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RESUMEN

Las enfermedades diarreicas contindan siendo un problema de salud publica

mundial, principalmente en paises en vias de desarrollo. En México, este tipo de
padecimientos son causa importante de morbi-mortalidad en poblacién

infantil

Los agentes etioldgicos de diarrea, son virus, parasitos y bacterias principalmente,
siendo Eschericia coli (E. coli) uno de los microorganismos que con mayor

frecuencia causan diarrea, sobre todo en nifios. Las E. coli diarreogénicas o
causantes de diarrea se dividen en seis grupos patogénicos basadas en los
mecanismos de dafo: E. coli enteropatdogena (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC) E. coli adherencia difusa (DAEC) y E. coli

enteroagregativa (EAEC).

El objetivo del presente trabajo fue identificar mediante el ensayo de la PCR los
principales genes de virulencia que caracterizan a los diferentes patotipos de E.
coli productores de diarrea en nifios menores de cinco afios, sensibilidad a
antitimicrobianos y adherencia a células HEp-2. Para esto, se analizaron un total
de 151 muestras de heces de nifos con diarrea, de las cuales, se identificaron
284 cepas de E. coli a las que se les extrajo ADN y se amplificaron los genes
virulencia que codifican para LT, ST, Stx1, Stx2, EAST1, eaeA, bfpA, ial, aatA. De
las 284 cepas analizadas el 63.0 % de ellas presenté al menos un gen de los
estudiados y 37.0% no presentaron ningun gen. Del 63.0% ETEC se identifico en
un 63%, STEC en un 25% al igual que EAEC, EIEC en un 21.0% y EPEC en un
11%. La mayor prevalencia de los distintos virotipos se presentd en los meses
calidos y humedos. Los nifios menores de dos afos fueron los mas susceptibles

en adquirir este tipo de patogenos. El antibiograma mostré que las cepas de E.
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coli fueron resistentes principalmente a ampicilina, cefalectina, amoxicilina/acido

clavulénico, sulfametoxazol-trimetoprim.



1. INTRODUCCION

1.1. Diarrea
Las enfermedades diarreicas representan la segunda causa de muerte en
nifos menores de cinco afos, y ocasionan cada afo en el mundo, la
muerte de 760 000 nifios [1]. Puede durar varios dias y privar al organismo
del agua y de sales necesarias para la supervivencia.
La diarrea se considera como una alteracién en el movimiento peristaltico
del intestino, con un incremento en el contenido de agua asi como en el
numero de evacuaciones; suele estar acompafiada de dolor, fiebre,
nauseas, vomito, debilidad y pérdida del apetito. EI volumen de liquido
perdido por dia a través de las deposiciones puede variar de 5 ml por Kg de
peso corporal (considerado como normal) hasta 200 ml por Kg o mas, esta
pérdida de agua y sales, resulta en deshidratacion, la cual sucede mas
rapido en edad infantil y preescolar, en clima caliente y en presencia de
fiebre [2]. Estas enfermedades, siguen siendo un problema de salud
publica en los paises en desarrollo, asi como una causa importante de
morbi-mortalidad en menores de cinco afios de edad. Se estima que
ocurren de 1,5 y hasta 2,5 millones de muertes cada afo, es decir, cerca
de 10 muertes cada minuto [3].

1.1.1. Agentes etiolégicos de diarrea a nivel mundial
Los agentes infecciosos son la causa mas comun de gastroenteritis aguda.
En paises desarrollados, los virus, principalmente rotavirus, son
responsables del 70 al 80% de casos de diarrea infecciosa, varios

patdgenos bacterianos explican el otro 10 a 20% de los casos, en donde de



éstos el 10% puede ser atribuible a Escherichia coli diarreogénica (ECD)

[4].

En los paises en desarrollo, las bacterias y parasitos entéricos como por
ejemplo Giardia intestinales y Entamoeba histolytica principalmente, tienen
una mayor prevalencia que los virus, y su pico de mayor incidencia se
observa habitualmente durante los meses mas calidos. Entre los agentes
etiologicos implicados en la enfermedad de la diarrea infantil, se considera
que las cepas de ECD son los segundos patdégenos mas frecuentes
después de rotavirus [5].

A nivel mundial, en el afio 2011, se estimdé que mas de la mitad de los
episodios de diarrea grave en nifios menores de 5 afos, fueron atribuibles
a rotavirus, E. coli enteropatégena (EPEC), -calicivirus y E. coli
enterotoxigénica (ETEC), respectivamente [6].

1.1.2. Agentes etiolégicos de diarrea en México

Las enfermedades diarreicas en México ocupan uno de los primeros
lugares como causa de morbilidad en poblacion menor de cinco afos de
edad, generando el 20% de la demanda de consulta en los servicios de
salud, y el 10% de las hospitalizaciones pediatricas. Este grupo de edad
presenta entre 2 y 4 episodios diarreicos al ano. En 2010, las
enfermedades infecciosas intestinales ocuparon el 5° sitio como causa de
muerte en los nifnos de 1 a 4 afios de edad (266 muertes con tasa de 3.5

por 100 000 nacimientos estimados) [7].

Las cepas de ECD son la principal causa de diarrea de etiologia
bacteriana. Estudios realizados por el Gobierno Federal en un perfil

epidemiologico [8], reportd que los niflos menores de dos afnos de edad son
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los mas susceptibles a estas bacterias. El Instituto Nacional de Referencia
Epidemiolégica (INDRE) en el 2002 encontré que el grupo de ECD mas
frecuente fue E. coli enterotoxigénica (ETEC) (48%), seguido E. coli
enteroinvasiva (EIEC) (9%), el (4%), E. coli enteropatogénica y el (1%) por
E. coli enterohemorragica (EHEC). También se determind que la presencia
de E. coli es mayor durante los meses humedos y calurosos, y que afecta a

menores de cinco anos [9].

1.1.3. Clasificacion clinica de la diarrea

En relacién al tiempo de evolucion:

« Diarrea aguda: tiene un inicio repentino, de poca duracion, menos de

tres semanas, casi siempre es de caracter infeccioso y autolimitada.

+ Diarrea cronica o persistente (evolucion prolongada): se caracteriza

por un inicio de diarrea aguda, con una duracion mayor a 14 dias,

cuya principal consecuencia es la desnutricion y la deshidratacion

[1].

En relacién al agente causal:

« Diarrea acuosa o secretora: es la forma mas comin de

gastroenteritis, se caracteriza por evacuaciones intestinales
frecuentes, liquidas. Es acuosa sin sangre, ni moco y la fiebre suele
estar ausente. A menudo se genera en el intestino delgado y no
causa destruccion de la mucosa. El principal peligro de esta
patologia, es la deshidratacion y la pérdida de peso. Los patotipos

de Escherichia coli causantes de esta tipo de diarrea pueden ETEC



y DAEC, los cuales producen una diarrea acuosa similar a la
producida por Salmonella sp. [10].

« Diarrea inflamatoria: comienza con evacuaciones liquidas, con

duracién de dos o tres dias, para posteriormente evolucionar a

evacuaciones que contienen sangre y moco. Se desarrolla en el

intestino grueso y la fiebre, el dolor abdominal y el tenesmo son

sintomas habituales, uno de los agentes causales de esta diarrea es

EHEC, ademas de EIEC, los cuales pueden producir una diarrea con

sangre y moco similar a la producida por Shigella sp. [10].

1.2. Escherichiacoli

E. coli forma parte de la familia Enterobacteraceae dentro de la tribu
Escherichieae; la cual incluye los géneros Escherichia y Shigella. Se
caracteriza por ser un bacilo gramnegativo, anaerobio facultativo, no
esporulado, movil o inmovil, cuyas principales caracteristicas bioquimicas
son: indol (+), utilizacion de citrato como unica fuente de carbono (-), gas
(+), rojo de metilo (+); fermentacién de lactosa y glucosa (+), con o sin
movilidad, produccion de H,S (-). Es una bacteria mesdfila, es decir, se
desarrollan a temperatura de 20 a 45 grados Celsius (° C), con una

temperatura 6ptima de 37 °C y un pH de 6 a 8.

E. coli fermenta la lactosa formando colonias de color rosa en el medio de
cultivo MacConkey. En el medio de cultivo eosina azul de metileno (EMB),
las colonias son de color verde metalico [11]. La colonia de E. coli se
caracteriza por tener forma circular, convexa, de superficie lisa, con bordes

definidos y mide de dos a cuatro milimetros de diametro.
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La bacteria se puede identificar tradicionalmente con base en sus
caracteristicas bioquimicas y serolégicas aunque también se pueden
estudiar sus mecanismos de patogenicidad mediante ensayos en cultivos
celulares y empleando técnicas de biologia molecular que evidencian la

presencia de genes involucrados en dichos mecanismos.

Esta es una de las bacterias que colonizan el intestino humano después de
las primeras horas de nacimiento y posteriormente algunos serotipos
permanecen como parte de la biota de este habitat [12]. E. coli representa
una especie de enterobacterias versatil y diversa, que puede subdividirse
en: no patdégenas, patdégena intestinal y patdgena extraintestinal. La
informacion genética relacionada con factores de virulencia, se localiza en
cromosoma, plasmidos o fagos. Esta se adquiere en forma vertical, es decir
de madre a hija y en forma horizontal a través de mecanismos de
recombinacion genética como son los de transduccion, transformacion y

conjugacion [13].

1.2.1. Factores de virulencia
La patogenicidad se define como la capacidad de los microorganismos
para causar enfermedad y virulencia se entiende como el grado de
patogenicidad que presenta un microorganismo. Al igual que la mayoria de
los patdgenos de la mucosa intestinal, E. coli sigue una estrategia de
infeccion; colonizacion a través de sus adhesinas, evasion a las defensas

del hospedero, multiplicacién y dafio al hospedero.

1.2.1.1. Adhesinas
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La bacteria cuenta con tres tipos de apéndices proteicos: flagelos para el
movimiento; organelos involucrados en la transferencia de material
genético denominados fimbria o pili sexual y factores de adherencia
denominados fimbrias o pilis. Las adhesinas bacterianas se pueden dividir

en dos grandes grupos: adhesinas fimbriales y las no fimbriales [14].

1.2.1.2. Toxinas

Se clasifican en endotoxinas y exotoxinas

Las endotoxinas son los lipopolisacaridos (LPS), estas son moléculas que
forman parte de las estructuras de las bacterias gramnegativas; causan
fiebre, inflamaciéon, cambios en el tiempo de coagulacién, shock letal, y

muchos otros eventos toxicos.

Las exotoxinas estan constituidas por dos subunidades A y B. La
subunidad B es un pentamero que se une a los receptores celulares y la
subunidad A es un dimero y es la subunidad activa. Estas se clasifican en
enterotoxinas, citotoxinas y neurotoxinas; las enterotoxinas producen una
diarrea acuosa debido a la liberacion de agua y electrolitos por parte de
enterocito, y las citotoxinas producen una diarrea inflamatoria cuyas

evacuaciones contienen moco y sangre [14] [4].

1.2.1.3. Invasion
En este proceso la bacteria se introduce en el citoplasma de la célula
infectada, se multiplica e invade las células vecinas, lo que permite a la

bacteria evadir los mecanismos de proteccion del hospedero [4].

1.2.2. Cepas de Escherichia coli diarreogénicas en nifios
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Las cepas de ECD, representan una causa importante de sindromes

diarreicos en paises en desarrollo, esto por la falta de higiene, saneamiento

y acceso limitado al agua potable; asi como las condiciones subyacentes,

como es la desnutricion, la cual aumenta el riesgo de contraer diarrea.

De acuerdo con sus diferentes mecanismos de patogenicidad ECD (Tabla

1) se clasifica en seis diferentes patotipos, estos son E. coli enteropatégena

(EPEC), E. coli enterohemorragica productora de toxina Shiga (EHEC), E.

coli enterotoxigénica (ETEC),

E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli

enteroagregativa (EAEC) y E. coli de adherencia difusa (ECAD) [12] [15].

Tabla 1. Caracteristicas de los grupos de Escherichia coli causante de

diarrea en humanos

Patotipos Sintomas clinicos | Edad que afecta | Factores
relacionados con
la virulencia

EPEC Diarrea aguda, | Ninos mayores de | Intimina (A/E), bfp,
dolor abdominal, | 6 meses y hasta 2 | plasmido EAF (60
vomito y fiebre | afios. MDa)
baja.

EHEC Colitis Todas las edades | STx (toxina shiga),
hemorragica, intimina (A/E)
sindrome urémico
hemolitico,

EIEC Diarrea con moco | Todas las edades. | Invasividad
y sangre

ETEC Diarrea acuosa Nifos menores de | STy LT

5 afios.
EAEC Diarrea persistente | Recién nacidos y | Proteinas Pet vy

(14 dias), liquida
con moco sin

sangre.

ninos menores de

2 anos.

Pic, EAST 1
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DAEC Diarrea acuosa Ninos de 1 a 5| Fimbria F1845

anos

Modificado de Tobias J, Vutukuru SR. 2012. [16]

1.2.2.1. E. coli enteropatégena (EPEC)
Escherichia coli enteropatdgena, fue la primera en describirse y es tal vez
uno de los microorganismos mas estudiados ya que es una de las causas
mas comunes de diarreas en nifios menores de dos afios, principalmente
en nifos de seis meses, en paises en desarrollo [17] [18]. La prevalencia
de infecciones por EPEC, varia en relacion con la poblacion en estudio,
grupos de edad, criterios de diagndstico, etc. Actualmente EPEC es
responsable, en promedio, de 5 a 10% de los episodios de diarrea
pediatrica en paises en desarrollo. Sin embargo, este dato ha ido

disminuyendo en los ultimos anos [11].

Una de las principales caracteristicas de la infeccion por EPEC es la
diarrea acuosa, la cual puede ocurrir en diversos grados de intensidad, en
nifos es comun la presencia de vomito y fiebre. Es transmitida por via
fecal-oral, por la contaminaciéon de manos, alimentos y mamilas. El periodo
de incubacion es de 3 a 24 horas después de que el individuo ingiere un
inoculo grande de bacterias que va de 10° a 10"° unidades formadoras de

colonias (UFC) [15].
Patogenia

Este patotipo se caracteriza por presentar un patréon de adherencia

localizada (AL) a células HEp-2 (linea celular de carcinoma faringeo),
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formando microcolonias. Este patron fue denominado posteriormente como
adherencia localizada por Scaletsky y col [19], para diferenciarlo de otro
mas, al cual se le llamo6 de adherencia difusa. La adherencia de EPEC,
esta asociada a la presencia del plasmido de 50-70 MDa EAF (EPEC
adherence factor). La histopatologia de la E. coli enteropatéogena en el
intestino se denomina adherencia y esfacelamiento (A/E) y es causada por
la union intima de las bacterias a la membrana de los enterocitos, ello da
lugar a la polimerizacion de actina con la posterior formacién de un
pedestal. Una vez formadas las microcolonias comienza una segunda
etapa de adherencia, que se caracteriza por la destruccion de las
microvellosidades intestinales, a lo que se le ha llamado esfacelamiento. La
falta de microvellosidades, la polimerizacion de la actina y otros factores

inducen la salida de agua y electrolitos al espacio luminal [20], Figura 1.

Los principales factores de virulencia que se encuentran en las cepas de
EPEC, estan codificados en una isla de patogenicidad cromosdmica de 35
kb llamado locus de esfacelamiento del enterocito (LEE); LEE esta
organizado en 5 grandes operones policistrénicos llamados LEE1 a LEES
en donde los productos son: un sistema de secrecion de tipo Ill ( LEE1 a
LEE3 ), un sistema de translocacién de proteinas (LEE4 ), un sistema de
adherencia que consiste en una proteina de membrana externa de 94 KDa
denominada intimina (eae del inglés E. coli attaching and effacing protein)
la cual es responsable de la adherencia intima entre |la bacteria y la célula
epitelial, asi como un receptor translocador de intimina (TIR del inglés

traslocator intimin receptor) codificados por LEES5 [21].
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En la adherencia también participa un pili tipo IV o fimbrias rizadas
llamadas bfp (bundle-forming pilus), cuya informacién genética esta
codificada en el plasmido “factor de adhesién de E. coli” (EAF), quien
también codifica para un activador transcripcional llamado “regulador
codificado en el plasmido” (Per) que se requiere para la activacién y la
funcién éptima de genes codificados en LEE y para la expresién de Bfp
[22]. El gen bfpA es el responsable del fenotipo de AL, caracterizado por la
capacidad de las bacterias para formar microcolonias en la superficie de las
células epiteliales de intestino [23] [24].

Clasificacion de EPEC

Este patotipo se clasifica en EPEC tipicas y EPEC atipicas. Las cepas de
EPEC tipicas poseen los genes que codifican para el pilus bfpA y la
intimina eae, en donde la proteina Bfp induce un patron de adherencia
localizada en células HEp-2. Si la bacteria es eaeA + y bfpA — es una
EPEC atipica y presenta una adherencia similar a la localizada o difusa
[25].

EPEC tipica ha sido considerada durante muchos afios como la principal
causa de diarrea infantil en los paises en desarrollo y se considera poco
frecuente en los paises industrializados, en donde EPEC atipica parece ser

una causa importante de diarrea.
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Figura 1
Adherencia localizada
; :BFP
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[ 2

1. Adherencia inicial

2. Translocacidn de proteinas
por la secrecidn tipo V.

3. Formacidn del pedestal.

) 4

EPEC

Figura 1. Muestra el mecanismo por el cual EPEC, causa diarrea. James B.
Kaper, James P. Nataro and Harry L. T. Mobley 2004.

1.2.2.2. E. coli enterotoxigénica (ETEC)
A nivel mundial, ETEC es responsable de 280 y 400 millones de casos de
diarrea en nifios menores de cinco afios de edad causando
aproximadamente 300,000 a 500,000 muertes anuales [26]. Entre los cinco
y 14 afnos de edad ETEC causa aproximadamente 100 millones de
episodios de diarrea [27]. Por otro lado, al parecer estos microorganismos
contribuyen sustancialmente a la desnutricidn, ya que los nifios desnutridos
son mas propensos de adquirir infecciones por ETEC [28]. Estas bacterias
son el agente etiologico de la diarrea del viajero, siendo responsables de

entre un 30% a 70% de los casos [29].

El periodo de incubaciéon es de 14 a 50 horas, se transmite por via fecal-
oral, debido a la ingesta de alimentos y agua contaminados. Las
manifestaciones clinicas de la infeccion por ETEC estan asociadas con
diarrea acuosa aguda. Estas infecciones pueden variar desde diarrea

levemente sintomatica hasta diarrea acuosa similar a la del cdlera, lo que
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conduce en pocas horas a una rapida deshidratacion, algunos pacientes
pueden presentar periodos de diarrea prolongada (una semana o mas).
Adicionalmente a la diarrea, se pueden presentar otros signos y sintomas

como: cefalea, fiebre, nauseas y vomito [30].

Patogenia

Cepas de ETEC se adhieren a las células intestinales a través de un grupo
heterogéneo de estructuras superficiales proteicas denominadas factores

de colonizacion (CFS) o factor de colonizacion de antigeno (CFA) [31].

Después de la adherencia inicial y la colonizacién, las cepas ETEC
producen enterotoxinas termolabiles (LT) y/o enterotoxinas termoestables
(ST). LT es una proteina hexamérica de 84 KDa, codificada por el gen eltB
y eltA, que se encuentra en el plasmido de virulencia Ent, la cual tiene una
estructura y funcién muy similar a la toxina de Vibrio cholerae. Esta toxina,
es miembro de la familia de toxinas AB5 y esta constituida por moléculas
de cinco subunidades B (11.5KDa) y una subunidad A (28 KDa) [32].

En humanos se han descrito dos enterotoxinas termolabiles patéogenas (LTI
y LTIl) de las cuales solo la primera predomina en humanos, LT se
destruye parcialmente de 60 a 80 °C durante 30 minutos y totalmente a
100°C de 2 a 10 minutos [33]. La toxina LT se une al gangliosido GM1 por
medio de la subunidad B, la subunidad A es endocitada y translocada a
través de la célula hasta el aparato de Golgi en donde es dividida en dos
partes A1y A2. A1 induce la activacién permanente de la adenilato-ciclasa,
la cual aumenta los niveles de AMP.y provoca la salida de agua asi como

de iones cloruro de la célula [26], Figura 2.
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ST se caracteriza porque contiene multiples residuos de cisteina, algunos
de los cuales se encuentran formando enlaces disulfuro que hacen a la
toxina termoestable. Es codificada por el gen estA, como una pre-toxina de
72 aminoacidos que se procesa en una toxina activa de 18 a 19
aminoacidos llamada STa y una toxina de 42 aminoacidos llamada STb. La
toxina STa es producida por cepas que afectan a humanos y animales,
mientras que STb se detecta principalmente en cepas de origen veterinario
[34].

El receptor de ST es la guanilato-ciclasa C, localizados en la membrana
apical de las células epiteliales del intestino, su activacién da lugar a un
aumentando en el nivel intracelular de GMPc, provocando la salida de agua

y de iones cloro [35] [36].

Guanylate 3

. l_i b

ST LT

b 4

ETEC

Figura 2. ETEC se adhiere a los enterocitos del intestino e inducen diarrea
acuosa provocada por la secrecion de enterotoxinas ST y/o LT. James B. Kaper,

James P.Nataro and Harry L. T.Mobley 2004
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1.2.2.3. E. coli enterohemorragica productora de toxina Shiga
(EHEC)

En 1983 en Estados Unidos, se presentaron brotes de diarrea con sangre
llamada también colitis hemorragica (CH) provocada por una cepa de E.
coli con serotipo O157:H7, asociados con el consumo de hamburguesas de
un restaurante de comida rapida [37]. En ese mismo afio en Canada, se
reportaron casos esporadicos de sindrome urémico hemolitico (SUH) y
purpura trombocitopénica, ambos relacionados con el aislamiento en estos
pacientes de la cepa de E. coli O157:H7 productora de una toxina con
efecto citotdxico en células Vero (células de rindn de mono verde) por lo

cual se le llamo verotoxina [38].

En el afo de 1982 se publicé que extractos de ciertas cepas de E. coli
resultaban citotoxicas para las células de cancer de cérvix (HelLa) y que tal
actividad podia ser neutralizada con anticuerpos dirigidos contra la toxina
de Shiga (Stx), producida por Shigella dysenteriae tipo 1; razén por la cual
fue nombrada toxina semejante a Shiga (SLT, Shiga like toxin) y una de
dichas cepas coincidia plenamente con la productora de verotoxina; mas
tarde en 1987 se hizo notar que las verotoxinas y las SLT en realidad eran
las mismas y a las cepas productoras de estas se les nombro E. coli Shiga

toxin (STEC) [39] [15].

Recientemente, aparecié una nueva cepa de E. coli productora de la toxina
SLT, esta es una cepa de E. coli enteroagregativa, identificada en
Alemania, causante de uno de los mayores brotes de SUH en todo el
mundo. La cepa causante pertenecia al serotipo O104: H4, que contenia

los factores de virulencia de la EAEC tipica y Stx2 (se encuentra codificada
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en un profago), pero carecia de la isla de patogenicidad LEE. Este
descubrimiento ha llevado a la aparicion de un nuevo tipo patégeno para el
cual se ha sugerido el nombre de patotipo de Escherichia coli
enteroagregativo-hemorragico (EAHEC) [40] [41]. Este caso ejemplifica la
plasticidad del genoma de E. coli y ha puesto de manifiesto la necesidad de
vigilancia de la salud publica de las infecciones por y la importancia en la
elaboracién y aplicacién de medidas de control.

La infeccion por EHEC es una enfermedad zoondtica, por lo que los
rumiantes, sobre todo ganado bovino, son el reservorio natural, albergando
EHEC como biota habitual del tracto gastrointestinal. La transmision al
hombre se produce normalmente a través del consumo de EHEC en carne
contaminada, ingerida cruda o mal cocinada y, o de productos
contaminados con las heces del ganado. La dosis infecciosa de EHEC es
baja, alrededor de 100 UFC. La transmision de esta bacteria también

puede ser fecal-oral [42] [43].

Patogenia

Al igual que otras ECD, la EHEC primero coloniza el intestino y después
causa un dafo debido a las toxinas que esta cepa en particular produce.
Una visién general del proceso de la enfermedad de EHEC se da en la
Figura 3. La colonizacion es el proceso por el cual EHEC supera los
mecanismos de defensa del hospedero y se establecen en el intestino. La
acidez gastrica es un mecanismo importante de defensa del hospedero en
el tracto gastrointestinal, pero la resistencia a los acidos es una
caracteristica general de la especie E. coli [44] y esto se ha demostrado

para EHEC O157 asi como para otros patotipos de la bacteria [45].
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Figura 3. Muestra el proceso de infeccion de EHEC.

Después de que EHEC pasa la acidez del estobmago, llega al intestino y
produce lesiones caracteristicas de tipo como son A/E en los enterocitos
[46]. Estas lesiones se han atribuido a los productos del locus de la isla de
patogenicidad LEE, el cual incluye el sistema de secrecion de tipo 3
(T3SS), un sistema de translocacion de proteinas asi como a la isla de
patogenicidad EAE cuyo gen eae codifica para la adhesina intimina. Se
requiere la combinacion de la expresidén de intimina y Stx para tener una
virulencia completa. Sin embargo, un reciente brote de EHEC 0:104
causado por una cepa intimina negativa parece mostrar que Stx es el
principal factor de virulencia y la adherencia por intimina puede ser

sustituido por otros factores de adherencia [47], Figura 4.

Como ya se menciond anteriormente, la citotoxina Stx es el principal factor
de virulencia de este patotipo, esta codificada en el bacteriofago Stx,
insertado en el genoma de EHEC. Se han encontrado dos variantes de

toxinas Stx las cuales son inmunolégicamente distintas, comparten casi el
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60 % de identidad y de secuencia, pero varian en potencia, estas son Stx1
y Stx2, compuestas por una subunidad A que es la fraccion con actividad
enzimatica, tiene un peso de 32 KDa, y se encuentra unida no
covalentemente a un pentamero que forma la subunidad B, quién se une a
los receptores  especificos  globotriaosilceramida (Gb-3) ylo
globotetraosilceramida (Gb-4) [48] [49]. Después de que la subunidad B se
une a su receptor, la subunidad A es internalizada por endocitosis, ya en el
citoplasma ésta se libera y ejerce su mecanismo de accion, esto es, inhibir
la sintesis de proteinas por escision del enlace N-glicosidico de adenina
4324 en el ARNr 28S, provocando que no se una al ARNt lo que resulta en

la muerte celular [50] [51].

Ve

> ‘:r@w‘|| =
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Figura 4. EHEC a través de la intimina (A/E), forma un pedestal y posteriormente
se producen las citotoxinas Stx, las cuales son endocitadas e inhiben sintesis de
proteinas, lo que conduce la muerte celular. James B. Kaper, James P.Nataro and

Harry L. T.Mobley 2004.

1.2.2.4. E. coli enteroagregativa (EAEC)
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EAEC es la segunda causa de la diarrea del viajero después de ETEC,
causa diarrea persistente (14 dias o mas) en los recién nacidos, asi como
en las personas infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) [52]. Un estudio realizado en Brasil identifico a la infeccion EAEC
como la causa mas comun de diarrea en los nifios pequenos, y se encontro
que se asocia mas frecuentemente con diarrea en nifios menores de 2
anos de edad [53]. Los sintomas mas comunes son diarrea acuosa que
puede ser aguda o cronica, con o sin sangre, dolor abdominal, nauseas,

vomitos y fiebre de bajo grado.

El descubrimiento de la EAEC, se derivé de los estudios que mostraron que
EPEC se adheria a las células HEp-2 en un patrén de tipo adherencia
localizada (AL) [54], mientras que habia cepas que no eran EPEC y que se
adherian a células HEp-2 mostrando un fenotipo diferente al de dicha cepa.
Este patrén de adhesion, que habia sido Illamado “difuso” fue
posteriormente subdividido en adherencia agregativa (AA) y adherencia
difusa (AD). La AA consiste en la formacion de un patron semejante a
ladrillos apilados en las células HEp-2 y que hasta el momento se ha
caracterizado por ser el método patrén para el diagnéstico e identificacion

de EAEC [55].

Patogenia

La patogénesis de EAEC implica tres etapas:

1) La primer etapa es la adherencia a la mucosa intestinal por fimbrias de
adherencia agregativa (AAF, por sus siglas en ingles), las cuales estan

codificadas en un plasmido de peso molecular de 55-65 MDa llamado pAA,
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en donde se encuentra: el gen aggA o AAF/I, que es el responsable del
fenotipo de agregacion y de la hemaglutinacion de eritrocitos humanos, el
gen aafA o AAF/Il, permite a EAEC adherirse a la mucosa intestinal, y el

gen agg-3 o AAF/IIl funciona como una adhesina [56] [57].

2) La segunda etapa se caracteriza por la presencia de una biopelicula
(regulada por el gen aggR), la cual requiere varios genes, incluidos el gen
Fis, que codifica para una proteina de union a ADN implicada en la
regulacion del crecimiento, el gen yafK que codifica para una proteina de
28 KDa [58], el gen aatA, que corresponde a un fragmento de CVD432 el
cual codifica una proteina de la membrana externa (TolC), componente de
un transportador ABC que participa en la secrecidon de dispersina
(codificada por el gen aap), la cual permite la dispersién de EAEC en la
mucosa intestinal en los seres humanos [59] [60] [61]. La formacion de
biopelicula podria explicar por qué las personas infectadas por el EAEC,
especialmente los nifos de los paises en desarrollo con desnutricion

preexistente, pueden desarrollar heces mucoides [62].

3) La tercer etapa de la patogénesis de EAEC implica los efectos
citotdoxicos debido a la liberacidon de toxinas, como son, la toxina codificada
en el plasmido (Pet), un autotransportador de serina proteasa que divide la
espectrina alfa Ill dentro del citoesqueleto del epitelio, lo que resulta en la
elongacion celular y exfoliacion, una toxina enteroagregativa termoestable
(EAST1) codificada por el gen astA, esta toxina comparte similitudes con la
toxina ST de ETEC por lo que el mecanismo de acciéon es muy similar [44],

Figura 5.
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Las cepas que tienen el plasmido pAA representan a las cepas tipicas de
EAEC (tEAEC), sin embargo las cepas EAEC son un grupo muy
heterogéneo, y ciertas cepas que son capaces de producir diarrea, no
contienen dicho plasmido AA y son denominadas como EAEC atipicas

(aEAEC) ( Jenkins, et. al., 2006a).[63] [1]

Biofilm formation

w v w w

Cytotoxins and enterotoxins
(including ShETT, Pic. EAST1,Pet)

A 4

EAEC )

Figura 5. Mecanismo de accion de EAEC para producir diarrea: inicialmente se
adhiere al epitelio intestinal, favorece la secrecibn de moco, formacion de
biopelicula, acortamiento de microvellosidades vy liberacién de toxinas. Modificado

de James B. Kaper, James P.Nataro and Harry L. T.Mobley 2004.

1.2.2.5. E. coli enteroinvasiva (EIEC)
Las cepas de EIEC y Shigella spp, estan relacionados genética y
bioquimicamente ya que son lisina descarboxilasa negativas, no méviles y
lactosa negativas. Sin embargo, la enfermedad inducida por EIEC es
generalmente menos grave que la inducida por Shigella spp [64] [65]. Esta

diferencia en el dafo, puede estar asociada con un menor nivel de
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expresion de factores de virulencia [66]. Las infecciones por EIEC se
presentan en la mucosa del colon y los sintomas caracteristicos son un
inicio de aproximadamente dos dias de evolucion con diarrea acuosa y
posteriormente evacuaciones con sangre y moco. En algunos casos sélo
presentan diarrea acuosa, indiferenciable de la que produce ETEC. Las
cepas EIEC se asocian mas con brotes que con casos aislados, en los
cuales la transmision puede ser por ingestion de alimentos y agua
contaminada, convirtiéndose en un patdégeno importante en nifios mayores

de seis meses [67].

Patogenia

El mecanismo de patogenicidad de EIEC es la invasion del epitelio del
colon, para ello el primer paso es la adherencia de la bacteria a las
microvellosidades de la mucosa, requiriendo de mucina y adhesinas, para
después entrar por endocitosis a la células donde produce una enzima
superoxidasa dismutasa que le permite vivir dentro de la vacuola para
luego romperla, pasar a citoplasma, multiplicarse dentro de la célula, y por
ultimo diseminarse a células adyacentes. La destruccion de las células,
junto con la movilizacion de polimorfonucleares y macréfagos,
desencadena el proceso de inflamacion y la aparicion de diarrea con moco
y sangre, ademas de presentar fiebre, muy similar a la producida por

Shigella [4] [68], Figura 6.

Los genes necesarios para la invasion se encuentran en un plasmido de
140 MDa llamado pINV, que codifica para proteinas, como por ejemplo la

IpaC que promueve la internalizacion, la IpaB que participa en la lisis de la
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vacuola, los genes mxi y spa los cuales codifican para el sistema de
secrecion tipo Il y otros que estan involucradas en el proceso de

patogénesis [69].
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Figura 6. Mecanismo de dafio de EIEC: inicialmente se adhiere al epitelio del
colon, luego es endocitada, lisa las vacuolas endociticas, se multiplica en el
citoplasma de la célula, invade células adyacentes y las destruye, lo que da lugar
a muerte celular y formacién de ulceras, generando una respuesta inflamatoria de
la ldmina propia. Modificado de James B. Kaper, James P.Nataro and Harry L.

T.Mobley 2004.

1.2.2.6. E. coli adherente difusa (DAEC)
DAEC es un grupo heterogéneo que genera un patron de adherencia difusa
en células HEp-2 y se ha asociado con diarrea acuosa, que puede llegar a
ser persistente en los nifos pequefos tanto en paises desarrollados como
en desarrollo, ademas de infecciones recurrentes del tracto urinario [70].
DAEC produce una diarrea acuosa sin sangre.
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Patogenia

Poco se sabe acerca de las caracteristicas patogénicas de diarrea que
induce DAEC, pero hasta el momento se sabe que las adhesinas de la
familia Afa/Dr como lo son AFAE-I, AFAE-II, AFAE-Ill, AFAE-V y F1845,
han sido implicadas en la patogénesis de este virotipo [71]. La union de
cepas que expresan F1845 o adhesina Dr a receptores especificos como el
factor acelerador de decaimiento (DAF) o moléculas relacionadas con el
antigeno  carcinoembrionario (CEACAMs), puede promover el
desordenamiento de la red actina en las células intestinales, causando
alargamiento de microvellosidades y la redistribucion de proteinas del
citoesqueleto [72]. Estas proyecciones aparentemente “integran" a las
bacterias, proporcionando proteccién contra ciertos antibidticos, pero sin la
internalizacion completa. Ademas de las adhesinas se ha encontrado una
toxina secretada por un autotransportador (Sat) la cual pertenece a la
familia de los autotransportadores de serina proteasa de la familia
Enterobacteriaceae (SPATE). Sat es capaz de causar lesiones en las
uniones estrechas de células epiteliales, que a su vez puede conducir a un

aumento de su permeabilidad (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismo de dafio de DAEC: inicialmente se adhiere a los receptores
DAF del epitelio intestinal mediante las adhesinas Afa/Dr, las cuales provocan el
alargamiento de las microvellosidades, para después liberar la toxina Sat.

Modificado de James B. Kaper, James P.Nataro and Harry L. T.Mobley 2004.

Adherencia bacteriana

La adhesion es el primer paso para mantener a los miembros de la
microflora habitual en el intestino; sin embargo, es también la primera etapa
critica en todas las infecciones diarreicas causadas por cepas patégenas
de E. coli. La linea celular HEp-2 proviene de un carcinoma de laringe
humano y se utiliza para detectar la capacidad adherente de cepas de E.
coli a estas células, mediante una adherencia localizada (AL), en donde las
bacterias forman microcolonias en la superficie de la célula, adherencia
difusa (AD), cuando las bacterias se dispersan sobre la superficie de la
célula, o adherencia agregativa (AA), en este caso las bacterias se
adhieren tanto sobre la monocapa de células como sobre el vidrio, en una

configuracion caracteristica de ladrillos apilados.

30



Esta propiedad de adherencia se puede constatar, también, en material
inerte (vidrio o plastico), por lo que estas cepas de E. coli se pueden
diferenciar de acuerdo con el tipo de adherencia que presenta, EPEC (AL),
DAEC (AD) y EAEC (AA), respectivamente. No obstante, recientemente se
ha sugerido nuevos tipos de patrones de adherencia que comprenden
simultaneamente la adherencia localizada y la difusa (AL/AD) y otra similar
a la localizada (ASL o LAL por el inglés “localized adherence-like”) [73].

Uno de los ensayos fenotipicos mas utiles para el diagndstico de E. coli
diarreogénica es el ensayo de adherencia a células HEp-2. Este ensayo fue
descrito por primera vez en 1979 por Cravioto y col., y sigue siendo el
"estandar de oro" para el diagnostico de la EAEC y DAEC. El ensayo de
células HEp-2 se ha modificado desde su primera descripcidn, incluyendo
variaciones tales como ampliar el tiempo de incubacién por mas de tres
horas, o cambiar el medio de crecimiento durante el ensayo de adhesion.
Sin embargo, estudios comparativos [74] han demostrado que el ensayo
realizado esencialmente como se describioé por primera vez, ofrece la mejor
capacidad de diferenciar entre las tres categorias de adherentes en cepas
diarreogénicas (EPEC, EAEC y DAEC). El ensayo de adherencia de HEp-2
implica la inoculacién de la cepa de prueba con células HEp-2, incubando
durante 3 horas a 37 ° C bajo 5% de CO,. Después de este periodo de
incubacion, la monocapa se lava, se fija, se tifie y se examina con el

microscopio optico [4], Figura 8.
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Figura 8. Muestra los tres patrones de la adherencia por E. coli diarreogénicas a
células HEp- 2. (A) adherencia localizada (AL), (B) adherencia agregativa (AA),
(C) adherencia difusa (DA). James B. Kaper, James P.Nataro and Harry L.

T.Mobley 2004.
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Antimicrobianos y su mecanismo de accién

Con base en el mecanismo de accidn, los antimicrobianos se clasifican en

seis grupos [75]:

v' Los que inhiben la sintesis de la pared celular: actian a distintos
niveles de la sintesis del peptidoglucano lo que se traduce en
pérdida de rigidez de la célula bacteriana, que puede causar la
muerte, y por lo tanto, son considerados como agentes bactericidas.
Los representantes de este grupo son los 3 Lactamicos.

v" Los que actuan a nivel de la membrana citoplasmatica: alteran la
permeabilidad de la membrana ocasionando la salida de cationes de
la célula bacteriana como es el caso de las polimixinas; o
produciendo un desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa y la
formacion de poros por donde puede haber pérdida del contenido
citoplasmatico de la célula bacteriana como es el caso de la
gentamicina.

v Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos: los
antimicrobianos de este tipo constituyen una de las clases de
antimicrobianos mas utilizadas. Se trata de antibiédticos que inhiben
las enzimas topoisomerasa de ADN de tipo Il (girasa) o
topoisomerasa de tipo IV, las cuales son necesarias para la
replicacién, la recombinacion y la reparacién de ADN. Un ejemplo de
este grupo es la rifampicina, el grupo de las quinolonas y los

nitroimidazoles.
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v Inhibidores de la funcion ribosomal (sintesis de proteinas):

1.3.1.

inhiben la sintesis de proteinas mediante la union irreversible a las
proteinas ribosodmicas 30S o 50S. Esta union a los ribosomas tiene
dos efectos: la produccion de proteinas andmalas como resultado de
una lectura incorrecta del ARN mensajero, y la interrupcion de la
sintesis de proteinas a raiz de la separacion precoz del ribosoma del
ARNm. Por mencionar algunos ejemplos tenemos al grupo de los
aminoglucosidos (amikacina, kanamicina etc.) y las tetraciclinas,
ambas actuan en la subunidad 30S; el cloranfenicol, los macrolidos y
lincinoides actuan en la subunidad 50S.

Inhibidores del metabolismo de los folatos (antimetabolitos): los
antibidticos de este tipo interfieren en la sintesis de acido félico, el
cual es necesario para la sintesis de ARN, ADN vy proteinas de la
pared celular bacteriana, un ejemplo de este grupo son las
sulfonamidas.

Inhibidores de betalactamasas: las betalactamasas son enzimas
producidas por algunas especies de bacterias y son las
responsables de la resistencia a antibiéticos que en su estructura
quimica presentan un anillo betalactamico. Algunos inhibidores de

dichas enzimas son el acido clavulanico, tazobactam y sulbactam.

Resistencia a los antimicrobianos

Desde la introduccion de los antibidticos, la resistencia de las bacterias a

los antibiéticos cada vez es mas frecuente, y esto dificulta el tratar las

infecciones bacterianas. Los microorganismos pueden ser intrinsecamente
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resistentes o pueden volverse resistentes por una mutacion. La mayoria de
los determinantes de resistencia a antibidticos estan codificados en
elementos génicos tales como plasmidos, fagos, transposones, integrones

o casetes de genes [76].

En 1967, se aislaron cepas patdgenas de E. coli de las heces de un
pequeio numero de nifios en Dublin, Irflanda, con multiples resistencias a
antibidticos. Cabe senalar que los nifios no habian estado hospitalizados y
no habian sido tratados con antibidticos [77]. A partir de ese momento, la
presencia de cepas resistentes a los antibidticos de E. coli en los nifios se

ha estudiado en varios paises.

1.4 Diagnéstico de cepas ECD

El diagndstico de las ECD se basa en el aislamiento e identificacion de la
bacteria a través del coprocultivo, biotipificacion, identificacion de
serotipos/serogrupos, de factores de virulencia especificos de cada
bacteria (toxinas, factores de adherencia, invasividad, etc.), asi como
ensayos de adherencia en cultivos celulares (en células HEp-2, Hela, etc.).
Hoy en dia, la identificacién basada unicamente en la determinacién de los
serotipos, no es del todo confiable, ya que las enterobacterias comparten
antigenos somatico, capsular y flagelar, lo cual da reaccion cruzada al ser
tratadas con anticuerpos dirigidos contra estos antigenos. En los ultimos
afos se estan empleando con mayor frecuencia métodos moleculares para
la identificacién de estos patdégenos, como es la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) [78]. Esta prueba tiene una sensibilidad de 99% y una

especificidad de 100% [79].
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La idea basica de la PCR, es sintetizar varias veces un fragmento de ADN,
utilizando una polimerasa que puede trabajar a temperaturas muy
elevadas, ya que proviene de la bacteria Thermus aquaticus que vive a
altas temperaturas (79°C a 85°C). Es una reaccion enzimatica ciclica, en la
cual se sintetiza ADN in vitro, en ésta, las cadenas individuales de ADN
blanco son duplicadas por la Taq polimerasa, en cada uno de los ciclos
(generalmente de 20 a 30) que integran la reaccién, logrando asi una
produccion exponencial de ADN utilizado como plantilla. Los componentes
requeridos para una PCR son: Taq polimerasa, bases puricas y pirimidinas,
una solucion amortiguadora, MgCL,, ADN y agua libre de nucleasas asi
como la secuencia especifica del gen que se quiere iniciar su sintesis, a
este iniciador, se le conoce como “primer” u oligonucleatido.
Cada uno de los ciclos de la reaccion consta de tres pasos determinados
por temperatura y tiempo especificos, los cuales son:
» Paso 1) Desnaturalizacion: proceso en el cual se separan las dos
cadenas complementarias de ADN blanco.
» Paso 2) Alineacion: es la union especifica entre los oligonucledétidos
(con la secuencia especifica) y las cadenas simples de ADN blanco.
» Paso 3) Extension: en este paso la ADN polimerasa sintetiza la
cadena complementaria al ADN blanco a partir de los

oligonucledtidos.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de los diferentes virotipos de E. coli y su
resistencia a antimicrobianos en poblacion de nifios de edad infantil y

preescolar con diarrea (menores de cinco afos).

OBJETIVOS PARTICULARES

v Identificar mediante una técnica de alta sensibilidad y especificidad
como lo es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de punto
final, simple y multiple, algunos de los principales genes de virulencia
asociados a cepas de E. coli enterotoxigénicas (ETEC), E. coli
enteropatogenicas (EPEC), E. coli enteroinvasivas (EIEC), E. coli

enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC).

v" Identificar mediante ensayos de adherencia a células HEp-2 in vitro,
los principales tipos de adherencia bacteriana que presentan los

virotipos EPEC y EAEC.

v Determinar la sensibilidad a diferentes agentes antimicrobianos, de

las cepas de E. coli aisladas.
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3. HIPOTESIS

Dado que la diarrea sigue siendo una causa importante de morbi-
mortalidad infantil en nuestro pais, es probable que uno de los agentes
etiolégicos responsables de este sindrome, sean cepas diarreogénicas de

Escherichia coli.

38



4. MATERIAL Y METODOS
4.1. Identificacién de Escherichia coli

Las muestras fueron obtenidas por personal médico altamente capacitado
del Instituto Nacional de Pediatria, para estos fines, con el propésito de no
poner en riesgo la salud de los nifios y tener un adecuado manejo de los
mismos, posteriormente se transportaron al laboratorio en el medio de
transporte Cary Blair®, donde se sembraron en Agar Mac Conkey, se
incubaron por 24 horas a 37 °C; transcurrido este tiempo se seleccionaron
de una a cinco colonias que cumplieran con las caracteristicas
morfoldgicas de E. coli, para luego identificar la especie de la bacteria, a

través de pruebas bioquimicas ( LIA, MIO, Citrato, RM-VP, TSI).

Ya identificada la especie E. coli; a partir de las cepas puras, se tomd una
colonia y se sembro6 en agar sangre al 5% para evaluar hemdlisis, asi como
en tubos con medio Luria Broth (LB), para realizar los ensayos de

sensibilidad a agentes antimicrobianos y obtencion ADN.

4.1.1. B hemolisis
La B hemolisis fue evaluada mediante la siembra en medio agar sangre de
carnero al 5%. A partir de las cepas puras de E. coli se tomd una colonia y
se sembro con la técnica de agotamiento de asa (con picadura), se incubo
por 24 horas a 37°C y se procedid a evaluar la 3 hemolisis observando la

destruccion total del eritrocito.

4.1.2. Sensibilidad a antimicrobianos
Se tomd una asada y se inoculo un tubo con medio LB con cada una de las

E. coli aisladas, se incubaron por 8 horas para obtener una turbidez de 0.5
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en la escala de Mc Farland (UMF) (aprox. 1.5 x 108 UFC/mL), medidos en
un espectrofotdmetro a 625nm, posteriormente se sembraron masivamente
en placas con medio Mueller Hinton, acorde a los lineamientos del Comité
de Control de Laboratorios Clinicos (NCCLS), en donde explica que se
debe de sembrar dentro de los 15 minutos después de haber ajustado la
turbidez de la suspension del in6culo, en el cual se sumerge un hisopo
estéril de algoddn en la suspension ajustada, se gira el hisopo varias veces
y se presiona firmemente en el interior de la pared del tubo, por encima del
nivel del in6culo, esto para eliminar el exceso de liquido. Se inocula la
superficie seca de la placa de MH pasando el hisopo sobre toda la
superficie de agar estéril, realizando una rotacién de la placa para asegurar
una distribucion uniforme de inéculo. Se deje la tapa de la placa abierta
durante cinco minutos, para que cualquier exceso de humedad de la
superficie sea absorbida antes de aplicar los discos impregnados con el
farmaco, estos discos son aplicados con ayuda de un dispensador
automatico (BD, BBL Sensi-Disc Antimicrobial Susceptibility test Discs,
Sparks MD, USA) (Tabla 2). Las placas se dejaron secar por 5 minutos y se
incubaron por 24 horas a 37°C. Pasado este tiempo se procedié a medir el
halo de inhibicién de crecimiento bacteriano, para determinar la resistencia
y sensibilidad a cada uno de los agentes antibacterianos. Se utilizé como

control sensible a la cepa E. coli ATCC (25922), Tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas de los antibioticos utilizados

Antibiético Concentracion (ug) R (mm) I (mm) S (mm)
Kanamicina (K30) 30 <13 14-17 218
Amikacina (AN30) 30 <14 15-16 217
Ampicilina (AM10) 10 <13 14-16 217
Cefalotina (CF30) 30 <14 15-17 >18
Amoxicilina (AMC30) 30 <13 14-17 >18
Cefotaxina (CTX30) 30 <14 15-22 223
Sulfametoxazol, 23.7y1.25 <10 11-15 216
trimetroprima (STX)

Cefoxitina (FOX30) 30 <14 15-17 >18

R: resistente, I: intermedio, S: sensible. Diametro en milimetros. CLSI. Performance

Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing [108].

4.2. Extraccién de ADN
Se inoculé un tubo de medio LB con cada una de las cepas de E. coli
aisladas, se incubd por 24 horas a 37°C; posteriormente un mililitro de
inoculo se trasvaso a un tubo eppendorf. Se centrifugd por 10 min a 10 000
rpm, se desechd el sobrenadante y el boton fue resuspendido con 200uL de
agua libre de nucleasas, éste se colocé en agua a 95°C, por 10 minutos y
posteriormente se colocéd a 4°C durante 10 minutos; finalmente se centrifugd
a las mismas condiciones antes mencionadas y se tomo el sobrenadante (el
cual contiene el ADN), se colocé en un tubo eppendorf de 500 pL, se
etiquetd con el numero de muestra y se guardé a -20°C para su posterior

utilizacion.
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4.2.1. Conservacion de muestras
Se inocularon tubos con medio LB con cada una de las cepas de E. coli
aisladas, se incubaron por 24 horas a 37°C. Posteriormente se realizdé un
“stock” de glicerol al 20% de cada una de ellas (200 pl de glicerol estéril,
mas 200 uyl de medio LB fresco, mas 600 pl del cultivo de E. coli), las
muestras fueron etiquetadas, se mezclaron perfectamente y se guardaron

en el congelador a -20 °C.

4.3. Ensayo de la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR)

A través de la PCR simple o multiple, se identificaron 9 genes (Tabla 3)
para la caracterizacion de los diferentes virotipos de E. coli causantes de
diarrea, como lo son EAEC, EPEC, ETEC, EHEC y EIEC, con la secuencia
de oligonucleétidos presentados en la Tabla 3 y utilizando como control
cepas de E. coli que se muestran en la Tabla 4.

Se identificaron los genes que codifican para las toxinas ST, LT, Stx1, Stx2,
astA y genes que codifican para adhesinas como eae (intimina), bfpA (pili
tipo IV), el gen que codifica para invasividad ial y un gen que codifica para
la dispersina aat.

Para la PCR simple se utilizé la siguiente mezcla de reaccion de 50 ul:
buffer 1X (100 mM tris-HCI, pH 8.5; 500 mM KCI, 15 mM Mg Cl,; 1% de
triton X-100), 0.2 mM de cada dNTP (Apex mezcla de dNTP, 10 mM), 0.25
mM de cada cebador (primer), 2.0 U de Tag ADN polimerasa (Axygen,
Biosciences, CA, U.S.A.), 3 yl de ADN templado y 37 ul de agua libre de

nucleasas.
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Tabla 3. Secuencias de oligonucleétidos utilizados para la amplificaciéon de

genes de virulencia de E. coli a través de PCR

Gene Producto | Secuencia de oligonucleétidos [Referencia] Virotipo Condiciones de
esperado a identificar la reaccion
(pb)
eaeA 384 F:5-GAC CCG GCA CAA GCA TAA GC-3"[80] 95°C 44~
R:5°-CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG-3’ 50°C 45”
EPEC* 72°C 45”
bfpA 324 F:5-AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC-3" [80] 95°C 45”
R:5-GCC GCT TTA TCC AAC CGT GTA-3’ 52°C 45”
72°C 45”
ST 190 F:5-ATT TTT CTT TCT GTATTG TCTT-3" [80]
R:5-CAC CCG GTA CAA GCA GGATT-3" ETEC 95°C 45”
LT 450 F:5-GGC GAC AGA TTA TAC CGT GC-3’ [80] 50°C 45”
R:5°-CGG TCT CTA TAT TCC CTG TT-3° 72°C 45”
lal 650 F:5'-GGT ATG ATG ATG ATG AGT CCA-37[80] EIEC 95°C 45”
R:5-GGA GGC CAA CAATTATTT CC-3° 50°C 45”
72°C 45”
Stx1 150 F:5'-CTG GAT TTA ATG TCG CAT AGT G-3" [80] 95°C 45”
R:5°-AGA ACG CCC ACT GAG ATC ATC-3’ EHEC** 50°C 45”
Stx2 255 F:5-GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC-3" [80] 72°C 45”
R:5°-TCG CCA GTT ATC TGA CAT TCT G-3°
Aat 630 F:5'-CTG GCG AAA GAC TGT ATC AT-3" [81] 95°C 1’
R:5°-CAA TGT ATA GAA ATC CGC TGT T-3° 55.5°C 1’
EAEC 72°C 1’
astA 111 F:5'-CCA TCA ACA CAG TAT ATC CGA-3" [81] 95°C 1’
R:5-GGT CGC GAG TGA CGG CTT TGT-3° 55.5°C 1’
72°C 1’

Se muestra la clasificacion de patotipos de E. coli de acuerdo a Estrada-Garcia y cols. 2009; *Puede

o no tener el gen bfpA pero si el gen eaeA ** Pueden tener el gen eaeA (intimina) y es catalogado

como EHEC, siempre y cuando tenga alguna de las toxinas Shiga.
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Tabla 4. Caracteristicas serotipicas y genotipicas de las cepas de referencia

de E. coli utilizadas como controles

Patotipo Serotipo Gen

EPEC* 0127:H6 eaeA, bfpA

EIEC* 0143:H23 | lal

EHEC* O7:H157 Stx1 y/lo Stx2, algunas cepas

pueden presentar eaeA

EAEC** 044:H18 astA, y/ o aat

ETEC* 0407:H1 STylo LT

Modificado de Estrada-Garcia *Cepas donadas por Dra. Teresa Estrada-Garcia del
CINVESTAV (stx1 stx2 st It ial eae bfp), **Cepas donadas por la Dra, Chattaway del Public

Healt England.

4.3.1. Revelacion de Genes
Los productos amplificados en la prueba de PCR se visualizaron mediante
electroforesis, a 80 Volts por 60 minutos, en gel de agarosa al 2%
utilizando como revelador 50 yL de Bromuro de Etidio por cada 50 mL de
TAE 1X, se utiliz6 un marcador de peso molecular de 100pb-3000pb de la
marca AXYGEN BIOSCIENCIES®. Los productos amplificados se
visualizaron bajo un transiluminador de luz UV (UVP, CA, U.S.A.).

4.4 Ensayos de adherencia bacteriana y cultivo celular

4.41 Cultivo Bacteriano
Se crecio cada una de las E. coli en medio LB + D-manosa al 1% durante
24 horas para obtener una densidad de 0.5 UMF, posteriormente se

centrifugaron a 5000 rpm durante cinco minutos, se desechd el
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sobrenadante, el boton se resuspendié en un ml de PBS 1x estéril. Se
tomaron 100 ul de esta solucion PBS-bacterias y se colocaron en 900 pl de
medio Eagle’s-Dubelco modificado (DMEM; Bio West, NW, Miami, FL,
U.S.A).
4.4.2 Cultivo de células HEp-2
A partir de un cultivo de células HEp-2 en frasco, con una confluencia
mayor al 90%, se llevo a cabo el cultivo de células HEp-2 en placas de 24
pozos, a las cuales previamente se les habia colocado una lenteja de vidrio
de 13 mm de didmetro. Para esto, se colocaron 6X10° células por pozo, en
medio DMEM high glucose (Bio West, NW, Miami, FL, U.S.A.), enriquecido
con 5% de suero fetal bovino (BIOWEST®) y 200 pg/mL
penicilina/estreptomicina (PAA, Pasching Austria), las células fueron
incubadas bajo una atmosfera de 5% de CO, a 37 ° C durante 24 horas o
hasta obtener una monocapa celular con una confluencia mayor o igual a
90%.
4.4.3 Ensayo de Adherencia

Una vez que se tuvo una confluencia de 90% de células HEp-2, se
procedid a realizar tres lavados con PBS 1x estéril (para eliminar cualquier
vestigio de antibidticos), posteriormente se les adicionaron 500 pl de medio
DMEM sin suplementar y 0,5 x 10° células bacterianas/500 del medio
DMEM/pozo, el ensayo fue realizado por duplicado. Las placas fueron
incubadas durante 3 horas a 37 °C y 5% CO2, de acuerdo con lo descrito
por Donnenberg y Nataro (6). Pasado este periodo, las células se lavaron
nuevamente con PBS 1x cinco veces para eliminar las bacterias no

adheridas y se procedié a realizar la tincion del cultivo. Se utilizaron como
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controles positivos, la cepa O:42 y como control negativo no adherente a la
cepa saprofita K:12.
4.4.4 Tincion

Las laminillas se fijaron con metanol absoluto por un minuto, se lavaron con
agua destilada tres veces, se tifieron con colorante de Giemsa al 10%
durante 20 min, pasado este tiempo se lavaron con agua desionizada hasta
eliminar el colorante, se dej6 secar por 24 horas a temperatura ambiente.
Para montar las laminillas se procedié previamente a desecarlas (2 veces
por acetona un minuto, 1 vez por mezcla xilol-acetona [50:50] un minuto, 1
vez por xilol (un minuto) posteriormente se procedié a montar las laminillas
en un portaobjetos (previamente desengrasado) utilizando una resina de
rapido secado Eukitt, (Fluka®). Se contaron un total de 100 campos por

laminilla y se reportaron los resultados obtenidos.
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5. RESULTADOS

5.1 Cepas de E. coli aisladas de muestras diarreogénicas

Se aislaron un total de 284 cepas de Escherichia coli provenientes de 151
muestras de nifios con diarrea, menores de cinco afios. De las 151
muestras, 81 fueron provenientes de muestras de nifilos y 70 de nifas

(Tabla 5).

Tabla 5. Numero de cepas de E. coli aisladas de acuerdo al sexo

Muestras?® Cepas de E. coli aisladas”
Masculino 81" 162
Femenino 70’ 122
Total 151" 284

a: De las muestras obtenidas se aislaron de una a cinco colonias con caracteristicas
morfolégicas de E. coli. b: A las colonias aisladas se les hicieron pruebas bioquimicas para
la identificacion de E. coli.

5.2ldentificacion de genes de virulencia.

5.2.1 Genes que codifican para toxinas y genes que codifican para

adhesinas

De las 284 cepas de E. coli aisladas de nifios con diarrea, sélo 179 cepas fueron
positivas para al menos uno de los nueve genes estudiados en el presente
trabajo. De las 179 cepas positivas, se presenté una mayor prevalencia de genes
que codifican para las toxinas LT (78/ 179) y ST (50/179), seguido de astA (43/
179), Stx1 (36/ 179), Stx2 (22/179) respectivamente (Grafica 1, imagen 1).
Mientras que los genes que codifican tanto para adhesinas asi como para otros

factores de virulencia; se encontré que el gen ial, que codifica para invasividad,
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tuvo una alta prevalencia (38/179), seguido del gen que codifica para la intimina
eaeA (32/179) y el gen bfpA que codifica para el transporte de la proteina bundlina
(12/179). El que presento una menor prevalencia fue el gen aat (6/179) que
codifica para el transportador de la proteina antiagregativa antes denominada

CVD432, la cual se ha asociado con cepas EAEC tipicas (tEAEC) (imagen 1).

% de genes encontrados en 179 cepas
50

40

30

%

20

10

LT ST  astA  Stx1 Stx2 lal eae bfpA  aat
Genes

Grafica 1. Porcentaje de los genes de E. coli, encontrados en las 179 cepas que fueron positivas

para al menos un gen.

5.3B-hemolisis
Del total de las 179 cepas obtenidas, s6lo 37 de ellas mostraron una
hemolisis completa, de éstas solo 16 presentaron al menos un gen de

virulencia, como puede observarse en la Tabla 6.
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Tabla 6. Relacion de B-hemolisis y genes de virulencia

Numero de cepas 3 hemolisis positiva Genes encontrados

1 LT, eae

ST, Stx1

LT, ST, Stx2

aat, astA

ST, Stx1, eae

Stx2

ST

astA

LT, astA

LT, Stx1

LT

Eae

Y SN QEEY RN N Y =N O BN Y Y Y =S

LT, ST

5.4. \Virotipos
Los virotipos de E. coli se identificaron con base a la clasificacion de
Estrada-Garcia y cols. 2009 (Tabla 4). Como puede observarse en la Tabla
7, se detectaron 113 cepas ETEC, 48 EHEC, 44 EAEC y 22 EPEC, de

estas ultimas 19 fueron aEPEC y solo 2 tEPEC.

Tabla 7. Genes de virulencia y virotipos de E. coli

Virotipo No. de % (n=179) Genes identificados
cepas (namero de muestras positivas)
positivas
LT (63)
ETEC 113 63 ST (36)
LT:ST (14)
Stx1 (17)
Stx2 (8)
EHEC 45 25 Stx1:eaeA (6)

Stx1:Stx2(10)
Stx2:eaeA(2)
Stx1:Stx2:eaeA (2)

aatA (2)
EAEC 45 25 astA ( 39)
aatA:astA (4)
EIEC 38 21 lal (38)
aEPEC 19 11 eaeA (19)
tEPEC 2 1 eaeA:bfpA (2)

49




Imagen 1. En gel de agarosa al 2%, se observa: Carril 1: Gen It 450 pb, carril 2: Gen st

190 pb, carril 3: Gen stx1 y stx2 de 150 y 255 pb respectivamente, carril 4: Gen eaeA e ial
de 384 y 650 pb respectivamente, carril 5: Gen bfpA de 324 pb, carril 6: aatA de 630 pb y

carril 7: astA 111pb.

Cabe mencionar que los virotipos EHEC y ETEC se presentaron en un
mayor porcentaje en las muestras provenientes de nifios con 57% y 63 %
respectivamente, en relacion a las obtenidas de nifas (37% y 43%).
Mientras que los virotipos EAEC (56%), y aEPEC (58%) se observaron mas
frecuentemente en nifas. El virotipo tEPEC solo se observé en dos
muestras, provenientes una de cada sexo (Grafica 2). El virotipo de EIEC
se observoé en el 50% de las muestras provenientes tanto de ninas como de

ninos.
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Grafica 2. Muestra el porcentaje de los virotipos de E. coli comparados por sexo

Como puede observarse en la tabla 8, de las 179 cepas de E. coli positivas,
115 de ellas (64 %) fueron positivas a un solo virotipo de los cuales en 46
pacientes se encontré una cepa, en diez pacientes se encontraron dos
cepas positivas para un solo virotipo y en dos pacientes se encontraron
cinco cepas principalmente. Se encontraron cepas con dos virotipos en 45
(25%) casos de los cuales en 26 pacientes solo se encontré una cepa
positiva para dos virotipos, en cinco pacientes con diarrea se encontraron
dos cepas y solo en tres pacientes se encontraron tres cepas positivas para
dos virotipos. El 10% de las 179, es decir, 17 cepas fueron positivas tres
virotipos, de las cueles 12 cepas provenian de 12 pacientes, solo 2

muestras fueron positivas a 4 virotipos y provenian de nifos diferentes.
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Tabla 8. Relaciéon entre numero de cepas de E. coli positivas y
virotipos compartidos

Virotipos No. cepas Porcentaje No. No. Pacientes
compartidos | positivas Pacientes (No. Cepas)
1 115 64 69 2 (5 cepas)
6 (4 cepas)
5 (3 cepa)
10 (2 cepas)
46 (1 cepas)
2 45 25 34 3 (3 cepas)
5 (2 cepas)
26 (1 cepa)
3 17 10 14 1 (3 cepas)
1 (2 cepas)
12 (1 cepa)
4 2 1 2 2 (1 cepa)
Total 179 100

Aislamiento y virotipos de E. coli de acuerdo con la etapa estacional.

Como se observa en la grafica 3, en verano y primavera se recolectaron el

45.8% y 30.6% de las muestras respectivamente, ya que en otofio e

invierno solo se recolectaron el 23.6% de las muestras totales.
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Relacion de cuadros diarreicos con las estaciones del ano
45.8

30.6

total

positivos

nifios \

nifias \

H PRIMAVERA VERANO OTONO ®INVIERNO

Grafica 3. Porcentaje de las muestras de heces obtenidas con respecto a cada estacion

del ano.

De las 113 cepas ETEC, el 52% se obtuvo en verano, el 25% en primavera,
el 14% en otofio y el 9% en invierno, esta incidencia también se presento
para EAEC, en el caso del virotipo EHEC fue el Uunico que no mostrd una
tendencia ya que todas las muestras fueron recolectadas a lo largo de las
cuatro estaciones del afo. En cuanto a las 38 cepas de EIEC, el
comportamiento fue distinto ya que el 37% de las cepas fueron
recolectadas en invierno seguido de verano con un 29%, otofio con un 24%
y por ultimo primavera con un 10%. En las cepas EPEC se puede observar
una mayor presencia de cepas en la época de verano, seguida de invierno

con un 25%, otofio 17% y 5% de primavera (Tabla 9).
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Tabla 9. Porcentaje de virotipo encontrados y su relaciéon con la etapa

estacional del aiio

Virotipo Total de | Primavera | Verano Otoio (%) Invierno
muestras (%) (%) (%)
ETEC 113 26 52 14 8
EHEC 45 24 29 20 27
EAEC 45 31 51 9 9
EIEC 38 11 29 24 37
tEPEC 2 0 50 50 0
aEPEC 19 0 68 11 21

5.5 Ensayos de adherencia a células HEp-2
Para la realizacion del ensayo de adherencia a células HEp-2 de los
virotipos EAEC y EPEC, se consideraron sélo las cepas que presentaron
los genes aat y/o astA para el patotipo EAEC, asi como eaeA y/o bfpA para
el patotipo EPEC. Se probaron como cepas EPEC tipicas (tEPEC) las
cepas que resultaron ser eae: bfpA positivas y EPEC atipicas (aEPEC) las
cepas que solo fueron positivas para el gen eaeA, sin la presencia de Stx1

y/o Stx2.

De las 45 cepas obtenidas con el virotipo de EAEC, los resultados

muestran que las cepas ya sea astA+ y/o aat + presentaron adherencia

54




agregativa y difusa principalmente (33/45, 73%). Solo tres cepas que

fueron astA positivas presentaron adherencia localizada.

De las 21 cepas que presentaron el virotipo EPEC, 19 fueron aEPEC, de
las cuales 12 de ellas (63 %) presentaron algun tipo de adherencia, siendo
la adherencia difusa la mas observada, sin embargo 37% de las cepas no
presentaron ningun tipo de adherencia a células HEp-2; en tanto que las
dos cepas de tEPEC, una presento adherencia localizada y otra difusa.

(Tabla 10, Imagen 1).

Tabla 10. Adherencia de los virotipos EAEC y EPEC a células HEp-2

EAEC Muestras *AA *AD *AL *NA
totales (%) (%) (%) (%)
astA 39 12 16 3 8
(31) (41) (8) (20)
Aat 2 1 1 0 0
(50) (50)
astA: aat 4 3 0 0 1
(75) (25)
aEPEC 19 2 7 3 7
eaeA (10) (37) (16) (37)
tEPEC 2 0 1 1 0
eaeA:bfpA (50) (50)

*AA: adherencia agregativa, *AD: adherencia difusa, *AL: adherencia localizada, *NA: no

adherentes.
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Imagen 2. Se observa la adherencia de E. coli a células HEp-2. A: Control positivo cepa
042 (100 X), B: Control negativo no adherente K12 (100 X), C: Adherencia agregativa
cepa 102, (100 X) D: Adherencia localizada cepa 82, (100 X) E: Adherencia difusa cepa

190, (100 X).

5.6. Antibiograma

Se realizé el ensayo de antibiograma a las 284 cepas de E. coli para
determinar la sensibilidad y resistencia a los diferentes agentes
antimicrobianos evaluados. Como puede observarse en la tabla 11, los
resultados nos mostraron, que hay una amplia resistencia de E. coli a
ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprim, amoxicilina-ac. clavulanico, y a

cefalotina, principalmente.

56



Tabla 11. Resultados de antibiograma en 284 cepas de E. coli diarreogénicas

Numero de cepas

R %) =) %)
K | 30(11) | 55(19) 82 (29)
AN | 11(4) 32 (11) 242 (85)
AM | 195(69) | 36 (13) 53 (19)
CF | 85(30) | 65 (23) 19 (7)
AMC | 117 (41) | 73 (26) 77 (27)
CTX | 67 (24) 23 (8) 187 (66)
STX | 126 (44) 4(2) 153 (54)
FOX | 16 (6) 15 (5) 228 (80)

Antibiograma de 284 cepas de E. coli. *Resistente, **Intermedio, ***Sensible.
K, kanamicina; AN, amikacina; AM, ampicilina; CF, cefalotina; AMC, amoxicilina/ac.

clavulonico; CTX, cefotaxima; STX, sulfametoxazol/trimetoprim; FOX, cefoxitina.

Se analiz6 el porcentaje de resistencia de las diferentes cepas de E. coli a

cada uno de los 8 antibidticos, asi como para cada virotipo.

Se observo que la resistencia a ampicilina fue de un 73% de las cepas
EAEC (n=45), ETEC (n= 113) en 71% de las cepas, EIEC (n= 38) en 61%,

EHEC (n=45) en 60% y EPEC (n= 21) en 57%.

Respecto al sulfametoxazol/trimetoprim EIEC presentd una resistencia en

58% de las cepas, ETEC en 53%, EAEC 47%, EHEC 42%, EPEC 33%.

A amoxicilina-ac clavulanico ETEC mostré una resistencia en 44% de las
cepas, EAEC en 40%, EHEC en 29%, EIEC en 32% y el virotipo EPEC en

24%.
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También encontramos resistencia a cefalotina entre un 29 y 39% de los

diferentes virotipos.

Como podemos observar en la grafica 4, la mayoria de las cepas presentan

una multirresistencia a los diferentes antibiéticos probados en el presente

trabajo, principalmente al sulfametoxazol/Trimetoprim, ampicilina, cefalotina

y amoxicilina/ac. clavulénico.

Porcentaje de virotipos resistentes a diferentes
antibioticos
100
90
80
70
@ 60
o
@
G 50
[}
=
x 40
30
20
°
0
K AN AM CF AMC CTX STX FOX
WETEC| 15 7 71 34 44 24 53 4
WEHEC, 9 4 60 38 29 13 42 11
WEAEC| 11 7 73 29 40 22 47 22
mEEC | 11 5 61 39 32 5 58
WEPEC, 14 5 57 33 24 10 33

Grafico 4. Patrdn de resistencia a antibiéticos de los diferentes virotipos de Escherichia

coli diarreogénicas *FOX- cefoxitina, AN- amikacina, CTX-cefotaxima, K-kanamicina,

STX-sulfametoxazol/Trimetoprim, AMC-amoxicilina/ac. clavulénico, AM- ampicilina, CF-

cefalotina.
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6. DISCUSION

En el presente trabajo se analizaron un total de 284 cepas de E. col,
aisladas de 151 muestras de heces de nifios con diarrea, menores de cinco
afos. De las 151 muestras, 81 (54%) provenian de nifios y 70 (46%) de
nifas (Tabla 6). Estudios hechos en Nicaragua, en 526 muestras, arrojaron
que, el 60,8% provenia de nifos y 39,2% nifas [82], estos datos
concuerdan con los resultados del presente trabajo y con lo reportado por
varios autores [83] [84], quienes revelan que existe una asociacion entre
las infecciones intestinales y sexo, dado que la mayoria de las muestras

provienen de varones.

De las 179 cepas de E. coli que fueron positivas para al menos uno de los
nueve genes estudiados, 113 cepas presentaron el virotipo ETEC, de las
cuales 63 (34.8%) tuvieron el gen que codifica para la toxina LT, 36
(19.6%) ST, y 14 (7.6%) presentaron el virotipo LT:ST (Tabla 7). Estos
resultados concuerdan con lo publicado por Cortés-Ortiz et al., 2002 en
México, y Chandra et al., 2012 en la India; no asi en Bolivia en donde se
detectaron con la misma frecuencia LT (40,5%) y ST (39,5%), mientras que
las cepas que portaban el virotipo LT:ST se detectaron con una menor
frecuencia [85]. Los virotipos con el gen que codifica para LT, son
mayormente encontrados en poblaciones de América Latina, en
comparacién con Asia y Africa en donde el gen predominante es el que
codifica para ST [86] [87].

Debido a la importancia clinica de ETEC, este patotipo es considerado por

la OMS como un grupo bacteriano de atencién especial, ya que asociado a
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rotavirus ocasiona el 80% de los casos de enfermedad diarreica aguda a
nivel mundial.

Después de ETEC en este trabajo, el virotipo mas frecuentemente
encontrado fue EHEC con 45 cepas, lo que equivale al 25% (Tabla 7). De
estas 45 cepas, 10 fueron positivas al gen eaeA (adicional a las toxinas
Stx1 y Stx2) que codifica para intimina provocando lesiones que se
caracterizan por el borramiento de microvellosidades y la formacion de
pedestales ricos en actina (es decir cambios histopatolégicos en las
células), estas lesiones son caracteristicas de cepas O157:H7. [81]. Los
resultados obtenidos, difieren de los estudios realizados por Estrada-Garcia
et al., 2009, Cortez et al., 2002, asi como los de Cravioto et al., 1990, en
cuyos trabajos EHEC se presentd en porcentajes menores del 4%. Cravioto
et al., mencionan, que en paises en vias de desarrollo la incidencia de
EHEC es baja, ya que esta cepa en particular solo se presentaba en paises
industrializados; como por ejemplo EUA en donde existen anualmente
20,000 infecciones ocasionadas por EHEC, en especifico por la cepa
0O157:H7 [88]. Sin embargo, recientemente se ha descrito que este patotipo
se presenta tanto en paises desarrollados como en paises en vias de
desarrollo, como lo muestran estudios realizados en Chile, quienes
encontraron que las cepas EHEC en el 2012 [89], se presentaron en mayor
proporcion que las cepas EHEC aisladas en el 2011. Por lo que los autores
consideran que se trata de un patotipo de bacteria emergente en paises en
vias de desarrollo, lo cual puede deberse a la creciente comunicacién y
comercializacion a nivel mundial, asi como a que ahora se conoce que la

carne no es la unica via de transmision de dicho patégeno ya que se han
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reportado otras vias de infeccion que incluyen agua, embutidos, yogures
artesanales entre otros, lo cual probablemente esté relacionado con los

resultados obtenidos.

El virotipo EAEC fue el tercer virotipo con mayor numero de aislamientos,
con un porcentaje de 24.5% (Tabla 7). Existen otros estudios que muestran
que este patotipo es el responsable de la mayoria de infecciones diarreicas
en paises en desarrollo, asi como el segundo causante de la diarrea del
viajero como lo muestra Chandra et al., 2012 o lo encontrado por Ochoa et
al., 2009, en Peru en donde EAEC fue aislado en un 12.9% del total de las
muestras analizadas. EAEC mostr6 en su mayoria una AA y AD
principalmente (Tabla 10), los primeros estudios moleculares de este
patotipo revelaron que el fenotipo AA era debido a la presencia de los
plasmidos llamados colectivamente pAA, los cuales llevan muchos factores
asociados a la patogénesis de EAEC, incluidas las toxinas (EAST-1),
adhesinas fimbriales termoestables (AAF / I, I, Il y IV), la aatA (que
corresponde al fragmento CVD432) principalmente. Es importante senalar
que no todos estos factores se encuentran en las cepas de EAEC, lo que
puede explicar el resultado obtenido en donde se ve una heterogeneidad

en cuanto al tipo de adherencia presentado [90].

El virotipo EIEC se presentd en un 20.7% del total de las cepas, dato que
difiere con lo reportado en otros paises en vias de desarrollo como Vietnam
[91] en donde se encontrd a EIEC en el 2% de los casos estudiados o en
Tanzania en donde no fue detectado este patotipo [92]. EIEC se considera
como causa poco frecuente de enfermedades gastrointestinales, aunque,

Nataro et al., 1998 mencionan que la prevalencia de EIEC puede estar
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subestimada ya que el 60% de las cepas son lactosa negativas y
generalmente solo se seleccionan aquellas cepas lactosa positivas, como
lo realizado en el presente trabajo ya que de haberse realizado el
aislamiento de cepas de E. coli lactosa negativas seguramente se hubiera
obtenido un porcentaje mayor a lo encontrado, para lo cual aun no se tiene
una explicacion.

El virotipo de E. coli que se presenté en un menor porcentaje, fue EPEC
con un 11.41% de las cepas estudiadas, la presencia de este virotipo es
comparable con lo publicado por Rajendran et al., 2010 quiénes
encontraron a EPEC en un 10% en un estudio realizado en la India. Se
considera que EPEC es causante del 5 al 10 % de los casos de diarrea en
niRos menores de cinco afos en paises en desarrollo. EPEC atipica, se
presenté en un 90% (es decir en 19 de las 21 cepas) y so6lo en dos casos,
que equivale al 10%, se presenté EPEC tipica, resultado que difiere con lo
publicado en el 2011 por Afset et al., y Nguyen et al., en 2006, quienes
mencionan que la EPEC atipica es mas frecuente en paises
industrializados. Por otro lado Estrada-Garcia y colaboradores, sugieren
que EPEC atipica es un patdogeno emergente, no solo en los paises
industrializados, sino también en los paises en desarrollo, como México
[83], Brasil [97] y la India [98].

La etapa del afio en donde se aislaron mas cepas de E. coli, fue en verano
69 (45.8%), seguido de primavera con 46 (30.6%), invierno 20(13%) vy
otofio 16(10.6%) (Grafico 3). La presencia de E. coli en las muestras
obtenidas, fue en los meses calidos y humedos, con un descenso en los

meses frios y secos, a diferencia de la diarrea de etiologia viral, que se
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presenta preferentemente en los meses frios y secos [9] [5]. El virotipo
ETEC fue encontrado principalmente en los meses mas calidos, esto es, de
junio a septiembre, lo que coincide con lo publicado por Estrada-Garcia en
2009 y por Quadri en 2002, quienes encontraron un pico de los
aislamientos de ETEC de junio a octubre (Tabla 9), Estrada-Garcia sugiere
que la humedad es un factor importante para la propagacion de ETEC en la
Ciudad de México. De igual manera, EAEC se presenta preferentemente
en meses calidos, mostrando una disminucién en otofo e invierno,
mientras que EIEC fue el unico virotipo que identificamos en mayor
proporcion en invierno. En cuanto a EPEC se presentd en verano e invierno
(Tabla 9), Estrada-Garcia et al., 2009, encontraron que EPEC se distribuye
a lo largo del afio, principalmente de abril a octubre, con un pico en junio.
Un estudio realizado en Noruega encontré que EPEC se aislé de nifios
menores de cinco afnos de edad, a lo largo del afio, pero se encontré con

mayor frecuencia a fines de verano e inicio de otofio [95].

En relacién con la resistencia a diferentes agentes antimicrobianos, las 284
cepas aisladas de E. coli mostraron un mayor porcentaje de resistencia a
cuatro de los ocho antibidticos probados, estos fueron: ampicilina,
sulfametoxazol-trimetoprim, amoxicilina-ac. clavulénico, y cefalotina (Tabla
11), dato que concuerda con lo publicado por Literak et al., 2011[96]
quienes encontraron una gran resistencia hacia la ampicilina
principalmente, o lo publicado por Estrada-Garcia et al., 2005 en México,
en donde la ampicilina y el sulfametoxazol-trimetoprim son de los
antibidticos que presentan una mayor resistencia en cepas de E. coli. Estos

resultados pueden ser atribuibles al uso indiscriminado de antibiéticos.
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En relacion a los virotipos, ETEC presentd una multiresistencia a la
ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazol y a amoxicilina/ac. Clavulonico,
principalmente, esto probablemente esté relacionado con uso de esos
antibioticos en México durante los ultimos afos [83]. Los resultados del
antibiograma realizado al virotipo EHEC dio como resultado una
multiresistencia a la ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazol y cefalotina
respectivamente (grafica 4), estos datos concuerdan con los resultados
presentado por Fazeli y Selehi en 2007, quienes mostraron que las cepas
de EHEC aisladas de nifios con diarrea presentaron una alta resistencia a
derivados de la penicilina asi como a trimetoprim-sulfametoxazol. En
relacion a EAEC, este virotipo presentd una resistencia mayor hacia
ampicilina, seguido de amoxicilina/ac. clavuldonico y cefalotina, este dato
concuerda con lo descrito por Sobieszczanska et al., 2003, quienes
reportaron que EAEC puede tener de un moderado a alto nivel de
resistencia a la ampicilina, debido a que estos medicamentos son los
recomendados por la OMS para el tratamiento en diarreas persistentes
[102] [103] [104]. EPEC en general, presentd un porcentaje menor de
resistencia (grafica 4), lo que sugiere que las cepas EPEC pudieron ser

adquiridas “recientemente” en este pais.

Por otro lado la resistencia de las cepas de E. coli, no ocurre para un solo
agente antimicrobiano como se puede observar en el presente trabajo, sino
que en la mayor parte de las cepas, se presenta una multi-resistencia a
mas de 4 antibioticos, dificultando aun mas el tratamiento. Djie-Maletz en el
2008 [105] expone que las cepas E. coli diarrogénicas aisladas de infantes

tienen una frecuente resistencia antimicrobiana hacia AM, CL, y SXT

64



debido al tratamiento tradicional de la diarrea en los paises en desarrollo,
donde el uso y abuso es comun, lo que daria respuesta al elevado
porcentaje de resistencia en los aislados de infantes hacia AM, STX, AMXy
CF en el presente estudio.

A nivel mundial se observa un aumento continuo del porcentaje de
resistencia en organismos patogenos. Levy et al., proponen que el
incremento de la resistencia bacteriana se le puede atribuir a la
combinacion de varios factores, como las caracteristicas propias de los
microorganismos, la presidn selectiva ejercida por el uso de los
antimicrobianos, y ciertos cambios sociales y técnicos que contribuyen con
la transmision de los organismos resistentes, tales como el incremento en
el numero de hospederos susceptibles y las inconstantes politicas de
control de las infecciones.

El analisis de los virotipos de E. coli se ha convertido en una opcion mas
para la identificacion de los diferentes patotipos de E. coli causantes de
alguna enfermedad gastrointestinal, los ensayos de PCR simple y multiple
son fundamentales para la vigilancia epidemioldégica de los nifios con
diarrea y la informacién obtenida puede facilitar un diagnéstico rapido, asi
como poder guiar al médico a proporcionar el tratamiento mas adecuado

para el paciente.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron la presencia
de un alto porcentaje de genes compartidos por diferentes virotipos,
encontrando que el 36% de las cepas aisladas fueron positivas a mas de
un virotipo, esta heterogeneidad genética nos sugiere la existencia de un

alto potencial de transferencia horizontal de genes, lo que ya fue descrito
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por Donnenberg y cols 2002 (Figura 1), quienes encontraron cierta relacion
de genes de virulencia entre diferentes patotipos. En el presente trabajo
encontramos que varios genes fueron positivos en una misma cepa dando
como consecuencia el poder ser clasificados en diferentes patotipos, lo
cual nos estaria indicando una relacion mas estrecha entre los diferentes
patotipos de E. coli (Figura 2) provenientes de muestras de nifos con

diarrea de poblacion Mexicana.
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Finalmente, en términos de conocimiento, este trabajo nos permitié
implementar y complementar un grupo de técnicas entre si, como son las
microbiolégicas, de cultivo celular y moleculares, con las cuales se logro
determinar la distribucion de los diferentes patotipos de E. coli asociados a
episodios de diarreas en niflos menores de cinco anos. El desarrollo de
este tipo de diagndstico microbiologico “integral” pudiera contribuir a la
deteccion eficaz de probables cepas de E. coli emergentes que porten
combinaciones de genes de virulencia conocidos y que debido al
intercambio genético entre cepas, asi como a la multirresistencia
antimicrobiana, pudieran ser causantes de un brote epidemiolégico

originando un problema de salud publica.
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7. CONCLUSIONES

v

De las 151 muestras de heces, se lograron identificar 284 cepas de
E. coli, 179 fueron positivas para al menos uno de los genes
estudiados.

ETEC fue el virotipo que se encontré en un mayor numero de cepas
con un 62.0%, seguido de EHEC 25.0%, EAEC con 24.5%, EIEC

con 20.7% y por ultimo EPEC con un 11.4%.

De los genes estudiados, el que se encontré en un mayor porcentaje
fue el gen que codifica para la toxina LT (42.4%), seguido de ST

(27.2%).

De los 9 genes identificados, varios de ellos fueron encontrados en

una misma cepa permitiendo su clasificacion en mas de un virotipo.

Primavera y verano fueron las etapas estacionales en donde se aislo

un mayor numero de cepas de E. coli.

No se encontr6 una relacidon especifica entre los genes
correspondientes para los virotipos EPEC y EAEC y la adherencia

bacteriana a células HEp-.

Las cepas de E. coli aisladas fueron resistentes principalmente a
ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprim, amoxicilina/ac. clavulénico y

cefalotina.
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