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LIEBE

Ist Liebe eine Macht, die iber mich kommt? Dann kann ich die Liebe nur dem
blinden Zufall (iberlassen. Ich habe Gliick und sie kommt zu mir, oder ich habe Pech
und sie kommt nicht.

Oder ist Liebe eine Arbeit? Dann ist sie nicht eine Sache des Zufalls. Sondem
dann ist sie meine Sache, mein Werk. Jeder weif}, wie wichtig Liebe ist, alle suchen
Liebe, trdumen von Liebe. Aber keiner denkt, man mup Liebe lemen.

Es ist unser Schaufensterdenken. Wir sind das Kaufen gewchnt. Wir suchen so
lange, bis wir im Schaufenster unseres Lebens das richtige Obijekt gefunden haben -
und dann denken wir: Jetzt labe ich Sie, die Liebe.

Aber Liebe ist nicht eine Frage des Objekts, sondem eine Frage des kdnnens.

Wer Liebe lernen will, fir den muf Sie wichtiger sein ais alles andere. An alles
andere geben wir unsere Energie: an den Erfolg, an die Macht, an das Geld.

Fast keine Miihe verwenden wir auf das Lemen der Liebe.
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IV. RESUMEN

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es el agente infeccioso mas comiin capaz
de causar diarrea, principalmente en los paises en vias de desarrollo y en tunstas. La
incidencia anual de las infecciones por ETEC se estima en 650 millones de casos de

diarrea, causando la muerte en 800,000 nifios menores de 5 afios.

A ETEC se le han descrito dos factores de virulencia muy importantes; las fimbrias
que promueven [a adhesion y colonizacion, y ia capacidad de secretar toxinas termoiabil
(LT) y termoestable (ST). Otro factor de virulencia es el lipopolisacarido (LPS), ya que

tiene una gran capacidad endotoxica.

Las contribuciones en las caracterizaciones fenotipicas en ETEC como serotipo,
perfil de produccidn de enterotoxinas y tipo de fimbria que expresan han sido miltiples. Sin
embargo, el conocimiento de la existencia clonal es pobre o tnexistente. El objetivo del
presente trabajo es conocer la clonalidad en cepas de ETEC y proponer una clasificacién
basada en el genoma completo digeride con la enzima Not I de 36 cepas de ETEC mediante

perfiles de electroforesis de campos pulsados.

De las 36 cepas de ETEC con diversos perfiles de enterotoxinas y que expresan
diferentes fimbras se encontraron alrededor de 30 diferentes patrones electroforéticos de
campos pulsados, por lo que se concluye que las cepas no tienen un misme ancestro, sino

que son clonas que en otro tiempo fueron clonas independientes.

M



V.  JUSTIFICACION

La diarrea aguda infecciosa es un problema prioritario en ia poblacidn infantil de
paises en desarrolle. Uno de los principales agentes etiologicos capaz de causar diarrea es
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC ), y sus principales eventos de patogenicidad son
adherencia {CFAs ) y produccion de toxinas (LT /ST ). Se conocen ya mas de 20 CFAs

diferentes, sin embargo, se desconoce si poseen un ancestro comun.

V1l OBJETIVO GENERAL

Estudiar la clonalidad de las cepas de E. coli enterotoxigénica que expresan diferentes
CFAs.

VII. OBJETIVOS PARTICULARES

» Utilizar una coleccién de cepas de ETEC que expresan diferentes CFAs, serotipos y

toxinas elegidas al azar y a doble ciego.

+ Estandarizar el método de Electroforesis de Campos Pulsados.

« Estandarizar el método de digestion con la enzima Not [ para las cepas de referencia.

s Definir los patrones obtenidos para la coleccion de cepas de ETEC.

s Definir la existencta o no de clonalidad.
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1. GENERALIDADES
1.1. Familia Enferobacteriaceae
La familia Enterobacteriaceae es el grupo mas grande y heterogéneo de bacilos Gram

negativos con importancia clinica. Se han descrito por lo menos 27 géneros y 102 especies.
( Tabla 1).1%7"

Género No. de Especies Género No. de Especies
Citrobacter 4 Klebsiella 7
Edwardsiella 4 Kluyvera 2
Enterobacrer 13 Morganelia 2
Escherichia 5 Proteus 4
Shigella 4 Providencia 5
Ewingella 1 Salmonella 7 subgrupos
Hafnia 2 Serratia 10
Yersinia 11

Tabla 1. Géneros y especies de Enterobacterias. '

1.2. Fisiologia y Estructura

Los miembros del género Escherichia son bacilos Gram negativos, moviles, no
esporutados, sin agrupacion caracteristica, y miden de 0.6 a 0.8 um de ancho por 2 a 4 de
largo. El contenido de G+ C es de 49 - 52 %. { Figuras 1 y 2).'*7



Figura 1. Tincién de Gram de E. cofi ”

. Figura 2. Microscopia electronica de £ cofi.”
1.3. Caracteristicas Microbioldgicas

Son microorganismos facultativos, se desarroflan con 18 ~ 24 horas de incubacién a
37 ° C. Sus requerimientos nuiricionales son simples, fermentan la glucosa y 1a lactosa y
reducen el nitrato . Las colonias suelen ser blancas a grisdceas en medios sin indicador, de 2

a 6 mm de didmetro, no hemoliticas, convexas, de bordes regulares y aspecto hitmedo.

Algunos medios selectivos donde pueden ser identificadas debido al indicador son

Agar Fosina Azul de Metileno (EMB) y Agar ENDO, en donde se observan colonias con

reflejos metalicos verdosos debido a la fermentacién de lactosa. { Figura3). '% % %"

Figura 3. Colonias de E. colf en EMB.*



Dentro de sus caracteristicas bioquimicas se encuentran que son indol positivas, citrato

. : 1]
negativas y ureasa negativas.

1.4, Habitat

Escherichia coli es un moo. ubicuo que se encuentra en suelo, agua 'y vegetaciéﬁ; v
forma parte de 1a flora intestinal coman en la mayoria de los animales e incluso humanos.
Es el nucroorganismo anaerobio facultativo encontrado en mayor proporcién en el
mtestino, presentandose a densidades normales de aprox. 10 ¢ células por gramo de
contenido en ef colon. Sin embargo, es un componente menor de la flora intestinal toial. E.
coli es una de las primeras bacterias en colonizar a recién nacidos, generalmente

proveniente de las heces de la madre (tanto en humanos como animales).

Generalmente no se aisla de productos alimenticios frescos como queso o leche, a

: : : V. 10,27,
menos que hayan sido contaminados recientemente. - '™2



2. IMPORTANCIA CLINICA

2.1. Epidemiologia

Las enterobacterias son responsables del 30 al 35 % de todas las septicemias, més
del 70 % de las infecciones del tracto urinario y muchas infecciones intestinales. > '*
El género Escherichia consiste en 5 especies, entre las mds importantes estan: E. coli y E.

blaitae.

E. coli es el moo. mas frecuentemente aislado en casos de septicemia. Se asocia a
mas del 80 % de las infecciones del wacto urinario, hasta el 75 % (junio con estreptococos
del grupo B) de los casos de meningitis neonatal y a 45 % de las gastroenteritis; siendo esta

tiitima el motivo de la presente investigacion. VL6273 (Figura 4).

B Escherichia sp
m Gtrobacter sp.
3 Serratia sp.

O Proteus sp,

@ Enterobacter sp.
g1 Kebsiella sp.

% Otros

Figura 4. Enterobacterias asociadas a bacteriemias. *7

2.2. Transmision

En las infecciones gastrointestinales causadas por E. coli hay tres principales vias de
transmisién. La primera y 1a més comin es la ingestion de agua y alimentos contaminados
con heces de animales o humanas, el contagio fecal-oral. La segunda es por infecciones

nosocomiales, mismas que representan un grave problema de salud piblica. Estas

10



infecciones son generalmente de heridas, neumonia secundaria y peritonitis La tercera es

por diseminacién endogena en individuos susceptibles. . 2

23. Serotipos

El género Escherichia se clasifica seroiégicamenté basandose en tres tipos
principales de antigenos: lipopolisacindo ¢ somdtico (0), capsular (K} y proteinas
flagetares (H). El término serotipo se usa sélo cuando se conocen los antigenos O y H. Si
no se identifica el antigeno H se debe usar el término serogrupo. Los tres antigenos estin

codificados por DNA cromosomal.

El antigeno somatico (O} estd compuesto principalmente de complejos de
lipopolisacarido y forma parte de la estructura de la pared bacteriana. La inmunogenicidad
de las unidades repetidas de polisacarido es precisamente lo que le da a estos antigenos su
especificidad. Es muy comun que se presenten reacciones cruzadas con este antigeno entre
algunas E. coli y Shigella o Salmonella. Existen sin embargo, algunas cepas que carecen de
estas cadenas de lipopolisacaridos y se vuelven autoaglutinables. A estas cepas se les

denomina OR (por rugosas).

Los antigenos capsulares (K) son principalmente polisacaridos acidos divididos

inicialmente en tres tipos: A, B o L; dependiendo de su sensibilidad al calor. (Tabla 2). 7

Antigenos Capsulares Caracteristica
A Es inactivado a 121 ° C por una hora.

B Soporta temperatura de 100 ° C.
" | No pierde el poder de unir Aba 121 ° C.

L Soporta temperatura de 100 ° C.
Pierde el poder de unir Aba 100 ° C por una

hora.

Tabla 2, Caracteristicas de fos antigenos capsulares "




La diversidad antigénica de los antigenos flagelares (H) se basa en los diferentes
tipos de flagelina presente en la estructura.

En el primoaislamiento de E. coli, las cepas son no méviles o escasamente méviles,
condicién que cambia generalmente al pasar las cepas a un medio semisélido. Solo esas
cepas se tipifican para el antigeno flagelar. Aquellas cepas que no adquieren la capacidad
de movilidad, se les designa como no moviles (NM) o H -. (Figura 5). %27

Fagelo {enhgeno H)

Capswla Loohgeno K o W)

Lipopohsacendo {LPS) o
endotoxing

Membrong externa
Espocio periplasmico
Lipoproteing
Pephdoglicanc

Membrona mterne

Ciroplasme

Fils

Figura 5. Estructura Antigénica de E coli ¥/

Las cepas de E. coli que causan gastroenteritis se subdividen en 5 grupos:
Enteroinvasive (EIEC), Enteropatogénico (EPE(C), Enterohemorragico (EHEC),
Enteroagregativo (EagEC) y Enterotoxigénico (ETEC). 7
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Las Enteroinvasivas son capaces de invadir y destruir €l epitelio del colon,
causando fiebre y calambres, con sangre y leucocitos en las heces. La mayoria de las cepas
son no moviles. El caracter de invasividad se confirma mediante la prueba de Sereny,
consistente en inocular la bacteria en el ojo de un cobayo, induciendo queratoconjuntivitis.
En paises tropicales son una causa importante de diarrea tipo disenteria.

Estas cepas de E. coli invasivas actian principalmente en el intestino grueso. Lz

Las Enteropatogénicas son una causa muy importante de diarrea infantil en paises
en vias de desarrollo. La enfermedad se induce por la capacidad del microorganismo para
adherirse a la membrana plasmatica de eritrocitos y causar destruccidn de las

microvellosidades adyacentes del intestino delgado. a7

E. coli Enterohemorrigica es capaz de producir una toxina parecida a la de
Shigella, denominada Shiga-like o verotoxina (debido a que causa un efecta citopatico en
la linea celular Vero en cultivo de tejido). Se han descrito dos toxinas: una homéloga a la
de Shigella disenteriae y otra con una homologia con la de Shigella del 60 %. Es muy
importante la dosis infecciosa de E. coli, que es muy pequefia en comparacion con otras
enterobacterias. Se reportan casos de hasta 2 bacterias por 25 g de comida como dosis

infecciosa.

Las enfermedades que se presentan van desde diarrea leve sin complicactones hasta
colitis hemorragica con dolor abdominal intenso o diarrea sanguinolenta y fiebre A estas
cepas también se asocia el Sindrome Hemolitico Urémico, que es insuficiencia renal aguda,
trombocitopenia y anemia hemolitica, EI 50 % de las cepas enterchemorragicas pertenecen
al serotipo 0157. H7. La enfermedad por EHEC se presenta con mayor frecuencia en los

meses cilidos del afio y en nifios menores de 5 afios. L. 22, 36.

E. coli Enteroagregativo, es conocido como enteroadherente, se asocia con diarrea
persistente o cronica en lactantes, caracterizada por durar mas de 14 dias. Las caracterizan
los diferentes tipos de adherencia resistente a D-Manosa en cultivo celular, y se sugiere que

- rys 7.
producen una toxina termolabil. 1.z



Por itltimo, las cepas Enterotoxigénicas causan diarrea secretora segumida de un

periodo de incubacion de 1-2 dias y duracién de 3-4 dias y los sintomas que se presentan

son espasmos, vomito y diarrea acuosa.

Las ETEC se caracterizan, como su nombre lo dice, por la produccion de 2

enterotoxinas, una de ellas similar a la toxina del colera. La toxma termolabil (LT), se

destruye al calentaria a 100 ® C durante 30 minutos, y la otra es termorresistente (ST). La

produccion de ambas toxinas esta codificada por plasmidos, que en subculuvo se pierden

facilmente. En su mayoria también codifican para resistencia a antimicrobianos y/o para los

pilis de adherencia que producen (excepto para CS2). Entre los mas importantes estan: K33

en cerdos, K99 en vacas y Factores de Colonizacion (CF) er humanos, por lo que se

establece la infeccidn especie-especifica. .2 (Tabla 3).

Grupo Serotipos mis comunes

Enteroinvasivo 028 H-, OlflZacH-, 0124 H30, 124 H32, O124H-, O136.H-, 0143 H-
0144 H-, 0152.H-, 0159 H-, 0167.H4 , O16THS

Enateropatogénico 0182007, O20.H26, 020H33, O25HI. 0D26HII, 026.H-, 044H34,
0355.H6, 055H7, 055.H-, 086.H27, 086.H34, 086 H-, 091 H7, 091 H-,
O H2, O111L.HI2, 0111 H-, O1H14H10. 0114 H32, Ol 19 H6, O1§9.H-,
0125.H21, O125H-, 0126 H2, Q126.H-, O127.H9, 0127 H21, 0127 H40,
0127 H-, O128.H2, 0128 H7, OI128H8, 0128HI2, O128H-, 0142 Hé,
O158 H23.

Enterohemorragico DAH-, 05 H-, 01606, 026 HI1, 026 H21, 026 H32, 046.H31, 048 H21,
035547, O9LHIO, O91.H21, 09H-, Oil1H2, Ol11H8, OIllLH-
Q113 H21, 017 HI4, Ol118.HIZ, O119.H6, G125 H-, 0O126.H8, 0128 H2,
0145 H-, 0157.H7, 0157 H-, O172.H-.

Enteroagregativo 0711, 077 1118, 086 H-, 0126.1127. 0127 H2.

Enterotox1génico

05HI6, O8H9, O11.H27, 0I5 H1I, 020.H-, 023 H42, O25H-, O27HT,
078 H11, 078 H12, 0128 H7, O148.H28, 0149.H10, G159.H20, O173. H-.

Tabla 3 Serotipos de E. coli. d




2.4. Factores Antigénicos de Colonizacion (CFAs)

ETEC se adhiere a las superficies epiteliales del intestino mediante estructuras
superficiales filamentosas, denominadas CFAs. Hasta la fecha, se conocen 20 diferentes
CF As en ETEC aisfadas de humanos (Tabla 4), siete de ellos estan bien caractenzados, y se
enlistan a continuacion: CFA/I y los componentes de superficie CS1 a CS6 de CFAT y
CEA/V. Los diferentes CFAs se asocian a determinados serogrupos y algunos con un solo
serotipo. Estos son detectados entre el 50 al 80% de los aislamientos clinicos de ETEC. Sin
embargo, los mas frecuentes en estudios epidemiologicos de un gran nimero de areas
seograficas, son CFA/L, C81 y C86. En otros paises, estos CFs estan ausentes del todo, sin
encontrar una prevalencia hacia otras fimbrias, lo que sugtere que probablemente su
diversidad sea mayor o bien que sea un reameglo estructural de estas mismas fimbrias

ejercidas por la presion del hospedero para evadir la respuesta inmune. (Figura 9).

Actualmente, estos veinte CFAs conocidos de ETEC aisladas de humanos, se han
clasificado en cuatro familias, de acuerdo a su morfologia (ya sea de fimbrias & fibrilas} e
inmunogenicidad. El grupo o familia de fimbrias de CFA/ esta constituide por: CFA/L,
CS1, CS2, C$4, CS14, €817 y CS19; mismas que estan relacionadas genéticamente (ver
arbol filogenético). La existencia de esta familia de fimbnas, se debe probablemente a la

L. L 311, 14,19,21. . -
presion inmunoldgica ejercida por el hospedero. MLILZLE (Eioura 6).
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Figur2 6. Arbol filogenético del grupo de fimbrias Tipo CFA/ de ETEC humanas. "
Probable relacion gendtica de fimbrias basado en la secuenciacion amuno terminal de las

mismas

Recientemente, en la infeccién natural en humanos se ha descrito la presencia de
anticuerpos que reconocen epitopos comunes, asi como anticuerpos de sueros hiperinmunes
contra: CS1, CS2, CS4, PCFO166 y CS17, que son capaces de unirse a Secuencias

continuas de la subunidad CFA/I, que sugiere que su exposicion es en la superficie.
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Los diferentes CFAs se han clasificado como fimbrias o fibrilas, de acuerdo a su
morfologia Asi, las fimbrias como CFA/1 y CS1 son proteinas rigidas, como cabellos
filamentosos. Estan constituidos por cienios de copias de una subunidad de una proteina
estructural. (Figura 8) Por el contrario, las fimbnas CS5 y C87 tienen dos fibnilas

arregladas en una doble hélice, por lo que son més delgadas y flexibles. (Figura 8). ™' 19,

21,22, 26

Figura 7 ETEC expresando fimbnas CFAM

Se conocen muy bien los diferentes CFs que existen, asf como sus componentes de
supetficie (CS). Algunas de sus caracteristicas se resumen en fa tabla 4 y su morfologia se

aprecia en la figura 7.



CF Cs Morfologia Tamarfio Toxinas Serogrupos
(kD) Comunes
Familia CFA/X
CFA CFA/1 7 nm 150 ST+LT,ST 04,07,015,020025,
063,078,0110,
0126,0128,0136,01
53.0159.
CS1 CS1 7 nm 165 ST+LT 06,0139,
CS2 CS82 7 nm 153 ST+LT O6.
CS4 CSs4 6 nm 170 ST+LT 023
PCFOl66 (CS14 Tam  155/170 ST 020,071,098,0166.
CS17 CS817 7 nm 17.5 LT 08,015,048,0114,0
146,
CS19 CS§19 7 nm 16.0 ST+LT Os.
Grupo ‘CS8%’
CS3 CS5 5 nm 21.0 ST 06,029,052,0114,0
115,0167
CcSs7 CSs7 3-6nm 21.5 ST+LT 01501030114
PCFO9  (CSi3 270 LT 09,0143,
€S20 €S$20 7 nm 208 ST+LT 017
PCFO20 (818 7 nm 250 ST+LT 020
Tipo IV
CFAMI CS88 7nm 18.0 LT 025
Longus CS821 7 nm 220 ST+LT, 02,06,08,020,025,
ST,LT (49,0128,0139.
3786 CS15 163 sT Q117.
Diferentes
CS3 CS3 2-3nm 151 ST+LT 08,09,078,080,011
5,0128,0139,0168.
CS6 Cs6 145/160 ST+LT, 025027,092,0148,
ST.LT 0153,0159.
PCFQ148 CS11 3 nm ST+LT 0148,
PCF0O159 (CSi2 7 nm 190 ST+LT 0159
2230 CS10 16.0 ST 025.

Tabla 4. Caracteristicas de CFs de ETEC humanas. "'
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Figura 8. Morfologia de fimbrias: a) Fimbria P de E. coli uropatogénica. b) Fimbria CFA/L. ¢) Fimbria rigida.
d) M(lyf!elo de un CF fibrilar. €} Modelo de CF fibrilar. £} Modelo de K99. g) Modelo de una fimbria CS5 ¥
Ccs7.

De la misma manera, se ha hecho un mapa de la distribueién geogrifica de ETEC
humanas dependiendo del CF expresado (mas no de los componentes de superficie CS).

. 4.19,2 .
(Flglll’a 9). 3,11 9,21,22,26,30

Figura 9. Distibucién geografica de ETEC: Az = Regiones endémicas de CFA/I, Rojo = Regiones
endémicas de CFA/T], Amarilto = Regiones endémicas de CFA/IV, Verde = Regiones endémicas de CFA/L y
CFA/H. Naranja = Regiones endémicas de CFA/M y CFA/TV. V'
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2.5. Toxinas

El 35 % de las cepas de ETEC aisladas en el mundo expresa la toxina termolabil (LT),

otro 35 % expresa ambas toxinas y el restante 30 % expresa [a toxina termoestable (ST).

La toxina termoestable es una proteina de peso molecular pequefio con numerosos
enlaces disulfuro, que le confieren estabilidad al calor. No se conoce exactamente la

funcién de esta toxina, aunque se postula que también induce diarrea secretora. >’

La toxina termolabil es del tipo A-B (es decir, que consta de una subunidad Ay una
o varias B), o similar a la toxina del célera. La subunidad A es responsable de la actividad
enzimatica intracelular de la toxina, mientras que ia subunidad B media la unién a la célula

para facilitar Ia transferencia de la subunidad A al interior. LUL1L27 (Bigura 10).

Figura 10. Internalizacion de Ia toxina termoldbil. ¥
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3. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

En afios recientes, la investigacion en epidemioclogia y patogénesis ha utilizado una
gran variedad de téenicas derivadas de inmunoclogia, bioquimica y genética. A estos
estudios se les conoce como epidemiologia molecular. Las técnicas mas desamolladas se
refieren a bacterias, ya que las aplicadas a hongos estan ain en desarrollo y el estudic de

virus se restringe a unos cuantos centros especializados. 3

La suposicion basica para cualquier sistema de tipificacidén es que aislamientos
epidemiolégicamente relacionados se deriven de 12 expansion clonal de un solo precursory,
por lo tanto, comparten caracteristicas y difieren de aquéllos no relacionados
epidemiolégicamente, La utilidad de una caracteristica particular para tipificar depende de
su estabilidad en una cepa y su diversidad entre especies Sin embargo, aislamientos de
moos. patdgenos pueden mostrr menor diversidad genética que las cepas ambientales y
clinicas. A estos -aislamientos patégenos que representan los grupos genéticamente
relacionados se les conoce como linajes. Estan caracterizados por factores de virulencia que

ayudan a la colonizaci6n y persistencia ¢ invasion en el sitio de infeccién. 7. %

3.1. Criterios para evaluar un sistema de tipificacién -

Algunos de los criterios que debe cumplir un sistema de tipificacion son:

e  Sucapacidad de tipificar: que es Ia habilidad de obtener resuitados precisos y positivos
pasa cada aislamiento analizado.

»  Su reproducibilidad: que consiste en obtener el mismo resultado con la misma técnica
cuando se analiza la misma cepa varias veces.

e Su poder discriminatorio: que es, la habilidad para diferenciar entre cepas no
relacionadas. Con una técnica ideal, se deberfa reconocer cada aislamiento no
relacionado como Onico, aunque en la practica ta mayoria de las técnicas se consideran
estadisticamente (tiles si el tipo mas comin que detecta se encuentra en < 5% de la

poblacién. &
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Los métodos se clasifican generalmente en técnicas fenotipicas y genotipicas Las
primeras se basan en detectar caracterisiicas expresadas por el microorganismo y las

segundas conllevan el anilisis del DNA cromosomal o extracromosomal. 3

3.2. Técnicas fenotipicas

Estas técnicas dependen generalmente de la capacidad del microorganismo de alterar
espontineamente la expresién de la caracteristica estudiada. La gran limitacién de estas
técnicas son 1as nUMercsas cepas que no son tipificabies ya que presentan un fenotipo Nulo

o Cero,

« Biotipificacidn: Se establece el patron de actividad de < 20 enzimas celulares
metabdlicas. Los sistemas automatizados son disefiados para identificar la especie. Se
practica en varios laboratorios de microbiologia como rutina. Dos grandes fallas son,
que el poder de discriminacidn es pobre y que las mutaciones al azar pueden confundir

la interpretacion de los datos. *

* Susceptibilidad a antimicrobianos: En laboratorios clinicos se hace de rutina para
evaluar la mayeria de los aislamientos bacterianos. La determinacién es manual o en
equipos automatizados, es ficil de realizar y relativamente barato. En esmdios
epidemioldgicos no tiene mucha utilidad por la vanacidn fenotipica y la resistencia a
antimicrobianos. Es importante que entre cepas diferentes puede haber intercambio de
plasmidos u otros elementos de DNA extracromosomal y por lo tanto desarrollar un

perfil similar o idéntico. ”

s Serotipificacion: Los microorganismos de la musma especie pueden difenit en la
expresion antigénica de su superficie celular. Esos cambios se detectan mediante esta
técnica usando herramientas de inmunologia. Para ciertos moos. como Salmonella y
Shigella es una técnica ripida y sencilla, aunque tiene serias limitaciones. Por ejemplo,
los sueros poli y monoclonales son generalmente caros y dificiles de conseguir, ademas

de poseer uts pobre poder de discriminacidn =
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Bacteriofagos y Bacteriocinas: Se han identificado los bacteriofagos liticos para algunas
especies como S. awrews y Salmonella. Los aislamientos se caractenzan por su
susceptibifidad o resistencia a Ia lisis cuando se les enfrenta a un panel de bacteridéfagos.

. . s . 7
No es una téenica sencilla y muchas cepas quedan sin tipificar.

Eleciroforesis de proteinas e inmunoblot Se detectan variaciones en proteinas
estructurales. En la electroforests se aislan células enteras o proteinas de superficie. En
un gel de poliacrilamida (como e! SDS-PAGE) se separan las muestras y se tifie con un
colorante como Azul de Coomasie¢ para observar el patrén resuitante. Las proteinas

pueden ser marcadas radicactivamente y se toma una autorradiografia.

En el ensayo de inmunoblot se transfieren los productos bactertanos a una
membrana de nitrocelulosa y son detectados con antisueros cepa-especificos y/o con un
pozo de sueros humanos. Todas las cepas se pueden tipificar aunque resulta dificil

interpretar los resultados por el gran nimero de bandas proteicas detectadas. ¥ 2%

Electroforesis de enzimas mulfilocus: Detecta diferencias en la movilidad
electroforética de enzimas metabdlicas solubles individuales. Las proteinas se separan
mediante un gel de almidén y las enzimas se detectan con sus substratos especificos.
Los cambios en la movilidad reflejan sustituciones de aminoacidos, gue alteran la carga
de 1a proteina y por lo tanto se detectan variacienes en los genes que codifican para la
enzima. Esta técnica no es ficil y tiene poca aplicacién en estudios epidemiolégicos.
Sin embargo, es muy Gtil para obtener datos cuantitativos de la genética de poblaciones

de especies patogenas. ***
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3.3. Técnicas genotipicas

Surgen como una alternativa a las técnicas fenotipicas debido a los problemas que

presentan éstas iltimas, de baja reproducibilidad y poder de discriminacion Muchos

sisternas usan métodos basados en DNA. El mayor problema (ademds de la dificultad

técnica) es la interpretacion de los resultados

»

Perfil de plasmidos: En la técnica mas basica, fos plasmidos se aislan de cada cepa y
por electroforesis se separan en un gel de agarosa para determinar el nimero y tamaiio
de los mismos. Los plasmidos también se pueden digerir con endonucleasas de
restriccion y comparar ¢l namero y tamafio de los fragmentos resultantes. Aunque la
diferenciacién para aquellas cepas que carecen de plasmidos o poseen sélouncodoses
pobre, la técnica es muy sencilla. El problema es que al ser elementos
extracromosomales de DNA, pueden perderse o ganarse espontineamente por otias

cepas, lo que lo hace dificil de interpretar. 4

Restriccidn con endonucleasas de DNA: Las enzimas de restriccion cortan en una
secuencia de nucledtidos especifica y el nimero y tamafio de los fragmentos generados
reflejan la frecuencia y distribucion de estos sitios de restriccién. Las endonucleasas
usadas tienen sitios de restriccidn frecuentes, por lo que generan cientos de fragmentos
que van desde las 0.5 kb hasta 50 kb. Los fragmentos se separan en gel de agarosa por
electroforesis {con un campo eléctrico constante). Los patrones o perfiles se tifien con
bromurc de etidio y se observan con luz ultravioleta. Cepas diferentes de la misma
especie présentan perfiles diferentes debido a las variaciones en su DNA. La mayor
limitaci6n es la dificultad para interpretar los perfiles tan complejos. También se puede

confundir Ia presencia de plasmidos con un fragmento de DNA cromosomal. ’
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Southern Blor de DNA cromosomal: Los fragmentos de la restriccién enzimatica se
separan en gel de agarosa mediante electroforesis y se transfieren a una membrana de
nitrocelulosa o nylon. Un fragmento de DNA marcado se usa como prueba y se detectan
fragmentos que contienen secuencias homologas (foci) a la prueba. Las variaciones en
nimero y tamafo de los fragmentos se conocen como RFLPs (Restriction Fragment
Length Polymorphism), que reflejan el nimero de loci homdlogos a la prueba y el lugar
de los sitios de restriccion que flanquean esos loci. Todas las cepas que contengan una
secyencia homéloga a la prueba se pueden tipificar y los resultados son muy
reproducibles. El poder discriminatorio est en funcién del nimero y variabilidad de los
fragmentos detectados, Los analisis de Southern Blot de genes que codifican para
funciones metabélicas o factores de virulencia se usan para tipificar aslamientos. Los
ribotipos se basan en el andlisis de Southern Blof que detecta polimorfismos asociados
con el operon ribosomal. Todas las bacterias tienen estos operones y las secuencias
ribosomales son altamente conservadas, por lo que todos los aislamientos son

tipificables. ©

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Es muy dtil en la deteccién de agentes
infecciosos. Esta técnica replica (amplifica) ripida y exponencialmente fragmentos de
DNA (templado) delimitados por cebadores. Se requiere de una DNA polimerasa, el
templado y dos oligonucledtidos o cebadores pequefios que son complementarios al
templado. El producto se genera en pacas horas. Una gran dificultad consiste en
preparar muestras libres de contaminacion, ya que se pueden obtener falsos positivos o
negativos. Los productos de PCR se analizan en gel de agarosa por electroforesis,

tefiido con bromuro de etidio y observado con luz ultravioleta. ™%

Secuenciacion de DNA: Maltiples aislamientos se comparan al secuenciar el mismo
locus de cada uno de elios. Ya se ha usado en estudios de variacion natural en
poblaciones bacterianas y los resultados son muy confiables y objetivos. La limitante es

ia calidad de la técnica y los costos. =
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Electroforesis de campos pulsados {PFGE): Es una variacion de la electroforesis en gel
de agarosa, y permite ¢l andlisis de DNA cromosomal (e incluso de plasmidos). El
DNA es digerido con enzimas de restriccién de corte poco frecuente, generando entre
10 y 20 fragmentos que miden de 30 a 800 kb, Todas las cepas se pueden tipificar con
esta técnica, y aunque es un poco més tardada que otras {de 6 - 10 dias, dependiendo del
moo } y se requiere equipo y reactivos caros y especializados, se obtienen resultados
muy reproducibles. La técnica tiene un gran poder discriminatorio y de comparacion,

superior a cualquiera de Jas otras técnicas disponibles.

Los fragmentos obtenidos de la digestidn enzimitica forman un perfil de bandas,
también Hamado huella digital (Fingerprint), que representa ¢l DNA completo de la
bacteria (a diferenciz de las otras técnicas genéticas que s6lo analizan un fragmento del
DNA), detectando variaciones entre cepas, tan pequeiias como una mutacién puntual o

una delecion hasta cambios mayores como nserciones o recombinacién, "% 131516,

7,18, 20, 23, 24,25, 29, 32,33, 34

(Tabla 5).

Sistema de Tipificacién | Cepas Tipificables | Reproducibilidad |  Diferenciacion

Meétodos fenotipicos

Biotipificacion Todas Pobre Pobre
Susceptibilidad a Todas Pobre Pobre
antimicrobianos

Serotipificacion La mayoria Buena Pobre
Bactenofagos La mayoria Pobre Pobre
Inmunoblot Todas Excelente Bueno
Enzimas Muliilocus Todas Excelente Bueno
Métodos genotipicos

Perfil de Plasmidos La mayoria Pobre Pobre
Restriceion con Todas Buena Pobre
Endonucleasas

Ribotipos Todas Excelente Bueno
PFGE Todas Excelente Excelente
PCR Todas Excelente Buene
Secuenciacién Todas Excelente Excelente

Tabla 5. Caracteristicas de los sistemas de tipificaciém bacteriana ®
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Diseio del estudio

¢ Se seleccionaron 30 cepas de ETEC provenientes de nifios con y sin diarrea del estudio
epidemiologico reatizado por el Dr. Alejandro Cravioto y cols, y 6 cepas de referencia

de ETEC obtenidas de! mismo.

e Las cepas de ETEC tienen como caracteristicas expresar diferentes CFAs y

enteroioxinas, ademas de perienecer a diferentes serotipos.

» FEl estudio es doble ciego va que el tutor y la estudiante desconocen las caracteristicas de
las diferentes cepas de ETEC, hasta obtener el reporte de los perfiles de electroforesis en

geles de agarosa por campos pulsados.

4.3, Caracteristicas de las Cepas de ETEC

A continuacién se enlistan las caracteristicas de las 36 cepas de Escherichia coli

enterotoxigénica (ETEC) analizadas:

No. cepa Cédigo | Serotipo Fimbria Edad del Presencia Perfil de
del mifio de diarrea toxinas
nifio {Meses)
E-1 850215 | O159:H- CFA /1 il NO D
E-4 850301 | O159:H- CFA/1 17 SI D
E-7 850306 | 0159 :H- CFA/1 20% NO D
E-10 850207 | 029 :H21 CFA/1 8% S1 A
E-13 §50208 | 029 :H2i CFA /1 9 S A
E-1i6 850301 | 029 :H2I CFA /1 22% NO A
E-19 850403 | 029:H21 CFA /1 21 St C
E-22 850203 | O78:H12 CFA /1 10 S A
E-25 850212 | O78 :H12 CFA/I 1942 NO C
E-28 850511 | O78:H12 CFA /1 10\ NO A
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No. cepa Cddigo del | Serotipo Fimbria Edad del Presencia Perfil de
nifio niio de diarrea toxinas
(Meses)
E-2 | 850108 |0159:H4|CFAAV {C56) i4 NO B
E-5 850312 | 025:H- | CFA/IV (CS6) 8 S1 B
E-8 860609 (025 : H42| CFA/V (C84) 9 Sk B
E-11 850103 |025:H42| CFA/NV (C84) 23 NO B
E-14 850403 1025 : H42| CFA/V (CS4) 12% S¥ B
E-17 850502 1078 : H1Z|{ CFA/IV (C84) 17% S C
E-20 850502 1078 :Hi12|CFA/MIV (CS4) 17% S¥ C
E-23 850206 08 : H- |CFA/IV (CS6) 16% NO B
E-26 850318 | O8.H9 |CFA/IV(CSY) 1 DIA NO C
E-29 850513 08 : H9 | CFA/TIV (CS6) 5% NO B
E-3 850102 | 06:Hi6 | CFA/MI(CS1) 22% NO A
E-6 830204 | 06:H16 | CFA/M(CS3) 24 NO C
E-9 830209 } O6:Hi6 | CFAM(CS3) 20 NO C
E-12 850210 | 06:HI6 | CFA/M (CS3) 21% NO C
E-15 850505 | 06:H1i6 | CFAME(CS3) 10 NO B
E-18 850215 | 06:HIl6 | CFAM{CS3) 184 S1 C
E-21 850301 | 06:H16 | CFAM(CS3) 23 NO C
E-24 850308 | O6:HI6 | CFAM (CS3) 12 SI B
E-27 850404 | O6:Hl16 | CFAM(CS3) 20% NO C
E-30 850502 | O6:Hle | CFA/MM(C83) 24 NO C
E-31 O167:H5 | CS5+CS6
E-32 078 :Hil CFA/I
E-33 06:H | CFAMI(CS2)
E-34 0166 :H27| PCF 0166
E-35 0114 ‘H21 CS 17
E-36 Q63 : H- CFA/1

Tabla6 Caracteristicas de cepas ETEC usadas

A = presenta toxina ST, B = presenta toxina LT, C = presenta ST v LT, D) = no presenta ST ni LT.

Nota: Las cepas E - 31 a la E- 36 son cepas de referencia incluidas en el estudio, aunque no

se cuenta con la edad del paciente ni su cddigo, ni el pesfil de toxinas,
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4.3. Equipo de laboratorio

s Agitador magnético, Thermolyne

= Agutador Vortex, Fisher

s Agitador orbital, Lab - Line

= Auteclave, Rochester

» Balanza analitica, Ohaus

= Baifio metabdlico, Grant

ifuga y microcentiifuga, Sorvall

= Camara de Electroforesis para Campos Pulsados, Bio Rad
*  (Camara fotografica, Kodak

s Congelador ( - 20 ° C), Nieto

» Espectrofotémetro ( Visible), Beckman

=  Fuente de poder, Bio Rad

= Incubadora (37 °C), Lab Line

» Potencidmetro, Oakton

= Refrigerador (4 ° C), Nieto

= Regulador de comiente, Complet R

=  Transiluminador { Luz Ultravioleta A = 242 nm), Hoefer

»  Ultracongelador ( - 70 ° C), Revco

4.4. Material de laboratoric

s Asas bacteriolégicas desechables
= Batas de laboratorio

* Bulbos de hule

= Cubreobjetos

* Flotador para microtubos

*  Gradilias

*  Guantes



=  Matiaces aforados

= Matraces Erlenmeyer

= Mechero
*=  Microtubos (Eppendorf)
* Micropipetas

= Pipetas Pasteur

= Pipetas seroldgicas

= Placade vidrio (15 x 15 cm)

= Portacbietos

s Probetas

= Propipetas

* Puntas para micropipetas

» Termoémetro ( - 10 hasta 80 ° C)

» Tubos de polipropileno de 15 mL con tapdn
* Tubos de vidrio con rosca ( 16 x 150)

*  Vasos de precipitados

4.5. Medio de cultivo
Caldo Luria

4.6.  Reactivos quimicos

= Acido borico, Merck

= Acido clorhidrico, Técnica Quimica

* Agarosa Low Melting Point, SeaPlaque

= Agarosa NA, Pharmacia

= Azul de bromofenol, SIGMA

»  Bromuro de etidio, SIGMA

= Amortiguador de Restriccion para la enzima Not 1, Gibco

=  Clorure de sodio, J.T. Baker

30



= Desoxicolato de sodio, SIGMA

= EDTA, Aldrich

» Fnzima de restriccion Not I, Gibco
» Hidréxido de sodio, Merck

» Lauril sarcosinato de sodio, SIGMA
« Lisozima, Lakeside

= Protemasa K, SIGMA

» RNasa, Lakeside

= Trizma Base, SIGMA

4.7. Meétodo
4.7.1. Cultivo

La poblacion de estudio fue de 30 cepas de Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC), aisladas de nifios menores de 25 meses, obtenidas a doble tiego de una coleccidn
del Dr. Alejandro Cravioto; y seis cepas de referencta obtenidas del mismo. Las muestras se
cultivaron en 3 mL de caldo Luria estéril y se incubaron con agitacién (200 rpm) durante la

noche (18 horas)a37°C. 8,13.17, 18,31

4.7.2. Preparacion de las muesiras

La suspension bacteriana se centrifugd 2 4500 rpin durante S minutos eliminando
después el sobrenadante. El paquete bacteriano se resuspendié en 500 uL de solucién PIV
fria, centrifugandose por 2 minutos a 12 000 rpm. El sobrenadante se eliminé nuevamente y
el paquete se resuspendid en 200 pL de PIV frio.

La agarosa Low Melting Point se preparb colocandola a 42 ° C para eviar su
solidificacion, 150 pL de la suspension bacteriana se mezclaron con 150 uL de la agarosa

tiquida con a ayuda del vortex. Se colocaron 20 pL de la mezcla sobre una placa de vidrio
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para cada disco con muestra. La placa se incubd a - 20 * C por 5 minutos hasta que los
discos solidificaron y se colocaron en un tubo Falcon de 15 mL con I mL se solucidén EC -
Lisis. Los tubos se mcubaron a 37 ° C en bafio Maria durante 3 horas. La solucidén EC -
Lisis se elimind y se agregd a cada tubo 1 mL de solucién ESP. Todos los tubos se

incubaron a 50° C durante la noche (18 horas). ¥ 171831

4.7.3. Lavado de discos de muestra

La solucion ESP se elimindé y se adicionaron 10 mL de TE con agitacién a
temperatura ambiente durante una hora con el fin de eliminar por completo los residuos

de proteinas degradadas. Los tubos con los discos se guardaron a 4 ° C hasta su uso. >

13.17,18, 31.

4.7.4. Genoma bacteriano digerido con enzima de restriccion

Un disco de cada muestra se colocd en tubos Eppendorf nuevos marcados con las
claves de las muestras a analizar con ayuda de un asa desechable esténl. 500 pL de
amertiguador de restriccién de la enzima Not [ se les agregaron a estos tubos y se
colocaron a 37 ° C en bafio Maria durante 30 minutos para equilibrar las muestras con el
medio y la temperatura de restriccién Optima para la enzima. El amortiguador de restriccidn
se ehmind y se agregaron 45 pL de la mezcla de amortiguador con enzima de restriccion

Not 1 (20 U/disco) para incubar durante 18 horas a 37 ° C en bafio Maria. *> 1153

4.7.5. Electroforesis en gel de muestras digeridas con enzima Nof I
A cada disco se e agregaron 5 ul de amortiguador de carga y se incubaron a 4°C.

La cimara de electroforesis se lavd dos veces con agua bidestilada esténl para eliminar

cualguier residuo de electroforesis previas (como sales de la solucién amortiguadora).
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De la agarosa NA al 1 % preparada, se guardaron aprox. 3 mL a 30 ° C (para
manteneria liquida). En e gel sdlido, las muesiras se colocaron en los carrtles y todos se
seliaron con la agarosa liguida. Finalmente el gel se coloco en la cimara vy se inicio la

. - - L 17,18.24.28,3
electroforesis con las siguientes condiciones; *1%171%.24.25.31

1. Voltaje: 6 V/cm
Pulsos: 1 -35 segundoé
Temperatura: 14°C

Tiempo de corrida: 23 horas

“wos W N

TBE 0.5 x (solucién amortiguadora)

4.7.6. Tincion y fotografia del gel

Al témmino- de la electroforesis el gel se tiid con bromuro de etidio a una
concentracion de 0.5 pg/mL a temperatura ambiente durante 30 minutos. Mientras tanto, se
lavo [a camara de electroforesis con agua bidestilada estéril para evitar la acumulacién de

sales de solucién amortiguadora de electroforesis previas.

Después de la tincidn, el gel se observd en un transiluminadoer con luz UV y se

tomo la fotografia con un tiempe de exposicidon de 1 segunde para su interpretacidn y

Jye o 815.17.18.24,25, 31
analisis. ¥

[
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5.

RESULTADOS

5.1 Estandarizacion

Se realizé la estandarizacion con las vanables criticas del ensayo, para determinar las

condiciones 6ptimas que a continuacion se enlistan:

Cultivo: La fase logaritmica de crecimiento se eligid por ser la del mayor nimero de
moos. jovenes y viables. El periodo ideal de incubacidn de la fase logaritmica para £.

coli en caldo Luria fue de]8 horas, como se reporta en la literatura. ™' 2-

Densidad o6ptica El objetivo fue estandarizar el indculo bacteriano para que sea el
mismo en todas las preparaciones bacterianas y, por ende, los resultados sean
comparables entre si. En reportes anteriores se determiné la densidad dptica con luz
wisible a una longitud de onda A = 620 nm, y con un intervalo entre 0.05 y 0.25 de
absorbancia. ® La férmula que se aplica es la que sigue:

D.O.x40x210-210

El resultado fue la cantidad de solucién PIV que se agregd a cada muestra para una
misma suspensidn bacteriana. Si la fectura de absorbancia es superior o inferior a los
limrtes antes mencionados, la suspensién bacteriana se descarté y se obtuve un nuevo
cultivo estandarizado dentro del intervalo antes mencionado. Es un factor muy
importante, para asegurarse de tener el DNA suficiente en el gel de agarosa para obtener

bandas bien definidas por electroforesis,

Proteinasa X: En la solucién de ESP (para degradar las proteinas bactertanas), se agregd
la Proteinasa K en el momento de utilizarse. Hay que evitar prepararla con anterioridad
y alicuctarla, ya que la Proteinasa K ya no es capaz de penetrar en los discos de agarosa

para degradar las proteinas bacterianas.
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Eliminacién del exceso de residuos baterianos: La lisis con Proteinasa K generd
residuos bacterianos que pueden interferir cuando se Heva a cabo la electroforesis de
campos pulsados creando barrido de las bandas o bandas no bien definidas. La
obtencién de badas bien definidas se logrd eliminado perfectamente estos residuos

mediante varios lavados previos a la electroforesis como se indico en la técnica.

Restricctdon con la enzama Not I Las instrucciones del proveedor se siguieron en el

ttempoy cendiciones de restriccidn, para que la digestion enzimatica fuese completa

Camara de electroforesis En la medida de lo posible debe estar libre de particulas
extrafias y/o DNasas. Antes de su uso debe lavarse con agua bidestilada estéril para
eliminar los residuos de sales de la solucion amotiguadora (TBE) utilizada en

electroforesis anteriores.
Parametros de 1a electroforesis de campos pulsados: la temperatura se controlé con

extremo cuidado, ya que influye para la obtencion de un perfil electroforético con

bandas de DNA bien definidas. La temperatura no excedié los 14° C,

35



5.2. Fotografias

A continuacién se muestran las fotos obtenidas con una camara Polaroid y con 1 seg
de exposicion. (Los geles mostrados son los geles definitivos). Todos los geles se corrieron
durante 23 horas, a 14° C, con pulsos de 1 a 35 segundos, con 20 unidades de enzima Not |
v en un gel de agarosa al 1% en TBE 0.5 x.
Gel 1:

123 456 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17

Figura 11, Gel 1.
Carril Muestra Carrit Muestra

I Iy i0 E-6
2 E-i I E-9
3 E-2 12 E~12
4 E-4 {3 E-15
5 E-7 14 E-16
6 E-5 15 E-19
7 E-1l 16 E-3
8 E-14 17 X

9 E-17

Tabla 7. Carriles y muestras del Gel 1.
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Gel2:
1 23 4 567 8 9 101112 13 14 1516

Figura [2. Gel 2.

Carril | Muestra Carrit | Muestra

1 S 9 E-29

2 E-13 10 E-26

3 E-21 N E-37

4 E-1I8 12 E-38 i
5 E-20 13 E-10

6 E-25 14 E-23

7 E-22 15 E-24

8 E-28 16 A

Tabla® Canilesy muestras del Gel 2



Gel 3:

1 23 456 789

Figura 13. Gel 3.
Carril Muestra Carril Muestra
{ A 6 E-34
2 E-3t 7 E-35
3 E-32 8 E-36
4 E-37 9 A
3 E-33

Tabla 9. Carriles y muestras del Gel 3.
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5.3. Tablas de resnltados

Los geles se analizaron por tres métodos: el primero (que es el clasico), a partir de las
fotografias originales de forma visual; el segundo, usando las fotografias escaneadas (y por
lo mismo amplificadas) y un programa estadistico SPSS version 8.0; y el tercero, usando
las fotografias escaneadas y un programa de computacién ( Biolmage).

En el pnmero se compararon las bandas obtenidas y se considero que:

1 Dos cepas de ETEC son idénticas si presentan el mismo perfil de bandas. ( Cero en
distancia genética),

2. Dos cepas de ETEC estin muy cercanamente relacionadas s1 presentan de una a 4
bandas de diferencia entre si en el perfil generado. (Distancia genética de 0.4 a 1.6,
respectivamente).

3 Dos cepas de ETEC no estan cercanamente relacionadas si presentan de 4 a 8 bandas de
diferencia en sus perfiles. (Distancia genética de 1.6 a 3.2).

4. Dos cepas de ETEC son diferentes si presentan mas de 8 bandas de diferencia en sus
perfiles. (Distancia genética mayor a 3.2)

{ Siempre y cuando se use la misma enzima, mismas condiciones del experimento y al

momento de tomar la fotografia, como se hizo en este estudio).

Usuaimente, cuando las cepas de ETEC son idénticas, se les marca con la misma
letra (por ejemplo A, B, C, etc), si son muy cercana o cercapamente relacionadas se
marcan con la letra de la cepa de referencia y un ndmero para indicar la relacién {como Al,
A2, etc.), y si no estan relacionadas se marcan con una letra diferente (A o B). En este caso,
por haber obtenido un gran niimero de perfiles diferentes, se les asignaron nGmeros en lugar

de letras y letras en lugar de nameros (1, 2,3y 1A, 1B, etc.). ( Tabla 10).

En el segundo método se calculéd el peso molecular de todas las bandas observadas
en las fotografias escaneadas tomando como referencia los marcadores de peso molecular.
Con los pesos moleculares de todas las bandas se cre6 una tabla binaria de ausencia y
presencia de bandas (I=presencia y 0= ausencia). Al igual que en el primer método, se

construyd una tabla de perfiles de las cepas de ETEC uvsadas. ( Tabla 10). El programa
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estadistico SPSS obtuvo un dendograma (mostrando la distancia genética entre las cepas)

basado en la presencia y ausencia de bandas.

dendograma los realizo el programa Bioimage,

En el tercer método, el caleulo, la construccion de la tabla de nimeros binarios v el

CEPA | METODO | METODO | METODOQ| CEPA | METODO | METODO | METODO
1 2 3 1 2 3
E-3 1A 5 1 E-19 48 20 19
E-2 1D 6 2 E-20 6B 21 20
E-3 5 7 3 E-21 3B 22 21
E-4 1A 8 4 E-22 7 1B 22 A
E-S 1B 9 5 E-23 11 23 23
E-6 3A 10 6 E-24 12 4B 24
E-7 1A 11 7 E-25 6B 2B 228
E-8 9 12 8 E-26 8 A 24 25
E-9 3A 13 9 E-27 &B 25 26
E-10 10 14 10 E—28 7 1A 27A
E-11 1C 15 11 E-29 7 1A 278
E-12 3A 16 12 E-~30
E-13 3A 17 13 E-31 13 26 28
E-14 2 3A 14 A E-32 14 4cC 29 A
E-15 3A 18 15 E—33 15 27 30
E-16 4 A 19 16 E-34 16 28 31
E-17 2 3B 14B E-35 17 29 32
E-18 6 A 2A 18 E-36 18 4A 29B
No. Total de perfiles: 26 34 35

Tabla 10 Comparacion del nimero de perfiles por los tres métodos.

La cepa E-30 no presentd ningin perfil de bandas debido a que su DNA fue degradado

durante la preparacion de las muestras. Lamentablemente, no se obtuvo en al menos tres

ocasiones que se prepard la cepa, DNA intacto, por lo que no se tomé en cuenta para este

estudio,
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Es importante mencionar que para ¢l método uno, se obtuvieron 26 perfiles para las
35 cepas utilizadas (implicando que varias cepas presentan ef rmsmo perfil), para el método
dos se obtuvieron 34 perfiles para 35 cepas (de las cuales solo dos cepas tienen el mismo
perfii) y en el método tres se obtuvieron 35 perfiles para las mismas 35 cepas (ningiin

perfil se repite).

5.4. Dendogramas

Una vez obtenida la tabla binaria, se usé el programa estadistico SPSS 8.0 para
crear un dendograma donde se observo la distancia genética entre todas las cepas usadas.
La escala que sefiala la distancia genética (abscisas) va de 0 a 0. 7, siendo las cepas mas
cercanas a 0’ las mas similares y las mas divergentes las cercanas a 0.7 (o diferentes

genéticamente). (Figura 14).
El otro dendograma fue creado de fa misma forma el programa Biolmage. ( Figura
15). La escala en este dendograma va de cero a 0.72, v se aplicd ¢l mismo criterio descrite

anteriormente,

En el eje de las ordenadas estan las cepas y sus caracteristicas fenotipicas como son

el cadigo de Ia cepa de ETEC, serotipo, fimbria y toxinas.
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6. DISCUSION

La electroforesis de campos pulsados es una herramienta de biologia moleculara la
que no se recurre mucho en México, a pesar de sus miltiples usos, quizi por la falta de

personal experto o por el gran niimero de variables por estandarizar.

E! indculo bacteriano fue el mismo en todas las muestras para que los resultados
fueran comparables. 8i €l inoculo es demasiade pequefio, no hay suficiente DNA y no se
observan bandas bien definidas. Si por el contrario, el inéculo es demasiado grande, se
observa un barrido en la electroforesis de campos pulsados como en el caril cuatro del
tercer gel. Por esto se debi6 de trabajar iinicamente las muestras que estuvieron dentro del

intervalo de densidad ptica sefialado (por la formula descrita en los resultados).

Otro factor importante fue el tratamiento que se e dio a las muestras para eliminar
todas las proteinas de los discos de muestra y dejar inicamente ¢l DNA embebido en
agarosa. Se utilizé lisozima para la lisis bacteriana va que ésta cataliza la ruptura
hidrolitica de los polisacaridos presentes en la pared celular de E. coli. La RNasa fue para
prevenir algin dafic en el DNA, ya que debe permanecer intacto para obtener buenos
resultados. La proteinasa K eliminé finalmente las proteinas bacterianas rompiendo los
enlaces disulfuro de las mismas. Es importante mencionar que la proteinasa K reaccioné
con la mayor actividad enzimatica posible y se eliminaron los residuos de proteinas
mediante lavados. De este modo, se asegurd que en las muestras sélo quedd el DNA puro
para la restriccion enzimidtica y su posterior corrimiento electroforético de campos

pulsados.

Durante esta restriccion, la cantidad de enzima usada fue de 20 Unidades por disco.
Aunque el tiempo de actividad enzimatica fue corto {(unas cuantas horas), las muestras se
incubaron con la enzima durante toda la noche para asegurar que la digestion fuese

completa,



E! equipo y los parametros de electroforesis de campos pulsades son también
factores que se estandarizaron. La cimara de electroforesis estuvo limpia de particulas
extrafias y DNasas. Las DNasas pueden degradar el DNA contenido en las muestras, y las
particulas pueden obstruir la circulacion de la solucién amortiguadora de electroforesis,
provecande un calentamiento excesivo. Es importante mantener la temperatura constante a
14 ° C, ya qué una mayor temperatura provoca que las bandas no se definan bien o que se
vean deformadas (forma de “U”). Los pulsos se eligieron de acuerdo a las recomendaciones
del fabricante para dar una mayor definicién a las bandas dentro del intervalo de 50 a 500
kpb. En Ia literatura esta reportado que la enzima utilizada (Not I) reconoce una secuencia
de corte de 8 pb:

5’ -GCYGGCCGC- ¥ 3’ -CGCGGGTCG- 5°
por [o que se obtienen aprox. 22 fragmentos al cortar el genoma completo de E. coli {cepa

EMG2), como se muestra a continuacion:

No. de 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Fragmento

Tamato | 1000 {360 [360 (275|250 {250 |245 [240 |230 [210 [205
(kpb)

No. de 13 13 4 15 16 17 18 1$ (20 |2 22

Fragmento

Tamaiio | 203 | 191 [130 106 [100 1100 [95 a3 |43 |40 20
(kpb)

Tabla | 1. Fragmentos obtenidos con la restriecion de Mot L

Por la informacion de esta tabla, la mayoria de los fragmentos de DNA caen enel
intervalo de 50 a 500 kpb, que fue el tamafio de bandas para el que se obtuvo una mejor
definicidén con los parametros de electroforesis antes mencionados (pulsos, temperatura y
tiempo de electroforesis). El marcador que se utilizé fue A (sus concatimeros), con pesos
moleculares de 48.5 a 485 kpb. En el analisis de los geles las bandas en este intervalo
fueron las consideradas puesto que son las bien definidas y se calculd el peso molecular

tomando como base los pesos del marcador.



En el analisis de los geles es importante sefialar que por las caracteristicas del
estudio de doble ciego, las cepas de ETEC se agruparon unicamente por su perfil
electroforético de campos pulsados, ya que no se conocieron las caracteristicas fenotipicas
de las cepas hastza concluidos los tres analisis y obtenidos los dendogramas

correspondientes.

Por el método nitmero uno, los geles se analizaron de manera visuatl y se obtuvieron
26 perfiles para las 35 cepas estudiadas. Se infiere entonces que hay varas cepas que
tuvieron la misma huella digital: perfil 1A para las cepas E-1, E-4 y E-7; pei’ﬁ] 2 para las
cepas E-14 y E-17; perfil 3A para las cepas E-6, E-9, E-12, E-13 y E-15; perfil 6B para las
cepas E-20 y E-25. Un mismo perfil implicé que las cepas son idénticas en su perfil de
restriccion y genéticamente su distancia fue de cero. Con este método se observé también
que hay varias cepas de ETEC que estdin muy cercanamente relacionadas, como todas
aquéllas con un perfil niimero 1 (E-1, E-2, E-4, E-5, E-7 y E-11). Estas seis cepas
presentaron en sus perfiles menos de cuatro bandas de diferencia, lo cual pudo originarse
por mutacion?s puntuales, deleciones o inserciones; que son eventos genéticos “menores”
que pueden o no significar un cambio fenotipico en la cepa. Todas las demas cepas de
ETEC con mayor nimero de bandas de diferencia no estin cercanamente relacionadas o

bien son cepas de ETEC clonalmente diferentes.

En el método dos, se encontraron 34 huellas digitales para las 35 cepas de ETEC,
implicando qﬁe sélo hay dos cepas con un perfil idéntico (E-28 y E-29 y distancia genética
de cero), mismas que en el andlisis clasico se describieron como idénticas. También hay
cepas que estin cercanamente relacionadas como las del perfil 3 (E-14 y E-17), que en el
analisis uno aiaarecen como idénticas. Lo mismo ocurre con el perfil 2 (cepas E-18 y E-25).
Con este método se elimina un poco la subjetividad del primero, ya que no se determiné si
las bandas son iguales o no, sino que se calcularon los pesos de las mismas para comparar
los perfiles entre si. Es por ello que el nimero de perfiles encontrados aumentd y que las

cepas ya no parecen estar tan relacionadas entre si.
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En el tercer y titimo método de comparacion se encontraron 35 perfiles diferentes,

lo que significa que ninguna cepa es idéntica a otra en su patrén de restriccion.

Se observé que el niomero de perfiles aumenté considerablemente cuando se
utilizaron métodos mas objetivos (esto es, programas de computacidn) para analizar la
semejanza o diferencias entre los perfiles generados. Dicho aumenio va de 26 a 34 y 35

{con los métodos I, 2 v 3 respectivamente).

En el método dos de analisis se utilizé un programa que parte de una tabla binaria
para construir el dendograma correspondiente, pero se calculd el peso molecular de las
bandas de DNA para la construccion de la tabla binaria. Esto implicéd que el método no fue

completamente objetivo, pero si mas que el método uno,

En el tercer método, el cilculo de las bandas y la construccién del dendograma lo
hizo el programa Biolmage, con mayor objetividad que el método dos. Los dnices
parametros en los que se influy¢ fueron les del minimo y méximo de intensidad de las
bandas que se tomaron y la desviacién de migracidn de las bandas para ser tomadas como

la misma banda, esto con fundamentos matemdaticos.

En los dendogramas obtenidos, (Figuras 14 y 15) cada 0.05 de distancia genética

representa una banda de diferencia entre dos perfiles.

En el‘dendograma hecho con e} programa SPSS se observan claramente dos
divisiones principales (por agrupar un mayor nuimero de cepas de ETEC) denominadas Iy
II. La distancia genética entre éstas es de 0.68, lo que indica que no estan relacionadas

genéticamente ya que presentan una diferencia de mas de 8 bandas de DNA.

Dentro de la rama 1, hay dos cepas de ETEC (E-6 y E-35) que forman un linaje
(“X’) que diftere del resto por una distancia de 0.65. Se observo dentro de esta misma rama
unt agrupamiento (clister) que incluyo a 3 cepas de ETEC (las primeras tres de la parte

superior del dendograma). Este cluster tiene una distancia genética de 0.05 (1 banda de
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diferencia), por lo que estan cercanamente relacionadas. Incluso, dos de ellas (E-28 y E-29)

se observan como idénticas.

Hay otro pequefio cluster (puesto que sélo abarca tres cepas de ETEC), con una
distancia genética de 0.1 (o dos bandas de diferencia). Estas cepas de ETEC (E-36, E-24 ¥

E-32)tarnbién estdn cercanamente relacionadas.

En la rama II, también hay dos cepas de ETEC (E-11 y E- 3) que forman un linaje
aparte (Y’") por tener una distancia genética de 0.47. En esta mama s6lo se presenta un
cluster de cepas cercanamente relacionadas (E-14 y E-17) con una distancia genética de
0.05.

Todas las demds cepas presentaron distancias genéticas mayores a 1.6, por lo que se

considero que no estin cercanamente relacionadas.

En el segundo dendograma, generado por el programa Biolmage, se observd una
gran division (I), que abarcé casi a todas las cepas de ETEC. La distancia genética de esta
rama con respecto a Ja rama I es de 0.55, lo que significa que son diferentes o no estan

relacionadas genéticamente.

Dentrc-i de la rama 1, se observaron hasta 4 clusters (A-D) de cepas de ETEC
cercanamente relacionadas. Uno de los mas sobresalientes (por agrupar a 4 cepas) es el que
se denominé con la letra “A”. Este cluster presenta una distancia de 1.1 y agrupa a las cepas
E-28 y E-29 (con distancia entre si de 0.4) y a E-25 y E-22 (con distancia entre si de 0.7).

En la rama 11, todas las cepas tienen una distancia superior a 1.6, por lo que no estan

cercanamente relacionadas,
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Hay tres cepas que formaron dos lingjes separados por ta distancia que presentan El
primero (“V”). lo forman las cepas de ETEC E-13 y E-12 con una distancia de 0.6 del resto
de las cepas y el segundo (“W™), lo forma anicamente la cepa E-3 con una distancia del
resto de 0.72.

Es importante resaltar que en ninguno de los dendogramas se observé una
correlacion entre las caracteristicas fenotipicas (sin importar si estin codificadas en
cromosoma o en plasmidos) de las cepas de ETEC y la agrupacion y sus respectivas
distancias genéticas. Esto se hace mas evidente al comparar por ejemplo las cepas E-28
(078 H12, CFA/, Toxina ST) y E-29 (O8:H9, CFA/V - C86, Toxina LT), que en el
prmer dendograma aparecen como idénticas y en el segundo como cercanamente
relacionadas: ya que a pesar de esta similitud en su patrén de restriccion estas cepas tieaen
diferente serotipo, fimbria e incluso produccion de toxinas. Esto nos sugiere que no
obstante lo p.oderosa que es la técnica de electroforesis de campos pulsados, solo se
diferenciaron entre patrones de restriccién y no puede inferirse en las caracteristicas

fenotipicas de las cepas de ETEC.

Las técnicas moleculares son herramientas poderosas en el analisis del DNA
bacteriano. Una de las técnicas mds recurridas por su reproducibilidad y objetividad, es la
secuenciacion de DNA. El més grande inconveniente es el alto costo y cierta dificultad para
interpretar los resultados. Otras técnicas muy utilizadas son enzimas multilocus y ribotipos.
Ambas técnicas se basan en parte del genoma bacteriano (especificamente las enzimas
metabélicas de [a bacteria y por lo tanto los genes que las codifican y el RNA ribosomal,
respectivamente). Estas técnicas no son muy dificiles de estandarizar e implementar en un
laboratorio de investigacién y los resultados son reproducibles y con un gran poder de
discriminacion. Sin embargo, sélo analizan una parte del genoma bacteriano y sélo se
puede inferir lo que sucede en el resto del genoma. Al respecto, la técnica de electroforesis
de campos pulsados es aln mas poderosa que estas ultimas, ya que analiza el genoma
completo de la bacteria y se alcanzan a observar cambios tan pequefios en el DNA como
son las mutaciones puntuales. A pesar de que se detectan estos cambios, es importante

comparar los resultados con caracteristicas biologicas y fenotipicas ya que estas mutaciones

A TESIS- M3 BEBE
St BE LA GiaLITECK
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pueden ser sinénimas y por lo tanto no representar cambios importantes para el moo. Una
técnica con tan grande poder discriminatorio nunca deberia tomarse como absoluta, sino
que deben emplearse varias técnicas tanto fenotipicas como genotipicas y comparar los
resultados obtenidos para llegar a una conclusién. Las técnicas fenotipicas (como
serotipificacion) no deberian menospreciarse ya que aportan informacién importante sobre
el moo, pero si deben complementarse con técnicas de vanguardia como lo es la
electroforesis de campos pulsados para no interpretar errdneamente los resultados

obtenidos.
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CONCLUSIONES

- No se observé clonalidad en las 35 cepas de ETEC trabajadas, mediante la técnica de

electroforesis de campos pulsados.

No existe correlacion entre las caracteristicas fenotipicas de estas cepas de ETEC ¥ 50

distancia genética {0 distribucién en el dendograma).

. Es de suma importancia estandarizar las condiciones de corrida, de Ia técnica y del

equipo para que los resultados sean reproducibles y confiables.

Por ser un estudio a doble ciego, se elimind en gran medida e! sesgo que representaria

conocer las caracteristicas de las cepas antes del trabajo de laboratorio.

. De los tres métodos de analisis, el mas subjetivo fue el convencional (analizando las

fotografias a simple vista); en tanto que el mas objetivo fue el que utilizd el programa

Biolmage.

. El tipo de analisis que se sugiere hacer en un laboratorio esta en funcidn del tiempo y

experiencia del investigador (a) y del equipo del que se dispone en el laboratorio.



8. APENDICE

Medio de cultivo y soluciones

Caldo Luria

Peptona de Carne 50g
Extracto de Levadura 25¢g
Cloruro de Sodio 25¢g

Aforara 500 ml . Autoclave ,

Tris 1M, pH=8.0
Trizma Base 1211g
Agua 860 ml

Ajustar pH con aprox. 42 mi de HCi conc.

Aforara 1000 ml . Autoclave .

EDTAO05M ,pH=8.0

EDTA : 1861 g

Agua 800 ml

Ajustar pH con aprox. 20 g de NaOH .
Aforara 1000 m! , Autoclave .

ES ( EDTA + Sarcesil )
EDTA 93.lg
Agua 400 ml

Ajustar pH con aprox, 20 g NaOHa 9.0.
Lauril SarcosinatodeNa  0.5g
Aforar a 500 ml . Autoclave .

Tris1 M,pH="75

Trizma Base 1211 g

Agua 800 mi

Ajustar pH con aprox 45 mi HCI concen .
Aforara 1000 mi . Autoclave .

TBE 10 x
Trizma Base 108 ¢
Acido Bérico 55g

EDTA0.5M, pH=8 40 ml
Aforar a 1000 ml . Autoclave .

EC (EDTA + Cloruro de Na)

Tris 1 M, pH=8.0 5.0ml

NaCl 292g

EDTAO05M, pH=80 100 ml
Desoxicolato de Na ig

Laurilsarcosinato de Na 25¢g
Aforara 500 ml . Autoclave .

EC - Lisis

EC 1 ml/cepa
RNasa 10 mg/ml 5 plfcepa
Lisozima 10 mg/ml 10 pi/cepa
ESP ( ES + Proteinasa K )

ES 1 ml/cepa
Proteinasa K 0.001 g/cepa
TE (Tris + EDTA)

Tris 1 M, pH=7.5 10 ml
EDTA 0.5 M, PH=8 2ml

Aforar a 1000 mi . Autoclave .

PIV
NaCi 2922¢
Tris 1 M, pH=8 5 ml

Aforara 500 ml . Autoclave .

RNasa 10 mg/ml
RNasa 30 mg
Agua 3ml

Hervira 160 ° C por 15 min .
Alicuotar y guardara-20°C .
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