteccid per cultiu d’E. coli verotoxigena en els aliments
es fara a partir de 25 g de mostra, i en el cas de mostres d’aigua la quan-
titat minima sera de 250 mL.

En els aliments sempre s’ha de fer un preenriquiment en medis liquids no
selectius o lleugerament selectius. A partir d’aquest moment les mostres
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es poden processar com si es tractés d’una mostra fecal, sembrant el cul-
tiu en medi selectiu amb i sense enriquiment previ per técniques immuno-
magnétiques o altres brous que continguin tel-lurit i cefixima, novobiocina
(295) o acriflavina (333), o bé estudiant la verotoxina per técniques inmu-
nologiques o PCR, com s’ha descrit préviament.

Per als aliments s’ha descrit una técnica d’immunocromatografia rapida de
deteccio d’E. coli 0157 amb la qual es poden obtenir resultats en uns vint
minuts, aplicable després de vuit hores d’enriquiment amb brou. La limita-
ci6 d’aquesta técnica és que detecta totes les soques del serogrup 0157
siguin o no H7 i, per tant, siguin o no productores de verotoxina.

En el cas d’una analisi de grans volums d’aiglies les mostres es poden con-
centrar mitjancant métodes de filtracio.

5.3.2 Aspectes legals

Les normes microbioldgiques establertes per als aliments i les aiglies ten-
deixen a fixar limits per a gérmens indicadors o gérmens testimonis de fal-
ta d’higiene, aixi com indicacions genériques d’abséncia de microorganis-
mes patdgens, com seria el cas de I'E. coli 0157:H7. En tot cas els
resultats de les analisis han de complir les normatives comunitaries esta-
tals o autondmiques que es publiquen als corresponents diaris oficials.
Tot i que les normes no ho preveuen explicitament, cal tenir en compte el
perill de contaminaci6 per aquest microorganisme en aquells establiments
on es manipulin aliments de risc com carns i preparats de carn dins el Pro-
grama d’analisi de perills i punts critics de control (APPCC).

5.4 Analisi epidemiologica. Técniques de laboratori

5.4.1 Biotipat

Encara que el biotipat és un métode Gtil per a la divisié infraespecifica d’E.
coli, la capacitat discriminativa dins del serotip 0157:H7 és petita. No co-
neixem el valor d’aquest métode per tipar soques d’altres serotips.

5.4.2 Fagotipat

El primer sistema de fagotipat per a E. coli 0157 de catorze fagotips es va
dissenyar el 1987 (334), perd el 1990 es va ampliar per al grup de Lior a
62 fagotips (335) i recentment s’ha estés a 82 fagotips.

Una altra dificultat de I’Gs Unic del fagotipat com a métode de classificacid
infraespecifica és que en algunes arees predomina tant un determinat fa-
gotip que no permet la discriminaci6. Aixd passa amb el fagotip 2 a Angla-
terra, que es detecta en el 46 % de les soques estudiades al laboratori, i
on el 84 % de les soques pertanyen a cinc fagotips (196). Una situaci6 si-
milar es produeix a Canada amb el fagotip 14 (336).
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Quan es detecta un fagotip rar en un brot no cal complementar amb técni-
ques addicionals, perd en cas contrari si que cal fer-ho amb técniques més
discriminants (65, 337, 338).

5.4.3 Genotipat

Per al genotipat d’E. coli 0157:H7 s’han utilitzat diverses técniques entre
les quals hi ha el ribotipat, que no s’ha mostrat Gtil en E. coli 0157:H7
(339). Les técniques de genotipat per amplificacié a I'atzar (ramdom am-
plification, RAPD) (340, 341) ha estat utilitzades per alguns autors (342,
343), encara que la reproductibilitat d’aquesta técnica ha estat quiestiona-
da per altres microbiolegs. En el tipat d’aquest microorganisme hi ha
menys experiéncia amb técniques com I'ERIC i I'REP.

La técnica més utilitzada per al genotipat és I’electroforesi en camp pulsant
(PFGE) (vegeu I'apartat 2.1). En referéncia a E. coli 0157:H7, es pot dir que
la primera aplicaci6é de la técnica es va publicar el 1992 (344). La capaci-
tat de discriminacidé de la técnica per aquest microorganisme ha estat ob-
jecte d’opinions diferents (272, 344, 345).

Encara que, en general, el PFGE com a técnica de genotipat és més discri-
minador que el lisotipat, en alguna ocasidé soques amb un mateix pulsotip
han estat diferenciades pel fagotipat. En realitat, segon les dades parcials
de I'estudi d’un brot s’hauran de desenvolupar estudis addicionals (65,
339).

Sembla Iogic que com més clonic sigui el grup de microorganismes estu-
diat (i E. coli 0157:H7 és altament clonic) (136), menor poder de discrimi-
nacio tindra el métode i més dificil sera decidir els criteris utilitzats per ava-
luar els resultats d’una técnica.

Alguns autors, per PFGE han trobat identitat total entre les soques d’un ma-
teix brot (337). Nosaltres hem observat en un mateix brot soques idénti-
ques i d’altres que es diferencien en una o dues bandes, perd amb més
homologia entre si que amb les soques que no pertanyen al brot.

El tipat sistematic de les soques per PFGE ha permés detectar brots que
no s’havien detectat préviament (346) i monitoritzar la situacié endemico-
epidémica d’un pais (347).

84



6. Terapéutica

6.1 Tractament de la diarrea

Els objectius fonamentals del tractament d’una diarrea aguda soén, en pri-
mer lloc, la restauracié o el manteniment de I’equilibri hidroelectrolitic; en
segon lloc, el manteniment de I'estat de nutricid, i en tercer lloc la preven-
ci6 de la transmissidé del microorganisme per evitar casos nous. Aquests
objectius es poden complir administrant de forma racional els liquids i ali-
ments adequats, controlant el malalt i prescrivint les mesures d’aillament
adients.

Quan se sospita una enteritis causada per E. coli enterohemorragica és
convenient demanar sempre un estudi bacteriologic de la femta i altres pro-
ves analitiques com sén un hemograma amb formula, incloent I'estudi de
la morfologia dels hematies, el recompte de les plaquetes, i les dades
bioquimiques per coneéixer I’equilibri hidroelectrolitic i la funcié renal. Des
del punt de vista clinic s’ha de controlar la tensié arterial i la diUresi.

En els primers casos de diarrea produida per E. coli 0157:H7 els anys
vuitanta, es va fer tractament médic amb farmacs antiperistaltogens i anti-
bidtics. Posteriorment, en observar I’evolucié i la resposta als tractaments
que havien estat utilitzats als diferents brots epidémics es va concloure
que no s’han de prescriure medicaments que disminueixin la mobilitat in-
testinal perqué incrementen I'absorcié de verotoxina i el risc de desenvo-
lupar la sindrome hemoliticourémica. Molt probablement tampoc sén reco-
manables els tractaments amb antibiotics.

El pacient, generalment un nen, pot presentar uns simptomes alarmants
que indueixin els pares a sol-licitar unes mesures d’efecte immediat. El
nen pot tenir un dolor abdominal intens, presentar femtes amb sang, vo-
mits i, a vegades, quan se sap que I'agent patogen és E. coli 0157:H7,
apareix la por que es produeixi una complicacié greu. Com s’ha assenya-
lat, perd, la proposta de tractament ha d’anar dirigida a evitar la deshidra-
taci6 i la desnutricié, I'anémia greu i I'aparicié de la sindrome hemoliti-
courémica. També és important prevenir la transmissié del microorganisme
en I’ambit escolar o familiar (348).

6.1.1 Tractament de la deshidratacio

Per poder avaluar clinicament I'estat d’hidratacié s’exploraran els signes i
simptomes assenyalats a la taula 11. L’objectiu del tractament és corregir
les pérdues existents de liquids i electrolits, i compensar les pérdues con-
tinuades per la diarrea i els vomits.
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Taula 11. Signes i simptomes de deshidratacio

Deshidratacio
Caracters avaluats Lleu Moderada Greu
Aspecte del pacient
Lactants Assedegat, Assedegat, agitat, Diferents graus
despert, agitat irritable d’afectacioé sensorial,
somnoléncia—coma,
fred, cianotic
Nens i adults Assedegat, Assedegat, vertigens Conscient, fred,
despert cianotic
Pols radial Normal Rapid i debil Rapid, débil
o impalpable
Estat hemodinamic
Pressio sistdlica Normal Normal o baixa Inferior a 80 mm d’Hg
Freqléncia cardiaca Normal Taquicardia Taquicardia
Fontanel-la anterior Normal Lleugerament Molt deprimida
(lactants) deprimida
Elasticitat cutania Desaparicid Desaparicié lenta Desaparicié molt lenta

rapida del plec

del plec

del plec

Ulls Normal Enfonsats Molt enfonsats,
sense llagrimes
Mucoses Humides Seques Molt seques
Excreci6 urinaria Normal Oligaria Oligaria, andria
Pérdua de pes corporall 3-5% 6-9% 10% o més
Déficit hidric estimat 40-50 mL/kg 60-90 mL/kg 100-110 mL/kg

No es té en compte el tipus de deshidratacié en relacié6 amb I’osmolaritat. Segons el sodi plasmatic
es pot considerar com a hipotonica si hi ha valors inferiors a 130 mEq/L, isotdnica entre 130 i 150
mEq/L i hipertonica quan supera els 150 mEq/L.

1. La variacié depén de I'edat; en la deshidratacio lleu pot ser del 5 % en el lactant i del 3 % en I'a-
dolescent; en la moderada, del 9 % en el lactant i del 6 % en I’adolescent; i en la greu, del 15 % en
el lactant i del 10 % o més en I’adolescent.

La rehidratacio es fara per via oral en els casos de deshidratacio lleu i mo-
derada si la tolerancia digestiva és bona. Es molt important donar al nen
la soluci6 oral adequada, a I'inici de la diarrea, administrant el liquid en pe-
tites quantitats i sovint per aprofitar al maxim la funcié de transport roma-
nent. Les solucions glucoelectrolitiques es donaran a temperatura ambient.
En linies generals es calculara una aportacié de 100-150 mL/kg/24 h se-
gons les pautes assenyalades a la taula 12. Si s’utilitzen preparats co-
mercials, el contingut de glucosa ha de ser aproximadament de 20 g/L
(74-111 mmol/L), amb una concentracié de sodi d’entre 40 i 60 mmol/L
(taula 13).

Es controlara I'evoluci6 de la hidratacid avaluant I'estat general, el pes, la
tensio arterial i la dilresi. En el nen que és a casa és molt important el
control de la diuresi.
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Taula 12. Pautes de la rehidratacio

Pautes de rehidrataci6 oral en la deshidratacié isonatriémica o hiponatriémica

Pautes
Estat Inicial Posterior
Deshidrataci6 lleu 50 mL/kg (durant 4 h) 100 mL/kg/24 h
Deshidratacié6 moderada 100 mL/kg/6 h 100 mL/kg/24 h

Alguns pediatres, com Tarr, pensen que en els nens amb colitis hemorragi-
ca s’ha d’iniciar la rehidratacié per via parenteral encara que no estiguin
deshidratats o la deshidratacio sigui lleu. (349). En tot cas, la rehidratacio
es fara sempre per via endovenosa quan hi hagi una deshidrataci6 intensa,
superior al 10 %, amb una pérdua important de liquids (més de 10
mL/kg/h); quan el malalt estigui en estat de xoc o prexoc amb desequilibris
ionics importants; amb I'ili paralitic, la funcid renal alterada, i disminucio del
nivell de consciéncia o aspecte séptic, deshidratacions que precisen tracta-
ment amb un sodi més baix que el que aporten les solucions de rehidrata-
cio oral; persones amb vomits molt importants; distensi6 gastrica greu, o al-
tres complicacions greus i nens que no accepten la rehidratacio oral.

Taula 13. Composicio de la solucio de rehidratacio oral

Solucio de rehidratacio
40- 60 mmol/L de sodi
20 mmol/L de potassi
25-50 mmol/L de clor
10 mmol/L de citrat
74- 111 mmol/L de glucosa

Recomanada per la Societat Europea de Gastroenterologia, Hepatologia i Nutricié Pediatrica.

6.1.2 Tractament dietétic

La lactancia, tant la natural com la de férmula, es pot suspendre durant
unes hores, i se substitueix per les solucions de rehidratacié6 adequades.
Un cop passades les primeres quatre o sis hores, s’intentara reintroduir
I'alimentaci6. En estudis recents, si la diarrea no és greu, es recomana no
suprimir I’alimentacié normal que prenia habitualment el nen, i només si
I’evolucié no és favorable i se sospita una intolerancia a la lactosa s’utilit-
zara una férmula sense lactosa, durant dues o tres setmanes (350).

6.1.3 Tractament medicamentos

En I'actualitat, com ja s’ha apuntat, el tractament de la diarrea infecciosa
produida per E. coli verotoxigena es basa en I'administracié de les solu-
cions de rehidratacidé adequades i la realimentacié precoc.
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Els tractaments amb farmacs antiperistaltdgens no sén efectius i estan ri-
gorosament contraindicats en els nens. Cimolai i el seu grup el 1993 van
observar que I'Gs d’aquests farmacs durant més de 24 hores s’associava
amb el desenvolupament de la sindrome hemoliticourémica, i que també
augmentava el risc de manifestacions neurologiques en els pacients que ja
tenien la sindrome hemoliticourémica (351, 352). Aquestes observacions
han estat confirmades per altres autors (279, 286, 351, 353-355).

En el treball original de Riley el 1983 (18) no es va poder evidenciar di-
feréncies en I'evolucié dels malalts tractats amb antibidtics i els no trac-
tats. El 1987 en un brot a Canada es va poder constatar que les persones
que havien pres antibidtics presentaven un prondstic pitjor que les que no
en prenien (272b). El tractament antibidtic, doncs, sembla que no millora
les infeccions per E. coli 0157:H7, i en molts estudis s’ha associat a una
mala evolucid clinica de la infecci6 (286, 356, 357).

En I'analisi d’'una epidémia a la ciutat de Sakai (Jap6), el 1996 es va ob-
servar que |I'administracioé de fosfomicina s’associava amb una disminucio
significativa del risc de presentar la sindrome hemoliticourémica, perd no-
més si aquest farmac s’administrava dintre dels tres primers dies després
de I'aparicid de la simptomatologia. L’administracié de fosfomicina només
es va comparar amb altres antibiotics, perd no amb els casos que no ha-
vien rebut antibiodtics (358).

En un estudi prospectiu aleatoritzat a Montreal (359), I’administracié d’an-
tibiotics no va evitar I’aparicié de la sindrome hemoliticourémica. Aquest fet
ha estat confirmat en altres estudis (353, 360).

D’altra banda, s’ha demostrat que en cultius d’E. coli verotoxigena expo-
sats a antibiotics in vitro, en particular les sulfamides i les quinolones, s’in-
crementa la producci6 de verotoxina (361, 362).

La contradicci6 d’aquests resultats amb estudis anteriors requereix el plan-
tejament d’estudis prospectius. En el moment actual sembla prudent no
administrar antibiotics si el malalt no presenta una septicémia associada.

6.2 Tractament de la sindrome hemoliticourémica

Els pacients amb una infeccié coneguda o sospitada per E. coli verotoxige-
na, que presenten simptomes o signes que puguin fer pensar en el de-
senvolupament de la sindrome hemoliticourémica, han d’estar molt con-
trolats.

Son de risc elevat tots els nens de menys de cinc anys, particularment els
menors de dos anys que presenten diarrea amb sang; en aquests casos
s’han de fer controls d’hematdcrit, hemograma, plaquetes, LDH, urea, cre-
atinina, i analisi d’orina a diari, per detectar la proteinlria i I’hematdria.
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L'aparicid de pal-lidesa, oligiria, augment de pes, i/o la deteccid de pla-
quetopénia, d’eritrocits fragmentats a la mostra de sang periférica, de LDH
incrementada, aixi com I’augment d’urea i creatinina i/o proteindria han de
fer pensar en la progressio de la malaltia cap a la sindrome hemoliticouré-
mica i cal indicar I'ingrés hospitalari.

El tractament de la sindrome hemoliticourémica comporta el control estric-
te del balang¢ hidroelectrolitic, de la dilUresi i de la tensié arterial, aixi com
el tractament de la deshidrataci6 i la insuficieéncia renal, sense oblidar I'a-
portacié nutricional.

Abans de la introducci6 de la dialisi, una gran proporcié de nens amb al-
guna forma de sindrome hemoliticourémica morien per sobrecarrega de li-
quids, alteracions metabdliques o urémia. Des de I’aplicacid de la dialisi de
forma preco¢ ha canviat el prondstic i en les séries de seguiment més re-
cents el prondstic d’evolucié mortal és menor d’'un 10 % (363).

Com a consequéncia de I'aplicacio dels protocols d’hidratacié endovenosa,
especialment en pacients oligoandrics, es pot produir una sobrecarrega de
liquids. Es important controlar a I’'hospital aquests nens i vigilar I’aparicio
d’una hipertensi6 i les complicacions cardiovasculars de tipus de I'edema
pulmonar o la insuficiéncia cardiaca congestiva. L’etiologia de I’edema pot
estar relacionada amb la hipoalbuminémia, I’afectacid glomerular incipient,
I"afectacid tubular renal amb retencié de sodi o I'augment de la permeabi-
litat vascular.

Per al tractament de I’anémia s’ha d’administrar una transfusié d’hematies
si I'anémia és simptomatica o I’hnematodcrit és inferior al 20 %. També esta
indicada la transfusié6 de plaquetes si el recompte esta per sota de
10.000/mm3 o I'hemorragia és significativa, encara que s’ha de limitar al
maxim perqué estimulen I'agregacio intravascular.

També cal controlar i tractar la hipertensio arterial que pot apareixer entre
el 10 % i el 50 % de casos, tenint en compte que cal corregir les altera-
cions del sodi i controlar I'aparicié de convulsions.

La majoria dels nens (85 % - 90 %) sobreviuen la fase aguda i recuperen la
funcié renal normal. La sindrome hemoliticourémica requereix sobretot el
control de la insuficiéncia renal, ja que entre un 30 % i un 50 % dels casos
és necessaria la dialisi renal.

El tractament medicamentdés ha estat molt discutit i variat. S’han emprat,
entre d’altres, els corticoides, els antiagregants plaquetaris i gammag|o-
bulines. Sembla que les transfusions de plasma i sobretot la plasmaféresi
s6n potser els més eficagos. La decisid terapéutica sera en funcié del cri-
teri i I'experiéncia individual. Es fan necessaris més estudis per determinar
el tractament optim d’aquesta malaltia (364).
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6.3 Control de les complicacions tardanes de la sindrome
hemoliticourémica

En una analisi prospectiva dels supervivents d’'una epidémia el 1993 se
suggereix que, en general, el prondstic de la sindrome hemoliticourémica
en el context d’'una bona assisténcia és relativament bo, perd s’ha de fer
el seguiment per detectar les possibles complicacions.

La insuficiéncia renal cronica amb hipertensié apareix en un 4 % de pa-
cients i fins a un 12 % en el seguiment a llarg termini. La recuperacié com-
pleta de I'afectaci6 renal és d’'un 64 %.

En un grup de pacients seguits durant un periode d’entre cinc i divuit anys
després de I'episodi agut, el 39 % presentava una alteracié o més, 1’11 %
tenia proteindria, el 10 % tenia com a Unica anomalia un aclariment de cre-
atinina baix, el 13 % tenia proteindria i aclariment de creatinina baix, i un
5 % hipertensio, proteindria i aclariment de creatinina baix. En alguns d’a-
quests casos les anomalies apareixien després d’un temps d’aparent re-
cuperacio i I'oligonaria era el millor indicador per al seguiment evolutiu
(365).

Les complicacions neuroldgiques poden ser lleus amb forma de simptomes
d’irritabilitat, somnoléncia, canvis de comportament, ataxia, tremolors o
disfuncions neuroldgiques més greus en una tercera part dels pacients ja
en la fase aguda de la malaltia o posteriorment. Les convulsions tant de ti-
pus unifocal com multifocal es donen entre un 10 % i un 20 % dels casos,
i es poden agreujar si es produeix una hiponatrémia o hipocalcémia. Tam-
bé es pot produir coma, alteracions del to, postures distoniques i hemi-
parésies transitories o permanents. Les alteracions visuals i el nistagme
s’observen més rarament (366).

Complicacions més infrequents i que, fins i tot, es poden donar en casos
de colitis per E. coli 0157:H7 que no han presentat sindrome hemoliti-
courémica so6n les que requereixen tractament quirargic com I'apendicitis i
la invaginaci6 intestinal (367).
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7. Mesures per a la prevencio de les infeccions

7.1 Bases per a la prevencio i el control

El principal reservori de I’E. coli 0157:H7 s6n els animals sans de I'espé-
cie bovina. Un estudi continuat en bovi dut a terme a Alemanya (368) po-
sa de manifest que quasi tots els individus poden excretar aquest micro-
organisme per la femta en un o més periodes de la seva vida.

7.1.1 Reduccio dels nivells d’eliminacio

Un dels mecanismes amb els quals es pot reduir el nivell de contaminacio
per Escherichia coliO157:H7 en el budell, i per tant en la matéria fecal dels
animals portadors, és acidificant-lo. Aixd es pot aconseguir modificant la
dieta de I'animal amb la inclusidé de fenc de qualitat. De tota manera, no
sembla que la disminucié o I'eliminacié d’aquests bacteris sigui deguda,
exclusivament, a la reducci6é del pH, sind també a la proliferacié de bacte-
ris probiotics, els quals per diferents mecanismes podrien inhibir especifi-
cament aquest bacteri (243).

Entre les substancies descrites per la seva capacitat d’inhibir el desenvo-
lupament d’Escherichia coli 0157:H7 es troben les colicines (369). Si s’ad-
ministren bacteris productors de colicines a animals lliures d’Escherichia
coli 0157:H7, quan I'animal ingereix el microorganisme, el bacteri només
roman en el rumen durant un periode maxim de catorze dies (243). Els ma-
teixos autors observen que quan inoculen els bacteris probidtics en els ani-
mals portadors d’Escherichia coli 0157:H7, aquests persisteixen com a
portadors només durant un periode maxim de 26 dies.

L’eficacia del sistema d’inoculacié amb probidtics no només depén de la
soca, sin6 de la capacitat per colonitzar el tub digestiu dels animals (242);
per tant, cal fer inoculacions successives fins aconseguir la colonitzacio
(243).

A més, com que la dosi infectiva d’E. coli 0157:H7 és excepcionalment bai-
xa, és facil que, si no es respecten les bones practiques higiéniques en els
processos d’obtencid, les carns fresques, els preparats de carn i altres de-
rivats carnis, aixi com la llet crua, presentin la quantitat de microorganis-
mes suficient per causar la malaltia.

7.1.2 Condicions de supervivéncia i creixement

Les condicions de supervivéncia i creixement d’E. coli 0157:H7 en els ali-
ments fa que I'Gnica mesura efica¢ per destruir el microorganisme sigui la
introduccidé d’un tractament bactericida com la calor (coccid o pasteuritza-
cid) o la irradiaci6é (370).
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E. coli 0157:H7 sobreviu a temperatures de refrigeracid i congelaci6. No hi
ha cap variacié en el nombre d’E. coli 0157:H7 en carn picada congelada
a-80 °C i a—-20 °C durant nou mesos (371). D’altra banda pot créixer des
dels 10 °C fins als 45 °C, amb una temperatura dptima de 37 °C (370), i
s’ha observat la seva supervivéncia en aliments mantinguts a 60 °C durant
una hora (372). Sobreviu en aliments acids, de pH inferior a 4, a tempera-
tures de refrigeracio (entre O °C i 5°C) (373) i amb minima activitat d’aigua
(Aw de 0,95) (371).

7.1.3 Els aliments com a mecanismes de transmissio

La transmissi6 a I’hnome es dbna principalment pel consum d’aliments con-
taminats insuficientment tractats, com ara els productes de carn picada
crus o poc cuits i la llet crua (370, 374).

La contaminacié encreuada durant la preparaci6 dels aliments ha estat una
causa important d’infeccidé. Exemple d’aliments (368) implicats en brots
d’E. coli 0157:H7 s6n: hamburgueses, roast beef, llet crua, suc de poma
fresc (sidra als Estats Units), iogurt, formatge, salsitxes fermentades, blat
de moro cuit, maionesa, enciam i brots de llavors.

Com que I'Gnic métode efectiu per eliminar E. coli 0157:H7 dels aliments
és introduir un tractament bactericida com la calor (cocci6 o pasteuritzacio)
o la irradiaci6, en els establiments alimentaris on es realitzi algun tracta-
ment d’aquest tipus, els esforgos se centraran a garantir que el tractament
s’aplica correctament. Els establiments on no es realitza cap tractament,
I’observacidé de bones practiques d’higiene (BPH) i bones practiques de ma-
nipulacié (BPM) per part dels manipuladors seran el mitja per evitar la con-
taminacio dels aliments, evitar les contaminacions encreuades entre ali-
ments crus i cuits i/o reduir al maxim la multiplicacié del microorganisme.
Als annexos 1 a 4 es recullen diverses recomanacions sobre manipulacio
adrecades a la poblacié en general, als consumidors, al personal que tre-
balla en escorxadors i al personal que treballa en establiments de restau-
racio col-lectiva.

7.1.4 L’aigua

S’ha de tenir en compte que alguns brots d’E. coli 0157:H7 han estat vehi-
culats tant per aigua com per gel (375) contaminats amb matéria fecal.
Aquest patogen és sensible als nivells de clor utilitzats habitualment als
sistemes de potabilitzacioé de I'aigua i, per tant, es pot evitar garantint I'Gs
d’aigua potable en tota la cadena alimentaria, prevenint el risc de conta-
minacio6 en les xarxes de distribucié d’aigua potable, particularment en ca-
sos de desastres naturals (inundacions) o durant els processos de repara-
ci6 d’avaries.
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7.2 Mesures per prevenir que el microorganisme arribi als aliments

Tenint en compte tot el que s’ha exposat anteriorment, la millor manera de
prevenir la contaminacié dels aliments per E. coli 0157:H7 és evitar que el
microorganisme passi dels animals als aliments i, si aixd no s’ha pogut evi-
tar, assegurar-se que els aliments de risc reben un tractament térmic sufi-
cient abans del seu consum de manera que se n’elimini el bacteri.

La varietat d’aliments implicats com a vehicles de transmissié suposa un
repte important a I’hora de dissenyar estratégies de prevencid i control. Hi
ha moltes causes d’infecci6 d’origen alimentari i molts punts en la cadena
alimentaria en els quals es pot contaminar I'aliment i on el patogen pot
créixer i sobreviure. No hi ha una Gnica mesura preventiva que pugui ga-
rantir la seguretat de tots els aliments.

Com en altres patogens entérics, les mesures destinades a reduir la conta-
minaci6 fecal encreuada son beneficioses per reduir les infeccions per E. co-
li 0157:H7. La utilitzacié de técniques d’analisi de perills i punts critics de
control (APPCC) als escorxadors i les plantes de processament d’aliments,
i les bones practiques de manipulacid, sén essencials per reduir la disse-
minacié d’aquest microorganisme des dels animals als aliments (376).

7.2.1 Manipuladors

El personal que manipula els aliments desenvolupa una funcié cabdal en la
prevencid de la contaminacié dels aliments. Es important que s’adoptin les
mesures necessaries per aconseguir que el personal manipulador apliqui
criteris d’higiene en la manipulaci6é dels aliments per tal de minimitzar el
risc de transmissio de malalties d’origen alimentari.

Formacio

La formaci6 dels manipuladors d’aliments és basica per aconseguir I’apli-
cacio rigorosa i consistent de les bones practiques d’higiene (BPH) i de les
bones practiques de manipulacié (BPM) en tots els sectors de la cadena
alimentaria. Si els manipuladors comprenen: a) els motius pels quals s’han
establert les normes; b) les consequéncies de les malalties de transmis-
sid6 alimentaria (per exemple, la gravetat de les infeccions per E. coli
0157:H7 en grups vulnerables), i ¢) la seva responsabilitat en el procés,
aixo els pot motivar a aplicar les BPH i BPM amb continuitat.

L’OMS recomana donar prioritat a la formacié del personal directiu o res-
ponsables de les activitats alimentaries de les empreses per tal que pu-
guin vetllar perqué el personal manipulador observi practiques de manipu-
lacio segura dels aliments. El personal responsable dels establiments ha
d’organitzar la formacid del seus treballadors i supervisar I'aplicacio dels
coneixements impartits.
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En el disseny dels programes de formacio a diferents nivells, i en la seva
avaluacié, s’han de tenir en compte les tasques que realitza cada manipu-
lador o grup de manipuladors. Es basic que el personal tingui el nivell de
formacid pertinent, segons les tasques que realitza, i que conegui els pe-
rills i les mesures preventives aplicables en el seu treball, amb referéncia
a E. coli0157:H7, especialment els treballadors implicats en la preparacioé
i el servei de menjars destinats als grups més vulnerables, com ara els
nens menors de cinc anys, la gent gran i les persones hospitalitzades (377,
378).

L’educacio i la formaci6é sén elements indispensables dels programes de con-
trol basats en els sistema d’APPCC en tots els sectors de la indistria ali-
mentaria. Aquesta formacié ha de ser renovada i reafirmada periddicament.

Adopcio d’habits higiénics: rentar-se les mans

Les mans i les parts descobertes dels bracos s’han de rentar regularment
amb sabd i aigua calenta, per0 particularment abans de comengar a mani-
pular aliments, després d’anar al lavabo (o de canviar bolquers d’infants,
netejar malalts o gent gran) i després d’haver manipulat aliments crus o
deixalles.

E. coli 0157:H7, per la seva dosi infectant extremadament baixa (menys
d’una desena d’organismes poden causar infeccid), pot ser facilment vehi-
culada per les mans dels manipuladors als aliments. En aquest cas con-
cret es fa més evident la importancia d’adquirir I’habit de rentar-se meti-
culosament les mans sempre després d’haver manipulat aliments crus,
abans de manipular aliments preparats per al consum o després d’haver
anat al lavabo.

Es més facil mantenir les mans i els bragos nets si les ungles es mante-
nen curtes i no es porten anells, polseres o rellotges, que afavoreixen I'a-
cumulacié de bruticia dificil d’eliminar. El rentat de mans pot reduir el nivell
de microorganismes presents perd mai no els elimina totalment. Per opti-
mitzar-ne |'eficacia és recomanable fer un doble rentat. En el primer rentat
s’ha d’utilitzar un raspall d’ungles incidint especialment en la punta dels
dits i les ungles, per tal d’arrossegar al maxim la bruticia, amb sabé i ai-
gua calenta. A continuaci6 es fa un segon rentat sense raspall, amb sab6
i aigua calenta, de les mans i la part exposada dels bracos. Finalment,
s’han d’eixugar completament amb paper.

Comunicacio d’alteracions de Ila salut

Els examens meédics i les analisis microbioldgiques rutinaries dels mani-
puladors no sén aconsellables (379) perqué només reflecteixen I'estat de
salut del manipulador en un moment determinat i poden donar una falsa
seguretat que no hi ha cap problema de salut.

94



Si un manipulador pateix alteracions de la salut que incloguin diarrea, vo-
mits, febre, ictericia o alteracions de la pell, ferides o cremades, ho haura
d’informar al responsable de I’establiment abans d’iniciar el seu treball. En
aquests casos pot ser necessari assignar-los temporalment a altres tas-
ques que no impliquin la manipulacié d’aliments. S’ha de procurar que
aquesta situacié temporal no comporti desavantatges per al manipulador,
ja que aix0 suposaria una barrera per a I’exposicié honesta de situacions
d’alteracio de la salut.

Una persona que pateix diarrea no ha de manipular aliments desprotegits.
Les persones que pateixen diarrea eliminen microorganismes per la femta
i, en el cas d’E. coli 0157:H7 aquesta eliminaci6é pot durar fins al voltant
d’una setmana en les persones adultes (370).

No cal que els manipuladors pateixin infeccions manifestes perqué aixo su-
posi un perill per a la seguretat dels aliments. S’han descrit nombrosos ca-
sos de toxiinfeccions alimentaries causades per manipuladors asimptoma-
tics portadors de patogens a la pell, I'orofaringe o el tub digestiu. Per aix0 és
important fixar habits de manipulacié higiénica com a prevencid sistematica
de la contaminaci6 vehiculada per les mans. Els manipuladors han d’evitar el
contacte dels dits amb la boca, per aixo es prohibeix fumar, menjar, etc. Igual-
ment el manipulador ha d’evitar sempre mossegar-se les ungles.

7.2.2 Contaminacio encreuada

La contaminacié encreuada dels aliments durant la preparacié s’ha descrit
com a causa important de brots de toxiinfeccié alimentaria. En el cas de la
infeccid per E. coli 0157:H7, en qué la dosi infectiva és tan baixa, és molt
important evitar qualsevol tipus de contaminacié encreuada, sobretot si es
déna després que I'aliment hagi estat tractat térmicament o en aliments
Crus que es consumiran sense cap tractament posterior.

L’origen de la contaminacid encreuada es pot produir ja a I’escorxador. Els
animals, sobretot de I'espécie bovina, son el principal reservori d’E. coli
0157:H7 en el seu tracte intestinal. Per aix0, el contingut intestinal d’a-
quests animals és la principal font de contaminaci6é encreuada. La bruticia
que pot estar present a la pell, principalment al voltant del recte, pot con-
taminar les canals si no s’observen les maximes condicions d’higiene du-
rant I’escorxat. Aixi mateix, el contingut intestinal pot contaminar la canal
si no es realitza una lligadura correcta de I'esofag i el recte o si es produeix
el trencament dels budells en el moment de la seva retirada.

Una de les fonts de contaminacié encreuada sén els aliments crus d’ori-
gen animal com les carns i els preparats carnis, els ous, la llet crua i tam-
bé vegetals i fruites no rentats ni desinfectats.

S6n un element molt important d’aquest tipus de contaminaci6 els estris
que han contactat amb aliments crus com la maquinaria (picadors, talla-
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dores, batedores, etc.), els ganivets, les pinces, els termOmetres, els cu-
llerots, i els contenidors, com safates i caixes de reixeta.

També és freqlent la contaminacié a partir de superficies que han con-
tactat amb aliments crus com superficies de treball i manipulacio, tallants
i prestatges d’instal-lacions frigorifiques i d’emmagatzematge.

La contaminacio encreuada també pot tenir lloc a partir de material i are-
es diverses, aixi com de persones que treballen indirectament en la pro-
ducci6é. No s’han d’oblidar, doncs, les robes de treball i draps diversos, to-
valloles i embalatges. La contaminacidé encreuada també pot originar-se
des de contenidors de deixalles, waters, aigua no potable i d’altres.

7.2.3 Autocontrol de la seguretat dels aliments

La responsabilitat d’'identificar i aplicar les mesures necessaries per man-
tenir les condicions higiéniques de les operacions recauen primerament en
els responsables de la indlstria. En aquest context, el paper dels inspec-
tors sanitaris és verificar que s’estan aplicant les bones practiques d’hi-
giene (BPH) i les bones practiques de manipulacié (BPM) adients, i que el
sistema d’autocontrol instaurat és efectiu per prevenir els possibles perills
dels aliments elaborats als establiments.

El sistema d’analisi de perills i punts critics de control (APPCC) és un siste-
ma d’autocontrol que identifica els perills especifics d’un sistema productiu
d’una indlstria i les mesures preventives per al seu control. Es tracta, doncs,
d’un sistema basat en la prevencio, molt sistematic, que permet prendre me-
sures immediates en el cas que s’observi alguna péerdua de control en el pro-
cés d’elaboracioé que pugui originar I'aparicié d’un possible perill, com seria
la contaminaci6 dels aliments per E. coli 0157:H7. La implementaci6 i I'apli-
cacié de sistemes d’APPCC als escorxadors, a les indlstries i als establi-
ments de restauracié son indispensables per garantir que els aliments no es
contaminen en les diferents fases del processament, i que es destrueixen
els microorganismes presents quan es realitza algun tractament térmic.
Totes les indUstries alimentaries han d’establir un sistema de BPH i BPM
que cobreixi totes les fases del procés de produccid, des que les matéries
primeres arriben a I’establiment fins que els productes finals soén lliurats al
mercat, independentment de la instauracio efectiva del pla d’autocontrol
basat en I’APPCC (380).

El RD 2207/1995, de 28 de desembre, que estableix les normes d’higie-
ne relatives als productes alimentosos, regula |’obligatorietat de les em-
preses del sector alimentari d’instaurar i posar en practica sistemes d’au-
tocontrol eficagos, que es basin en el sistema d’APPCC. Aquesta normativa
no és aplicable a la producci6 primaria, perd les noves propostes legislati-
ves de la UE ja preveuen aquesta fase de la producci6.
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Es important reconéixer que, en certs punts de la cadena alimentaria, amb
activitats que no incloguin un tractament letal per als patdgens (en escor-
xadors, en I'elaboracié de preparats carnis i, en general, en establiments
on els aliments no reben un tractament térmic suficient per eliminar el mi-
croorganisme), la instauraci6 de I’APPCC té implicites unes limitacions, i no
es pot considerar com un medi de garantir I’abséncia o I'eliminacioé de pe-
rills. Aix0 és significatiu en el cas de perills com I'E. coli 0157:H7.

En certs sectors, la legislacioé estableix requisits microbiologics per a pro-
ductes crus obtinguts a les indUstries. Una limitacio que té el fet de valo-
rar els resultats obtinguts en les analisis del producte final és que I'estu-
di de la preséncia de patdgens i indicadors Gnicament en producte final
no té utilitat per determinar en quina de les fases del procés s’haura d’in-
cidir. De fet, tindria més sentit estudiar mostres en diferents punts critics
de control. A més, en el cas concret d’E. coli, aquests parametres, en ali-
ments crus, tenen valor com a indicadors de contaminacié fecal, perd
aquesta no sempre es correlaciona amb la preséncia de patdgens: hi pot
haver nivells alts d’E. coli sense preséncia de patogens i, contrariament,
E. coli0157:H7, que té una dosi infectiva molt baixa, hi pot ser present tot
i que amb nivells d’E. coli dins de la norma.

Per Qltim, I'adequacio dels resultats de les analisis d’un nombre limitat de
mostres als limits establerts no és garantia que tot el lot de producci6 re-
lacionat estigui lliure de contaminacio.

Per tant, les analisis de producte final poden ser (tils per detectar una des-
viacio dels objectius definits préviament a la instauracidé del conjunt d’ac-
tuacions destinades a reduir la contaminaci6 del producte final, perd no po-
den substituir la inspeccid i la verificacié in situ de I'aplicacié correcta de
les BPM i BPH.

7.3 Mesures per destruir o reduir els microorganismes presents
en els aliments

7.3.1 El tractament térmic

E. coli 0157:H7 és un microorganisme que es pot eliminar per destruccio
térmica. En el marc dels sistemes d’APPCC, quan el processament d’un ali-
ment inclogui un procés de tractament per calor (coccid, esterilitzacid o
pasteuritzacio) que sigui determinant per a la seguretat del producte final,
I’assoliment de les combinacions de temps/temperatura necessaries per
a la destrucci6 dels patdgens haura d’estar considerat com a punt critic de
control, per al qual s’han d’establir uns limits objectius i verificables (bino-
mi temps/temperatura), aixi com les mesures correctores adients en el
cas que no s’assoleixin els valors establerts.
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7.3.2 La coccio

La cocci6 ha de ser un procés programat en el qual també poden ser efi-
caces tota una série de combinacions de temps/temperatura. Per exemple,
en cuinar una peca de carn rostida s’assoleix la mateixa letalitat microbia-
na a 54 °C durant 121 minuts que a 63 °C durant 3 minuts. Per tal que si-
gui eficag, la coccié s’ha de programar basant-se en un conjunt de factors,
entre d’altres, alguns de dificil determinacidé, com ara el nivell inicial de
bacteris patogens en I'aliment cru, la temperatura de I'aliment abans del
procés i el volum d’aliment sotmés a tractament.

Les caracteristiques de I'aliment també afecten la letalitat de les tempe-
ratures de coccid. L’alt contingut en greix d’alguns aliments redueixen I’e-
fectivitat de I’escalfor; contrariament, un nivell alt d’humitat en I'aliment
0 en el contingut del recipient afavoreixen la destruccié térmica. Els ali-
ments amb alts continguts de sal o de sucres redueixen la letalitat de la
coccio.

Diversos estudis han descrit I’habilitat d’E. coli 0157:H7 per reforcar els
mecanismes de supervivéncia mitjancant la induccié de respostes a es-
tressos fisiologics subletals (381). Hi ha estudis que indiquen que el crei-
xement del patogen a pH baixos pot conferir-li proteccidé encreuada contra
I’escalfor (382, 383). Aix0 té implicacions en processos de producci6 d’'a-
liments acids, com els productes carnis fermentats, en els quals s’ha d'u-
tilitzar un tractament térmic per garantir la seguretat del producte.

En la coccidé s’ha d’aconseguir que totes les parts de I'aliment arribin a
la temperatura requerida durant el temps necessari per tal que sigui efi-
cac la destruccio dels patogens. Aix0 s’ha de tenir especialment en comp-
te a I’hora de cuinar peces grans, ja que una temperatura massa elevada
en un forn o una fregidora pot provocar la formacié d’una capa seca i du-
ra a I'exterior que actua com a escut i impedeix la penetracié de I'escal-
for necessaria a l'interior de la peca. La coccié d’aliments que no estan
totalment descongelats pot impedir que s’assoleixi el binomi temperatu-
ra/temps necessari en el cor de I'aliment. La cocci6é de productes carnis
embotits s’ha de programar per tal que no es produeixi la ruptura de la
tripa abans no s’hagi assolit el tractament minim necessari. En la utilit-
zaci6 de microones per a la coccidé o rescalfament dels aliments, s’ha de
tenir en compte la distribucio6 irregular de I’escalfor que es produeix, i
s’haura de mesclar o moure I'aliment per tal d’assegurar la destruccio
dels patogens.

El color de la carn picada no és un indicador fiable que s’ha arribat a una
temperatura prou elevada per destruir els bacteris patogens com E. coli
0157:H7. Una quarta part dels pastissos de carn picada fresca es tornen
de color marrd abans d’arribar als 71 °C. D’altra banda, a 71 °C un pro-
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ducte de carn picada cuinat d’'una forma segura pot presentar un color ma-
rré o rosa, o qualsevol variacid de marrd o rosa, a partir d’'una gran varie-
tat de factors com, per exemple, si la carn picada era fresca o congelada,
0 la manera com s’ha descongelat la carn (384).

L’Gnica forma d’assegurar |’eficacia del tractament térmic és verificar sem-
pre que s’ha assolit el binomi temps/temperatura en cada un dels lots de
producci6, amb la utilitzacié d’un termdmetre.

El Food and Drug Administration Food Code dels Estats Units recomana
temperatures internes de 68,5 °C durant quinze segons per coure els ali-
ments d’origen animal. El Food Safety Inspection Service, també dels Es-
tats Units, proposa una llista de temperatures i temps de cocci6, segons
I’aliment, que va des de 66,1 °C a més de 69,4 °C; per als aliments car-
nis recomana una temperatura instantania de coccié de 71,2 °C a l'interior;
aquest servei recomana la utilitzacié d’un termometre digital alimentari de
lectura immediata per valorar la temperatura dels pastissos de carn pica-
da. Els termometres alimentaris digitals estan dissenyats per fer-los servir
cap al final del temps de cocci6 i registren la temperatura en uns deu se-
gons. La majoria de termOmetres digitals alimentaris llegiran la temperatu-
ra en una petita area de la punta i solen penetrar mitja polsada en I'ali-
ment. Si el pastis de carn picada no és prou gruixut per testar-lo des de
sobre, o0 si el termdmetre digital utilitzat és de tipus disc, el termdmetre es
pot inserir per un cant6.

Els termdmetres s’han de netejar i desinfectar entre usos per prevenir la
reintroduccié de patdgens en I'aliment convenientment tractat.

La destruccio térmica dels patogens ha d’anar acompanyada de la protec-
cio eficag dels menjars ja preparats per al consum. Després de la coccid
és fonamental prevenir la recontaminacié dels aliments ja cuinats i lliures
de patogens.

7.3.3 La pasteuritzacio

La llet crua s’ha descrit com a aliment implicat en brots d’infeccié per E. co-
li 0157:H7. La comercialitzacié de llet crua a doll esta prohibida, a Cata-
lunya, des de I'any 1990, i estan regulades les condicions de produccio,
envasament i comercialitzacié de la llet crua envasada. A I'etiquetatge de
la llet crua hi ha de figurar la menci6 “Llet crua: cal bullir-la per al consum”,
com a recomanaci6é per als consumidors.

Amb el tractament térmic de la llet (pasteuritzacid, esterilitzacié o UHT),
s’assegura la destruccié d’E. coli 0157:H7. La pasteuritzacié de la llet a
72 °C durant 16,2 segons elimina més de 104 ufc d’E. coli 0157:H7 per
mL (385). S’han de prendre les mesures adequades per evitar la possible
recontaminacié de la llet un cop tractada.
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7.3.4 El binomi temps/temperatura

Per a la destruccié d’E. coli 0157:H7 tedricament es poden utilitzar els se-
glients binomis en el cor de la pega: 10 minuts a 65 °C, o alternativament
2 minuts a 70 °C, perd es recomana que s'assoleixi una temperatura de,
com a minim, 70 °C.

Aquests binomis de temps/temperatura sén suficients per destruir les for-
mes vegetatives dels microorganismes patdgens en general, perd no per
inactivar les toxines ni els patdgens esporulats.

7.3.5 La irradiacio

Als Estats Units actualment s’esta valorant la irradiacié de les carns fres-
ques als escorxadors per destruir-hi els bacteris patdgens. A aquest res-
pecte, el Comité Cientific Veterinari de la CE expressa la seva preocupacid
per la utilitzacié de técniques de descontaminacié durant el processament
dels aliments que puguin tenir efectes adversos sobre els esforgos realit-
zats tant a nivell de produccié primaria com en les fases inicials del pro-
cessament dels aliments (380).

7.4 Reduccio de microorganismes en vegetals de consum en cru

Les fruites i verdures es poden contaminar amb microorganismes patdgens
en diferents fases del procés de produccid. Durant el cultiu, patdgens nor-
malment presents en el sol, com ara Clostridium botulinum, Bacillus ce-
reus i Listeria monocytogenes poden contaminar els vegetals. D’altres,
com Salmonella, Shigella, Escherichia colii Campylobacter, residents en el
tracte digestiu dels animals i I’home, poden arribar als vegetals, juntament
amb virus i parasits, a través del contacte amb femtes (E. coli 0157:H7 pot
sobreviure fins a setanta dies en femtes de bovins) (386).

El contacte amb les femtes es pot donar per la preséncia de bovins o al-
tres remugants en els cultius, per la caiguda al terra de fruits que poste-
riorment soén recollits i incorporats a la cadena alimentaria, per I’aplicaci6é
incorrecta d’adobs d’animals com a fertilitzants, per I'aigua de rec no trac-
tada i per les aigues superficials.

Els agricultors i processadors també poden ser una font d’E. coli 0157:H7,
aixi com els insectes (387), i I'aigua i el gel utilitzats en el rentat i en la re-
frigeraci6 dels vegetals. A més, en les operacions posteriors a la recol-lec-
ci6: en la manipulacié i preparacié d’aquests productes en la indUstria ali-
mentaria o a la llar es pot produir la contaminacié creuada dels vegetals.
Alguns dels brots d’E. coli 0157:H7 han estat associats al consum de ve-
getals i fruites en cru, com ara enciam (388, 389), suc de poma no pas-
teuritzat (390-393), brots de raves (394) i brots d’alfals. E. coli 0157:H7
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pot créixer, entre d’altres, en daus de meld i sindria (395), enciam trosse-
jat (396) i talls de cogombre (397).

En I'informe de I'OMS sobre la descontaminacié superficial de fruites i ve-
getals de consum en cru (398) es valora |'eficacia de diferents substancies
utilitzades amb aquesta finalitat (clor, didoxid de clor, brom, iode, fosfat
trisddic, compostos d’amoni quaternari, perdxid d’hidrogen, oz6 i radia-
cions ionitzants). L'informe conclou que cap dels métodes utilitzats actual-
ment pot garantir I’abséncia total de patdgens als vegetals de consum en
cru.

7.4.1 Desinfeccio de vegetals crus amb clor i/o derivats

Per desinfectar els productes vegetals el clor s’utilitza a concentracions de
50-200 ppm (50-200 mg de clor per litre d’aigua).

El clor es consumeix rapidament en preséncia de matéria organica o quan
s’exposa a l'aire, a la llum o a metalls. En diversos estudis (399, 400)
s’ha observat que quan la temperatura de I'aigua de tractament és inferior
a la temperatura dels productes per desinfectar, es produeix una infiltracioé
d’aigua i microorganismes a l'interior dels teixits vegetals, a través d’ober-
tures naturals (tiges) o mecaniques (talls), on els patégens queden prote-
gits de I'acci6 inhibitoria del clor. L’aigua de tractament hauria d’estar ide-
alment a 10 °C per damunt de la temperatura dels vegetals o fruites.

No aconseguir mantenir el nivell adequat de clor en I'aigua pot provocar un
augment de la poblacié bacteriana en els vegetals i les fruites. La solubili-
tat maxima del clor s’assoleix en aigua a 4 °C; en augmentar la tempera-
tura s’afavoreix la vaporitzacié del clor. Per tant, per utilitzar solucions de
clor a temperatura superior a la dels vegetals, la soluci6é s’haura de prepa-
rar en el moment de la immersié i mantenir-hi els vegetals el temps just
perqué s’assoleixi la reduccié6 maxima possible.

En un estudi sobre la desinfeccié de fulles d’enciam amb aigua clorada
s’observa que ni I'augment de concentracié de clor a valors superiors a
200-250 ppm, ni I"'augment del temps d’'immersid de cinc a trenta minuts
no incrementen la reduccié de patogens (401).

El procediment normal de netejar fulles d’enciam amb aigua corrent re-
dueix la microflora en un 92 %. L’eficacia del rentat amb aigua corrent s’in-
crementa si s’allarga el temps del rentat. La inclusié de 100 ppm de clor
aconsegueix una reduccio6 del 97,8 % (a pH 9,0) (402).

En el cas de verdures o fruites de superficie irregular i rugosa és molt més
dificil reduir la microflora a causa de la dificultat d’eliminar la matéria orga-
nica present a la superficie del producte.

L’eficacia de la desinfeccidé de vegetals tallats és menor per I'alt nivell de
matéria organica present en el suc alliberat i per I'afavoriment de I’absor-
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ci6 de microorganismes a l'interior dels teixits a través dels talls, on que-
den protegits de I'accidé inhibitoria de I'HOCI. Per aixd, els vegetals s’han
de rentar i desinfectar abans de tallar-los, i s’han d’observar escrupoloses
practiques d’higiene en tallar-los i en la conservaci6 posterior. Si es deixen
els vegetals en aigua, després del tractament amb clor, es pot anul-lar com-
pletament I'efectivitat de la desinfeccio.

7.5 Prevencio de la transmissio directa

7.5.1 Prevencio dels casos secundaris

Encara que la mitjana de la durada del periode d’excrecid en nens és de
19 dies (270b), aquest periode es pot allargar forga ja que pot arribar a ser
de més de cent dies (272a).

Atés que E. coli 0157:H7 pot ocasionar un ventall molt ampli de mani-
festacions cliniques que inclouen formes greus de malaltia (sindrome he-
moliticourémica i plrpura trombotica trombocitopénica) i de mort, les me-
sures preventives que cal adoptar per evitar l'aparici6 de casos
secundaris han de ser més exigents que per a altres malalties de trans-
missio6 entérica (salmonel-losi, shigel-losi, campilobacteriosi o d’altres)
(269, 271).

Aquestes mesures son especialment importants quan entre els contactes
dels casos hi ha nens petits.

En un estudi realitzat per Heuvelink i col-laboradors (403) sobre contactes
de casos de sindrome hemoliticourémica es va observar que la infecci6 era
més frequent entre germans que en els pares.

En esséncia, les mesures per evitar els casos secundaris es basen en una
higiene de mans molt escrupolosa (264, 273). A la taula 14 es mostren
els aspectes més importants d’aquesta higiene.

Taula 14. Mesures higiéniques per evitar ’aparicié de casos secundaris

e Cal rentar sovint les mans amb aigua (preferiblement calenta) i sabd, i és obligatori
fer-ho després d’anar al lavabo i abans de contactar amb els aliments.

e Les mans s’han d’eixugar amb tovallola de paper d’un sol Us.

e Els nens menors de cinc anys s’han de rentar les mans després d’anar al lavabo i abans
de menjar, i aquest rentat I’hnan de supervisar els mestres o cuidadors.

¢ El mobiliari, els jocs i el material didactic dels nens menors de cinc anys s’han de rentar
i desinfectar sovint.

e Cal evitar els jocs amb aigua i sorra durant els brots.
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Eviccio escolar

A les guarderies i centres de preescolar on van nens de menys de cinc
anys, es recomana adoptar les seglients mesures en situacioé de brot (12,
262, 264, 271, 404):

Supervisio estricta del compliment de les mesures higiéniques detalla-
des a la taula 14.

Els nens amb diarrea no poden anar a classe fins que deixin de tenir-ne.
Si es tracta d’un cas confirmat de gastroenteritis per E. coli 0157:H7 és
recomanable esperar a tenir dues mostres de femta negatives, separa-
des per un interval de 48 hores, per reduir el risc de transmissio i apa-
rici6 de casos secundaris. Aquesta mesura és igualment aplicable en-
cara que es tracti d’'un cas aillat.

Cal informar els pares dels nens amb diarrea 0 amb gastroenteritis per
E. coli 0157:H7 confirmada que els nens no poden anar a cap altre cen-
tre o guarderia.

Quan en una guarderia o centre de preescolar hi ha un brot de gastro-
enteritis per E. coli 0157:H7 (definit com dos o més casos de gastro-
enteritis amb aillament del microorganisme) és convenient no admetre
cap nen nou fins que s’acabi el brot.

Les mesures indicades, que els técnics de les unitats de vigilancia epi-
demioldgica valoraran de forma individualitzada, s’han de donar per es-
crit als mestres, cuidadors i pares.

A les families dels nens amb diarrea se’ls ha de donar informaci6 sobre
la importancia de respectar les mesures d’higiene abans esmentades
també a casa, especialment si hi ha altres nens petits.

A més del nens menors de cinc anys, persones pertanyents a altres grups
quan tenen enteritis s6n d’especial risc per la possibilitat de transmetre
I’agent infeccidés a persones susceptibles. Entre aquests grups s’inclouen
(262, 264):

Persones que realitzen activitats de manipulacié sobre aliments que es
consumeixen crus o sense coccid posterior. Aquestes persones s’han
d’excloure de la seva feina fins que hagin passat 48 hores sense simp-
tomes i amb la femta ben formada. Es recomana esperar a tenir dos co-
procultius negatius.

Personal sanitari o personal que té cura de persones en les quals la gas-
troenteritis per E. coli 0157:H7 pogués tenir consequliéncies greus.
Aquestes persones s’han d’excloure de la seva feina fins que siguin
asimptomatiques i tinguin la femta ben formada. Es recomana esperar
a tenir dos coprocultius negatius.
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® Per a les persones (nens o adults) amb malalties mentals o incapacitats
que poden tenir incontinéncia és important supervisar especialment que
les mesures d’higiene assenyalades se segueixin correctament tant a la
institucié com al seu domicili particular. Si es tracta de casos confirmats
és recomanable esperar a tenir dos coprocultius negatius abans que tor-
nin a la institucio.

e La recent descripcio de brots de gastroenteritis per E. coli en presons
(405, 406) suggereix que també en aquestes institucions cal extremar
les precaucions per evitar I’aparicié de casos secundaris.

Si es tracta de nens de més de cinc anys, poden tornar a I’escola quan de-
saparegui la diarrea, si bé és fonamental vetllar pel rentat de mans amb ai-
gua i sabd després d’anar al lavabo i abans de dinar.

En qualsevol cas caldra fer un seguiment de I'epidemiologia d’aquesta in-
feccio relativament nova en la comunitat per tal que les recomanacions s’a-
dequin a les noves dades disponibles (407, 408).

Contacte amb animals

Tant els adults com els nens que tinguin contacte directe amb animals de
produccid sans, en granges o altres indrets, se’ls ha d’informar del risc po-
tencial de transmissid d’aquest microorganisme.

En el sector del turisme rural, també, s’ha de facilitar la informaci6 perti-
nent per tal de promoure practiques estrictes d’higiene i habilitar disposi-
tius per rentar-se les mans, tenint en compte I’especial vulnerabilitat dels
nens, ja que diversos brots han tingut lloc entre escolars després de visi-
tes a granges.
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8. Vigilancia epidemiologica

A causa de l'elevada contagiositat, pel fet que es pot transmetre mit-
jancant els aliments i I'aigua i que pot posar en perill la vida, tant la gas-
troenteritis per E. coli 0157:H7 com la sindrome hemoliticourémica sbén
malalties candidates a ser vigilades. Encara que la detecci6 i I'’estudi de ca-
sos esporadics contribueix a conéixer millor I'epidemiologia de la malaltia
(no hem d’oblidar que és una malaltia nova de la qual encara queden molts
aspectes per conéixer), sens dubte el maxim interés de la vigilancia epide-
mioldgica per aquestes malalties és identificar brots epidémics que esti-
guin produits pel consum d’aliments contaminats o per ingesta d’aigua con-
taminada, ja que un cop identificada I'exposicié cal actuar enérgicament
per evitar que aquesta continui.

La baixa dosi infectant i I’extremada tolerancia als acids del bacteri que
s’han comentat anteriorment s6n caracteristiques que faciliten I’aparicié
de brots que ocasionen molts casos primaris (és a dir, casos que han
estat sotmesos a I’exposicié de risc) i també casos secundaris (casos
que apareixen entre persones que no han sofert I’exposicié de risc i que
es produeixen per transmissié persona-persona a partir dels casos pri-
maris).

Per aquest motiu interessa que el métode de vigilancia sigui especialment
sensible per detectar brots epidémics. Tanmateix, s’ha de tenir en compte
que sigui quin sigui el procediment que s’utilitza per detectar brots, sem-
pre hi haura subdeteccié perqué (271): a) no en totes les persones amb
diarrea compatible amb E. coli 0157:H7 es practica coprocultiu; b) no sem-
pre es busca selectivament E. coli 0157:H7; ¢) no sempre es comuniquen
els aillaments als serveis de Salut Pdblica. Per aix0, algunes estimacions
(408) consideren que la subnotificacio de casos de gastroenteritis per E. co-
li 0157:H7 pot ser al voltant del 80 %.

Als Estats Units, on I'E. coli 0157:H7 va comencar a originar brots I'any
1982, I'any 1993 es van incloure dues entitats com a malalties de decla-
racid obligatoria: la sindrome hemoliticourémica, que no és especifica d’E. co-
i 0157:H7 perd que és molt suggerent (409), i la gastroenteritis per E. coli
0157:H7.

A Europa en I'actualitat hi ha set paisos que tenen algun sistema de vi-
gilancia de la infecci6 per E. coli 0157:H7 o de la sindrome hemoliticouré-
mica (410) (taula 15).

La infeccid per E. coli enterohemorragica és de declaracio obligatoria a tres
paisos: Austria, Finlandia i Suécia, i la sindrome hemoliticourémica no és
de declaracid obligatoria a cap pais europeu.
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Taula 15. Font de dades sobre infeccions per E. coli enterohemorragica
i la sindrome hemoliticouréemica a quinze paisos europeus (any d’introduccio)

Infeccions per Sindrome
E. coli enterohemorragica hemoliticourémica
Declaracio  Sistemes Altres Declaracio  Sistemes Altres

Pais obligatoria  sentinella  fonts! obligatoria  sentinella  fontst
Alemanya X X
Austria X (1996) X X (1994)
Bélgica x (1994) X
Dinamarca X X
Espanya X X
Finlandia X (1994)  x (1996) X
Franca X (1995)
Grecia X
Irlanda X X (1997)
Italia X (1991) X X (1998)
Paisos Baixos X (1996) X X
Portugal
Regne Unit

Anglaterra X (1996) X (1997)

Escocia X (1984) X (1997)

Irlanda del Nord X (1988) X (1997)

Pais de Gal-les X (1987) X (1997)
Suécia X (1996)
Suissa X x (1997)

1. Es tracta d’informacions ad hoc.
Font: Ammon (410).

A Catalunya, després d’haver valorat la baixissima incidéncia de la malal-
tia existent abans del brot de setembre de 2000, no s’havia considerat ne-
cessari fer cap d’aquests processos de declaracié obligatoria.

L’any 1998 es va decidir incloure en el Sistema de Notificacié Microbiolo-
gica de Catalunya E. coli verotoxigena entre els agents causants d’enteri-
tis que s’havien de notificar setmanalment a la Direccid General de Salut
Plblica. Tanmateix, fins al setembre de 2000 s’havia notificat un sol cas
esporadic.

Després del primer brot produit a Catalunya que va afectar diverses escoles
de la provincia de Barcelona servides per una mateixa empresa de catering,
s’ha decidit incloure, com als Estats Units, les dues entitats —la gastroen-
teritis per E. coli 0157:H7 i la sindrome hemoliticourémica— en la llista de
malalties de declaracié obligatdria. La sindrome hemoliticourémica no és pa-
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tognomonica de la infeccio per E. coli0157:H7 (18, 23) perd atés que es pro-
dueix entre un 7 % i un 12 % dels casos de gastroenteritis per E. coli (30,
196, 411) actuaria com un fet sentinella (271). Es logic, per tant, que mal-
grat les estimacions fetes segons les quals només un 5 % d’infeccions per
E. coli0157:H7 desenvolupen la sindrome hemoliticourémica (12), les dades
recollides en alguns sistemes de vigilancia mostrin percentatges superiors
d’aquesta sindrome (12 %) (196).

Aquestes dues entitats s’han de declarar de manera individualitzada, és a
dir, aportant dades identificatives dels pacients i del metge declarant, i a
més, urgent, és a dir, avangant per qualsevol mitja rapid la seva notifica-
cio. De la notificacid urgent es pot obtenir un clar benefici en la prevencio
de casos. Bell et al. (281), en un brot produit als Estats Units, va estimar
que el nombre de casos evitats podia ser de 800.

La definicié de cas adoptada a Catalunya per a cadascuna d’aquestes en-
titats es presenta a continuacio:

Gastroenteritis per Escherichia coli 0157:H7

Descripcio clinica

Malaltia de gravetat variable que es caracteritza per diarrea (sovint

amb sang) i dolor abdominal. La malaltia es pot complicar i produir sin-

drome hemoliticourémica o plrpura trombodtica trombocitopénica; tam-

bé hi poden haver infeccions asimptomatiques.

Criteris de laboratori per al diagnostic

Un dels seglients:

¢ Aillament d’Escherichia coli 0157:H7* d’una mostra clinica.

e Aillament d’Escherichia coli 0157:NM** verotoxigena d’'una mostra
clinica.

Cas confirmat

Malaltia clinicament compatible confirmada per laboratori.

Cas sospitos

Cas clinicament compatible que esta relacionat epidemioldgicament
amb un cas confirmat.

* En la practica, totes les soques d’Escherichia coli 0157:H7 sbn verotoxigenes.

** Algunes soques verotoxigenes d’E. coli 0157:H7 han perdut I'antigen flagel-lar i per aixd
no sén mobils (NM).
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Sindrome hemoliticourémica postdiarreica

Descripcioé clinica

La sindrome hemoliticourémica es caracteritza per I'inici agut d’una ane-
mia microangiopatica hemolitica, afectacio renal i plaquetopénia. Quan
a aquestes mateixes manifestacions cliniques s’afegeixen afectacio del
sistema nervids central i febre, I'entitat clinica es coneix com plrpura
trombdtica trombocitopénica (PTT). La majoria dels casos de sindrome
hemoliticourémica es presenten després d’una gastroenteritis aguda.

Criteris de laboratori per al diagnostic
Anémia aguda amb canvis microangiopatics en sang periférica.

Afectaci6 renal aguda caracteritzada per hematdria o proteindria o aug-
ment del nivell de creatinina.

Cas confirmat

Malaltia aguda diagnosticada clinicament com sindrome hemoliticouré-
mica (SHU) o parpura trombotica trombocitopénica (PTT) que compleix
tots els criteris de laboratori i comenga durant el periode de les tres
setmanes després d’un episodi agut de diarrea.

Cas sospitos

e Malaltia aguda diagnosticada clinicament com a SHU o PTT que
compleix els criteris de laboratori en un malalt que no té historia
de diarrea aguda durant les tres setmanes abans.

e Malaltia diagnosticada clinicament com a SHU o PTT que es pre-
senta durant les tres setmanes després de I'inici d’'un quadre de
diarrea aguda i en la qual els canvis microangiopatics no estan
confirmats.

Com i a qui cal notificar?

D’acord amb el sistema vigent a Catalunya per notificar casos de malaltia i
brots epidémics, quan un metge sospiti una sindrome hemoliticourémica o
quan tingui coneixement que I'agent causal d’una gastroenteritis és E. coli
0157:H7 ha de notificar el fet urgentment (abans que transcorrin 24 ho-
res) per teléfon, fax o un altre procediment a la Unitat de Vigilancia Epi-
demioldgica que li correspongui per territori. A I'annex 5 es mostren les
adreces, els teléfons i els faxs de les diferents unitats de vigilancia epi-
demioldgica de Catalunya.
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A més, haura d’emplenar I'imprés de declaracié individualitzada que recull
les dades identificatives del cas i del declarant (annex 6).

L’objectiu de la notificacié urgent és poder iniciar precogcment les activitats
d’investigacio del possible origen del cas i detectar la possible existéncia
de casos associats (brot epidémic), aixi com també les actuacions de con-
trol que siguin necessaries (281, 412).

Si a partir de les primeres dades que es comuniquen sembla que es trac-
ta d’un cas esporadic (que no esta aparentment relacionat amb cap altre
cas) caldra realitzar una enquesta epidemioldgica detallada utilitzant una
fitxa especifica (annex 7).
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Les regles d’or de I’Organitzacio Mundial de la Salut
per preparar aliments segurs

Escollir aliments processats, per seguretat

Aixi com alguns aliments, com ara les fruites i els vegetals, s6n millors en
el seu estat natural, d’altres no sén segurs llevat que s’hagin processat.
Per exemple, cal comprar sempre llet pasteuritzada en lloc de llet crua. Cal
tenir en ment que els aliments processats es van inventar per millorar la
seguretat i per allargar-ne la vida Gtil. Alguns aliments que es mengen crus,
com els enciams, s’han de rentar acuradament.

Coure els aliments acuradament

La majoria d’aliments crus, i més notablement I'aviram, les carns, i la llet
que no ha estat pasteuritzada, estan contaminats amb patdgens causants
de malalties. Una coccid acurada eliminara els patdgens, perd cal recordar
que la temperatura de totes les parts de I'aliment ha d’arribar almenys a
70 °C. Si el pollastre cuit encara esta cru al voltant de I'os, s’haura de po-
sar novament al forn fins que estigui ben cuit. La carn, el peix i el pollas-
tre congelats s’han de descongelar completament abans de cuinar-los.

Consumir immediatament els aliments cuinats

Quan els aliments cuinats es refreden a temperatura ambient, els microbis
comencen a proliferar. Com més s’espera, més gran és el risc. Per estar
segurs cal menjar els aliments immediatament després que s’han cuinat.

Emmagatzemar els aliments cuinats adequadament

Si es volen preparar els aliments amb anticipacid o si se’n volen guardar
les restes, s’ha d’assegurar el seu emmagatzematge en calent (a 60 °C o
més) o en fred (a un maxim de 10 °C). Aquesta norma és de vital im-
portancia si es pretén guardar menjar durant més de quatre o cinc hores.
En el cas d’aliments per a infants, és millor que no es guardin. Un error fre-
quent, responsable d’incomptables casos de toxiinfeccié alimentaria, és
guardar en el frigorific una quantitat excessiva d’aliments calents. En un fri-
gorific massa ple, els aliments cuinats no es poden refredar en el seu in-
terior tan rapidament com caldria. Quan el centre dels aliments continua
calent (a més de 10 °C) massa temps, els microorganismes proliferen i as-
soleixen rapidament uns nivells susceptibles de causar malaltia.

Rescalfar els aliments cuinats correctament

Aquesta és la millor mesura de proteccié contra els microbis que es poden
haver desenvolupat durant I'’emmagatzematge (un emmagatzematge cor-
recte retarda el creixement microbia perd no destrueix els germens). De
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nou, un rescalfament correcte implica que totes les parts de I'aliment as-
soleixin, almenys, una temperatura de 70 °C.

Evitar el contacte entre aliments crus i aliments cuinats

Un aliment ben cuinat es pot contaminar si té un minim contacte amb ali-
ments crus. Aquesta contaminacié encreuada pot ser directa, com quan un
pollastre cru entra en contacte amb aliments cuinats. Perd també pot ser
més subtil. Per exemple, no s’ha de preparar un pollastre cru i utilitzar des-
prés la mateixa superficie i el mateix ganivet per tallar I’au cuita. Es podrien
reintroduir tots els riscs potencials de creixement microbia i de conseglient
malaltia presents abans de la coccio.

Rentar-se les mans repetidament

Cal rentar-se bé les mans abans de comencar a preparar aliments i des-
prés de qualsevol interrupcio, especialment si és per canviar els bolquers
a un nen o per anar al lavabo. Després de preparar aliments crus com peix,
carn o pollastre, cal tornar-se a rentar abans de comencar a manipular al-
tres aliments. En el cas de tenir alguna infecci6 a les mans, s’han d’em-
benar o recobrir abans de preparar aliments. Cal recordar també que els
animals de companyia (gossos, ocells, tortugues) sovint son portadors d’a-
gents patdgens perillosos que poden passar a través de les mans als ali-
ments.

Mantenir totes les superficies de la cuina meticulosament netes

Com que els aliments es contaminen facilment, totes les superficies utilit-
zades per a la preparacié d’aliments s’han de mantenir totalment netes.
Cal pensar que qualsevol deixalla, engruna o taca pot ser un reservori de
gérmens potencial. Els draps que estiguin en contacte amb plats i estris
s’han de canviar cada dia i fer-los bullir abans de tornar-los a utilitzar. Tam-
bé cal rentar freqientment les baietes per rentar el terra.

Protegir els aliments contra insectes, rosegadors i altres animals

Els animals solen transportar microorganismes patdgens que poden cau-
sar malalties d’origen alimentari. L'’emmagatzematge dels aliments en re-
cipients tancats és la millor protecci6.

Utilitzar aigua potable

L’aigua potable és tan important per a la preparaci6 dels aliments com per
beure. Si hi ha algun dubte sobre el subministrament de I'aigua, cal bullir-
la abans d’afegir-la als aliments o de fer glacons per a les begudes. Cal te-
nir especial cura amb I'aigua utilitzada per preparar el menjar dels nadons.
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Recomanacions al consumidor

En el moment de la compra:

Agafar al final de tot els aliments peribles i portar-los directament cap a
casa per posar-los a la nevera.

No comprar aliments que s’hagin d'utilitzar fora de la data de caducitat
o de consum preferent.

Utilitzar bosses isotérmiques que permetin mantenir les temperatures
dels aliments que requereixen fred, principalment els congelats.

En ’'emmagatzematge:

Refrigerar o congelar immediatament els aliments peribles, els aliments
llestos per menjar i les restes de menjar elaborat dins les dues hores
després de la seva compra o preparacio.

Mantenir sempre les temperatures del refrigerador entre 4 °C i 7 °C i del
congelador a —18 °C.

Congelar la carn fresca, el pollastre i el peix si no s’han de consumir en
pocs dies.

A la nevera, col-locar la carn fresca, el pollastre i el peix en algun reci-
pient per evitar que els sucs que desprenen contactin amb altres ali-
ments.

Netejar la bruticia grollera dels vegetals abans de guardar-los a la neve-
ra i evitar que contactin amb altres aliments.

Retirar els embalatges de cartrd dels aliments que en disposin abans
d’introduir-los a la nevera.

A la nevera, mantenir els menjars preparats o els de consum en cru en
recipients protegits.

En la manipulaci6 i la preparaciéo del menjar:

Rentar-se les mans acuradament i sovint, utilitzant sabd, en particular
després d’haver anat al lavabo o després de contactar amb animals
domeéstics o de granja.

Rentar-se les mans entre preparacions de diferents aliments.

Rentar els draps de cuina sovint i amb aigua calenta. Evitar I'Us d’es-
ponges o rentar-les diariament.

Utilitzar paper de cuina d’un sol Us, per netejar els sucs despresos per
les carns i altres aliments crus.

Netejar acuradament les superficies i els estris amb aigua calenta i sa-
b6 després de preparar aliments crus i entre preparacions de diferents
aliments.
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Netejar les fruites i els vegetals acuradament, particularment si es con-
sumeixen crus.

Descongelar totalment els aliments en el refrigerador o en el microones
i no a temperatura ambient. Marinar els aliments a la nevera.

Pelar els vegetals i les fruites sempre que sigui possible.

No col-locar mai un aliment cuinat en un recipient on hi hagi hagut pre-
viament carn crua, pollastre, ous o productes de la pesca si no s’ha ne-
tejat correctament.

Quan la seguretat de I'aigua de beguda sigui dubtosa, bullir-la o, si no
és possible, desinfectar-la amb un agent desinfectant segur. General-
ment estan disponibles a les farmacies.

En el moment de servir i consumir:

Assegurar que els aliments, particularment els que estiguin fets amb
carn picada (com hamburgueses, salsitxes, etc.), estiguin adequada-
ment cuinats (minim dos minuts a 70 °C) i que encara estiguin calents
quan se serveixin.

No consumir productes de carn picada de color rosa o vermell en el seu
interior.

Cal conéixer que el consum d’aliments elaborats amb carn crua (p. ex:
carpaccio) comporta un risc sanitari superior perqué I'aliment no ha pa-
tit cap tractament térmic capac¢ de destruir els possibles microorganis-
mes presents en la carn.

Si en un restaurant li han servit una hamburguesa poc cuita, retorni-la
perqué la coguin més.

Evitar el consum de llet crua i els productes elaborats amb llet crua que
no hagin patit un procés de maduracié superior als 60 dies. Beure no-
més llet pasteuritzada o bullida.

No consumir aliments cuinats o peribles que hagin estat conservats du-
rant més de dos o tres dies a la nevera i sense rescalfar-los a 70 °C en
el centre de la peca.

No deixar els aliments peribles fora de la nevera durant més de dues ho-
res. Segons la temperatura exterior aquest temps de seguretat s’haura
de reduir a trenta minuts.
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Actuacions als escorxadors en I’elaboracio de preparats
de carn i a les indiistries carnies

Als escorxadors s’han de prendre totes les mesures necessaries per evi-
tar que la superficie de la pell dels animals contacti amb la canal i, en
particular:

— No sacrificar animals manifestament bruts: rentar-los abans del sa-
crifici.

— En el sagnat dels animals, cal utilitzar un ganivet per a |'obertura de
la pell i un altre per tallar els vasos sanguinis.

— En I’escorxat cal realitzar I’obertura de la pell de dins a fora i netejar
i desinfectar escrupolosament el ganivet utilitzat en aquesta tasca.

— Els manipuladors que toquin la pell dels animals amb les mans han
d’evitar tocar la canal sense haver-se rentat i desinfectat.

— Si, per qualsevol motiu, la pell contacta amb la canal, s’ha de reta-
llar la part de la canal afectada i no realitzar un rentat amb aigua.
Als escorxadors s’han de prendre totes les mesures necessaries per evi-

tar que el contingut intestinal contamini la canal i, en concret:

— Realitzar una lligadura higiénica de I'esofag i el recte.

— Evitar el trencament intestinal.

— Si per qualsevol motiu el contingut intestinal contacta amb la canal,
s’ha de retallar la part de la canal afectada i no realitzar un rentat
amb aigua.

Utilitzar estris i superficies de treball nets i exclusius per a cada tasca i
desinfectar-los sovint.
Refrigerar immediatament les carns després de la inspeccié postmor-
tem, abans d’iniciar-se el transport, fins que s’assoleixi una temperatu-
ra interna de 10 °C i mantenir la temperatura superficial de les carns
sempre per sota dels 10 °C. En aquestes condicions, el temps de dura-
da del transport no ha d’excedir les vuit hores. La legislaci6 vigent obli-
ga a una refrigeracié immediata de les canals a 7 °C, llevat que es dis-
posi d’una excepcid especifica per a aquest requisit.

Promoure practiques higiéniques dels manipuladors per evitar contami-

nacions encreuades:

— Neteja frequent de les mans, com a minim cada vegada que s’inicia
el treball després d’alguna aturada, sempre que es vagi al servei i en
cas de contacte amb possibles focus de contaminaci6.

— Utilitzacié de roba neta i adequada.

Excloure de les tasques de manipulacié d’aliments el personal que pre-

senti diarrees com a minim fins 48 hores després de la remissi6 dels

simptomes.
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Recomanacions als establiments de restauracio
col-lectiva

e Recomanacions per a la coccio:

— Realitzar una bona coccié de les peces de carn i els preparats de
carn (hamburgueses, salsitxes, etc.). Cal assegurar que s’assoleix
una temperatura de com a minim 68,3 °C durant 15 segons en el cen-
tre de la peca, o binomis temps/temperatura d’efecte equivalent, per
garantir la destruccid dels bacteris i les toxines.

— La valoraci6 del color de la carn no és suficient per garantir la tem-
peratura de coccibé. La temperatura de coccidé s’ha de comprovar mit-
jangant termOometres sonda. Es recomana que els productes arribin
als 70 °C en el centre de la peca.

— Netejar i desinfectar els termdmetres després de la seva utilitzacio.

— Realitzar la coccio dels aliments quan aquests estiguin totalment
descongelats.

— Evitar temperatures de coccié molt elevades en forn o fregidora, que
podrien formar crostes als aliments que no permetrien la penetracid
de I'escalfor al centre de la pega.

— Programar el temps de coccid en funcid del volum de I'aliment, de
les seves caracteristiques intrinseques (contingut en greix, pH, hu-
mitat, etc.) i de qualsevol altre factor que pugui fer variar I'efectivi-
tat del procés.

— Prestar especial atenci6 als tractaments térmics superficials com els
escaldats i les planxes.

— Quan s’hagi de rescalfar un menjar preparat, assegurar una tem-
peratura minima de 70 °C al centre de la peca.

e Evitar els plats a base d’aliments d’origen animal crus o amb tractament
térmic insuficient com carpaccio, steak tartar, etc.

e Practiques higieéniques dels manipuladors per evitar contaminacions en-
creuades:

— Utilitzacié d’estris nets i exclusius per a cada tasca.

— Exclusié de les tasques de manipulacié d’aliments del personal que
presenti diarrea com a minim fins 48 hores després de la remissid
dels simptomes.

— Neteja frequent de les mans, com a minim cada vegada que s’inicia
el treball després d’alguna aturada, sempre que es vagi al lavabo i en
cas de contacte amb possibles focus de contaminaci6. Per optimit-
zar-ne |'eficacia és recomanable fer un doble rentat. En el primer ren-
tat s’ha d'utilitzar un raspall d’ungles incidint especialment en la pun-

153



ta dels dits i les ungles, per tal d’arrossegar al maxim la bruticia, amb
sabd i aigua calenta. A continuacié es fa un segon rentat sense ras-
pall, amb sabé i aigua calenta, de les mans i part exposada dels
bragos. Finalment, s’han d’eixugar completament, amb paper.

¢ Evitar que en les superficies de treball es produeixi el contacte de pro-
ductes crus destinats a ser cuinats amb productes cuits o crus llestos
per al consum.

e Emmagatzemar els productes correctament, de manera que s’evitin les
contaminacions encreuades entre productes crus i productes llestos per
al consum o entre les instal-lacions d’emmagatzematge i els aliments.

e Evitar el consum de llet crua si no s’ha bullit préviament. Es recomana
utilitzar productes pasteuritzats o esterilitzats.

e Recomanacions per a la neteja i desinfeccio de fruites i verdures:

— Realitzar un tractament doble de verdures i fruites de consum en cru
consistent en un primer rentat amb aigua potable corrent, per tal d’e-
liminar al maxim la matéria organica (terra, bruticia), i posteriorment,
immersié del producte amb aigua amb clor (50-200 ppm).

— La temperatura de I'aigua utilitzada en el rentat i tractament de ver-
dures i fruites ha de ser superior a la del producte.

— No tallar els vegetals abans de realitzar el tractament de rentat i de-
sinfecci6.

— No deixar els vegetals ni fruites més temps del necessari (5-10 mi-
nuts) en immersio.

— Mantenir els vegetals i les fruites tractades secs i protegits de re-
contaminacié.

— Netejar meticulosament (si cal, raspallar la superficie) i desinfectar
les fruites senceres quan s’hagin d’utilitzar les closques (per exem-
ple de pinya o0 meld) com a contenidors de amanides preparades o la
polpa com a ingredient en amanides.

— Rentar meticulosament i desinfectar amb aigua i clor el julivert o al-
tres herbes fresques addicionades a preparats carnis, formatges,
productes de la pesca o0 menjars preparats.

— Sempre que sigui possible, es recomana rentar i consumir les fruites
pelades, amb la minima antelacié al seu consum.

e Realitzar el transport dels menjars preparats a la temperatura adequa-
da: temperatura de refrigeracio (4 °C - 8 °C) per al transport en fred i
temperatura minima de 65 °C per al transport en calent.
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Unitats territorials de vigilancia epidemiologica

Institut Municipal de Salut Pablica

Servei d’Epidemiologia
Placa Lesseps, 1
08023 Barcelona
Teléfon: 93 238 45 45
Fax: 93 17 31 97

Delegacio Territorial de Sanitat

Seccio d’Epidemiologia
Pg. de Lluis Companys, 7
08003 Barcelona
Teléfon: 93 567 11 60
Fax: 93 567 11 74

Delegacio Territorial de Sanitat

Seccio d’Epidemiologia
Carrer del Sol, 15
7004 Girona

Teléfon: 972 20 00 54
Fax: 972 21 99 07

Delegacio Territorial de Sanitat

Seccio d’Epidemiologia

Av. de I'alcalde Rovira Roure, 2
25006 Lleida

Teléfon: 973 70 16 00

Fax: 973 24 91 40

Delegacio Territorial de Sanitat

Seccio d’Epidemiologia
Av. Maria Cristina, 54
43002 Tarragona
Teléfon: 977 22 41 51
Fax: 977 21 89 54
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Generalitat de Catalunya

Departament de Sanitat i Seguretat Social ‘
Direccié General de Salut Publica v

Codi (reservat a la regi6 sanitaria)

A R Num.

M. Malaltia A. Any R.Regié NOm. de fitxa

Notificacié individualitzada de malalties de declaracié obligatoria

Dades del pacient

Nom Cognoms
Data de naixement Sexe
[ [ Home Dona
Adrega: Ndm Telefon
Carrer |
I I |
Municipi Provincia Districte mpal. Codi
L | L
Pais d'origen Si resideix a l'estranger, especifiqueu-ne el pais Codi

T

Dades relatives a la malaltia

Declaracié del cas

Data d'inici dels

simptomes

setmana nom. |1 de20l 1
Nom de la malaltia
L) 47 Amebiasi " 14 Altres hepatitis viriques (menys AiB) [ 1 24 Rabia
O 53 Botulisme L] 41 Hidatidosi [J 25 Rubéola
[ 01 Brucel-losi — 46 Legionel-losi [ 51 Rubgola congeénita
LI 02 Carboncle 15 Leishmaniosi 1 06 Shigel-losi
O 04 Colera ~ 16 Lepra _ 52 sifilis congénita
"1 05 Difteria — 54 Malaltia invasiva per — 57 Sindrome hemoltica urémica

- — 40 Tetanus
L] 28 Febre botonosa Haemophilus influenzae b - N
O — L 55 Tétanus neonatal

09 Febre gro.ga. o - 18 Ma\a.lna .memngococclca — 7 Titus exanternatic
[T 12 Febre tifcide i paratifoide _ 50 Meningitis tuberculosa — 03 Tos ferina
[] 56 Gastroentritis per - 20 Paludisme 30 Triquinosi
Eschetichia coli O157:H7 — 21 Parotiditis 31 Tuberculosi pulmonar
[T 48 Hepatitis A — 22 Pesta 32 Altres tuberculosis (menys tuberculosi
O 49 Hepatitis B _ 23 Poliomielitis pulmonar i meningitis tuberculosa)
— 35 Xarampid
La declaracié es realitza a partir de
[0 sospita clinica [ confirmacié analitica
Dades del metge declarant
Nom Cognoms
NUm. de col-legiat Provincia de Telefon
col-legiacioé
| o [ bl
Si declara el cap local de Sanitat, esmenteu-hi el municipi
Si es declara des d'un centre sanitari, nom del centre Codi
| [

Municipi Telefon

Data de la declaraci¢

e — |

Signatura
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ANNEX 7

Fitxa epidemiologica. Cas de colitis hemorragica
per E. coli verotoxigena
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Generalitat de Catalunya Codi (reservat a la regid sanitaria)
Departament de Sanitat ‘ |
i Seguretat Social v A A Nam.

M. Malaltia A. Any R. Regié Num. de fitxa

Fitxa epidemiologica. Cas de colitis hemorragica per E. coli verotoxigena

Dades del pacient

Nom Cognoms

Data de naixement Sexe

I T T — Home _ Dona

Adreca: Num. Telefon

Carrer o plaga L

Municipi Provincia Districte mpal. Codi
[ [ L1

Pals d'origen Si resideix a l'estranger, especifiqgueu-ne el pais Codi
[ ——

Data d'inici dels simptomes  Hora

[ E— |

Dades cliniques

Febre O 1.8 O 2 No [0 9.Nc Anémia hemolitica O 1.8 O 2 No [0 9 Ne

Vomits O 1.8 O 2.No O 9. Nc Trombocitopania O 1.8 O 2. No O 9 Nc

Diarrea sanguinolenta [ 1.8i [0 2.No [ 9. N¢ Fallida renal aguda O 1.8 [ 2 No [0 9 Nc

Altres O 1.8 O 2.No O 9.Ne Especifiqueu-ho

Hospitalitzacié Data d'ingrés Centre hospitalari Data d'alta hospitalaria
[ Ssi 1 No

Dades microbiologiques

Aillament [0 1.8i [ 2.No [ 9. Nc¢ Deteccié de verotoxina alafemta (] 1.8i [J 2.No [] 9. N¢
Metode de deteccié de verotoxina Altres proves (especifiqueu-les)

Dades epidemiologiques

Pertany a algun dels seglients grups de risc de transmetre la infeccié?
[l 1. Manipulador d'aliments " 4. Nen que assisteix a guarderia / centre preescolar
[ 2. Treballador d'un establiment sanitari — 5. Nen o adult que es troba en institucions tancades

[T 3. Treballador de guarderia / centre preescolar

Si alguna de les anteriors és afirmativa, especifiqueu el nom, l'adrega i el teléfon del centre

Ha fet viatges a l'estranger 15 dies abans de I'inici dels simptomes? C 1.8 [ 2.No | 9. Nc
Lloc Pais Dates [ L1 11
Lloc Pais Dates [ L 111

Ha tingut contacte amb animals durant els 15 dies abans de I'inici dels simptomes? [ 1.8i [ 2.No [ 9. Nc

En cas afimatiu, especifiqueu el lloc del contacte, l'adreca i el telefon
El cas forma part d'un brot epidémic? — 1.8 [0 2.No ] 9.Nc

En cas afirmatiu, especifiqueu-ho

Hi ha hagut contacte amb malalt o portador durant la quinzena abans de l'inici de la simptomatologia? _| 1.Si L 2. No [J 9. N¢
Nom i cognoms

Nom i cognoms

Nom i cognoms
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Consum d'aliments sospitosos (durant la quinzena anterior a l'inici dels simptomes)
Carn de vedella o bou O 1.8 O 2.No "1 9.Nc O bencuita [ poccuita [ crua
Lioc de consum
[0 Domicili. Nom i adrega de l'establiment on va ésser adquirida Data d'adquisicio
L 111
Data de consum

[0 Restaurant. Nom i adrega
L1

Llet O 1.8 O 2.Ne O 9.Nc O crua O pasteuritzada

Lloc de consum
Data d'adquisicié

I
Data de consum

[0 Domicili. Nomn i adrega de I'establiment on va ésser adquirida

O Restaurant. Nom i adreca
L 111

Altres aliments sospitosos (vegetals crus..) [ 1.Si [0 2. No [ 9. Nc. En cas afimatiu especifiqueu-los

Lloc de consum
Data d'adquisicié

[
Data de consum

[0 Domicili. Nom i adrega de I'establiment on varen ésser adquirits

[0 Restaurant. Nom i adrega
L 111

Tipus d'aigua consumida durant la quinzena abans de l'inici dels simptomes?

[J 1. Xarxa publica. Especifiqueu-ho
[0 2. Pou. Especifiqueu-ho

[l 3. Font. Especifiqueu-ho

| | 4. Altres. Especifiqueu-ho

Posteriorment a I'aparicié d'aquest cas, s'han presentat altres casos de malaltia entre:
Amics _ 1.8i [ 2 No Familiars — 1.8i [0 2.No Companys de classe / treball?  [] 1.8i — 2.No

En cas afirmatiu: Nom i cognoms

Nom i cognoms

Nom i cognoms

Mesures adoptades

Comunicacié a Higiene Alimentaria — 1.8 [0 2.No Data [ |

Comunicaci¢ a Veterinaria T 180 [ 2.No Data _ | | | |

Control i evolucié

Curagcié — 1.8i [0 2.No — 9. Ns/Nc

Comprovacié de curacid microbioclogica T 1.8i 1 2.No Il 9. Ns/Ne
Resultat del 1r. coprocultiu (1 1.+ 1 2.- Data __ | 1 | 1
Resultat del 2n. coprocultiv [ 1.+ ] 2.- Data

Defuncié — 1.8i [0 2.No — 9. Ns/Nc Data de defuncié

Observacions

Dades de I'enquestador

Nom de I'enquestador Teléfon Data de tancament de la fitxa
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