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RESUMEN.

Excherichia coli es una bacteria de flora normal puede tener clonas palégenas bapaces de causar
dafio, han sido agrupadas en seis grupos, de los cuales se sabc 1a prcscncna cn Mc)uco de soélo

cinco: ETEC, EIEC, EPEC, EHEC y EAEC pero poco se cnnoce de la ﬁxtuamén epxdemmlogtca

Por lo anterior el objetivo del estudio fue demosu'ar la prcscnc ia de n; rdagl'egéltiya' enla

poblacion mexicana de casos de diarrea por medlo de écmc

determinar su papel en la ctiologia de las diarreas.

Se estudiaron 748 cepas de £.col/ aisladas de personns con cundro cllmco de dmrrea, en el

intervalo: enero a diciembre del 2001, las cuales fueron’ ncganvas» n; lra Vhrlbrldamén para los
grupos ETEC, EMEC, EPEC y EHEC. g ;

Las cepas se sometieron como ensayo de escrutinio a la hibridacién en fase sélida por el método
de colony blot con la sonda marcada con digoxigeniné cépeéiﬁca para CALC, posteriormente se
buscod por PCR la presencia del gene que codifica para la fimbria de adherencia agregativa 1,
obteniéndose un fragmento de amplificacion de 630 pb y finalmente a la prueba de adherencia
en cultivo de células HEp-2 considerada la prueba de.referencia o estindar de oro siendo la

prueba de confirmacion definitiva.

Del grupo de cepas estudiadas 166 fueron positivas a Colony blot y al ser sometidas a PCR solo
47 cepas amplificaron el fragmento de 630.pb;. y.en el-ensayo de adherencia 105 presentaron

adherencia agregativa.
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La estratificacion de la e&ad en la poblacion estudiada revel6é que se principal cn

nifios'de 0 a‘1 afios, y afecta por igual a hombres y mujeres; ademas el sintoma reportado con

mayor frecuencia fue la diarrea liquida.

La técnica de PCR mostré un 36% de sensibilidad y un 99% de cspecificidad, pero colony blot
mostré una sensibilidad del 62% y una especificidad del 84% comparado con el ensayo de

adherencia, sugiriendo que colony blot puede suplir a PCR.
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1. INTRODUCCION.

- Generalidades.

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son
bacilos de 1 a 3 um X 0.5 pum; se presentan solos, en pares, en cadenas cortas o agrupados; en
general méviles por flagelos peritricos, aunque existen variantes inméviles no flageladas,

generalmente son no capsuladas.

Los microorganismos del género Escherichia son generalmente fimbriados y poseen pilis sexuales
y fimbrias adhesivas; su metabolismo es respiratorio fermentativo por lo que se le considera como
microorganismo aerobio o anaerobio facultative. Genéticamente estd constituido por una molécula

circular de DNA con un peso molecular de 2 X 10° y alrededor de 5 X 10° pares de bases!',

E.coli coloniza el intestino del - hombre poco después de su nacimiento, persistiendo en €l durante
toda su vida y tiene un papel im'pd’r'tmite' en el mantenimiento de las condiciones fisiologicas
normales, cuando sale de su mcho ecologlco se le considera como un patégcno oportunista

relacionado con dwcrsos sindromes y cnfermedades.

E.coli crece bien en los medlos comuncs de Iabomxono, cn caldo simple crece en abundancia

formando una turbiedad uniforme, con fuene olor feca o:deo- ‘en agar, forma colonias circulares
de 3 a 5 mm, lisas, convexas, de borde contmuo o ‘ligeramente ondulado, brillantes, de color
blanco o ligeramente amarillentas. La tempcmmra ‘de crecimiento es de 37° C y el pH favorable es
de 7.0. En cuanto a su actividad bioqui;nica produce sicido y gas, fermenta la lactosa y un gran
namero de carbohidratos, es indol positivo, rojo de metilo positivo, VP negativo y no utiliza el

citrato, tabla 1.
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Tabis 1.

: Py P

de E:

esoricled;

coli.

Principales caracteri

Bioquimica.
Indol.
RM
VP
Citratos.
Produccion de Ac.sulfhidrico.
Urea.
LIA
Arginina.
Ormmitina,
Motilidad a 37°C.
Hidrolisis de gelatina,
Produccion de gas.
Fermentaciéon de:
Glucosa.
Lactosa.
Sacarosa.
D-manitol.
m-inositol.
D-sorbitol.
L-arabinosa,
Rafinosa.
Maltosa,
D-manosa.
ONPG.

Oxidasa.

% de positividad.

‘Tomado de: Famer, JJ.;y cols. (19)
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El bacilo de £.coli tienc estructura antigénica bastante heterogénea y al igual que otros géneros
pertenecientes a esta familia, se divide en grupos con base a un antigeno somitico (O)
termoestable, de naturaleza lipopolisacarida, presente en la pared celular y cn tipos por un
antigeno proteinico flagelar (H) que sc subdivide en B, L y A, y el antigeno capsular (K) que son
principalmente polisacaridos acidos, los cuales son termolabiles. Ademas E.coli puede formar
antigenos de fimbrias que son de naturaleza proteica, designados como antigenos K (K88 y K99)

que se encuentran en las cepas asociadas con enfermedades diarreicas!!3->3).

Los factores de virulencia de E.coli son excepcionalmente complejos y estian asociados con su
capacidad para unirse al lugar de la infeccidn y colonizarlo.

F.coli produce unas sustancias bactericidas para otros microorganismos llamadas colicinas, que
son proteinas con un peso molecular que oscila entre 20 y 90 kDa y cuya sintesis esta controlada
por plasmidos, las cuales se unen a receptores especificos de la membrana extema de las células
susceptibles; tras esto, penctran en la membrana citoplismica: algunas actian formando canales
impermeables a los iones de la membrana, que colapsan ¢l transporte de protoncs; otras penetran
cn el citoplasma e interrumpen la sintesis proteica, en algunos casos por afinidad a ribonucleasa y
en otros para actuar como endonucleasa de DNAG3%),

En la 1abla 2 se exponen los determinantes que estin, al parecer, directamente relacionados con la

virulencia.

Entre las especies predomi de anaerobios facultativos de la flora normatl del intestino, E.coli

juega un papel importante en el mantenimiento de la fisiologia del intestino. Dentro de estas cepas
sin embargo, hay cepas completamente patdgenas que causan distintos sindromes de enfermedad

diarreica®,

Las cepas de K.coli que causan diarrea al humano se dividen en seis categorias con base en sus
diferentes propiedades de virulencia, diferentes interacciones con la mucosa intestinal, distintos
sindromes clinicos, diferencias epidemiologicas v diferentes serotipos O:H, asi como por la
presencia de diferentes plismidos o genes cromosomales que codifican para los factores de
virulencia en E.coli patégena que cstan ausentes en las cepas comensales; ademas también con
base en su patrén de interaccion con las células epiteliales y cultivo celular4-3%4%,

3
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Tabla 2,

Determinantes de virulencia en Escherichia colf,

Adhesinas, | Toxinas. l Agresinas.
Antigenos K de las fimbrias. Enterofoxinas termogestables. Antigenos capsulares K.
Factores antigénices de colonizacion Enterotoxinas termoldbiles. Siderocromos y sistemas de transpore de
(CFALy CEANE). Citoloxinas, hicrro.

Fimbrias resistentes a manosa.
Fimbrias scnsibles a manosa,
Adhesinas superficiales no fimbricas,

Factores séricos de resistencia.

Factores de resistencia ol complejo
anticuerpo-complemento.

Participan en a colonizacion Actian sobre las células del epitelio Cuando E.coli invade los tejidos intervienen
La adherencia de Fcoli a las células intestinal para causar diarrea, tienen los factores de virulencia como resistencia a
epitcliales estd mediada por una o mis cspecificidad de drea. la fagocitosis, accion bactericida del sucro,
de las adhesinas  enumeradas asi como la capacidad de captar ¢l hierro
anteriormente, en su mayorfa de utilizado cn los tejidos.

naturaleza  fimbrial y  actdan e

teceptores especificos de las célutas,

Tomado de; Freeman (22} y Levinson (35).



Las seis categorias de £E.coli diarreagénica son: E.coli enteropatogena (EPEC), E.coli
enterotoxigénica (ETEC), £.co/i enteroinvasiva (EIEC), E.coli enterochemorragica (EHEC),
E.coli enteroagregativa (EAEC), E.coli de adherencia difusa (DAEC)“- ! 30.52),

Actualmente se sugieren dos categorias adicionales, la £.col/i desprendedora de células (CDEC) y
E.coli productora de toxina (CLDTEC)",

El estudio de la asociacion entre ciertos serotipos de E.co// con procesos diarreicos ha conducido a
la identificacion de tres diferentes mecanismos por medio de los cuales este tipo de bacterias
interactila con las células epiteliales del intestino:

1.- Adherencia indispensable para que la bacteria pueda acercarse, pegarse y colonizar en el
epitelio de ciertas areas del intestino.

2.-Produccién de proteinas bacteriana (toxinas) que se¢ liberan una vez que la bacteria ha

colonizado el intestino, dando lugar a 1a estimulacion de 1a secrecion de agua y clectrolitos.

3.- Invasién y reprod ion b iana dentro del citoplasma de las células cpiteliales del
intestino, lo cual permite a las bacterias evadir los mecanismos de proteccion del hospedero, una

vez que se encuentran en el interior de la célula™ ' %9,

2.-Clasificacién de E.coli.

2.1.Escherichia coli enteropatégena (EPEC).

EPEC e¢s responsable de un gran namero de casos de diarrea infantil en diversos paises
subdesarrollados, tabla 3. Estas cepas corresponden a serotipos especificos y producen un patron
de adherencia caracteristico en cultive celular Illamada adherencia localizada (LA). En ¢l patron de
LA, la bacteria se une a arecas localizadas de la superficie celular, formando microcolonias
compactas (bacterias agrupadas) y son visualizadas después de 3 horas de contacto de la bacteria

con las células’®®,




‘Tabla No. 3.
Caracteristicas principales de Escherichia coli enteropatégena.

EPEC fue la primera clase de E.coli que fuc reconocida como
causante de diarrea en niflos. Las evidencias indican que ésta

Caracteristicas generales. clase de E.coli se adhiere al enterocito en dos fases una lmcml
mediada por adhesinas (BFP) y una da fase de adh
intima.

Grupos sumiticos

asociados. 26,44, 55,86, 111, 114, 119, 125, 126, 127, 128, 142 y 158.
Distribucion geografica. Mundial.
Grupos de edad di . ié idos y 1

* Viajeros y turistas.

Modo de transmisién. * Alimentos contaminados.
* Fomites y manos i

Periodo de incubacion. B . 912 horas!

Mecanismo de &lul steliales y P . de
patogenicidad.
* Diarrea con sange. moco, PMN.
Cuadro clinico. * Fiebre,
* Dolor abdominal.
* Vémito.
Duracién habitual. 1 semana.

* Serologia.
* Cultivos celulares.

Di Ostico de lab io. * Micr ia de fluor i
* Hibridacion de DNA_
* PCR.

Tratamiento.
* Rchidratacion oral.
= Cotrimoxazol.

Tomada de: Cravioto (8). (9). (10), Levine (33).Nataro (44).
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La adherencia de tipo localizado de cepas EPEC al enterocito, tiene dos fases: una inicial mediada
por adhesinas de tipo fimbriado permitiendo a las bacterias acercarse a sus receptores celulares y
una segunda de adherencia intima a la membrana del enterocito. Esta Gltima se relaciona con el
esfacelamiento del epitelio, la pérdida de microvellosidades y la formacion de imagenes en

pedestal cn la célula epitelial'® - 10-92),

La primera fase comprende el acercamiento de las bacterias a las células epiteliales y la
acumulacion en las mismas mediante la formacion de haces de fimbrias. [ste fenomeno es
asociado con la presencia de un factor de adherencia de cepas EPEC (EAF), presente en un
plasmido; ademas esta el grupo de genes que codifica para el pili de forma rizada (BFP) que
parece que interconecta a la bacteria dentro de las microcolonias y de esta manera promueve su

estabilizaciéon®?,

Los BFP tiene una secuencia terminal de aminoacidos muy similar a la de fimbrias producidas por
Vibrio cholerae 01 y Neisseria gonorrftoeae, }o cual indica que se trata de proteinas bacterianas
que median adherencia fundamentalmente a células humanas. Estas fimbrias permiten a las
bacterias unirse con otras para formar microcolonias por medio de las cuales interactian con las
células epiteliales!*®.
-

Una vez formadas estas microcolonias, comienza una segunda fase de adherencia, con la
destruccién de las microvellosidades intestinales, proceso al que se ha denominado como
esfacelamiento. La falta de microvellosidades permite a las bacterias adherirse de manera intima
a receptores de la membrana que se hallan en la célula epitelial. Esta segunda fase de adherencia
esta relacionada con la producciéon de una proteina de 94 Kilodaltones (kDa) denominada
intimina, cuya produccion esta controlada gendticamente por varios /oci en el cromosoma de la
bacteria denominados eacA y cacRB. Para la expresion de estos /oci se requiere  estén presentes

ciertos genes en el plasmido EAF®5,

El proceso de adherencia intima da lugar a que en las células epiteliales se acumule actina por

debajo de las cepas de CPEC, la acumulacién de estos componentes tiene relacion quiza con un
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aumento de calcio en las células epiteliales a partir de fi intr lulares. Ademas da lugar a la
polimerizacidén de la actina del citoesqueleto de la célula epitclial como respuesta a la
fosforilacion de proteinas que conducen a la elevacion de calcio intracelular, a través del sistema
de la enzima proteina C cinasa, lo cual da lugar a un incremento en la salida de agua, cloro y

potasi 0(9.1 0.51.60).

El proceso de adherencia intima entre la bacteria y la membrana de las células del epitelio
intestinal, seguida por la destruccion de las microvellosidades con alteracion del citoesqueleto en

el sitio de unidn de la bacteria, se denomina adherencia y esfacelamiento (A/E)®-10.1%),

El plasmido EAF no es esencial para la formacién de lesiones A/E aunque su presencia aumenta la
eficiencia con la que ocurre, probablemente por la influencia de un grupo de genes reguladores
(perA, perBy per(?). Los determinantes de la produccion de las lesiones A/E estian localizadas en
el /Jocus de esfacelamiento del enterocito (LEE), el cual contiene los genes que codifican para la
intimina y otras moléculas de adhesion a la membrana; un sistema de secrecion tipo 11, un

nimero de proteinas secretadas (Esp) y el receptor translocado de intimina (Tir)' 3.

Los cambios bioquimicos relacionados con este proceso son los que inducen probablemente a la
célula intestinal a secretar agua y electrolitos (cloro y potasio) al espacio intraluminal. E! efecto
fisiologico secundario a estas alteraciones, asi como la deficiente absorcian de liquidos por 1a falta
de microvellosidades en segmentos importantes del intestino, son los principales responsables del

cuadro de diarrea severa'™,

EPEC es una causa importante de diarrea en recién nacidos y en lactantes, asi como de brotes en
cuneros. El cuadro clinico de la infeccion se caracteriza por la presencia de dolor abdominal
severo, fiebre y las evacuaciones son f'ri:cuemes con moco, PMN vy sangre, la duracion habitual de

la enfermedad es de una semana ),
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2.2.Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC).

La segunda clase mas importante de £.cofi asociada con diarrea es ETEC, la mayor causa de
diarrea infantil en paises en desarrollo y el agente mas frecuentemente responsable de la diarrea
del viajero. La infeccidon por ETEC es adquirida por ingestion de agua o comida contaminada, la
bacteria coloniza la parte proximal del intestino delgado, donde elabora una enterotoxina

termolabil (LT) y una enterotoxina termoestable (ST)** 37,

La toxina termo!nbﬂ (LT) esuna proteina dimérica de alto peso molecular (86 500 Da) similar en

su estructura lmlca, funcxon y.antigenicidad a la toxina producida por V.cholerae 01, se inactiva

por calentamiento a‘ 100°C duranle 10 minutos, tabla 4.

Estructuralm ui"cbmpucsta por dos subunidades A y B. La primera consiste en una
molécula de
dando lugﬂr_
de la subuhidad A
intestinal; estas subumdadcs estan unidas por un puente disulfuro y cada subunidad A esta ligada
en forma no covalente con la subunidad B, un pentamero con la propiedad de unir la toxina a un

ganglidsido (GM,) presente en la superficie de la célula epitelial intestinal, el cual actia como su

ticne como funcion principal inducir una ribosilacién del ADP
de AMPc intracelular y otra de A: (5 kDa), la cual participa en la unién
la subunldad B, asi como en el proceso de intermnalizacion de A a la célula

receptor para facilitar la intemnalizacién de la subunidad A7,

LT causa diarrea al estimular la actividad de una adenilato ciclasa ligada a la membrana, lo que da
por resultado la conversién de ATP en AMPc, como sigue:

ATP —> AMPc + Ppi
Cantidades minimas de AMPc inducen la excrecion activa de CI" e inhiben la absorcién de Na*,
creando asi un desequilibrio de electrdlitos a uno y otro lado de la mucosa intestinal, con lo que se

pierde abundante cantidad de liquido‘,

El mecanismo por el cual la toxina LT estimula la actividad de la adenilato ciclasa es:
1.- La subunidad B de la toxina se liga a un receptor especifico de la célula al gangliésido GM,;,.
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Caracteristicas princip

Tabla No. 4.

les de Escherichia coli enterotoxigénica.

Pioduce dos Llipus de loainas. LT y/o ST, Ja prinwra activa al sisteima
denil el i 6 da. I

Car
Grupos somiticos asociados
Distribucion geografica.
Grupos de edad afectados.

Modo de transmision.

Periodo de incubacion.

PO

Cuadro clinico,

Duracion habitaal,

“ De 8-12 evacuaciones al dia.

prov una k prol a
ciclasa.

activa e!

6, R, 15, 20, 25,27, 63, 7R, 114, 128, 14R, 153, 159, 167, 169
Paises en desarrollo y drcas tropicales.
Menores de § anos de edad y turistas.

* Agua y alimentos conlaminados.
* Persona-persona.

* 10-12 horas con cepas productoras de una sola toxina,
* 24-72 horas con cepas LT, ST.

Enlcrota;tinas LT y/o ST.
* Dolor abdominal.

* Vémito,
* Ficbre,

4-5 dias.

* Asa ligada de conejo.
= ELISA.
* Aglutinacién en particulas de latex.

de lab io.

* R

Tratamiento.

* Cultivo celular,
* Hibridacion de DNA.
* PCR multiple.

* Rehidratacion oral.
* Ciproflavina
* Doxiciclina

Tomada de: Cravioto (8). (9), Levine (33). Nataro (44).
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2.- La subunidad A, es liberada de la toxina y penetra en la célula.

3.- La subunidad A separa NAD en nicotinamida y ADP-ribosa y transfiere esta altima a la
proteina ligadora, con lo cual hay una mayor estabilidad del complejo catalitico encargado de la
actividad de la adenilato ciclasa, ello ocasiona una mayor actividad (amplificada) de la ciclasa y

un incremento correspondiente en la cantidad de AMPc producido'™,

El incremento de los niveles de AMPc intracelular ocasiona un aumento en la secrecion de agua ¥
electrélitos en las células de las criptas intestinales, con una disminucion concominante en la
ahsorcion de agua en células de la punta de las vellosidades intestinales. Ambaos eventos conducen
a un incremento en la secrecién de liquido hacia el lumen intestinal, el cual se manifiesta

clinicamente como diarrea! 33360,

La toxina termoestable (ST) comprende una familia de péptidos pequefios formados por 18 a 20
aminoacidos, de 1500 a 2000 Da, no se destruyen por calentamiento, no inmunogénicos, solubles
o no en metano. Esta toxina se sintetiza en forma de pretoxina, ia cual se activa intracelularmente

antes de ser secretada por 1a bacteriat*®¢0-&,

La ST estimula a la enzima guanilato ciclasa, incrementando los niveles de monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc) inhibiendo el cotransporte de NaCl por la pared intestinal, por lo que la
accion de la ST puede ser en forma primordial antiabsortiva; el control genético de la produccion

de LT y ST esta localizado en plasmidos transferibles®®*0.69,

Ademas las cepas ETEC tienen la propiedad de producir proteinas fimbriadas, por medio de las

cuales se adhieren a receptores especificos pr en las células del hospedero llamadas
factores de colonizacion o CFA (CFA/, CFA/IL, CFAAIL ¥y CFA/TV). Las cepas de ETEC aisladas
de seres humanos producen dos tipos de antigenos, uno de tipo fimbriado y otros de tipo fibrilar.
Dentro del primer grupo, se incluyen al CFA/l y los antigenos de superficie (CS) 1,2, 4 y 5,
quedando el CS3 y el CS6 dentro del grupo de antigenos fibrilares. Al igual que las enterotoxinas,
la produccién de estos factores de adhesividad estd controlado por material gendético presente en
plasmidos“®, )
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El cuadro clinico que inducen estas bacterias es similar al observado en el caso de célera,
presentandose de ocho a doce evacuaciones al dia por un periodo de cuatro a cinco dias. Las cepas
ETFC son una causa importante de diarrea en nifios menores de cinco afios de edad y la causa mas

importante de diarrea det viajero™.
2.3.Escherichia coli enteroinvasiva (ETEC).

EIEC a diferencia de los demas grupos, puede producir dafio por su capacidad de penetrar e
invadir la mucosa del colon, ademas de que aparentemente no penetra la superficie del intestino

delgada®'7,

EIEC produce un sindrome disentérico similar al causado por Shigella, caracterizado por dolor
abdominal severo y diarrea con moco y sangre. Aunque los signos clinicos de ésta enfermedad
wvarian en cada paciente se le atribuye fiebre, dolor de cabeza, mialgia y diarrea, hasta disenteria ¥

en casos severos hipotension®®,

El mecanismo de invasividad producido por Shigeclla y E.coli enteroinvasiva a las células
epiteliales de la mucosa colénica es multifactorial, por lo tanto es muy dificil establecer al mismo
tiempo todos los fendmenos que participan durante el evento, pues existen maltiples
interrelaciones entre los genes y las proteinas reguladas por el genéforo bacteriano y el plasmido,

lo que da lugar al fenotipo expresado durante el proceso invasivo, tabla 5.

La invasividad es una cualidad de la patogenicidad relacionada con la entrada al hospedero. Al
contacto con el epitelio celular de 1a mucosa del colon, la bacteria probablemente se adhiere a la
mucosa a través de las tres proteinas de membrana externa (OMP) codificadas por el plasmido de
120-140 MDa e histolégicamente, se observa la primera alteracion: una degeneracion localizada
del borde de cepillo de la célula epitelial. Después que el microorganismo ha alcanzado la
membrana celular epitelial, el gen vir/” que codifica para la sintesis de una proteina de 30 kDa

se dice que regula positivamente Ia expresion de los genes /pa dando lugar a los polipéptidos
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Tabla No. 5.

Caracteristicas principales de Escherichia coli enteroinvasiva.

Caracteristicas generales. Estas cepas son de i dir y p élulas de la
ded colon ¢ inducen una enfermedad diarreica hemorragica.

Grupos somaticos. 28ac, 112ac, 124, 136, 143, 144, 152, 164 y 167.
Patogénesis. Sindrome disentérico.

Distribucién geografica. Mundial.

Grupos de edad afectados. Todas las edades.

Modo de transmision. Alimentos contaminados.

Periodo de incubacion. 18 horas en brotes.

M, i de PP i6n y multiplicacién en cé pitel

* Dolor abdominal severo.
Cuadro clinico. * Evacuaciones frecuentes con moco y sangre,
* Fiebre, dolor de cabeza, mialgia.

* Prueba de Sercny.

Diagnastico de laboratorio. * Pruebha de invasividad en cultivo celular
* Hibridacion de DNA.
* PCR.

Tratamiento. * Rehidratacion oral.
* pi na.

Tomada de: Cravioto (8), (9). Levine (33), Nataro (44).
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Ipa A, B, C y D que estan involucrados en el proceso de entrada a la célula y son considerados

como invasinas; penetrando asi la membrana celular del enterocito**'",

En el citoplasma celular, se observa que se empieza a polimerizar la actina junto con la
acumulacién de la miosina directamente en el sitio por donde va a penetrar la bacteria. La célula
se encuentra metabdlicamente activa y por elio va a fagocitar al microorganismo quedando éste
atrapado dentro de una vacuola fagocitica. No se sabe con exactitud si la bacteria escapa
rapidamente del fagosoma a través de exoenzimas hidroliticas como fosfolipasas, lipasas y/o
lecitinasas o por medio de un estallido respiratorio involucrando el incremento en la acidez de la
vacuola por liberacion de radicales dc oxigeno. La bacteria induce la lisis de la membrana
fagocitica poco tiempo después de la entrada a la célula; cuando ¢l microorganismo se encuentra
libre en el citoplasma, el gen icsA4 controlado positivamente por los genes viri” y kcpA. Este gene
codifica para una proteina de membrana externa de 120 kDa que permite a la bacteria moverse
dentro de la célula y reinfectar a las células vecinas. Asi, exhibe dos movimientos: el primero se
ha designado fenotipo lcs (diseminacion intra e intercelular), este es rapido y azarosamente
orientado y conjuntamente con la multiplicacion bacteriana en el interior de la célula, el
microorganismo es capaz de atravesar el citoplasma en 4 a 5 horas. Este movimiento, da lugar a la
formacion de protusiones que se dan para infectar a las células adyacentes. Se ohservan asi
multiples focos de nucleacién en la célula y formacion de pequeiios filamentos de actina, cerca de
la superficie bacteriana. Estos filamentos forman un saco polarizado en la superficie de la bacteria

que promueve su locomocion! **S1),

Las mutantes fcs4 (virG) pierden la capacidad de polimerizar la actina, pueden adherirse, entrar a
la célula y lisar a la membrana fagosomal formando microcolonias cerca del nicleo de la célula

infectada. La bacteria durante la colonizacion de la célula infectada se desliza a lo largo del haz de

actina moviéndose suave y unidireccionalmente a través de éstos filamentos'®'’.

La infeccidn inicial se produce en las células periféricas y la colonizacion de ias células centrales
se da por el movimiento intracelular o por la diseminacion entre célula a célula en la monocapa

epitelial, el proceso de colonizacion es exclusivamente intra e intercelular'®,
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Las manifestaciones clinicas asociadas con esta infeccion son evacuaciones en poca cantidad
acompailadas de moco y sangre, dolor abdominal tipo célico y fiebre, la enfermedad

habitualmente es autolimitada y las muertes ocasionadas por ella son poco comunes™,
2.4.Escherichia coli enterohemorrigica (EHEC).

El término E.cofi enterohemorragica (EHEC) fue propuesto por Levine en 1987 e incluye cepas de
diferentes serotipos con caracteristicas clinicas, epidemioldgicas y patogénicas similares a los del

serotipo Q157:H7, considerado como prototipo del grupot4),

Las cepas EHEC generan un tipo de citotoxinas y ademas tienen la habilidad para adherirse en
forma particular a la mucosa intestinal, mediante la produccion de proteinas codificadas por un
plasmido de 50 a 70 megadaltones (MDa) que induce una lesion caracterizada por adherencia

intima de las bacterias a las células epiteliales, después de destruir las microvellosidades,

denominada adherencia y esfacelamiento'®,

Las citotoxinas (STX) producidas por EHEC reciben dos nombres de acuerdo con sus
caracteristicas antigénicas y por su actividad sobre cultivos celulares, uno es citotoxina semejante
a la de Shiga (SLT)y el segundo es de verotaxina (VT) por su efecto citotoxico (destruccion total
de la monocapa celular) sobre monocapas de células Vero. Se conocen tres tipos antigénicos de
las cititoxinas, la VT1 o SLT-1 y la VT2 o SLT-2, afectan especificamente a humanos y la Vie o
SLT-liv; una variedad antigénica de VT2, la cual afecta de modo exclusivo a animales, tabla 6.

Las tres citotoxinas pertenecen a una clase de proteinas bacterianas conocidas como A-B; la
estructura de todas estas toxinas es doble, estan formadas por una subunidad A unica la cual posee
la actividad enzimatica, rodeada por cinco subunidades B, uniendo a la toxina con su receptor

especifico en la superficie celular®®,
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Tabla No. 6

Caracteristicas principales de Escherichia coli enterchemorrigica.

Elabora citotoxinas que son denominadas Vero o toxinas

Shiga-like, que pr en linea celular Vero y
Caracteristicas generales, actgan a nivel de sintesis de proteinas inactivando células del
huésped.
Grupos somaticos asociados. 2,4,7,26,45,50, 11, 113, 121, 125, 145, 157 y 173.

* Diarrea sanguinolenta.
Patogénesis. * Sindrome urémico hemolitico.
*= Colitis hemorragica.

Distribucién geografica. Mundial.
Grupos de edad afectados. ‘Todas las edades.
Modo de transmision. *Alimentos contaminados.

* Persona-persona.

M i de icidad Produccion de ci 3 (tipo Shiga).

Periodo de incubacion. 12-60 horas.
* Excr inol

Cuadro clinico. * SUH.

* Trombocitopenia.
A b e

micr

* Sorbitol.

* Serologia.

Di Sstico de lab i * ELISA.

* Hibridacion de DNA.
* PCR.

Tratamiento. * Rehidratacion oral
—

Tomado de: Cravioto (8), (9), Levine (33), Nataro (49).
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La subunidad A de las toxinas VT tienc un peso molecular de 32 kDa, mientras que cada una de
las cinco subunidades B poseen un peso molecular de 7.7 kDa.
Fl receptor especifico del pentimero B de ambas citotoxinas es el glucolipido

globotriosilceramido (Gb3), el cual posee la secuencia especifica Gal (a 14) Gar (B 1-4) Gle-Cer.

Una vez unidas con su receptor por medio del pentaimero B, la subunidad A de VT1 y VT2 se
internaliza mediante un proceso de endocitosis, mediado principalmente por el receptor. Cn el
interior de la célixla la subunidad A se desdobla por accién proteolitica, dando lugar a un
fragmento Al que conserva la actividad enzimatica de la citotoxina. Este fragmento interfiere con
la unién de la aminoacil-RNAt de la subunidad ribosomal 60 S, impidiendo la sintesis de proteinas
al actuar sobre el factor de elongacion, ademas provocan hemorragias en la mucosa intestinal
debido a la actividad citotoxica y como efecto secundario activan al sistema adenilato ciclasa,

incrementando al AMPc,

El aislamiento de cepas EHEC se ha relacionado con la presencia de diarrea esporadica, de colitis
hemorragica o febril, de sindrome urémico hemolitico y de purpura trombocitopénica en nifios,
adultos y ancianos. La colitis hemorrigica asociada a infeccion por cepas EHEC es un
padecimiento autolimitado, caracterizado por diarrea de inicio brusco con dolor abdominal. Las
evacuaciones liquidas se acompafan de una descarga hemorragica, la cual semeja un sangrado de

tubo digestivo bajo®9446m,

El sindrome urémico hemolitico (SUH) es una de las principales causas de dailo renal en nifios, se
define por la presencia de anemia hemolitica microangiopatica, insuficiencia renal aguda y
trombocitopenia, cuadro de diarrea aguda con sangre. El dafio renal se caracteriza por edema v
desprendimiento de las células endoteliales del glomérulo, con coagulacion intravascular y

presencia de depdsitos de fibrina®®),
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2.8.Escherichia coli adherente difusa (DAEC).

Las cepas DAEC, son definidas por su patrén de adherencia difusa sobre cultivo de células HeLa o
HEp-2; ha sido asociada con diarrea persistente en nifios grandes, pero no en infantes. Ademas

algunas cepas DAEC han estado involucradas en infecciones uropatogénicas@¢29,

La familia DAEC aparece como un grupo heterégeneo de cepas de E.coli, las cuales pueden ser
una clase evolutiva de EAEC. Por otro lado un subgrupo de cepas DAEC ha sido nombrado E.coli
enteropatégena adherente: di,fu‘sa (DA-EPEC) porque contiene un homologo del Jocus de
patogenicidad de la isla de’ }:mogemcndad de adherencia y esfacelamiento (PAI) y exhibe
propiedades pa(égenas camcxer{sucas de las cepas de E.coli enteropatdgena‘®439),

Poco se conoce acerca dc las cnractensucas de:patogenicidad de las cepas DAEC que inducen

diarrea. Los unicos factores de vnrulencxa de las cepas DAEC que se conocen son sus adhesinas.

Las cepas DAEC cxpresan adhesxnas AfaE AfaE—Il las Dr adhesinas y la adhesina fimbrial
F1845. El ensamble cstructural de los genes que codxfcan para las adhesinas Afa/Dr son similares
en organizacion, formmados por operones Son cmco genes, los genes 4 al D, codifican proteinas

accesorias, y son altamente conservados entre los miembros de la familia, mientras que el gen £

codifica para la molécula de adhesion®4% 4431

Las adhesinas Afa/Dr 'median la adhesion bacteriana en el patrén de adherencia difusa a los
enterocitos y células epiteliales, por unién a un receptor comun, el factor CDSS5, una proteina

reguladora del complemento.

La asociacién de las cepas DAEC y casos de diarrea se encuentra solamente en nifios grandes,
pero no en infantes. El riesgo de adquirir DAEC y sufrir diarrea incrementa con la edad desde 1

aflo hasta 5 ailos cuando se presenta el mayor niimero de casos®®.




El modo de adquisicién de la infecciéon de DAEC, no ha sido determinado. La mayoria de los

pacientes infectados con DAEC tienen diarrea acuosa sin sangre o leucocitos fecales.
2.6.Escherichia coli enteroagregativa (EAECQC).

2.6.1.Generalidades.

EAEC es una causa importante de diarrea en niflos en paises subdesarrollados y ha sido
particularmente asociado con diarrea persistente (mas de 14 dias) como una causa de enfermedad
y muerte. Estudios recientes implican a EAEC como una causa de infeccién por alimentos

contaminados en paises industrializados.

EAEC es un patégeno enterico definido por su distintivo patréon de adherencia agregativo (AA) a
un cultivo de células HEp-2, con notable agrupamiento de bacterias a las células y al vidrio.

describiendo una configuracion de ladrillos apiladost®.

Los mecanismos de diarregenicidad de EAEC no estan caracterizados, pero diversos factores han
sido reportados; la adherencia es codificada en un plasmido de 60-65 MDa (designado pAA) el

cual también codifica otros diversos factores de virulencia, tabla 7.

PAA codifica varios factores, incluyendo la fimbria de adherencia agregativa (AAF/l y AAF/II), la
enterotoxina termoestable de cepas enteroagregativas (EAST-1) y una citotoxina de 104 kDa
designada como Pet (plasmido codificador de la toxina) ', Ademas del plasmido pAA. algunas
cepas de EAEC expresan otros factores de virulencia codificados sobre el cromosoma, incluye
una mucinasa secretada de 116 kDa designada Pic (Proteina involucrada en la colonizacién
intestinal), una hemolisina termolabil, una enterotoxina semejante a Shigella (ShET1), ademas de

una proteina de 108 kDa que induce lesion destructivat“0-s,

EAEC exhibe un patrén de transmision. en el cual un plismido de virulencia es adquirido y

entonces se mantiene estable entre los descendientes de clonas, ademas la transmisién horizontal

4 - -
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Caracteristicas principales de Esch

Tabla No. 7

ichia coli enteroagregativa.

Estas cecpas se¢ caracterizan por su adhcrencia agregativa en
cultivo celular y al vidrio en forma de ladrillos apilados, por la

for i6n de una bi de moco y toxicidad en la mucosa via la

Grupos somaticos asociados.

Distribucion geografica.

Grupos de cdad afectados.

Modo de transmision.

Periodo de incubacion.

elaboracion de citotoxinas.

44,86, 11, 125y 126.

Paises subdesarrollados.

Nifios menores.

Ali ¥y agua

20-48 horas.

Estimula la prod de moco. Produce la toxina, EAST, y las

Cuadro clinico.

Duracion habirual.

Diagnéstico de laboratorio.

proteinas Pic y Pet.

* Diarrea intermitente y cronica.

* Diarrea predominantemente secretora. acuasa y mucoide.

* Bajo grado de ficbre, dolor abdominal, poco o nulo vomito.
* Las heces contienen moco y a menudo sangre.

214 dias.

*Cultivo celular Hep-2.
* Colony blot.
* PCR.

Tomado de: Cravioto (8). (9). Levine (33), (34). Naiaro (44), (45).

20

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




del plasmido entre distintos grupos cromosomales también ocurre. El mecanismo para la
transmisioén horizontal es presumiblemente la conjugacién; se ha observado que el plasmido de

AA es transmisible!'?),

Sin embargo aunque la patogenésis de la infeccion de EAEC no esta completamente entendida, se

ha definido un gran numero de caracteristicas.

1) Adherencia inicial a 1a mucosa intestinal y/o la capa de moco, mediada por la fimbria de
adherencia agregativa (AAFs) y quiza otros factores, pueden facilitar la colonizacion inicial.

1) Incremento en la produccion de moco, formando una biocapa de bacteria-moco en la superficie
intestinal.

1II) Toxicidad en la mucosa, marcada por exfoliacion de las células epiteliales, mediada

presumiblemente por la elaboracion de citotoxinas, figura (344404%),
En los hospederos malnutridos puede producir un sindrome.
2.6.2.Histopatologia.

Importantes indicios de la patogenésis de EAEC pueden ser encontrados por la examinacioén
histopatolégica de pacientes infectados y modelos animales. Las cepas de CAEC incrementan la
secrecion de moco caracteristico de la mucosa, con implantacién de la bacteria en una biocapa de

bacteria-moco.

El papel de el exceso de produccion de moco en la patogenésis de EAEC no es claro, sin embargo,
la formacion de una pesada biocapa puede ser relacionado con la diarregenicidad de EAEC y

qQuiza, esta habilidad sea la causa de la colonizacion persistente ¥ diarrea®!43),

Ademas de la formacién de la biocapa de moco caracteristico, muchas cepas de EAEC inducen
efectos citotoxicos a la mucosa intestinal, provocando una lesion destructiva. La lesion se

caracteriza por acortamiento de las vellosidades, necrosis hemorragica de la punta de los vellos y
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una suave respuesta inflamatoria con edema e infiltracion mononuclear de la submucosa, se
observa una arquitectura microvellosa normal y no hay invasion a los enterocitos, ademas la

adherencia de Ia bacteria no provoca la lesion de adherencia y esfacelamientaf®4343),

La citotoxicidad inducida por EAEC es evidenciada por su unico fenotipo, empieza con la ruptura
de la monocapa de microvellosidades con la pérdida de estas por formacién de vesiculas, seguida
de el aclaramiento de el citoplasma apical y subsecuentemente desarrolle de la vacuolizacion
subnuclear y el nicleo asume una posiciéon mas apical dentro de las células; las células

severamente afectadas muestran ruptura y exfoliacion de la monocapa'*®.

Se ha reportado que la formacion de vesiculas de la membrana se debe a una severa

polimerizacién de la actina en presencia de concentraciones elevadas de calcio intracelular’®®,

Las cepas de EAEC tienen la habilidad de adherirse al intestino delgado (ID) y grueso (}G); una
enterotoxina actuia sobre el ID e induce un estado de diarrea acuosa seguido por la colonizacién de
el 1G, con la elaboraciéon de una citotoxina la cual puede provocar dafio a la mucosa, es la posible

explicacion de la diarrea con sangre observada en algunos nifios infectados con EAEC?,
2.6.3.Adherencia.

El fenotipo de AA de las cepas de EAEC esta asociado con la presencia de un plasmido de
60MDa, el cual codifica para un pili que es de 2-3 nm de diametro, designado fimbria de
adherencia agregativa (AAF/T), también asociado con la hemaglutinacién (HA) de eritrocitos

humanos“®,

Los genes para AAF/I estin organizados en dos regiones del plasmido, separadas por 9kb . La
region 1 contiene un grupo de genes requeridos para la sintesis fimbral y ensamblamiento,

incluvendo la subunidad estructural de la fimbria.

¥
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El andlisis de la secuencia nucleotidica de los genes de la region 1 sugiere que AAF/1 es miembro
de la familia de las adhesinas Dr, asi llamadas porque median la adherencia al antigeno del grupo

de sangre Tr(t1414443),

La regién 2 codifica para un activador transcripcional de la region de AAF/1 llamado AggR, el cual

muestra homologia con los miembros de la familia Ara C de proteinas de union a DNA.

Una segunda estructura fimbrial, designada AAF/Il. la cual es diferente morfologica y
gendticamente de AAF/I, ha sido identificada.

Las fimbhrias AAF/Il son de 5 nm de diametro y estin arregladas en filamentos agrupados
semirigidos. Los genes que codifican AAF/II son también organizados en dos grupos separados por
12 kb. El anilisis de los genes AAF/Il indica que cada uno esta relacionado con los genes que

codifican para la familia de las adhesinas Dp{}!-1451 434351

El anilisis del DNA sugieren que AAF/1 y AAF/1I estan presentes cn solo una minoria de las cepas

y que la colonizacidn intestinal parece estar mediada por uno o mas de los diferentes antigenos

fimbriales.

En algunas cepas de EAEC, la AA puede ser dada por otros factores diferentes de las fimbrias de

AAT. Una proteina de membrana externa afimbrial o una proteina de 38 kDa pueden ser

responsables de la AA en algunas cepas“'<%),

2.6.4.Propiedades h 1

Las cepas de EAEC poseen actividad hemaglutinante y existe, una relacién entre la produccion de
la fimbria de adherencia agregativa y la hemaglutinacion (HA).
La HA es una importante propicdad de EAEC y se demuestra para varias especies incluyvendo

humanos, ratas, raton y ovejas, pero no congjos®!-3%,



La produccion del pili AAF/I, demuestra una cercana correlacion entre la posesion de esta
fimbria, 1a AA y la HA de eritrocitos. Multiples hemaglutininas y receptores estan involucrados en
ta HA por FAEC, compuestos que contienen acido sialico pueden ser los receptores sobre los

eritrocitos y posiblemente en el intestino®!-33),

2.6.5.Enterotoxina ter ble de cepas enteroagregativas (EAST-1).

Savarino et.al (44) estudiando el plasmido de la cepa, identifico un fragmento que codifica para
una molécula de 41 kDa, homologa de ST, designado CAST-1. I producto de este gen, CAST-1,
es una proteina de 38 aminoiacidos la cual se caracteriza por cuatro residuos cisteinicos, en lugar
de 6 residuos caracteristicos de la ST de E.coli. El papel de EAST-1 en la secrecién no ha sido

bien determinado®™44*,

2.6.6.Plismido codificador de la toxina (Pet).

Los sobrenadantes de cepas de EAEC contienen una proteina de alto peso molecular de 104 kDa,
que induce acumulacién de fluidos y efectos citotoxicos. Gl gen que codifica para esta toxina, se
ha designado Pet (plasmido codificador de la toxina), ¥ ha sido clonade y secuenciado. Pet mostrd
ser un miembro de la clase de proteinas de autotransporic, un grupo de determinantes de
virulencia de las bacterias Gram negativas. La familia de autotransporte toma este nombre por su
unico mecanismo de secrecion, en donde la secuencia sefial es el aminoacido N-terminal ¢l cual
dirige la secrecion a través del interior de la membrana y subsecuentemente la porcion C-terminal
del precursor forma una estructura B-barril en la membrana externa de la bacteria . La porcion
N-terminal de la molécula (también llamado dominio pasajero), se cree que es transportado a
través del B-barril a la superficie celular, ademas Pet corresponde a la subfamilia caracteristica
quec conserva una serin proteasa.

Pet causa alteraciones en las células HEp-2, altera ¢l citoesqueleto, induciendo contraccion del
citoesqueleto, perdida de la tensién de las fibras de actina y libcracion de los contactos focales
celulares del vidrio, seguido de un completo redondeamiento y separacion de las células del,

vidrigtieassesn)



Las células redondas sugieren que Pet rompe el ci q o las pr i del ci quel y
que es internalizado por las células HEp-2 y esta internalizacion parece ser requerida para la

induccion de los efectos citopaticos.

Pet es una toxina que altera el citoesqueleto y su actividad de proteasa juega un papel en los

efectos citopaticos y enterotoxicos'®,

2.6.7.Proteina involucrada en la coloni ion i inal (Pic).

El gen que codifica para una proteina secretada de 116 kDa, esta localizado en el cromosoma de
EAEC, el cual es lamado pic y cuyo producto es la proteina Pic (proteina involucrada en la
colonizacion intestinal). Esta proteina es una serina proteasa extracelular la cual muestra actividad
mucinolitica, resistencia al suero y de HA, la cual puede ser representativa para la unién a la
mucosa. La proteasa es sintetizada como un precursor grande, ¢l cual es procesado durante la
secrecion por el mecanismo de secrecion de autotranspornte. Ll gen que codifica la proteina Pic

tiene un alto nivel de similitud con las proteinas de la familia de autotransportef?7-444%),

Pic media la resistencia al complemento, pero este efecto es dependiente de la actividad de
proteasa de la proteina. Un papel mdas importante para Pic en la patogenésis puede ser su actividad
en la degradacion de la mucina. Pic esta envuelta en las etapas tempranas de la patogenésis v mas

probablemente promueve la colonizacion intestinal®?),
2.6.8.Enterotoxina termolibil de alto peso molccular.

Una proteina de 108 kDa secretada por las cepas de EAEC es una enterotoxina termolabil, la cual
parece inducir no solamente efectos enterotoxicos, sino también dafio al tejido, inflamacion y
secrecion de moco. Esta proteina es codificada en el plasmido de virulencia pAA y tiene actividad
enterotoxica y quiza actividad citotoxica. Esta enterotoxina puede jugar un papel importante en la
diarrea producida por EAEC*?,
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2.6.9.Inflamacién intestinal.

Los nifios con infeccion por EAEC tienen inflamacién intestinal, la cual es determinada por la
presencia de marcadores inflamatorios fecales, estos marcadores incluyen lactoferrina un producto
estable de neutréfilos y un marcador muy sensitivo para neutrdfilos fecales, interleucina 8 (TL-8),
una citocina de neutréfilos, e interleucina 18 (IL-1B). una citocina proinflamatoria
polifuncional(*'423%,

El origen de estos factores inflamatorios sigue sin conocerse, aunque puede ser resultado de la
estimulacién directa de la liberaciéon de citocinas del epitelio. La liberacion es aparentemente

mediada por una proteina codificada cromosomalmente, termoestable, de alto peso molecular®4®,

La relacién entre la liberacion de IL-8 y los sintomas de la infecciéon de EAEC no se conoce. Sin
embargo, se sugiere un papel hipotético en la liberacion de IL-8 en la diarrea causada por EAEC.
La liberacion de TL-8 de las células epiteliales en respuesta a EAEC puede actuar como el primer
paso en una cascada secretora para reclutar neutréfilos. Los neutrofilos en el epitelio intestinal

liberan 5°-monofosfato adenosina, el cual es convertido por una S-nucleotidasa en la superficie

apical de los enterocitos, a adenosina, un agonista para la secrecidon de cloruro“®,
2.6.10.Caracteristicas clinicas.

La diarrea de EAEC es caracterizada por la formacion de un gel espeso de moco sobre la mucosa
intestinal y por dafio a la mucosa. La diarrea de EAEC es predominantemente de naturaleza
secretora , acuosa y mucoide con un bajo grado de fiebre ¥ con poco o nulo vomito, las cepas se
relacionan con diarrea intermitente y cronica (mayor a 14 dias).

Las heces contienen moco y a menudo sangre pero gencraimente no tienen leucocitos
polimorfonucleares (PMN). Los sintomas encontrados son dolor abdominal, vémito, flatulencia y

fiebref?3.44.36)




2.6.11.Caracteristicas epidemiolégicas.

En la diarrea por EAEC la estratificacion de la edad revela que esta asociacién es marcadamente
dependiente de la edad y se ha aislado principalmente de infantes y niflos pequeilos aunque se

sugiere que nifos en la edad escolar y adultos son también susceptibles!1®.30.61),

Las caracteristicas epidemiologicas como reservorios de infeccion, rutas de transmision, estaciéon
del afio en la que predomina son aun desconocidos, aunque se supone que su fuente de transmision

sea por alimentos y agua contaminados®!4363,

Sin embargo, se ha visto que la colonizacién asintomatica por EAEC puede llevar a la
malnutricion causada por un incremento metabélico demandado por la inflamacién intestinal,
dafio persistente en 1a mucosa dado por citotoxinas o la presencia de una barrera de absorcion de

nutrientes impuesta por la biocapa moco-bacteria®®).
2.6.12.Diagnostico de l;AEC.

Las cepas de E.coli que causan diarrea en humanos constituyen un grupo heterogénco de
organismos que se distinguen en sus propiedades de virulencia, epidemiologia y asociacion con
enfermedad.

Las técnicas que emplean biologia molecular han mostrado ser altamente efectivas en la deteccion

e identificacion de E.coli enteroagregativa.

Su patrén caracteristico de adherencia agregativa esti asociado con la pr ia de un plasmido
grande. Estos plasmidos estin estrechamente relacionados con sus mecanismos de virulencia ; los
genes que codifican para la fimbria, relacionada con la adherencia y su enterotoxina termoestable

han sido identificados en estos plasmidos**44%,



Ademas de su papel en la patdgenesis de la enfermedad diarreagénica, fragmentos del gran
plasmido han sido usados como sondas de DNA en el diagndstico de infecciones causadas por
EAEC.

La prueba de diagnéstico de EAEC comunmente usada, consiste de un fragmento del plismido de

las cepas EAEC.

A principios de la década de los afios 80 se comenzaron a usar técnicas de biologia molecular
empleando sondas de DNA que determinan secuencias especificas en el material genético que
ponen de manifiesto fragmentos de DNA que codifican para una propiedad en especial. Los
ensayos de hibridacién se fundamentan principalmente en la caracteristica de complementariedad

que existe entre las cadenas de DNA de los acidos nucleicos®®.

La prueba de hibridacion del DNA es un método alternativo para la identificacién de EAEC y se
ha encontrado que es especifica y sensible.

Las reacciones de hibridacién pueden efectuarse en:

a) fase s6lida como el colony blot.

b) fase liquida como el PCR.

La hibridacién en fase sélida se realiza sobre una membrana o filtro de nylon o de nitocelulosa,
pudiendo ser la muestra, DNA de una colonia  que se coloca directamente en el filro. El
microorganismo se lisa y el DNA es desnaturalizado por la adicién de NaOH y fijado al soporte
s6lido con Juz U.V,, la membrana es prehibridada con un DNA heterdlogo. para evitar las uniones
inespecificas de la sonda a la membrana. Después de la hibridacién con la sonda marcada (no
radiactiva) con digoxigenina, los filros se lavan a diferentes temperaturas determinadas por las
condiciones de restriccién de la reaccién y las colonias que tienen el gene se identifican

colorimetricamente®®,

En el procedimiento de hibridacion en fase liquida tanto el DNA molde como la sonda, se

encuentran libres y en movimiento, aumentando la probabilidad de que las secuencias |
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complementarias se alinien y se unan. La hibridacién en solucién se efectuara de 5 a 10 veces més

rdpido que en fase sélida.

Un ejemplo de esta hibridacién es la PCR, en donde se realiza in virro el proceso de replicacion
del DNA. Esta basado en la accién de la polimerasa que como se sabe es la enzima que dirige la
sintesis del DNA, y desde una cadena simple de DNA sintetiza la complementaria. Para ello
necesita al menos una pequeila fraccién de cadena doble de DNA para iniciar la sintesis. Esto se
hace posible, si se pone una pequefia fraccién de oligonucleétidos que sean complementarios de
una porcién, se unira después de la desnaturalizacion de la doble cadena y mediante el crecimiento
hacia el extremo 3" del DNA por la unién de los nucledtidos correspondientes suministrados y a

través de la accién de la polimerasa se hace la amplificacion del fragmento deseado®*,

En esencia un ciclo de amplificacién esta constituido por tres etapas que se hacen a temperaturas

distintas. La primera etapa consiste ¢n la d uralizaciéon del DNA, separandose las cadenas por
ruptura de los enlaces de hidrégeno a temperatura de 95°C. La segunda reaccién consiste en la
hibridacién de estas cadenas con los denominados oligonucleétidos, iniciadores o primers, que son
fragmentos complementarios que se van a unir a cada una de las dos cadenas separadas del DNA.
Para ello se baja la temperatura y las condiciones serin tales que se facilita la unién de los
iniciadores a las cadenas, esta reaccion suele hacerse alrededor de 50 y 60°C. La tercera etapa se
efecttia a los 72°C, temperatura a la que. la polimerasa lleva a cabo su accién. concretamente la
Tag DNA polimerasa que va a actuar uniendo los diferentes nucleétidos complementarios en el

orden que le va indicando la cadena que actila como molde®@®*,

Para llevar a cabo la reaccidn se debe de apontar: el DNA a copiar o amplificar, denominado DNA
molde, los iniciadores, que se hibridaran a las cadenas simples de DNA, grandes cantidades de los
cuatro desoxinucledtidos trifosfatos necesarios para que el DNA se amplifique (dATP, dCTP,
dGTP y dTTP) y la Tag DNA polimerasa.

Una vez que se ha sintetizado in vitro una secuencia de DNA, esta se debe reconocer. Para

detectar el producto se ponen los fragmentos en un gel de agarosa en el que haremos que se
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desplacen mediante electroforesis. Para visualizar el DNA en el gel se le aflade bromuro de etidio
que fluorece con luz ultravioleta, Se utilizan controles de peso molecular conocidos que permiten
reconocer los fragmentos sintetizados. En todos los casos se deben de incluir controles negativos y
positivost®,

La técnica de PCR permite un diagndstico mas rapido de EAEC, ademas de ser altamente sensible.

Otra técnica, la "prueba de oro" para distinguir EAEC, es el ensayo en células HEp-2 en donde las
bacterias son incubadas por varias horas sobre una monocapa de células HEp-2, posteriormente las
células son tefiidas y se examnina la adherencia bacteriana. Las cepas de EAEC son caracterizadas
por su Unico patrén de adherencia a células HEp-2, la bacteria aparece como agrupaciones de

ladrillos apilados los cuales se adhieren a las células HEp-2 y a la cubierta del vidriot%,

Un esquema de tres pasos para la identificacion de EAEC que puede ser practico para el
laboratorio clinico , en el primer paso, cultivos de toda la noche de las muestras son probadas por
el método de PCR, en el segundo paso, solo las muestras las cuales fueron PCR positivas pueden
ser analizadas para la identificacién de la cepa, esto puede ser por pruebas como cultivo celular o
1a prueba de colony blot. El tercer paso debe incluir la identificacion de las especies por pruebas
bioquimicas a las colonias positivas, esto puede ser seguido por la determinacion del antigeno O y
HOS),
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IL JUSTIFICACION.

E. coli es una bacteria de flora normal que puede tener clonas patdégenas capaces de causar daiio,
que han sido agrupadas en seis grupos de los cuales se sabe de la presencia de ETEC, EIEC,
EPEC, EHEC en México pero hay poca informacion con respecto a la situacion epidemiologica de
EAEC, por otra parte se desconoce el cuadro clinico, la edad, sexo y dreas geogrificas en donde
se encuentra ¢l mayor nimero de casos.

TESIS CON |
FALLA DE LiGEN |




II1. OBJETIVO GENERAL.

Demostrar la presencia de E.coli enteroagregativa en la poblacién mexicana que presenta
diarrea, empleando para esto técnicas de Biologia Molecular para conocer su papel en la ctiologia

de las diarreas.

1V. OBJETIVOS PARTICULARES.

Comparar las técnicas moleculares colony blot y PCR con la prueba de referencia, cultivo

celular para valorar su utilidad clinica.
2. Determinar cual es la edad mas afectada.

3. Determinar cual es el género mas afectado.

los signos clinicos mas frecuentes en la diarrea por Escherichia coli

4. Establecer
enteroagregativa.
5. Saber su frecuencia estacional.

6. Conocer su distribucién geografica
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V. .MATERIAL.

«» Material biolégico.

*E coli H10407

*F.coli25 611 .

*Shigella flexnery.

*E.coli pMs207

*F.coli 0157:H7

*E.coli 22 254.

*Una botella confluente de células HCEp-2

<> Medios de cultivo.
*Agar base sangre (BAB).
*Medio MEM sin suero fetal de bovino y sin penicilina estreptomicina (PES).

*Caldo de soya tripticaseina (TSB).

< Material.

*Membrana de nitrocelulosa.

*Una placa de cultivo cetular de 24 pozos estéril con un fragmento de cubreobjetos.
*Tubos de 16X150 con 3 mL de TSB con 0.5 mL de D-manosa.

*Tubo No.1 del nefelémetro de Mac Farland (INFM).

*Cubreboca.

*Microtubos de 1.5,0.5 y 0.2 mL.

*Micropipetas de 200, 20 y 2 uL..

*Guantes.

*Maiterial de vidrio, el usual en un laboratorio de Bacteriologia Médica.

<= Reactivos y soluciones.
*NaOH.

*Tris base y Tris hidroclorado. TES{S CON
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*Cloruro de sodio.

*Acido clorhidrico.

*Cloruro de magnesio.

*Dodecil sulfato de sodio (SDS)
*N-laurilsarcosina.

*Leche descremada.

*Sonda marcada con digoxigenina.

* Anticuerpo antidigoxigenina.

*Nitroazul de tetrazolio 75 mg/mL (NBT)
*5-bromo, 3-cloro indoilfosfato 50 mg/mL. (BCIP)
*Solucion Salina fisiologica estéril.

*PBS estéril.

*Metanol absoluto.

*=Colorante de Giemsa.

*Enzima Taq polimerasa.

*MgCl;.

*Regulador de la enzima.

*dNTP’s (adenina, timina, guanina, citocina).
*TIniciadores.

*Agarosa tipo II.

*Solucion Tris Boratos EDTA (TBE) 1X.

*Bromuro de etidio.

<>» Equipo.

*Incubadora Thelco a 37°C.
*Bafio Maria Blue M.

* Agitador orbital Lab-Line.
*Balanza analitica CHYO.
*Horno de luz U.V. Gene Linker.

*Microscopio binocular invertido Carl Zeiss.
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*Campana de flujo laminar Labconco.
*Incubadora de CO: VWR Scientific. .
*Pipeteador automatico Pipet -aid.
*Termociclador Perkin Elmer.
*Microcentrifuga Hermle.

*Agitador magnético Corning..
*Homo de microondas Goldstar.
*Potenciometro Corning.

*Fuente de poder Bio Rad.

*Camara de electroforesis Bio Rad.
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VI. METODOLOGIA.

En este estudio se seleccionaron 748 cepas aisladas de personas de cuadro clinico de diarrea, de
Enero a Diciembre del 2001, los cuales previamente fueron negativos en la hibridacion para los
grupos ETEC, EIEC, EPEC y EHEC. Se incluyeron muestras que tenian encuestas con

informacién completa como: edad, sexo, lugar de procedencia y cuadro clinico.

6.1. Colony blot.
Las cepas de trabajo se sembraron en agar BAB utilizando una cuadricula para organizar las
colonias, sembrando en los 6 ultimos lugares los controles positivos y negativos®.

Después se colocaron sobre las placas membranas de nylon y se incubaron a 37°C durante toda la

noche, figura 2.

6.1.1.Lisis.

Las colonias adheridas a las membranas de nylon se lisaron con NaOH 0.5 N durante 15 minutos
con las colonias hacia arriba. Posteriormente las membranas se saturaron con Tris 1 M pH B.0 y
posteriormente con Tris 1 M pH 8.0/NaCl 1.5 M durante 10 minutos cada proceso con la finalidad

de neutralizar;

Después las membranas se enjuagaron en una solucién de SSC 2X, se transfirieron a un papel
filro y se secaron a temperatura ambiente, Por ultimo se colocaron en un horno de luz U.V para

fijar el DNA y se guardaron en bolsas de plastico hasta la hibridacién.

6.1.2.Hibridacién.

Para realizar el proceso de hibridacion se agregaron 2.5 mL de solucion de prehibridacién para
bloquear la membrana donde no hay DNA bacteriano y evitar uniones inespecificas; y se
incubaron a 65°C por 1 hora en bafio de agua con agitacién, con el DNA hacia arriba.

Aproximadamente 20 minutos antes del término del tiempo de prehibridacion, se preparé la sonda.
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Sembrar las cepas en agar BAB,

colocar las membranas de nylon

sobre las placas e incubar a 37°C
toda la noche.

!

Lisar las colonias utilizando
NaOH 0.5 M y neutralizar el
proceso con Tris 1L.OMpH 8 ¥
Tris 1.0 M pH 8/NaCl 1.5 M.

i

Enjuagar con SSC 2X

i

Transferir las membranas a papel
filtro, secar , fijar en horno de luz
U.V.

Adicionar 2.5 mL de la solucion de
prehibridacion e incubar a 65°C por 1
hora.

i

Retirar 1a solucién de prehibrid: vy adici 2.5
mL de la sonda, mcubar a 65°C durante toda la noche.

Revelar utilizando
NBT y BCIP.

Figura 2. Técnica de Colony blot.
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.

Se puso. la sonda en un tubo cénico con 6 mL de’la solucién de prehibridaciéon. Los tubos se
colocaron 15 minutos en bai'io de agua a ebulhcnén y luego se pasaron a hielo durante 10 a 15

minutos. B B R
L.as membranas se reuraron del baﬂo de agua, c' removxé la solucién de prehibridacion y se
agregaron 2.5 mL de la sonda. El proceso de -hi daclén se llevé a cabo a 65°C en baiio de agua

con agitacién por 24 horas.

Al dia siguiente las membranas se sacéron'dc‘ de plastico, guardando la sonda para ser

reutilizada.
Las membranas se colocaron en cajas de plastico y se les adiciond solucién de lavado hasta

cubrirlas, se incubaron a 65°C, durante 15 minutos, se elimind la solucién anterior y se repitié el

paso anterior.

6.1.3.Revelado de lJa membrana.

Después las membranas se enjuagaron en solucién A y se agitaron un minuto, posteriormente se
transfirieron a cajas Petri con solucién B durante 60 minutos con la finalidad de bloquear los sitios
donde no se unié la sonda. Posteriormente se colocéd la membrana en solucién B con 1.5 ul de
anticuerpo antidigoxigenina conjugada a fosfatasa alcalina, incubando 30 minutos en agitacién,

Hlevindose a cabo la unién del anticuerpo a la sonda marcada con digoxigenina

Se lavoé el filtro con solucién A agitando 15 minutos, se eliminé la solucién anterior y se repitié el

paso anterior. Después se enjuagd el filtro en_‘,;oluciéri»Cy por 1 minuto, proporcionando pH

alcalino, que es el pH éptimo de la enzima, aderﬁéﬁ se adicioné el cofactor (MgCl2).
Finalmente se colocd la membrana en solucxén C adxcxonando 45 pL de NBT y 35 uL. de BCIP y
se dejé incubando a (empemtura ambiente protegldo de 1a luz hasta aparicién de color!®®,

6.2.Pruebas de adherencia a cultivo celular HEp-2.
El ensayo de adherencia se realizé utilizando la linea celular HEp-2 de acuerdo a la técnica de
Cravioto modificada, referida por Levine y cols (34), considerando la preparaciéon del inéculo
bacteriano y del cultivo celular en microplaca, la inoculacién de la monocapa celular y el tipo de

adherencia, figura 3.

39

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



Cultivo celular.

Tripsinizar una botella

confluenie de células HEp-2.

)

Hacer cuenta viable con azul
tripano y ajustar suspensién
celular a 1.2X10° células/mL.

i

4
Adicionar ImL de ia
suspension celular a cada pazo
de la microplaca de 24 pozos
con cubreobjctos en el fondo.

Cultivo bacteriano.

Sembrar las bacterias en tubos
con medio TSB con D-mancsa.

!

l Incubar por 24 horas a 37°C. ]

Ajustar el cultivo bacteriano en
medio TSB a la concemtracion

]

l Incubar por 24 horas a 37°C

i

Hacer una dilucién 1:20,

Eliminar medio de cultivoy
lavar dos veces con medio,
poner 1 mL de M-199 sin

suero fetal de bovino y sin PES.

Inocular la microptaca con
500 i de la suspension
ajustada en cada pozo.

I

15

r Incubar 3 horas 2 37°C/CO; al 5%.

Eliminar medio con bacterias y hacer 6 l

tavados con 1 mL de PBS esteril.

!
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v

Realizar tincién de Giemsa, montar en resina

y observar a inmexsion. (AA, LA, DA).

Figura 3.Técnica de adherencia en cultive de células HEp-2.
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Primer dia.

6.2.1. Preparacién del cultivo en micr

A partir de un cultivo de células HEp-2 con 100% de confluencia se realizaron los microcultivos

celulares en una microplaca de 24 pozos con una cuenta celular de 1.2 X 10% 6 10° células/mL. Se
adicionaron 2 mL de la suspensién celular a cada pozo de la microplaca y se incubé por 24 horas a

37°C.

6.2.2.Preparacitén dcl inoculo bacteriano.
Se sembraron las cepas de L.coli, 22254 (testigo positivo) y los testigos negativos en 3 mL de TSB
con D-manosa (17%) y se incubaron por 24 horas a 37°C para obtener un cultivo en fase

logaritmica indispensablc para la realizacion del ensayo de adherencia.

Segundo dia.

6.2.3. Preparacién del cultivo celular en microp
Después de 24 horas de incubacion, la microplaca se lavé dos veces con Solucion Salina
Fisiologica estéril (SSF) y se le adiciond 1 mL de medio MEM sin suero fetal de bovino (SFB) v
sin penicilina estreptomicina (PES) y se realizé un anilisis de confluencia antes de proceder con la

inoculacién de la monocapa celular.

6.2.4.Preparacién del inoculo bacteriano.
Cada cultivo bacteriano se ajustdé a la concentracion del tubo 1 del Nefelémetro de Mac Farland
(NFM) con medio TSB y se hizé una dilucidn 1:20 (50 3t de 1a solucién vy 950 pul. de TSRB).

6.2.5.1 lacién de la F lular.
Se inocularon por duplicado 500 pl de la suspension bacteriana ajustada a cada pozo de la
microplaca con el cultivo celular con 70-90% de confluencia.

Se incubd a 37°C por 3 horas en atmoésfera de CO-» al 5%.
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Pasado este tiempo se hicieron 6 lavados con 1 mL de PBS estéril y se adicioné una gota de
metanol absoluto y se realizé la tincién de Giemsa. Se examinaron microscopicamente con aceite
de inmersién y se clasificaron de acuerdo a los tres tipos de adherencia: localizada (LA), difusa

(DA) y agregativa (AA).
6.3.PCR.

Las cepas de E.coli fueron estudiad‘a’s"por‘l.a' reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para
detectar el plasmido para EAEC para el gcn espccif' co de la fimbria de adherencia agregativa I
(AAF/T). R : :

La técnica de PCR fue: usada para amplxﬁcar el fragmcmo de ¢l gen aagAd-/ y aagAd-2 el cual
codifica para AAF/I ]ocalxzado Atre 1 nucleétldos 55-72 y. 506-523 respectivamente, usando
dos xmcxadores con las sngulentes secuené:as dc ohgonuc]eéndos, S5 -TTAGTCTTCTATCTAGG-3
v 5 AAA'ITAA'ITCCGGCATGG-’S IR '

6.3.1. Preparaclon de 1a' muestra ; .
Cada cepa se sembrp lacas de medlo BAB por estria cruzada y se incubaron a 37°C por 24
horas. ST et 4
Cinco colonias aislédﬁs gcrres:u;pevndieron en 200 ul de agua destilada, filtrada y estéril.

Los tubos se someti’erofnyié éﬁullicién en bafio marfa por un perfiodo de 15 minutos y después se

colocaron en baifio de hiclo hasta su procesamiento.

6.3.2.Condiciones de amplificacién

Por separado en un microtubo de 0.2mL para cada muestra se preparé la mezcla de reaccidén que
cotenia 10 pL de agua, 2.5 pL de regulador de la enzima (Tris pH 8.3), KCl 500mM, gelatina
0.1% p/v), 2.5 uL. de MgCl: (25mM) .4 pLl de ANTP's (1 pM), 1 pL del iniciador 1 ¥ 2 dilucidén
1:320 (15.6 pmol/ul) y 1:40 (125 pmol/uL.) respectivamente, con 1 pL de Taq polimerasa (SU/uL)
y se le adicionaron 3 pL. de DNA (1.5X10* bacterias/mL). Se homogenizé y centrifugé cada uno
de los tubos, tabla 8.




Tabla 8. Condiciones en que se realizé la PCR.

Reactivos. Concentracion. Volumen (uL).
Agua. - 10
Regulador. 10X 2.5
MgCl: 25 mM 2.5
dNTP’'s 1 puM. 4
Iniciador 1. 15.6 pmol/pL. 1
Iniciador 2. 125 pmoi/pl. 1
Tagq polimerasa. 5U/mL 1
DNA. 1 X 10 UFC/mL 3
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La mezcla fué amplificada con el siguiente programa de PCR: 1 ciclo de 94°C por 1 min, 30 ciclos
de 94°C por 25 seg, 54°C por 30seg, 72°C por 1 min con una extensién final de 72°C por 3.5 min.

6.3.3.Andlisis del producto.

Los productos de DNA amplificados fueron revelados por electroforesis en geles de agarosa (2%

p/v) conteniendo 20 pug de bromuro de etidio.
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VII. RESULTADOS.

Un total de 748 cepas de E.coli aisladas de pacientes con diarrea, durante el afio 2001; las cuales
fueron previamente negativas en la hibridacién para los grupos ETEC, EPEC, EIEC y EHEC
fueron sometidas independientemente a las pruebas de hibridacion en fase sadlida, el ensayo de

PCR y la prueba de adherencia en cultivo de células HEp-2.

De las 748 cepas probadas sélo 166 fueron positivas por Colony blot (22.2%) y 47 cepas fueron
positivas para el ensayo de PCR (6.3%5) y 105 (149%) para la prueba de adherencia en cultivo de

células HEp-2, estos resultados se muestran en la tabla 9.

En la ﬁg;lm 4, se puede observar una de las membranas de nylon que se hibridé con la sonda
derivada del plasmido pAA, elaborada para el gen aggd que codifica para AAF/I; aqui se

ejemplifican muestras y testigos positivos y negativos respectivamente.

En Ia figura 5, se pueden observar los productos de PCR derivados de las cepas de E.coli, en
donde se observa la banda de amplificacién de 630 pb que corresponde a las cepas de E.cali que

fueron positivas.

En la tabla 10 se presenta la comparacién de los resultados obtenidos en la hibridacién en fase
solida y en el ensayo de PCR: 24 (3.3%) cepas colony blot positivo-PCR positivo, 22 (3.1%)
cepas colony blot negativo-PCR positivo, 141 (18.9%) cepas colony blot positivo-PCR negativo y
560 (74.9%) cepas colony blot negativo-PCR negativo.

Se aplicd el teorema de Bayes, a los datos obtenidos en colony blot y PCR comparando cada
método con la adherencia en células HEp-2 que es el estandar de oro, el cual nos permite calcular
el valor de prediccion de una prueba positiva y de una pruebha negativa sobre la sensibilidad y
especificidad diagndsticas, para valorar la utilidad clinica de una prueba de laboratorio,

mostrandose los resultados en las tablas 11 y 12,
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Tabla 9. Namero de cepas positivas y negativas en Colony blot, PCR y células HEp-2.

Prueba molecular/No.cepas. POSITIVAS, NEGATIVAS. TOTAL.

Adherencia en células HEp-2. 105 (14%). 643 (86%) 748 (100%)
Colony blot. 166 (22.2 %) 582 (77.8) 748 (100%)
PCR. 47 (6.3%) 701 (93.7%) 748 (100%)

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
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Figura 4. Memb

2 de nylon con DNA de cepas de Esclierichia coli sometidas
a hibridacion en fase solida.

1.-Clave que indica el grupo que esta siendo hibridado v fecha. 2.-/.cofi positiva al grupo
EAEC. 3.-fl.coli negativa al grupo EAEC. 4.-Testigo positivo para la cepa EAEC. 5.-Testigo

negativo para ia cepa EAEC.
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pb

1353
1078

872
—630 pb

603

cclad de

Figura 5. Productos amplificados de PCR, cn cepas de Escherichia coli
con diarrea.

Carril 1.- Marcador de peso molecular Fago Fi 174, carril 2.- Cepa 22 254, testigo positivo, carril
3.- Testigo negativo, carril 4-13.- Cepas aisladas de casos de diarrea.
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Tabla 10. Comparacion entre Colony blot y PCR.

Colony blot

Colony blot

Total.

positivo. negativo.
PCR paositivo. 25 (3.3%) 22 (2.9%) 47 (6.2%)

PCR negativo.

141 (18.9%)

560 (74.9%)

701 (93.8%)

Total.

166 (22.2%)

582 (77.8%)

748 (100%)

PCR: Reaccioén en cadena de la polimerasa.
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Tabla 11. Datos obtenidos por Colony blot, a los cuales se les aplico el teorema de Bayes.

| Cultivo celular Cultivo celular Total.
H positivo. negativo.

i Colony blot positivo. 65 101 166
; Colony blot negativo. 40 542 582
:

[ Total. 105 643 748
1

Sensibilidad 62%

Especificidad 84 %
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Tabla 12. Datos obtenidos por PCR, a los cuales se les aplicé el teorema de Bayes.

Cultivo celular Cultivo celular Total.
positivo. negativo.
PCR positivo. 38 9 47
PCR negativo. 67 634 701
Total. 105 643 748
Sensibilidad 36 %
Especificidad 99 %
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La estratificacion de la edad en la poblacion estudiada revel6 una distribucion dependiente de la
edad (tabla 13 y figura 6): EAEC fue significativamente mas frecuentemente aislada de niflos

menores de 5 afios, y mas notorio en nifios menores de 2 aflos (tabla 14y figura 7).

de E.coli enteroagregativa en hombres y mujeres, es ligeramente

Con resp > a la pr
mayor en los hombres (0.7%5); estos resultados se muestran en la tabla 15 y figura 8.

Los sintomas encontrados entre los pacientes de EAEC fueron: la diarrea liquida, seguida de la
diarrea pastosa; en algunos casos hubo vémito y deshidratacion, estos resultados se muestran en la
tabla 16.

La prueba de adherencia tiene alto nivel de especificidad y es considerada la prueba de referencia
o estindar de oro por lo que es recomendada para ser usada como una prueba de confirmacién
definitiva, es la prueba de referencia para las pruebas moleculares; en la tabla 17, se¢ presentan los
diferentes efectos de adherencia observados, con base a los patrones de adherencia y a los datos de

las pruebas empleadas.

La figura 9, muestra el testigo negativo en el cual no se observo patron de adherencia, la figura 10,
ejemplifica el efecto de adherencia agregativa, en donde se aprecié a las bacterias formando
agregados en forma de ladrillos apilados que se adhieren a las células HEp-2 y al vidrio,

caracteristicos de este grupo patégeno.

La figura 11 corresponde a el efecto de adherencia difusa que se caracterizé por la presencia de
bacterias adheridas a todo el citoplasma celular y la figura 12, a el efecto de adherencia locaiizada

en donde las bacterias se adhieren en forma de microcolonias a las células epiteliales.

Por otra parte en la figura 13 se observa que en los meses de Marzo y Octubre son mas frecuentes

los casos de diarrea por CAEC.



Tabal 13. Distribucién de Escherichia coli enteroagregativa por edad.

Edad CRB+PCR+ | CB+PCR+ | CB-PCR+ CB-PCR+ | CB+PCR- CB+PCR- CB-PCR- CB-PCR-~ Total.

(ahos) cC+ cc- cc+ cc- | cor C- CcC+ cc-
12 1 1 10 5 L 21 58 14 272 393
0 0 i 1 0 ] 1 8 2 53 65
2 ] 0 0 [} i 6 6 1 43 58
1 ] 0 0 0 i 0 s 0 7 23
2 ' [} 4] 0 ] 4 1 1 | 15 23
0 i i) i [1] ; 0 i 1 3 1 i id 19
2 : 0 i 0 i 0 : 0 ) [J | 9 15
1 [ 0 1 ] [4) 3 0 i 12 17
4] i 0 0 0 ' 1 1 0 i 7 9
0 i 0 0 0 i 2 1 [} ! 5 8
1 ! 0 0 ] 0 : 0 2 1 i 7 11
0 ] 0 0 0 : 0 ! 0 1 i 5 6
0 | 0 ; 0 [ i 0 ] [} 0 3 3
0 ! [ i 1] 0 ; 1 0 2 3 6
0 ! 0 ' 0 i 0 o 0 0 2 2
0 ] 0 0 ! 0 ) 1 0 3 4

R 2 j 1 i 4 | 1 5 6 2 GS 86

__Total. 23 ! 2 15 1 7 42 99 25 1 535 748

CB: colony blot.
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.
CC: cultivo celular con adherencia agregativa.
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No.casos.
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30—

20 —

Edad (aios).

Figura 6. Distribucién por edad de los pacientes con diarrea causada por EAEC.
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Tabla 14. Distribucién de Escherichia coli enteroagregativa dc los pacientes de 0-8 afos de edad.

Edad (afos) | CB+PCR+ | CB+PCR+ | CB-PCR+ | CB-PCR+ | CB+PCR- | CB+PCR- [ CB-FCR- | CB-FPCR- Total.

! | “ces cc- cc+ cC- CcC+ cc- CC+ cc-

| 1 7 1 5 2 12 20 9 136 192

1 2 1 o 3 3 6 16 2 63 94

! 3 2 [ 1 Y] o 14 2 32 S1

; 4 2 o 1 o 1 4 1 24 33

: s o o [ o 2 4 o 17 23
Total. 12 i 1 10 s 21 S8 14 272 393

CB: colony blot.
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.
CC: cultivo celular con adherencia agregativa.
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No civos

Ldad tanos)

Figura 7. Distribucion de frecuencia de diarrea eausada por EAEC
cn pacientes de 0-X anos.
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Tabla 15. Distribucion de Escherichia coli enteroagregativa segun el sexo del paciente.

CB + PCR + CB - PCR + CB+ PCR - CB - PCR -
Aes. A i Fi i A ! [ 13 F i A li f i Total.
inero. 1 1 2 3 2 4] 2 2 13
ebrero. [ 0 o} [¢] 4] 4 [¢] 1] (4]
Aarzo. 0 1 4 1 6 4 2 1 19
\bril 2 1 0 1 [+] 2 3 3 12
Aayo 4] [¢] 0 0 0 2] [4) 4] o
unio. 2 2 1 1 1 2 1 [¢] 10
ulio. 1 2 4] 1 4 4 1 0 13
sgosto. 2 [¢] 4] 0 [+] 0 4] [¢] 2
eptiembre [ 1 1 0 5 [ [y 0 13
dctubre. 2 3 0 1 1 2 7 1 17
loviembre [ 2 1 1 0 [+] 1 ] [
\iciembre. 0 0 0 0 ) [ ] 0 0

“otal. 10 13 9 9 19 20 17 8 105

Nota: los resultados que se presentan en esta tabla son culuvo celular con adherencia agregativa..

CB: colony blot.

PCR: reaccion en cadena de la pohmcrasa

Masculino 55/748 (7.35%)

Femenino 50/748 (6.68%)

50/55 (0.7%)
/
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No.casos.

T T
Masculino Femenine
Sexo.

Figura 8. Distribucion de EAEC segan
el género del paciente.
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Tabla 16. Frecuencia de Escherichia coli enteroagregativa por signos clinicos.

Pruebas/signos clinicos. Diarrea liquida. | Diarrea j Vémil Deshid
n: numero de paci con EAEC
Colony blot positivo, PCR positivoy
cultivo celular positivo. 20 -2 4 TS I 1

Colony blot negativo, PCR positivoy
cultivo celular positivo. 13

Colony blot positivo, PCR negativoy

cultivo celular positivo. 33
Colony blot negativo, PCR negativo - .
y cultivo cclular positivo. -3
Total. R - Y

PCR: reaccion en cadena de la polimera$a. -
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Tabla 17. Efcctos de adherencia para Escherichia coli, scgun 1as técni 1 lares plead
Prueba/Adherencia. Agregativa Difusa. Localizada. Negativa. Total.

Colony blot positivo y 23 2 [¢] 4] 25
PCR positivo.

Colony blot negativo y 15 1 3 3 22
PCR positivo,

Colony blot positivo y 42 30 10 59 141
PCR negativo.

Colony blot negativo y 25 54 21 460 560
PCR negativo.

Total. 105 87 34 522 748

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.
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Figura 9. Micrografia de células HEp-2 sin patréa de adher in. Célulns i iadas con
testigo megativo (no adhereate). Tincién de Giemas, aumento 100 X.

T (ON
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Figmra 10. Micrografia de Ia adbereacia agregativa a cfluies HEp-2. Tiacién de Giemsa,

sumento 100 X.
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Figura 11. Mncrogr-fh de Ia adberencia difusa a céiulas HEp-2. Tinciéa de Giemsa,

asmento 100 X.
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Figura 12. Micrografia de la adherencia localizads a cfinlas HEp-2. Tincibn de Giemsa,
aumento 100 X.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




No, casos,

.\/

EEEEE

Junio

io .
Agosto

Figura 9. Distribucién de EAEC por meses del afo.
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La distribucién geografica de las cepas de EAEC en la Republica mexicana, se muestran en la
tabla 18.

En la figura 14 se observa que la distribucién del grupo EAEC, esta indicado solamente para
algunos estados de la Republica que enviaron un nimero considerable de cepas al InDRE ya que
existen estados que no envian cepas, razén por la cual no se puede saber si esta presente EAEC,
por lo que se sugiere realizar un estudio epidemiolégico, que incluya todos los estados de la

Republica Mexicana.
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Tabla18. Distribucién geogrifica de las cepas de Escherichia coli enteroagregativa.

Estado. Nuamero de cepas.
Campeche. 5
Chiapas. 6
Chihuahua. 1
Hidalgo. 53
Jalisco. 17
Michoacdan. 1
Tamaulipas. 8
Tlaxcala. 14
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WVI111. DISCUSION.

Las bacterias implicadas en brotes o casos aislados, han sido identificados por métodos
tradicionales para obtener su género, especie, serotipo y resistencia a los antibidticos. Estas
determinaciones fenotipicas se basan en el analisis de enzimas, toxinas y otros productos de los
genes que pueden requerir largo tiempo, pero en ocasiones es preciso una identificacion rapida del
agente etiolégico y su subtipificacién con fines epidemiolégicos por métodos moleculares, los
cuales permiten identificar los genes que codifican para alguna caracteristica en particular por
medio de la biologia molecular, ya que cada microorganismo tiene una secuencia tunica de

nucledtidos en su genoma que los distingue de otras especies?.

Las cepas de E.coli diarreogénica se encuentran entre los primeros patdgenos para los cuales los
métodos de diagnostico molecular fueron desarrollados. Los métodos de diagnostico molecular se
encuentran entre las técnicas mas confiables para diferenciar las cepas diarreagénicas de los

miembros no patégenos de la flora normal y ademas distinguir una categoria de otra“®,

Asf la deteccidn de " E.coli diarrcogénica ha estado enfocada a la identificacién de caracteristicas
que determinan la virulencia de estos organismos; esto puede incluir ensayos fenotipicos in vitro
los cuales correlacionan con la presencia de caracteristicas de virulencia especificos o deteccién

de los genes que codifican estas caracteristicas“®,

Las diferentes categorias de E.coli, se han reconocido cada vez mas como agentes importantes que
producen digrréa aguda en nifios en paises en vias de desarrolio y actualmente se ha propuesto una

nueva categoria 1a E.coli enteroagregativa, que produce un sindrome de diarrea persistente“®,
Progresos importantes han sido realizados en el desarrollo de sondas de DNA especifico, para

ETEC, EIEC, EPEC y EHEC, ademas el desarrollo de una sonda de DNA para identificar EAEC
ha sido considerada con alta prioridad.
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EJ] uso de sondas de DNA para la deteccion de estos organismos permite al laboratorio clinico la

identificacién rapida directamente en una muestra obtenida del paciente.

Por otra parte la PCR. el mayor avance en el diagndstico molecular de microorganismos
patdgenos, incluyendo E.coli, ha desarrollado iniciadores de PCR para diferentes categorias de

E.coli diarreagénica, incluyendo EAEC.

En todo el mundo el significado epidemioldgico y la importancia de EAEC como patégeno
diarreico y problema de salud publica esta empezando a ser evaluado, por ello, en el presente
estudio, al existir poca informacion con respecto a la situacion epidemiologica de EAEC, cuadro
clinico, edad, sexo y areas geogrificas en donde se presenta el mayor nimero de casos; se
procedié a evaluar la sonda y PCR para demostrar la presencia de EAEC en la poblacién
mexicana, empleando el ensayo de adherencia en células HEp-2 como el estandar de oro para el

diagnéstico de EAEC.

Se realizé la hibridacién en fase s6lida usando la sonda derivada del plasmido pA A elaborada para

el gen aggd que codifica para AAF/I, descrita por Baudry et al (.

Se encontré un 14% de EAEC, resultado semejante al que obtuvo Schmidt et al % quienes

estudiaron una poblacién de 468 cepas de las cuales 50 correspondieron a EAEC (11%).

Al comparar los r§§ult§ados obtenidos con la sonda, PCR y la adherencia en cultivo celular, se

encontraron algunas discrepancias.

Primero, 42 cepas d E.cali,qu;: hibridaron con la sonda de DNA dieron un resulitado negativo en
el examen de PCR;:una posible explicacion es que estas cepas exhiban una variacién en la

secuencia de los sitios de unidén de los iniciadoress.
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Segundo, 2 de las 25 cepas que fueron colony blot y PCR positivos no se adhirieron a las células
HEp-2, posiblemente debido a que alguna mutacién en los genes evité dicho efecto, aunque cabe
sefalar que estas cepas exhibieron adherencia difusa, lo cual contrasta con los resultados

obtenidos por Baudry et al (7 en el cual 43 cepas con adherencia difusa fueron colony blot

negativo.

Tercero, 25 cepas de E.coli que se adhirieron a células HEp-2 con el caracteristico patrén
agregativo fueron colony blot y PCR negativo, esto puede deberse a que la adherencia no solo esta
dada por AAF/l y que no todas las cepas de EAEC presentan esta fimbria, Okeke et ai “®

detectaron los genes de AAF/I solo en el 63% de las cepas estudiadas.

Ademas estudios previos han mostrado que no todas las E. coli enteroagregativas hibridan con la
sonda de’ EAEC, lo g:ual coincide con los resultados obtenidos en este estudio. La razén por la que
no todas ]a;s cepas de EAEC hibridan con la sonda no se conoce, sin embargo cabe la posibilidad
de que existan diferentes categorias de las cepas de EAEC, considerando los diversos factores de

virulencia y el desconocido mecanismo de patogenicidad.,

Cuarto, 15 muestras fueron positivas para el examen de PCR y negativas en el colony blot, una
posible explicacién puede ser que exista una mutacién en la secuencia del sitio de union de la

sonda de DNA o que la temperatura y el tiempo de hibridacion no haya sido el éptimo*®,

E! ensayo de adherencia nos permitié diferenciar las tres categorias de E. coli adherente,
observandose los diferentes tipos de adherencia: agrepativa (figura 10), difusa (figura 11) ¥y

localizada (figura 12).
Como se puede observar las cepas de EAEC se caracterizan por su modelo de adhesién a las

células HEp-2, mostrando como las bacterias forman agregados en forma de ladrillos apilados que

se adhieren a las c€lulas y a la superficie del vidrio®¥.
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En otras cepas se observé el efecto de adhesion difusa donde las bacterias se adhieren a todo el

citoplasma celular.

Y por-ultimo, las cepas de adherencia localizada, que se caracteriza por la formacién de

microcolonias - bacterianas que se adhieren a las células HEp-2.

Esta pfueba nos ayudo a valorar la utilidad clinica de las dos técnicas moleculares colony blot y
PCR.

La 1técnica- de PCR usada mostré un 36% de sensibilidad y un 99% de especificidad, ademas
permite un diagndstico mas rapido de EAEC que otras técnicas, pero debido a su baja sensibilidad

se sugiere probar otra secuencia de iniciadores.

Sin embargo, la prueba de hibridacion en fase sélida presenté un 62 % de sensibilidad y un 84 %
de especificidad, comparado con el ensayo de adhesién sugiriendo que colony blot puede suplir a
PCR.

Al comparar los resultados de la figura 7 con los estudios realizados por Nataro et al “® al
estudiar EAEC, se puede observar una gran similitud con respecto al grupo afectado, ya que son
los nifios los que presentaron la mayor frecuencia, sin embargo cualquier persona adulta puede
estar expuesta a este patégeno. En contraste con lo que é1 reporta , son los nifios de 0-1 afios los

mas afectados y no los de 5 afios™“®,

Con respecto a la.presencia de E.coli enteroagregativa en hombres v mujeres. es ligeramente

mayor en los hombres.(0.7%), que coincide con los estudios realizados por Gilligan et al *® en

donde EAEC puede afectar por igual a hombres y mujeres.



Ademas, las cepas de EAEC son causa de una diarrea secretora, €l vomito se presenta en algunos
casos al igual que la deshidratacién, por lo que se debe considerar que las enfermedades diarreicas

siguen siendo un problema de salud publica®".

En cuanto a la frecuencia estacional se pudo observar que en los meses de Marzo y Octubre hubo
un mayor numero de casos de diarrea provocada por EAEC, esto puede ser debido a que altas

temperaturas y la lluvia son factores benéficos para la reproduccion de estos microorganismos.

Es claro que se necesitan estudios adicionales para elucidar la epidemiologia de la infeccién por
EAEC en diferentes grupos de edad. identificar factores de riesgo, modos de transmision, signos
clinicos, duracién de la diarrea ya que en este estudio en las encuestas no se especificaba el tiempo
de duracién de la diarrea asi como localizacion geografica, en la figura 14 | solo se muestran
algunos estados que enviaron cepas al InDRE, siendo Hidalgo el estado con el mayor numero de
casos de diarrea por EAEC debido a que este estado participa activamente en el envio de cepas,
pero no se puede determinar con certeza cual es la distribucion de EAEC, porque no se incluyen
todos los estados de la Republica Mexicana y ademas el namero de cepas estudiadas por cada

estado es diferente.

En la actualidad la ¢inica prueba confiable para identificar EAEC es la prucba de adherencia en
células HEp-2, pero es reducido el nimero de muestras que se pueden procesar, ademas de estar

sujeto a la variaci6n del observador(!,
Se encontré que la prueba del colony blot puede ser usada para probar numerosas muestras; €s

una técnica prictica y econdémica que puede ser usada en laboratorios no muy sotisficados y

provee una herramienta de diagnéstico prictico.
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IX. CONCLUSIONES.

Se encontré la presencia del grupo Escherichia coli enteroagregativa en la poblacion mexicana

estudiada.
El ensayo de PCR presento un 36 % de sensibilidad y un 99 % de especificidad

La prueba de hibridacién en fase sélida presenté un 62 % de sensibilidad y un 84 % de
especificidad.

El grupo de edad mas afectado por Escherichia coli enteroagregativa fue el de los niflos de

0-1 afos.
Escherichia coli enteroagregativa afecta por igual a hombres que mujeres.

Las cepas de Escherichia coli enteroagregativa son causa de diarrea de tipo secretora, con

poco o nulo vémito y en algunos casos deshidratacion.

Los meses de Marzo y Octubre presentaron un mayor nimero de casos de diarrea provocada

por Escherichia coli enteroagregativa.

De los estados de la Reptblica Mexicana incluidos en este estudio, Hidalgo participa

activamente en el programa de-diarrea y fue el estado que presento un mayor nimero de casos.
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X. APENDICE.
A.1. Soluciones y medios de cultivo™®.

i para Colony blot.

A.1.1.Sol
Solucién de prebhibridacién (300mL).

SSC20X 75 mL.

Reactivo bloqueador 1% 3g.

N-laurilsarcosina 0.1% 0.1%.

SDS 0.02% 0.6mL.

Notas:*Se adicionan primero los solidos y después los liquidos.
*Para disolver calentar la solucion hasta ebulliciéon.
*La solucién debe almacenarse a -20°C.

Solucién de lavado.
10 mL. SDS 10%
S0 mL. SSC 20X,
En 960 ml de agua.
Solucién A.
100 mL de Tris pH7.5.
50 mL de NaCl 3M.
En 850 mL de agua.
Solucién B.

Solucién A + leche descremada al 5%.
Se usan 20 mL por membrana.

Solucién C.
100 mL deTris 1M pH9.5
33.3 mL de NaCl 3M.

100 mL de MgCl.
Aforar a 1000 mL
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A.1.2. Soluciones para PCR™,
Regulador 10X.

Tris pH 8.3 100mM.
KCl 500mM.
Gelatina 0.1%.

MgCl; 2SmM.

0.0119 g de MgCl.
Aforar a 50 mL con agua destilada, filtrada y estéril.

TBE 10X.

108 g de Tris base.
27.5 g de Acido borico.
6.8 de EDTA.
Aforar a 1000 mL.

A.1.3.Soluciones para Culitivo Celular.
Solucién amortiguadora de f

Reactivo A (10X)

fatos (PBS) pleto pH 7.2.

NaCl 80.0g.
KCl 20¢g
Na:HPO. 11.5g.
KH:PO. 2.0g.

Agua destilada c.b.p 800 mL.
Reactivo B.

CaCl: 1.0g.
Agua destilada c.b.p 1000mL.

Reactivo C.

MgCl: . 6H:O 1.0g
Agua destilada c.b.p 1000 mL.

Nota: Esterilizar por separado cada solucion en autoclave y mezclar
en frio las soluciones en la siguiente proporcion.
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80 mL del reactivo A.
100 mL del reactivo B.
100 mL del} reactivo C.
720 mL de agua destilada.

Solucién madre de colorante Giemsa.
Giemsa en polvo 05g.
Glicerol 27 mL.
Metanol 41 mL.
Nota: Antes de usar se diluye 1:50 con PBS o agua destilada.

A.2.Medios de cultivo.

Base de agar sangre.
Gramos por litro de agua destilada.

Infusién musculo cardiaco sélido 10.0
Peptona de came 10.0
Cloruro de sodio 5.0
Agar 15.0
pH final 7.3

1.- Suspender 40 g del medio comercial en un litro de agua destilada.

2.- Calentar agitando frecuentemente y hervir durante un minuto.

3.- Esterilizar a 121°C (15 1b de presion) durante 15 minutos.

4.- Enfriar y vaciar el medio en cajas petri. Dejar solidificar v posteriormente

meter las cajas a prueba de esterilidad en la incubadora, 24 horas a 37°C.

Caldo de Soya Tripticaseina.
Gramos por litro de agua destilada.

Cloruro de sodio 5.0
Dexwosa 2.5
Fosfato dipotasico 2.5
Peptona de caseina 17.0
Peptona de soya 3.0
pH final 7.3

1.- Rehidratar 30g del medio de cultivo comercial en un litro de agua destilada.

2.- Mezclar bien, calentar a punto de ebullicion, hasta la completa disolucién del medio.
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3.- Esterilizar a 121°C (15 1b de presion) durante 15 minutos.
4.- Dejar enfriar y adicionar 3 mL del medio (TSB) a tubos de 16X150.
5.- Meter a prueba de esterilidad en Ja incubadora, 24 horas a 37°C.

Medio 199,

1.- Mezclar el medio en aproximadamente el 90% del volumen de agua final requerido.

2.- Adicionar a la soluciéon 2.2 g de bicarbonato de sodio y mezclar hasta disolver.

3.- Ajustar el pH del medio a 7.0, usando HCI1 1 N 0o NaOH | N para ajustar el pH.

4.- Adicionar agua a la solucion hasta alcanzar el volumen final.

5.- Esterilizar inmediatamente por filtracion usando una membrana de poro de 0.22 micras.

6.- Almacenar en un recipiente limpio, poner a prueba de esterilidad y guardar en refrigeracion.

B.Métodos.
Mantenimiento de Ia linea celular HEp-2.

1.- A un cultivo de células HEp-2 100% confluente en una botella de cultivo celular de 25 mL
eliminar el medio de cultivo.

2.- Lavar dos veces con 5 mL de una solucion de verseno.

3.- Agregar 2 ml. de 1a solucién de tripsina al 0,.0125%.

4.- Observar en el microscopio hasta que las células se comiencen a hacer redondas y eliminar la
tripsina.

5.- Cuando la tripsina ya disgrego la monocapa celular, neutralizar con 3 mL de SFB.

6.- Resuspender con una pipeta de S mL.

7.- Tomar 1.5 mL de la suspension anterior ¥ colocarla en una nueva botella de cultivo celular.

8.- Adicionar 8.5 mL de medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 14%.

9.- Adicionar 3 gotas de HEPES e incubar las botellas a 37°C en atmodsfera de CO: al 5%.
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Cuenta celular.

1.- Preparar una dilucion 1:10 de la suspension celular utilizando azul de tripano.
2.- Para la cuenta celular se utiliza una camara de Newbawer y se coloca una gota de la
suspension 1:10 en cada extremo.

3.- Contar 8 cuadrantes y sacar el promedio.

4.- Ajustar la dilucién de acuerdo a la siguiente formula:
io de células contadas. X Factor de dilucién 0000 = 1: X
Numero de células deseadas/ mL

Donde X = dilucién.
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