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Resumen

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, mévil, no
esporulado, que en la mayoria de los casos constituye parte normal de la flora del
tracto intestinal de los seres humanos y de animales de sangre caliente.

El intestino delgado de un infante es estéril hasta el momento del nacimiento; pero
cuando nace inicia la colonizacion con la flora vaginal e intestinal de la madre.
Después entran por el tubo digestivo del neonato una gran variedad de
microorganismos ambientales. A partir de los cuales se establece la flora normal
del tracto gastrointestinal (TGl). Asi, en los primeros dos dias aparecen
Enterococcus y Escherichia coli, tanto de los lactantes que son alimentados con
leche materna como en los que reciben formulas lacteas.

El objetivo de este estudio fue determinar si existe relacién clonal entre las cepas
de E. coli aisladas del intestino en un neonato durante un estudio previo (1985-
1987); en el que la colonizacién del intestino por patdégenos fue seguida
longitudinalmente en nifios durante sus dos primeros anos, realizando cultivos de
heces periddicamente y ademas diariamente cada vez que un nifio presentaba
diarrea. Para establecer dicha relacion se uso la técnica de electroforesis en gel
de campos pulsados (PFGE por sus siglas en inglés: Pulsed Field Gel
Electrophoresis).

Tipicamente la caracterizacion fenotipica de E. coli se realiza mediante la
seleccion de series de medios de cultivo con sustratos que permiten elaborar un
perfil bioquimico. Por lo general E. coli genera reacciones positivas para indol,
lisina descarboxilasa y fermentacion de manitol, lactosa y glucosa.

Actualmente la epidemiologia molecular es una disciplina que ha permitido
caracterizar a diversos agentes infecciosos, lo que ha facilitado su diagndstico, su
distribucion y en su caso un mejor tratamiento.

La caracterizacion genotipica de las bacterias por medio de PFGE, comparado
con otros métodos mas sofisticados (secuenciacion) o mas simples (RAPD), nos
permite obtener un perfil representativo del genoma bacteriano, en la identificacion
de clonas o sub clonas de E. coli en las cepas estudiadas.



Introduccion

Neonato:

Una vez acontecido el nacimiento, comienza el periodo neonatal.

La lactancia aporta beneficios significativos para el neonato y su madre, al ser
alimentado del seno materno, se limita la exposicion del nifio a patogenos
ambientales que podrian introducirse a través de alimentos, liquidos o utensilios
contaminados para la alimentacion. *

El intestino delgado de un nifio es estéril hasta el momento del nacimiento, pero
cuando nace es colonizado con la flora vaginal e intestinal de su madre. Después
entra en el tubo digestivo del neonato una gran variedad de microorganismos
ambientales. A partir de ellos se establece la flora normal del TGI. Asi, a partir de
los primeros dos dias se aislan Enterococcus y E. coli de las heces, tanto de los
neonatos que son alimentados con leche materna como en los que reciben
féormulas lacteas. Mas aun, en los bebés alimentados de leche materna aparecen
en gran numero especies de Bifidobacterium y en menor nivel especies de E. coli
y Enterococcus. En contraste, en los recién nacidos que toman formula lactea,
predominan E. coli y Enterococcus, junto con Clostridium y Bacteroides.*

La familia de Enterobacteriaceae esta formada por mas de 20 géneros
bacterianos, 120 especies entre ellas se encuentra E. coli y miles de serotipos.®

En los lactantes alimentados con leche materna se evita la infeccion
gastrointestinal y se reduce su gravedad, con efectos especificos contra los
patdégenos entéricos como rotavirus, Giardia, Shigella, Campylobacter y E.coli
enterotoxigénica.®

El sistema digestivo humano contiene mas de 10'* microorganismos, muchos mas
que el numero total de células en nuestro cuerpo. Se calcula que el TGI alberga
1000 especies de bacterias pero de ellas solo 30 o 40 constituyen el 95% de esta
poblacién.?’

La familia Enterobacteriaceae

La familia Enterobacteriaceae esta formada por mas de veinte géneros
bacterianos, aproximadamente ciento veinte especies y miles de serotipos. Se
caracterizan por ser capaces de presentar metabolismo tanto en condiciones de
anaerobiosis en el interior del intestino como aerdbicamente en el ambiente
exterior, por lo que se definen como microorganismos facultativos. Algunos de los
geéneros reconocidos como patdégenos en el humano son los 6 patotipos de



Escherichia, de Yersinia, Salmonella y Shigella, y las enterobacterias oportunistas
que son Klebsiella, Serratia y Proteus, Enterobacter y Cronobacter.®

Normalmente, el nivel microbiano en el intestino delgado (en particular en yeyuno
e ileon) es de casi 10%7/g y en el intestino grueso (colon) de 10%'%g de contenido.
Los tipos mas predominantes en el intestino delgado corresponden a distintas
especies de Lactobacillus y Enterococcus, y en el grueso hay diferentes géneros
de Enterobacteriaceae, diversas especies de Bacteroides, Fusobacterium,
Clostridium, Enterobacerium, Enterococcus, Bifidobacterium y Lactobacillus.38

La microbiota intestinal humana constituye un ecosistema complejo que ahora es
reconocido por su impacto en la salud humana. Contribuye a la maduracién del
sistema inmune y proporciona una barrera directa contra la colonizacion por
patdgenos, asi como su posible implicaciéon en las nuevas enfermedades. Estas
incluyen alergias, enfermedades inflamatorias del intestino y trastornos
metabdlicos y posiblemente degenerativos. Asi mismo el huésped desarrolla una
tolerancia hacia las bacterias no patdégenas que colonizan las superficies de
mucosas Yy la piel; y a cambio, las bacterias controlan el desarrollo y el
mantenimiento de las funciones esenciales del metabolismo. La microbiota
intestinal contribuye a la bioconversion de los compuestos no absorbidos de los
alimentos en las partes superiores del tracto digestivo. Ademas de que la
colonizacion por microorganismos comensales es una clave para el desarrollo del
sistema inmunoldgico. '

Las cepas de E. coli que persisten en la flora intestinal de un individuo durante un
cierto periodo se les llama cepas comensales o residentes. Estas cepas presentan
ciertas caracteristicas que le permiten resistir como flora intestinal; por ejemplo, la
expresion de fimbrias P y la capacidad para adherirse a las células epiteliales del
colén. 53

Las bacterias comensales se encuentran distribuidas a todo lo largo del tubo
digestivo en cantidades que se relacionan con su capacidad para adaptarse al
ambiente que lo circunda y, una vez establecidas, sus poblaciones son estables y
no necesitan de reintroducciones periddicas de bacterias cuando logran que su
reproduccion iguale o supere la velocidad de eliminacion del organismo que las
alberga. %2

Del género Escherichia se incluyen siete especies las cuales son: E.
adecarboxylata, E. albertii, E. blattae, E. coli, E. fergusonii, E. hermannii y E.
vulneris; de las cuales E. coli es la mejor conocida.

E. coli fue descrita por primera vez en 1885 por Theodore Von Escherich, quien le
denomino Bacterium coli commune por ser aislada de las heces de individuos



sanos y enfermos. Junto con otras bacterias ayudan al funcionamiento del proceso
digestivo y a la produccién de vitaminas B y K.°

Los miembros de esta especie tienen forma de bacilo de tamafo promedio de
0.5um de ancho por 3um de largo; son Gram negativos, anaerobios facultativos,
que se mueven por accion de flagelos peritricos; no producen esporas, fermentan
la glucosa y la lactosa, son catalasa positivos, oxidasa negativos y reducen
nitratos a nitritos; constituyen parte normal de la flora residente del tracto intestinal
de los seres humanos, animales de sangre caliente y aves.

El andlisis ribosomal (16 rRNA), muestra que pertenece a la subclase de y-
proteobacterias a, B y O-—que se encuentra relacionada tanto con las
proteobacterias como con las cianobacterias.

Las cepas de E. coli, desde un punto de vista bioquimico, se diferencian de otros
coliformes por la produccién de indoles (l) a partir de triptona, la Movilidad (M)
debido a la presencia de flagelo bacteriano, una reaccion negativa para Voges-
Proskauer (Vi: produccion de acetilmetil-carbinol a partir de glucosa), y por no
poder utilizar citrato como fuente de carbono (C); a este conjunto de pruebas se
les conoce como IMVIC; las cuales se realizan a partir de una unidad formadora
de colonia (UFC); aislada de un medio de cultivo solido.*

Cuando el neonato nace por cesarea, la colonizacion se realiza mas lentamente,
sin embargo, a la cuarta semana se alcanzan los mismos niveles de concentracion
de microorganismos (108/mL) que presentan los nifios que nacen por la ruta
natural.

E. coli alcanza una densidad muy alta (superior a 10° UFC por gramo de heces)
después de los dos afios de edad, la densidad se estabiliza y se mantiene
alrededor de 108 UFC por gramo de heces y disminuye gradualmente en la edad
adulta. 4’

Estas bacterias residen en la capa del moco que cubren las células epiteliales de
todo el TGlI; definido como un nicho ecolégico nutricional al que el metabolismo de
E. coli se ha adaptado.*®

Este nicho de E. coli comensal se encuentra en la capa mucosa del colon
perteneciente a todo el tracto digestivo, donde su capacidad para utilizar gluconato
es mas eficiente que otras especies residentes, permitiendo de ese modo que
ocupe un nicho metabodlicamente especifico.?*

Dentro de las cepas de E. coli patégenas que infectan a los seres humanos, se
han descrito dos clases: Los que causan infecciones intestinales y los que
producen infecciones extraintestinales. Utilizando el procedimiento de tipificacion



por sueros, se mostréo que algunas variedades antigénicas de E. coli estaban
involucradas en brotes de diarrea en nifios albergados en cuneros.®

La relacion entre E. coli y el huésped, esta definida por el comensalismo, y
algunos de sus beneficios es evitar la colonizacién por patdgenos; a través de
mecanismos como la produccion de bacteriocinas.*6

E. coli es un organismo modelo, pues es utilizado para analizar los procesos
involucrados en la evolucién del genoma bacteriano, comprendiendo el tipo de
cepa: las variantes patdégenas y comensales. Cepas de E. coli patégenas y no
patégenas difieren en la presencia y ausencia de elementos en DNA adicionales
que contribuyen a los rasgos de virulencia especificos.>®

Hay varias cepas de E. coli que han adquirido atributos especificos de virulencia
que les confieren una mayor capacidad para adaptarse a los nuevos nichos y les
permite causar un amplio espectro de enfermedades. Estos atributos de virulencia
estan codificados con frecuencia en los elementos genéticos extracromosomicos
que pueden ser movilizados en diferentes cepas para crear nuevas combinaciones
de factores de virulencia, o en elementos genéticos que forman casetes en el
genoma. %4

Patotipos Intestinales de Escherichia coli.

Las cepas de E.coli causantes de diarrea se han agrupado en seis diferentes tipos
cada uno definido por sus propiedades de virulencia. Los grupos son: E. coli
enteropatdgena (EPEC por sus siglas en inglés), E. coli enterotoxigénica (ETEC),
E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli adherente
difusa (DAEC) y E. coli enteroagregativa (EAEC). Cada uno de estos grupos
presenta caracteristicas distintas relacionadas a su epidemiologia, patogénesis,
manifestaciones clinicas y tratamiento.

Escherichia coli enteropatégena (EPEC)

EPEC es asociada con casos de diarrea en infantes, siendo la adherencia su
principal factor de patogenicidad; seguida de la destruccion de la microvellosidad,
con polimerizacion de actina, que lleva a la alteraciéon del citoesqueleto en el sitio
de la unién de la bacteria, debido al aumento de los niveles de calcio intracelular y
de proteina cinasa C, su fenotipo ha sido denominado adherencia y borrado (A/E
Attaching and Effacing).2°

En EPEC todos los determinantes genéticos para la produccion de las lesiones de
tipo A/E se encuentran en el locus de borrado de Enterocitos (por sus siglas en
ingles locus of enterocyte effacement, LEE) presente en el plasmido EAF (Factor
de adherencia de EPEC). Contiene los genes que codifican para la proteina de



membrana externa denominada intimina (Eae), los genes esp (por E. coli secreted
proteins), el gen que codifica para el receptor translocado de intimina (tir)
(translocated intimin receptor) y los genes para la sintesis del sistema de
secrecion tipo 1.7

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Las ETEC colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de pilis o fimbrias
que tienen diversas formas denominadas CFA (factor de colonizacién antigénico o
por sus siglas en ingles colonization factor antigens), siendo su principal
mecanismo de patogenicidad la sintesis de alguna o ambas enterotoxinas
llamadas toxina termolabil (LT) y toxina termoestable (ST). Sus genes estan en un
plasmido que también puede tener informacion genética para los CFA’s, aunque
algunos genes de ST se han encontrado en transposones. Las toxinas LT y ST
aumentan el nivel intracelular de AMPc y GMPc respectivamente, que se
encuentran en la membrana de las células intestinales, provocando la salida de
agua e-iones. %

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

El grupo enterohemorragico, propuesto por Levine, incluye cepas de diferentes
serotipos que presentan las mismas caracteristicas clinicas, epidemioldgicas y
patogénicas del serotipo O157:H7 que es considerado como prototipo del grupo. A
diferencia de otras E. coli, en general no fermentan sorbitol ni tienen actividad
glucuronidasa. EHEC se ha asociado con la etiopatogenia de colitis hemorragica
sin fiebre (CH), sindrome urémico hemolitico y purpura trombocitopenica.®

Estas cepas tienen la capacidad de elaborar una o mas citotoxinas, originalmente
llamadas verotoxinas (VT) o Shiga-like.

Otra propiedad de virulencia observada en este grupo de microorganismos es el
dafo celular conocido como adherencia y borrado (A/E), en este evento participan
tanto genes cromosomales como plasmidicos que inducen y/o regulan la
expresion de factores de virulencia de la bacteria. Estos genes se encuentran
insertados en LEE.®

Otro factor de patogenicidad es el plasmido pO157, de 60 MDa (92kb), que
codifica para la enterohemolisina.?! Este pO157 codifica para una serie de
determinantes de virulencia, entre ellos: ehxA (enterohemolisina A), etpC to etpO
(Ruta secretora general), espP (serina Proteasa), katP (Catalasa-
peroxidasa), toxB (Potencial de adherencia), ecf (Fragmentos conservados de
genes), y stcE (Inhibidor de estereasas). Sin embargo; el papel de este plasmido



no se entiende completamente y solo 19 genes entre los 100 marcos de lectura
abierta se han caracterizado.®®

El grupo entero hemorragico incluye diferentes serotipos que presentan las
mismas caracteristicas clinicas, epidemiologicas y patogénicas del serotipo
0O157:H7; entre los serogrupos involucrados mas comunes son: 026, 0111, 0121,
01455

Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)

El mecanismo de patogenicidad de cepas EIEC es la capacidad de invadir y
reproducirse dentro del citoplasma, destruyendo las células hospederas.®

El grupo EIEC y Shigella spp. estan relacionados genética y bioquimicamente ya
que son descarboxilasa negativas, no moviles y lactosa negativas. 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 vellosidades de la mucosa requiriendo
de mucinasa y adhesinas, para después entrar por endocitosis a la célula, y
posterior multiplicacion de la EIEC dentro de la célula y diseminacién a células
sanas adyacentes.?°

La informacién genética para este mecanismo esta en loci del cromosoma y del
plasmido, ademas de tener la capacidad de elaborar una o mas enterotoxinas que
pudieran ser importantes en la produccion de diarrea. Los genes necesarios para
la invasion se encuentran en un plasmido de 140 MDa llamado plnv, que codifica
para proteinas, como por ejemplo las Ipa y otras que estan involucradas en el
proceso de patogénesis.?’

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

En el mecanismo de patogenicidad de EAEC estan implicadas la bacteria y
diversas moléculas que ella produce; también se sabe que las cepas EAEC tienen
la capacidad de incrementar en la mucosa la produccion y secrecion de moco que
atrapa a las bacterias que se autoaglutinan en una fina pelicula en el epitelio
intestinal. La produccién de moco puede estar relacionada con la capacidad de
EAEC para colonizar persistentemente el intestino y causar diarrea. En el
plasmido de 60 MDa de EAEC también se encuentran los genes que codifican
para la toxina EASTI.2!

Escherichia coli adherente difusa (DAEC)

Las cepas de E. coli de adherencia difusa, no forman microcolonias cuando se
adhieren a células Hep-2.2°



Se sabe poco de su mecanismo de patogenicidad pero se ha caracterizado una
fimbria de superficie, conocida como F1845, involucrada en el fenbmeno de
adherencia difusa.33

En la siguiente tabla se resumen las caracteristicas principales de los principales
patotipos de E. coli.

Tabla 1: Caracteristicas de los grupos Diarrogénicos de Escherichia coli. (Tay
Zavala, 2012)°

EPEC

ETEC

EAEC

EHEC

EIEC

Factores de virulencia

Adherencia localizada.
Borrado.
Adherencia intima.

Enterotoxinas termolabil
y/o termoestable.
Factores antigénicos de
colonizacion.

Adherencia agregativa.
Exotoxinas Pet y Pic.
Adhesinas.
Sideroforos.

Citotoxinas similares a
Shiga.

Invasividad.

Tipo de
diarrea

Secretora.

Secretora.

Persistente y
Aguda.

Inflamatoria.

Inflamatoria.

Epidemiologia

Distribucion mundial,

principalmente nifios menores

de 2 anos.

Mundial.

Mundial.

Mundial.

Paises en via de desarrollo.

En la figura 1 se resume el mecanismo de accion de los seis patotipos
reconocidos de E. coli diarrogénica, tiene distintas caracteristicas unicas en su

interaccion con

las células eucariotas. Estas inducen dano celular en las

microvellosidades de las células epiteliales mediante los diversos mecanismos de
patogenicidad.
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Figura 1: Esquema de patogenicidad de Escherichia coli diarrogénica®*. (Kaper, 1998)

La interaccion de cada categoria con una célula tipica esta esquematicamente representada en
cada figura. a) EPEC se adhieren a enterocitos intestinales, pero destruye la arquitectura normal
de la microvellocidad, induciendo el fenotipo caracteristico. Alteraciones del citoesqueleto se
acompafan de una respuesta inflamatoria y diarrea.
1. Adherencia inicial, 2. Translocacion de proteinas segun el tipo de secrecioén lll, 3. Formacion de
pedestal. b) EHEC también inducen la fijacion y lesién modesta, pero en el colon. La caracteristica
distintiva de EHEC es la elaboracién de la toxina Stx y su absorcion sistémica de la cual conduce a
complicaciones potencialmente mortales. c) Del mismo modo, ETEC se adhieren a enterocitos del
intestino e inducen diarrea acuosa por la secrecion de las enterotoxinas: LT y ST. d) EAEC se
adhiere al epitelio intestinal en un biofilm de espesor y elabora enterotoxinas y citotoxinas
secretoras. e€) EIEC invade la célula epitelial del colon, lisa el fagosoma y se mueve a través de la
célula por nucleacion por microfilamentos de actina. f) DAEC provoca un efecto de transduccién de
sefal caracteristica en el intestino delgado y los enterocitos se manifiestan con el crecimiento de
las proyecciones celulares largas en forma de dedo, que se envuelven alrededor de la bacteria.?*
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Caracterizacién Bioquimica de Escherichia coli.

En 1905, MacConkey describié por primera vez un medio selectivo diferencial que
el uso para aislar bacilos entéricos Gram negativos de muestras que contenian
mezclas de especies bacterianas. En 1916 Holt-Harris y Teague diseharon un
medio (agar EMB) con eosina y azul de metileno como indicador para diferenciar
entre las colonias fermentadoras y no fermentadoras de lactosa.

La identificacién preliminar de Enterobacteriaceae se basa posiblemente en las
caracteristicas de las colonias y las reacciones bioquimicas en medios de
aislamiento primarios, otras técnicas de identificacién de especies requieren la
determinacién de caracteristicas fenotipicas adicionales que reflejan el codigo
genético y la identidad Unica de los microorganismos que se prueban (tabla 2)."

Tabla 2. Resultados de pruebas bioquimicas para Escherichia coli segun la
biografia consultada. ['!]

Bacteria Lac Indol Gas H2S Cit RM VP Mov. Gluco Malo Phe

Escherichia coli + + + > = + - + - -

**Lac: Lactosa, Glu: Glucosa, Gas: gas producido en la fermentacion CO2, H2S: acido
sulfhidrico, Cit: Citrato de Simmons, RM: Rojo de Metilo, VP: Voges Proskauer, Mov:

movilidad, Gluco: Gluconato, Malo: malonato, Phe: Fenilalanina.

Sistema API 20E.

La identificacion de Enterobacteriaceae y de muchas otras familias y grupos de
bacterias ha sido facilitada por el uso de equipos automatizados y comerciales,
mediante los cuales los microorganismos son identificados con cédigos numéricos
asistidos por computadora (Figura 2).

Figura 2. Sistema de numeracion de la tira API 20E para la identificacion de
bgﬁterias del genero Enterobacteriaceae.

OR JONP |ADH | LDC [ODC | CIT | H;S |URE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA [ OX
ASIG G
NAD
o]
® 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4
3 ¥ © 3 ¥ [ 3 ¥ (2 3 ¥ 3 3 ¥ (3 3 ¥ & 3 ¥ (4
| sumar valores sumar valores sumar valores sumar valores sumar valores sumar valores sumar valores
# Se le asigna este nimero si el resultado de la prueba fue positivo; si el resultado fue negativo el valor asignado es cero.

El sistema de identificacion APl 20E (bioMerieux Voitek, Inc., Hazelwood MO)
determina 21 caracteristicas bioquimicas (tabla 3), lo cual hace que sea un gran
dispositivo de prueba para la identificacién bioquimica que son comerciales.
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Tabla 3. Cuadro de reacciones bioquimicas de Escherichia coli:

Pruebas bioquimicas para Escherichia coli

Produccién de indol 98 Fermentacion de L-arabinosa 99
Rojo de Metilo 99 Fermentacion de rafinosa 50
Voges — Proskauer 0 Fermentacion de L-ramnosa 80
Citrato de Simmons 1 Fermentaciéon de maltosa 95
H2.S 1 Fermentacion de D-xilosa 95
Hidrolisis de urea 1 Fermentacion de trehalosa 98
Fenialanina desaminasa 0 Fermentacién de celobiosa 2
Lisina descarboxilasa 90 Fermeptamon de a-metil-D- 0
glucosido
Arginina dihidrolasa 17 Fermentacion de eritritol 0
Ornitina descarboxilasa 65 Hidrodlisis de esculina 35
Movilidad (36°C) 95 Fermentacion de melibiosa 75
Hidrdlisis de gelatina (22°C) 0 Fermentacion de D-arabinol 5
Crecimiento en KCN 3 Fermentacion de glicerol 75
Utilizacion de malonato 0 Fermentacion mucato 95
D-Glucosa, acido 100 Tartrato de Jordan 95
D-Glucosa, gas 95 Utilizacion de acetato 90
Fermentacion de lactosa 95 Lipasa (aceite de maiz) 0
Fermentacion de la 50 DNAsa (25°C) 0
sacarosa
Fermentacion de D-manitol 98 Nitrato a nitrito 100
Fermentacion del dulcitol 60 Oxidasa, Kovacs 0
Fermentacion de salicina 40 Prueba de ONPG 95
Fermentacion de adonitol 5 Pigmento amarillo 0
rne;:;g;tacwn 22 hulis 1 Fermentacion de D-manosa 98
Fermentacion de D-sorbitol 94

Cada numero da el porcentaje de reacciones positivas después de dos dias de
incubacion a 36°C (a menos que se indique una temperatura diferente).

Distribucion filogenética de E. coli:

Diferentes modelos sobre la evolucion de bacterias proponen que la diversidad en
la patogenicidad de los microorganismos, es el resultado de la adquisicion de
genes llamados de virulencia a través de la transferencia horizontal de los mismos.
La gran diversidad de cepas patégenas en E. coli, es el resultado de la adquisicion
constante de diferentes genes que codifican para factores de virulencia, mismos
que se encuentran presentes en plasmidos, islas de patogenicidad y en fagos,
éstos elementos genéticos son intercambiados a una frecuencia alta entré
diferentes cepas de bacterias, proceso que se ha definido como transferencia
horizontal de genes.®

Los analisis gendmicos han demostrado que E. coli obtuvo al menos una parte de
su genoma por transferencia horizontal a partir de otros organismos. Los genes
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transferidos horizontalmente se pueden detectar con frecuencia porque tienen
porcentajes de Guanina-Citosina (GC) significativamente diferentes o una
distribucion de codones diferente de la del organismo hospedador.’

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE):

Durante la ultima década; los métodos tradicionales como la tipificacién de
bacteriofago o serotipificacion en la caracterizacién de cepas bacterianas se han
complementado o sustituido en muchos laboratorios con los nuevos métodos
moleculares.*8

La utilizacion de métodos de tipificacion molecular se inici6 en 1980 con el
desarrollo de métodos simples de aislamiento de DNA bacteriano y el uso de
enzimas de restriccion. La separacién de los fragmentos generados en base al
tamafo “Restriction Fragment Length Polymorphism Analysis” (RFLP), por
electroforesis en gel de agarosa, da lugar a patrones de restriccion de DNA
caracteristicos para un subtipo particular. Estos métodos tienen mayor poder
discriminatorio que los convencionales y han sido empleados con éxito en
investigaciones epidemiologicas de brotes de enfermedades de transmision
Alimentaria (ETA), originados por consumo de alimentos contaminados con
patégenos como E. coli 0157:H7, Salmonella spp. y Listeria monocytogenes. La
técnica PFGE es considerada actualmente el “Gold standard” de los métodos de
tipificacion molecular.*?

PFGE es un método que cada vez mas se emplea en la caracterizacion de cepas
de origen hospitalario (estudios epidemioldgicos) debido a que separan largos
fragmentos de DNA que se obtienen al digerir el DNA gendmico con enzimas de
restriccion que realizan cortes poco frecuentes. Los patrones de bandas
generados por PFGE se han usado en el andlisis de innumerables
microorganismos como Pseudomonas spp, Mycobacterium spp, Campylobacter
spp., E. coli, entre otras; provenientes de casos aislados o brotes, para establecer
o descartar su posible relacion clonal. 3°

En 1996 se creé en EEUU la Red Nacional de Subtipificacion Molecular de
Patogenos Transmitidos por Alimentos, PulseNet, la cual emplea la técnica PFGE.
PulseNet no es un sistema de vigilancia como tal, pero si propone un método de
subtipificacion recomendado por el Centro de Control y Prevencién de
enfermedades, (Centers for Disease Control and Prevention o CDC) de Atlanta
para los programas de vigilancia de las enfermedades transmitidas por alimentos
que permite establecer a través de las bases de datos de los patrones de PFGE
una rapida comparacion entre los perfiles de DNA de los diferentes laboratorios en
cualquiera de las redes, logrando identificar los grupos clonales asociados con



brotes a nivel local, nacional y regional. PulseNet cuenta con redes en EEUU,
Canadd, Europa, Asia y América Latina.*!

La PFGE ha demostrado ser una técnica altamente discriminatoria y por esto es
utilizada en estudios epidemiologicos de brotes causados por microorganismos. La
técnica se ha empleado para reconocer brotes de infeccion, detectar transmisién
cruzada de patégenos nosocomiales, identificar la fuente de infeccién, reconocer
las cepas particularmente virulentas y para el seguimiento de los programas de
vacunacion entre otros. Mediante el analisis de los patrones de PFGE, ya sea de
manera visual o utilizando un software, se han podido determinar las similitudes
genéticas entre los aislamientos, lo que permite inferir si dos aislamientos
aparentemente no relacionados tienen la misma procedencia evolutiva.®’

La caracterizacion de cepas para el control de infecciones se basa en varios
supuestos para su caracterizacion.*®

1. Los aislamientos representan el mismo precursor en el brote
epidemioldgico.

2. Las cepas tienen el mismo genotipo.

3. Los aislamientos estan no relacionados epidemiolégicamente y tienen
distinto genotipo.

Las enzimas de restriccion que han demostrado ser utiles para el analisis de
PFGE para Escherichia coli se enumeran en la tabla 4, y se indica el numero de
fragmentos tipicamente resueltos.

Tabla 4. Enzimas de restriccion usadas para E. coli.*®

Microorganismo Enzima de Numero de Rango en
restriccion fragmentos tamanos de
aproximados fragmentos (kb)
Escherichia coli Xba | Aprox. 20 10-500
Escherichia coli Not | 12-15 10-1000
Escherichia coli Sfi 15-20 10-700

El DNA de Salmonella entérica serovar. Branderup, digerida con Xbal, es usada
como el estandar universal de peso molecular para normalizar los patrones de
bandas del PFGE en una base de datos de patégenos bacterianos, tales como

Salmonella y E. coli.%®



Antecedentes importantes para el desarrollo del presente trabajo

En un estudio previo, realizado por el Dr. Alejandro Cravioto en una zona rural de
México; ubicada en el estado de Morelos denominada Tierra Blanca; se estudi6 a
un grupo de nifios nacidos entre agosto de 1985 y febrero de 1987. El objetivo
principal del estudio fue determinar la colonizacion del intestino por virus, bacterias
y parasitos patdgenos durante los primeros dos afios de vida, asi como en los
episodios de diarrea. 43

En México, Cravioto determino que las cepas de ETEC eran el grupo de bacterias
de origen intestinal que se aislaban con mayor frecuencia durante los primeros
afnos de vida.®

Se reportd que existia una estrecha asociacion entre el aislamiento de cepas
EAEC y la presencia de diarrea persistente en nifios de 2 afios 0 menos.®

Estudios epidemiolégicos realizados en México por Cravioto, muestran que las
cepas EIEC son poco frecuentes como agentes causales de diarrea,
identificandose preferentemente después del sexto mes de vida.®

Durante el tiempo de estudio se tomaron muestras de heces cada 7 dias para sus
cultivos, aumentando su frecuencia a diario, cada vez que el nifio tenia un
episodio de diarrea.*34% De cada cultivo, se seleccionaron varias colonias
fermentadoras de lactosa y todas las colonias que no fermentaban lactosa, las
cuales fueron trabajadas por separado haciéndoles pruebas bioquimicas hasta su
identificacion. En ese entonces todos los aislamientos perfectamente
caracterizados e identificados y los aislamientos con bioquimicas atipicas fueron
almacenados en tubos con agar inclinado a temperatura ambiente.

En el presente estudio se seleccionaron dos nifos: el primero, que durante el
primer mes no presentd episodios diarreicos, por o que sus condiciones de salud
eran buenas; y el segundo, que presentd escasos episodios diarreicos durante su
primer mes de vida; todas las cepas aisladas fueron caracterizadas para
determinar si hubo diferencias entre las cepas comensales y aquellas que son
definidas como patégenas y causan un episodio diarreico.



Objetivo General
Determinar la multi-colonizaciéon de cepas de E. coli en el intestino de neonatos
por medio de su perfil cromosomico, utilizando la técnica de electroforesis en gel

de campos pulsados.

Objetivos Particulares
v Estandarizar la técnica de Campos Pulsados en cepas de E. coli
v' Determinar los diferentes genotipos de las cepas de E. coli por la técnica de
Campos Pulsados
v' Determinar la clonalidad o grupos clonales de las cepas de Escherichia coli
aisladas de dos neonatos, con base en el analisis de sus perfiles

cromosomicos.



Hipotesis
La colonizacidén de un neonato inicia inmediatamente después de su nacimiento y
ésta va aumentando y estableciéndose conforme el tiempo, se sabe que las cepas
de Escherichia coli del intestino son subpoblaciones que guardan una cierta
relacion clonal, las cuales comparten caracteristicas fenotipicas y genéticas. Sin
embargo, en procesos diarreicos asociados a cepas de E. coli se espera que el
nino adquiera por medio de alimentos o agua contaminada cepas de algun
patotipo de E. coli como ETEC, EPEC u otro, que presente caracteristicas
fenotipicas y genéticas diferentes a las subpoblaciones de E. coli consideradas

comensales.

La caracterizacion genética con base a los perfiles de restriccion del cromosoma
(utilizando la técnica de electroforesis de campos pulsados) de un grupo de cepas
de E. coli aisladas durante el primer mes de vida de un neonato, nos permitira
establecer si existe relacion clonal entre ellas y que la presencia de un perfil
completamente diferente se asocia a la presencia de una cepa de E. coli
caracterizada como patdégena, lo cual nos permitird suponer que es una cepa
independiente a las previas que colonizan el intestino del nifio, adquirida a través

de una fuente de transmisién y la responsable de un evento diarreico.



Metodologia

Aislamiento e identificacion de cepas de Escherichia coli
Se trabajo con 45 cepas de E. coli aisladas de heces durante el primer mes de
vida de dos neonatos. La coleccién de cepas se encontraba guardada en medio
de conservacion en el cepario propiedad de la Facultad de Medicina de la UNAM,
ubicado en el laboratorio de Referencia de Patégenos Entéricos, ubicado en el
tercer piso de la torre de Investigacion de la Facultad de Medicina; a cargo del Dr.

Armando Navarro.

Las cepas corresponden al primer mes de vida de dos neonatos: 22 cepas fueron
aisladas del nino uno (sin episodio de diarrea) y 23 cepas del nifio dos que
presentd un episodio diarreico a los 15 dias de nacido en el cual se aislaron seis

cepas durante este episodio diarreico.

Del nifio uno se realizaron dos coprocultivos, el primero a los dos dias de nacido,
obteniendo 3 cepas de E. coli; el segundo al mes de nacido, obteniendo 19 cepas

para trabajar.

Del segundo nifio se realizaron tres coprocultivos: el primero, al primer dia de
nacido y se obtuvieron diez cepas; el segundo se realiz6 a los 15 dias de nacido,
que fue cuando presento el episodio diarreico aislando seis cepas; y el tercero a

los 29 dias de nacido sin episodio de diarrea, obteniendo siete cepas.

Las cepas fueron recuperadas en cajas de Agar Sangre (AS) y Agar MacConkey
(McK) por la técnica de cuadrante radial o agotamiento, para comprobar la

viabilidad y pureza de la cepa.

Una vez que se realizé la siembra y se observé el crecimiento, se seleccion6 una
colonia completamente aislada y se transfiri6 a dos tubos con Agar gelosa
especial, y a un vial que se empled para mantener una copia de trabajo y el otro

para guardarla nuevamente en el cepario.

En algunos casos, a partir del primer aislamiento se observaron distintas

morfologias coloniales en ambas cajas de cultivo; por lo cual se seleccionaron los



distintos tipos de colonia para ser trabajadas individualmente, en estos casos se
rotularon las cepas conservando la clasificacién original agregando solo un orden

numerico.

Posteriormente, se sembraron las pruebas bioquimicas del tubo de conservacion
para corroborar que las cepas aisladas correspondian al género y especie E. coli.
Debido a que algunas de las cepas presentaron resultados diferentes o dudosos
con algunos marcadores bioquimicos, que no concordaron con las pruebas
bioquimicas ideales se procedié a realizar pruebas bioquimicas completas con el
sistema API 20E.

Las pruebas bioquimicas se realizaron de acuerdo a lo establecido en el libro
“Pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias de importancia clinica de

Jean. F. MacFaddin (2003); las pruebas aplicadas fueron:

% Agar SIM % Prueba RM-VP % Prueba Malonato-
Fenilalanina
# Agar Hierro de Kligler « Prueba de Gluconato « Agar Citrato de

Simmons

Una vez corroborado la identificacion de E. coli, se procedio a realizar la PFGE.

Protocolo de Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE)
para bacterias patégenas.®

La técnica de PFGE fue modificada de acuerdo a lo descrito en el CDC, esta se

lleva a cabo por etapas:

Formacion de bloques de agarosa de PFGE
Se inoculd la cepa de E. coli en un tubo con caldo Luria, y se incubo de 14-18
horas a 37°C con agitacién a 150 rpm.

Posteriormente el crecimiento bacteriano obtenido en el caldo luria se centrifugo a
13000 rpm por 2 min en micro tubos, para obtener la pastilla de las células



bacterianas. Una vez obtenido el precipitado bacteriano, este fue re suspendido
con Buffer PIV, con la finalidad de efectuar los lavados de estas células.

Se ajustd la densidad optica del crecimiento bacteriano a 5 (5 O. D.), el cual fue
embebido en bloques de agarosa.

NOTA: La explicacion del ajuste de densidad optica asi como la preparacion de los
reactivos utilizados se describe en el apéndice 3.

Lisis celular en bloques de agarosa.

Los paquetes bacterianos embebidos en bloques de agarosa fueron depositados
en un tubo Falcon de 15mL, se agregd a cada tubo buffer EC de Lisis y se
colocaron en Bafno Maria a 37°C por 3 horas para dejar actuar la lisozima junto
con el EDTA, este ultimo paso de lisis es con la finalidad de provocar el
rompimiento de la envoltura bacteriana y recuperar el DNA bacteriano integro
dentro del bloque de agarosa.

Desproteinizacion de bloques de agarosa

Para la desproteinizacién se agrego soluciéon de Buffer ES/ Proteinasa K (50uL), a
cada tubo Falcon conteniendo los bloques de agarosa con el DNA desnudo,
incubandolos a 52°C por un dia.

Esto se lleva a cabo una segunda vez.

Lavados de bloques de agarosa con Buffer TE.

Se retir6 del bafio Maria los tubos Falcon con los bloques de agarosa y DNA, se
desecho la solucién de desproteinizacion; y se agrego buffer TE, los tubos Falcon
fueron colocados sobre la plataforma de un agitador horizontal a una velocidad
baja, por una hora, el buffer TE se cambié cada hora, hasta cumplir con los 9
lavados. Al termino de los lavados, los tubos Falcon con los bloques de agarosa
conteniendo el DNA fueron almacenados con buffer TE en refrigeracion (4°C),

donde permanecieron hasta la restricciéon del DNA.

Restriccion del DNA bacteriano en los bloques de agarosa con la

enzima de restriccion Xbal.

Los bloques de agarosa con el DNA desnudo fueron extraidos del tubo Falcon con

ayuda de una asa bacteriolégica, cada bloque fue cortado transversalmente con



ayuda de un cubre objetos desinfectado, tomando aproximadamente un 1/3 de su
tamano, el fragmento fue colocado en un micro tubo, donde se agregd una
solucién de buffer H en proporcion 1:10 con agua desionizada (para PCR); los
micro tubos con el fragmento fueron colocados en bafno Maria a 37°C por 30

minutos.

Después de la incubacion, se removio el buffer H cuya concentracion es 0.1X;
agregando nuevamente buffer H fresco en soluciéon 0.1X donde se adicioné 30
unidades de la enzima de restriccion Xbal. Los micro tubos fueron incubados en

un bafio Maria a 37°C toda la noche, para dejar que la enzima actuara.

Elaboracion del gel de agarosa para el corrimiento electroforético.
Se pesd 1 g de SeaKem® Gold agarosa en un frasco con rosca y se agrego
100mL de buffer TBE 0.5x, la agarosa fue fundida en un horno de microondas.
Cada bloque de agarosa con el DNA desnudo de las cepas fue colocado en la
punta del diente del peine (colocando el control de Salmonella Braenderup
[preparado de igual manera en bloques de agarosa que las cepas a trabajar], en
los dientes 1, 5, 10 y 15). El peine con los bloques en las puntas fue colocado en
la charola y embebido con la agarosa fundida, se permiti6 que la agarosa
solidificara y se retiré el peine, se agregd una capa delgada de agarosa fundida

sobre el gel formado para sellar los pozos.

La charola con el gel conteniendo los bloques de agarosa y el DNA fue colocada
en la camara de electroforesis, se agrego en la camara 2.3 L de buffer TBE 0.5x;
el mdédulo de refrigeracion del equipo “CHEF MAPPER” (Bio-Rad) fue encendido

para que el buffer se enfriara a 12°C.

Condiciones de la electroforesis:
Para llevar a cabo la electroforesis de campos pulsados se utilizé el equipo CHEF
MAPPER de la empresa Bio-Rad, utilizando el programa con las siguientes

condiciones:



Tabla 5. Condiciones de electroforesis.

(Switch) 2.16s
Corriente inicial

(Switch) 54.17s
Corriente final

Tiempo 18 horas

Volts 30 kb low MW
600 kb MW
Temperatura 12+2°C

Teinido del gel de PFGE y captura de imagen.

Después de transcurridas 18 horas de corrida se retird el gel del equipo y fue
colocado en un contenedor con 300mL de buffer TE o agua des ionizada agregando
100uL de una solucién de bromuro de etidio (1mg/mL) para su tincién, manteniendo el gel

en agitacion a 100 rpm por 30 minutos.

Transcurrido el tiempo de tincion el gel fue retirado del bromuro de etidio y fue
observado bajo luz UV, el gel fue envuelto en papel aluminio y almacenado por 24
horas para posteriormente tomarse una fotografia en un equipo de procesador de
imagenes con el programa KODAK Sistema de l6gica para Gel 100 (Gel Logic 100
System).

Para el anadlisis de los perfiles de restriccion de los cromosomas de las cepas
obtenidos con la enzima Xbal, se utilizé el Sofware Bio-Numerics version 6.0
analizando la agrupacion con la matriz UPGMA vy el coeficiente de similitud con el

algoritmo DICE.



Resultados
Las 45 cepas (22 del nifo uno y 23 del nifio dos) con las que se trabajé fueron
sembradas en Agar Sangre y Agar MacConKey para corroborar su pureza, asi
como para reactivar su metabolismo de las condiciones de estrés en las que se

tenian.

Del agar MacConkey se obtuvieron principalmente las siguientes morfologias:

* Colonias puntiformes, con borde entero, elevacidén convexa, textura viscosa,
color rosa.

* Colonias circulares, con borde entero, elevacidon convexa, textura viscosa,
color rosa.

Las pruebas bioquimicas fueron inoculadas con colonias uUnicas de las diferentes
morfologias. Los perfiles bioquimicos que presentaron las 45 cepas se pueden
observar en la tabla 6.

Una vez analizadas las pruebas bioquimicas, se encontraron irregularidades en
algunas pruebas para el patron de E. coli; 7 pruebas positivas a Citrato y una
prueba positiva a Gluconato, por lo cual se tomaron estas 7 cepas y se inocularon
en la tira API 20E, corroborando que se trataba de E. coli.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura numero 2; en los 8 casos se
obtuvo el mismo cadigo.



Tabla 6. Resultado de Pruebas bioquimicas a cepas en estudio

- - A dlO

Cepa:  Lactosa Glucosa H.S Gas : ' H;S | Indol Movilidad

29093 + + - - - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29094 + + - - - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29095 + + - + - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29679 + + - + - + - + -/ - - + + Escherichia coli
29680 + + - - - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29682 + + - - - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29682/1 + + - + - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29683 + + - - - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29685 + + - + - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29685/1 + + - + - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29685/2 + + - + - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29686 + + - + - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29686/1 + + - + - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29687 + + - + - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29687/1 + + - + - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29688 + + - + - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29689 + + - + - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29691 + + - + - + - - -/ - - + + Escherichia coli
296911 + + - + - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29692 + + - + - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29693 + + - - - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29694 + + - - - + - - -/ - - + + Escherichia coli
29429 + + - - - + - - -/ - - + + Escherichia coli




Cepa:

Tabla 6 (Continuacion). Resultado de Pruebas bioquimicas a cepas en estudio

A

Lactosa | Glucosa | H:S | Gas H2S | Indol | Movilidad

29429/1 + + - - - + / - + + Escherichia coli
29430 + + - - - + / - + + Escherichia coli

29430/1 + + - - - + / - + + Escherichia coli
29432 + + - - - + / - + + Escherichia coli
29433 + + - - - + / - + + Escherichia coli
29434 + + - - - + / - + + Escherichia coli
29435 + + - + - + / - + + Escherichia coli
29436 + + - - - + / - + - Escherichia coli

294336/1 + + - - - + / - + + Escherichia coli
29726 + + - + + + / - + + Escherichia coli
29727 + + - + + + / - + + Escherichia coli
29728 + + - + - + / - + + Escherichia coli
29729 + + - + - + / - + + Escherichia coli
29730 + + - + - + / - + + Escherichia coli
29731 + + - + - + / - + + Escherichia coli
30035 - + - + + + / - + + Escherichia coli
30036 + + - + + + / - + + Escherichia coli
30037 + + - + + + / - + + Escherichia coli
30038 + + - - + + / - + + Escherichia coli
30039 + + - + - + / - + + Escherichia coli
30040 + + - + + + / - + + Escherichia coli
30041 + + - + - + / - + + Escherichia coli




Figura 3: Lectura de tira API 20E.
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Una vez que se tenian las 45 cepas identificadas como E. coli se procedid a
realizar la técnica de PFGE utilizando las cepas aisladas de dos nifios. El nifio
control y el nifio que presento un episodio diarreico.

La estandarizacion de la técnica de campos pulsados para las cepas consideradas
como E. coli comensal de este estudio fue necesaria, ya que empleandola como
estaba originalmente descrita se presentaron algunos problemas técnicos, por
ejemplo, el DNA obtenido en los bloques de agarosa se degradaba. Se cambio
del buffer de la suspension celular, CSB por PIV (que difiere en su composicion
por tener cloruro de sodio en lugar de EDTA). Se modificé el paso de lisis
agregando una solucién de desoxicolato de sodio y lisozima en lugar de a- sarkosil
para efectuar este paso y poder lograr romper la pared celular de la bacteria; el
desoxicolato de sodio ayuda al aislamiento de proteinas asociadas a la pared
celular, ademas de RNasa; que ayuda a la purificacion del DNA. Asi mismo, se
probé distinta concentracién de enzima Xbal (enzima estandarizada por la red de
PulsNet)® y se modifico el tamarfio del bloque de agarosa para la restriccion;
observandose que un 1/3 de bloque de agarosa tenia una concentracion de DNA
adecuada para que con 35 unidades de enzima se realizara una restriccion
completa del DNA.

La corrida de PFGE se realizé con las condiciones similares a las descritas en
PulsNet; excepto por la temperatura de corrida®. Estas estan presentes en el
apéndice 3.

Los Dendrogramas obtenidos por PFGE se muestran en las Figura 4 y Figura 5, a
continuacion.
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Nino control. Cepa

Perfil cromosomal obtenido por enzima Xbal: fechade  corespondi Fresentacion
aislamiento  ente g perfi:  de diarrea:

1 g 8 ,

| 11-09-85 29094 no

97.0 12-10-85 29685/2 no

sasl 12-10-85 29686/1 no

_ ,h{ 12-10-85 29679 no

s=e 12-10-85 20686 no
{ 12-10-85 20683 no Clada A

12-10-85 29685/1 no

ssll 12-10-85 29685 no

e 12-10-85 29682/1 no

12-10-85 29687/1 no

12-10-85 20688 no

12-10-85 29689 no

12-10-85 29691 no
12-10-85 29691/1 no Clada B

12-10-85 29693 no

12-10-85 29687 no

12-10-85 29680 no

11-09-85 29095 no

0.0 ) 12-10-85 29692 no
e Clada C

b 12-10-85 29694 no

1 1 | 11-00-85 20093 no

i IR IR

Figura 4. Perfiles cromosémicos de 21 cepas de Escherichia coli obtenidos con la enzima Xbal. Se muestra el dendograma construido el algoritmos de
coeficiente de similitud de DICE y el programa de agrupamiento UPGMA de 21 cepas aisladas de un nino sin diarrea en su primer mes de vida. Se aprecian
claramente la agrupacion de las cepas en tres cladas principales.
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Figura 5: Dendograma de nifio con episodio de diarrea.

Nino dos con episodio diarreico. Cepa

Perfil cromosomal obtenido por enzima Xbal: fechade  correspondi Fresentacion
aislamiento  ente a perfil: de diarrea:

b 02-10-85 29429 no

02-10-85 29429/1 no

02-10-85 29430 no

02-10-85 29430/1 no

02-10-85 29432 no

02-10-85 29435 no

02-10-85 29436/1 no

""" 02-10-85 29436 no

02-10-85 29434 no

. 02-10-85 29433 no

16-10-85 29727 si

30-10-85 30038 no

30-10-85 30039 no

30-10-85 30041 no

16-10-85 29730 si

30-10-85 30035 no

16-10-85 29726 si

30-10-85 30036 no

30-10-85 30037 no

30-10-85 30040 no

‘ 16-10-85 29731 Si

T 16-10-85 29728 si

: | 16-10-85 29729 si
" R ARE.

Figura 5. Perfiles cromosémicos de 23 cepas de Escherichia coli obtenidos con la enzima Xbal. Se muestra el dendograma construido con el algoritmos de
coeficiente de similitud de DICE y el programa de agrupamiento UPGMA de 23 cepas aisladas de un nino que presentd un episodio de diarrea durante su
primer mes de vida. En este dendograma no se puede ver un agrupamiento de cladas, pues tienen muy diferente perfil cromosémico.



Analisis de resultados

Para la realizacion de este estudio se caracterizaron fenotipica y genotipicamente
cepas de E. coli aisladas del intestino de dos neonatos incluidos en un estudio
previo realizado por el Dr. A. Cravioto.

Del nifo control, solo se aislaron 3 colonias de E. coli a partir de la primera
muestra de heces durante el segundo dia de nacido (11-09-1985). La
caracterizacion de los perfiles cromosémicos de las cepas por PFGE mostré tres
tipos diferentes de patrones, dos de ellos estrechamente relacionados con una
identidad de 95.7% que al parecer nos habla de que son subclonas y el otro
completamente diferente, mostrandonos que el pequeio ya tenia tres cepas
diferentes de E. coli a los dos dias de nacido (Figura 4). Al mes de nacido (12-10-
1985) se aislaron 18 cepas, el analisis de los perfiles cromosdmicos de las cepas
mostré que hubo una mayor diversidad en los patrones de restriccion,
observandose hasta 6 subtipos, compartiendo entre si un numero significativo de
bandas lo que sugiere que son derivadas de un ancestro comun (Figura 4). La
construccion del dendograma utilizando el programa Bio-numerics con los
patrones de restriccion de las 21 cepas aisladas en ambos periodos de tiempo,
muestra que las cepas se agruparon en tres (A, B y C) principales ramas: La rama
A comprende 11 cepas aisladas en su mayoria al mes de nacido y solo una de la
primera muestra (11-09-1985); mientras que en la rama B y C se agruparon 4
cepas (29689, 29691, 29691/1, 29693) respectivamente que muestran ser
subclonas derivadas de dos cepa en comun. Ademas, entre las cepas agrupadas
en la rama B y C hay dos cepas (29687 y 29680) que presentan perfiles unicos,
mostrando ser aislamientos completamente independientes. En general, podemos
apreciar en el dendograma que hasta el mes de edad se detectaron solo 5 tipos de
cepas de E. coli colonizando el intestino del nifio sin diarrea, las cuales guardan
alguna relacion clonal entre ellas.

Las cepas de la rama A, comparten entre si un perfil cromosémico de 15 a 18
bandas; con un porcentaje de similitud entre ellas de 85.9% a 97%. La diferencia
esta entre una hasta tres bandas en los perfiles cromosdmicos de las cepas, que
segun los criterios de Tenover*® indican que son cepas con una relacion clonal
estrecha y la diferencia entre el numero de bandas puede ocurrir por cambios en
la secuencia de nucledtidos del cromosoma, resultado de un suceso genético
unico como una mutacién puntual en la secuencia de nucleétidos que reconoce la
enzima de restriccion y por lo tanto se modifique el numero de cortes en el
cromosoma, o bien por inserciones de fragmentos de DNA o deleciones de base
en la secuencia del DNA.



Las cepas que se agrupan en la rama B presentan un porcentaje de similitud entre
ellas del 82 al 94% vy las cepas de la rama C de 95.7%, en este ultimo grupo se
encuentran cepas aisladas del dia 11-09-1985 y cepas aisladas un mes después
(12-10-85), el alto porcentaje de similitud entre estas cepas nos sugiere
fuertemente que han permanecido colonizando el intestino del nifio sin sufrir algun
evento genético que modifique el tamano del cromosoma, por lo menos durante el
primer mes de vida del nifo. Sera de gran interés y utilidad determinar por cuanto
tiempo estas cepas permanecen sin cambios genéticos aparentes.

El analisis de los patrones cromosdmicos de las cepas aisladas del segundo nifio
(Figura 5), muestra que los aislamientos hechos en el segundo dia de nacido (02-
10-85) son de dos tipos; de las 10 cepas aisladas 9 tienen relacién clonal con una
similitud del 85.6%. Sin embargo, esta relacion clonal se pierde a partir del dia 16-
10-85, cuando 14 dias después el nifio presentd un cuadro diarreico, los 6
aislamientos de E. coli que se hicieron mostraron patrones de restriccion
completamente diferentes entre ellos y a las cepas del dia 2-10-85; la diferencia
tan marcada entre los perfiles de restriccion entre ambos grupos de cepas sugiere
que las cepas del dia 16-10-85 fueron adquiridas del exterior y son probablemente
la causa de la diarrea, ya que no presentan relacion clonal con las cepas
detectadas en los primeros dias de colonizacion (segundo dia del nacimiento).
Como consecuencia las cepas aisladas el dia 30-10-85 presentan perfiles
diferentes, muy probablemente por un proceso de recombinacién entre las
poblaciones existentes en el intestino, o que aumenta la variabilidad cromosémica
entre las cepas observada en todos estos patrones.

La cepa de referencia que fue tomada fue la Salmonella Braenderup, la cual al
someterse a restriccion por la enzima Xbal muestra un perfil cromosémico de 15
patrones de bandas, separadas entre si.

La cepa de Salmonella serotipo Braenderup H9812 fue seleccionada deacuerdo a
los criterios establecidos en la red de PulseNet®; pues al ser4 digerida con la
enzima de restricciéon Xbal, tiene 18 bandas lo cual es un numero optimo ya que
estan distribuidas en una amplia gama de tamanos. Esta cepa ayudo a normalizar
la variacion en la migracién del gel y determinar con precision el tamafio de las
bandas de las muestras (de 20.5 a 1 135 Kb).



Discusion de los resultados:

La estandarizacion de la técnica de Electroforesis en Gel de Campos Pulsados
(PFGE) para cepas de Escherichia coli fue llevada a cabo siguiendo la
metodologia descrita por la red de PulseNet®®, con algunas modificaciones (para
detalles ver apéndice).

La Electroforesis de Campos pulsados (PFGE) es una técnica que permite la
separacion de fragmentos de DNA de alto peso molecular (10 Kb a 10 Mb) y tiene
varias utilidades. En el campo de la investigacion nos permite caracterizar a un
microorganismo con base a su perfil de restriccion; nos permite determinar el
tamafno aproximado de un cromosoma; acompafiado de otras técnicas como
protocolos de hibridacion con genes marcadores, nos sugiere la organizacion
cromosoémica de una cepa con respecto a un patron cromosémico conocido. En el
campo de la Epidemiologia nos permite descartar o confirmar a un
microorganismo o grupo de microorganismos como responsable (s) de brotes de
origen clonal, dentro de un hospital, una regidon geografica (epidemia), o
continente. La determinacion de clones de las bacterias involucradas en un brote
es importante desde el punto de vista epidemioldgico, pues permite la deteccion
de fuentes de infeccion, y establecer la relacidn entre casos clinicos para de esta
manera, controlar nuevos brotes epidemioldgicos; asi como conocer la evolucion
en dichos nichos bacterianos.

La transferencia horizontal de genes y la reduccion de genes representan dos
mecanismos que contribuyen a la evolucién de los genomas en procariotas Por lo
tanto, la adquisicion de plasmidos y fagos, asi como regiones grandes de ADN
llamadas "islas gendmicas," juegan un papel importante en el desarrollo de nuevas
especies, subespecies, y patotipos. E. coli representa un excelente modelo para
estudiar la evolucién de los genomas en procariotas a detalle pues es un ejemplo
ideal para estos estudios, debido a los numerosos ecotipos, adaptados a los
intestinos de humanos y diversos animales.

El empleo de esta técnica en la caracterizacion de cepas de E. coli aisladas de
dos nifos, nos permitid determinar la relacion clonal entre las cepas, ademas,
determinamos el numero de cepas que iniciaron la colonizacidon en los primeros
dias de nacidos y se pudo discriminar de acuerdo a los patrones si persistio la
colonizacion por las mismas cepas hasta un mes después.

La zona de estudio es un pueblo del estado de Morelos; por lo cual las
condiciones de higiene en la comunidad pueden afectar la colonizacion del
intestino de los bebes, al contraer diferentes tipos de bacterias ambientales o
patdgenas se va a favorecer la recombinacion homologa entre fragmentos de DNA
donde intervienen diferentes moléculas de DNA o se va a ver favorecido la



transferencia horizontal de genes entre bacterias, que va a contribuir a una mayor
diversidad genética entre las bacterias que se encuentran presentes en
particulares nichos, como lo podemos apreciar entre las cepas que colonizaron al
nifo 2.

La determinacién de los clones de las bacterias involucradas en un brote es
importante desde el punto de vista epidemiologico, pues permite la deteccion de la
fuente de infeccidn, establecer la relacion entre casos clinicos y con estos

resultados tomar medidas que eviten la dispersion de los patdégenos y, de esta
manera, controlar nuevos brotes.



Conclusiones

Se logré la estandarizaciéon de la técnica de tipificacion por electroforesis en gel de
campos pulsados (PFGE) para cepas de Escherichia coli aisladas del intestino de
Dos neonatos, asi como la caracterizacion fenotipica y genotipica de dichas cepas
determinando si existe relacion clonal entre ellas con ayuda de la enzima Xbal por
PFGE.

Esa técnica nos permiti6 discriminar con base a los perfiles de restriccion
cromosomica las cepas comensales que iniciaron la colonizacion del intestino y las
cepas que fueron adquiridas posteriormente (muy probablemente del ambiente) y
como en la ultima cepa hubo una mayor diversidad genética.

La colonizacion del intestino del nifio control fue llevada a cabo por tres principales
grupos de E. coli comensal; los cuales perduraron a lo largo de un mes.

La colonizacién del intestino del nifio con diarrea fue muy variado; no se observo
un perfil cromosémico similar al de las cepas de E. coli comensales encontradas al
segundo dia de nacido; por lo cual su colonizacién fue guiada por otro tipo de
poblaciones con distinto genoma a las primeras comensales.
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Apéndice 1: preparacién de medios de cultivo.

Los medios de cultivo para el aislamiento y conservaciéon de las cepas de
Escherichia coli se realizaron de acuerdo a lo descrito por el proveedor de cada
medio de cultivo deshidratado.

* Agar sangre:
Composicion:

Infusién de Musculo de Corazén 2.0g
Extracto de Levadura 5.0g
Cloruro de Sodio 5.0g
Agar Bacterioldgico 15.0g
Digerido Pancreatico de Caseina 13.0g

pH7.3%0.2

Proveedor: BD Bioxon®.

a.

Suspender 40 g de polvo en un litro de agua destilada; calentar hasta que
hierva para poder disolver la agarosa.

Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C o0 15 Ib.

Para la preparacién de placas con sangre, enfriar la base a 45-50°C y adicionar
5% de sangre estéril desfibrinada.

Vaciar en cajas petri estériles y dejar solidificar. Conservar a 4° C.

* Agar MacConkey
Composicion:

Digerido Pancreatico de Gelatina 17.0g
Digerido Pancreatico de Caseina 1.5g
Digerido Péptico de Tejido Animal 1.5g
Sales Biliares 1.5g
Cloruro de Sodio 5.0g
Cristal Violeta 0.001g

Lactosa 10.0g



Agar Bacteriologico 13.5g
Rojo Neutro 0.03g
pH7.1+0.2
Proveedor: BD Bioxon®.

a. Suspender 50 g de polvo en un litro de agua destilada; calentar hasta que
hierva para poder disolver la agarosa.

b. Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C o0 15 Ib.

c. Vaciar en cajas petri estériles y dejar solidificar. Conservar a 4° C.

* Agar Gelosa Especial
Composicion:

Base Agar Sangre 20g
Agar bacterioldgico 159
Extracto de carne 1.5
pH 7.2

Suspender en un litro de agua destilada; y ajustar el pH del medio.
Calentar hasta que hierva para poder disolver la agarosa.
Vaciar 4mL para vial o tubo.

Esterilizar en autoclave por 20 min/121° C o0 15 Ib.

®© o 0 T o

Inclinar el vial o tubo y dejar que solidifique el agar, guardar en el

refrigerador a 4°C hasta su uso.

* Caldo Luria: Luria Broth Base
Proveedor: BD Difco®.

a. Suspender 25g en 1 litro de agua destilada.
b. Vaciar 4mL para vial o tubo.

c. Esterilizar en autoclave por 20 min/121° C 0 15 Ib.



d. Inclinar el vial o tubo y dejar que solidifique el agar, guardar en el

refrigerador a 42C hasta su uso.

Medios de cultivo para las pruebas bioquimicas, asi como reactivos utilizados para
su lectura.

* Agar Hierro de Kligler
Composicion:

Extracto de carne 3.0 g/L
Extracto de levadura 3.0 g/L
Peptona de caseina 15.0 g/L

Peptona de carne 5.0 g/L

Lactosa 10.0 g/L
D (+) Glucosa 1.0 g/L
Citrato de Amonio y Hierro 111 0.5 g/L

Cloruro de Sodio 5.0 g/L
Tiosulfato de Sodio 0.5 g/L

Rojo de Fenol 0.024 g/L

Agar 12.0 g/L
pH7.4+0.1
Proveedor: DIBICO®.

a. Suspender 55g en un litro de agua destilada; calentar hasta que hierva para
poder disolver la agarosa.

b. Vaciar 4mL para cada tubo de 13x 100.

c. Esterilizar en autoclave por 20 min/121° C o0 15 Ib.

d. Inclinar los tubos y dejar que solidifique el agar, guardar en el refrigerador a

43C hasta su uso.



* Agar SIM
Composicion:

Peptona de caseina 20g/L
Peptona de carne 6.6g/L
Citrato de Amonio y Hierro Il 0.2 g/L
Tiosulfato de sodio 0.2 g/L
Agar 3.0 g/L
pH7.3+0.1
Proveedor: BD Bioxon®.

a. Suspender 30g en un litro de agua destilada; calentar hasta que hierva
para poder disolver la agarosa.

b. Vaciar 3mL para cada tubo de 13x 100.

c. Esterilizar en autoclave por 20 min/121° C 0 15 Ib.

d. Dejar que solidifique el agar, guardar en el refrigerador a 42C hasta su

uso.

* Agar Citrato de Simmons
Composicion:

Fosfato Dihidrogenado de Amonio 1.0 g/L
Fosfato Dipotasico 1.0 g/L
Cloruro de Sodio 5.0 g/L
Citrato de Sodio 2.0 g/L
Sulfato de Magnesio 0.20 g/L
Agar 15.0 g/L
Azul de Bromotimol 0.08 g/L
pH 6.9 £ 0.1
Proveedor: BD Difco®.



a. Suspender 55g en un litro de agua destilada; calentar hasta que hierva para
poder disolver la agarosa.

b. Vaciar 4mL para cada tubo de 13x 100.

c. Esterilizar en autoclave por 20 min/121° C o 15 Ib.

d. Inclinar los tubos y dejar que solidifique el agar, guardar en el refrigerador a

43C hasta su uso.

* Prueba RM-VP
Composicion:

Polipeptona o peptona tamponada 7.0 g/L
Dextrosa (Glucosa) 5.0 g/L
Buffer fosfato dipotasico 5.0 g/L
pH 6.9 £ 0.1
Proveedor: BD Bioxon®.

a. Suspender en un litro de agua destilada y ajustar el pH del medio.
b. Vaciar 4mL para cada tubo.
c. Esterilizar en autoclave por 20 min/121° C o0 15 Ib.

d. Dejar en el refrigerador a 42C hasta su uso.

* Prueba de Gluconato
Composicion:

Peptona 1.5 g/L
Extracto de levadura 1.0 g/L
Fosfato de potasio 1.0 g/L
Gluconato de potasio 40.0 g/L
pH7.0+0.1

e. Suspender en un litro de agua destilada y ajustar el pH del medio.

f. Vaciar 2mL para cada tubo.



g. Esterilizar en autoclave por 20 min/121° C o0 15 Ib.

h. Dejar en el refrigerador a 42C hasta su uso.

* Prueba de Malonato- Fenilalanina
Caldo para Malonato con Fenilalanina, que es el medio de Shaw y Clarke.
Composicion:

Malonato de sodio 3.0 g/L
DL-fenilalanina 2.0 g/L
Cloruro de sodio 2.0 g/L
Sulfato de Amonio 2.0 g/L
Extracto de levadura 1.0 g/L
Fosfato dipotasico 0.6 g/L
Fosfato monopotasico 0.4 g/L
Glucosa (dextrosa) 0.25 g/L
Azul de bromotimol 0.025 g/L
pH 6,7 £ 0.2

Proveedor: BD Difco®.

Suspender en un litro de agua destilada y ajustar el pH del medio.
Vaciar 3mL para cada tubo.

Esterilizar en autoclave por 20 min/121° C o 15 Ib.

a o oo

Dejar en el refrigerador a 42C hasta su uso.



Apéndice 2: preparacion de soluciones para PFGE.

Las soluciones fueron preparadas por lo descrito en la CDC, para la técnica de
PFGE (Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli no-O157 (STEC), Salmonella
spp., Shigella sonnei y Shigella flexneri; asi como Clostridium botulinum).

* Tris HCIpH 7.5y pH 8
Composicion:

Tris Base 121.1g
Agua 800mL

d. Solubilizar en agua destilada.
e. Ajustar el pH deseado con HCI.
Llevar al aforo a 1000 mL.

g. Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C o0 15 Ib.

* EDTA 0.5M pH 8
Composicion:

EDTA 186.1g
Agua 800mL

Solubilizar en agua destilada.
Ajustar el pH deseado con NaOH.
Llevar al aforo a 1000 mL.

a o T o

Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C 0 15 Ib.

* Buffer PIV
Composicion:

NaCl 29.22 g
Tris HCI pH 8 5mL

a. Solubilizar en agua destilada.
b. Llevar al aforo a 500 mL.

c. Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C o0 15 Ib.



* Agarosa para bloques
Composicion:

Agarosa SeaPlaque GTG 0.075¢g
Buffer PIV 5mL

a. Solubilizar la agarosa calentando directamente en mechero.

* EC
Composicion:

Tris HCIpH 8 5mL
NaCl 29.2¢g
EDTA 0.5M pH 8 100mL
Desoxicolato de Sodio 1g
Laurilsarcosilato de Sodio 2.5g

a. Solubilizar en agua destilada.
b. Llevar al aforo a 500 mL.

c. Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C o 15 Ib.

* EC lisis
Composicion:

EC 2mL/cepa
RNasa (10mg/mL) 10uL/cepa

Lisozima (10mg/mL) 20uL/cepa



Composicion:
EDTA93.1g

Agua bidestilada 400mL

Solubilizar en agua destilada.
Ajustar el pH de 9 con NaOH.
Agregar 0.5g de Sarcosil.
Llevar al aforo a 500 mL.

® o 6 T o

Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C 0 15 Ib.

* ESP

Composicion:
ES 2mL/cepa

Proteinasa k 50uL/cepa

Composicion:
Tris HClpb 7.5 10mL
EDTA05MpH8 2mL

a. Llevar al aforo a 1000 mL.

b. Esterilizar en autoclave por 15 min/121° C o0 15 Ib.



TBE 10x
Composicion:

Tris Base 108g
Ac. Borico 55¢g

EDTA 0.5M pH 8 10mL

. Llevar al aforo a 1000 mL.

Lisozima 10mg/mL
Composicion:

Lisozima 100 mg
Agua de PCR 10 mL

. Solubilizar en el agua de PCR.

b. Alicuotar en micro tubos y guardar en el congelador (-20°C).

RNasa 10mg/mL
Composicion:

RNasa 30mg

Agua para PCR 3mL

a. Solubilizar en el agua de PCR.

b. Hervira 100°C por 15min.

. Alicuotar en micro tubos y guardar en el congelador (-20°C).



Apéndice 3: Técnica de PFGE por el CHEF Mapper de Bio Rad.

La técnica se basa en lo descrito por la CDC:

Formacion de bloques de agarosa.

a. Colocar en celdas de plastico 1 mL de buffer PIV y 5 uL de cada
cultivo bacteriano del paso 4. Utilizar una celda por cultivo y agitar la
celda.

b. Posteriormente en una placa para ELISA, colocar en cada pozo 200
ML de la preparacion de la celda de plastico; dejando el primer pozo
con solo el buffer de PIV como blanco.

c. Meter la placa en el espectrofotometro para la lectura Optica, con
ayuda del programa Magellan 4.

2. Una vez obtenida la lectura se hace un ajuste para que la densidad 6ptica

final sea de 5 (5 O. D.); por medio de la siguiente férmula:
Volumen de buffer PIV= Lectura a D.O. x 40 x 210 - 210= uyL de buffer afiadidos

3. Anadir los pL calculados a cada micro tubo del paso 4, para tener el ajuste
final de 5 O.D.

4. Pasar a un nuevo micro tubo 300 pL de la suspension bacteriana del paso
7, la cual es de 5 O.D. para la formacion de los bloques de agarosa.

5. Colocar cinta transparente por abajo a los moldes de bloques de PFGE vy
etiquetarlos para cada cepa bacteriana. Posteriormente colocarlos sobre un
vidrio e irradiarlos con luz UV por 5 minutos.

6. Agregar al nuevo micro tubo con 300 pL de la suspensién 5 O.D. 300 uL de
la agarosa SeaPlaque GTG 1% y mezclar con la micropipeta.

7. Verter inmediatamente esta mezcla en los pozos de bloques con ayuda de
la micropipeta, evitando la formacion de burbujas a la hora del vaciado.
Preparar 5 bloques por cada mezcla de suspension bacteriana.

8. Una vez que todas las cepas se han colocado en los moldes meter el vidrio

con los moldes en refrigeracién (4°C) por 5 min.



Lisis celular de bloques de agarosa.

1.

2.

Verter los 5 bloques de agarosa en un tubo Falcon de 15 mL; previamente
etiquetados con el numero de cultivo. Para sacar los bloques se retira la
cinta colocada en la parte de debajo de los molde y con ayuda de una
espatula se empujan por arriba del molde para poder sacarlos
integramente.

Agregar a los tubos Falcon 2 mL de buffer EC de Lisis a cada uno y
colocarlos en una gradilla. Una vez en la gradilla prender el Bafio Maria a

37°C y colocarlos a incubar por 3 horas.

Una vez utilizados las celdas, la placa de ELISA, los moldes de bloques de

agarosa Yy la espatula se colocan en una solucién de Cloro al 10% por mas de

una hora para su desinfeccion y posterior lavado.

Lavados de bloques de agarosa:

1.
2.

Preparar buffer TE para la realizacion de 9 lavados de cada cepa.

Retirar del bafio de agua los tubos, y verter la segunda solucién de
desproteinizacion con ayuda de una gasa.

Verter en el tubo Falcon el buffer TE (aproximadamente 12mL de este o que
el tubo tenga % del tubo en el buffer); y colocarlos en el balancin a una
velocidad de 5 por una hora.

Transcurrida la hora de lavado, vaciar el buffer TE con ayuda de una gasa y

repetir el paso 3; por 8 ocasiones mas.

Nota: Si los 9 lavados no se pueden realizar el mismo dia, vaciar el buffer TE del

ultimo lavado y afadir TE nuevo a cada tubo, posteriormente refrigerarlos a 4° C.

Cuando se continuen los lavados, poner al balancin 30min los tubos Falcon, y ya

que se transcurrio el tiempo vaciar el buffer TE, y afadir a cada tubo TE

nuevamente para continuar con el siguiente lavado.

5.

Decantar el ultimo lavado y dejarlos en buffer TE, después almacenarlos en

refrigeracion (4°C), hasta que se coloque la restriccién del DNA.



Restriccion del DNA bacteriano en los bloques de agarosa con la enzima de

restriccion Xbal

a. Diluir el buffer para enzima de restriccion H 10X (Roche Molecular
Biochemicals) de acuerdo con la siguiente tabla.

Tabla 7. Proporciéon de buffer H en funcion del numero de bloques a utilizar.

Reactivo: ML/ trozo de bloque ML/ 15 bloques

Buffer H 10 150
Agua para PCR 90 1350
Volumen final: 100 1500

a. Diluir el buffer para enzima de restriccion H 10X (Roche Molecular
Biochemicals) como en el paso 3 inciso a.
b. Afadir al buffer H la enzima de restriccion Xbal de la siguiente manera:

Tabla 8. Proporcion de Buffer H y enzima de restriccion en funcion a bloques a

utilizar.
Reactivo: ML/ trozo de bloque ML/ 15 bloques
Buffer H 10 150
Agua para PCR 87 1305
Enzima Xbal (10U/puL) 3 45
Volumen final: 100 1500

Nota: Mantener el vial con la enzima de restriccion en hielo todo el tiempo, y

almacenarla a -20° C.
Elaboracion del gel de agarosa.

1. Desinfectar el material para la formacion de geles de PFGE con etanol al
70%.

2. Preparar 2500mL de buffer Tris-Borato/EDTA (TBE) al 0.5x a partir de uno
de concentracion 5x, este sera necesario para colocarlo en la camara para

electroforesis celular de PFGE y en la elaboracion del gel.
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Tabla 9. Proporcion de reactivos para la elaboracién del TBE 0.5x.

Reactivo Volumen en mL
TBE 5x 250
Agua estéril y des
d o v 2250
ionizada.
Volumen total. 2500
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Apéndice 4: Analisis de la técnica de PFGE

La estandarizacion de la técnica de Electroforesis en Gel de Campos Pulsados
(PFGE) para cepas comensales de Escherichia coli; aisladas del intestino de un
neonato; es un protocolo que nos permite aplicar los conocimientos en biologia
molecular, asi como en el area de microbiologia para poder realizar un gran perfil
de bandas pertenecientes a bandas del genoma bacteriano realizado por medio de
la enzima Xbal que realiza los cortes en el cromosoma de las Escherichia coli. En
esta técnica se propone la modificacion de la metodologia descrita por la red de
PulseNet® para tener una mejor resolucién en la técnica; se modificd
principalmente el método por el cual se lleva a cabo la lisis bacteriana para poder
evitar la interferencia del SDS en la restriccién del bloque de agarosa. Este fue un
problema que se presento durante los primeros ensayos experimentales.

Las modificaciones a la técnica de PulseNet® fueron en la preparacion de los
bloques de agarosa, durante la lisis bacteriana, los lavados de dichos bloques, asi
como en la cantidad de bloque de agarosa en relacion con la cantidad de enzima
de restriccion Xbal y la temperatura de corrida del buffer TBE en el CHE
MAPPER®.

Durante la preparacion de los bloques de agarosa se modifico la técnica para los
primeros lavados del pellet bacteriano; se cambié el buffer CBS por el buffer PIV,
el cual se modifica el EDTA del primero por el cloruro de sodio en el segundo. Esto
nos ayuda para facilitar el rompimiento de la pared celular a la inestabilidad ciertas
proteinas dependientes de algun metal. Asi mismo, la concentracién bacteriana en
los bloques de agarosa es de 5 O.D.; mientras que en la metodologia de
PulsenNet® se hace un re ajuste de 1.45 O.D. y durante la formacién de estos no
se agreg6 la proteinasa K que nos servia para degradar las histonas; que son
aquellas proteinas que envuelven el DNA.

Para facilitar la lisis bacteriana se utilizé una mezcla de reactivos de buffer tris HCI
base, EDTA, cloruro de sodio; laurilsarcosilato de sodio, desoxicolato de sodio con
lisozima y ribonucleasa (RNAsa) en lugar del buffer que contenia solo sarcosil
(SDS), tris HCI base, EDTA y proteinasa K. Esto nos ayud6é a favorecer el
rompimiento de la pared celular para la liberacidon del DNA; pues las sales de
sodio ayudan a atacar la membrana citoplasmatica asi como a la pared celular de
la bacteria para poder formar poros en estas y que el material intracelular pueda
salir. Ademas el uso de la lisozima es una enzima que nos ayuda en la
desnaturalizacion de la pared celular al hidrolizar los enlaces del peptidoglucano
(N-acetil glucosamina y N-acetilmuramico); junto con la enzima RNAsa ayuda a
proteger el DNA durante la extraccion de este.®®



Una vez realizada la lisis, en esta nueva metodologia se agregaron dos
desproteinizaciones de los bloques de agarosa con buffer con solucidén
amortiguadora, asi como con proteinasa K y una menor cantidad de sarcosil para
ayudar a remover las proteinas.

Otra ventaja que se vio durante este tipo de lisis fue en la acciéon del SDS como
detergente; a pesar de ser usado como detergente idnico para la desnaturalizacién
de proteinas y purificacion de acidos nucleicos nos afectaba a la hora de utilizar la
enzima de restriccion, pues al ser un detergente este inhibia la enzima y no dejaba
efectuar los cortes de restriccion poco frecuentes; por lo cual no existian cortes y
solo se veia la corrida del DNA. Esto se vio al modificar los lavados de los bloques
de agarosa.

Los lavados de agarosa fueron modificados, pues se modificaron a nueve lavados
con buffer TE que ayudaban a eliminar los restos de material no genético; como
son las proteinas de membrana asi como los restos de peptidoglucano generados
en la lisis bacteriana. No se calent6 el buffer de TE pues durante la lisis no se
utilizo el SDS; motivo por el cual se calentaba el buffer, para poder disolver el
detergente y eliminarlo de la solucion con bloques de agarosa.

La cantidad de bloque de agarosa sometida a restriccion fue de 1/3 de bloque;
pues se tenia una mayor cantidad de células a comparacién con la metodologia de
PulseNet®; razon por la cual se utilizé una menor cantidad de bloque de agarosa
pero una triple concentracién de unidades de la enzima de restriccion Xbal (30
Unidades). La utilizacion del buffer TE en frio; asi como el almacenamiento final de
los bloques de agarosa ayudando en la inactivacion de restos de enzimas que
pudieran quedar presentes en la solucion.

La modificacion de la temperatura del buffer TBE durante la corrida fue de 2°C
mas bajo; es decir en la metodologia de PulseNe® se dice que la corrida debe de
ser de 14°C; la disminucion de esta temperatura fue para compensar el
incremento en el calor generado durante el corrimiento y la duracion del puso;
disipando asi el calor generado por dicho pulso evitando también la saturacién o el
traslape de bandas en el gel y la pérdida de bandas de bajo peso molecular.°

De manera general la PFGE es una técnica que permite la separacion de
fragmentos de DNA de alto peso molecular (10 Kb a 10 Mb) y tiene varias
utilidades en el rastreo e investigacion de los brotes de origen alimentario, también
como la deteccidon temprana de estos por el aumento de la incidencia de alguno de
los subtipos usualmente implicados en brotes.>’

El patrén de restriccion estandar de PulseNet® por la enzima Xbal es la
Salmonella entérica serovar Branderup H2812 con un excelente rango de



referencia de 20.5 kb a 1,135 kb usado en los protocolos de PulseNet®. Ademas
los fragmentos de macrorestriccion derivados de las bacterias tienen la ventaja
afadida de la asimetria generada por los patrones que facilitan la orientacion
especifica del tamario del gel.®°
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