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INTRODUCCION

Escherichia coli enterohemorragica (ECEH), se ha asociado a diarrea aguda con sangre
y colitis hemorrdgica (que en ocasiones progresa a Sindrome urémico hemalitico), principalmente
en poblacion infantil.

Se desconoce el inoculo minimo para causar la enfermedad, sin embargo, se sabe que
la via de transmision es la fecal-oral, principalmente a partir de alimentos contaminados, como
carne mal cocida y lacteos.

ECEH induce diarrea con sangre por media de fa produccidn de grandes cantidades de
una o dos toxinas, aunque se han propuesto otras estructuras en su mecanismo de patogénesis,
se desconace la relevancia de las mismas.

Las toxinas descritas para ECEH son de dos tipos: Una llamada "toxina semejante a
Shiga I, que es antigénica y estructuralmente parecida a ia toxina Shiga de Shigella dysenteriae
y otra denominada "toxina semejante a Shiga II", que no cruza anligénicamente con la toxina
Shiga. Ambas toxinas actiian sobre células epiteliales del intestina grueso (colitis hemorragica)
y células epiteliales del rifidn (Sindrome urémico hemolitico).

Los principales métodas que se utilizan para la deteccion de ECEH, se basan en ensayos
de citotoxicidad en células Vero, hibridacién de ADN de colonias bacterianas con is6topos
radioactivos, y la incapacidad de cepas de E. coli para fermentar el sorbitol.

En un 30 a un 50% de los episodios de diarrea con sangre, no se identifica al patégeno
causal, lo que puede deberse a omisidn en la bisqueda de algunos microorganismos, o a la falta
de métodos adecuados para su identificacidn, y puede ser pasible que ECEH sea responsable
de una importante proporcidn de estos casos sin diagndstico.

La deteccidn de ECEH en poblacion infantil con diarrea con sangre en México, se limita



B

principalmente a un solo grupo, el cual por medio de hibridacién de colonias con isétopos
radioactivos y ensayos de citotoxicidad, ha observado una prevalencia del 11%.

En el presente trabajo, la deteccién de ECEH se basé en métodos moleculares,

La seleccion de las herramientas moleculares para la deteccion de ECEH con
oligonucledtidos para hibridacion de ADN en colonias y cebadores para la reaccién en cadena
de la polimerasa, se llevd a cabo con los criterios de mayor sensibilidad en cuanto a la deteccion
de un menor nimero de UFC/mg de heces, especificidad por su capacidad de detectar ambas
toxinas, pero al mismo tiempo diferenciar una de otra; de reproducibilidad en la deteccion de
ECEH en ensayos realizados por duplicado y en el nimero de reportes referidos por otros grupos
que también utilizan las mismas herramientas.

Como objetivo principal, se observo la prevalencia de ECEH en muestras diarreicas
agudas de una poblacion infantil, obtenidas durante e! perfodo comprendido entre mayo y agosto
de 1993 por los métodos de hibridacién no radioactiva del ADN de colonias y la reaccién en

cadena de fa polimerasa.



OBJETIVOS

A) OBJETIVO GENERAL.
Determinar la prevalencia de E. coli enterchemorragica en un grupo de muestras de
heces diarreicas provenientes de una poblacién infantil, mediante los métodos de hibridacién de

4cidos nucleicos de colonias bacterianas y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

B) OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Seleccionar la sonda y/o el oligonucledtido mas adecuado, en base a su
versatilidad, sensibilidad y especificidad, para detectar los genes que codifican
parala SLT-ly SLT-lI.

2. Estandarizar el método de hibridacion de ADN de colonias utilizando un marcaje
no-isotopico para la deteccién de ECEH,

3.- Estandarizar el método de extraccion de ADN bacteriano proveniente de heces
para aplicarlo en la reaccion en cadena de la polimerasa para la deteccion de
ECEH.

4.- Valorar la sensibilidad y especificidad de la PCR en ADN de cultivos puros y en
ADN extraido de heces.

5.- Determinar la utilizacion de los métodos estandarizados en el escrutinio y

confirmacion de muestras para la deteccion de ECEH.



| GENERALIDADES

1.- Escherichia coll.
L.a bacteria conocida actualmente como Escherichia coli fue descrita por primera vez por
Escherich (1885) bajo el nombre de Bacterium coli commune, habiendo sido aislada de heces
de nifios sanos (50).

E. coli es el facultativo mas comin que se encuentra entre la flora que habita el intestino
humano, desempenando un papel importante en el mantenimiento de las funciones fisiologicas
de este 6rgano; pero es también el principal patégeno Gram negativo en el hombre, responsable
de meningitis en neonatos, infecciones del tracto urinario, septicemia, Sindrome urémico
hemolitico, colitis hemorragica, asi como diversas formas de diarrea y disenterias que afectan
diferentes poblaciones y grupos de edad en todo el mundo (31, 32, 50).

El término E. coli involucra un grupo muy diverso de microorganismos que infectan
diferentes érganos y que producen una gran variedad de factores de virulencia, que van desde

caracteristicas estructurales hasta la produccion de toxinas (46).

A) Morfologia.
E. coli es un bacilo corto Gram negativo (0.5 por 3.0 um), no esporulado, en ocasiones
capsulado, y que puede ser mévil o inmévil debido a la ausencia o presencia de flagelos

periféricos (48, 50).

B) Caracteristicas bioquimicas.
Como ya se menciond, E. coli es un facultativo que crece faciimente en medios de cultivo
simples. Cuando se desarrolia en condiciones de anaerobiosis fermenta los carbohidratos, pero

cuando hay suficiente oxigeno utiliza el ciclo de los acidos tricarboxilicos y el transporte de



electrones como fuente de energia (50).

C) Caracteristicas de cuitivo.
En medios sdlidos producen colonias de 3 a 6 mm de diametro, convexas, de bordes

regulares, aspecto humedo y color gris a blanco (50).

D) Caracteristicas seroldgicas.

Se pueden utilizar una gran variedad de antigenos para tipiticar cepas de E. coli, pero los
mas utilizados son el lipopolisacarido somatico O, el antigeno capsular K y ios antigenos
lagelares (H). Estos antigenos forman el esquema de tipiticacion de Kaufimann que se utiliza
ampliamente en todo el mundo. La seratipificacién basada en las timbrias de E. coli también se

ha utliizado para complementar el esquema ya mencionado (48).

2.- Escherichia coll como un patégeno entérico.

Se han Identificado cinco principales grupos de E. coli como patégenos entéricos
basandose en sus propiedades de virulencia, su interaccion con la mucosa intestinai, los
diterentes sindromes clinicos que producen, su epidemiologia y sus serotipos. Estas cinco
categorfas son: (1) E. coli enterotoxigénica (ECET), (2) E. coli entercinvasiva (ECEI), (3) E. cofi
enteropatégena (ECEP), (4) E. coli enteroagregativa (ECEAgQg) y (5) E. coli enterochemorréagica
(ECEH) (16, 31, 32).

A) ECEY.
Este microorganismo tiene la capacidad de adherirse y colonizar el intestino delgado de

humanos y animales, en donde produce una toxina termolabil (LT) (que es estructural y



antigénicamente similar a la producida por V. cholerae), y/o una toxina termoestable (ST). Ambas
toxinas se encuentran codificadas por plasmidos, asi como sus factores de colonizacion, los
cuales por lo regular son fimbrias que permiten la adhesion de ta bacteria a fa mucosa intestinal.
En general ECET es muy comun en paises en desarrollo pero rara en los industrializados,
aungue es una importante causa de diarrea del viajero. Los principales rasgos clinicos de la
enfermedad son: diarrea acuosa, nauseas, calambres en el abdomen y fiebre ligera (16, 32).

La gran mayoria de estas cepas pertenecen a un grupo de serotipos determinado {46).

B) ECEL.

Esta calegoria de E. coli se caracteriza por tener una gran similitud, en diversos aspectos,
con cepas de Shigella (46).

Como Shigella, su principal caracteristica es la de invadir y proliferar dentro de células
epiteliales colénicas y causar muerte celular, Esta capacidad de invadir, al igual que en Shigella,
depende tanto de genes cromosdmicos coma plasmidicas, las cuales cadifican la produccion de
diversas proteinas de membrana externa. Estas bacterias son inmdviles y no fermentadoras o
fermentadoras lentas de lactosa e incluso los antigenos somaticas O dan, en ocasiones, reaccién
cruzada (32, 46).

Las principales caracteristicas de la enfermedad son fiebre, dolor abdominal severo y
diarrea acuosa autclimitada que muchas veces va seguida de disenterfa (consistente de escasas
heces y presencia de sangte can moco y leucacitos) (50).

En general, ECE! es poco frecuente tanto en paises en desarrotlo como desarroliados,
aunque es posible que sea subestimada debido a la falta de métodos adecuados para su

identificacion (32),



C) ECEP.

Escherichia coli enteropatdgena fue la primera E. coli asociada a diatreas y descrita en
los anos cuarentas por John Bray, Hoy en dia se considera una importante causa de diarrea
acuosa en paises en desarrollo durante los meses de verano (32).

Durante muchos afios esta bacteria se definid por serotipificacion y por exclusion de
aquellas cepas que pertenecen a ECEl y ECET. Actualmente, es mas apropiado definir a ECEP
en base a los determinantes genéticos que codifican para sus propiedades patogénicas (32, 46).

ECEP causa diatrea principalmente en nifios menores de 1 afio, siendo rara su asoclacion
en dlarreas de ninos mayores de esta edad (14, 32, 50).

Entre las principales caracteristicas de ECEP se encuentra su capacidad de adherirse en
forma localizada a cultivos de células epiteliales HEp-2, propiedad que se asocia a la presencia
de un plasmido de 60 MDa, que se ha denominado EAF “factor de adherencia de ECEP" (15,
51).

Cepas de ECEP son capaces de inducir profundas alteraciones en el citoesqueleto de
células epiteliales del intestino en modelos animales, en cultivos celulares y en humanos. Este
dano en los enterocitos se caracteriza por una pérdida dramatica de las microvellosidades y un
reordenamiento de elementos del citoesqueleto con una proliferacién de compuestos de actina
por debajo de las areas de unidn de la bacteria, a este fendmeno se le ha denominado lesiones
de adherencia y esfaselamiento o leslones A/E "attaching and effacing” y esta determinado por
la presencia del plasmido de 60 MDa ya mencionado y un gene cromosdmico denominado eae.
Aungue las lesiones A/E son caracteristicas de ECEP, también se han descrito en ECEH (15,
23, 51).

Hoy en dia es necesario considerar la presencia de algunos genes, plasmidos y patrones

de adherencia a lineas celulares para clasificar a una E. coli dentro de las ECEP, pero cabe



sefalar que es una categoria en la que alin hay muchao por investigar para poder comprender

su patogénesis (46).

D) ECEAgg.

De entre las cinco categorias de E. coli, la reconocida en forma mas reciente es E. colf
enteroagregativa, bacteria asoclada a diarreas persistentes de nlfios en Sudamérica,
Centroamérica, india, Bangladesh e Inglaterra (16, 32, 46).

Esta bacteria es semejante a ECET en el sentido de que se adhiere a células del Intestino
delgado, no es invasiva, y no causa cambios histologicos en las células a las que se une, Su
principal diterencia con respecto a ECET es que no se adhiere en forma unliforme sobre la
superficie de la mucosa intestinal, sino que tiende a agruparse en pequefos agregados (de ahi
su nombre). En cultivos de tineas celulares HEp-2 y en portaobjetos libres de células presentan
también una adherencia agregativa en forma de ladrillos apilados muy caracteristica. ECEAgg
produce una toxina semejante a la termoestable y una hemolisina, las cuales no se han
caracterizado completamente. Hasta la fecha sélo se ha podido identificar una fimbria lamada
de adherencia agregativa | y, al parecer, se asocia a la propiedad que tienen estas cepas a
hemaglutinar con eritrocitos humanos (16, 32).

El nimero de serogrupos prevalentes en esta categoria no se ha determinado aln y su

importancia como causa de enfermedad sigue siendo motivo de controversia (46).

3.- Escherichia coll enterohemorragica.
Debido a que los objetivos del presente trabajo se enfocan principaimente al estudio de

esta categoria de E. colj, se profundizara sobre las generalidades de ta misma.



A) Historia.

En 1982, dos brotes de colitis hemorragica en diferentes estados de la Union Americana,
atrajeron la atencion a un sindrome clinico poco comun de diarrea y a un nuevo patégeno
entérico; el microorganismo causal era E. coli O157:H7, serotipo que no se habia asociado
previamente a diarreas. En 1983, un reporte similar realizado en Canada, indico también que las
cepas responsables producian un tipo de toxina previamente reportada como “Shiga like toxin"
(SLT) o "toxina semejante a Shiga". En el mismo afio, se reportaron evidencias de que
infecciones por E. coli productoras de este tipo de toxinas, desarrollaban casos esporadicos de
Sindrome urémico hemolitico en Canada (10, 32, 39, 47).

Mientras que la asociacion de cepas productoras de SLT con diarreay colitis hemorragica
se realiz6 hasta 1983, el primer reporte de una cepa de E. coli productora de SLT se realizé en
1977, en donde se identificé una cepa 026:H11 capaz de producir una citotoxina que afectaba
lineas celulares Vero (rindn de mono verde africano} y que se denomind "toxina Vero" (VT).
Posteriormente en 1982 O'Brien y cols al trabajar con la misma cepa de E. coli, descubrieron que
la toxina era inhibida con anticuerpos dirigidos contra la toxina de Shigella dysenteriaetipo 1y,
con pruebas de inmunodifusién, dedujeron que la citotoxina de Shigellay de E. coli eran
semejantes antigénicamente, por lo que la denominaron "toxina semejante a Shiga" (39, 47),

En 1985, investigadores ingleses informaron sobre una cepa de E. coli 0157:H7, que
producia dos variantes antigénicas de VT, la primera fue neutralizada por el suero anti-Shiga y
propusieron que se llamara VT1, la segunda no fue neutralizada por dicho antisuero y la
denominaron VT2, ademas, se establecié que las dos variedades pudieran estar presentes en
una sola cepa. Subsecuentemente, en 1986, investigadores norteamericanos al trabajar con otra
cepa de E. coli O157:H7 (933) también obtuvieron dos citotoxinas, la SLT-1 y otra que no fue

neutralizada por anticuerpos contra la SLT-I y que designaron como "loxina semejante a Shiga



11" (SLT-11). Estudios posteriores demostraron que tanto las SLTs como las VTs eran las mismas
toxinas (10, 39, 47).

En 1987, se describio una tercera variante de ciloloxinas producidas por E. coli; esta se
obluvo de una cepa aislada de cerdos con enfermedad edemalosa porcina (EEP) y se le
denomind "toxina semejante a Shiga-il variante" (SLTllv) (47).

En la actualidad, tanto el término de toxina Vero como el de toxina semejante a Shiga se

utilizan indistintamente para referirse al mismo tipo de toxina (10, 39, 47).

B) Generalidades.

De las categorias de E. coli diarreogénicas, la denominada como Escherichia coli
enterohemorraglca (ECEH) que incluye un numero limitado de serotipos, se ha asociado a
diarreas agudas, diarreas agudas con sangre y colitis hemorragica, las cuales en ocasiones
progresan a una enfermedad conocida como Sindrome urémico hemolitico (SUH). ECEH tiene
dos caracteristicas especiales de importancia patogénica. En primer lugar, es capaz de producii
altos niveles de una o dos de las toxinas SLTs y, en segundo lugar, poseen un gene altamente
homaélogo al gene eae de adherencia y esfaselamiento de ECEP que actua en forma andloga en
ECEH. Al parecer la combinacion del fendmeno A/E y la produccion de SLT danan la mucosa
intestinal y dan como resultado las manifestaciones de la colitis hemorrégica. El serotipo mas
comdn en los E.U.A. es el 0157:H7, pero se hallan otros como 0111, 0113, 0121, 0145y el

026, el cual se encuentra con mayor frecuencia en otras partes del mundo (5, 32, 46, 48).

C) Importancia. (Epldemlolbg(a).
E. colienterohemorragica causa epidemias y enfermedades esporadicas de diarrea, colitis

hemorragica y Sindrome urémico hemolitico, y puede ser transmitida primariamente como una
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zoonosis al ser humano. El microorganismo se aisla cominmente de ganado vacuno y el origen
de diversas epidemias, principalmente en E.U.A y Europa se ha relacionado a hamburguesas y
carnes poco cocidas, pero también se ha asociado al consumo de leche, yogurt y aguas
contaminadas (36, 48).

La incidencia de infecciones por ECEH en palses industrializados como Canada,
Inglaterra y Estados Unidos es alta y predomina principalmente en poblacién infantit y de edad
avanzada. Hastala fecha, hay pocos estudios acerca de la asociacidn de esta bacteria con casos

de diarrea aguda de nifios en paises en desarrollo (8, 11, 18, 22, 33, 36, 52, 53).

D) Determinantes de su patogenicidad.
d.1 Toxinas semejantes a Shiga (SLTs).
a) Introduccidn.

La familia de toxinas SLT, se ha identificado a partir de cepas de E. coli
enterochemorrégicas y de E. coli que causan enfermedad edematosa porcina y se caracterizan
por presentar una actividad bioldgica similar a la de Ia toxina Shiga. Coma ya se menciond, estas
cepas, pueden producir una o ambas de dos toxinas antigénicamente distintas llamadas toxina
semejante a Shiga | o toxina Vero | y toxina semejante a Shiga Il (SLT-!l) o toxina Vero Il. Este
Gitimo grupo de SLT-Il se ha subdividido debido a la identificacién de algunas variantes de esta

toxina (SLT-llv, SLT-livp y SLT-lIvh) (47).

b) Estructura de la toxina Shiga y las SLTs.
La toxina Shiga es una holotoxina formada por una sola subunidad A (componente
enzimatico) compuesta de 293 aminodcidos con un peso molecular aproximado de 32 KDa y un

pentamero de subunidades B (involucradas en la unidn de la toxina al receptor glicolipidico de

11



las células blanco) compuestos de 69 aminodcidos y correspondientes a un peso molecular
aproximado de 7.7 KDa cada una (20, 39, 47).

Comparaciones entre la secuencia de aminoacidos de la toxina Shiga y las SLTs revelan
que el tamaho de las subunidades y la posicién del tnico puente disulfuro intercadena de cada
subunidad esta altamente conservado, asi como la existencia de 2 regiones de secuencia
limitada y que son completamente homélogas en las subunidades A de todos los miembros de
esta familia de toxinas. Otra observacion importante con respecto a que la conformacion terciaria
de los péptidos individuales es altamente conservada, se basa en que las subunidades de las
toxinas Shiga/SLT-I, SLT-Il y SLT-llv pueden reensamblarse en un hibrido citotéxico funcional
(47).

Como otras bacterias citotoxicas, el péptido A de la familia de toxinas se activa por un
proceso proteolitico. Una proteasa corta la subunidad A en un fragmento enzimatico A, (de
aproximadamente 27 KDa) y un fragmento en el extremo carboxilo terminal A, (4 KDa) que
permanece unido por un puente disulfuro hasta que el fragmento enzimatico es liberado y entra
al citosol de la célula blanco. El sitio en que se realiza el corte se encuentra entre la alanina 253

y serina 254 del péptido de 293 aminoacidos (10, 39, 47)

¢) Genetica de las SLTs.

La fagoconversidn es un mecanismo que se ha asociado a la produccion de varias toxinas
importantes como son la diftérica, la eritrogénica del estreptococo, la botulinica y la enterotoxina
A del estafilococo (39).

Los fagos convertidbres de toxina, contienen genes que son esenciales para la
toxigénesis y las bacterias que son susceptibles y se convierten en lisogénicas para dichos fagos,

adquieren la capacidad de producir la toxina correspondiente (39).
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Las toxinas producidas por ECEH son también determinadas por fagos especificos en las
bacterias productoras de las mismas. Esto no es general para todas las E. coli productoras de
SLT, ya que algunas cepas productoras de variantes de SLT-ll que producen enfermedad
edematosa porcina, tienen codificados los genes para dichas toxinas en el cromosoma (20, 39).

La comparacion en la secuencia de aminoacidos entre el operén que codifica para la
toxina Shiga (stx) y el operon de la SLT-l (sit-)), revela que son esencialmente idénticos y que
sdlo difieren en un aminodcido de la subunidad A. Los operones sit-Il y sit-llv tienen una
homologia del 80% entre cada uno, mientras que su homologia con respecto a stx/sit-/ es del
55% (figura 5). Los operones de cada miembro de la familia de las toxinas Shiga se encuentran
organizados en forma idéntica, teniendo a los genes de las subunidades A y B ordenados uno
tras otro con el promotlor del gene de la subunidad A al iniclo y separado del gene de la
subunidad B por un espacio de 12 a 15 nucle6tidos. Aunque no se ha identificado un promotor
para el gene de la subunidad B, se ha observado que cionas a las cuales se les suprimid el
promotor y parte del gene de la subunidad A, continian expresando la subunidad B, sugiriendo

que este gene puede ser transcrito a partir de un segundo promolor (10, 37, 39, 47).

d) Actividad blolégica.

Los experimentos efectuados tanto in vitro como in vivo con la loxina Shiga y las SLTs,
han demostrado diversas propiedades bioldgicas como son:

a) Citotoxicidad hacia cientas lineas celulares (principalmenle Vero y Hela).

b) Enterotoxicidad, provocando la acumulacion de fluldo en asas de intestino ligado de

ratones.

¢) Efeclo paralizante y letal cuando se inyectan en forma intravenosa en conejos y

ratones (40, 47),
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8) Mecanismo de accion,

Tanto la toxina Shiga como las SLTs actian inhibiendo la sintesis proteica en células
eucariotas como resuitado de su actividad ARN N-glicosidica. que remueve una adenina de una
adenosina especifica en el ARN 28s de la subunidad ribosomal 60s. Este residuo de adenosina
se localiza en e} vértice del asa que forma el ARN 28s cerca del extremo 3'. La liberacidon de esta
adenina provoca que no se realice la unidn del factor de elongacion 1, el cual es de suma
impontancia para la unidn del aminoacil-ARN, a los ribosomas y se lleve a cabo la sintesis
proteica (39, 40, 47).

Por medio de mutagénesis dirigida, se ha logrado implicar al acido glutéamico 167 como
sitic activo de la toxina. También es importante mencionar el hecho de que ribosomas eucariotes
completos son mucho mas sensibles a la actividad de la toxina que fragmentos de ARN aislados,
sugiriendo que la toxina reconoce estructuras adiclonales en el ribosoma (47),

La union de la toxina a células eucariotes se debe a la interaccidn de las subunidades
B a un glicolipido de membrana de la familia de las globoséridos flamada globotriaosilceramido
o Gb,. Dentro de la molécula del glicolipido, el disacarido terminal gal-ut-+4-gal aparece como
el determinante minimo necesario para fa unlén de fa toxina (10, 40, 47).

La internalizacion de la toxina a las células es aparentemente mediada por un receptor
que interviene en la endocitosis. Las vesiculas, una vez internalizadas, pueden fusionarse con
los lisosomas y ser translocadas al citosol. En el proceso de translocacion intracelular, es
cuando la subunidad A puede sufrir una ruptura proteolitica en un sitio sensible a tripsina cerca

del amino terminal (10, 39).

d.2 Gene eae.

Como ya se menciond, la presencia del gene eae "Escherichia coli attaching and effacing"
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es el responsable del dano caracteristico que produce ECEP sobre las células epiteliales del
mtestino humano llamado de adherencia y esfaselamiento “A/E attaching and effacing”; este
mismo gene posteriormente se ha identificado en cepas de ECEH y se ha determinado que
comparte un 86% de homologia con respecto al gene de ECEP (14, 15, 23, 51, 55, 57)
Aunque no ha sido dilucidade por completo e mecanismo por ef cual ECEP y ECEH
producen las lesiones A/E, se ha propuesto un mecanismo patogénico consistente en tres
etapas:
1} Una adherencia no intima entre la bacteria y las microvellosidades mediada por la presencia
de pilis codificados por plasmidos.
2) En el segundo estadio, la bacteria se adhiere y provoca ta activacién de tirosinocinasas, las
cuales desencadenan una elevacién de Ca® inlracelular. Durante esta fase también da inicio el
dano al citoesqueleto.
3) Enla ditima fase, una proteina de membrana codificada por el gene cromosomica eae llamada
intimina, provoca un contacto {ntimo con las células epiteliales, de esta aproximacion las
alteraciones a! citoesqueleto se amplifican dando lugar ala formacion de pedestales con aspecto
de copas compuestos de fibras de actina y que se producen por debajo de las zonas donde se

encuenlran adheridas las bacterias (14, 15, 46, 51, 55).

E) Patogénesis.
a) ingreso y multiplicacion,

ECEH coloniza las regiones terminaies del intestino donde permanece limitada a la
superficie de la mucosa y no invade en forma sistémica. Dentro del colon, los microorganismos
se adhieren a las células epiteliales y se multiplican locaimente. La enfermedad, en general es

autolimitada, pero no se han definido los mecanismos para el control de la infeccién (48).
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b) Dano.

Los microorganismos adheridos en cualquier parte del colon causan una tesién estructural
en la membrana de las células epiteliales superficiales. Esto se debe a los efectos del gene eae,
que provoca la lesion de adherencia y esfaselamienlo de las microveliosidades. Ademas, la
produccion de las SLTs promueve la inflamacién de la mucosa colénica, lo que da como
resultado exudados purulentos y hemorragias focales. La posible absorcién de las SLTs provoca
las manifestaciones sistémicas (SUH). Estos sindromes representan la respuesta clinica al dafo

endotelial en los glomérulos y el sistema nervioso central (40, 46, 48).

F) Manifestaciones clinicas.

Colitis hemorragica.- Se caracteriza por dolor abdominal severo con calambres, seguido
dentro de las 24 h siguientes, por diarrea acuosa que progresa a diarrea con sangre en
abundancia, sin presencia de leucocitos fecales y cast siempre en ausencia de fiebre. La
recuperacion se realiza en los dias siguientes sin complicaciones o terapia especifica (32, 48).

Sindrome urémico hemoiitico.- El SUH es una causa comun de falla renal aguda en nifios
de diversas partes del mundo, y se define por la presencia de anemia hemolitica

microangiopatica y trombocitopenia en asociacién con falla renal aguda (25, 46).

G) Asociacidn de las SLTs con la enfermedad.

Las observaciones clinicas han demostrado que durante broles de disenteria bacilar o
colitis hemorrégica causadas por ECEH, un porcentaje de pacientes que van de un 3% a 53%
desarrollan secuelas que iﬁvolucran el sistema nervioso cenlral o los rifiones. Estudios
histopatolégicos en humanos y animales sugieren que la caracterislica comdn, tanto en las

enfermedades colonicas como en las manifestaciones secundarias de infecciones causadas por
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Shigella dysenteriae y ECEH, son e! dano al endotelio vascular de los organos afectados {20,
40, 47).

Estas observaciones llevan a la hipétesis de que las células del endotelio vascular en
cienos érganos pueden ser el blanco especifico de ias toxinas (40, 47).

Las células endoteliales juegan un pape! critico al mantener un estado no trombogénico
necesario para un buen fluir de Ia sangre. Un dano sobre células del endotelio vascular puede
facllitar, no sélo un estado procoagulante, sino también, provocar ia liberacion de substancias
vasoactivas y citocinas. Estos mediadores enddgenos pueden aumentar el dano celular,
alterando el control homeostatico y actuando como atrayentes de células del sistema inmune (24,
40).

Los sintomas de alteraciones neurolbgicas son manifestaciones clinicas de disenteria
bacilar y colitis hemorragica e incluyen letargia, dolor de cabeza severo, convulsiones, y
encefalopatia. Estudios histopatolégicos en modelos animales han sugerido a posibilidad de que
las toxinas no actan como una neurotoxina directamente, sino que, mas que un dano neuronal,
actian sobre el endotelio de fos capilares que irrigan el sistema nervioso central causando este
tipo de aiteraciones (40, 47).

Quizas la secuela de mayor impontancia debida a infecclones con S. dysenteriae y ECEH
es el desarrollo del SUH. Numerosos estudios epidemiologicos han demostrado una correlacion
entre Ia infecciéon con ECEH productora de altos niveles de toxina y el desarrolio del SUH (24,
25, 40).

Estos mismos estudios también revelaron que las cepas aisladas de colitis hemorréagica
frecuentemente son productoras de las dos toxinas o sélo de la SLT-II, mientras que cepas
productoras solamente de SLT-t no son comunes (5, 40).

Asf mismo, utilizando modelos animales para tratar de dilucidar ef papel de las SLTs en

17



la enfermedad, se haflaron evidencias que sugieren que fa toxina SLT-Il pueda ser el principal
factor citotoxico que contribuye a la enfermedad colonica y al desarrolio de fa falla renal (40, 47).

Los examenes histopatolbgicos de rifidon en pacientes con SUH frecuentemente
demuestran profundas alteraciones estructurales en el glomérulo (unidad basica de fittracion del
rindn). Algunas células endoteliales del glomérulo aparecen inflamadas y desprendidas de la
membrana basal. De esta forma, componentes de la matriz subendotelial pueden quedar
expuestas y servir como sitios de adherencia plaquetaria y activacién, mientras que los
microtrombos se depositan en la luz capilar y se realiza un influjo de células inflamatorias (24,
25, 40).

Otros hallazgos en relacion a la cantidad de Gb, presentes en diferentes células indican:
1) Hay una correlacién directa entre el contenido membranal de Gb, y la susceptibilidad a las
toxinas SLTs.
2) Células dentro del rindn humano, posiblemente células endoteliales del glomérulo, pueden
estar enriquecidas con los receptores de las toxinas, explicando en parte porque el rifidn es el
organo mas afectado después de que las toxinas entran al torrente sanguineo (24, 40).

Aungue el SUH es un sindrome complejo y dindmico, no es poco probable que el efecto
citotdxico de las toxinas sobre el endotelio glomerular pueda desencadenar el daho , el cual

progresa debido a una cascada de eventos procoagulantes y proinflamatorios caracteristicos del

SUH (24, 40).

H) Diagnostico.
El diagndstico de una infeccion por ECEH, es relativamente facil cuando la produce el
serotipo O157, ya que €ste no tiene la capacidad de fermentar el sorbitol, caracteristica que

contrasta con mas del 99% de las cepas de E. coli aisladas de heces y que si fermentan el
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sorbito!l. Esta propiedad se aprovecha con el uso del medio MacConkey al cual se la ha sustituido
la lactosa por sorbitol. Las colonias de £ cofi que crecen en esle agar y que son sorbitol
negativas se eligen como ECEH positivas y se confirman como pertenecientes al serogrupo Q157
con pruebas de aglutinacién con latex. Este método no detecta ECEH fermentadoras de sorbitol,
por lo que se han desarrollado otras técnicas como la hibridacién de sondas y oligonucledtidos
de ADN, la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR), ensayos Inmunoenzimaticas, ensayos

de citotoxicidad, etc. (17, 24, 25, 34, 48).

En general, los principales criterios para diagnosticar una infeccion por ECEH son:
1.- Presencia de SLTs en extractos fecales por neutralizacién con anticuerpos
especificos (ensayos de citotoxicidad con extractos fecales) (24, 45),

2.- Aislamiento de cepas de E. coli productoras de SLTs (ensayos de
cltotoxicidad) (24, 13).

3.- Determinacion de la presencia de los genes que coditican para las SLTs en
cepas aisladas de heces (hibridacion de ADN y PCR) (3, 7, 9, 21, 24, 26, 27, 28,
38, 41, 42, 44, 56).

4.- Presencia par ELISA de SLTs en heces o colonias aisladas (24, 2).

5.- Un aumento de cuatro veces los titulos de anticuerpos séricos contra SLT-! y/o
SLT-Il (ELISA) (24, 29, 53).

6.- Demostracion por serologia que una E. coli sorbitol-negativa pertenece al

serotipo O157:H7 (MacConkey con sorbitol) (5, 24, 34, 45, 52).

1) Tretamiento.

E! tratamiento de ias infecciones por ECEH no se ha establecido. Hay ciera controversia
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por el momento, ya que algunos investigadores han sugerido que la antibioticoterapia puede
incrementar la probabilidad del SUH. No hay pruebas de esta hipétesis ni un motivo plausible por
el cual esto deberia ser de este modo. Por otro lado la otra postura describe que los pacientes
que desarrollan el SUH pueden estar clinicamente peor y tener mas probabilidades de ser
tratados con antibidticos, de modo que se observa una asociacion aparente entre el uso de
antibidticos y el SUH. El tratamiento con liquidos es relativamente simple porque las grandes
perdidas de volumen asociadas con deshidratacion, no constituyen el cuadro tipico de la
enfermedad por ECEH. El principal desafio es el tratamiento de las comgplicaciones de la
infeccion por ECEH, como el SUH, para las cuales estan indicadas medidas de sostén,
incluyendo didlisis si es necesario, debido al desarrollo de insuficiencia renal. La recuperacion,
en general es completa, si bien pueden producirse secuelas significativas en algunos pacientes,

incluida la insuficiencia renal crénica que lleva a la necesidad de un transplante (5, 25, 48).
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il. MATERIAL Y METODOS

1.- MATERIAL.

Equipo.

UV Crosslinker (Hoefer Scientific Instruments).
Transiluminador de luz ultravioleta modelo TM-36 (UVP, Inc.).
Termociclador modelo 9600 (Perkin-Elmer Cetus.).

Bafo metabdlico modelo 183 (Precision).

Microcentrifuga (Beckman).

Estufa a 37°C (Precision).

Espectrofotdmetro modelo 360 (Beckman).

Balanza analitica R160D (Sartarius, Research).

Camara fotografica Polaroid (Tominon, Copal)

Material.

Membranas de Nylon 2-Probe (Bio-Rad).

Micropipetas de 0.5, 10, 40 y 200 i (Labsystems)
Tubos para microcentrifuga de 0.5 y 1.5 mi (Eppendorf).
Selladora de pléastico

Calas Petri desechables (Technicare)

Reactivos.
Acido maleico (Sigma).
Alcahol etilica (J.T Baker).

Alcchol isoamlilico (J.T. Baker).
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Citrato de sodio (J.T. Baker).

Cloroformo, grado Biologia Molecular (Sigma)

Cloruro de magnesio (Sigma).

Cloruro de sodio (Baker).

Dimetil formamida, grado Biclogia Molecular (Sigma).

Dodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma).

Estuche de marcaje de oligonucledtidos en la posicidn 3'terminal. (DIG Oligonucleotide 3'-End
Labeling Kit. Boehringer Mannheim).

Estuche de deteccién de ADN. (DIG Nucleic Acid Detection Kit. Boehringer Mannheim).
Hidroxido de sodio (J.T. Baker).

Lauril sarcosinato de sodio, grado Biologia Molecular (Sigma).

Tiocianato de guanidina, grado Biologia Molecular (Sigma).

Tris HCI (Sigma).

Soluciones. (Ver anexo).

Cepas utilizadas.
a) Aislados y muestras clinicas.

El presente estudio se realizé con muestras diarreicas y ciento veintiocho cepas de E. coli
obtenidas de 64 de estos episodios (dos colonlas por muestra), los cuales se presentaron
durante los meses de verano de 1993, en nifics menores de 2 anos provenientes de una
comunidad suburbana al sur de la ciudad de México denominada San Pedro Martir, Las cepas
se obtuvieron a pantir de colonias que se desarrollaron con morfoiogia caracteristica de E. coli

(lactosa positivas) en medio de MacConkey y se confirmaron con bioquimicas convencionales,
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Las muestras de heces se conservaron a -70°C desde el dia de su recoleccion hasta el

momento de ser utilizadas para la extraccion del ADN.

b) De referencia.

Un total de 7 cepas de referencla se utllizaron como controles (tabla 1).

TABLA 1. CEPAS DE E. coll DE REFERENCIA UTILIZADAS COMO CONTROLES EN LOS

ENSAYOS DE HIBRIDACION Y PCR.

Serotipo Origen Categoria Hibridacion de Producto

ADN de PCR
0157:H7 ATCC 933 ECEH* POSITIVO POSITIVO
0157:H7 Silvestre ECENW POSITIVO POSITIVO
0157:H7 Silvestre ECEH* POSITIVO POSITIVO
N.C. cDC ECE! NEGATIVO NEGATIVO
O3:NM CDC ECEAgg NEGATIVO NEGATIVO
0127:H6 cDC ECEP NEGATIVO NEGATIVO
09:H4 cbC HS' NEGATIVO NEGATIVO

N.C.= No conocido.

PCR= Reaccion en cadena de la polimerasa

* Productoras de SLT-l y SLT-il.

‘No enteropatogena,
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2.- METODOLOGIA
A) Hibridacién del ADN de colonlas de E. coli "Calony blot",

La hibridacién de colonias se dividi6 en dos partes, en la primera se realizo la
estandarizacion del método, mientras que en la segunda se aplico el método ya estandarizado
a ciento veintiocho colonias de E. coli aisladas de 64 muestras diarreicas con el objetivo de

identificar las pertenecientes al grupo de ECEH.

A.1. Estandarizacién
Fijacién dei ADN de colonias de E. co// a membranas de nylon.

Las colonias se sembraron por picadura en cajas de agar Luria y se incubaron durante
18 h a 37°C. Una vez obtenidas las colonias, se colocé una membrana de nylon sobre ellas
manteniendo el contacto durante 5 min, posteriormente la membrana se retird y deposité con las
colonias hacia arriba sobre papel filtro impregnado de solucién de lisis (0.5 M NaOH, 1.5 MNaCl)
por 16 min. Una vez realizada la lisis, la membrana se neutralizé colocdndda sobre papel filtro
impregnado de solucién de neutralizacién (1.0 M Tris-HCI, pH=8; NaCl 1.5 M) por un periodo de
15 min. Por (ltimo, se secd la membrana a temperatura amblente y se expuso por un lapso de

3 min a luz ultravioleta (A=312 nm) "cross-linker" con el fin de fijar el ADN ala membrana (35).

Oligonucledtido utilizado para la hibridaclén de colonias.

La secuencia del oligonucledtido utilizado en la hibridacion de colonias es homdloga a un
segmento del gene de la subunidad A de la SLT-l (12) y difiere solamente en un oligonucleétido
con respecto al gene de la SLT-1 y SLT-liv (tabla 2, figura 2 y figura 5). El oligonucleétido lo

sintetizaron en el Instituto Nacional de Biotecnologia (Cuernavaca, Mor.).
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TABLA 2. SECUENCIA DEL OLIGONUCLEOTIDO UTILIZADO EN LA HIBRIDACION DE

COLONIAS.
Oligonucledtido Secuencia Localizacion®
SLT(s)" 5 -ATACTGAATTGTCATCATCA-3' 1013-1032
Ta localzacion corresponde ala posicion de 1as bases con respecio a 1a secuencia de [os genes de 1a i1y sit-l (igura

§) (37).

? Secuencia derivada de los genes de fa sit-/ y sit- (figura ) (9).
Marcaje del oligonucieétido.

Tanto el oligonucledtido utitizado para la hibridacién de colonias como los utilizados para
corroborar los productos de PCR se marcaron por ¢l mismo método, consistiendo en la
incorporacion de un dideoxinucledtido marcado con digoxigenina (la digoxigenina es un hapteno,
que puede ser inmuno-delectado por un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa
alcalina) en el extremo 3' con ayuda de la enzima transferasa terminal.

Se adicionaron los sigulentes reactivos en un microtubo (en hielo) siguiendo el mismo

orden:

4 ul Amortiguador de reaccion (Cacodilato de potasio, 1 molA; Tris-HC,
0.125 molft; albumina sética bovina, 1.25 mg/ml; pH 6.6).

4 ul CoCl, {28 mmolf)

X ul Otigonucleotido (100 pmoles)

1l Sol. digoxigenina-11-ddUTP (1 mmoip)

1l Transferasa terminal (50 U)

10-x ul H,0

20 pd Vo!. final
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Se centrifugd brevemente e incubd a 37°C durante 15 min. Posteriormente se coloco en
hielo, se detuvo la reaccién anadiendo 2 ul de EDTA (0.2M; pH 8.0) y se adicionaron 28 ul de
agua destilada estéril. E} oligonucledtido se almacend a -20°C antes de ser diluido en el
amortiguador de prehibridacién.

Para estimar la cantidad de oligonucledtide marcado se procedid a semicuantificarlo de
la siguiente forma. Se realizaron cuatro diluciones seriadas (de 1:10 a 1:10,000) del
oligonucledtido marcado y de un oligonuciedtido control (previamente marcado) cuya
concentracion se conoce (2.5 pmol/ul). Se colocd 1ul de cada dilucién en una membrana de
nylon en forma consecutiva y se fij6 con luz ultra-violeta. Posteriormente se siguio el
procedimiento de revelado de hibridacion (ver mas adelante) y una vez desarroliado el color de
las diluciones del oligonucledtide control, se procedid a comparar ia intensidad de color entre las
diluciones del oligonucledtido marcadoy las del control, determinando de esta manera la cantidad

de oligonucledtido marcado (6).

Condiciones de hibridacion,

Una vez obtenida la membrana con el ADN de las colonlas, se colocd en una hoisa de
piastico y se adiciond la solucién de prehibridacion (20 mi por cada 100 cm?). Se cerrd por
completo la balsa y se incubd a 45°C durante 1 h. Concluida la incubacién, se eliminaran los
desechos celulares limpiando suavemente la superficie de la membrana con una gasa himeda
evitando que la membrana se secara. Se incubé nuevamente la membrana en solucién de
prehibridacion a la misma temperatura durante 1 h y posteriormente se reemplazo la solucién de
prehibridacion por la de hibridacion (5 pmol del oligonucledtido por mi), utilizando 10 ml por cada
100 cm? de membrana e incubando durante toda !a noche a 45°C (al final de la hibridacion se

conservo la solucion a -20°C ya que se puede ulilizar nuevamente),
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Una vez concluida la hibridacion se lavd la membrana dos veces con amortiguador SSC
5X durante 30 min @ 45°C y una vez con amortiguador SSC 2X a temperatura ambiente durante

5 min (9).

Deteccion de ia hibridacion de ADN de E. coll.

Posterior a la hibridacion, la membrana se lavé con amortiguador 1 durante 1 min para
después incubarse durante 30 minutos a temperatura ambiente y con agitacién en amortiguador
2, con el objeto de bloquear la membrana. Una vez concluido io anterior, la membrana se incubd
durante 30 min en amortiguador 2 con los anticuerpos anti-Digoxigenina conjugados con
fosfatasa alcalina diluidos 1:5,000 (150 mU/mi). Finalizada esta incubacion, los anticuerpos no
unidos se eliminaron mediante dos lavados de 15 min cada uno con 100 ml de amortiguador 1.
Por ultimo, la membrana se equilibré con amortiguador 3 durante dos minutos y se incubd con
substrato de color durante 1 a 2 horas en fa obscuridad y sin agitacion. (Se utilizaron 10 ml de
substrato de color por 100 cm? de membrana).

Una vez que fos controles se detectaron, la membrana se lava durante 5§ min con
amortiguador TE para detener la reaccion. Debido a que las membranas pueden utilizarse para

otros ensayos, la imagen se capturé por computadora para registrar los resultados.

REUTILIZACION DE LAS MEMBRANAS CON ADN DE E.coli FIJADO.
a) Destenido.

Las membranas se incubaron en dimetil-formamida (DMF) a una temperatura de 50 a
60°C hasta que el color se disolvio, siendo en ocasiones necesario cambiar la solucion. Se
utilizaron aproximadamente 50 ml de DMF por cada 100 cm? de membrana. Una vez destefidas,

las membranas se lavaron con abundante agua y se procedic al desacoplamiento del
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oligonucledtido (6).

b) Desacoplamiento del oligonucleétido de la membrana.
Se probaron tres diferentes métodos para desacoplar el oligonucledtido det ADN
bacteriano, consistiendo cada una de ellos de los siguientes pasos.
1) La’membrana se incubd a 37°C durante 1 h en solucidon desacoplante {formamida 30%, SDS
1%, Tris 10mM), y lavada con abundante agua (18).
2) Se realizd una incubacion de 30 min a 37°C con solucion desnaturalizante (0.2 N NaOH; 0.1%
SDS), y 3 tavados de 15 min a temperatura ambiente con por lo menos 30 mi de una solucién
de SSC 2X por cada 100 ¢cm? de membrana (6).
3) La membrana se tavd en dos ocasiones (durante 20 min c/u) con una solucién de SDS 0.5%
y SSC 0.1% a 95°C, posterior a la incubacién, la membrana se enjuagd con bastante agua (30).
Las membranas se conservaron en amortiguador TE a 4°C hasta su reutilizacion.
Para utilizar nuevamente la membrana, sélo es necesario prehibridar durante 1 h antes

de hibridar nuevamente.

A.2. Deteccién de ECEH en cepas aisladas de muestras clinicas.

Una vez estandarizado el método, se probaron las 128 cepas de E. coliprovenientes de
muestras diarreicas, con la finalidad de determinar aquéllas pertenecientes a la categoria de
ECEH. Se utilizé como control positivo la cepa 933 y como controles negativos cepas de ECEJ,
ECEAgg, ECEP, ETEC y una E. coli no enteropatdgena. Se inocularon 36 cepas por cada caja

Petri en hileras de 6 x 5, y se transfirieron a membranas de 7 x 5 c¢m.
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MARCAJE DEL

OLIGONUCLEOTIDO _—__"l

DESTENIDO Y

| HIBRIDACION | | hESACOPLAMIENTO
J PREVIO A LA

REHIBRIDACION

LAVADOS EN 3
CONDICIONES :
ESTRICTAS

l

DETECCION ;
COLORIMETRICA |~ "= "= :

Figura 1.
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REGIONES UTILIZADAS EN LAS HIBRIDACIONES
DENTRO DEL OPERON DE LAS SLTs.

P 0" ¢o 0¢ s
SLTs {37).

pb 250 500 750 1000 1250 1500

{ ! GENES
238 pb sit (A) 1,193 pb ESTRUCTURALES
DE LAS
SUBUNIDADES A Y
B DE LAS SLTs (37).

sit (B)

1,207 pb 1,474 pb

OLIGONUCLEOTIDO UTILIZADO
- EN LA HIBRIDACION DE
COLONIAS Y EN LA
CONFIRMACION DEL PRODUCTOD
AMPLIFICADO DE LA SLT-I
{1,013pb-1,032pb) (9).

OLIGONUCLEQTIDO UTILIZADO
PARA CONFIRMAR EL
PRODUCTO AMPLIFICADO DE LA
SLT-11 (849pb-868pb)(27).

Figura 2
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B) Amplificacién por PCR de fragmentas de los genes que codifican para la SLT-l y SLT-Il
de ECEH,

Para los ensayos de PCR, primeramente se calcuid la sensibilidad del métado tanto con
ADN de cepas puras coma de muestras fecales a las que se les adiciond la cepa contral y,
pasteriarmente, se aplico a muestras clinicas.

En la titima parte del trabajo de PCR, se extrajo ADN de 10 muestras diarreicas (nueve
negativas por hibridacion de colonias y una positiva) para analizarias por PCR.

Los productos de PCR se confirmaron mediante hibridacion con oligonucieatidos

especificos marcadas con digoxigenina (9, 27).

B.1. Estandarizacion.
Extraccién de ADN total de cepas de E. coll.

La cepa 933 se cultivd en 10mi de caldo Luria durante 18h a 37°C con agitacion,
pasteriormente el cultiva se centrifugd durante 5 min a 6,000 rpm y se resuspendié en 500 ul de
una solucién 5M de tiocianato de guanidina (EDTA 0.1 M), transfiriéndose posteriormente a un
microtubo can 25 ul de lauril sarcosinato de sodio al 10%. Se incub6é durante 10 min a
temperatura ambiente y se adicionaron 250 yl de acetato de amonio (7.5M) frio, incubandose
durante 10 min a 4°C. Una vez concluido o anterior se afadieron 550 ul de una solucion de
cloraformo-alcohol iscamilico (24:1), se agitdé durante 5 min y se centrifugd durante 15 min a
14,000 rpm; se separd la fase acuosa (superior) en otra microtubo y se agregé 0.54 de su
valumen de isopropanol, se homaogenizd invirtiendo varias veces hasta observar la farmacion de
un precipitado (ADN). Una vez formado el precipitado, se centrifugb a 14,000 rpm durante 30 s,
se lavd can 1.5 ml de etanal al 70%, se seco el precipitado y se resuspendié en 200 ul de agua

destilada estéril. Por Ultimo, se tratd con 3ul de RNAasa (10 mg/mi) durante 30 minutos a 37°C,

31



se precipitdé nuevamente con isopropanol y se resuspendio en 200 ul de agua destilada estéril

(18).

Cuantificacion dei ADN por espectroscopia.
Una vez obtenido el ADN se cuantificd por espectroscopia a 260 nm. A esta longitud de
onda una absorbancia de 1.0 indica la presencia de 50 ug/m! de ADN de doble cadena. Se utilizé

como blanco agua destilada estérit (18).

Extraccién del ADN de heces.

Como paso inicial, se tratd de obtener la mayor cantidad de paquete bacteriano extraido
de heces por medio de centrifugaciones a alta y baja velocidad. Posteriormente, se realizd la
extraccion del ADN mediante el método de tiocianato de guanidina (7, 43).

Aproximadamente, 0.1 g de heces se resuspendieron en 1 m! de soiucién salina
amortiguada con fosfatos (SSAF), se homogenizé en vortex durante 5 min y posteriormente se
centrifugé a 1,000 rpm durante 3 min con la finalidad de eliminar las particulas de mayor tamano.
El paquete obtenido se lavé nuevamente con t ml de SSAF en dos ocasiones mas,
centrifugdndose a 1,000 rpm por 3 min; los sobrenadantes se iban centrifugando a 14,000 rpm
durante 5 min, se eliminaba el sobrenadante y se resuspendian con el sobrenadante siguiente
con el objetivo de obtener un sélo paquete final, el cual, se resuspendit en 1 ml de PBS y se
someti¢ a dos lavados mas, uno a 1,000 y otro a 14,000 rpm durante 3 min, respectivamente.

Una vez obtenido e! paquete bacteriano, se adicionaron 350 ul de una solucion de
tioclanto de guanidina {tiocianato de guanidina 5 M, EDTA 0.1 M), se homogenizo con vortex
durante algunos segundos y se agregaron 30 ul de sarcosinato de sodio al 10%, nuevamente

se homogenizé e incubd 10 min a temperatura ambiente. Posterior a la incubacion se anadieron
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250 ul de acetato de amonio (7.5 M) frio y dejo reposar en hielo durante 10 min. A continuacion
se agregaron 550 ul de cloroforma-alcohol isvamilico (24:1) y se agitd suavemente durante § min,
se centrifugd durante 20 min a 14,000 rpm y se extrajo la fase acuosa. Se adiciond 0.54 del
volumen obtenido de iscpropanol, se agitd suavemente e incubd toda la noche a -20°C. Se
centritugé a 14,000 rpm en frio y el precipitado obtenido se lavo con etanol (frlo) al 70%. Se secd
y se resuspendio en 50-100 ul de agua destilada estéril.

Posterior a la extraccion, se analizaron 3 ul de {a solucidn en un gel de agarosa al 7%
para verificar la presencia de ADN, su integridad, y la cantidad de ARN presente. También se

cuantificd espectrofctemétricamente (18).

Reacclén en cadena de la polimerasa para la deteccion de los genes que codifican para
{a SLT-1 y SLT-i.
A) Cebadores.

Se utilizaron dos pares de cebadores que amplifican segmentos de los genes que

codifican para la SLT-1 y SLT-il en una sola reacclon (tabla 3, figura 4 y figura 5.).
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TABLA 3. CEBADORES UTILIZADOS EN LA PCR.

Cebador Secuencia Localizacion’
5 SLT-I* 5'-AAATCGCCATTCGTTGACTACTTCT-3' 691-715
3 SLT-H 5'-TGCCATTCTGGCAACTCGCGATGCA-3' 1033-1057
5 SLT-If 5-CAGTCGTCACTCACTGGTTTCATCA-3' 691-715
3' SLT-I¥ 5-GGATATTCTCCCCACTCTGACACC-3' 950-873
Lalocalizacidn carresponde a la posicion de las bases can respacto a Ia secuencia de [0s genes de la sii-Ty sit/i (figura

5) (37).

® Secuencia derivada de los genes de la sit-/ (figura 5) (7).

¢ Secuencia derivada de los genes de la sh-/f {figura 5) (7).

B) Condiciones utilizadas en ia estandarizacién de ia PCR.

Como ya se menciongd, la amplificacion de los genes que codifican para cada una de las
toxinas se realizé en una sola reaccion (7). En cada ensayo se utiizaron 5 pl de ADN
{aproximadamente 125 ng para muestras de heces sin diluiry 2.5 ng para muestras dijuldas 1:50;
en el caso de ADN de cepas puras se utilizé 1 ng) que se adicionaron a 45 ul de la mezcla de
reaccion, fa cual contenia 20 pmol de cada cebador, deoxinucledtidos (dATP, dCTP, dTTP y
dGTP) a una concentracion de 200 uM cada uno, amortiguador de reaccién (Tris-HCI, 10 mM
pH 8.3; KCI, 50 mM; MgCl,, 1.5 mM y gelatina al 0.001%) y 1.5 U de enzima Taq polimerasa
(Perkin-Eimer Cetus). A cada reaccion se le adiciond una gota de aceite mineral para evitar la
evaporacién. El proceso se inicié con un paso de desnaturalizacion a 94°C durante § min, para
posteriormente realizar 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a60°C y 45 s a 72°C. Un Ulitimo paso
consistié en una incubacion a 72°C durante un lapso de 7 min (figura 3).

Seanalizaron diez microlitros de la mezcla de reaccion simuitaneamente con un marcador
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de peso molecular (PX-174 digerido con Hae Il por electroforesis en gel de agarosa (2%
NuSieve [FMC, Rockland, Maine); 1.0% agarosa [Bethesda Research Laboratories, Gaithersburg,
Md.)) tefidos con bromuro de etidio (0.5 ug/ml). Los geles se fotografiaron con filtro rojo bajo
iluminacion con luz ultravioleta. La presencia de una banda de 370 pb y otra de 283 pb indican

la amplificacion de los genes sit-/ y sit-1i, respectivamente.

Sensibiiidad dei PCR.

La sensibilidad del PCR se determind en dos formas, enla primera se extrajo ADN de un
cultivo puro de la cepa 933 de ECEH, se cuantifico el ADN y se realizaron diversas diluciones
del mismo para determinar la minima cantidad que podria detectar la reaccion en cadena de la
polimerasa. En la segunda se inocularon muestras normales de heces con cantidades conocidas
de ECEH, se les extrajo el ADN y se sometieron a la PCR, caiculando de esta manera la

cantidad minima de ECEH presente en muestras de heces que puede detectarse por PCR.

A) Con ADN puro.

Se obtuvo ADN de un cultivo puro de la cepa 933 por el método de tiocianato de
guanidina, se cuantificd y se realizaron diluciones con el cbjeto de amplificar diversas
concentraciones de ADN (1 ng, 500 pg, 10 pg, 5 pg, 1 pg y 500 fg) por PCR y determinar cudl

es la minima cantidad de ADN puro que puede amplificarse.

B) Con ADN extraido de heces previamente inoculadas con ia cepa 933.
Pararealizar las inoculaciones de las heces, se cultivo la cepa 933 en agar Luria durante
18 h para posteriormente resuspenderse en solucion salina isotonica hasta alcanzar una

absorbanclade 0.1 a 600 nm (aprox. 10" UFC/ml). Se realizaron diluciones seriadas de la misma
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{de 10" a 10"} y por Ultimo se tomaron alicuotas de cada dilucién para inocular las heces.
También se tomaron alicuotas para realizar conteo en placa y calcular la concentracién inicial
de bacterias en la suspension. A cada muestra de heces inoculada, asi como a la muestra sin
inocular, se les extrajo el ADN en la forma ya descrita y se utilizaron en PCR con el fin de

determinar la minima cantidad de ECEH que puede detectarse en heces.

Hibridacién de los productos de PCR "slot-blot" para determinar la especificidad de la
reaccion,
Oligonucledtidos utilizados para confirmar el producto de PCR

El oligonucledtide utilizado para detectar el producto amplificado del gene que codifica
para la SLT-I es el mismo que el utitizado parala- hibridacién de colonias, ya que esta regién no
se amplifica en el gene de la SLT-ll por los cebadores utilizados (tabla 2, figura 2 y 5).

La secuencia del oligonucledtido utilizado para detectar el producto amplificado de la SLT-
il se encuentra en una region de baja homologia entre ambas toxinas, por lo que no hibrida con
el producto amplificado de la SLT-1 (tabla 4 y figura 2 y 5).
TABLA 4. OLIGONUCLEOTIDO UTILIZADO EN LA CONFIRMACION DEL PRODUCTO

AMPLIFICADO DE LA SLT-iI.
Oligonucleétido Secuencia Localizacién
SLT-I° 5'-TCTGAAACTGCTCCTGTGTA-3' 849-868
LaTocalizacion corresponde a la posicion de Jas bases con respecto a 1a secuencia ge 1os genes de 1a sii-1y sit-ll (igura

5) (37).
* Secuencia derivada de los genes de la sit-li (figura 5) (27).
Fijacién del ADN a las membranas,

Los productos de PCR se desnaturalizaron con una incubacion de 5 min a 94°C y un
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enfriamiento brusco en hielo. Se tomaron 10 ul de la mezcla de reaccion desnaturalizada, se
colocaron en la cdmara de “"slot-blot" para filtrarse a través de una membrana de nylon y se
realizd vacio durante 1 hora. Por ultimo el ADN se fij¢ a las membranas por exposicién a luz

ultravioleta durante 3 min.

Hibridacion de los productes de amplificactén de ta SLT-1y SLT-II.

Para el producto amplificado de la SLT-, se hibridd siguiendc las mismas condiciones de
temperatura y lavados a las realizadas para la hitridacidn de colonias, mientras que para la
hibridacion del producta de la SLT-Il, la prehibridacién e hibridacién se llevaron a cabo a una
temperatura de 5§0°C; se reallzaron tres lavados, dos con SSC 5X-SDS 0.2% a 30°C durante 10
min y uno dltime a 50°C durante § min. La concentracion del oligonucleétido en la solucién de
hibridacidn fue de 5 pmol/ml. Los pasos de revelado fueron los mismos que los realizados en la

hibridacién de colonias (6, 9, 27, 52).
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PCR PARA LA DETECCION DE
ECEH EN CULTIVO PURO Y HECES.

CULTIVO BACTERIANO [HECES |

EXTRACCION DEL ADN

l
AMPLIFICACION DE UN SEGMENTO
DE LOS
GENES DE LA SLT-1'Y SLT-il

Eventos Temperatura

Desnaturalizacién 94°C

Hibridacién 60°C

Extension 72°C
Ciclos de PCR

Paso

inicial: Desnaturalizacion 5'

35 ciclos: Desnaturalizacion 1’
Hibridacidon 1
Extension 45"

Paso

Final: Extensidon 7'

IDENTIFICACION DE LOS PRODUCTOS

CONFIRMACION POR HIBRIDACION

Figura 3
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REGIONES AMPLIFICADAS DEL OPERON DE LAS SLTs.

OPERON DE LAS
SLTs (37).

pb 260 500 750 1000 12560 1800

I 1 GENES
238 pb sit (A) 1183 pb ESTRUCTURALES DE
LAS SUBUNIDADES
AY B DE LAS SLTs

raorge MO o (an.
—_ FRAGMENTO AMPLIFICADO PARA
881pb 1.087pb LA SLT-1 (7).
—_— FRAGMENTO AMPLIFICADO PARA
691ph 873pb LA SLTI .

Figura 4
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c ¢
ATCGCATAGCTCATUGGAACAAGCTCAAGCGGTC TCCGGTCGAGTCCTCATGCGTCCATTATCTGCATTATGCGTTGTTA

A CAGATAT TT AG TTGCA TC TTATAT AT TCAT TC T A GT TTGITACGIT CCGG GCG
GCTCAGCCGGACAGAGCAATTOCCTTC TGAGCAATCGOTCACTOR T TCGAATCCAGTACAACGCGCCATATTTATTTACS

C TAAAA GCCGTTCCTT AGGGCGT GGA  TT AA AATATAGTTATCG TGGIGCT GGA  TTGTGTA
AGGCTCGCTTTTGCGGGCCTTTTTTATATC IGCGCCGGGTCTGATGC TGATTACTTCAGCCARAAGGAACACCTGTATAT

AATA  TATT G QT C ACT TTT € 76 TAIC AGTTAATGIGGTGG GAA A
GMG‘!‘GTATATTATTTMATGGGTACTGTGCCTGTTACTGGGTTTTTCTTCGGTATCCTATTCCCGGGAGTTTACGATAG

C TGC AAGACG AGA CG GTC T CTTCR GGT T AT ACGAC T A
ACTTTTCGACCCAACAARGT TATGTCTCTTCGTTARATAG TATACGGACAGAGATATCGACCCCTCTTGAACATATATCT

TCA AGGT G TT ACTGA G GATAGTGG TCA GGATA TTG A G CA AA GC
CAGGGGACCACATCGGTGTCTGTTAT’IMCCACACCCACGGCAGTTATXXXTTTGCTGTGGATATACGAGGGCTTGATGT

AMGGAG G ATA A G T G AG AN AT CGA A
CTATCAGGCGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAGCAAMTAATTTATATGTGGCAGGGTTCCTTAATACGGCAA

AT < G T GTACTT A A AT TGGT
CMATACTTTCTACCG‘!"l‘TTTCAGATTT!‘ACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACMCGGTTTCCATGACMCGGACAGC

G ACANGT AG G G AAN C T GT AMCAT T
AGTTATACCACTCTGCMCGTGTCGCAGCGCTGGMCGTTCCGGMTGCMA CAGICGTCACTCACTGGTTTCATCATA

AT TC CAT A CCT C GCAGTC  TGG A GA GT A G T G
TCTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGG TAATACAATGACCAGAGATGCATCCAGAGCAGTTCTGCGTTTTGTCACTGTCACAG

T T T TIC A GG ACAA GA TCIC G GG G TCT GTA
CAGAAGCCTTACGCTTCAGGCAGATACAGAGAGAATTTCGTCAGGCACTGICTGAM ¢+ ACTOCTCCTIGTGTATACGATG

TTA T T T T AT AMSTG TG € G T C AT C A CTC
ACGCCGGGAGACGTGGACCTCACTC TGAACTGGGGGCGAAT CAGCANTGTGCTTC CGGAGTATCGGGGAGAGGATEGIGT

T AN A T T GGAGC TAAT A 7T A GC AT A
C}\(3A(‘-T(‘-(.'rG(H\GM\‘!‘A‘l‘CC‘[‘'l"‘!‘)\.A“!‘M\'!'J-\'N\'I'CAGCG}\‘I'AC'\‘GGGGM:‘I‘G‘I'GGCCG'I'’I‘ATAC1!.3A.\'l"l'!iCGA‘IQN!CA?';(;r

CAT AGT CCA AATG CATC 7T TT CTT TAIG C GC GA  AAGAGTC G GG T CGCAC
GGGCGLGTTC TGT TCGCGCCGTGAATGAAGAGAGTCAACCAGARTGTCAGATAAC TGGCGACAGGCCTGTTATARAMTA

T AT G TTCATCC TCTG GG AA TGC C GARACTATTAGCAGT GA GG
AACAATACATTATGGGARAGTAATACAGCTGCAGCGTTTC TGAACAGARAGTCATAGTTTTTATATACARCGGG TAMATA

A ACATTA A A TCACGC 7T TTT ACAG GC A CCT
MGGAGTTMGCATGMGMGATG++0TTTATGGCGGTTTTATTTGCATTAGCTTCTGTTMTGCMTGGCGGCG###GA

TACT A GGG AANA A T C T C A T AT TA
TTGTGCTMAGGTM\MTTGAGTTTTCCMGTATMTGAGGATGACACATTTACAGTGMGGTTCACGGGAMGMTACT

7 ACA A T GITTCT T1C G AAT G G ATAG
GGACCAGTCGCTGGMTCTCCMCCGTTACTGCAMGTGCTCAGTTGACAGGMTGACTGTCACMTCMATCCAGTACC

C TAAT AGGG CAGC TATT CG TGACT A ATAGCTCAG  AAATA CAGGCGOA ATT
TCTGAATCAGCCTCCGGATTTGCTGAAGTGCAGTTTAATAATGACTGAGGCATAACC TGAT TCGTGGTATGTGGG TAACA
TARA GT AAMA ACAT TCAATTCAGTCAG TGTT CC GT C G T A AGATG G TAG
AGTGTAATCTGTGTCACAATTCAGTCAGTT TGACAGTTGCCTGTCAGACTGAGCATTTSTTAAAAART TTCGCATGGTGA

ATCCCCCTGTGTGGGGCGAC TCGTGARANATCCTTGCTTGTGATTCATTATCGACACGGGTTCGGTGGTACC

1034

1114

1194

1268

1348

1428

1508

1588

1651

0-1X

o1
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o1

Figura 5. Secuencia de ADN del gene de la SLT-il. La secuencia se compara con la secuencia de la SLTI, La
secuencia de la SLT-! se encuentra sobre la secuencia de la SLT-Hl séic en donde difieren sus bases (37).

Cd Cebador inicial para la amplificacién de la SLT-I.
Cit Cebador final para la amplificacién de la SLT-1.
cll Cebador inicial para la amplificacién de la SLT-I1.

Cili Cebador final para la amplificacion de la SLT-{l.

0§ Oligonucledtido ulilizado en la hibridacion de colanias y en la confirmacion de! producto amplificado de

la SLT-I.
Qa-ll Oligonucledtido utilizado para confirmar el producto amplificado de la SLT-H.
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Especificidad de la PCR.

La especificidad de la PCR se confirmd amplificando el ADN de las siguientes cepas e
hibridando los productos obtenidos con los oligonucledtidos especificos para cada producto por
separado en dos membranas diferentes. 1.- E, coli productora de SLT-I, 2.- Cepa 933, 3.- ADN
de muestra de heces positiva por hibridacion de colonias, 4.- E. coli aislada de heces y positiva
por hibridacién de colonias y 5.- Shigella dysenteriae. En el caso de la cepa 933 se realizaron
3 diferentes amplificaciones, una conlos dos pares de iniciadores y las otras dos con solo un par
de los mismos (un par diferente para cada reacclén), con el objetivo de amplificar solamente un
gene por reaccion y verificar de esta forma si no hay una amplificacion inespecifica entre un par

de cebadores y el gene que no es amplificado por los mismos.

B.2. Deteccion de ECEH por PCR en muestras de heces diarreicas.

A 9 mueslras de heces diarreicas negativas por hibridacion de colonias y a una positiva
por el mismo método se les extrajo el ADN con el fin de analizarse por PCR y determinar si
alguno de estos episodios pudo deberse a una infeccién por ECEH y, al mismo tiempo, tratar de
establecer si el PCR era mas sensible que la hibridacién de colonias, lo cual no necesariamente
se logrard, ya que estas muestras tienen una alta probabilidad de ser negativas por ambos

métodos debido a que no tienen las caracteristicas de una infeccién por ECEH.
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i, RESULTADOS

4.1 Hibridacion del ADN de colonlas de E. coli.

a) Cuantificacién del marcaje del oligonucleétido.

TABLA 5. SEMICUANTIFICACION DEL OLIGONUCLEOTIDO MARCADO.

Concentraciéon del

oligonucleétido control.

DHucién del

oligonucleétido marcado.

Presencla de senal

después de 30 min de

revelado.
0.25 pmol/ul 1:10 POSITIVA
0.025 pmol/ul 1:100 POSITIVA
2.5 fmol/pl 1:1,000 POSITIVA
0.25 fmol/u! 1:10,000 POSITIVA

Al realizar la semicuantificacién del oligonucleétido marcado, se observd que las cuatro
diluciones realizadas dieron una sefal muy similar a las diluciones del oligonucledtido controi,

por lo que se estimé una concentracion aproximada de 2.5 pmol/ul del cligonucledtido marcado,

determinando que se marcaron casi en su totalidad ios 100 pmoi del mismo.

b) Especificidad del oligonucleétido utilizado en la hibridacién de colonias.

Al hibridar el ADN de colonias de 3 diferentes cepas de E. coli enterohemorragica y otras
4 categorias de E. coli enteropatogenas y 1 no enteropatégena con el oligonucledtido SLTs,

solamente resultaron positivas las cepas de E. coll pertenecientes a la calegoria de ECEH, no

imporando la ubicacién de las mismas dentro de la membrana (figura 6).
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FIGURA 6. ESPECIFICIDAD DE LA HIBRIDACION DE COLONIAS.
En las posiciones: 1 y 2 ECEH cepa 933; 9y 10 ECEH 0157:H7; 17 y 18 ECEH O157:H7; 27
y 28 ECEH productora solamente de SLT-; 5, 6, 21 y 22 ECEP; 7, 8, 23 y 24 ECEAgg; 3, 4, 15

y 16 ECEI; 13, 14,19, 20,29 y 30 ECET y 11, 12, 25y 26 E. coli no enteropatdgena (HS).

c) Reutilizacién de las membranas.

El método méas adecuado para desacoplar el oligonucleétido del ADN de las colonias con
el fin de utilizar nuevamente las membranas, fue el de NaOH/SDS, ya que se logré obtener la
misma intensidad de sefal en los controles positivos en posteriores hibridaciones. Una misma
membrana se probd hasta cuatro veces obteniendo una senal adecuada y sin presentar reaccion

de fondo o inespecifica.

d) Deteccién de ECEH en cepas aisladas de muestras clinlcas.

De las 128 cepas aisladas de episodios diarreicos, s6lo una fue positiva por hibridacion
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de colonias, lo Que representa que sélg 1 muestra de 64 (1.56%) se e identificé una ECEH como

posible causa de |3 diarrea, al no ser identificadg ningdn otro enteropatégeno de importancia.

4.2 Extraccion de ADN y PCR.
a) Extraccion de ADN de cuitivos bacterianos puros.

El método utilizado (tiocianato de guanidina) permitig obtener ADN en cantidades
adecuadas (de 20 a 3¢ "9) y con buena Pureza; lo anterior ge determing tanto

espectrofotométrica como electroforéticamente en gel de agarosa g 0.8% (figura 7).

ADN
CROMOSOMICO

Gel de agarosa al 0.8% lefiido con bromuro de elidio. En |og carriles: 1) g coli no

enteropatdgena, 2) ECEH 933, 3) ECEH O157:H7 Silvestre, 4) ECEP, S)ECEl y 6) ECEAgg,
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¢) Especificidad de| PCR

Se amplificé 1 ng de ADN de diferentes cepas de E. coli enter

opatégenas y una no
enteropatdgena,

obteniéndose ampiificacién de un producto de 37¢ Pb y otro de 283 pb (que
indican la presencia del gene de la SLT-| y de la SLT-I res

pectivamente) en |g cepa de ECEH
933 (figura 8).

PM (pb)
PX-173" Hae m

370 pb —p
283 pb -p K

FIGURA 8. ESPECIFICIDAD DEL PCR.

En los carriles: 1) Control negativo, 2)

ECEAgg. 3) ECE, 4

ECEP s)Hs, 6)ECEH 933 y
7)Marcador de Peso molecular (hX-174 digerido con Hae .
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d) Sensibliidad de| PCR,
La amplificacién de los segmentos de 370 pb (SLT-I) y 283 pb (SLT-1l) se detecté hasta
una concentracién de 500 fg de ADN de Ia cepa 933 de ECEH en un gel al 2% tedido con

bromuro de etidio (figura 9).

2,4 6 6789101
8 b

PM (pb)
A

bPX-173  Hae Il

370 pb -p}
283 pb —p §

FIGURA g, SENSIBILIDAD DEL PCR PARA DETECTAR LOS FRAGMENTOS DE 370 Y 283
Pb EN ADN DE ECEN.

2)500 pg, 3) 10pg, 4) 5 Pg, 6)500 fg, 7) y 8) Control positivo, 9) Control Negativo, 10) ECEH

Productora de SLT-|, y 11) Marcador de Peso molecular (pX-174 digerido con Hae m.
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e) Extraccion de ADN de heces.

Con el método utilizado se logré obtener una cantidad aceptable de ADN tanto

cuantitativa (3 - 8 ug) como cualitativamente, determinado en forma espectrofotométrica y en

geles de agarosa al 0.8% (figura 10)

ADN BACTERIANO
PROVENIENTE DE HECES

FIGURA 10. EXTRACCION DE ADN DE MUESTRAS DE HECES

En todas los carriles se muestra ADN exlraido de heces.
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f) Sensibilidad de! PCR en muestras de heces inoculadas con ECEH.
La amplificacién de ADN bacteriano extraldo de heces inoculadas con ECEH (933) se
detecta en geles de agarosa al 2% hasta una cantidad aproximada de 3,000 UFC/mg de heces

(figura 11),

N3 PM (pb)
} PX-174 Hae It

FIGURA 11. AMPLIFICACION DE ADN BACTERIANO PROVENIENTE DE HECES
INOCULADAS CON ECEHN.

En los carriles: Muestras de PCR de ADN de heces Inoculadas con cantidades conocidas de
ECEH. 1) 5x10* UFC/mg, 2) 10° UFC/mg, 3) 8x10° UFC/mg, 4) 3,000 UFC/mg, 5) 10° UFC/mg,

6) Control negativo y 7) Control de peso molecular.
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g) Especificidad de la PCR.

Los productos de PCR hibridaron en forma positiva con ambos oligonucledtidos cuando
la reaccion did positiva para ambas genes. Cuando la reaccidn se llevo a cabo con un solo par
de cebadores, la hibridacion fue positiva solo con el cligonucledtidec homadiogo al gene
amplificado. En el caso de cepas que sdlo producen SLT-! la hibridacién dnicamente fue positiva

para el oligonucledtido correspondiente (figura 12).

FIGURA 12. A) DOT BLOT DE LOS PRODUCTOS DE PCR HIBRIDADOS CON EL
OLIGONUCLEOTIDO HOMOLOGO A LA SLT-l. B) DOT BLOT DE LOS PRODUCTOS DE
PCR HIBRIDADOS CON EL OLIGONUCLEOTIDO HOMOLOGO A LA SLT-Ii.

En las lineas: 1) Amplificacion de la cepa 933 con los primers de la SLT-I. 2) Amplificacién de
la cepa 933 con los cebadores de la SLT-1L. 3) E. coli productora de SLT-1. 4) E. coli positiva por
hibridacltén de colonias. 5) PCR de ADN de S. dysenteriae. 6) Cepa 933 amplificada con ambos

cebadores. 7) Controi negativo (ADN de fago 4).
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h) PCR de muestras diarreicas.

Las 9 muestras de heces negativas por hibridacién de colonias y analizadas por PCR,
dieron un resultado negativo tanto en el corrimiento electroforético como en la hibridacién del
producto amplificado. El ADN de la muestra de heces positiva por hibridacién de colonias did
tanto la amplificacién coma la hibridacion de los productos amplificadas pasitivas para los genes
de la SLT-l y SLT-ll, mientras que la cepa aislada de esta muestra (y positiva por hibridacion de

calonlas) dio un PCR paositivo sdlo para el gene de la SLT-I.
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IV. DISCUSION

La falta de métodos accesibles y practicos para la identificacion de ECEH ha sido una de
las probables causas por las que no se ha estudiado su prevalencia en México en forma
constante y adecuada. Los estudios realizados hasta ahora han utilizado métodos de hibridacién
con sondas radioactivas (4, 12), ensayos de citotoxicidad (54, 13) o se han limitado a la
busqueda de un serotipo especifico (0157:H7) (54), lo que ha restringido el ndmero de trabajos
y sus resultados. De lo anterior, surgi6 la inquietud por modificar la técnica de hibridacién de
acidos nucleicos de colonias bacterianas y hacerla mas accesible al utilizar un marcaje no
radioactivo, pero sin sacrificar la sensibilidad del método, asi como, utilizar el método de
amplificacion en cadena de la polimerasa en cepas puras y heces para la deteccién de ECEH.

En la estrategia utilizada, se escogiod a la digoxigenina como marcaje no isotépico debido
a que se ha reportado una sensibilidad semejante a la obtenida con mélodos radioactivos en "dot
blots" (6, 30, 52) y una menor reaccién de fondo e inespecifica con respecto a otros métodos no
radioactivos que necesitan utilizar un paso exitra con proteinasa K {jo que aumenta su costo) en
la hibridacién del ADN de colenias (Ej. Biotina) (19). |

El oligonucledtido utilizado enla hibridacion de colonias sélo difiere en un nucledtido entre
las secuencias de los genes que codifican para la SLT-l y SLT-Il, y se encuentra en una regién
de alta homolagia entre todos los genes de la familia de toxinas SLT, por lo que, a una
temperatura de hibridacién de 45°C fue factible identificar cepas de ECEH independientemente
del tipo de SLT que puedan producir, y sin la necesidad de utilizar un aligonucledtido para cada
lipo de toxina. El oligonuciecdtido hibrido con las cepas de ECEH sin dar reaccién inespecifica con
otras categorias de E. coli.

En términos practicos y comparando el uso de métodos isotodpicos con el de la

51



digoxigenina, se abtienen diversas ventajas. El tiempo utilizado es menor ya que se elimina la
autorradiografia, los oligonucle6tidos ya marcados pueden almacenarse durante varios meses
sin perder su actividad y la solucion de hibridacion puede utilizarse varias veces (se calculd un
minimo de cinco veces en el presente trabajo).

Aj utilizar este método, también {ue factible utilizar varias veces las membranas de nylon
con el ADN fijo para hibridaciones posteriares, lo cual es de suma utilidad si se desean realizar
otras pruebas sobre ef mismo ADN bacteriano.

Con el método de PCR utilizado, se logré obtener una amplificacion de los genes que
codifican para la SLT-1 y SLT-lIl en una sola reaccion, lo que ayudard a determinar el tipo de
toxina que producen las bacterias que den hibridacion del ADN de colonias positivas. La
sensibilidad obtenida con ADN de cepas puras fue de 500 fg al ser analizados los productos
amplificados en geles de agarosa al 1.5%.

Dentro de la técnica utilizada en la extraccidn del ADN de heces, se observd que los
lavados con centrifugaciones a alta y baja velocidad realizados antes de iniciar la extraccidn son
de suma importancia, ya que al ser amitidos o disminuidos no se logra la amplificacion deseada.
Lo anterior, probablemente se deba a que los lavados permiten eliminar una gran cantidad de
impurezas presentes en las muestras (y que son capaces de inhibir la reaccion en cadena de
la polimerasa) y, al mismo tiempo, concentrar el nimero de bacterias presentes en la muestra.

Al realizarles PCR a heces previamente inoculadas con cantidades conocidas de la cepa
933, se logrd obtener una sensibilidad de 3,000 UFC/mg de heces con una dilucion 1:50 del ADN
extraido. Cuando se utilizo el ADN directamente sin diluir, no siempre se logrd obtener una
amplificacion positiva en estas muestras, por lo que, es recomendable realizar dituciones 1:50
del ADN extraido de heces que va a ser sometido a PCR para eliminar posibles falsos negativos

debidos a la inhibicion de la reaccidn.

52



Dentro del objetive principal del trabajo, se encontraba el de utlizar los meétodos
anteriores en la busqueda de ECEH en 128 cepas de E. coli provenientes de 64 muestras
diarreicas, los resultados obtenidos dieron como resultado que solamente una cepa haya dado
hibridacion positiva, 1o que representé el 1.56% de las muestras analizadas. La baja prevalencia
encontrada, probablemente se deba que las muestras estudiadas no son las mas caracteristicas
de una infeccién por ECEH. Aunque en esta ocasidn los métodos se utilizaron en muestras
diarreicas, su principal aplicacion se realizarla sobre muestras diarreicas con presencia de
sangre, ya que es en este tipo de muestras en donde se ha observado una alta incidencia de
ECEH, repontandose que llega a ser su prevalencia del 11% (5). Estudios en México indican que
hasta un 82% de los aislamientos de ECEH se asocian a diarrea severa con sangre o colitis
hemorragica (5).

La cepa que por la técnica de hibridacién de colonias dio positiva, tuvo un PCR positivo
so6lo para la SLT-1, mientras que la muestra de heces de la que se aisl6, fue positiva por PCR
tanto para la SLT-1 como para la SLT-Il. Lo anterior, probablemente se deba a que la cepa
aislada haya perdido el ADN del bacteridfago que codifica para la SLT-l, o que se trate de una
cepa de E. colique haya sido infectada solamente por el bacteriéfago que codifica para la SLT-|
y que en realidad no sea la cepa inicial que caus el episodio diarreico, sino una cepa que
adquirio el bacteriotago de una ECEH que contenia ambos bacteriofagos durante su estancia en
el intestino.

Una importante observacion al trabajo radica en que solamente se utilizaron dos colonias
de E. coli por muestra, lo que podria provocar que las muestras de heces con bajas
concentraciones de E. coli no pudieran ser identificadas, o que en el caso de la muestra positiva,
no se hayan podido detectar cepas que codifican para ambas toxinas, por lo que, se sugiere que

en estudios postericres se realice hibridacién a por lo menos cinco colonias por muestra de
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heces (47). Con e! objetivo de demostrar una mayor sensibilidad de! método de PCR en la
identificacion de ECEH, se procesaron por este método 9 muestras (aparte de Ia positiva por
hibridacion de colonias), siendo negalivas lodas ellas tanto en la visualizacion del producto en
gel de agarosa como por hibridacién del producto amplificado. La limitante de sélo haber
analizado 9 muestras por PCR no sustenté de forma determinante la mayor sensibilidad que
tiene el método de PCR, como ya se ha comprobado ampliamente en diversos estudios (1, 3,
18, 21), aunque el hecho de que se haya podido detectar por PCR que una muestra contenla
cepas que codificaban tanto para la SLT-I como para la SLT-ll, mientras que por hibridacién de
colonias solo se comprob6 la existencia de cepas que codifican para la SLT-l, da una idea de
la diferencia de sensibilidad entre ambos métodos. La posible aplicacién de los métodos a un
numero mayor de muestras podria verificar lo anterior, ya que aumentaria la probabilidad de
tener un mayor niimero de muestras positivas y se observaria que con el PCR se obtendria un
mayor rumero de muestras identificadas {debido a su sensibilidad), que con el método de
hibridacién de colonias.

En general, ambos métodos pueden ser empleados en forma independiente o
complementaria en la identificacion de ECEH, la aplicacion de uno u otro método dependera de
diversos factores como el tiempo, costo, disponibilidad de equipo y tipo de estudio, ya que no
es lo mismo ulilizar un método en estudios epidemioldgicos, que como herramienta de
diagnostico.

Una de las principales ventajas de ambos métodos es que no importa el serotipo de la
bacteria para poder idenlificarse como ECEH, hecho de suma importancia en estudios que
pudiesen realizarse en México, ya que hay reportes (12, 13) que indican la presencia de diversos
serolipos en México asi como en otros paises (11, 33, 53). Ademas, debido a que !a informacién

genética que codifica para la sintesis de las toxinas se encuentra mediada por la infeccién de
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bacteridlagos, es de esperarse que aumente el numero de serotipos capaces de adquirir esta

caracteristica.
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CONCLUSIONES

£l oligonuciedtido utilizado en Ia hibridacion de colonias, aunado al marcaje no
radioactivo, proporciona un método eficaz y sencillo para la deteccion de E. coli
productora de SLT-1 y/o SLT-I} en un solo ensayo, asi como, 1a opcidon de utilizar

tas membranas con el ADN de las bacterias en diversos ensayos de hibridacion.

Los dos pares de cebadores utilizados en la reaccién de la polimerasa en cadena
(PCR), penmiten amplificar segmentos de los genes de las dos toxinas (SLT-l y

SLT-1l) en una sola reaccién tanto en heces, como en cultivo puro.

L.a utilizacién de un método u otro para la busqueda y/o confirmacion de ECEH,
dependera de los fines clinicos, epidemiolégicos, etc. y de la disponibilidad de

equipc y material.

Por medio de la hibridacién de colonias, se detecté que sdlo 1 de 64 muestras de
heces diarreicas (1.56%), presentaba aislamlento de ECEH como su posible

causa.

La cepa de E. coli pasitiva por hibridacién de colonias, fue solamente productora

de SLT-l, determinada por PCR.

El ADN de la muestra de heces pasitiva por hibridacién de colonias y amplificado

por PCR, resulté positivo para ambas SLT(s).
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ANEXO

Soluciones.

Amortiguador 1 (pH 7.5)

AC. MAIBICO .o it e 01 M

NACL i e e e e e 015 M
Ajustar con perlas de NaOH o con una solucién concentrada y esterilizar por autoclave.

Solucién de bloqueo (Stock).
Disolver el reactivo de bloqueo en el amortiguador 1 al 10%

Amortiguador 2.
Solucion de bloqueo en amontiguador 1 diluido 1/10.

Amortiguador 3.

TrissHCH(PH 9.5) oo 100 mM
NaCl L e 100 mM
MOCL, 50 mM

Ajustar con NaQH antes de anadir soluclén de MgCl,, evitando precipitacién de sales.

Soluclén de prehibridacion.

£ N 5 X
Lauril sarcosinato de s00i0 . .. .. v it e e 0.1 %
Dodecil sullatode sodio (8DS) . ... . it i e e 0.02 %
Reactivode bloqueo ... ... i i e 1.0%

Solucion de hibridacion.
Cligonuciedtido marcado diluido a la concentracién deseada en la solucién de prehibridacién.

Substrato de color

45 ul de NBT (75 mg/ml en dimetil formamida).

35 ul de X Fosfato (5-Bromo, 4-Cloro, 3-Indoil fosfato, 50 mg/ml en dimetil formamida).
10 mi de amortiguador 3

Amortiguador SSC 20X.
L T O N 3m
Citrato de 80010 .. ... it e e e e 300 mM

Ajustar a pH 7.5

Solucidn de lisis.

NAOH e e 05N
NaC o e e e e 15N
Solucién neutralizante.

THS-HCE (PH B.0) ... e e 1.0M
NAC e 15 M



Solucién desacoplante 1

Formamida . . . e e e 30 %
S S . L e e e e e e e 1%
TIIS e e e e e e e 10 mM
Solucién desacoplante 2

NaOH . e e e e e 02N
Sl S . . e e e e e e 01 %
Solucién desacoplante 3

Ol S L e e 05%
O . e e e 01%
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