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Objetivos

OBJETIVOS

i. Conocer las caracteristicas principales de Escherichia coli, morfoldgicas. bioquimicas v
antigénicas, para lograr un mejor entendimiento de las funciones de este MiCroOTEanismo
como bacteria comensal del organismo,

2. Establecer la funcion de Escherichia coli como MICroorganismo patogeno. sus serotipos
Y patologias causadas por la misma,

3. Describir los signos y sintomas que presentan estas patologias y establecer las semejanzas
y diferencias entre ellas.

4. Describir Ios métodos de identificacién comtmmente empleados para Escherichia coli
como microorganismo comensal, y métodos especificos para su identificacion como
Mmicroorganismo patdgeno.

5. Reconocer la importancia que representa Escherichia coli dentro de la industria,
principalmente como indicador de calidad en la industria alimenticia, farmacologica y
cosmetoldogica, higiene y salud pablica.

6. Determinar la importancia de Escherichia coli como contaminante del agua, siende ésta
Ia fuente principal de su propagacion.
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INTRODUCCION

0.1 HISTORIA

Una vez que quedo claro el concepto de agentes especificos para una enfermedad
microbiana y que se desarrollaron los procedimientos para los cultivos de los
microorganismos, fue relalivamente simple aislar una gran cantidad de patogenos
microbianos, (152)

Aunque la transformacién batteriana es la consecuencia de un descubrimiento
esencialmente accidental, la conjugacion bacteriana fue demostrada inicialmente por Joshua
Lederberg en 1946 mediante experimentos disefiados para determinar si podia efectuarse un
proceso sexual en las bacterias. Este método implicaba el uso de mutantes nutricionales de
E.coli de 1a cepa K-12, que es una de las pocas cepas que contienen el factor F {en su estado
natural). El principio consiste en mezclar las dos cepas, una que requiere metionina y la otra
que requicre treonina y leucina, y cultivar en un medio miimo que carece de los cuatro
factores de proliferacion. Ninguno de los tipos parentales es capaz de crecer en este medio.
pero cualquiera de las formas recombinantes si, y cuando se siembran un cierto nimero de
células se obtiene un pequefio pero significativo nimero de colonias. Las cepas con dos
requerirnientos nutricionales separados fueron empleadas en vista de que seria muy poco
probable que pudieran ocurrir mutaciones retrégradas de ambos genes en una sola célula. La
unica explicacion era que habia tenido lugar algin tipo de recombinacion genética. Se
demostré que los filtrados de los cultivos o los extractos de cualquiera de estos tipos
celulares quedaban separados por un disco de milipor, permeable a las macromoléculas pero
no a las células, no tiene lugar la recombinacién. Asi se demuestra un proceso que requiere
un contacto célula-célula. Los experimentos con interrupcion del apareamiento y la
demostracién del mapa genético circular de E.coli fueron entonces realizados por Wollman
y Jacob. (152)

Escherich T. le di6 el nombre de Bacterium coli commune al causante de la diarrea
infantil, la cual constituye un problema muy serio para los paises que se encuentran en
desarrollo por su elevada morbi-mortalidad. Estas pueden ser de mas de 200 defunciones
por mil nacidos vivos registrados. (122)

Este problema se remonta a fechas muy antiguas, en las que se presentaban
problemas de salud en paises que actualmente se consideran desarrollados. A estos brotes de
diarrea epidémica se les Hamé “colera infamtum™, en otros lugares se presentaron casos
asociados con los cambios de estaciones del afio y se les llamo “diarrea de la estacion” o
“diarrea del verano”. Los nifios afectados tenian alrededor de dos afios de edad v
pertenecian casi siempre a estratos econémicos pobres; este sindrome puede ser provocado
por varios agentes causales como: Salmonella, Shigefla, Proteus entre otras. (34)
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A finales del siglo pasado, Lesage propone la presencia de E.coli en estos
padecimientos, pero no fue sino hasta la década de los 40’s en que un grupo del Hospital
Infantil de México dilucida el posible papel de este microorganismo en la etiopatogenia del
padecimiento. Este hecho se debe a la observacion de que el suero de nifios enfermos no
aglutinaba con cepas de nifios sanos y si lo hacia con cepas aisladas de nifios que murieron
de gastroenteritis, por esto, surge la idea de que se trata del mismo agente etiologico. Estos
hallazgos dieron la clave para el estudio del primer grupo de cepas y que recibe el nombre de
EPEC ( E._coli entergpatigena ). Se perfeccions el esquema seroldgico para la
identificacion de E.coli , basado en la presencia de un mosaico antigénico dado por los
antigenos O, H y K; mis de 164 serogrupos reconocidos para O, 60 para Hy 103 para K.
(125)

Después se determinaron otros antigenos que se relacionan con la adherencia y se
asociaron con la presencia de fimbrias. Estos se denominaron K y CFA. Estos antigenos K
son de envollura y de naturaleza polisacirida que provocan el enmascaramiento de la
aglutinacién AgO. Se dividieronenL, Ay B. El antigeno B es material de envoltura
que forma la region termoestable de la superficie de E.coli. Actualmente se propone
desechar los términos LA y B. (34)

En la época de los 50°s se descubre la produccion de una toxina colérica nueva a la
que se le denominé “Colienterotoxigénicos” o ETEC. En los afios 70’s se describe por
primera vez la toxina ST que es termoestable, se enmascaré su presencia por ta produccion
de la toxina LT. La toxina ST presenta dos variedades:

1.- Bta o ST L- peso molecular de 2000, soluble en metanol, 14-18 aminodcidos con tres
puentes disulfuro.

2.- 5Tb o ST I1.- peso molecular de 5000, insoluble en metanol, tiene 71 aminoicidos,
restringida a cepas de origen porcino, es mas estable al calor. (145)

En esta época se describic también la “diarrea del turista”, la cual se presentaba en
individuos de paises desarrollados que viajan a paises en desarrollo con indices elevados de
insalubridad, mala disposicién de excreta, falta de potabilidad en agua y mal control de los
manipuladores de alimentos. También entonces Lederberg acufié el término plasmido para
describir elementos genéticos extracromosémicos, aunque este término no fue empieado
ampliamente sino hasta la década de 1970, cuando Ia resistencia a los farmacos se convirlié
en un problema médico importante. (74)

E.coli emeroagregativa EAggEC estudiada por Crevioto desde 1979, empleando
cultivos celulares Hep-2, algunos de sus tipos se asocian con EPEC o ETEC, (98)

E.coli enteroinvasiva EIEC se comenzb a describir al realizarse la prueba de Sereny.
La capacidad invasiva de EIEC esta codificada por un plasmido de 140 Mdaltons, tambi¢n
codifica la produccién de proteinas de membrana externa involucradas en la invasividad.
(34)
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Cuadros de colitis hemorragica se relacionan con otras cepas enleropaldgenas como
EHEC, asociado al serotipo O 157:H7. Esta patologia se adquiere por consumo de
alimentos, principalmente carne mal cocida y se caracteriza por célicos. diarrea abundante
acompafiada de leucocitos, moco y sangre. El 70% de 78 serotipos identificados
pertenecieron a E.coli O26:H11 y O1357:H7, estas cepas fueron productoras de SL, que es
una citotoxina semejante a Shiga (toxina Shigella dysenteriae). (91)

DENOMINACIONES DE TIPOS PATOGENOS ASOCIADOS A LA
PRODUCCION DE DIARREA Escherichia coli

PATOGENO ACRONIMO

Escherichia coli ENTEROPATOGENA (serotipos clisicos) EPEC
Escherichia coli ENTEROTOXIGENICA ETEC
Escherichia coli ENTEROINVASIVA EIEC
Escherichia coli ENTEROHEMORRAGICA EHEC
Escherichia coli ENTEROAGREGATIVA EdggEC
EPEC ADHERENTE A ENTEROTOCITOS EAEPEC
Escherichia coli ENTEROPATOGENA FACULTATIVA FEEC
Escherichia coli CITOTOXICA CEC
Escherichia coli PRODUCTORA DE CITOTOXINA SLEC
SEMEJANTE A SHIGA

Cuadro 1.- Tipes patdgenos de E.coli productores de diarrea. (69)

0.2 GENERALIDADES

A pesar de la complejidad de 1a flora bacteriana intestinal, se toman en cuenta sdlo
unos cuantos tipos de organismos en relacion con las enfermedades comunes del tracto
intestinal. Gran proporcién de las bacterias del colon pertenece a la especie E.coli 0 2 alguna
de sus variedades, cuyos bacilos son bastoneillos gramnegativos sin esporas. Estas diferentes
variedades no se pueden distinguir morfologicamente unas de otras. Todos éstos
organismos, patoégenos o no, pueden ser considerados como un solo grupo de especies
relacionadas llamadas bacterias emtéricas. (87)

Dentro de los géneros que habitan en el mlestino se encuentran Escherichia,
Aerobacter, Klebsiella, Fseudomonas, Proteus y Alcalipenes, éslas comprenden las
variedades no patogenas y ocasionalmente patogenas u oportunistas, La Salmonella vy
Shigella son los géneros que comprenden bacterias francamente patégenas que provocan
fiebre tifoidea y paratifoidea, enteritis aguda asociada con infeccion alimenticia v disenteria
bacilar. (87)




Introduccion

Existe una estrecha relacién entre la incapacidad bacteriana para produci rapida
fermentacion de la lactosa. con formacion de acido y gas, y la patogenicidad, Aquellas
variedades que con regularidad fermentan la lactosa con formacion de acido y gas son 1o
patdgenas en el tracto intestinal; en cambio, la pérdida parcial o total del poder de desdoblar
lactosa hace a la bacteria adquirir el desarrollo de poderes patogenos. Por lo tanto, las
reacciones de fermentacion de la lactosa son de valor practico para identificar y clasificar
los bacilos intestinales. (87)

La E.coli se emplea como indice de contaminacién en el analisis bacterioldgico del
agua; pero también clinicamente es importante, como causante de varias formas comunes de
infecciones. Es una de las bacterias que con mayor frecuencia producen inflamacion de las
vias urinarias (cistitis, pielitis) y de la vesicula biliar (colicistitis). Abunda en el tejido
infectado en muchos casos de apendicitis y peritonitis, y, como ya se habia mencionado, en
casos de diarrea infantil. (87)
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1.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

La morfologia que presenta E.coli es la siguiente: bacilos cortos gruesosde 1 a 3 pm
X 0.5 yum que se presentan sclos, en pares, en cadenas cortas y algunas veces en forma

cocicea. En general moviles por flagelos peritricos, aunque existen variantes inméviles no
flageladas. (35)

Las cepas que pueden ser donadoras de DNA plasmido durante la conjugacion
producen también pelos sexuales. (124)

No forman esporas y pertenecen al grupo gramnegativo. En cultivos jovenes la forma
cocobacilar es bastante frecuente y en cultivos viejos se presentan formas de dimension
mayor. Dentro de sus caracteristicas tintoriales, se tifie bien con colorantes de anilina, (35)

Casi todos los géneros de enterobacterias son muy similares microscopicamente y
pot la morfologia de sus colonias no pueden diferenciarse exactarnente entre si sin el uso de
medios diferenciales o de pruebas bioquimicas. (124)

L1.1 PARED CELULAR

La E.coli conticne la tipica pared celular rica en lipidos de las bacterias
gramnegativas. La capa exierna contiene lipopolisacdrido (LPS) que determina la
especificidad del antigeno O. E! peptidoglucano forma una capa definida de la pared celular
entre ¢} LPS y fa membrana citoplasmética, pero no es tan grueso ni tan complejo como el
de las bacterias grampositivas. Contiene de 5 a 10% de lipoproteina en la pared celular. Esta
sustancia se mezcla con el LPS y ticne union covalente con el peptidoglucano. No produce
acido teicoico. {124)

La pared celular bacteriana consiste en un exoesqueleto formado por una
macromolécula Gnica y rigida, o peptidoglucano, también conocido como mucopéptido o
mureina. (87)

En bacterias gram-negativas, el peptidoglucane, que representa tan solo def 1 al 10%
del peso, esta rodeada por una membrana externa, ¢ inmersa en un espacio periplismico.
94

16
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Lipopolisacarido

Membrana exterior
Lipoproteina

Peptidoglucano
{mureina)

O I I I T I I eI I Ie 1
Lty

Membrana citoplasmatica
(interior)
= LPS

Fig. 1.- Pared Celufar. (115}

1.1.1.1 PEPTIDOGLUCANO

El peptidoglucano esta formado por repeticiones de una unidad disacaridica unida a
su vez a un tetrapéptido. Distintas cadenas (formadas por el esqueleto de azicares) se unen
entre si por determinados enlaces peptidicos entre tetrapéptidos de cadenas diferentes. (94,
82)

La unidad disacaridica repetitiva :

| N-acetilglucosamina (NAG) unida por enlaces B(1 — 4) a N-acetilmurdmico (NAM). I

NAM es el 3-0-D-lactil-éter de la NAG (se deriva de unir et cido D-lactico con el OH del
C-3de laNAG). (121)

Las distintas unidades disacaridicas se van uniendo entre si por enlaces B(1 — 4)
entre el NAM de una unidad y la NAG de la'siguiente. Este enlace es susceptible a la rotura
catalizada por el enzima lisozima. El niimero de repeticiones (n) puede oscilar entre 10 y
100. (121)
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La cadena tetrapeptidica:

Desde €] grupo carboxilo de cada acido NAM, y mediante un enlace amido, s¢
encuentra unido el tetrapéptido tipico de las bacterias: (121)

L-alaning-----D-glutdmico-----meso-diaminopimélico--—-D-alaning I

Debe observarse la alternancia de aminoacidos D y L en el tetrapéptido. (121)

GleMlic
Nlul e — L-Mta — p-Elu—DBP—p-lia
GlcMic
ez ¢ — - Rip ~—p- Gle—DEP —»-Ria
Gichic

Mur ¢ — (=fln ~—~»-Qu—DAP— p-Ala

(36)

Las distimas cadenas polisacaridas, con sus respectivos tetrapéptidos, se unen entre
si por medio de puentes o enlaces peptidicos, entre un aminoacido de una cadena (meso-
DAP) vy otro aminoicido de una cadena adyacente (D-ala terminal). En este enlace
participan el 50% de los tetrapéptidos. Los demas péptidos no participan en enfaces. La
estructura global es una sola macromolécula gigante que envuelve al protoplasto, formando
un sdculo rigido, a modo continuo, que tiene el volumen y la forma de la bacteria respectiva.
El saculo estd formado por una sola capa de cadenas de peptidoglucano, caracteristica de las
bacterias Gram-negativas. Esta capa simple de peptidoglucano mide 1 nm de espesor, v
presenta grandes poros dejados por las zonas donde no hay enlace peptidico. Ello explica el
comportamiento de la bacteria ante la tincion de Gram: al afiadir el alcohol se produce una
deshidratacién que tiende a contraer la estructura del peptidoglucano, pero los poros son
grandes y por ellos sale el primer colorante (violeta de genciana). E} ulterior tratamiento de
ta preparacidn con el colorante de contrasie tifie a las bacterias de rojo. (115.121)

Los esqueletos de repeticiones de la unidad disacaridica se disponen paralelos a la
superficie celular, con una tendencia a una forma espiral por encima de la membrana
citoplasmica. Esta espiral cerrada se dispone siguiendo el perimetro circular (no siguiendo el
eje longitudinal). Los grupos tetrapeptidicos salen perpendicularmenie de los NAM, en

sentido vertical hacia la membrana. Esla estructura confiere importantes propiedades:
(94,115)
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1.- Gran rigidez- que contrartesta las fuerzas osmoticas a que cstd sometido ¢l protoplasto
(presiones de 5 a 15 aum). Esta rigidez depende de:

a.- el grado de entrecruzamiento; (94,115,163)

b.- El hecho de que el enlace B {1 — 4) es muy compacto. La alternancia entre
anillos pirandsicos de NAG y de NAM genera uno de los polisaciridos mas estables desde et
punto de vista termodindmico. (94,115,163)

c.- la alternancia en el tetrapéptido, de aminodcidos en configuraciones D y L
confiere ain mas fuerza estructural, y ademas permite que todas las cadenas laterales de
estos aminoacidos se dispongan hacia el mismo lado, facilitando la formacién de puentes de
H. (54,115,163)

2.- Flexibilidad- esta propiedad, junto con la rigidez, colabora a soportar variaciones amplias
de la tensidn osmotica del protoplasto. (94,115,163)

3.- Condiciona la forma celular- la quimica del peptidoglucano no determina la forma, es su
disposicién espacial ta responsable principal de esta forma. (94,115,163)

1.1.2 MEMBRANA EXTERNA

La membrana externa es una estructura de bicapa lipidica exclusiva de las bacterias
Gram-negativas. Consta de una doble capa de lipidos, junto con proteinas de matriz. En la
bicapa lipidica, los grupos polares guedan hacia afuera, mientras que los hidrofobos tienden
al interior. (82)

Las caracteristicas de los elementos de la membrana externa son:

1 .- 1a bicapa es altamente simétrica;

2.- en la capa externa existe un 60% de proteinas y un 40% de una macromolécula exclusiva
de esta membrana externa: €l lipopolisacérido (LPS);

3.- en la capa interna no hay LPS, existicndo fosfolipidos (FL), lipoproteinas (LPP) y otras
proteinas. (121)

El conjunto es un mosaico fluido que permite el desplazamiento lateral de los
fosfolipidos, del LPS y de las proteinas, pero no de las lipoproteinas unidas covalentemente
al peptidoglucano. (115,121,163)
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La membrana externa se encuentra unida con el peptidoglucano a través de distintos
componentes y tipos de enlaces:

l.- enlaces ionicos- mediados por cationes divalentes, entre distintas proteinas de la
membrana externa y el peptidoglucano;

2.- enlaces hidréfobos- entre fosfolipidos y proteinas de la capa interior de la membrana
externa con el peptidoglucano;

3.- enlaces covalentes- entre algunas moléculas de lipoproteina y el peptidoglucano. (94)

Componentes de la membrana externa:

i.- Fosfolipidos (FL)- se localizan en la limina interna de la membrana extena. La
composicién en fosfolipidos es similar a la de la membrana citoplésmica. con un ligero
enriquecimiento en fosfatidil-etanolamina. (82,94)

2.- Lipopolisaciridos (LPS)- macromolécula exclusiva de la iimina externa de la
membrana externa de bacterias Gram-negativas, responsable de muchas de las propiedades
biolégicas de estas bacterias. Se le conoce también como endotoxina {toxina termoestable,
no difusible). Se trata de un glucolipido complejo, que estd compuesto de tres regiones:

a.- Lipido A
b.- Fraccion central
c.- Fraccién externa (82,94)

3.- Lipoproteina (LPP)- Su porcién es una pequefta proteina muy abundante en la
membrana externa, y es la responsable de la unién covalente entre ésta y el peptidoglucano.
La proteina tiene una configuracion mayoritaria en a-hélice, que atraviesa el espacio
peripldsmico, y que s¢ agrega formando trimeros. Una de las LPP del trimero se une
covalentemente con el peptiglucano. (94,115,163)

El aminoicido N-terminal es una cisteina cuyo grupo sulfhidrilo esta unido por
enlace tioéter a un diglicérido, y cuyo grupe amino se une por enlace amido con un acido
graso. Asi, la porcion N-terminal de la LPP estd embebida en la lamina interna de la
membrana externa. (94)

El aminodcido C-terminal es una lisina. Una de cada tres moléculas de LPP usa esta
Lys para establecer un enlace peptidico entre su propio grupo -NH; libre v el -COOH libre
del meso-DAP del peptidoglucano. Por cada dicz unidades disacaridicas del peptiduglucano,
existe un enlace covalente con la LPP, (94,121)

La principal funcion de LPP es meramente estructural: estabilizar el complejo entre
peptidugiucano y membrana externa. (121,163)
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4.- Protcinas de la membrana externa- Estén intercaladas en esta membrana, participando
en la estabilizacion de la arquitectura tridimensional. interaccionando unas con otras y con
los lipidos. Entre ellas, las mas importantes son las porinas. (82,121)

A) Las porinas son proteinas de unos 35 kDa que se agregan formando trimeros con
canales interiores, y que atraviesan la membrana de parte a parte. Su funcion es permitir el
paso de sustancias a través de dichos canales interiores. (121)

Escherichia coli presenta tres porinas mayoritarias: OmpC, OmpF y PhoE. La
OmpC deja pasar sustancias de menos de 500 dalton, mientras que OmpF permite el transito
de moléculas de hasta 600 dalton. La proporcién de ambas porinas esta regulada por un
mecanismo genético que responde a las condiciones de concentracién de solutos en el
medio, (94)

¢ cn medios de baja osmolaridad aumenta la proporcién de OmpF (la porina més
permeable, de poro mas grueso), lo que facilita la entrada de nutrientes en medios
oligotréficos, como las aguas residuales (con pocos nutrientes disueltos).

¢ en medios de alta osmolaridad, aumenta la proporcién de la OmpC, solo entran moléculas
mis pequefias, impidiendo la entrada de moléculas mayores, que son mds abundantes en
los nutritivos fluidos corporales. (94)

PhoE sdlo se produce en condiciones de carencia de fosfatos, y permite el paso de
moléculas cargadas negativamente. (94)

Las porinas colaboran en la proteccion contra las sales biliares que existen en el
ecosistema intestinal. (121)

Existen otras proteinas minoritarias parecidas a las porinas, que actian como canales
especificos que permiten el paso de ciertas moléculas como la vitamina B),, quelatos de Fe,
nucledsidos, maltodextrinas, etc. Algunas de ellas sirven simultaneamente como receptores

de fagos. (121)

B) Intimina.- proteina de la membrana externa de E.coli, provoca un ataque intimo a las
células epiteliales. Se presenta como un factor de adherencia. (121,129)

Funciones de la membrana externa:

1.- Actéa como tamiz molecular, que permite la difusién Unicamente de moléculas
relativamente pequefias. Esto confiere proteccion frente a muchos agentes antibacterianos:
colorantes, &cidos biliares, antibiéticos, enzimas (lisozima que ataca al peptidoglucano). Las
porinas solo permiten ¢l paso de sustancias hidrofilicas por debajo del tamafio especificado
por el didmetro de los canales. (94,163)

21
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2.- Condiciona propiedades de superlicic
¢ grado de humedad
» adhesividad
» carga eléctrica (94)

a.- Es la estructura donde se fijan los componentes del complemento.

b.- Ciertas proteinas y cadenas laterales del LPS pueden ser lugares de adsorcion (receptores
especificos) de fagos y bacteriocinas.

c.- Punto de anclaje del anillo externo del corpiisculo basal de los flagelos. (94)

1.1.3 ESPACIO PERIPLASMICO

Entre la membrana externa y la membrana citoplismica existe un comportamiento
acuoso baflando al peptidoglucano, demominado periplasma o espacio periplismico. El
contenido incluye:

» RNAasa y fosfatasa, que digieren moléculas que por si mismas no pueden pasar al
citoplasma.

e Penicilinasa: degrada penicilina, evitando la destruccion de! peptidoglucano.

» Proteinas de transporte de nutrientes.

» Proteinas de union a estimulos quimicos. (121)

El periptasma cumple una funcién de osmorregulacién: el periplasma es una solucion
densa, con alta concentracion de macromoléculas, y que participa en la regulacion de la
osmolaridad celular frente a la tonicidad del medio exterior. Por esta razdn, existe, dentro de
este espacio, un oligosacarido derivado de la membrana citoplismica (ODM) a base de 10
unidades de B-D-glucosa con sustituyentes cidos. (82)

« En medios de alta osmolaridad (fluidos corporales) disminuye la concentracion de!
oligosacérido.

e En ambientes de baja osmolaridad (aguas fecales), aumenta la concentracion de
dicha molécula. Asi, la presion de turgor del protoplasio se transmite contra ¢l
peptidoglucano, que es la estructura que enfrenta las variaciones de presién
osmotica. (121,163)
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1.1.4 CARACTERISTICAS DE CULTIVO

o e e e e P — W T e =

Crece bien en los medios comunes de laboratorio. i) Agar nutritivo: forma
colonias circulares de 3 a 5 mm, convexas, de borde continuo o ligeramente ondulado,

brillantes, de color blanco o ligeramente amarillentos, 2) Agar sangre: produce hemélisis.
{124)

3) Estria en agar: presenta colonias grisiceas que se hacen visibles en 12 a 18 hr, las
cuales gradualmente se hacen mas y mas opacas. 4) Agar -eosina-azul de metileno: colonias
circulares hiimedas de 2 a 3 mm de diametro después de 24 hr de incubacién a 37 °C.
Cuando se examinan por transparencia, estas colonias tienen centros oscuros. 5) Medio de
Endo: colonias rojas, lisas, circulares, con brillo metalico cuando se miran con tuz refleja. El
desarrollo tiene un olor fétido. 6) Medio triple azucarado de Krumwiede: en el fondo se
forman acido y gas, y 4cido en la superficie inclinada. 7) Medio de Wilson y Blair: no hay
desarrollo por la presencia de verde brillante. 8) Medio de selenita F y desoxicolato: no hay
desarrollo. 9) Leche tornasolada: forma 4cido y gas con coagulacion del medio. 10) Patata:
desarrolio profuso grisiceo o pardo amarillento. 11) Caldo simple, crece en abundancia
formando una turbiedad uniforme, un anillo, pero no pelicula, con fuerte olor fecaloideo. 12)
Gelatina: buen desarrollo a lo largo de la linea de siembra por picadura, sin licuefaccion del
medio. (35) 12) Agar sangre: produce hemolisis. (124)
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1.2 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

Temperatura dptima de crecimiento de 37 °C. pero posee propiedades de desarrollo
en un limite bastante amplio de temperatura; ¢l pH favorable es de 7.0. Con produccion de
4cido y gas (didxido de carbono ¢ hidrogeno cn partes iguales), fermenta la lactosa, glucosa,
levulosa, galactosa, maltosa, arabinosa, xilosa, y manitol. Es indol positivo, rojo de metilo
positivo, VP negativo y no utiliza el citrato como tinica fuente de carbono. (35)

La capacidad de fermentar lactosa, depende de la posesion de [P-galactosidasa; la
utilizacion de lactosa también depende de una galacidside permeasa especifica que facilita la
entrada de lactosa en la célula. (124)

Produce H;S en determinados medios. Prueba de Eijkman (fermentacién de la
glucosa a 46 °C) positiva. Acidifica y coagula leche. Oxidasa negativo, debido a la falta de
citocromo C en su sistema de transporte de eclectrones. Pueden necesitarse pruebas
adicionales en casos de E. coli aislada de colitis hemorragicas, las cuales son tipicamente
negativas para sorbitol. La temperatura de 60 °C lo mata en 15 a 30 min. (35)

Es aerobio y anacrobio facultativo, puesto que posee un sistema respiratorio de
transporte electrénico que le permite crecer aerébicamente a expensas de una gran variedad
de compuestos organicos oxidables, como son dcidoes organicos, aminoacidos e hidratos de
carbono; en condiciones anaerobias el crecimiento depende estrictamente de la fermentacién
de hidratos de carbono. (124)

Las enterobacteriaceas fermentan azicares por la via Embden-Meyerhof. El acido
pirdvico producido por esta fermentacién puede ser catabolizade por vias diferentes. Todas
las enterobacterias degradan piruvato a acido férmico. El dcido formico no se acumula
porque muchas enterobacterias sintetizan hidrogenilasa formica, que convierte acido férmico
en hidrégeno y anhidrido carbénico; la capacidad de sintetizar hidrogenilasa significa
produccion de gas, lo cual es el caso de E.coli. El resto del 4cido pirivico se divide por
fermentacion acida mixta o por fermentacion de butilenglicol (butanediol). Dos pruebas
simples con cultivos en caldo de glucosa-peptona dividen a las enterobacteriaceas en dos
grupos, segin la via de fermentacién que usan, La prucba de rojo de metilo detecta aguellas
que usan la fermentacion 4cida mixta porque producen suficiente acido con glucosa para
convertir este indicador a su forma 4cida roja. La prueba de Voges-Proskauer detecta la
fermentacién de butilenglicol porque la acetoina se oxida a una forma diacetil a pH alcalino
y forma complejos para dar como resultado un compuesto rosado. La forma acida mixta es
tipica de la Escherichia ¢oli. Este tipo de fermentacién produce 4cido succinico por una via,
acido lactico por otra y 4cido acético y etanol por la tercera. (124)
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1.2.1 VIA EMBDEN-MEYERHOF-PARNAS (EMP)

También conocida como Via glucolitica, Via Fermentativa, o Glucolisis.
Fermentacién y metabolismo anaerobio han sido considerados sindnimos, puesto que los
dcidos y alcoholes son los principales subproductos de la degradacion de los hidratos de
carbono cuando el oxigeno esta excluido del sistema. Se dice que en un sistema glucolitico
cxiste metabolismo fermentativo cuando son compuestos organicos los que actian como
aceptores finales de hidrogeno (electrones). El écido pirdvico actda como aceptor
intermedio de hidrogeno, luege es oxidado cediendo sus iones hidrégeno a lactato de sodio
para formar dcido lactico, o a otras sales orgdnicas, llamadas *“4cidos mixtos”. Dichos 4cidos
son los productos finales del metabolismo de la giucosa por esta via, y dan cuenta de la caida
de pH en las pruebas de fermentacion empleadas para la identificacion de bacterias. (95)

Por medio de este mecanismo se transforma la glucosa, a través del intermediario
fructosa 1,6-bifosfato, a piruvato, con la produccién de 2 moles de ATP/mol de glucosa. La
reaccion global es:

I Glucosa + 2NAD” + 2ADP + 2P — 2NADH + 2 piruvato + 2ATP + 2 H,0 +4 H' I

(95)

La estrategia quimica de la glucolisis es:

1.- La adicidn de grupos fosforilo a la glucosa.

2.- La conversidn quimica de {os intermediarios fosforilados a compuestos con potenciales
de transferencia de grupo fosfato elevados.

3.- El acoplamiento quimico de la hidrélisis subsiguiente de tas sustancias reactivas a la
sintesis de ATP

y consta de 10 reacciones. (163}

Al principio de la via se consume ATP para sintetizar compuestos fosforilo, pero se
regenera posteriormente. Por tanto, la glucdlisis transcurre en dos fases. (163)

Fase [  Fase preparatoria en la que una hexosa, la glucosa, es fosforilada y fragmentada,
dando lugar a dos moléculas de Ja triosa gliceraldehido-3-fosfato. Este proceso consume dos
ATPs, en lo que constituye una especie de inversién de energia. (163)

Fase I Las dos moléculas de gliceraldehido-3-fosfato se convierten en piruvato, con la
produccion de cuatro moléculas de ATP. Por consiguiente, el rendimiento neto de la
glucolisis es de dos ATPs por molécula de glucosa: en la Fase 1, se consumen dos ATPs; la
Fase II produce cuatro ATPs. (163)

El NAD" es ¢l principal agente oxidante de la glucolisis. El NADH formado durante
el proceso debe ser reoxidado continuamente para mantener ¢l suministro de NAD" de la
via. (163)
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1.2.1.1 REACCIONES DE LA GLUCOLISIS

Reaccion |

Transferencia de un grupo fosforilo del ATP a la glucosa para formar ghucosa-6-
fosfato (G6P), reaccién catalizada por hexoquinasa. (163)

Una quinasa es una enzima que transfiere grupos fosforilo entre el ATP y un
metabolito. El metabolitoe que actia de aceptor del grupo fosforilo, para una quinasa
determinada, viene identificada por e prefijo del nombre de la quinasa. La hexoquinasa es
una enzima relativamente inespecifica que cataliza la fosforilacion de hexosas. El segundo
sustrato de la hexoquinasa es un complejo Mg”-ATP. El ATP libre es un potente inhibidor
competitivo de la hexoquinasa. El Mg’" es esencial para la actividad enzimstica. (163)

CH,0R
H o H

H

OH XK + ATP
HO

H Ol

Tlacosn

4 l:::liﬂlﬂ

CHOPO;™

4 o H

H

o8 N+ ADP 4+ H'
HO OH

H OH

Clucosn-6-fashrrs
{G56f)

Fig. 2.- Reaccion 1 (163)
Reaccion 2

Conversion de 1a G6P a fructosa-6-fosfato (F6P), catalizada por la fosfoglucosa
isomerasa {PGI). (163)

Tanto la G6P como la F6P existen en forma ciclica, por lanto, la reaccion requiere la
apertura del anillo, seguida de la isomerizacién y del cierre del anillo. La velocidad de
catalisis se encuentra en funcion del pH, lo que indica la participacion de una His y una Lys.
(163)

Paso 1  Un acido, grupo amino de una Lys, cataliza la apertura del anillo. (163)

Paso Hl  Una base, grupo imidazol de una His, capta el protén acido del C(2) de la G6P,
formandose un intermediario cis-endoliato. (95,163)
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Paso Il El protén es sustiluido en cl C(1), en una transferencia global de protén. Los
protones se intercambian rapidamente con los protones del disolvente, (163)

Paso IV Cierre del anillo para formar el producto.

Glu coskb-Tasfate (GLF)

isoagresd (PG

[ forsiogiucesa

Fig. 3.- Reaccién 2 (163)

Reaccién 3

Fosfofructoquinasa (PFK) fosforila ta F6P para formar fructosa-1,6-bifosfato
(FBP 6 F1,6P); denominada fructosa-1,6-difosfato.

La PFK cataliza una de las reacciones que controlan la velocidad de la via. Se ve
estimulada por AMP, ¢ inhibida por ATP y citrato. (95,163)

THPOCH: ey

K ug  t AT
H % OH

HO H

Fruchicaé fosfato
(F&1)

l Fesfofiuctoquanasa (PF K}
Mot

&
“20,POCH, 1CH0 908

H uo i + AP + W'
H on
HO R

Frucloss-1.6 bistostoto
{FBP)

Fig. 4.- Reaccion 3 (163)
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Reaccion 4

L.a aldolasa cataliza la cuarta reaccidn, la rotura de la FBP en dos triosas, el
gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y la dihidroxiacetona fosfato (DHAP). (163)

Dinidraxiazatens
fosfata {DXAF)
(;Hza’{.‘%_
CIH;0903' ?= o
C=0 HO—CH,
1
HO—-C-Hd uldotass
H-C—0x *
H—C—0OM H.\C‘O
- |
10005 H—C—0H
Fructuse CHZOPOF
LE-wisfastnto
(FBP) Cliceraldghidn
Yosture
{6AF)

Fig. 5.- Reaccion 4 (163)

Reaccion 5

S6lo uno de los productos de la rotura aldolica, el GAP, continia a lo largo de la via

glucolitica. La triosa fosfato isomerasa (TIM), cataliza este proceso en la ultima reaccidn
de la Fase 1. (163)

o, H i
Nlcf H——(l:—ﬁ
H—C—0OH 0‘3“0
CH OP0]" CH0oP0%"
Glirerpidehide Didigdroxintetana
1forrate fogfuto
(aldoon) {exrosn)
+  trisze Feclata .
N
H\Cl,U' H,\ﬁ/OK
(l!—OH (f‘—O'
CH,0p0}" Cr,0pr0f"

Intetretdinria e¢ndisinta

Fig. 6.- Reaccion 5 {163)
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Reaccion 6

Oxidacion y fosforilacion del GAP por NAD™ y P, que es catalizada por la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). La oxidacién del aldehido impulsa la
sintesis del acil fosfato 1,3-difosfoglicerato (1,3-BPG). (93, 163)

0 H
*C/

|

H—C=0H + NADT &+ I¥
| -
CH,OPO}

Griceraldebide-3-
fosfate (GAIY

11

Dx‘i/“‘o:-
B—G—on NADH + H*
CHZ0P0}™

1,3 Bicleafeglictrato
(1,3-8PC)

Fig. 7.- Reaccidn 6 (163)

Reaccion 7

Se forma el primer ATP, junto con 3-fosfoglicerato (3PG), en una reaccidn
catalizada por la fosfoglicerato quinasa (PGK). (163)

o oPoi”
B

]
H—IJZ—OH + ADP
CH,0PO%”

1,3-Risfosfoglicerata
(1,34PC)

Fasfoglicernto
M’”l guianzs ¢ PGK)

s (u]
‘\Cﬁ

|
H'—(I:- OH + ATP
CH,0PO;™

JFosfoyliccrarg

Qre)

Fig. 8.- Reaccién 7 (163)
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Reaccion 8

La fosfoglicerato matasa {PGM) cataliza la conversion de 3PG a 2-fosfoglicerato
(2PG). Una mutasa cataliza la transferencia de un grupo funcional de una posicion a otra de
una molécula. Esta reaccion es la preparacién necesaria para la siguiente reaccion, que
genera un compuesto fosforilo de “alta energia™ para ser utilizado en la sintesis de

ATP.(163)

Reaccion 9

E! 2PG se deshidrata a fosfoenolpiruvate (PEP), en una reaccién catalizada por

enolasa. (163)

0\ cfo_ o‘h ¢ /0
1 fosloglicerato ]
H—C—OH mutazs {PGM) an!:uom%‘
-
H—u:l:—opo} H—?—on
H H
3F osfoylicernto 2-Fosfogliternte
PGy (2rG)

Fig. 9.- Reaccidn 8 (163)

O%C/D- Uﬂc.rc-
H—%—ums‘ bl ‘:f_ 0P0}™ + M0
H—(i—aa H-—<l:
H H
2Fpsfoglicerats Fosfoenolpiruvate
@PrG) (PEF)

Fig. 10.- Reaccién 9 (163)
Reaccion 10

Ultima reaccion. La piruvato guinasa (PK) acopla la enerpia libre de la hidrélisis
del PEP a la sintesis de ATP para formar piruvato. (163)

CH,

Fusloenalpiruvate
(PEP)

giruvato
quinasa (PK)

0 0"
ﬁ-cf

]
C=0 + ATP

CH,

Piruwhle

Fig. 11.- Reaccién 10 {163)
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Una de las reacciones més importantes del piruvato es la fermentacion acida mixta
por enterobacteridceas como £ coli. L.a reaccidn produce acido formico, lactico y succinico,
asi como otros productos. La produccién de formato y acetato incluye descarboxilacién de
piruvato por la siguiente serje de reacciones: (36)

0
H
1) CH,COCO;H + CoASH - CH,S8COA + HCO:H
Piruvato Coenzima A Acetil Coenzima A Acido formico

0 )
I |

2) H;COSCOA + HyPO; » CH;—C—O0—P—OH

|
OH
Acetil Coenzima A Acetil-fosfato
0
|
3) Acetil-fosfato + ADP —» CH;—C—OH + ATP

Acido Acético

(36

3t
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1.2.1.1.1 CONDICIONES ANAEROBICAS

En las levaduras anaerobicas, el NAD™ se regenera a través de la fermentacion
alcohdlica:

Descarboxilacién del piruvato para formar acetaldehido y CO,, catalizada por la
piruvato descarboxilasa y que contiene una coenzima pirefosfato de tiamina (TPP), que
se encuentra fuertemente unido, aunque no de forma covalente, a la enzima. La coenzima se
utiliza porque la descarboxilacion del piryvato requiere la acumulacién de carga negativa en
el carbono carbonilico en el estado de transicion, lo que constituye una situacién inestable.
Este estado de transicion puede ser estabilizado por la deslocalizacion de la carga negativa,
tarea que realiza facilmente la TPP. (163)

El acetaldehido formado por descarboxilacion del piruvato es reducido a etanol por
el NADH, en una reaccion catalizada por la alcohol deshidrogenasa (ADH). La funcién de
la fermentacién alcohélica es la regeneracién anaerdbica de NAD® para poder continuar con
la glucolisis. (163)

1.2.1.1.2 CONDICIONES AEROBICAS

El piruvato es convertido a acetil-CoA por el complejo enzimatico de la piruvato
deshidrogenasa, dihidrolipoil transacetilasa y dibidrolipoil deshidrogenasa, La
subunidad de la piruvato deshidrogenasa cataliza la conversién de piruvato a CO; y a2 un
intermediario hidroxietil-TPP. Este iiltimo pasa directamente a la dihidrolipiol transacetilasa,
que oxida el grupo hidroxietilo a acetato y lo transfiere al CoA, formando acetil-CoA. (163)

El nexo entre la gluctlisis y el ciclo del acido tricarboxilico es la decarboxilacion
oxidativa de piruvato para formar acetil coenzima A. La unidad acetil de la acetil coenzima
A se oxida completamente hasta CO, por medio de una reaccion ciclica llamada Ciclo de
Krebs. Durante el proceso oxidativo los clectrones fluyen desde NAD reducido y FAD
(flavina adenina dinucledtido) hasta oxigeno molecular por una cadena de portadores de
electrones con sintesis acoplada de ATP en dos o tres sitios, segiin el sustrato oxidado. (36)

La oxidacion de glucosa produce 38 moles de ATP. Estos derivan de la produccién
neta de 2 moles de ATP durante la conversion de un mol de glucosa a 2 moles de piruvato, y
36 moles de ATP durante la conversion de 2 moles de piruvato a 6 moles cada uno de CQ, y
H,O0. El cambio de energia libre de la oxidacion de la glucosa es de 686.000 cal/mol. Como
la energia libre de la sintesis de ATP puede acercarse a 12.000 calimol, segin las
concentraciones de ADP, ATP y fosfato en el sitio real de la enzima que cataliza las
reacciones, la eficiencia puede ser hasta de 60%. (36)
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GLUCOSA

l

GLUCOSA 6-FOSFATO

|

FRUCTOSA 6-FOSFATO

FRUCTOIA 1.6 DIFOSFATO

GLICERALDEHIDO 3. FOSIATOD
RAcide prepidnice l
T Rcida 4émire—H; - CO;
Acida suacinico +——4 100 PIRUNVICO —— Rertil CoR —Rcido atetito
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l
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Fig. 12.- Glucstisis. (95)
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1.3 CARACTERISTICAS ANTIGENICAS

1.3.1 ESTRUCTURA ANTIGENICA

Los antigenos O, K, H son los fundamentales para la serotipificacion por la gran
variedad de su composicion quimica y estabilidad antigénica. Las propiedades de estos
antigenos son relativamente estables porque estin determinadas cromosomicamente. Esta
serotipificacion es til para establecer con mayor precision la identificacion de cepas aisladas
durante brotes y epidemias. (124}

Como muchos antigenos O, K, H pueden combinarse en formas diferentes, el
nimero de serotipos posibles es muy elevado. Algunos son mas comunes que otros tanto
entre los serotipos especiales asociados a enfermedad como entre la flora del colon normal.
Por esta razdn casi todos los laboratorios comunes usan sélo un nimero limitado de
antisueros que corresponden a ciertos serotipos patogenos. Un anilisis mas detallado debe
hacerse en centros especializados. {124)

ANTIGENO H

ANTIGENO K ANTIGENO O

ANTIGENOS

Fipg. 13.- Estructura Antigénica (51)
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Inicialmente las cepas de E.coli eran designadas por sus tres tipos de antigenos (O, K
¥ H), pero actualmente el antigeno K se elimina del nombre. El término “Serotipo” se utiliza
solamente cuando se presentan ambos antigenos, O y H. Si el antigeno H no es identificado,
entonces el término correcto a emplear serd “Serogrupo™. (61)

Se conocen aproximadamente 170 antigenos O y 55 antigenos H. pero se sabe que
tedricamente existen mas de 9000 posibles serotipos. Se ha observado, que ciertos serotipos
se encueniran solamente bajo ciertas circunstancias. El serotipo 026:H11. s¢ encuentra
cominmente como EPEC, mientras que el O157:H7, es el miembro mejor conacido de
EHEC, el 04:H5 se asocia con infecciones cn vias urinarias y el serotipo O148:H28 es bien
conocido como ETEC. (61)

[
L
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1.3.2 ANTIGENOS O (somaticos)

La pared celular esta constituida por una fina capa de peptidoglicano. recubierta por
la membrana externa compuesta de lipopolisacarido. (51)

Los antigenos son cadenas laterales de polisacaridos (LPS) formando fa columna
vertebral de los sistemas analiticos antigénicos y los cuales se caracterizan por ser moléculas
muy complejas. (124)

Estos se dividen en tres partes:
+ Lipido A 6 fraccidn interna.- Region mis proximal, y de caricter hidrofobico. (121)

Corresponde a la endotoxina y el polisacarido corresponde a las otras dos fracciones que
se identifican con el antigeno O. (51)

Esta regién es practicamente idéntica en todas las bacterias gram-negativas. Consiste en
un disacérido formado por dos unidades de glucosamina unidas por enlace p {1 — 6), pero
donde todos los grupos -OH y -NH; estn sustituidos {unidos a otras moléculas):

a.- existen 5 4cidos grasos, todos ellos saturados, con predominio de 3
hidroximiristico (un acido graso Ci4)

b.- el -OH original en 4 est4 sustituido por arabinosamina-fosfato

c.- el -OH en 1 estd sustituido por fosforil-etanolamina (94)

¢ Fraccibn central u oligosacédrido medular.- También llamado corazdn o nicleo, se une
al lipido A a través del -OH en 3. Se encuentran dos fracciones:

a.- Ia fraccion del nicleo interno, a base de dos tipos de azicares exclusivos de
Gram-negativas: 2-ceto-3-desoxioctdnico (KDO) y L-glicero-Dmanvhepiosa (Hep).
Alguna de las Hep y alguno de los KDO pueden a su vez estar unidos a fosforil-
etanolamina. Esta regién es muy rica en grupos cargados, especialmente con carga
negativa (de los fosfatos y KDO}

b.- La fraccién del micleo externo, constituido a base de hexosas fglucosa,
galactosa, NAG). (121)

[mer @ ealfi-AcETIL GLUCOSAMPIA- GALACTOSA-GLUGOSA-HEPTOEA-KDT HLIPIGG A
H T
H i

1 1
Fraccidn externa Fraccion central Fraccion nterna
cadena de okgosacarides
"

1 1

1
! : !
i ] i

Polisacdrido Lipido

Fig. 14.- Estructura del antigeno “O”. (51)
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e Fraccion externa o cadena lateral especifica.- constituida por cadenas terminales de
polisaciridos, que son responsables de la especificidad, de manera que las diversas
especies de enterobacterias se pueden dividir en grupos Q. (51)

Estos polisacaridos se proyectan hacia ¢l cexterior celular, constituye al Ag O y
consiste en la repeticidn (hasta 40 veces) de unidades tri- letra- o pentasacaridicas. {121)

De todas estas regiones la tnica indispensable para la viabilidad es el Lipido A. Los
mutantes incapaces de sintetizar las cadenas laterales o el oligosacirido medular dan
colonias rugosas y estan afectados en distintas propiedades biologicas, pero pueden
sobrevivir. (94)

Las funciones del LPS son:

1.- Papel estructural- et LPS es ¢l componente esencial de la membrana externa. La porcién
hidrofébica (cadenas de 4cidos grasos del lipido A) se proyectan hacia el interior de esta
membrana. Precisamente es la estructura del lipido A la principal responsable de la menor
fluidez de dicha membrana, y por lo tanto de la mayor resistencia fisica. (121,115,163)

2.- A su vez, la propiedad anterior hace que sea menos soluble a detergentes y mas
resistente a disolventes organicos. (121,115,163)

3.- Es menos permeable a muchas moléculas hidrofébicas, incluyendo antibi6ticos, debido a
las largas cadenas laterales hidrofilicas. (121,115,163)

4.- Se une a cationes de divalentes (Mg™™ o Zn™"}, lo que contribuye a la mayor estabilidad
de la membrana externa. Esta presencia de cationes suministra un ambiente adecuado para
muchas funciones de la pared celular. (121,115.163)

5.- El LPS constituye la endotoxina de las bacterias gram-negativas. La funcién como
endotoxina se debe a la regién del lipido A. Sus propiedades como endotoxina estan en €l
origen de muchos sintomas patoldgicos propiciados por patdgenos gram-negativos:

Pirogenicidad (induccion de fiebre)

Hipotension

Choque letal por fallo cardiaco {en casos graves)
* Actividad necritica de tejidos. (121)

Igualmente presenta efectos beneficiosos: estimula una seric de mecanismos
defensivos del hospedador, incluyendo la activacion del complemento, que puede ocastonar
la lisis de la bacteria y mejora las propiedades de los fagocitos. (94)
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A pesar del nombre de endotoxina, el LPS no es intrinsecamente 16xico, sino que su
efecto depende de la respuesta del hospedador. El macrofago, responsable de la mediacion
de los efectos del LPS, posee receptores de membrana para detectar el LPS bacteriano, y en
respuesta a €1, libera una serie de moléculas mediadoras (citoquinas) que actian a su vez
sobre diversas partes del sistema inmunitario. Los efectos negativos se deben a
comportamientos no controlados desencadenados en el propio sistema inmunitario. (94)

6.- El LPS. y concretamente las cadenas laterales constituyen el antigeno somadtico O, cuya
especificidad viene determinada por la secuencia repetitiva de azcares. Esta porcion
condiciona la virulencia de las bacterias gram-negativas patogenas, por lo que debe ser
esencial en la interaccién hospedador-parésito. (121)

CENTRO

P LIPIDO A

LPS

Fig. 15.- Estructura lipopolisacirida de la membrana. (1i3)

Es la inmunogenicidad de las unidades repetitivas de polisacaridos lo que le confiere
al antigeno O su especificidad. Un gran nimero de antigenos O presentan reacciones
seroldgicas cruzadas, o son idénticas, tanto quimica como seroldgicamente (ambas) al los
antigenos somdticos de otros microorganismos, como sucede con cepas de Shigelia y de
Salmonella. E.coli Q111 y Salmonella O35 se encuentran cercanamente relacionadas.
Algunas E.coli carecen de estas cadenas laterales repetidas y se convierten en auto-
aglutinables. (94)
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1.33 ANTIGENOS K

4

Estos antigenos presentan moléculas polisacéridas con grupos 4cidos, forman
cdpsulas bien definidas que pueden verse al microscopio. (113) Estas intervienen en la
accién patégena por sus propiedades antifagocitarias, esto es, interfieren en la fagocitosis y
en la actividad bactericida del suero. (66)

La cépsula bacteriana esta constituida por polimeros orgdnicos sintetizados por la
propia bacteria, qu¢ se segregan y depositan por fuera de la pared bacteriana. Los
principales componentes son polisaciridos complejos, formados por una mezcla de
maonosacéridos y acidos urénicos., a los cuales se asocian en ocasiones aziicares aminados y
acetilados. Contienen gran cantidad de agua (hasta el 90%). Los aziicares mds habituales
que constituyen los polisacaridos son la D-glucosa, D-galactosa y D-manosa. En Jos
polisacaridos capsulares se encuentran aminoazicares y 4cidos urdnicos como: &cido
glucurénico, 4cido galacturdnico v dcide manourdnico. La informacién genética necesaria
para la biosintesis de esta estructura radica en el DNA cromosémico. (51)

La cipsula protege la mayoria de las bacterias de la fagocitosis. La virulencia
desaparece en ¢l momento en que se pierde la capsula. La cipsula impide o dificulta la
fijacién de bacteriéfagos y que los antimicrobianos puedan llegar a la pared, a la membrana
citopldsmica o al interior del citoplasma, para ejercer su accion antibacteriana. (51)

Anteriormente, las capsulas K se dividian en tres, dependiendo de su sensibilidad a}
calor:

1.- Antigeno K, Tipo A
2.- Antigeno K, Tipo B
3.- Antigeno K, Tipo L (51)

La aglutinabilidad del Tipo A es inactivada por calor a 121 °C durante una hora,
mientras esto hace al antigeno O aglutinable. Para los Tipos B y L, el calor a 100 °C es
adecuado. El poder de unién def anticuerpo de B no se desactiva a 121 °C, mientras que el
Tipo L se inactiva a 100 °C durante una hora. (61}

El antigeno K Tipo B enmascara la aglutinabilidad O de los cultivos vivos, por esta
razdn, es necesario hervir el cultivo antes que se puedan determinar los antigenos O. Los
antisuercs OB contienen aglutininas para los antigenos O y para los B; los antisueros O se
emplean s6lo cuando el antigeno B ha sido destruido por el calentamiento. (158)
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Actualmentc se ha realizado una tevision a la clasificacion de los antigenos K.
recomendando la supresion del antigeno B, que no se puede separar completamente del
antigeno O, y la conversion del antigeno proteico L en antigeno F por haberse demostrado
que corresponde a Fimbrias, de manera que el antigeno K queda limitado al antigeno
polisacarido acidico, (158)

Los antigenos K pueden determinarse por medio de:

 Hinchazon Capsular.- la capsula se hace visible por la adicion de antisuero especifico o
por el desarrollo de lineas de precipitina empleando antisueros especificos por
inmunoelectroforesis de contracorriente (CIE).

» Aglutinacion Bacteriana.- debido a la presencia de otros antigenos en superficie, esta
prueba puede dar resultados dificiles de interpretar.

e Microscopia Electrénica.- se determinan por medio de cdpsulas o microcapsulas bien
definidas. {124)
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1.3.4 ANTIGENOS H

Las cepas moviles presentan antigenos flagelados proteicos y termolabiles, de

importancia en la clasificacién de serotipos, ya que les confieren la especificidad antigénica
H. (36,51)

Fig. 16.- Flagelos. {51)

Los flagelos se encuentran distribuidos, en E.coli, sobre toda la superficie bacteriana
(peritricas), y se componen de tres partes:

1.- Filamento
2.- Codo o manguito

3.- Corpusculo basal (36,51}

Fig. 17.- Estructura de un flageto (51)
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El filamento es la parte externa y conecta con el codo en la superficie bacteriana, Se
forma por una proteina contrictil, la flagelina. Esta proteina especial se compone de
monémeros o subunidades idénticos, dispuestos de forma helicoidal en 6 u 8 hileras
alrededor de un ¢je cilindrico hueco. (36,51)

El codo esta compuesto de una unidad proteica simple. Es mas estable que el
filamento a pH bajo, altas concentraciones de urea, solventes organicos y agentes
desnaturalizantes. En E.coli tiene 45 nm de longitud y estd compuesto de 6 filamentos
helicoidales concéntricos. (51)

El corpusculo basal esta formado por dos pares de discos. Uno de estos pares se
sitia en la membrana citoplasmica: el anillo M se inserta dentro o justamente por debajo de
ella y el anillo S se sitha inmediatamente por fuera de la membrana y queda posiblemente
adherido a la superficie mas interna de la capa de peptudoglucano. E! otro par se adosa
sobre la pared bacteriana: el anillo P en el peptiglucano y el L en el lipopolisacérido. (36,51)

La diversidad antigénica esta basada en los diferentes tipos de flagelina presente en la
estructura flagelar. Muchas E.cofi, en su primer aislamiento, son apenas modviles 0 no
moviles. Sin embargo, al pasar a través de un agar semisélido obtienen completa movilidad,
Soélo estas cepas pueden identificarse con el antigeno H. De lo contrario, se denominan NM
{no moviles) o H-, (61)

La determinacién serologica se hace mediante técnicas de aglutinacion. {(124)

1.3.5 ANTIGENOS DE FIMBRIAS O ANTIGENO F (PILI)

Las cepas que contienen fimbrias presentan antigenos proteicos relacionados con la
capacidad de adherencia en las células epiteliales. Serologicamente son heterogéneos y
permiten dividir las cepas en serotipos F. (51)

Las fimbrias son los factores de adherencia mayormente estudiados. Iniciabmente
algunos se designaban, errdneamente, como antigenos K. Los casos mds notables fueron
K88 y K99. En otros términos, basados en su funcidon, se incluyen los Factores de
colonizacion (CFA). Las Fimbrias Tipo I, son producidas por diferentes cepas de E.coli,
tanto comensales como patogénicas, algunas adhesinas fimbriales 0 no fimbriales se
encuentran frecuentemente asociadas con condiciones patologicas, tejidos u hospederos
especificos. Generalmente, las fimbrias son estructuras de 5-7 nm de didmetro, pero las hay
de menos de 4 nm. (129)
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El potencial adhesivo de las fimbrias esta determinado por la localizacién de dicha
adhesina, ya sea en el extremo de la fimbria, o a lo largo de ésta. La fimbria P, que se une al
antigeno P del grupo sanguineo, tiene en sus extremos fibras complejas arregladas de tal
manera que se adhieren receplor correspondiente por medio de la adhesina PapG. Algunas
fimbrias como CFA/I, K88 y K99 estdn compuestas por una sola subunidad. En CFA/I, se
encuentra expuesto el receptor en el extremo de la fimbria, mientras que K88 y K99 poseen
receptores multivalentes a todo lo largo de su estructura. (129)

Como algunas cepas presentan sus fimbrias capsuladas, es ventajoso encontrar el
receptor en el extremo de las mismas. Los receptores de las adhesinas tienden a estar
compuestos por carbohidratos, los que las hace muy especificas. Se ha establecido que CFA
es una fimbria exclusiva para humanos, mientras que K88 y K99 lo son para ganado porcino
¥y vacuno respectivamente. (129)

Intimina.- Esta proteina de membrana presenta un papel muy importante en las
infecciones causadas por EHEC y EPEC. Después de presentarse la adherencia a las células
epiteliales por medio de adhesinas, sefiales de transduccién provocan fosforilacién de
proteinas de las células del hospedero, asi como incremento en los niveles de calcio
intracelular trifosfatos de inositol. La intimina es e} producto del gen cromosomal eaeA,
cuya presencia es un imporante factor de virulencia para EPEC y EHEC. Como resultado
de la fosforilacién de tirosina de las proteinas celulares del hospedero, la intimina reorganiza
los clementos citoesqueletales. En particular, actina filamentosa forma pedestales en forma
de copas directarmnente debajo de la bacteria. (129)

Estos ejemplos demuestran ef importante papel que juegan los mecanismos de
adherencia en la patogenicidad de E.coli. (129)
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1.3.6 SEROTIPOS DE E.coli

Serotipos O:H

Tipo de £.coli

Serotipos O:H-

018:H7, O20:H26,

Serotipos EPEC

026, 055, 086, 091, O111,
0119,0125, 0126, 0127,

020, 025, 016, 0173

0128

055:H6, 055:H7, 086:H27,

020:H34, O25:H1,
026:H11, O44:H34,

086:H34, O91:H7,
Oi11:H2, O111:H12,
O114:HI0, OF14:H32,
0119:H6, 0125:H21,
0126:H2, 0127:H9,
0127:H21, 0127:H40,
0128:H2, O128:H7,
0O128:Hg, O128:H12,
0142:H6, 0158:H23.
06:H16, O8:H9, 011:H27,

Serotipos ETEC

O15:H11, 025:H42,
027:H7, O78:HI,

078:H12, 0128:H7,
(0148:H28, 0149:H10,
0159:H20, 0148:H23
016:H6, 026:H11,

Serotipos EHEC 04

, 05, 098, 0111, 0125,
0145, 0157, 0172

026:H21, 026:H32,
O46:H31, O48:H21,
055:H7, O91:H10,
091:H21, O111:H2,
O111:H8, 0113:H21,
O117:H14, O1i8:H12,
O119:H6, O126:H8,

0128:H2, O157:H7
0124:H30, 0124:H32,

Serotipos EIEC

028,0112, 0124, 0136,
(143, 0144, 152, 0159

0167:H4, O167:H5
O77:Hi8, O126:H27,

Serotipos EAggEC

07,086

01, 07,018, 075

0127:H2
O1:H4, O1:H6, O1:H7,

Serotipos UPEC

O2:H1, O2:H4, 04:H5,
06:H1, O7T:H4, O7:H6,
O18:H7, 022:H1, O25:H1,
Q75:H5

02:H6, 0103:H2

Serotipos EPEC en conejos

015

Serogrupos de septicemia

035, 078, 086, 0101

08, 09, 015, 020, 026,

3

0115, 0117. 0119
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Serogrupos de septicemia en | 015, 026, 035, 086, 0115,

ganado ovino 0117, 0119, 0137
Serotipos ETEC en ganado | 09, 020, 045. 0101, 0138 O8:H19, O138:H14,
porcino O139:Hi, 0141:H4,

O147T:H1%, 0149:H10

Cuadro 2.- Serotipos conocidos de E.coli (61)

Actualmente, el ntimero de antigenos O conocidos es de 173, el nimere de antigenos
K es de 103 y el niimero de antigenos H es 56. (61)

1.3.7 VARIACIONES GENOTIPICAS

Es frecuente la presencia de variaciones genotipicas debido a mutaciones o
mecanismos de transferencia genética, que pueden llegar a afectar la constitucién antigénica,
asi como los caracteres bioquimicos. (51)

La pérdida de la fraccién terminal del polisacérido que confiere la especificidad del
antigeno O, pérdida del antigeno H y aun la aparicién de nuevos antigenos, como
consccuencia de fendmenos de conversion lisogénica o de transferencia gendtica,
cromosdmica o plasmidica, son ejemplos de variaciones antigénicas por mutacién. Estas
variaciones pueden afectar a cualquiera de los antigenos presentes, (51)

También se pueden producir variaciones en las propiedades bioquimicas, comno en la
capacidad de fermentar un determinado azicar, produccién de exotoxinas y en la
sensibilidad o resistencia a los antibiéticos. (51)

Estos fenémenos de variacién explican las dificultades que existen en la clasificacion
de las enterobacterias, ya que los géneros son dificiles de delimitar por la existencia de cepas
que presentan caracleres atipicos e intermedios, ademis de las amplias posibitidades
patogenas con la aparicién de cepas resistentes a los antibiéticos, que se producen en la
mayoria de los casos por transferencia plasmidica (factor R); en el curso de! tratamiento por
antibiéticos se seleccionan cepas resistentes de otras bacterias, que pueden colonizar ta
mucosa intestinal y transferir los factores de resistencia a enterobacterias oportunistas,
creando el problema de las infecciones hospitalarias por gramnegativos. (51)
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2.1 PATOLOGIAS CAUSADAS PORE. COLI

Escherichia coli, que forma parte de la flora normal comensal del tubo digestivo,
causa infecciones oportunistas y problemas gastrointestinales cuando se encuentra en
cantidades excesivas o se vuelve enteropatogena. Entre algunos de los sistemas que puede
afectar E coli se encuentran : Sistema Nervioso Central, Vias Respiratorias, Vias Urinarias e
incluso piel y tejido conectivo. (169)

El origen de estas afecciones se debe al paso del agente desde el canal intestinal hasta
la circulacion por: 1} lesiones en la mucosa entérica, 2) aumento apreciable de virulencia del
microorganismo 3) baja resistencia del huésped atacado, asi como un individuo en
tratamiento inmunosupresivo, especialmente en personas de edad avanzada, nifios o
personas en etapa terminaj de una enfermedad. (169}

E.coli es frecuentemente asociado con sepsis bacteriana, meningitis neonatal,
infecciones de vias wrinarias y gastroenteritis adquirida por alimentos no preparados
higiénicamente. La mayor parle de las infecciones son enddgenas, con excepcién de la
gastroenteritis, esto es, que la flora microbiana normal del individuo es capaz de establecer
la infeccion cuando las defensas del huésped estan comprometidas. (169)

También pueden encontrarse como sapréfitos en el medio externo, que normalmente
no se comportan como patdgenos, pero, cuando se presentan factores predisponentes,
pueden dar lugar a cuadros clinicos diversos, por lo general fuera del aparato digestivo. En
su mayoria son cepas resistentes o multirresistentes a los antibidticos, que generalmente es
necesario administrar para la curacién del proceso. (170)

Las variantes bacteriolégicas son del tipo enteropatGgeno, enterotoxigénico,
enterpinvasor y enterohemorragico, cuya importancia clinica radica en la elevada
morbimortalidad que tiene cuando no son diagnosticados oportunamente. (169)

Estas bacterias no forman parte de la flora normal intestinal, pero pueden dar lugar a
procesos diversos en huéspedes normales, en su mayoria en el tubo digestivo (enteritis). Se
caracterizan por su sensibilidad a gran niimero de antibidticos, que no siempre es necesario
administrar. {170)
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2.1.1 ACCION PAT(')EENA

2.1.1.1 ADHERENCIA

La adherencia es un fendémeno de superficie que supone la interaccion de la bacteria
con la célula. En la mayoria de los casos se considera un fenémeno especifico como
consecuencia de la combinacién de sustancias presentes en la superficie de las bacterias o
adhesinas con receptores de la superficie de las ¢élulas. {170)

s Adhesinas.- Son compuestos de la superficie de las bacterias que actian de
mediadores del fenémeno de adherencia. Las adhesinas se encuentran asociadas
con estructuras superficiales como las fimbrias o pili comunes, o con diversos
componentes de la membrana externa (antigenos). (170)

En las bacterias gram-negativas, la adherencia es debida a la presencia de
adhesinas en las fimbrias o en otras estructuras de la membrana externa. (170)

Fimbrias- son apéndices filamentosos de naturaleza proteica frecuentemente
portadoras de adhesinas, que presentan la propiedad de combinarse con receptores
de naturaleza polisacirida localizados en la superficie de las células epiteliales. Las
fimbrias se pueden diferencias por una serie de caracteres como el tamafio, peso
molecular, composicién en aminoacidos y poder inmunogénico y, ademds, en
relacién con la presencia de adhesinas, por la capacidad de fijacion selectiva en los
receptores de diversas células. (170)

1. Adhesinas Manosa Sensibles MS.- o fimbrias de tipo 1, son las mis
frecuentes y difundidas en las bacterias gram-negativas. Presentan la propiedad de
combinarse con receplores que contienen D-manosa que se encuentran en muchas
glucoproteinas que existen en el moco, en gran nimero de células, inchidos
fagocitos, produciendo el fendmeno de hemaglutinacidn, reaccién que es inhibida por
la adiciéon de D-manosa al medic o de sustancias analogas. Estas fimbrias, por su
capacidad de unirse a diversas células y tejidos, se consideran poco relacionadas con
¢l poder patégeno, pero intervienen en ¢l proceso de celonizacion. (170)

2. Adhesinas Manosa Resistentes MR.- son menos frecuentes y difundidas
y se caracterizan por producir aglutinacién ain en presencia de D-manosa. No
forman un grupo homogéneo. sino que agrupan todas las fimbrias que se combinan
con receptores especificos gue no contienen manosa, es decir, un grupo heterogéneo
en el que se incluyen diversos tipos de fimbrias. (170)

Hay que seiialar que las fimbrias K88 y K987 P relacionadas con la diarrea de
los lechones, K99 con la diarrea de bovinos vy los factores de colonizacion CFA 1,
CFA 1l y Egprs relacionados con la diarrea humana. (170)
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La sintesis de fimbrias esta codificada por genes localizados en el cromosoma
o0 en plismidos y que su expresion fenotipica estd modulada por factores ambientales
(temperatura, pH, nutrientes, fase de crecimiento, presencia de antibiéticos, etc.).
Las fimbrias MS y las fimbrias P estin codificadas por genes localizados en el
cromosema, mientras que las adhesinas MR asociadas con la accion patdgena en el
intestino del hombre son codificados por plasmidos. (170)

¢ Receptores - Son compuestos que existen en la superficie de las células animales,
que se combinan especificamente con las adhesinas bacterianas. Los receptores
para las bacierias gram-negativas se encuentran en los carbohidratos de la
membrana y del gel mucoso, y se identifican sus lugares combinantes con residuos
de azicares (entercbacterias), o polimeros mds complejos (E.coli), con una
configuracion complementaria de las adhesinas. {170)

Los residuos de azicares constituyen el sitio active del receptor, que a su vez
forma parte de moléculas de glucoproteinas o de glucolipidos (ganglisidos,
globésidos). La adherencia requiere ¢t contacto de la bacteria con la célula, pero,
como ambas superficies son electronegativas, se crea una fuerza de repulsién, que
sdlo es neutralizada en parte por débiles fuerzas de atraccion (Van der Waals,
enlaces i6nicos, enlaces de hidrégeno, interacciones hidrofébicas), lo que da como
resultado la formacion de una barrera electrostatica que dificulia la aproximacion. La
presencia en la superficie de la bacteria de moléculas hidrofébicas y en especial de
adhesinas, que por su pequefio tamafio no estan sujetas a las fuerzas de repulsion,
permite neutralizar esta barrera y facilitar el contacto. (170)

Las adhesinas presentan configuraciones complementarias de los receptores
celulares, lo que les permite aproximarse a distancias cortas, combinarse en forma
esteroespecifica y formar numerosos enlaces independientes que aumentan la
fortaleza de unién. (170)

Una vez producida la adherencia, la bacteria puede a su vez adherirse a otras
bacterias de la misma o diferente especie por un mecanismo semejante, dando lugar a
la formacidn de microcolonias o de cimulos de bacterias en la superficie, lo que
fortalece y estabiliza la colonizacién, (170}

2.1.1.2 TOXINAS

Al igual que todas las enterobacterias, presenmtan una endotoxina ligada al
lipopolisacarido, en especial al ligido A, responsable de la accion pirdgena y de las
alteractones vasculares que se producen en las infecciones generalizadas. Ademés, algunas
cepas producen exotoxinas responsables de la produccion de diarreas, cuya sintesis esta
codificada por la presencia de plésmidos (Ent’), que a su vez pueden contener genes
asociados con la capacidad de adherencia y otras propiedades (produccién de colicinas,
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hemolisinas y resistencia a los antibiéticos).Se conoce la existencia de una enterotoxina
termoldbil y una termoestable. Pueden producir enterctoxinas que actiian ya por accion
toxica directa sobre las células del epitelio intestinal o del endotelio funcional (enterotoxinas
citotéxicas) o produciendo un estimulo funcional, generalmente a través del fermento
adenilciclasa (entorotoxinas citoténicas). (136,142,170)

2.1.1.2.1 EXOTOXINAS

Son toxinas de naturaleza proleica que se sintetizan en el citoplasma durante la fase de
desarrollo logaritmico de Iz bacteria, se transportan a través de la membrana citopldsmica y
se liberan al exterior ya de forma directa o mediante la formacion de vesiculas. La sintesis de
la toxina es codificada por el ADN plasmidico. (136,142)

Las exotoxinas son muy labiles. Por accién del calor se inactivan con rapidez; el
tratamiento por formol, en determinadas condiciones de temperatura, pH y tiempo, hace
perder su toxicidad, conserva su poder inmundgeno y las transforma en toxoides de gran
importancia en la preparacién de vacunas antitoxicas. La pérdida de la toxicidad parece
debida al bloqueo de los grupos amino libres por ¢l aldehido formico. (136,142)

Presentan un poder antigénico elevado, pues la administracion de toxoides por via
parenteral induce la formacidn de anticuerpos que neutralizan ia accién de la toxina y se
combinan segin la ley de las proporciones muiltiples. Son anticuerpos antitdxicos o
antitoxinas, que constituyen la base para la preparacién de sveros antitéxicos y aun de

inmunoglobulinas especificas de gran interés para la prevencién y tratamiento de estos
cuadros. (136,142)

2.1.1.2.2 ENTEROTOXINAS

Exotoxinas de accién especifica sobre las células intestinales, que dan lugar a la
produccion de diarrea. Se han clasificado en enterotoxinas citotdnicas cuando sélo
producen alieraciones funcionales en ¢l metabolismo del enterocito y enterotoxinas
citotoxicas cuando producen alteraciones anatémicas o necrosis E.coli produce dos tipos
fundamentales de enterotoxinas citoténicas. TL y TS. (136,142,170)

» Enterotoxina termolibil TL (PM 86.000). Es una toxina semejante a la colérica
en cuanto a composicién, estructura, propiedades inmunologicas y mecanismo de
accidn, que se diferencia por estar codificada por plasmidos (plasmidos Ent).(170)

Esta producida por las E.coli enterotoxigénicas y da lugar a diarrea. Estas
cepas para producir enfermedad deben presentar los factores de colonizacion CFA ya
antes mencionados. (170)
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Esta toxina ejerce su efecto patégeno al estimular la enzima adenilciclasa de

las células epiteliales de] intestino delgado, lo que causa aumento de la concentracion
intracelular de AMP ciclico (3,5-adenosinmonofosfato ciclico) y como efecto final,
inhibicion de la absorcién de sodio e incremento en la secrecidn de cloruros,
bicarbonato, potasio y agua hacia la luz intestinal. (67)

Enterctexina termoestable TS. Las cepas de E.coli enterotoxigénica también
pueden sintetizar una toxina termoestable de menor pese molecular (1.900) y de
escasa capacidad inmundgena, que se fija a un receptor diferente de las células del
yeyuno ¢ ileon y actha por un mecanismo distinto, activando el fermento
guanilciclasa que produce un aumento de la produccion de GMPc (guanin-
monofosfato ciclico} y la aparicién de diarrea. (67)

Verotoxina. Enterotoxina citotdxica semejante a la toxina de Shigella
dysenteriae | producida por el serotipo 0157 de E.coli, que tiene accion sobre las
células endoteliales de los vasos sanguineos intestinales dando lugar a diarreas
hemorrigicas. (67)

2.1.1.2.3 ENDOTOXINAS.

Son toxinas localizadas en estructuras superficiales de la bacteria, que se pueden

liberar

durante la fase de crecimiento, pero sobre todo por lisis de Ia célula bacteriana.

Las endotoxinas presentan las siguientes caracteristicas: {170)

Toxicidad y accién inespecifica.- Su toxicidad es menor que la de las
exotoxinas. La administracién de endotoxinas produce una gran variedad de
manifestaciones biologicas, gque son semejantes para todas las bacterias gram-
negativas, pero difieren segin la dosis y especie. Las manifestaciones mis
importantes sor:; {136,142,170)

a. Fiebre.- La administracion de pequefias cantidades de endotoxina por via
intravenosa o intramuscular produce fiebre que alcanza el maximo a las 3
horas (accién pirdgena). La endotoxina es captada por los fagocitos
(polinucleares y monocitos) que liberan un factor pirégeno, de accién
sobre el centro termorregulador del hipotalamo. La produccién de ficbre
es una prueba muy sensible, que se emplea para la demostracion de
endotoxina en los liquidos y productos que se administran por via
parenteral. (136,142,170)

b. Leucopenia, leucecitosis y trombopenia.- La endotoxina aumenta la
adherencia de los leucocitos al endotelio capilar y produce una leucopenia
inicial, seguida de leucocitosis compensadora. También se absorbe en las
plaquetas y da lugar a fendémenos de agregacion y lisis plaguetaria, con
liberacion de sustancias vasoactivas, que junto con la despranulacién de
los leucocitos son las responsables de las alteraciones vasculares. (170)
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c. Alteraciones vasculares, shock y aceion letal.- La administracion por via
intravenosa de dosis mayores produce, ademas de fiebre, leucopenia y
trombopenia, alleraciones vasculares ¢ hipotension, y si la dosis es muy
elevada, se puede presentar un cuadro grave con diarrea sanguinolenta,
postracién y colapso, que generalmente aboca a la muerte por shock
séptico y coagulacion intravascular diseminada. En estos casos se produce
vasoconstriccion  periférica con formacion de microembolias, que
ocasionan un déficit de rrigacion tisular, anoxia y necrosis. {136,142,170)

El hombre presenta la méxima sensibilidad a la endotoxina, que aumenta con la edad.
Normalmente se producen pequeiias cantidades de endotoxina a partir de la flora gram-
negativa del tubo digestivo, que por via portal legan al higado donde son captadas por
las células del SER que las metabolizan. Pero en las bacteremias y sepsis por bacterias
gram-negativas s¢ produce el paso directo de endotoxina a la circulacién general, donde
puede manifestar su accibn toxica coadyuvando al cuadro patologico con diversas
manifestaciones, que pueden llegar al shock séptico y a la coagulacién intravascular
diseminada, segin la cantidad de endotoxina liberada y su concentracién en sangre
periférica. (170)

La patogenia es el resuliado de la activacién e interaccién de diversos sistemas de
proleinas plasmédticas, en especial de los sistemas del complemento, coagulacion,
fibrinélisis v quininas. La endotoxina activa:

a. Elsistema del complemento por la via aliernativa, liberando fragmentos de
C3a y C5a, que presentan una doble accién, quimiotactica o de atraccion
de los leucocitos y anafilotéxica con desgranulacion de los polinucleares y
células cebadas y liberacion de productos lisosomicos y sustancias
vasoactivas. (170)

b. La agregacidn y lisis plaquetaria, con liberacidn de sustancias vasoactivas
¢histamina, serotonina, quininas), que son responsables del aumento de la
permeabilidad vascular, vasoconstriccidn periférica y produccion del
shock. (170)

c¢. El factor de Hageman (factor XII de la coagulacién), que a su vez
activaria:

1.- El sistema intrinseco de coagulacion (protrombina — trombina),
que transforma el fibrindgeno y mondmeros de fibrina en fibrina.

2.- El sistema de fibrindlisis, descomponiendo la fibrina y formando
complejos entre los productos de degradacion de la fibrina y los mondmeros
de la fibrina, que junto con la agregacion plaguetaria da lugar a los fendmenos
de coagulacion intravascular diseminada. (170}
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2.1.1.3 ANTIGENOS

Las enterobacterias contienen antigenos estructurales de superficie, que son
lipopolisacaridos y proteinas de algunos serogrupos (antigenos O), los antigenos capsulares
(Antigenos K) y las fimbrias (antigenos F) actiian por sus propiedades antifagocitarias e
inhibidoras e las sustancias bactericidas del suero y son responsables de la virulencia de las
cepas invasivas, o por su capacidad de adherencia. (170)

Interferencia en la fagocitosis: Los microorganismos capaces de producir enfermedad
poseen [a habilidad de interferir en los mecanismos de fagocitosis:

» Destruccion de fagocitos.- El mecanismo mas efectivo para evitar la
fagocitosis es la destruccidn de la célula fagoeitica. Algunos microorganismos se
multiplican en los tejidos y liberan sustancias solubles que son letales para dichas
células; en otros casos la destruccién del fagocito se efectia después del contacto
con ¢l microorganismo; algunas veces exhiben su accién litica una vez que han sido
fagocitados, liberando sustancias t6xicas que pasan al citoplasma de la célula
hospedera; otros se replican dentro del macréfago y frecuentemente lo destruyen.

 [nhibicién de la quimiotaxis o de la movilidad de las células fagociticas.-
Algunas sustancias inhiben la locomocién de los pelimorfonucleares y de los
macréfagos suprimiendo la quimiotaxis. En estos casos los microorganismos evitan
¢l desplazamiento de los fagocitos en forma eficiente y como resultado el huésped es
menos capaz de congregar polimorfonucleares y macréfagos al sitio de infeccién.
(67)
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2.1.2 PRINCIPALES SINDROMES _CLiNlcos

e
B ——————————

2.1.2.1 SEPTICEMIA

Es la presencia de bacterias en la sangre (bacteremia) y estd asociada con
enfermedades severas. La septicemia es una infeccion seria, de progreso ripido que amenaza
la vida y surpe de manera secundaria a infecciones localizadas del aparato respiratorio,
genitourinario, gastrointestinal o de la piel mas los focos de infeccion primaria se dan a partir
de vias urinarias o por diseminacidn del microorganismo desde infecciones del tubo
digestivo inferior. E.coli al igual que Klebsiella, son hoy la causa mds comin de septicemia
en pacientes hospitalizados. (169)

Puede preceder o coincidir con infecciones del hueso (osteomielitis), sistema
nervioso central {meningitis) o de otros tejidos. Este padecimiento puede llevar al paciente a
shock séptico y muerte. La septicemia, en asociacién con microorganismos causantes de
meningitis, produce shock, colapso adrenal y coagulopatia intravascular diseminada. (100)

El comienzo de una septicemia se anuncia con altas fiebres y escalofrios, ageleracidn
de la respiracion y del ritmo cardfaco, apariencia de estar seriamentc enfermo (intoxicacién)
y sensacion de muerte. Estos sintomas progresan réapidamente hasta shock con pérdida de la
temperatura corporal (hipotermia), caida de la presion arterial, confusién, entre otros
cambios del nivel de conciencia y lesiones hemorrdgicas en la piel (equimosis). (100)

2.1.2.1.1 SINTOMAS

Los sintomas que presenta este padecimiento son los siguientes:
1} Fiebre.
2} Escalofrios.
3) Apariencia de enfermedad aguda,

4) Cambios en estado mental como: irritabilidad, ansiedad, agitacion o falta de respuesta
verbal.

5) Shock como: falta del habla, piel fria y pegajosa, palidez, cianosis.

6) Anormalidades en la picl como equimosis (generalmente lesiones largas, aplanadas,
amoratadas que no se¢ blanquean cuando se presionan), gangrena (cambios en las
extremidades que sugieren el decremento o la falta de flujo sanguineo).

7) Decremento o ausencia de orina. (100)

Un exdmen fisico muestra hipotensién (baja presion arterial), hipotermia (baja
temperatura corporal) y signos asociados con enfermedades como meningitis, neurnonia,
entre otras. Los exdmenes que se realizan para confirmar la infeccion son: hemocultivo,
urocultivo, cultivos de lesiones cuténess, cuenta de plaquetas, niveles de fibrinégeno y pases
en sangre. (100)
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2.1.2.2 INFECCIONES DE VIiAS URINARIAS (IVU)

E.coli es el causante del 80% de infecciones urinarias adquiridas en ta comunidad o
en ¢l medio intrahospitalario. La capacidad bacteriana de resistencia a la agresion de Jas
células sanguincas produciendo hemolisinas y la de unirse a células uroepiteliales, se asocia
con incremento de virulencia y desarrollo de infeccion. Los antigenos K mas cominmente
asociados a infecciones del tracto urinario K, K;, K, Ks, Kiz, K. Tipos O involucrados:
01, 0z, 04, Os, Os, Os, Oy, O13, 023, Ozs y O5. (115)

Una vez confirmada la infeccidn de vias urinarias, es necesario, definir el sitio de
infeccion y las repercusiones en la salud de quien la padece. Las vias de entrada son: a)
hematdgena; b) ascendente urinaria y ¢} linfitica. (140)

Los factores predisponentes son reflujo vesicoureteral, obstruccion wreteral por
cuerpos extrafios (calculos, catéleres o tumores) y malformaciones congénitas. (140)

En el medio hospitalario el 96% de estas infecciones son causadas por
microorganismos gramnegativos o por enterococos. La presencia de fimbrias de E.coli es un
factor de virulencia de este microorganismo que facilita su proliferacion (140) ya que su
mecanismo de adhesividad es el primer paso antes de invadir a la célula; esta adherencia
requicre de dos factores que son un receptor y una adhesina. Los receptores se componen de
residuos especificos de carbohidratos en la superficie celular, mientras que las adhesinas son
proteinas que se encuentran en la superficie de las célufas y que interactian con los
receptores. Estas fimbrias reconocen carbohidratos como galactosa y 4cido silico en el caso
de presentarse pielonefritis. También inhiben la fagocitosis por polimorfonucleares. (67)

2.1.2.2.1 PIELONEFRITIS

Infeccién pidgena, aguda o cronica, es difusa y bilateral de pelvis renal y parénquima
subyacente. Siendo su etiologia a través de sangre, ganglios linfiticos o por infeccion
ascendente desde la vejiga. (133)

Esta inflamacién bacteriana del rifion presenta destruccién del tejido renal vy
compromiso de la via urinaria. En enfermos inmunodeprimidos puede ser caysada por otros
agentes inflamatorios. La pielonefritis generalmente es focal, a veces circunscrita a una
pequeiia zona de un rifién, pero puede extenderse a todo el rifién 0 a ambos. La pielonefritis
presenta como factores predisponentes: (97)

1) Reflujo.- Se produce cuando la orina vesical ingresa de nuevo al lumen ureteral, de
manera que la vesicula vésico-ureteral es sobrepasada en sentido ascendente, Puede ser
de diferente magnitud segiin el grado de la deformacion de la via urinaria. Causa del
reflujo, es la estasia urinaria, que a su vez se debe a malformaciones o lesiones
obstructivas adquiridas. Se denomina nefropatia por reflujo a la lesién cértico-medular
renal resultante del mecanismo de reflujo, Ja que corresponde a una hidrourcteronefrosis
frecuenlemente con pielonefritis crénica. (97)
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2) Obstrucciones.- malformaciones o lesiones adquiridas.
3) Factores metabolicos.
4) Inmunodepresién.
5} Factores quirirgicos. (97)
Las vias de propagacion a los rifiones por las que los apentes infecciosos pueden

alcanzar los rifiones son:

1) La ascendente, que es la mas comin y en que tiene gran importancia el reflujo vésico-
ureteral;

2) Hematogena,
3) Linfética, desde el intestino y vejiga y

4) Directa o por continuidad. Esta ultima es poco frecuente, se da en traumatismos con
heridas penetrantes y en procedimientos quirdrgicos. (97)

Los microorganismos patdgenos que participan en la primera infeccién de la via
urinaria generalmente pertenecen al grupo coliforme: E.colj en el 50 a 90% de los casos, no
asi en la pielonefritis cronica. (97)

La mejor manera de identificar pacientes con fiebre por infeccion de vias urinarias es
examinando los resultados del uroanilisis, definida por identificacién de 4cido
dimercaptosuccinico renal. Este pyede ser un método de seleccion suficiente para exclusion
de piclonefritis aguda en infantes atendidos por fiebre de origen desconocido. (133)

Con relacién a la pielonefritis, se hace una revision de! tipo enfisematoso, en el cual
el tejido se encuentra distendido por gases debida a las bacterias coliformes formadoras de

gases. Ocurre con frecuencia en pacientes con diabetes mellitus y/o uropatia obstructiva.
(133)

2.1.2.2.2 1VU EN YVARONES

Durante el primer afio de vida, Ia pielonefritis es méas habitual en varones y se
relacionan con malformaciones congénitas del aparato urinario. Las causas predisponentes
son la falta de circuncision y alimgntacién ep la etapa de Jactancia con Jeches
industrializadas. Los lactantes circuncisos, que ademds se alimentan del seno materno,
presentan IVU con menor frecuencia, ya que su alimentacion contiene mayor cantidad de
anticuerpos IgA, que confieren inmunidad pasiva y protegen contra diversas infecciones.
(140)

Los jdvenes que presentan IVU con frecuencia son resultado de prostatitis aguda.
Después de los 50 afios de edad las 1VU son mas frecuentes en el varon, fundamentalmente
por el crecimiento de la prostata. Esta situacion faverece la retencion de orina y con ello Ia
proliferacion de microorganismos en la vejiga. (149)

57



Capitulo It

2.1.2.2.3 IVU EN MUJERES

A la edad de 5-7 aiios, las infecciones son més frecuentes en el sexo femenino, sobre
todo al llegar a la etapa de vida sexual activa, debido a la corta longitud de la uretra
femenina que facilita el ascenso de los microorganismos infectantes hacia la vejiga. La cistitis
es mas frecuente que la pielonefritis. (140)

2.1.2.2.4 IVU SUPERIORES

Comprenden: rifiones, pelvis renal y célices; pielonefritis tanto aguda como crénica.
(140}

2.1.2.2.5 PIELONEFRITIS AGUDA

Se destacan microfocos purulentos o supurados que pueden extenderse y desarrollar

abscesos perirrenales.. En autopsias se observa asociada a una obstruccién de la via urinaria.
o7

Se manifiesta por ficbre, malestar general, lumbalgia, disuria, poliaquiuria y tenesmo
vesical. Se acompafia de reflujo vesicoureteral o de calculos en la pelvis renal. (140)

Evolucion:

1) Curacion con cicatriz. Cuando las cicatrices son grandes pueden comprometer la funcién
renal, favorecer nuevas infecciones y complicarse de hipertensién arterial,

2) Extensién en forma de perinefritis, abscesos perinefiiticos y otras septicemias.

3) Transformacion a pielonefritis crénica. (97)

2.1.2.2.6 PIELONEFRITIS CRONICA

Es una inflamacion con destruccion del tejido renal y signos de organizacion, con
fibrosis, retraccién y depresiones corticales irregulares. En un comienzo existe infiltracion
celular linfoplasmocitaria, luego se producen glomeruloesclerosis, atrofia de tubos y
esclerosis vascular. (130)

Existe una persistencia prolongada de microorganismos en el rifiégn. Una vez
infectado un rifién, su esterilizacién total es casi imposible. Se deriva de orina residual y
reflujo vesicoureteral y tiene como secucla la cicatrizacién parenquimatosa. (140}
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Evolucién:

1) Curacion con cicatrices de extensién variable. Cuando son muy grandes, se produce el
Tifion retraido pielonefritico. Las cicatrices pueden tener las mismas complicaciones que
las de la pielonefritis aguda.

2) Extension en la misma forma que la de la pielonefritis aguda.

3) Manutencion por persistencia de factores predisponentes o de microorganismos
resistentes al tratamiento.

4) La pielonefritis cronica puede llevar a la insuficiencia renal. (97)

2.1.2.2.7 IVU INFERIORES

Comprenden: ureteros, vejiga y uretra; Jas infecciones son cistitis aguda y cronica
que puede preseniarse en nifios, adultos y personas de edad avanzada. (140)

2.1.2.2.8 CISTITIS AGUDA

Se manifiesta por: disuria, nicturia y poliaquiuria; el paciente puede presentar
hematuria y dolor, sensacion de pesantez supraptibica; rara vez se presenta fiebre, Ia cual es
indicativa de pielonefritis. Esta infeccion se presenta con mayor frecuencia en mujeres y la
via de entrada de los microorganismos es la ascendente. (140)

2.1.2.2.9 CISTITIS CRONICA

Se debe a reflujo vesicoureteral, pielonefritis cronica, estenosis ureteral, litiasis
vesical, neoplasias vesicales. Se manifiesta por: disuria, nicturia, poliaquiuria, dolor
supraptibico y malestar general crénico. En la mujer puede deberse a la presencia de
cistocele y en el vardn a la hipertrofia prostética. (140)

Es preciso el control oportuno de estas infecciones que ponen en peligro la vida. En
la microbiologia de este padecimiento es frecuente encontrar como patdgeno a E.coli, pero
no se puede descartar la presencia de otros patégenos de vias urinarias, lo que obliga a la
administracion de antibidticos dirigidos a gramnegativos principalmente. (140)
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2.1.2.3 OTITIS MEDIA

Se le {lama asi, como su nombre lo indica, a la infeccion bacteriana del oido medio.
Ocurre frecuentemente en nifios menores de 8 afios de edad, aunque los adultos
ocasionalmente la padecen. (149)

Es también la causa mas comin de la pérdida auditiva permanente en nifios. La otitis
media aguda comienza ¢on una infeccion de las vias respiratoria altas (nariz, faringe, laringe
¥ triquea) como es el case de un resfriado. (89)

No se trata de una infeccién contagiosa, pero si lo es la infeccidn respiratoria
causante de la otitis y puede adquirirse al estar en contacto con personas infectadas y que
presentan secreciones respiratorias. (126)

El oido medio tiene el tamafio de un guisante y es una cavidad llena de aire separada
del exterior (nicamente por la membrana del timpano. Un oido sano contiene aire a la misma
presion atmosférica que se encuentra en el exterior. (89)

L.a bacteria se introduce al canal auditive a través del tubo de eustaquio, que conecta
al oido con la garganta, y causa la inflamacién del oido medio. Esta inflamacién, junto con el
fluido, bloguean el tubo de eustaquio. Ademis de encargarse de drenar el oido, este
conducto tiene como funcion mantener la presién normal interna. Cuando el tubo se
encuentra inflamado y obstaculizado por fluido, la presién interna se incrementa y puede
prevocar la ruptura de la membrana det timpano. Entonces el fluido producido por la
infeccidn no puede drenarse correctamente a través del tubo de eustaquio y gotea por el
oido. (149)

2.1.2.3.1 SINTOMAS

Los sintomas que se presentan son: delor del oido, disminucion o pérdida de la
audicion (sin el tratamiento adecuado la pérdida def oido puede ser crénica o permanente),
sensacion de oido tapado, descarga nasal, ficbre (especialmente en nifios), estornudos, (149)
lanto persistente, irritabilidad, niusea o dolor de estdmago v vomito. (126) Los nifios que
no pueden describir el dolor de cido simplemente se tallan y rascan Ja zona afectada, (89)

Los nifios que presentan dolor de oido no necesariamente deben aislarse de otros,
pueden realizar sus actividades cotidianas sin representar peligro, pero es importante darles a

60



Capitulo 1t

conocer algunas medidas preventivas como cubrir sus bocas al toser con un pafiuelo
desechable y desinfectar cualquier objeto que hayan introducido a la boca. (126)

Las sccuelas a la pérdida de la audicion son de gran importancia puesto que puede
ocasionar una disminucién en la capacidad de aprender, e incluso retrasar la evolucion del
habla. Ademas de que la infeccion puede extenderse a estructuras cercanas al oido. (89)

El médico debe encarparse de la revision dc los sintomas y de la funcién de la
mernbrana del timpano con un otoscopio. Remueve el exceso de cerilla por succién
irrigacion o con instrumental especial. (149)En otros casos se realiza el timpanograma, que
es el examen que consiste en la introduccion de un pequeiio instrumento al canal auditivo, se
introduce aire y se mide el movimiento de la membrana del timpano. Si hay fluido detras de
la membrana, ésta no se moveréa correctamente. (149) Otra prueba que se realiza en estos
casos es el Audiograma, cuyo objetivo es medir la magnitud de la pérdida de la audicién por
medio de diversos tonos en varios niveles. (89}

2.1.2.4 MENINGITIS

La meningitis bacteriana se define como una enfermedad infecciosa del sistema
nervioso central que afecta el encéfalo y las meninges. Este padecimiento se presenta con
mayor frecuencia en recién nacidos y lactantes. A pesar de los recursos para la revision de
diagnéstico, empleo de terapias coadyuvantes y del uso de antimicrobianos, la letalidad
asociada a la meningitis es muy elevada. Existen variaciones en cuanto a los agentes causales
en diferentes dreas geograficas con un franco predominio de enterobacterias en la etapa
neonatal. (89)

Los factores que predisponen para favorecer infecciones del sistema nervioso central
son: prematurez, peso bajo, desnutricion, hacinamiento, diabetes, insuficiencia renal e
hipoparatiroidismo y en general en aquellos padecimientos que originan una alteracion en el
sistema inmune. Las bacterias patégenas pueden llegar al SNC a través de tres vias:

1) Diseminacion hematdgena
2) Diseminacién bacteriana a través de estructuras vecinas infectadas
3) Invasion directa (89)

La meningitis bacteriana es el resultado de la diseminacién hematégena de
microorganismos a partir de focos de infeccion distantes, especialmente de vias respiratorias.
en el 50 a 60% de los casos se puede encontrar como precedente una infeccion respiratoria
superior. Las bacterias entran al liquido cefalorraguideo a través de los ventriculos laterales
y llevadas al espacio subaracnoideo, contaminando el recorrido y diserninando la infeccion.
(89)
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Los cambios fisiopatolégicos que se presentan en el organismo son debidos
primeramente al agente causal y posteriormente sostenidos por la respuesta inflamatoria o
una combinacién de ambas. (89)

2.1.2.4.1 SINTOMAS

El cuadro clinico es de presentacion aguda y fulminante y se desarrolla con rapidez
en pocas horas: fiebre, vomito, convulsiones e irritabilidad o letargo. Por esta razdn, es
necesario agotar recursos para lograr un diagndstico correcto. La puncién lambar y el
andlisis tanto bioquimico como bacteriol6gico del liquido cefalorraquideo, son el esténdar
principal para el diagnéstico. Se emplea la toma de hemocultivos seriados aun cuando su
positividad no va mas alld de un 20 a 30%. Como un método adicional util, rdpido, con
elevada sensibilidad y especificidad, se utiliza la coagulatinacién que permite tener el
diagnostico etioldgico a pesar de no contar con bacterias viables, procedimiento que no
requiere de equipo sofisticado y que esta al alcance de todos los hospitales. Otras pruebas
ripidas son las contrainmunopelectroforesis y ELISA. (89)

Es posible que se presenten complicaciones en el 50% de los casos como son:
hidrocefalia, ventriculitis con fluido que bloquea ¢l acueducto subdural (frecuentemente en
nifios), empiemas, abscesos (solamente en casos de encontrarse el organismo
inmunocomprometido), vasoespasmo y vasculitis. (89)

La meningitis neonatal se reporta en 1 de cada 2500 nacimientos, el 80% de los
casos se atribuyen a E.coli que, junto con Estreptococe B, son la causa mds comin de
meningitis neonatal. (36) Los antigenos K son los que promueven la patogenicidad, causan
un alto porcentaje de meningitis sin aumento equivalente de colonizacion gastrointestinal ni
septicemia. (155) La cédpsula Kl (con 4cido sidlico) es quimica ¢ inmunoldgicamente
idéntico al grupo B polisacarido acidico de Neisseria meningitidis. Este antigeno KI
enmascara las estructuras que se encuentran debajo de la superficie celular de la bacteria,
previniendo ta respyesta especifica del anticuerpo y la activacion del sistema alternativo del
complemento de ser activados. También reduce la sensibilidad del suero a E.coli y tiene
reaccion cruzada inmunologica con la cépsula de menigococos de serogrupo B. Por otro
lado, también puede encontrarse en los desechos fecales de la madre, lo gue nos indica que
ella es Ia fuente de infeccién, y que ésta ocurre al nacer. Por esta razdn se llega a la
conclusién de que la susceptibilidad de los nconatos a E.coli se encuentra més relacionada a
factores del hospedero que a factores microbianos. (56)
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2.1.2.5 PERITONITIS Y ABSCESOS INTRA-ABDOMINALES

2.1.2.5.1 PERITONITIS

Se define comp un proceso inflamatorio difuso o localizado que afecta a la
membrana peritoneal. Presenta formas agudas o cronicas y variadas etiologias: bacterias
como E.coli, hongos, pardsitos, irradiacién quimica, etc. (130)

La peritonitis primaria ocurre casi siempre en nifios, predominantemente en nifias,
menores de 10 afios. Los organismos productores de este padeciemiento en el mayor de los
CasOS SON NENMOCOCOS O estreplococos grupo A, asi COMo microorganismos gram-negativos,
especificamente E.coli se aista de la mitad de los casos de pacientes con este mal. La alta
incidencia en nifias sugiere que la infeccién asciende a través del tracto genital, ya que el
microorganismo se encuentra principalmente en las trompas de falopio. (130)

La ruta de infeccién mds comiin es la bacteremia en fluido ascitico, con menor
frecuencia es el resultado de la migracion transmural de bacterias cntéricas. Un factor
predisponente es: antecedentes de cateterizacidn intra-arterial o infusion de vasopresina
como tratamiento de gastroenteritis hemorragica. (130}

La ficbre es el sintoma mas comin, aunque se encuentra ausente en muchos de los
casos. En la mayoria de los pacientes se presenta dolor abdominal y encefalopatia hepatica.
Sin embargo, en et 50% de los casos se sufre de relajamiento del abdomen y un tercio de los
pacientes son asintomaticos, pero debe sospecharse de peritonitis si el paciente presenta
deterioro clinico inexplicable o hipotension. (130)

La clave para el diagndstico es el examen de bacterias y células blancas en fluido
ascitico. La cuenta bacteriana es por lo regular muy baja y por lo tanto la tincion de Gram en
fluido ascitico es negativa; sin embargp, este examen es il para visualizar la presencia de
un solo tipo de bacteria que se encuentre de manera consistente en ia peritonitis, asi como
para encontrar diferentes microorganismos que nos indiquen una posible peritonitis
secundaria. Debido a la baja cuenta bacteriana, los cultivos deben inocularse con 10 a 20 ml
de fluido ascitico en un hemocultivo. La cuenta de leucocitos polimorfonucleares es el mejor
indicador de peritonitis primaria, esto es, una cuenta mayor de 250 cel/mm’. (130)

Es importante distinguir la peritonitis primaria de una secundaria que resulta de una
enfermedad intra-abdominal, para este fin se emplea la cuenta de células blancas de la sangre
en fluido ascitico. Una cuenta mayor de 10,000/mm’ sugiere peritonitis secundaria asi como
la presencia de especies miultiples de bacterias, anaerobios u hongos. Por esta razdn es
necesario que los pacientes sean evaluados clinica y radioldgicamente para excluir cualquier
evidencia de procesos no evidentes o escondidos que den lugar a estos padecimientos. (130)
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2.1.2.52. PERITONITIS SECUNDARIA

Esta presenta dos formas: peritonitis en pacientes que experimentan dialisis
peritoneal y peritonitis secundaria que resulta de uma enfermedad iptra-abdominal.
Indicadores de peritonitis son: desarrollo de fiebre, dolor o relajamiento abdominal,
leucocitosis y aislamiento de bacterias o agentes micéticos. Cuando se aislan bacterias de}
equipe de dialisis, con ausencia de células inflamatorias acompatiadas de signos clinicos, se
puede hablar de una contaminacion, mas gue una infeccién. Debido a la gran captidad de
diluciones involucradas, la ausencia de bacterias en la tincién de Gram del sedimento
encontrado en el equipo de didlisis no debe dar Jugar a una discriminacién entre infeccién e
inflamacion estéril. La entrada a la cavidad peritoneal puede ocurrir de manera exogena
(después de la colonizacién de la herida abdominal o por contaminacién del equipe de
diilisis), o endbgena (bacteremia o por migracion de la flora normal intestinal incrementada
por trauma inducido por catéter). Los pacientes que no responden a la terapia de
antibi6ticos en un lapso de 96 horas se encuentran frecuentemente infectados por bacilos
gram-negativos. En estos casos, es necesario remover el catéter para dialisis de manera que
se pueda controlar la infeccion. (130)

La peritonitis generalizada puede ser el resultado de apendicitis, heridas abdominales
penetrantes, perforaciones en el tracto gastrointestinal {ilcera péptica ¢ neoplasmo
intestinal), o por ruptura de abscesos inta-abdominales o del higado. La mayoria de estas
infecciones son polimicrobianas que inyolucran especies anaerébicas y aerébicas La cuenta
de leucocitos en peritonitis secundaria a una enfermedad intestinal, es mayor que en la
peritonitis primaria asociada con cirrosis. Debido al origen de la infeccién y a que es
polimicrobiana el olor que se percibe en estos pacientes es muy desagradable. (130)

2.1.2.5.3 ABSCESOS INTRA-ABDOMINALES

Estos se presentan a causa de:
1) Cirugia abdeminal
2) Enfermedad intra-abdominal primaria o

3) Trauma abdominal penetrante, en algunos casos son precedidos por esparcimiento
infeccioso desde un punto distante, aunque es menos comun. Se utiliza la diagnosis
radiologica para determinar ia presencia y tratamiento de bacterias anaerdbicas. (130)

Los abscesos intra-abdominales se presentan como una complicacion de cirugia,
fiebre de origen desconocido o disfuncién de 6rganos vecinos. Se encuentran
convenienternente  clasificados segin  su  localizacion anatdmica: intraperitoneal,
retroperitoneal o visceral. (130)
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Abscesos intraperitoneales son reas de peritonitis localizada en las que la infeccion
ha progresado pero también ha sido obstaculizada por el peritoneo u otras visceras.
Infecciones retroperitoneales incluyen abscesos perinéfricos y paravertebrales. Abscesos
viscerales se desarroilan dentro del abdomen y pueden liegar a afectar higado, vejiga y
rifiones. (130}

A pesar de que la localizacion del absceso determina los signos que presenta, muchas
de las infecciones comparten signos en comun. Fiebre, se presenta invariablemente y de
manera persistente. Puede presentarse hipotension y shock séptico, ademis de dolor
abdominal, que es la mejor clave que determinar abscesos intra-abdominales. En pacientes
gerigtricos no se observa dolor abdominal ni fiebre. (130)

Los abscesos intra-abdominales contienen miiltiples especies bacterianas. Dentro de
las bacterias comunmente ajsladas en estos padecimientos, se encuentra E.coli (entre otras
bacterias anaerdbicas), debido a la proximidad con la que se encuentra el intestino al
peritoneo. (130}

Para elegir los antibiéticos adecuados es necesario tener los resultados de cultivo de
sangre y material del absceso. A pesar de gque el uso de antibibticos es esencial,
especialmente por existir el riesgo de desarrollar bacteremia, la terapia por si sola no
erradicard los abscesos intra-abdominales, y por eso debe realizarse un drenado efectivo del
absceso. Para lograr el drenado 6ptimo se emplean la ultrasonografia. Se ha demostrado que
esta técnica es eficiente en un amplio rango de abscesos intra-abdominales. El fracaso del
tratamiento se presenta en pacientes con abscesos multifocales, hematomas gruesos o
infecciones organizadas, Complicaciones menores se presentan en un porcentaje
insignificante, en cambio, complicaciones mayores, como hemorragias, sepsis y perforacion
intestinal, se encuentran en un porcentaje mayor. (130)

2.1.2.54 ABSCESOS INTRAPERITONEALES

Son el resultado de:

1} Peritonitis difusa

2) Expansion de una infeccion. Los tipos son:
1) Abscesos subfrénicos
2) Subhepéticos
3) Paracolicos y

4) Pélvicos. (130)
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Cerca de una tercera parte de los abscesos intra-abdominales son intraperitoneales y
la mitad de estos abscesos ocurren en la regién baja del cuadrante derecho. (130)

Los abscesos subfrénicos son consecuencia de :
1) Cirugfa intra-abdominal que involucre: ducdeno, estomago, tracte biliar o apéndice
2) Ruptura de una viscera hueca {lcera péptica perforada o apendicitis aguda) y
3) Trauma abdominal penetrante. {130)

Los signos clinicos van desde un desorden agudo severo, hasta proceso crdnico
caracterizade por: fiebre, anemia, pérdida de peso y sintomas no especificos. El sindrome
cronico se¢ presenta en pacientes que han recibido con anterioridad terapia antimicrobiana
inadecuada. Se presenta también dolor o relajamiento abdominal en la regién costal baja.
(130)

El tratamiento primario consiste en drenar. Sin embargo, si ¢l drenado guirirgico sg
convierte en necesario, el acercamiento transperitoneal es favorable, puesto que permite una
exploracién adecuada de varios sitios donde se localicen abscesos y el drenado de purulencia

presente. Se administran antibidticos dependiendo de los resultados obtenidos del cultivo.
(130)

2.1.2.5.5 ABSCESOS PANCREATICOS

Estos son el resultado de complicaciones de pancreatitis derivada del alcoholisme,
trauma o alguna infeccién. Este padecimiento es causadp en la mayoria de los casos por
E.coli. Se debe sospechar de una absceso pancredtico cuando un paciente con pancreatitis
presente fiebre persistente, niusea, vomito y doler o relajamiento abdominal. Las
complicaciones que presenta incluyen: perforacion de la cavidad peritoneal, perforacidn del
estomago, duodeno o colon transverso. (130)
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2.1.3. GASTROENTERITIS

(/

Las gastroenteritis constituyen la principal causa de muerte en los paises en
desarrollo. (139) En las diarreas infecciosas causadas por bacterias se han identificado
cuatro mecanismos patogénicos diferentes, gue corresponden cada uno de ellos a una lesion
anatomopatolégica distinta: enterotoxigenicidad, adherencia, invasion y citotoxicidad. (67)

Los datos clinicos observados en la gastroenteritis pueden agruparse en tres grupos:
sindrome diarreico, sindrome disentérico y sindrome infeccioso. El sindrome diarreico se
manifiesta como un aumento brusco en el nimero de evacuaciones y en el contenido liquido
de las mismas; puede haber sangre y moco en ellas y estan compuestas fundamentalmente de
materia fecal liquida, también puede haber colicos. El sindrome disentérico se caracteriza
por la presencia de evacuaciones numerosas, compuestas fundamentalmente de moco y
sangre, con escasa materia fecal; casi siempre se acompafa de colicos y tenesmo. El

sindrome infeccioso se caracteriza por fiebre, anorexia, vomitos y ataque al estado general,
(67)

Estos sindromes pueden presentarse en forma simultinea o sucesiva en un mismo
paciente o bien el cuadro clinico puede corresponder a uno sélo; sin embargo para hacer el
diagndstico es necesaria la presencia de diarrea o disenteria. La frecuencia ¢ intensidad de
los sintomas y el tipo de sindrome, varia de acuerdo al agente patdgeno. (67)

Las cepas de E.coli estdn agrupadas en cinco categorias:

Enterotoxigena (ETEC)
Enteropaidgena (EPEC)
Enteroinvasiva (EIEC)

. Enterchemorrdgica (EHEC)
Enteroagregativa (EAggEC) (86)

60 an o

Cada categoria tiene niveles de virulencia distintos, formas patogénicas especificas,
asi como sindromes clinicos y patrones epidemioldgicos diferentes. Los serotipos O:H se
agrupan de mancra separada. (137) El numero asignado al nombre del organismo describe

al serotipe al que pertencce. Esto ticne como objetivo distinguir entre los diferentes sub-
grupos de £.coli. (110)

Se puede adquirir la enfermedad por medio de:

Ingestién de carne no cocida
Ingestién de agua contaminada
Ingestién de leche bronca
Contacto directo con ganado (44)
Persona a persona (32,44,110,156)
El control de la transmisién de E.coli debe realizarse en todas las etapas del proceso
de la cadena alimenticia. Desde ia produccion agricola, proceso, manufaciura hasta
preparacion de los alimentos en ambientes comerciales v domésticos. (44)

s R0 e
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Agente Sindrome  infeccioso | Sindrome  diarreico | Sindrome | Duracién
etiologico Fiebre Vomitos | Con sangre _Sin sangre | disentérico | en dias
E.coli + ++ 5-10

toxigénica
E.coli ++ + + ++ 5-10
invasora
E.coli + + + + 5-10
patogena

Cuadro 3.- Caracteristicas clinicas segiin agente etiolégico. (67)

2.1.3.1. E.COLI ENTEROTOXIGENICA (ETEC)

Estas cepas presentan muhiplicacion entérica sin invasién de la mucosa intestinal por
medio de fimbrias especiales, (67) determinados por plidsmidos con un papel importante
como estructuras adhesivas (MR). Los mejores ejemplos son Vibrio cholerae y E.coli, que
condicionan la enfermedad al multiplicarse en el intestino delgado y liberar una exotoxina
que causa gran pérdida de liquido y electrolitos via AMPc sin presentar alteraciones
histopatolégicas de la mucosa, (139)

En la actualidad se sabe que E.coli es productora de uno de dos tipos de toxina:
una termoestable (no inmunogénica) y otra termolabil (inmunocgénica), como ya se habia
mencionado con anterioridad, la produccion de toxinas es controlada por un plasmido
enterotdxico (Ent”) de ADN, extracromosdmico y transferible, adquirido por una cepa no
toxigénica en el curso de la conjugacién bacteriana, lo cual origina una E.coli nueva
enterotoxigénica. (169}

La toxina termolabil presenta muchos puntos de semejanza con la toxina del colera:
1) Estimula la adeniiciclasa, con las mismas consecuencias

2) Tiene reaccién cruzada inmunoldgica con la toxina del colera y el coleragenoide, es decir
que antisueros de toxina del célera y coleragenoide neutralizan ambas toxinas, antisueros
de colitoxina neutralizan mal la toxina det cdlera, y

3) Ambas toxinas se ligan al ganglibsido GGnSLC. Hay sin embargo algunas diferencias.
E.coli se une también al gangliosido GM1 y al monosialogangliésido GD1b, la toxina del
colera no se une a estos receptores. Las preparaciones de colitoxina varfan
considerablemente de peso molecular y todavia no se han purificado debidamente. (115)

Esto se debe a la asociacion de la toxina a otros materiales del filtrado de cultivo.
También es menos toxica que la toxina del ¢olera, incluso teniendo en cuenta la impureza de
las preparaciones. (115)
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Esta toxina presenta la estructura general en dos subunidades. La subunidad “B”
consta de 5 fracciones idénticas (PM 56.000) que se fijan al receptor, de la membrana del
enteracito, facilitando la penetracidn de la subunidad “A™ (PM 28.000), de naturaleza
enzimdtica, que estd constituida por dos fracciones A; y A; unidas por puentes disulfuro.
Presenta actividad de ADP-ribosiltransferasa, catalizando la transferencia de ADP-ribosaa la
proteina reguladora Ni, que produce la activacion de un fermento del receptor, la
adenilciclasa, que a su vez incrementa la transformacion de] ATP en AMPe. (115)

Se produce una diarrea secretora constituida por un liguide isoténico con pérdida de
agua, cloruros y sodio, a través del epitelio intacto, a la luz intestinal, que ocasiona

deshidratacién y hemoconcentracién que puede flegar a la acidosis, colapso y muerte en 18-
48 horas. (115)

La diferencia entre la toxina de célera y la producida por E.coli es que, la primera se
encuentra codificada por genes cromosémicos, mientras que la segunda se codifica por
plasmidos. (115)
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Fig. 18.- Estructura de los gangliésidos mejor conocidos; en este caso los residuos son los siguientes:
Y = H: Monosialosilgangliésido GGnSLC (GM1} (115)

S6lo las cepas de algunos serogrupos O producen estas toxinas con frecuencia (6, 8,
15, 20, 25, 63, 78, 80, 85, 115, 128, 148, 159, 167), lo que hace suponer que determinados
serotipos estan mejor adaptados para ser portadores de estos plasmidos. (170)

En cuanto al receptor celular para colitoxina, se ha comprobado que el ganglidsido
GGnSLC liga colitoxina ademas de toxina del colera. Aunque ambas toxinas tengan el
mismo componente activo y los componentes ligadores pueden unirse al mismo receptor,
difieren en su capacidad de unién. Esto se debe a las variaciones que se encuentran en la
estructura de la colitoxina, y a que ésta se asocie a otros componentes de filtrados de
cultivo. Los otros componentes blogquean la capacidad de ligarse en grado variable,
afectando asi la toxicidad. (115)

6%



Capitulo II

La toxina termoestable TS estid conformada de pequefios péptidos de 18 o 19
amino4cidos que se unen a receptores de superficie celular especificos (aiin desconocidos)
que se localizan en el borde intestina) (células del yeyuno e fleon) actuando por un
mecanisme distinto. La unién entre la toxina y el receptor se realiza con una constante de
afinidad de 10(9) I/mol, en ambos, células de yeyuno e ileon. Pere el niimero de receptores
de toxina por célula en colon es mayor que en los ileocitos. TS activa la guanilciclasa que
produce un aumento de la produccion de GMPe, cuya produccién es estimulada por la
interaccién de 6xido nitrico, péptidos natriuréticos y guanilin, y con su respectivo guanilato
ciclasa se activa la secrecién a través de los canales i6nicos de las células intestinales. Esto
da como resultado un incremento en la secrecién de sales {CI) y agua y la aparicion de una
diarrea liquida inmediata y corta de duracion. (38,72,154,162)

Si la toxina termoestable estimula la guanilciclasa en una dosis idéntica en colon y
membrana del fleon se observa sensibilidad similar y méxima respuesta. TS también inhibe el
flujo neto de agua en un grado similar en ambos (-47.8 vs -48.4 pl.cm) a una dosis de 8
nmol/l. A esta dosis en el colon, en donde existe una alta absorcion, ésfa continia pero a un
nivel disminuido. En el caso del ileon, la toxina induce la secrecion neta. De esta manera se
concluye que la enterotoxina TS induce una enfermedad diarreica como resultado de una
capacidad de absorcién disminuida en el colon, contra una secrecién de fluido aumentada en
el intestino delgado. (114)

Criterios para juzgar si las toxinas son responsables de los efectos nocivos de una
enfermedad infecciosa.

1.- El microorganismo produce una toxina.

2.- Las cepas virulentas producen la toxina; las avirulentas, no,

3.- El microorganismo preduce enfermedad sin multiplicarse profusamente ni extenderse
arnpliamente.

4.- La sangre y linfa son estériles.

5.- Los organos y los tejidos distantes del sitio de infeccidn estén afectados.

6.- La introduccién de toxina estéril libre de células en animales produce sintomas que
imitan la enfermedad.

7.- El clinico observa efectos toxicos en el paciente: colapso vascular periférico; accion
directa sobre el misculo cardiaco; compromiso del sistema nervioso central o periférico.

%.- La enfermedad puede prevenirse por inmunizacidén contra la toxina (la antitoxina del
colera neutraliza la toxina de E.coli)

Cuadro 4.- Criterios que determinan los efectos nocivos de las toxinas. (115)

Se conoce ademds, otro factor de patogenicidad en algunas cepas de E.coli
enterotoxigénica; como factor de adherencia presentan fimbrias con adhesinas MR. (170)

Esta cepa es la causa de gastroenteritis infantiles en los paises en vias de desarroilo,
especialmente en los menores de 2 afios, con menor frecuencia en los adultos, y también de
los cuadros que se presentan en los viajeros que visitan estos paises (dianea del turista).
Algunos serotipos gue causan la diarrea del turista son 0148:H28 y 06:H 16, que producen
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una toxina muy semejante a la del célera y se le conoce como “Diarrea no-Vibrio cholerae
semejante a colera™. (37,165)

Un tratamiento quimioprofilictico puede dar algunos beneficios, pero presenta
efectos secundarios como son ennegrecimiento de heces y lengua, comezén en la piel,
candidiasis vaginal y reacciones anafilicticas. Algunos pacientes pueden presentar
condiciones médicas desconocidas que pueden ser agraviadas por una enfermedad diarréica
como son intestino activo inflamado, diabetes mellitus y enfermedades cardiacas en
ancianos. Los pacientes cuyas actividades no pueden interrumpirse, deben considerar la
quimioprofilaxis como la sohicién. (160)

2.1.3.1.1 SEROTIPO E.coli 0169:H41

Este serotipo se ha encontrado con mayor frecuencia en Japén a partir de 1991 en
alimentos contaminados, dentro de los cuales se encuentran pescados y mariscos. Adema4s se
realizan pruebas para detectar Shigella, Salmonella, Vibrio y Staphylococeus entre otras,
pero E.coli 0169: H41 se ha encontrado en la mayoria de los casos. (3)

ETEC puede ser identificada por deteccidn de la enterotoxina en cultivo de fluido
por ensayos inmunoldgicos o por deteccion de genes codificadores de enterotoxina con
pruebas de DNA o amplificacion de reaccién en cadena de polimerasa (PCR). (3)

Es necesario realizar pruebas para la identificacién de este serotipo en los restos
fecales de personas que presenten sintomas como diarrea, dolor abdominal y fiebre de 38
°C, con un perfodo de incubacién de 33 horas, 0169:H41 debe ser identificado con
antisuero especifico para esta cepa. Asi mismo, para la deteccién de este serotipo puede
realizarse unz prueba de PCR para examinar la diarreogenicidad de E.coli aislada, La
produccién de ST se someteda a prueba mediante un ensayo inmunoabsorbente de enzima-
ligada (E1A), ELISA para especies toxigénicas e invasivas de E.coli. (3)

2.1.3.2. E.coli ENTEROPATOGENA (EPEC)

EPEC causa diarrea en lactantes, por lo que se le conoce como causante de “Diarrea
Infantil”, pero también se aisla de nifios mayores y adultos, sin que influya la presencia o
ausencia de diarrea.  También es la causante de diarrea acuosa o sanguinolenta, provocada

por la adherencia del microorganismo y por el proceso agudo destructivo que realiza al
tejido entérico. (67,169)
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Los brotes por alimentos contaminados son esporddicos, pero son m4s frecuentes en
lugares donde se realicen précticas sanitarias pobres. Humanos, bovinos y porcinos pueden
ser infectados, y los dhimos se utilizan como modelos animales para experimentacién. Se
e€ncuentra en alimentos contaminados como carne cruda o mal cocida y pollo, pero en

general, se puede establecer en cualquier alimento que entre en contacto directo con restos
fecales. (168,151)

La diarrea infantil puede ser en ocasiones, muy prolongada, lo que ocasiona
deshidratacién y pérdida de electrolitos, lo que puede lievar a la muerte. Este serotipo es
altamente infeccioso, pero la dosis es muy baja. En adultos, la dosis es de 10° colonias. Su

identificacion se realiza por medio de estudios serologicos y ensayos de cultivo de células.
{168)

Los tipos enteropatSgenos se transfieren via nosocomial en salas de maternidad y
guarderias directa o indirectamente de un nifio a otro, con una mortalidad elevada,
producidos por determinados serotipos pertenecientes a 17 grupos OQ; los mas frecuentes son
los grupos O 26, 55, 86, 111, 119, 125, 126, 127, 128 y 142, asociados con determinados
antigenos K y H. El papel etiologico es dificil de demostrar y se establece sobre la base de
datos clinicos, epidemiolégicos y pruebas de inoculacién en voluntarios sin que se conozca
su mecanismo de accién. Sin embargo, se observan lesiones histolégicas caracteristicas,
constituidas por numerosas bacterias o microcolonias fuertemente adheridas a la mucosa con
destruccion de las microvellosidades de los enterocitos sin que se produzca invasién, debido
a la presencia de adhesinas MR. {170)

La infeccién de las células epiteliales con EPEC induce la fosforilacién de la cadena
ligera de miosina de 20 kilodakon (MLC20). La consecuencia fisiologica del largo
incremento de la fosforilacién de MLC20, es la perturbacién de la funcion de barrera del
epitelio intestinal, lo que contribuye a la aparicion de diarrea. (168)

En estas cepas no se han detectado enterotoxinas TL o TS, pero se ha demostrado
una toxina semejante a la producida por “Shigella dysenteriae” (verotoxina). (24)

2.1.3.3. E.coli ENTEROINVASORA (EJEC)

Algunas bacterias como Shigella y E.coli enteroinvasiva, son ejemplos de causantes
de invasion y destrucctén de la mucosa intestinal. Sin ser enterotoxigénica, esta cepa lesiona
las células del intestino delgado causando diarrea por ulceracién de las mismas.(169,139)
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Esto puede considerarse como una infeccion descendente del sistema digestivo, ya
que inicialmente las bacterias se localizan en e! intestino delgado y posteriormente en el
colon. El paciente sufre de dolor abdominal, célico o fiebre; luego causa diarrea, seguida
uno o dos dias después, de datos de disenteria. (139) Seguido de la ingestién de EfEC y la
invasion a las células epiteliales se desarrolla un tipo de disenteria leve que cominmente se
confunde con la producida por especies de Shigella, esto se debe a que en ambas se
encuentran leucocitos en heces. La enfermedad se caracteriza por la presencia de sangre y
moco en la materia fecal del individuo infectado. La dosis de £/EC que preduce infeccién es
de 10 organismos (igual que shigella}. (151)

La diagnosis se realiza a partir del cultivo de materia fecal de un individuo infectado,
v la demostracién de la invasién a la mucosa se da a partic del cultivo de tejido dafiado.
Recientemente se han realizado pruebas genéticas para los genes invasores de EIEC. (151)

La disenteria causada por EIEC ocurre entre las siguientes 12 a 72 horas de ia
ingestién de alimentos contaminadoes, este padecimiento es generalmente auto-limitante y no
presenta complicaciones. {151)

Estas cepas pertenecen a los serogrupos 28, 29, 112, 124, 136, 143, 144, 152 y 164,
Los mas conocidos son los serogrupos 124 y 164 que se han aislado a partir de casos
esporédicos y brotes epidémicos por alimentos contaminados. (170)

Con frecuencia presentan caracteres atipicos: son inméviles, fermentan la lactosa
lentamente o no la fermentan, no producen gas ni lisin-descarboxilasa (170).

73



Capitula Il

2.1.3.4. E.coli ENTEROHEMORRAGICA (EHEC)

Este serotipo produce “toxina semejante a shiga” (asociada con el sindrome
urémico-hemolitico), cilotoxina (verotoxina) que causa efecto cilopitico en células
epiteliales del intestino, lo que trae como consecuencia colitis hemorragica con dofor
abdominal intenso, diarrea sanguinolenta, con o sin hipertermia. {156)

En estos casos debe tenerse especial cuidado a 1a hidratacién y balance electrolitico,
sobre todo en case de diarrea profusa, asi como establecer un régimen dietario adecuado, En
todas las infecciones, la identificacion del patégeno y su sensibilidad antimicrobiana son
determinantes para el tratamiento, asi como evitar lz ingesta de alimentos de dudosa
preparacién higiénica. En el entorno intrahospitalario, la prevencion se consigue evitando el
uso de sondas, catéteres u otro tipo de material no esterilizado. (156)

2.1.3.4.1 SEROTIPO QI57:H7

Estas cepas se identificaron en 1982 en Estados Unidos, donde ocasionaron brotes
en diversos estados. Desde entonces se han descrito epidemias en diversos paises del mundo.
(86)

El serotipo (2157:H7 se ha aislado con mayor frecuencia que Shigella. El rango de
aislamiento de este serotipo entre pacientes que presentan diarrea sanguinolenta es muy alto.
El mimero de brotes que se presentan han incrementado considerablemente, posiblemente
debido a que en la actualidad se han reconocido casos reportdndolos a las autoridades de
salud de cada pais. Las infeccicnes que causa este serotipo se presentan comiinmente
durante los meses mds calidos (junio a septiembre). (156)

Los mecanismos por los que E.coli provoca el Sindrome urémico-hemolitico no se
han comprendido por completo. El organismo se adhiere a las superficies mucosas y
produce una o mas toxinas semejantes a Shiga, las cuales pueden actuar tanto local como
sistematicamente en la mucosa intestinal. La toxina semejante a Shiga juega un pape!
importante en el dafio presentado en colon, Este dafio permite que los lipopolisacaridos y
otros mediadores inflamatorios ganen acceso a la circulacion, de igual manera que los inicios
del Sindrome urémico-hemolitico. Esta posibilidad se respalda al enconirar que entre
pacientes con infeccion de E.coli OI57:H7 , el Sindrome urémico-hemolitico tiende a
desarrollarse con mayor facilidad al presentarse diarrea sanguinolenia que en los que no se
presenta este sintoma. (32}

74



Capitulo 1

2.1.3.4.1.1 SIGNOS Y SINTOMAS

El espectro de manifestaciones clinicas de infeccién por E.coli O157:H7 es amplio,
haciendo dificil el diagnéstico. El microorganismo. causa infeccién asintomatica, diarrea
acuosa, diarrea sanguinolenta, colitis hemorrdgica, Sindrome urémico-hemolitico, pirpura
trombocitopénica trombética y muerte. (32)

El cuadro diarreico se presenta con deposiciones acuosas que van de leves a
profusas y sanguinolentas, sin leucocitos en las heces, lo cual establece la diferencia con la
shigelosis y la disenterfa por EIEC. {137)

Ej primer signo que se presenta es el dolor abdominal intenso. Posteriormente hay
diarrea acuosa, lo que provoca la pérdida de fluidos y electrolitos en el cuerpo, éste signo
liene un tiempo de duracién de un dia. A partir de este momento, ta diarrea se convierte en
sanguinolenta, simulando una hemorragia gastrointestinal. A pesar de gue la diarrea
sanguinolenta es muy comin en infecciones por E.coli, el diagnéstico debe considerarse en
pacientes que no presenten sangre en heces. La infeccién produce liagas o heridas en el
intestino, lo que da como resultado la presencia de sangre durante dos a cinco dias con 10 o
mis movimientos entéricos diarios. (44)

Las ulceraciones pueden determinarse por estudios como Ia endoscopia, en donde la
mucosa colénica aparece edematosa e hiperémica. Microscopicamente no se observan
signos histolégicos que diagnostiquen la presencia de la infeccion por este serotipo.
Exdmenes inmunocitoquimicos muestran que las células plasmaticas de la submucosa son
principalmente IgG, [gA e IgM. (156)

La fiebre es, generalmente, leve, pero en la mayoria de los casos no se presenta.
También puede haber niusea o vomito. (44)

2.1.3.4.1.2 ACCION TOXIGENA

El agente genera citotoxinas potentes (similares a Shiga 1 y /) por fagos que
transporta la bacteria. Estas toxinas poseen propiedades inmunolégicas y fisicoquimicas
diferentes. La toxina semejante a Shiga / tiene propiedades biologicas muy semejantes a las
toxinas Shiga por lo que son casi indistinguibles, excepto a niveles nucledtido y proteinico.
Posee también el mismo punto isoeléctrico y estabilidades al calor, puede neutralizarse con
antisuero para purificar toxina Shiga. Las toxinas semejantes a Shiga se caracterizan por
lener la misma estructura que consiste en una subunidad “A” y cinco subunidades de unién
“B”. Solo difieren en un aminodcido en la subunidad “A”. (1 56} La subunidad “B” facilita
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la adherencia y la subunidad A, de accién enzimética, actiia sobre los rbosomas, inhibiendo
la sintesis proteica. (101)

En contraste, la toxina semejante a Shiga /I estd genéticamente relacionada pero
antigénicamente distinta a la toxina [. Comparte menos del 60% de homologia en su DNA y
carece de neutralizacién cruzada por anticuerpos anti-toxina semejante a Shiga o toxma
Shiga. La toxina I posee mas amplia variedad en su secuencia y antigenos. (156)

A pesar de ser diferentes, ambas toxinas comparten €l mismo receptor celular y
mecanisma de accién intracelular in vivo. Se unen al receptor ceramida globotniaosil, que es
el mayor punto de unién de las toxinas semejantes a Shiga en las células Vero. La ceramida
globotriaosil (Gbs) se encuentra altamente expresado en la corteza del rifién humano y se
encuentra en cultivos de células endoteliales. (156)

Es necesario hacer mencidén de que la toxina semejante a Shiga I/ requiere de un
menor nimero de receptores en la célula que la toxina semejante a Shiga 1. (40)

Existen 3 diferentes puntos de unin para la subunidad “B” (Shiga /) en el receptor
Ghby. El sitio de unidn 2 es el primero y el principal; €l sitio de unién 1 es importante pero
sccundario; ¢l sitio 3 jucga un papel menor cn la unidén, ademas de poseer, posiblemente,
otras funciones biolégicas. (102) La toxina Shiga I presenta dos puntos de unién por
mondmero con el receptor Gb; de la subunidad “B”. (101)

TSS 1 —» . <« TSS 1I
S

cb

Fig. 19.- Unién de las toxinas semejantes a shiga Iy /] a las células humanas (40)

Se ha demostrado que al encontrarse ambas toxinas la Shiga [, durante la fase
estacionaria. disminuye su produccién mientras que Shiga /f se mantiene en un nivel alto,
esto explica la gran frecuencia con la que se asocian cepas de E.coli productoras de Shiga I/
con sindrome urémico-hemolitico. {(159)
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Estas toxinas inhiben la sintesis proteica para N-glucosidasa en un sitio especifico de
un residuo de adenina en la subunidad ribosomal 28s; ademas presentan actividades

bioldgicas semejantes. Muestran actividad citotoxica en células Vero y Hela en conejos.
(156)

La toxina semejante a Shiga / presenta respuesta citotdxica directa sobre células del
endotelio vascular y produce microangiopatia trombética. Las toxinas semejantes a Shiga
causan un decremento en la sintesis de prostaciclina y pueden dar lugar & la agregacion
plaquetaria. Es razonable pensar que ¢l dafio vascular del endotelio se acompafia de
disminucién de prostaciclina, aumento de plaquetas y exposicién de subendotetio debajo del
endotelio dafiado. Se desencadena entonces, una cascada de eventos coagulativos dirigidos a
la formacion de trombos intravasculares. Cambios isquémicos precipitades por trombos
plaquetas-fibrina resultan en colitis hemorragica. De la misma manera, puede llegar g
presentarse el Sindrome urémico-hemolitico y la pirpura trombocitopénica tromboética, que
difieren principalmente en la distribucién de las lesiones trombéticas. Los trombos
plaguetas-fibrina se localizan en rifiones en pacientes que presentan sindrome urérnico-
hemolitico, pero aparecen mis diseminados en pacientes con pirpura trombogitopénica
trembdtica, incluyendo péncreas, corazon, cerebro y rifiones. (156)

Aln no es claro cual de las dos toxinas es méis virulenta, pero se ha demostrado que
la toxina semejante a Shiga II es mas letal y menos citotéxica que toxina 1. (156,40) Ambas
toxinas son codificadas por bacteriofagos. Algunos serotipos producen una o ambas toxinas,
la ausencia de las mismas se¢ debe a la inestabilidad de los genes cedificadores para la toxina,
lo que resulta en la pérdida de los mismos. (156)

Se observa un engrosamiento severo de la mucosa del colon transversal y
ascendente, lo cual sugiere colitis isquémica con edema o hemorragia de la submucosa. La
colonoscopia presenta colitis severa y la biopsia muestra ulceracion focal. Los organismos
liberan toxinas en el intestino y se absorben en la circulacién, produciendo dafio vascular del
endotelio, subsecuentemente se observa coagulacién local intravascular y depésitos de
fibrina. {156)

Pacientes con colitis hemorragica y sindrome urémico-hemolitico presentan un
aumento de titulos de anticuerpos neutralizantes de toxina semejante a Shiga, lo que nos da
a conocer ¢l importante papel de esta toxina en la infeccion por O157:H7. E] curso clinico
severo que Se presenta en personas mayores se debe a la ausencia de anticuerpos especificos
neutralizadores. (156)

El serotipo (/57:H7 posee otros complejos factores de virulencia ademas de las
toxinas. La produccion de altos o moderados niveles de produccién de toxinas presentan
manifestaciones clinicas e hispatolégicas similares, esto significa que las toxinas representan
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un papel patdgeno y sugiere que existe, por lo menos uno, factores de virulencia diferentes.
0157:H7 coloniza el intestino a través de la adherencia por fimbrias. Esta adherencia se
presenta en células Henle. Grupos de Q737:H7 que no presentan fimbrias, pierden su
habilidad para adherirse a las céhulas intestinales. (156)

E! agente etiologico principal es O157: H7, aunque intervienen otros como 026 Hi1,
Oi111:H8y O104:H21. (86,137)

Las toxinas (verotoxina VT) se encuentran relacionadas o son idénticas a Shigella
dysenteriae. Se les llama Verotoxinas por su efecto citotoxico en las células Vero en cultivo
de tejido, pero la actividad de la toxina (receptor ceramida globotriaosil) se extiende a otras
lineas celulares como Hela, células intestinales, células endoteliales y células de linfoma
Burkitt. Otros serotipos diferentes a OJ357:H7 son productores de toxinas semejantes a
Shiga y pueden ser aislados de pacientes con sindrome urémico-hemolitico o colitis
hemorragica. (156)

La mayoria de los brotes son el resultado de la transmision del microorganismo a
través del consumo de carne de res mal cocida, asf como jamon, pavo, juge de manzana (al
caer €stas de los arboles sobre estiércol y luego procesarlas), leche bronca y queso. (156)

El! ganado vacuno constituye el reservorio de EHEC. O157:H7 se encuentra
presente en los intestinos de ganado sano. La came puede contaminarse durante el sacrificio
de los animales, de igual manera, la transferencia de patoégenos al interior de la carne, se
presenta durante la molienda, (44)

Los humanos pueden también servir como reservorio para la transmisién persona a
persona, sobre todo en establecimientos con alto grado de hacinamiento. (86,137)

Algunos brotes se relacionan con la ingestién de agua contaminada o no clorada,
inmersion en la misma o por empleo de agua de servicio municipal sin desinfeccion. (32,137)
De igual manera, se transmite por medio de la produccion de toxinas semejantes a Shiga
elaboradas por este microorganismo. Muchos de los casos reportados son esporadicos, pero
también ocurren en institutos al cuidado de nifios peguefios o en comunidades. (156)

La mejor manera de examinar la incidencia del microorganismo es realizar estudios
de laboratorio en poblactones definidas. Sin embargo el reporte de los casos se ve afectado
por varios factores: la variedad y severidad de las manifestaciones clinicas; el nimero de
personas infectadas que buscan ayuda médica; si se da la orden de realizar up cultivo de
heces en ¢l tiempo adecuado (13) (primeros 2 dias de diarrea- deteccién def 100 %, de 3-6
primeros dias- 91.7 %, 7 o mas dias- 3.3 %) (156) y posible empleo de antibidticos; si el
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laboratorio realizé las pruebas adecuadas para la identificacién del organismo; y si los
resultados son reportados a las autoridades. La mayoria de los casos reportados ocurren en
Estados Unidos, Canada, Inglaterra, Australia, Japon, Argentina y Chile. (156)

El periodo de incubacion es de 3 a 8 dias, con una medianza de 3 a 4 dias (137,
aunque la incubacién puede ser tan corta como de un dfa o tan larga como de ocho dias;
periodos de incubacién mayores a ocho dias representan expansion secundaria. La
eliminacién del agente patégeno varia con la edad (32) , suele durar una semana o menos
en adultos; sin embargo, en infantes se prolonga hasta tres semanas. No es frecuente la

eliminacion por periodos prolongados. (137)

La dosis infectante es desconocida pero se considera como muy baja,
aproximadamente 10 organismos, al igual que Shigella. (39)

No es bien conocida Ia susceptibilidad e inmunidad a este agente. La edad avanzada
aparece como un riesgo, sobre todo si estd vinculada a hipoclorhidria, que puede ser un
factor contribuyente a la susceptibilidad. Los infantes menores de 5 afios tienen mayor riesgo
de desarrollar sindromes urémico-hemoliticos. (86)

El alto range de infeccién y complicaciones que se presenta en niflos menores de
cinco aflos o en ancianos sugiere que la inmunidad juega un papel importante, aunque no se
sabe con exactitud st el anticuerpo para O/57 o para la toxina semejante a Shiga disminuye
la infeccion. (156)

2.1.3.4.1.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA DE E.coli

E.coli tiende a ser completamente sensible a todos los antibidticos y otros agentes
antimicrobianos, pero su exposicion a dichas sustancias causa el desarrollo de resistencia.
Esta resistencia estd mediada por plismidos y cromosomas. Por medio de plasmidos, es
resistente a penicilina, cefalosporina y aztreonam, en cambio, por medio de Cromosomas, es
resistente a la amplicilina. La mayoria de los serotipos de £ .coli resistentes a la ampicilina
producen B-lactamasas. E.coli tiene un nimero de mecanismos para desarrollar resistencia,
como: (32)

1) El incremento en el nizmero de genes que codifican para la produccién de B-lactamasa,
asi como un aumento en la produccion de enzimas. Si E.col produce un bajo nivel de B-
lactamasa, entonces el inhibidor inctiva la B-lactamasa. Si es un alto productor de §-
lactamasa, entonces la cantidad de inhibidor en la célulz ser4 insuficiente para inactivar
toda la B-lactamasa producida. (32)
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2) Mutaciones que causan decrementos en la permeabilidad celular del microorganismo le
confierc a E.coli resistencia, como el desarrollo de una girasa con estructura de
subunidades alterada o por reduccién del mimero de porinas. (32)

3) Algunos tipos enterotoxigénicos son capaces de transferir ja resistencia a los
medicamentos asi como sus caracteristicas toxigénicas. (32)

Una deficiencia en la estructura del lipopolisacérido hacen mas susceptible a la
bacteria a la actividad de quinolonas hidrofobicas; las porinas no son el iinico mecanismo por
medio del cual los medicamentos se internan en la célula. (32)

2.1.3.4.1.4 INFECCION ASINTOMATICA Y DIARREA ACUOSA

A} Casos de infeccién asintomdtica se han detectado en diferentes brotes, pero su incidencia
es muy dificil de estimar puesto que no se toman muestra de heces en personas que no
presentan diarrea. (156)

B) Diarrea acuosa sin progresion a colitis hemorragica.- los pacientes con diarrea acuosa
presentan poca tendencia a desarrollar sindrome urémico-hemolitico. (156)

C) Pacientes con diarrea acuosa que progresa a sindrome urémico-hemolitico.- los pacientes
que presentan una larga duracién de diarrea, dolores abdominales y vémito pueden
desarrollar ficilmente el sindrome urémico-hemolitico. (156)

En algunos casos se presentan, como complicaciones;

a. colitis hemorragica

b. sindromes urémico-hemolitico.- pacientes con este padecimiento tienen anemia hemolitica
que es cuenta baja de células rojas.

¢. purpura trombocitopénica trombética.- cuenta baja de plaquetas. (104,156)

d. fallas renales.- dafio en rifiones (oclusion de la microvasculatura glomerular renal por
fibrina y plaquetas). (32,44,123)

e. muerte (156}
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2.1.3.4.5 COLITIS HEMORRAGICA

Sindrome clinico que consiste en dolores abdominales, diarrea que se convierte en
sanguinolenta; evidencia radioldgica o endoscépica muestra edema mucoso en colon,
erosion o hemorragia y ausencia de organismos entéricos convencionales en heces. (156)

La infeccién comienza con dolores abdominales severos, que son seguidos por
diarrea acuosa, la cual progresa a diarrea sanguinolenta, escalofrios, ndusea Yy vomito. La
fiebre se presenta con més facitidad en personas con diarrea sanguinolenta, pero usualmente
es leve 0 no se presenta. (156)

Algunos andlisis como son sedimemacién de eritrocitos, concentraciones
electroliticas en suero, resultados de pruebas hepéticas, protrombinas y uroanlisis presentan
resultados nommales. Colonoscopia sugiere enfermedad inflamatoria entérica o colitis
esquémica, distensién del intestino delgado y colon ascendente. También se observa un
incremento en la frecuencia y severidad de las anormalidades en mucosas desde ¢l recto.
Edema, eritema, hemorragia y ulceracién superficial son signos importantes. La
recuperacion sc logra completamente después de una semana sin tratamiento especifico o
complicaciones. Sin embargo, se han reportado complicaciones localizadas en el epigastrio.
(156)

Periodo de incubacién de 1 a 9 dias en brotes en comunidades, y de | a 14 dias en
una institucion. La diarrea dura més en nifios que en adultos, asi como en personas que
presentan sangre. Se realizan de 10 a 11 movimientos entéricos. En nifios, se observa una
cantidad de sangre de una cucharada, mientras que otros pacientes presentan hasta 4 tazas, o
sangre esencialmente con poca materia fecal. (156)

No se recomienda el uso de antibidticos antes y durante la enfermedad por ser un
factor de riesgo para la expansién de la enfermedad. (156)

2.1.3.4.6 SINDROME UREMICO-HEMOLITICO

Este sindrome se caracteriza por anemia hemolitica microangiopatica,
trombocitopenia y falla renal. Muchos factores estdn implicados en el desarrollo de este
sindrome, incluyendo genéticos, embarazo, medicamentos, toxinas, quimicos. virus y
bacterias. Se han identificado dos grandes subgrupos:

a) tipico (epidémico)
b) no tipico (esporadico) (156)
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Los sintomas aparecen principalmente en nifios pequeiios y es la causa principal de
falla renal en nifios. El sintoma mas comiin es diarrea acuosa o sanguinolenta, otros como
dolores abdominales, vomito, ficbre, letargo y problemas respiratorios, se presentan también.
Las manifestaciones iniciales gastreintestinales se confunden con colitis ulcerativa, isquémica
¥ seudomembranosa. Anormalidades radiogrificas incluyen edema intestinal y estenosis, la
sigmoidoscopia nos muestra ulceracion rectal y colitis difusa. Ei colon ascendente muestra
hemorragia y necrosis. (156)

Complicaciones gastrointestinales del sindrome urémico-hemolitico son: inflamacién
no especifica, colitis isquémica crénica, necrosis y perforacion del colon. A pesar de que las
complicaciones nerviosas no forman parte de este padecimiento, pueden encontrarse rastros
de estos como irritabilidad, letargo y coma. {132,156)

2.1.3.4.7 PURPURA TROMBOQCITOPENICA TROMBOTICA

Consiste en trombocitopenia, anemia hemolitica microangiopatica, fiebre, falla renal
¥y sintomas neurol6gicos. Se piensa que representa una forma extensiva del espectro clinico
de enfermedades vasculares que produce sindrome urémico-hemolitico El criterio de
diagnosis para este padecimiento es ¢l mismo empleado para HUS, con adicion de fiebre y
déficit neurolégico. En estudios postmortern se encuentran lesiones vasculares esparcidas
con trombos plaquetas-fibrina. Algunos otros factores como medicamentos, toxinas,
embarazo, enfermedades inmunolégicas desconocidas y colitis hemorragica son la causa de
piirpura trombocitopénica trombética. (156)

2.1.3.4.8 MUERTE

El ricsgo de muerte se encuentra altamente relacionado con la edad, pacientes en
edades extremas presentan un mayor riesgo de muerte asi como personas con padecimientos
como sindrome urémico-hemoliiico, cofitis isquémica y purpura trombocitopénica
trombética. (156}

Estos padecimientos requieren atencién en servicios especializados. Debido a que
otras enfermedades también presentan diarrea sanguinolenta, es necesario determinar la
causa de las mismas. Por esta razdn se deben realizar cultivos de heces durante las primeras
48 horas después de presemarse la diarrea. (144.156)
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21342 E.coli 0111

A pesar de que pertenece a EHEC, es un serotipo diferente a @157. Se ha aislado de
heces fecales de terneros y ganado adulto. Debido a la dificultad de deteccién y Ia
esporidica presencia en humanos provocando enfermedades, no se han realizado estudios
extensos en animales. Este serotipo es semejante a otros E.coli, enterobacterias o
Salmonella. Ninguno de estos organismos crece a una temperatura menor de 7 °C. Su
crecimiento puede ser detenido al mismo pH y a la misma concentracién de sal. Son
sensibles al calor y su conducta contaminante es muy similar, aunque no idéntica. Sin

embargo, existe evidencia de que este serotipo sobrevive mas que otros en alimentos acidos.
(65)

No existen métodos especificos para la deteccién de este serotipo, aunque se estin
desarrollando. Debido a su gran similitud con otros £,coli es dificil diferenciarlo de E.coli
normal. Otra complicacién es el hecho de que algunos tipos de E.coli 0111 no pertenccen al
grupo EHEC y por lo tanto, no producen sindrome urémico-hemolitico. No se realizan
pruebas en alimentos que detecten la presencia de este microorganismo para asegurar la
seguridad de los mismos. La calidad se garantiza realizando buenas practicas de manufactura
aplicadas a la industria alimenticia y previniendo el crecimiento de microorganismos
patdgenos. (65)

E.coli 0111 causa daflo al humano por medio de organismos vivos que infectan el
intestino, una vez ahi produce toxinas. Se han descrito casos de sindrome urémico-
hemolitico causado por este serotipo en Australia a partir de 1995. Por esta razén es
necesario que el sistema productive empleado no solo prevenga el crecimiento de E.coli
0111, sino que se logre la destruccién de los mismos al maximo, asi como seguir los Puntos
de Control Critico (PCC) especificos para cada tipo de alimento. (65)

2.1.3.43 E.coli 048:H21

Serotipo pertencciente a EHEC que provoca sindrome urémico-hemolitico. Presenta
algunos sintomas como diarrea de olor desagradable que se convierte en diarrea
sanguinolenta, dolores abdominales intensos, movimientos entéricos muy frecuentes que dan
lugar a la debilidad del paciente. Estas condiciones pueden progresar hasta daiio remal.
Puede observarse baja en el nivel de hemoglobina y plaquetas. Un estudio sanguineo revela
anemia hemolitica microangiopética con células rojas fragmentadas, por lo que el paciente
requiere de hemodialisis. (73)

El serotipo 048:H21 demuestra toxigenicidad por pruebas como ELISA y reaccién
en cadena de polimerasa (PCR), con resultado positivo de toxina Shiga 'y /1. (73)
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2.1.3.4.4 E.coli O104:H21

Las infecciones por este serotipo se confirman en base a analisis de cultivo de heces
o por evidencia serologica. Se caracteriza por presentar sintomas como diarrea
sanguinolenta, dolores abdominales severos, heces fecales con sangre, vomito y fiebre. En
un caso presentado en Estados Unidos se encontré que el origen de la infeccion se dio por el
consume de leche contaminada. Al realizar pruebas microbiol6gicas se encuentra que la
cuenta de coliformes excede los limites permitidos. La edad aproximada de los pacientes era
de 36 afios, por lo que no se presentaron casos mds severos, como sucede en los infantes o
en edad avanzada. (143)

Las manifestaciones clinicas de la infeccion de este brote son muy semejantes a las
presentadas por E.coli OI57:H7, a pesar de que (3104:H2I no parece progresar hasta
Sindrome urémico-hemotitico por tratarse de una enfermedad autolimitada, y por el factor
de edad de los pacientes que la presentaron. (76)

Este serotipo es productor de toxina semejante a Shiga /. Después de realizarse
pruebas y encontrar negativos a Salmonella, Shigella, Campylobacter y E.coli O157:H7 de
cultivos de heces, se puede confirmar la presencia de O/04:H2/ determinando la presencia
de la toxina semejante a Shiga I, o encontrando colonias sorbitol-negativas en cultivo.
Debido a que la mayoria de los laboratorios no cuentan con pruebas para identificar
serotipos diferentes a (/57:H7, generalmente estas patologias son irreconocibles, lo vnico
plausible s encontrar la presencia de la toxina que identifique al microorganismo como
E.coli enterohemorragico diferente a Q157:H7. (76,143}

Enteropatégenos | Enterotoxigenos | Enterohemorrgi [ Enteroinvasivos
cos
Cuadros diarreas diarreas diarreas diarreas
infantiles infantiles, diarrea| hemorragicas | disenteriformes
del turista
Edad lactantes y nifios | nifios y adultos | adultos y nifios | adultos y nifios
pequerios
Paises desarrollados en vias de desarrollados diversos
desarrollo
Epidemiologia brotes casos casos €asos
epidémicos esporadicos, esporddicos y esporadicos y
brotes brotes brotes
epidémicos epidémicos epidémicos
Grupos O mas | 26, 55, 86, 111, { 6, 8, 15, 20, 25, 0157 28,29,42, 112,
frecuentes 119,125,126, 1 63, 78, 80, 83, 124, 136, 143,
127, 128 115, 128, 148, 144, 152, 164
159. 167
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Adherencia adhesinas MR fimbrias MR | = e | e
(CFAI, CFAIL,
EBT?S)
Mecanismo enterotoxina | enterotoxinas TL| enterotoxina capacidad de
citotdxica vio TS, citotoxica penetracién,
semejante a plasmidos Ent | (verotoxina) S. |plasmidos de 140
Shigella dysenterige | Mdaltons

Cuadro 5.- Caracteristicas mas importantes de infeceiones por E.coli. (170)

2.1.3.5. E.coli ENTEROAGREGATIVA (EAggEC)

Se le conoce como “diarrea persistente en nifios” principalmente en paises en
desarrollo. La diarrea con una duracion tan larga como la que provoca este microorganismo
es inusual en modelos causados por otros patogenos, Es semejante a ETEC. Se une a células
Hep-2, es no invasiva y no presenta cambios histolégicos. Difiere de ETEC en que no se
adhiere uniformemente en la superficie de la mucosa, se adhiere en pequefios agregados por
medio de pelos o fimbrias que reciben el nombre de AAF/I. La adherencia a células Hep-2 es

una forma patogénica que presenta este serotipo y es una propiedad potencial distintiva de
FAggEC. (119)

Presenta diarrea acuosa (aunque en algunos casos el organismo es incapaz de
producir diarrea), lo que sugiere una enterotoxina implicada, (148)

No se observa fiebre, cefalea o algun otro sintoma sistémico. Para su identificacion
es necesario realizar pruebas de DNA para E4AggEC, confirmando la presencia de la fimbria
AAF/ y de las toxinas /08-kDa e EAST. (119)

No presenta produccién de toxinas termoldbiles, en cambio, produce una toxina
termoestable llamada £EA4ST (péptido de bajo peso molecular), que se encuentra asociada con
la toxina termoestable de E.coli enterotoxigénica. EAST es diferente de otras toxinas
termoestables de E.coll, a pesar de que exhibe funciones relacionadas con ETEC. (148)

El genotipo de EAST no se encuentra restringida para EAggEC, ya que s¢ ha
detectado su presencia en otros serotipos como EHEC QJ57:H7, ETEC y EPEC, asi como
en cepas de E.coli aisladas de nifios asintomaticos. Esta toxina representa un determinante
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virulento que, se encuentre o no expresado, es insuficiente para causar enfermedad si no
existe un factor(es) adhesivo(s). (148)

Una segunda toxina /f08-kDa es semejante a hemolisina de E.coli pero no causa
hemélisis, provoca poros en las células y se presenta un flujo de Ca significativo. (119)

Adherencia a células Hep-2, enterotoxina EAST, toxina [08-kDa, todas o algunas de
éstas son necesarias, mas no suficientes, para conferir la patogenicidad de EAggEC. Sin
embargo, es significativo que la presencia de AAF/I, la habilidad de establecer colonias en el
intestino humano, y la capacidad de elaborar una o mis toxinas, son aparentemente
insuficientes para conferir patogenicidad en adultos. (119)

El periodo de incubacion es de 14.3 horas {(con un rango de 7-22). En algunos casos
se presenta moco en heces, pero no se observa sangre © pus; (ampoco se encueniran
leucocitos en residuos fecales. (119)

El mecanismo de E4ggEC es desconocido, pero el corto periodo de incubacion de la
enfermedad, asi como la carencia de fiebre, diarrea sanguinolenta o leucocitos en heces,
sugiere una actividad més secretora que invasiva. (148)
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3.1 IDENTIFICACION BIOQUIMICA

Los bacilos gram-negativos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae son los
microorganismos mas frecuentemente aislados en el laboratorio de microbiologia clinica.(95)

La morfologéa observada mediante la técnica de Gram no es util para separar a las
enterobacterias de otros bacilos gram-negativos, ni para identificar especies. La morfologia
de las colonias desarrolladas en agar sangre es también de utilidad diagnéstica limitada pues
la mayoria de las especies forman colonias color gris opaco, secas a mucoides. (95)

Todos los micmbros de las Enterobacteriaceae pueden aislarse facilmente de diversas
fuentes clinicas: sangre, orina, esputo, heridas, liquidos corporales y material de abscesos,
En cuanto a los microorganismos entéricos patégenos, las muestras clinicas pueden contener
refativamente pocos patégenos. (95)

La clasificacion de las enterobacterias esta basada principalmente en la determinacién
de la presencia o ausencia de diferentes enzimas codificadas por el material genético del
cromosoma bacteriano. Estas enzimas guian el metabolismo de las bacterias a lo largo de
una de las diversas vias que pueden detectarse a través de medios especiales utilizados en las
técnicas de culiivo in vitro. Los sustratos sobre los cuales estas enzimas pueden actuar se
incorporan at medie de cultivo, junto con un sistema indicador que puede detectar ya sea la
declinacion del sustrato o la presencia de productos metabélicos especificos. Seleccionando
una serie de medios que miden diferentes caracteristicas metabolicas del MiCTOOTanisme en
estudio, es posible determinar una “huella digital” bioquimica para lograr la identificacion de
la especie. (95)

Con pocas excepciones, todos los miembros de la familia Enterobacteriaceae exhiben
las siguientes caracteristicas;

e Metabolizan la glucosa mediante fermentacion
¢ Carecen de actividad citocromo oxidasa
¢ Reducen los nitratos a nitritos

El principio de fermentacién de los hidratos de carbono indica que la accion de
muchas especies de microorganismos sobre un sustrato hidrocarbonado produce la
acidificacion del medio. La formula de un tipico medio de fermentacién es:

Tripteina 10,000 g

Cloruro de sodio 5,000 g

Rojo de fenol 0,018 g .
Agua destifada c.s.p. 1000 ml (95)
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La tripteina es un hidrolizado de proteina {caseina) que sirve como fuente de carbono
¥ nitrégeno, el cloruro de sodio se afiade como estabilizador osmético, y el rojo de fenol es
un indicador de pH que vira al amaritlo cuando el pH del medio cae por debajo de 6.8. (95)

Todas las enterobacterias desarrollan bien en este tipo de medio. La fermentacion de
la glucosa sigue la via anerobia de Embden-Meyerhof-Pamas (EMP), que conduce a la
formacién de dcido pirdvico, del cual se derivan una variedad de acidos organicos. Todas las
enterobacterias fermentan la glucosa por esta via, produciendo una fermentacién acida mixta
y calor amarillo en el medio, st se emplea rojo de fenol como indicador de pH. {95)

En cuanto a la actividad citocromo oxidasa, todo organismo que exhibe actividad de
citocromo oxidasa cuando se somete a esta prueba, se excluye de la familia
Enterobacteriaceae. (95)

Muestras fecales

Porciones de la muestra se recogen cuidadosamente y se inoculan a buenos medios
de placa y de enriquecimiento lo més pronto posible después de su recoleccion, algunos

agentes etiologicos se hacen pronto menos numerosos y pueden ser ocultados por otros
Microorganismos,

Las pruebas de seleccion para cultivos fecales pueden limitarse generalmente al agar
hierro triple azdcar, agar lisina-hierro y urea de Christensen, péro en 4reas con frecuentes
infecctones es necesario aumentar el niimero de pruebas. (95)

3.1.1 REDUCCION DE NITRATOS

La capacidad de un organismo para reducir nitratos a nitritos es una caracteristica
importante utilizada para la identificacién y diferenciacion de especies de muchos grupos de
microorganismos. (95,105}

Los organismos que reducen nitratos tienen la capacidad de obtener oxigeno de los
nitratos para formar nitritos y otros productos de reduccion. La ecuacién quimica es:

NO; + 2¢° + 2H - NO; T + H;0
Nitrato Nitrito (95)
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La presencia de nitritos en el medio se detecta afiadiendo c-naftilamina y acido
sulfanilico, con la formacién de un colorante rojo de diazonio, p-sulfobenceno-azo-ce-
naflilamina. La a-naftilamina y el 4cido sulfanilico son relativamente inestables, y su
reactividad debe determinarse a intervalos frecuentes ensayando con organismos de control
positivos y negativos. Dado que e! compuesto de diazonio formado por organismos
reductores de nitratos es inestable, las reacciones de color deben ser leidas dentro de un
breve periodo, antes de que se produzca la decoloracién. (95,105)

3.1.1.1 MEDIOS Y REACTIVOS

1.- Caldo nitrato o agar nitrato (en pico)
Extracto de came 30 g
Peptona 50 g
Nitrato de potasio (KNOs) 1,0 ¢
Agar (libre de nitritos)} 120 g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml
2.- Reactivo A:
o-naftalinamina 50 g
Acido acético (SN), 30% 1000 ml
3.- Reactivo B:
Acido sulfanilico 80 ¢
Acido acético (5N), 30% 1000 ml
(95,103)

3.1.1.2 TECNICA E INTERPRETACION

Inocular el medio de nitrato con un asa de cultivo puro del organismo aislado en agar
¢ incubar a 35 °C durante 18 a 24 horas. Finalizada la incubacion, afiadir al medio 1 mi de
reactivo A y luego 1 ml de reactivo B. Debido a que la prueba de reduccion requiere tanto
tiempo para ser llevada a cabo, no se utiliza cominmente para el screening previo de esta
caracteristica en aislamientos bacterianos desconocidos. Una prueba mas rapida es el empleo
de tiras impregnadas en reactive de nitrato. (93)

El desarrollo de un color rojo a los 30 segundos de afiadir los reactivos indica la
presencia de nitritos y representa una reaccién positiva para la reduccion de nitratos. La
ausencia de color tras el agregado de los reactivos puede indicar que los nitrates no han sido
reducidos o que han sido reducidos a productos distintos de los nitritos, como amoniaco,
notrégeno molecular (desnitrificacion), oxido nitrico (NO) u 6xido nitroso {N2Q), e
hidroxilamina. Dado que los reactivos detectan sdlo nitritos, este Gltimo proceso llevaria a
una lectura falsa negativa Por o tanto, es necesario afiadir una pequefia cantidad de polvo
de zinc a todas las reacciones negativas. Los iones zinc reducen los nitratos a nitritos, y &l
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desarrollo de un color rojo tras agrepar polve de zink indica la presencia de nitratos
residuales y contirma la reaccién negativa verdadera. (105)

Medios de aislamiento primario utilizados para la recuperacién de enterobacterias:

Agar de MacConkey
Agar Eosina Azul de Metileno {(EMB)
Agar Desoxicolato-citrato (ADC)
Agar Endo (95)

3.1.2 AGAR DE MAcCONKEY

Este es un medio diferencial para la seleccion y recuperacion de enterobacterias y
bacilos gram-negativos entéricos relacionados. Las sales biliares y el cristal violeta inhiben el
desarrollo de bacterias gram positivas y de algunas gram-negativas exigentes. La lactosa es
el unico hidrato de carbono. Las bacterias fermentadoras de lactosa forman colonias de
diferenies tonos de rojo debido al viraje del indicador rojo neutro (rojo a pH menor de 6.8)
por la produccién de dcidos mixtos. Las colonias no fermentadoras de lactosa aparecen
incoloras o transparentes. (95,108)

3.1.2.1 FORMULA

Peptona 17,000 g
Polipeptona 3,000 g
Lactosa 10,000 ¢
Sales biliares 1,500 g
Cloruro de sodio 5000 g
Agar 13,500 g
Rojo neutro 0,030 ¢
Cristal violeta 0,001 g
Agua destilada c.5.p. 1000 1

pH final =71  (95)
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3.1.2.2 INTERPRETACION

Los fermentadores fuertes de lactosa, como E.coli, forman colonias rojas rodeadas
de una zona de bilis precipitada. Los fermentadores débiles, forman colonias incoloras o
transparentes. (95,108)

3.1.3 AGAR EOSINA AZUL DE METILENO (EMB)

Medio diferencial utilizable en lugar del agar MacConkey para aislar y detectar
enterobacterias o bacilos coliformes relacionados en muestras con bacterias mixtas. Los
colorantes de anilina (eosina y azul de metileno) inhiben a las bacterias gram-positivas y a las
gram-negativas exigentes. También se combinan precipitando a pH 4cido, actuando como
indicadores de produccion de 4cidos. El agar EMB de Levine, con lactosa solamente, da
reacciones paralelas a las del agar de MacConkey; la formula medificada detecta también
fermentadores de sacarosa. (95)

3.1.3.1 FORMULA

Peptona 10,000 ¢
Lactosa 5,000 g
Sacarosa 5,000 g
Fosfato dipotasico 2,000 g
Agar 13,500 g
Eosna 6,400 g
Azul de metileno 0,065 g
Agua destilada c.s.p. 1000 |
pH final = 7.2 95)

3.1.3.2 INTERPRETACION

Los fermentadores fuertes de lactosa, sobre todo E.coli, producen colonias color
negro verdoso con brillo metalico. Los productores mas débiles, forman colonias violetas, en
cambio, los no fermentadores presentan colonias transparentes. En caso de encontrarse
cepas no fermentadoras de lactosa pero fermentadoras de sacarosa, se¢ observardn colonjas
transparcntes en agar EMB Levine y violetas a negras en la férmula modificada. (95)
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3.1.4 AGAR DESOXICOLATO-CITRATO (ADC)

Medio diferencial utilizado para aislar enterobacterias a partir de cultivos mixtos. El
medio tiene alrededor de 3 veces mayor concentracion de sales biliares (desoxicolato de
sodio) que el agar MacConkey. Los citratos sédico y férrico retardan el desarrollo de E.coli.
La lactosa es el unico hidrato de carbono y el indicador de pH rojo neutro detecta la
produccidn de acido. (95)

3.1.4.1 FORMULA

Carne, infusién 375,00 ¢
Peptona 10,00 g
Lactosa 10,00 g
Citrato de sodio 20,00 g
Citrato férrico 1,00 g
Desoxicolato de sodio 500 g
Agar 17,00 g
Rojo neutro 0,02 g
Agua destilada c.s.p. 1,00 1
pH final = 7.3 (95)

3.1.4.2 INTERPRETACION

Todas las bacterias gram-positivas son inhibidas. Las colonias de E.coli son pequefias
y de color rojo intenso. Los productores més débiles de écido forman colonias algo
mucoides, incoloras con centro rosa claro. Los no fermentadores forman colonias incoloras.
(93)

3.1.5 AGARENDO

Medio empleado para aislar coliformes y otros microorganismos entéricos en
muestras clinicas o materiales de importancia sanitaria como agua, leche y otros alimentos.
El sulfito de sodio y la fuscina béasica inhiben el desarrollo de bacterias gram-positivas. La
produccién de cido a partir de lactosa no se detecta por un cambio de pH, sino por la
reaccion de} producto intermedio, el acetaldehido, que es fijado por el sulfito de sedio. (95)
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3.1.5.1 FORMULA

Fosfato de potasio 35 ¢
Peptona 10,0 g
Lactosa 10,0 ¢
Sulfito de sodio 25 g
Fuscina basica 05 ¢
Agua destilada c.s.p. 1.0 1

pH final = 7.4 (95)

3.1.5.2 INTERPRETACION

Las colonias fermentadoras de lactosa aparecen color rosa a rojo. Los fuertes
productores de 4cido, como E.coli, pueden teiiir el medio que rodea a las colonias o
producir un brillo metdlico por reaccién con la fuscina basica. Los no fermentadores de
lactosa forman colonias incoloras o de color débilmente rosado, casi semejante al del medio.
(95,105)

3.1.6 ONPG

El ortonitrofenil galactosido (ONPG) es estructuralmente similar a la lactosa, salvo
que la glucosa ha sido sustituida por el ortonitrofentlo. (95,105)

Por accién de la fB-galactosidasa, el ONPG se hidroliza desdoblindose en dos
residuos, galactosa y ortonitrofenol. E} ONPG es un compuesto incoloro; el ortonitrofenol
es amarillo, lo cual provee una evidencia visual de la hidrélisis. {95,105)

Las bacterias fermentadoras de lactosa poseen permeasa y [-galactosidasa , dos
enzimas requeridas para la produccion de acido en la prueba de fermentacion de lactosa. La
permeasa es necesaria para que la molécula de lactosa penetre en la célula bacteriana, donde
la B-galactosidasa puede desdoblar la unidn galactésido, produciendo glucosa y galactosa.
Los no fermentadores de lactosa carecen de ambas enzimas y son incapaces de producir
icido a partir de lactosa. Algunas especies bacterianas aparecen como no fermentadoras de
lacotas pues carecen de permeasa pero si tienen P-galactosidasa y dan una prueba de ONPG
positiva. Los llamados fermentadores tardios de lactosa pueden demorar en producir 4cido a
partir de lactosa debide a una lenta actividad de permeasa. En estos casos una prueba de
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ONPG positiva puede proveer una identificacion rapida de los fermentadores tardios.
(95.10%)

3.1.6.1 MEDIOS Y REACTIVOS

1. Buffer de fosfato de sodio, 1 M, pH 7

2. O-nitrofenil-B-galactésido (ONPG), 0,75 M,
3. Solucitn fisiologica

4. Tolueno (95,105)

3.1.6.2 TECNICA E INTERPRETACION

Las bacterias desarrolladas en un medio con lactosa producen 6ptimos resultados en
la prueba de ONPG. Emulsificar una asa cargada de desarrollo bacteriano en 0,5 ml de
solucidn fisiologica hasta producir una suspension abundante. Afiadir a dicha suspension una
gota de tolueno y mezclar enérgicamente unos segundos para liberar la enzima de las células
bacterianas. Afiadir a la suspension igual cantidad de solucidn buffer de ONPG y colocar la
mezcla en bafio de agua a 37 °C. (95,105)

La velocidad de la hidrélisis del ONPG a ortonitrofenol puede ser elevada en algunos
organismos, produciéndose una reaccitn que se visualiza por la aparicién de un color
amarillo en 5 a 10 minutos. La mayoria de las pruebas son positivas en una hora; sin
embargo, las reacciones no se deben interpretar como negarivas antes de las 24 horas de
incubacion. El color amarillo suele ser bien definido e indica que el organismo ha producido
ortonitrofenol a partir del sustrato ONPG por accion de la B-galactosidasa. (95,105)

3.1.7 INDOL

El indol es un bencilpirrol, uno de fos productos de degradacion metabolica del
aminoacido triptéfano. Las bacterias que poseen la enzima triptofanasa son capaces de
hidrolizar y desaminar el triptéfano con produccion de indol, dcido pinivico y amoniaco. La
produccién de indol es una caracteristica importante para fa identificacidon de muchas
especies de microorganismos, siendo especialmente Wil para diferenciar Escherichia coli de
miembros del grupo Klebsiella-Enterobacter. (95,105)

98



Capirulo It

La prueba de indol ests basada en la formacion de un complejo de color rojo cuando
¢l indo! reacciona con el grupo aldehido del p-dimetilaminobenzaldehido. Este es el principio
activo de los reactivos de Kovac y Ehrlich. Se debe utilizar un medio rico en triptéfano. En
la prictica se emplean medios combinados tales como sulfuro-indol-movilidad (SIM),
movilidad-indol-ornitina (MEO) o indol-nitrato. Las pruebas rapidas realizadas con tiras de
papel filtro impregnadas con reactivo de Kovac son itiles para el screening de bacterias que
son productoras veloces de indol. (95,105)

3.1.7.1 MEDIOS Y REACTIVOS

1.- Caldo triptéfano (triptofano al 1%)

Peptona o digerido pancredtico de caseina (tripteina) 20 g

Cloruro de sodio 05 g

Agua destilada 100 ml
2.- Reactivo de Kovac

Alcohol amilico e isoamilico puro 150 ml

p-dimetilaminobenzaldehido 10,0 g

HC] concentrado 50 ml

3.- Reactivo de Ehrlich

p-dimetilaminobenzaldehido 20 g
Alcohol etilico absoluto 190 ml
HCI concentrado 40 ml
(95,105)

3.1.7.2 TECNICA E INTERPRETACION

Inocular caldo triptéfano (u otro medio con triptofano) con el microorganismo ¢
incubar a 35 °C durante 18 a 24 horas. Al finalizar este periodo, afiadir 5 gotas de reactivo
por la pared interior del tubo. Si se emplea reactivo de Ehrlich, este paso debe ser precedido
por la adicién de 1 ml de cloroformo. Esto no es necesario con el reactivo de Kovac. (105)

El desarrollo de un vivo color rojo fuscia en la interfase del reactivo y el caldo (o en

la capa de cloroformo) segundos después de afiadir el reactivo, indica la presencia de indol y
una prueba positiva. (95)
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3.1.8 ROJODE METILO

El rojo de metilo es un indicador de pH con un intervalo entre 6,0 (amarillo) y 4.4
(rojo). E!l pH alcual el rojo de metilo detecta acido es considerablemente menor que el de
otros indicadores utlizados en medios de cultivo bacteriologico. Por ende, a fin de provocar
un cambio de color, el microorganismo en estudio debe producir grandes cantidades de
acido a partir de! substrato hidrocarbonado que emplea. (105)

La prueba del rojo de metilo es cuantitativa para la produccion de cido y requiere
organismos positivos que produzcan acidos fuertes (lactico, acético, formice) a partir de
glucosa, por la via de la fermentacién 4cida mixta. Dado que son muchas las especies de
enterobacterias que pueden producir cantidades suficientes de 4cidos fuertes detectables con
indicader rojo de metilo durante las fases iniciales de la incubacién, silo se consideran rojo
de metilo positivos aquellos organismos que pueden mantener este pH bajo luego de una

incubacion prolongada (48-72 horas), contrarrestando ¢! sistema estabilizador de pH del
medio. (95)

3.1.8.1 MEDIOS Y REACTIVOS

El medio mas cominmente utilizado es el caldo rojo de metilo-Voges-Proskauver
(RM/VP), segin la foérmula de Clark y Lubs. Este medio sirve también para la ¢jecucion de
la prueba de Voges-Proskauer. (953)

Caldo RM/VP
Polipeptona 70 g
Glucosa 50 g
Fosfato dipotasico 50 g
Agua destilada c_s.p. 1.0 1
pH final = 6.9

Indicador de pH rojo de metilo
Rojo de metilo, 0,1 g, en 300 ml de etanol al 95%.
Agua destilada, 200 ml.  (95,105)
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3.1.8.2 TECNICA E INTERPRETACION

Ingeular el caldo RM/PV con un cultivo puro del microorganismo. Incubar el caldo a
35 °C durante 48 a 72 horas (no menos de 48 horas). Finalizando este periodo, afiadir
directamente al caldo 5 gotas del reactivo rojo de metilo. (95,105)

El desarrollo de un color rojo estable en la superficie del medio indica que la
produccion de dcido es suficiente como para bajar el ph a 4,4 y es una prueba positiva. Dado
que otros organismes pueden producir cantidades menores de dcido a partir del sustrato, es
posible el desarrollo de un color naranja intermedio entre el amarillo y el rojo. Esto no indica
una prueba positiva. (95,105)

3.1.9 PRUEBA DE VOGES PROSKAUER

La reaccién de Voges-Proskauer recibe el nombre de dos microbidlogos que
trabajaron a comienzos del siglo XX, siendo los primeros en observar la reaccién de color
rojo producida en medios de cultivo apropiados por tratamiento con hidréxido de potasio.
Posteriormente se descubrié que el principio activo formado en el medio por metabolismo
bacteriano es el acetilmetilcarbinel, un producto de la via butilenglicol. (95,105)

El 4cido pirGivico, componente fundamental en la degradacion fermentativa de la
glucosa, es metabolizado luego a través de varias vias, de acuerdo con los sistemas
enzimaticos que poseen las diferentes bacterias. Una de dichas vias lleva a la produccitn de
acetoina (acetilmetilcarbinol), un subproducto de reaccion neutra. Los organismos tales
como los miembros del grupo Klebsiella- Enterobacter producen acetoina como principal
subproducto del metabolismo de la glucosa y forman cantidades menores de dcidos mixtos.
En presencia de oxigeno atmosférico y de hidréxido de potasio al 40%. La acetoina se
convierte en diacetilo y el a-naftol actia como catalizador para revelar un complejo color
rojo. (95,105)

3.1.9.1 MEDIOS Y REACTIVOS

Medios:
Caldo RM/VP
Reactivos:
1.- a-naftol (5%) 50 g
Alcohol etilico absoluto 100 ml
2.- Hidréxido de potasio (40%) ’ 40,0 g
Agua destilada c.s.p. 100 m (95)
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3.1.9.2 TECNICA E INTERPRETACION

Inocular un tubo de caldo RM/VP con un cultivo puro de micreorganismo. Incubar
durante 24 horas a 35 °C. Al finalizar este periodo, transferir 1 ml de caldo a un tubo de
ensayo limpio. Afiadir 0,6 ml de a-naftol al 5% y 0,2 mi de KOH al 40%. Es esencial
adicionar los reactivos en ese orden. Agitar ¢! tubo cuidadosamente para exponer el medio al
oxigeno atmosférico y dejarlo reposar durante 10 al5 minutos. (95,105)

Una prueba positiva esté indicada por el desarrollo de un color rojo a los 15 minutos
de afiadir los reactivos, revelando la presencia de diacetilo, producto de oxidacién de la
acetoina. La prueba no debe leerse luego de mas de 1 hora, ya que cultivos de Voges-
Proskauer negativos pueden producir un color cobrizo, con la consecuente posibilidad de
una interpretacién falsa positiva. (95,105)

3.1.10 KIA Y TSI

El agar hierro de Kligler (KIA) y el agar triple azécar hierro (TSI) son virtualmente
indispensables para la identificacién de bacilos gram-negativos recuperados en medios de
aislamiento primario. Los patrones de reaccion son parte integrante de muchos esquemas de
identificacién de enterobacterias y sirven también para su valioso control de calidad para la
confirmaci6n de las reacciones observadas en otros medios en estudio. {(95,105)

La funcion original del agar doble azicar era detectar la produccién de acido y gas a
partir de dextrosa y lactosa en un inico medio. Kligler afiadi6 sulfato ferroso y tiosulfato de
sodio a la formula a fin de detectar la produccién de gas H;S. Las formulas de KIA y TSI
son idénticas, salvo en que el TSI contiene 10 g por litro de sacarosa ademis de glucosa y
lactosa (triple aztcar). La férmula de KI1A es:

Agar hierro de Kligler
Extracto de carne 3,000 ¢
Extracto de levadura 3.000 g
Peptona 15,000 g
Proteosa peptona 5.000 g
Lactosa 10,000 g
Glucosa 1,000 g
Sulfato ferroso 0,200 g
Cloruro de sodio 5,000 g
Tiosulfato de sodio 0,300 ¢
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Agar 12,000 g

Rojo fenol 0,024 p

Agua destilada c.s.p. 1,000 |
pH final=74

(93)

La incorporacién de cuatro compuestos proteicos, extracto de carne, extracto de
levadura, peptona y proteosa peptona, hace que el KIA y el TSI sean muy ricos desde el
punto de vista nutritivo, y la falta de inhibidores permite el desarrollo de todas las especies
bacterianas salvo las mis exigentes (excluyendo las anaerobias obligadas). El KIA y el TSI
s6lo pueden usarse para analizar una (nica especie bacteriana tomada de una sola colonia
aislada en placas de agar primario o selectivo. La lactosa esté presente en una concentracién
10 veces mayor que la glucosa (la reaccién sacarosa a glucosa) es también de 10:1 en el
TSI). El sulfato ferroso como detector de H,S, es algo menos sensible que otras sales
férricas o ferrosas, por lo tanto puede haber discrepancias en las lecturas de H;S entre el
KIA y el TSI y otros medios analiticos. El indicador rojo fenol es amarillo a un pH menos de
6,8. Puesto que el pH final del medio est4 estabilizado a 7,4, la produccién de cantidades
relativamente pequeiias de 4cidos provocan un cambio visible de color. (95)

El agar debe prepararse en “pico de flauta”. Esta configuracién determina que haya
esencialmente dos cAmaras de reaccion dentro del mismo tubo. La porcién inclinada,
expuesta en toda su superficie al eoxigeno atmosférico, es aerobia; la porcion inferior,
llamada “fondo™ o “profundidad”, esta protegida del aire y es relativamente anaerobia. Al
preparar los medios es importante que el pico y el pondo tengan la misma longitud de
aproximadamente 3 cm cada uno, a fin de conservar este efecto de las dos cdmaras. (95)

Los tubos de KIA y TSI se inoculan con un alambre recto. La colonia, aislada en
placa de agar, se toca con ¢l extremo del alambre, con el cual se atraviesa la parte profunda
del tubo. Es importante que la linea de siembra no se extienda a mds de 3 a 5 mm del fondo
del tubo, a fin de evitar la entrada de aire en la parte profunda y una alteracién en el medio
anaerobio. Tras retirar el alambre del fondo, se estria el pice con un movimiento hacia y uno
y otro lado. Los tubos inoculados se colocan en una incubadora a 35 °C durante 18 a 24
horas. (95)

3.1.10.1 PRINCIPIOS BIOQUIMICOS

La porcidn inclinada del tubo que estd expuesta al oxigeno atmosférico, tiende a
tornarse alcalina por la descarboxilacion oxidativa de proteinas, proteosas y aminoacidos del
medio. Por accién aceleradora de las bacterias que desarrollan en el pico, se forman aminas a
partir de estos derivados proteicos, y la porcién inclinada tiende a permanecer alcalina y de
color rojo. En el fondo del tubo, donde no hay oxigeno, la degradacion proteica es minima y

103



Capitulo fif

se pueden detectar incluso pequefias cantidades de &cido por la aparicidn de un color
amarillo. {103)

Las bacterias que utilizan lactosa (lactosa yfo sacarosa en el TSI) producen en el

KIA cantidades relativamente grandes de icido debido a la mayor concentracion de lactosa
(10:1 mayor que la de glucosa) en el medio. Esta cantidad de dcido es suficiente para
superar la reaccién alcalina desarrollada en el pico, y tedo el tubo permanece de color

amarillo. Las reacciones acido/4cido, por ende, son indicativas de organismos fermentadores
de lactosa. (95.105)

Otros medios empleados para la identificacion de E.coli son:

3.1.11 PREPARACION DE CALDO E.coli (EC)

3.1.11.1 MATERIALES

0

. Matraz de 1 k.
. Agitador magnético.
. Parrilla/Agitador.

Medio EC deshidratado.
Balanza Mettler PC 400.

. Papel 4” x 4.

. 108 tubos para prueba 16 mm x 125 mm con metal.
. 108 viales de fermentacién.

2 tubos para prueba.
. Pipetas Oxford Macro. (83)

3.1.11.2 PROCEDIMIENTO

. Disolver 18.5 g de medio EC deshidratado en 500 ml de agua destilada.

. Cubrir el matraz con papel alurinio.

. Calentar suavemente en fa parrilla con agitacién para la completa disolucién del medio.

. Utilizando la pipeta, vertir 8 ml en cada tubo de prueba.

. Colocar un vial de fermentacién invertido en cada tubo.

. Colocar las porciones de metal en los tubos.
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7. Esterilizar en auteclave durante 15 minutos a 121 °C.

8. Etiquetar los tubos y guardar en el refrigerador. (83)

3.1.12 PREPARACION DEL AGAR MEMBRANA

TERMOTOLERANTE E.coli (m TEC)

3.1.12.1 MATERIALES

. Matraz de 1 1t.

. Agitador magnético.

. Parrillo/Agitador.

. Agar deshidratado mTEC.

. Balanza Mettler PC 400.

. Papel 4" x 4",

. Pre-esterilizar cajas de petri de plistico de 50 x 9 mm.
. Bafio de agua a 45-46 °C, (83)

B B R R ]

3.1.12.2 PROCEDIMIENTO

1. Disolver 11.32 g de agar mTEC deshidratado en 250 ml de agua destilada.

2. Cubrir el matraz con papel aluminio

3. Escribir los datos sobre el aluminio.

4. Calentar hasta que hierva mientras se agita para disolver completamente el agar.
5. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 °C.

6. Enfirar en bafio de agua,

7. Vaciar 5-6 ml de agar en cada caja de petri.

8. Cubrir las cajas con papel aluminio y etiquetar.

9. Enfriar a temperatura ambiente.

10. Almacenar en el refrigerador. (83)
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3.1.13 METODO DE FILTRO MEMBRANA PARA E.coli

3.1.13.1 FILTRADO DE MUESTRAS Y PREPARACION DE LA
PRUEBA.

. Membrana termotolerante para E.coli (mTEC).

. Plato de urea.

. Filtros y ensamble de trampa de vacio.

. Pipetas disponibles (1 o 10 ml).

. Unidad de filtracién de membrana (base del filtro y embudo).

. Unidad esterilizadora de UV,

Pinzas para el manejo de los filtros.

. Etano! en un vaso de precipitado de 10 mi.

. Filtros membrana estériles con rejilla, 47 mm didmetro, con tamafio de poro de 0.45 +
0.02 um.

10. Bafio de agua a 44.5 £ 0.2 °C. (83)

\OW:-JG\U’IAMM-—-

3.1.13.2 COMENTARIOS.

Generalmente, los matraces con filtro y los tubos de conexién se encuentran armados

y solo es necesario conectar el vacio y los embudos. Si no, montar el aparato de filtracidn de
la siguiente manera:

Tubos de hule
\ Conexidn de
vacio
Conexiones Matraz 4 1t. Matraz con fibras
de vacio con filtro

Fig. 20.- Muestra del equipo montado para la realizacién del método de filtro membrana para E.coli. (83)
El matraz mas pequefio, que tiene como funcién mantener el agua fuera del sistema

de vacio, debe contener fibras en su interior; éstas evitardn el borboteo en caso de ocurrir un
sobreftujo. (83)
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3.1.13.3 PROCEDIMIENTO

1. Colocar un filtro membrana estéril con la rejilla hacia arriba en la base de! filtro y
conectar un embudo a la base.

2. Agitar la muestra vigorosamente aproximadamente 25 veces,

3. Medir el volumen deseado de muestra o diluyente al embudo utilizando pipetas de 1 m) o
de 10 ml. Seleccionar el volumen de la muestra basandose en el nivel de contaminacidn
esperado, para producir 20-80 colonias de E.coli. Filtrar el mayor volumen posible para
obtener resultados mas precisos. (83)

Volimenes de muestra sugeridos para la prueba de coliformes totales por filiro
membrana:

Agua para beber 100 ml

Piscinas 100 ml

Pozos y manantiales 100, 50 mi

Lagos y estanques 100, 50, 10 ml

Surtir agua por tuberfas 50, 10, 1 ml

Agua para ducha 50,10, 1 ml

Agua de rio 1, 0.1, 0.01 ml

Agua de luvia i,0.1, 0.01 m!

Agua residual clorinada 1, 0.1, 0.01 ml

Agua residual 0.1, 0.01, 0.001 md 83)

En caso de turbiedad, disminuir el tamafio de la muestra o diluir la misma para
minimizar densidades bacterianas altas.

4. Filtrar la muestra y lavar los lados del embudo al menos dos veces con 20-30 ml de agua
estéril.

5. Apagar el vacio y remover el embudo de la base del filtro utilizando pinzas estériles,

Para esterilizar las pinzas, colocarlas en un vaso de precipitado que contenga etanol.
Sacudir los residuos de etanol de las pinzas antes de tomar el filtro membrana.

6. Colocar el filtro, rejilla hacia arriba, en una caja de petri con agar mTEC.

Girar la membrana en el medio, si aparecen burbujas entre la membrana y el agar,
montar de nuevo la membrana.

7. Cerrar la caja, invertir € incubar a 35 1 2 °C durante 2 horas. (83)
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8. Para mis de una muestra, descontaminar el embudo utilizando esterilizador UV, 2
minutos de exposicidn son suficientes antes de filtrar la siguiente muestra.
Abrir el esterilizador UV y encenderlo. Colocar el embudo de lado y cerrar la tapa.

No apagar el switch hasta terminar todas las muestras. La unidad se encenderd o apagara
seglin se abra o cierre la tapa.

9. Posterior a Ia incubacitn, transferir las cajas a bolsas, sellar y colocar las cajas invertidas
a un bafio de agua a 44.5 £+ 2 °C durante 24 horas.

10. Después de la incubacién, colocar almohadillas absorbentes en una caja de petri
saturada con caldo de urea.

H. Incubar por 15-20 minutos a temperatura ambiente. (83)

3.1.13.4 CONTEO

—

. Aparato de conteo manual.
2. Microscopio de diseccidn con fuente de luz. (83)

3.1.13.4.1 PROCEDIMIENTO

1. Con la ayuda de un contador manual de colonias, contarlas con ayuda del microscopio de
diseccion y la fuente de luz blanca fluorescente directamente de la parte superior; los

rayos de luz deben caer de manera perpendicular sobre el filtro. La colonia tipica es
amarilla a café-amarillenta. (83)

Para membranas contables con 20-80 colonias y no més de 200:

Colonias de E.coli contadas X 100

Cuenta/100ml =
ml de muestra filtrada

(83)

Para membranas contables con 80-200 colonias de E.coli y no mas de 200: utilizar la

cuenta del volumen menor de filtracion, calculada como se menciona, y reportada come > o
= a la cuenta/100 ml. (83)

Para membranas con mas de 200 colonias:; reportar como “cuenta estimada. Para
muestras verificadas: ajustar la cuenta inicial basandose en el porcentaje de verificacién
positivo y reportar como “cuenta verificada por cada 100 mi”.

Colonias incontables (sobreposicién o esparcimiento): muestras a analizar con
métodos MPN. (83)
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3.1.13.5 VERIFICACION

NI N B W R Y L e

. Asa para inocular.

. Mechero Bunsen.

. Nutrientes inclinados (10 tubos por muestra a verificar).

. Caldo de soya triptico (10 tubos por muestra a verificar).

. Reactivo oxidasa.

. Agar Citrato de Simmons (10 tubos por muestra a verificar),
. Caldo triptona {10 tubos por muestra a verificar).

. Reactivo de Kovacs.

. Caldo de E.coli (10 tubos por muestra a verificar). (83)

3.1.13.5.1 PROCEDIMIENTO

. Utilizando un asa estéril, de cada muestra verificada, transferir 10 colonias bien aisladas a

un tubo TSB y a un agar nutriente inclinado. Incubar el caldo e inclinar durante 24 horas.

. Despugs de la incubaci6n, transferor una asada de material de cara tubo de caldo a:

e SCA; incubar a 35 °C durante 24 horas.
« Tubo TB, incubar a 35 °C durante 48 horas.
¢ Tubo con caldo EC; incubar a 44.5 °C en bafio de agua durante 24 horas. (83)

. Posterior a la incubacion, si hay crecimiento en el agar, realizar la prueba de oxidasa, que

consiste en los siguientes pasos:

s Sostener el gotero del reactivo con la punta lejos del cuerpo, presionar
suavemernte.

¢ Administrar dos o tres gotas.
¢ Una reaccidn positiva un color rosa que se convierte en marrén, para finalmente,
presentar un color purpireo. (83)

. Una vez incubado, si hay crecimiento, realizar la prueba de indol.

. Las colonias de £.coli se confirman si:

EC es positiva (presencia de gas)

Oxidasa negativo

Indol positivo

No crecimiento en e} citrato de Simmons. (83)
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3.2 IDENTIFICACION SEROLOGICA

Para la clasificacion de E.coli enteropatdgena hay que determinar el antigeno O y la
variedad B del antigeno K. Puesto que el antigeno B enmascara la aglutinabilidad O de los
cultivos vivos. es necesario hervir el cultivo antes que se puedan determinar los antigenos 0.
Los antisueros OB contienen aglutininas para los antigenos O y para los B; los antisueros O
se emplean sélo cuando ef antigeno B ha sido destruido por el calentamiento. (158)

Una gota de antisuero polivalente se coloca en una placa, y un toma de asa pequefia
del cultivo inclinado en agar emulsiona en el suero para obtenerse una suspensidn
homogénea. Luego se hace rotar la placa durante 1 a 2 minutos y se observa la aglutinacién
macroscopicamente. La aglutinacién ha de ser rapida e intensa. Si es positiva, se emplearan
antisueros OB individuales. Si se observa una aglutinacién intensa en los antisueros
polivalentes o en cualquicra de los serotipos individuales, puede hacerse un informe
preliminar sobre la presencia de E.coli. (158)

Si hay una aglutinacién positiva en el antisuero OB, hay que determinar &l antigeno
0. Esto puede lograrse calentando primero la suspensién saltina del cultivo durante 30
minutos a 100 °C, afiadiendo formalina al 0.5 %. Después se realizan diluciones séricas del
antisuero especifico en tubos de ensaye pequefios, de manera que se obtengan una serie de
dilucién de 1:20 a 1:2.560 en 0.5 ml de solucién salina. Estas diluciones dependen del titulo
original del antisuero. A cada una de estas diluciones se afiaden 0.5 ml de Ja suspensién,
después de o cual se incuban los tubos a 48 o 50 °C durante 16-18 horas. Los cultivos que
den aghutinacion en diluciones, se considera que tienen ¢l mismo antigeno O que el antisuero
correspondiente. Si no se ve una aglutinacion neta excepto en las diluciones bajas,
considérese como negativo para el antigeno O en cuestién. (158)

También se pueden determinar los antigenos O por la prueba del portaobjetos, pero
se comprueba siempre el resultado mediante el procedimiento de agar inclinado en tubo.
(158)

Los antisueros para antigenos O se preparan por la inyeccion de cultivos lisos
calentados a 100 °C durante 2.5 horas o a 121 °C durante 2 horas para inactivar sus
antigenos K y H. En la preparacion de antisueros K, se usan para inyectar a animales
cultivos tratados con formalina o vivos de formas K seleccionados de placas de agar. En lo
posible, deben usarse cepas no moviles para la produccion de antisuero K los antisueros H
se producen con cultivos de bacterias pasadas varias veces por agar semisdlido para
aumentar el desarrollo del antigeno H. (51)
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Los antigenos K de los cultivos de E.coli son una clase compuesta por lo menos de
ires variedades llamadas L, A y B. Todas las variedades son antigenos de vaina, eavoltura o
capsula que inhiben la aglutinacién de bacterias vivas en antisueros Q. Una de las diferencias
mas importantes entre los antigenos L y B es que la fuerza de unidn de anticuerpos del
antigeno L se inactiva por calentamiento a 100 °C, mientras que la del antigeno B no se
inactiva. Un antisuero L puro puede prepararse por absorcidn de un antisuere LO con una
suspension calentada de la cepa homologa. El antisuero B puro ne puede prepararse por este
procedimiento porque la fuerza de unién de anticuerpos del antigeno B no se inactiva por el
calor, y si el antisuero OB se absorbe en una suspensién calentada del cultivo homélogo,
algutininas O y B quedan fuera del antisuero. (51)

En los E.coli enterotoxigenos, para la demostracién de enterotoxinas se pueden
utilizar diversas prucbas; el modelo clisico ha sido la inoculacién del asa ileal de conejo
aislada y ligada, que produce una respuesta secretora, de manera que el asa se dilata y se
llena de liquido por estimulo funcional. La toxina termolabil se puede demostrar también por
los cambios morfolégicos que produce en los cultivos de células Y1 de tumor adrenal del
ratén o de células ovéricas (CHO) de hamster chino y por métodos inmunclégicos frente a
un suero antitéxico de referencia (ELISA, RIA). La toxina termoestable puede detectarse
por inoculacién en el estémago o intestino del ratén lactante, donde produce una respuesta
secretora. (124,156)

Los E.coli enteroinvasivos se reconocen por su capacidad de penetrar e invadir fas
céhulas de la conjuntiva y cérnea del cobayo, produciendo una queratoconjuntivitis; por
instilacién del saco conjuntival, de 1 a 7 dias dan lugar a la aparicién de un ojo hiperémico y
edemataso. Por inoculacién en cultivos de células HeLa o KB se observa a las pocas horas
la presencia de bacterias intracelulares y mds tarde la destruccion de la capa mononuclear,
La desventaja que presentan los ensayos con las células HeLa es que se requieren gran
cuidado y son muy lentas. Por otro lado, realizar estas pruebas, permite la deteccion del
serolipo O157;H7 ademas de otros serotipos productores de toxinas semejantes a Shiga.
Estas toxinas se mantienen medibles hasta 4-6 semanas. (124,167)

En el recién nacido, los titulos de anticuerpo anti-_E.coli contra los serotipos mas
comunes son bajos o nulos por haber un paso trasplacentario muy limitado. La carencia o
escasez de anticuerpos en el neonato parecen condicionar un estado de susceptibilidad
natural a numerosas infecciones por este microorganismo. (57)

1H



Capitulo [

3.2.1 INMUNOELECTROFORESIS

Este métodoe combina la separacién electroforética, disfusion y precipitacién
inmunitaria de las proteinas. De esta manera, se obtiene la identificacién y cuantificacion de
proteinas presentes en liquidos biolégicos. (21,155)

El portaobjetos se cubre con agar o agarosa fundidos en una solucion amortiguadora
alcalina. Se corta un pozo para antigeno y un canal para el anticuerpo, con un aparato
adecuado. El antigeno se coloca en el pozo y se separan en el campo eléctrico con una
diferencia potencial de cerca de 3.3 V/em durante 30-60 minutos. Entonces se coloca el
antisuero en el canal y se permite que ¢l suero y los anticuerpos s¢ difundan durante 18 a 24
horas. Las lincas resultantes de precipitacién pueden fotografiarse o lavar, secar y tefiir la
laminitla para un registro permanente. (21,155)

La inmunoelectroforesis distingue incrementos policlonales de los monoclonales en la

y-globulina. Es posible, también, analizar la disminucién o ausencia de las inmunoglobulinas
presentes en diversos trastornos de deficiencia inmunitaria. (21,155)

3.2.1.1 ELECTROFORESIS POR INMUNOFLJACION

Esta técnica abarca la separacién de proteinas por electroforesis en gel, seguida de
inmunoprecipitacion con antisuero monoespecifico. Las proteinas no precipitadas se
eliminan al lavar las bandas de inmunoprecipitacion reveladas con tincién para proteinas. Es
especialmente importante para componentes de bajo nivel de 1gM o IgA, que pueden estar
recubiertos por un exceso de IgG normal. (21,155)

3.2.2 ELECTROINMUNODIFUSION

Tiene como principio el contacto antigeno-anticuerpo precipitando en agar por
difusién aumentando la velocidad y el desarrollo de la linea de precipitacion, empleando la
electricidad. Esta técnica es util en el diagnostico serolégico de enfermedades infecciosas
por la deteccion del antigeno en suero. (21,135)
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3.2.2.1 CONTRAINMUNOCELECTROFORESIS

También se le conoce como electroinmunodifusién doble unidimensional,

electroforesis a contracorriente y electroprecipitacion. El principio basico de este método es
la electroforesis simultanea de antigeno y anticuerpo en direcciones opuestas, de pozos
separados en el gel, con la precipitacitn resultante en un punto intermedio entre sus
origenes. (4)

Las desventajas principales de la doble difusion sin fuerza electromotriz son el

tiempo que se requiere para la precipitacién y la falta relativa de sensibilidad . Esta técnica
puede producir lineas visibles de precipitacion en 30 minutos y es cerca de 10 veces mas
sensible que las técnicas estindar de doble difusién. Sin embargo, esta técnica s6lo es
semicuantitativa. (4)

Preparacién de placas de contrainmunoelectroforesis (4)

Preparar 30 ml de agarosa 1% en buffer barbital (0.3 g de agarosa y 3¢ ml de buffer
barbital), pH 8.2; 0.05 M).

Hervir cuidadosamente la solucién en frasco cubierto con papel metalico hasta que la
agarosa se disuelva por completo. No dejar que la solucién de agarosa hierva fuera del
frasco.

Ajustar la mesa de nivelacion y marcar una hoja de Mylar de 13 por 18 cm en el dngulo
inferior derecho con un marcador negro. En lugar de Mylar puede usarse un portaobjetos
de vidrio,

Ajustar el volumen de agar aplicade al soporte segin corresponda (aproximadamente
0.15 m¥em’ de superficie de soporte).

¢ Con una pipeta de 10 mi aplicar la agarosa fundida uniformemente a la hoja.

Cuando la agarosa se gelifica, colocar la hoja en camara himeda a 4 °C hasta que esté
lista para usar.

Cortar los pocitos en pares con un cortador especial de 4 mm, segiin el niimero que se
necesite. Las hojas de agarosa pueden guardarse como méximo 3 o 4 dias a 4 °C,

Llenar los pocitos con los antigenos y antisueros apropiados, usando una micropipeta o
una pipeta capilar descariable.

Si se cree que la muestra contiene grandes cantidades de antigeno, debe diluirse 1:10 con
solucion fisiolégica estéril o agua estérit antes del andisis.

» Realizar electroforesis.
¢ Siel volumen es suficiente las muestras pueden concentrarse antes de analizarlas usando

un ultrafiltro multiple descartable. Este dispositivo concentra los constituyentes
macromoleculares de las muestras diluidas.

Si el volumen de la muestra es menor de 5 ml, puede usarse el método de precipitacion en
frio con etanol:

» Centrifugar la muestra durante 5 minutos a 3.000 x g. Agregar 15 ml de etanol
95% a 5 ml del sobrenadante en un tubo de centrifuga cénico. (4)
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¢ Refrigerar a 4 °C una hora.
* Centrifugar la muestra 20 minutos a 3.000 x g.
¢ Descartar el sobrenadante y secar el tubo en angulo de 45 ° durante 30 minutos a
temperatura ambiente.
* Mezclar con (.25 mi de solucidn salina normal y velver a suspender el sedimento.
+ Centrifugar a 3.000 x g y probar el sobrenadante para encoentrar polisacdrido. (4)
» Colocar Ia hoja de agarosa en la solucidn de lavado desproteinizante durante la noche,
* Después de la desproteinizacion, colocar la hoja en agua destilada y lavar durante una
hora.
¢ Colocar la hoja de agarosa sobre una gradilla de tubos de ensaye y secarla en un homo
durante 30-60 minutos o hasta que seque el gel de agarosa.
o Teiiir la hoja durante 5 minutos con azul brillante de Coomassie, lavarla con agua
destilada, colocarla en solucién decolorante por lo menos durante 10 minutos, enjuagarla
con agua destilada y secarla con papel absorbente. (4)

Deben tenerse en cuenta las limitaciones del método para la interpretacién de
resultados. De importancia fundamental es el antisuero especifico reactivo de titulo alto. Un
resultado CIE negativo sugicre solamente que, si el antigeno estd presente, lo estid en
cantidades menores que la sensibilidad de deteccién del método, generalmente 0.01 a 0.05
pg/ml. Un resultado positivo también debe interpretarse con cautela, porque se sabe la
existencia de reacciones cruzadas inmunologicas entre algunos antigenos detectados
rutinariamente. (21,155)

3.2.2.2 ELECTROINMUNODIFUSION SIMPLE UNIDIMENSIONAL

Este método se conoce como Técnica de Laurel. La aplicacion principal de esta
técnica ha sido el cuantificar los antigenos diferentes de inrnunoglobulinas. En esta técnica,
se incorpora antisuero con ¢l antigeno o antigenos que se desea cuantificar en el medio de
soporte de agarosa sobre una placa de vidrio en una posicién fija, de manera que los
anticuerpos migren. El espécimen que contiene una cantidad desconocida de los antigenos se
coloca en un pequefio pozo. Entonces, se lleva a cabo la electroforesis del antigenc en la
agarosa que contiene anticuerpo. La forma resultanie de inmunoprecipitacion semeja la
punta de un cohete. (21,155)

Esta forma ocurre porque la precipitacion se presenta a lo largo de los mérgenes
laterales de los bordes de antigeno en movimiento, al desplazarse ¢l antigeno en el agar que
contiene el anticuerpo. Gradualmente se pierde el antigeno por precipitacién, su
concentracion en el borde anterior disminuye, y tos margenes laterales convergen para
formar un punto agudo. La distancia total de la migracién de antigeno para una
concentracion dada de antiseero, es linealmente proporcional a la concentracién de antigeno.
La sensibilidad de esta técnica es de cerca de 0.5 pug/ml para proteinas. Por desgracia, la
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ligera carga negativa de las inmunoglobulinas impide su movilidad electroforética en este
sistema, a menos que se utiticen electrolitos v agar especiales. (21,155)

3.2.3 RADIOINMUNOANALISIS (RIA)

Este método nos ayuda a determinar la concentracién del analito (molécula de
interés). La reaccién del analito es comin a todos los andlisis ligando con una proteina
captadora o captador que, con mayor frecuencia , es un anticuerpo. En su fancién como
reaclante con el captador, el analito se denomina ligando. Las moléculas pequefias analito
son haptenos funcionales, que necesitan estar conjugados a acarreadores para hacerse
inmunogénicos con el propésitc de formar anticuerpos para que se utilicen para su
deteccion, El analito hapténico libre se puede detectar por estos anticuerpos en ausencia de
acarreadores. En ciertos disefios de andlisis, el captador puede reacciGnar con multiples
ligandos diferentes, incluyendo al analito. (155)

3.2.3.1 CALIBRACION

1. Reaccién captador ligando.- Se establece un nimero de vasos de reaccidn en ¢l cual cada
uno contiene una concentracion fija de analito, marcado con radioisétopos, conocido
como marca o trazador. La calibracion requiere de un grupo de diluciones de analito de
concentracién conocida: €stos se conocen como estindares o calibradores. Entonces se
afladen diferentes cantidades de calibrador a una serie de mezclas de anticuerpo con
marca. El evento central en el RIA es la competencia entre €l analito marcado y el no
marcado, para los sitios de captacibn del anticuerpo. De acuerdo al grado de
acoplamiento de la reaccién captador ligando, se dice que el andlisis es analisis de
equilibrio {reaccién total), o analisis de desequilibrio (reaccion incompleta), La marca se
divide en dos categorias por la reaccién: marca que estd unida al anticuerpo (fraccion
unida) y marca que estd libre en la solucién (reaccién libre). Al incrementar la cantidad
fija de marca presente, estar4 libre una fraccién creciente de la marca. (155)

2. Particién y separacién.- Las fracciones unida y libre se sujetan al paso de particion,
después del cual se separan fisicamente. Los métodos de particion que secuestran el
captador y los complejos de captador-ligando, incluyen extraccion salina de proteina
(mediante el uso de sulfato de amonio o de sodio), desnaturalizacion y precipitacién de
proteinas por solvente {como metanol, etanol o acetona), y precipitacion por
polietilenglicol o por un segundo anticuerpo dirigido contra el primero. La inmovilizacién
del captador a una fase sobida tal como el tubo de ensayo de reaccion, o una particula
macroscopica, permite una separacion rapida de marca unida o separada, o de analito. Un
método comin para eliminar la fraccion libre es la adsorcién de ligando libre. Después de
la particion, las fracciones unida y libre se sujetan a separacion fisica por centrifugacién y
filtrado, durante el cual puede presentarse un grado pequefio de mezcla de fracciones
unida o separada. (155)
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3. Creacion de una curva de calibracion.- Se debera establecer una relacion entre la
concentracion dei calibrador y Ia respuesta de la muestra. Las curvas de calibracién que
s¢ encuentran con mayor frecuencia en los anilisis son curvas simétricas mas o menos
sigmoides, cuando se grafican mediante el uso de un logaritmico de concentracion. {135)

3.2.4 ANALISIS INMUNOSORBENTE UNIDO A ENZIMA (ELISA)

Método de identificacion (marcas enzimaticas) de anticuerpos, de manera que estan
invertidas las funciones del captador y el ligando. El componente de fase solida es una
antigeno. El anticuerpo a detectar se une a cste componente y, entonces, se adiciona un
segundo anticuerpo unido a enzima, dirigido contra el anticuerpo a detectar. Se afiade
sustrato de la enzima, y se obtiene un producto colorido de la reaccién, que puede medirse
con facilidad por espectrofotometria. (60,155)

Aunque ELISA puede hacerse como prueba de uniébn competitiva como RIA, casi
todas las aplicaciones emplean el método indirecto para detectar anticuerpo, ¥ el método del
doble sandwich de anticuerpo para detectar antigeno. (60}

3.2.4.1 METODO INDIRECTO

» Se liga un antigeno especifico del anticuerpo a medir a una fase sélida. Esta dltima puede
ser particulas de poliestireno, placas con pozos multiples o tubos.

« Después de la incubacién, la fase sélida se lava para quitarle antigeno no ligado. Esta fase
sblida revestida es estable a 4°C durante un tiempo variable que depende del sistema,

s Se agregan diluciones del suero de prueba, se incuba y se lava.

e Se agrega y se incuba un anticuerpo antiespecie marcado con enzima (peroxidasa o
fosfatasa alcalina).

« Se quita por lavado el conjugado no ligado.

¢ Se aftade el sustrato enzimitico y la reaccidn termina después de producirse ia reaccion
de color. Esta puede medirse espectrofotométricamente o leerse visualmente. (21)

3.2.4.2 METODO DE DOBLE SANDWICH DE ANTICUERPO.

« Elanticuerpo se liga a la fase sélida.
+ Se elimina el exceso de anticuerpo vy la fase sélida revestida se guarda a 4 °C.
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¢ Enel momento de la prueba, la fase solida revestida se retira y se incuba con la muestra
que contiene antigeno.

¢ Se retira el antigeno no ligade por lavado.

* Se afiade ¢ incuba conjugado especifico de anticuerpo-enzima y se elimina el exceso.

* Se afiade el sustrato enzimético y se lee visual o espectofotométricamente la reaccién de
color. (21)

Aunque simple ¢l concepto, ELISA puede planiear dificultades de desarrollo debidas
a las muchas variables que deben examinarse para cada anticuerpo o antigeno a detectar que
incluyen: 1) la fase sélida a usar, 2) incubacién y concentracién Optimas de anticuerpo,
antigeno y complejo conjugado, 3) grado de lavado y naturaleza del buffer de lavado, 4)
tratamiento previo de la muestra a analizar: dilucién, inactivacién, remocién de particulas,
clarificacién, desproteinizacién; 5) método de conjugacién de enzima con anticuerpo, 6)
eleccién de enzima, 7) eleccion de sustrato, 8) método para detener la reaccién enzimatica, y
9) forma de leer la prueba. (21)

3.2.5 INMUNOFLUORESCENCIA

La inmunofluorescencia se puede aplicar como una técnica histoquimica o
citoquimica, para deteccion y localizacién de antigenos en céhulas o tejidos. El anticuerpo
especifico se conjuga con compuestos fluorescentes, sin alterar su reactividad inmunitaria,
dando como resultado un trazador sensible para antigenos de tejido. El anticuerpo
conjugado se aflade a las células o tejidos y se fija a los antigenos, y forma asi, un complejo
inmunitario estable. Ei anticuerpo no fijado se elimina por lavado, y la preparacién resuhante
se observa en un microscopio de fluorescencia. Esta adaptacién a un microscopio regular,
contiene una fuente de luz de alta intensidad, filtros de excitacién para producir longitud de
onda capaz de provocar activacién de fluorescencia, y filiros de barrera para eliminar
longitudes de onda de luz que puedan interferir, Cuando se observa en el microscopio de
fluorescencia contra un fondo oscuro, los antigenos unidos especificamente a anticuerpo
fluorescente se pueden detectar por su color brillante. (26,92)

La fluorescencia es la emision de luz de un color, es decir una longitud de onda,
mientras que la sustancia se irradia con luz de un color diferente. La longitud de onda
emitida tiene un nivel inferior de energia del de la luz incidente o absorbida. Los
fluorocromos tales comeo la rodamina o fluoresceina utilizados en los laboratorios clinicos,
tienen espectros caracteristicos de emision y absorcion, E! isotiocianato de fluoresceina
(FITC) es una forma quimica de fluoresceina que se une con rapidez covalentemente a las
proteinas en un pH alto, en principio a través del aminoicido lisina, y grupos
aminoterminales. Su absorcién mixima es de 490 a 495 nm, y emite su color verde
caracteristicc a 517 nm. El isotiocianato de tetrametil rodamina, que emite en rojo, tiene un
maximo de absorcion de 550 nm y una emision maxima a 580 nm. Consecuentemente se
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deberan emplear diferentes filtros de excitacion v de barrera. para visualizar el color verde o
rojo caracteristico de estas tinciones fluorescentes. En general. se desea obtemer una
longitud de onda excitante casi igual a aquella de la excitacion maxima de la tincidn. De
manera similar. el filtro bartera debera eliminar todas menos el espectro de longitud de onda
emitido. En la practica, la brillantez real de 1a fluorescencia observada por el ojo depende de
tres factores: 1) eficacia con la cual la tincidn convierte 1a luz incidente en luz fluorescente:
2) concentracion de la tincidn en e! espécimen del tejido; 3) intensidad de la radiacion
excitante (absorbida). (26,92}

Los microscopios utilizados para visualizar los especimenes inmunofluorescentes son
modificaciones de los microscipios estandar de luz. (26,92)

3.2.5.1 METODOLOGIA

Cualquier antigeno se puede detectar en secciones de tejido fijo o en suspensiones de
células: vivas por inmunofluorescencia. Es la combinacidn de gran sensibilidad v
especificidad junto al uso de técnicas histoldgicas, lo que hace tan atil a la
inmunofluorescencia. Los pasos a seguir en este método son preparacidén de antisuero

inmune o anticuerpos purificados, conjugacion con tincidn flucrescente y el procedimiento
de tincion. (26,92}

Se obtiene un antisuero para el antigeno que se desea detectar en especies
heterologas. Los anticuerpos monoclonales puros se pueden utilizar. Los antisueros deberin
contener cantidades de miligramos de anticuerpos por ml. La especificidad debera exceder
un nivel detectable en las técnicas ordinarias de doble difusion o inmunoelectroforesis. Los
anticuerpos no deseados, presentes en conjugados o reactivos de antiglobulina para la
prucba se pueden eliminar con inmunoabsorbentes insolubles, o evitar 1otalmente mediante
el uso de anticuerpos monoclonales. (26.92)

Después de obtener el suero de alta potencia y especificidad apropiada, se puede
preparar la fraccion y-globulina por precipitacion con sulfato de amonio y cromatografia de
intercambio 16nice con DEAE celulosa. Es necesario purificar parcialmente la globulina
sérica, ya que la conjugacidon subsecuente debera limitarse al anticuerpo tanto como sea
posible. Esto incrementard la eficacia de la tincién y evitard tefiimiento no especifico,
indeseable, por proteinas séricas conjugadas con fluorocromo que no sean anticuerpo, y que
se puedan adherir a los componentes tisulares. (26,92)

La conjugacion de la y-globulina depende del colorante particular a cominarse con la
molécula de anticuerpo. Desde un punto de vista de laboratorio clinico, solo se han usado
con amplitud, fluorescencia, rodamina, v algunas ficobiliproteinas. La fluorescencia en forma
de FITC o rodamina, lo mismo que el isotiocianato de tetrametil rodamina, se pone a
reaccionar directo con y-globulina, en solucién alcalina durante toda la noche a 4°C o se
dializa contra y-globulina. Entonces, se elimina la tincion que no reacciono del conjugado de
proteina y fluorocromo, con filirado en gel o dialisis exhaustiva. En caso de ser necesario, el
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conjugado resultante se puede concentrar por hiofilizacion, dialisis a presion o extraccién por
solvente con polimeros solubles en agua. De ahi en adelante, se deberd determinar la
concentracion de la y-globulina v en la relacién de tincion y proteina o fluoresceina y
proteina de compuesto. Esto se hace espectrofotométricamente con correcciones para la
alieracion en absorbancia de y-globulina mediante el fluorocromo introducide. (26,92)

3.2.5.2 TECNICAS DE TINCION

1. Inmunofluorescencia directa: en esta técnica, el antisuero conjugado se aiade direclo a la
seccion de tejido o suspension de células viables. (26,92)

(3%

. Inmunofluorescencia indirecta: esta técnica permite la deteccion de anticuerpo en el
suero. Elimina la necesidad de purificar y conjugar individualmente cada muestra de
suero. El método es una adaptacion de la reaccidn de antiglobulina (prueba de Coombs),
o técnica del anticuerpo doble. Se han utilizado diversas variaciones adicionales en las
técnicas de tincién. Estas comprenden un suero conjugado anticomplementario para la
deteccion de complejos inmunitarios que contengan complemento o tincidn doble con
conjugados de rodamina y fluoresceina, (26,92)

3. Sistema de biotina y avidina: la avidina glucoproteina bisica derivada de albimina de
huevo de PM 68,000, tiene una enorme afmidad para la vitamina biotina. La avidina se
puede unir con facilidad en forma covalente a un anticuerpo, y después reaccionar con la
avidina acoplada al fluorocromo. Después de la reaccién de antigeno con anticuerpe no
marzado, se afiade el segundo anticucrpo marcado cen biotina. Ya que muchas moléculas
de biotina se pueden unir a un anticuerpo, la adicion subsecuente de avidina marcada con
fluorocromo da como resultado unién firme con fluorescencia muy brillante. Otras
ventajas son la carencia de unién inespecifica de la avidina adicionada con fluorocromo.
con varios sustratos, y el uso general de conjugados de avidina para unirse a anticuerpos
marcados con biotina sin importar su especie de origen o su isotipo. (26.92)

3.2.5.3 FLUORESCENCIA CUANTITATIVA

Estan disponibles los inmunoanalisis cuantitativos que utilizan antigenos marcados
con flucrocromo. Mediante un microfluordmetro se puede medir con presicion la cantidad
de luz de una determinada longitud de onda emitida por un espécimen fluorescente. Los
sistemas de inmunoannalisis de fluorescencia se pueden utilizar para medir 1gG, 1gA e IgM;
C3 y C4, y anticuerpos antinucleares y anti-DNA. Las inmunoglobulinas s¢ miden por
captacion competitiva de antisuero marcado especificamente para antigeno libre y en fase
sélida. El antigeno libre se presenta en el suero del paciente, mientras que la
inmunoglobulina unida estd fija a una superficie polimérica hidrofobica. La cantidad de
anticuerpo fluorescente unido al antigeno de fase solida, se mide en un microfluorometro

disefiado especialmente, y convertido a mg por dl por una curva estandar de referencia.
(26.92)
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Los anticuerpos séricos a diversos antigenos cetulares como DNA o nicleo, también
se pueden medir mediante la técnica indirecta. El sustrato (DNA) se fija a la superficie del
polimero en la fase solida y se incuba con jos sueros de prueba. Entonces se une un segundo
reactivo antiinmunoglobulina fluoresceinada al primer complejo antigeno-anticuerpo, vy se
mide por fluorometria la cantidad de fluorescencia unida. (21,155)

3.2.5.4 CUANTIFICACION

La cuantificacién de fluorescencia en el trabajo rutinario de diagnéstico s¢ basa en la
observacion visual de la brillantez o contraste relativo del antigeno especificamente tefiido.
Esto permite una estimacidn aproximada pero satisfactoria cuando se usa junto con
controles positivos y negativos. Una buena solucién prictica de la cuantificacion de pruebas
indirectas consiste en comparar la fluorescencia de una serie de diluciones del suero

desconocido con la que dan diluciones semejantes de sueros conocidos, positivos y
negativos. (26,92)

3.2.6 COAGLUTINACION

Staphylococcus aureus €s rico en protcina A y liga a la porcion Fc de
inmunoglobulina G, subclases 2 y 4, dejando a las porciones Fab en hbertad para reaccionar
con cualquiera de una seric de moléculas de anticuerpo. El Staphylococcus recubierto de
anticuerpo se convierte en un reactivo que se aglutina en presencia de antigeno homologo.
La aglutinacion de este complejo proteina A-S.aureus puede usarse para detectar la
presencia de antigenos bacterianos en los liquidos corporales. (71)

3.2.6.1 PREPARACION DE REACTIVO PROTEINA A CON LA
MODIFICACION DE KRONVALL.

e Cuhliivar S.gureus a 35 °C durante la noche en caldo soya triptico.
o Lavar las células tres veces con solucidn salina mas buffer fosfato (PBS), pH 7.2.

e Después del altime lavado, suspender las células en PBS conteniendo 0.5 % formalina 3
horas & temperatura ambiente.

» Lavar las células formatinizadas tres veces en PBS y ajustar a una suspension final al 10%
en PBS.

» (Calentar la suspension a 80 °C durante una hora. (71)
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3.2.6.2 PREPARACION DE ESTAFILOCOCOS SENSIBILIZADOS.

¢ Agregar 0.1 ml de antisuero no diluido a | mi de la suspensién de Staphilococcus.
* Diluir la suspension sensibilizada a 10 ml con PBS y guardar a 4 °C antes de usar. (71)

3.2.6.3 PROCEDIMIENTO DE PRUEBA

¢ Colocar una gota (+ 50 pl) de muestra clinica o suspension bacteriana a probar en el pozo
de un portaobjetos para aglutinacion.

« Afiadir igual cantidad de reactivo estafilocécico sensibilizado.

» Mezclar bien y ller a los 2 minutos contra fondo oscuro. La lectura puede facilitarse con
una lupa.

* La aglutinacién se gradia de 0 a +4. Las pruebas se consideran positivas si el pozo de
prucba aparece granular (+2) y los controles negativos y el reactivo estafilocécico
sensibilizado con otros anticuerpos permanecen uniformemente lisos y no granulares.(71)

Puede observarse la aglutinacion no especifica, especialmente en las prucbas directas
de liquidos corporales para antigenos bacterianos. Si hay diferencia definida de aglutinacion
entre un solo reactivo sensibilizado por anticuerpo, y los reactivos de contro! negativo u
otros reactivos sensibilizados, la prueba puede considerarse positiva. Cuando la aglutinacién
es similar con todos los reactivos de contral y de prueba, los resultados de la prueba deben
considerarse equivocos. Se han recomendado varios métodos para la remocién de
aglutinacién no especifica: adicién de una gota de proteina A soluble a una gota de liquido
corporal antes de agregar los reactivos o controles sensibilizados, y calentamiento del
tiquido corporal a 100 °C durante 1 0 2 minutos antes de probar. (71)

La coaglutinacién se ha usado para la rdpida deteccion de antigenos bacterianos en
liquidos corporales y para la identificacién immunolégica de bacterias. Las ventajas que
presenta este método son: 1) menor autoaglutinacién, 2) mayor especificidad, 3) facilidad de
realizacion, y 4) economia debida al bajo consumo de antisueros. (155)

Los resultados deben interpretarse con cautela debido a las reacciones cruzadas
inmunolégicas conocidas. (71)

3.2.7 AGLUTINACION AL LATEX

Los anticuerpos de antigenos bacterianos pueden unirse a particulas de latex, y el
reaclivo s¢ usa entonces para detectar antigenc homélogo en liquidos corporales por
aglutinacion de las particulas de latex. (107)
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Las particulas de latex poliestireno, 0.8 pm se sensibilizan con globulina anticuerpo
especifica. Diluir la solucién de stock de latex hasta una densidad optica de 0.3 a 650 nm.
Mezclar volimenes iguales de anticuerpo y latex, y guardar a 4 °C antes de usar. (56)

3.2.7.1 REALIZACION DE LA PRUEBA

 Afadir 2 gotas de muestra o reactivo control al pozo del portaobjetos de aglutinacién.

* Agregar una gota de reactivo de latex sensibilizado.

e Inclinar ¢l portaobjetos suavernente adelante y atrés 2 minutos, y leer macroscopicamente
contra un fondo negro.

= Laaglutinacidn se gradia de 0 a +4. (21,107)

Los resultados de las pruebas de coaglutinacién deben interpretarse con cautela
debido a las reacciones cruzadas inmunol6gicas conocidas. En los andlisis de liquidos
corporales debe tenerse en cuenta la tendencia a la autoaglutinacion y los resultados deben
compararse cuidadosamente con controles negativos (suspensién de litex no sensibilizada y

otra sensibilizada con suero normal de conejo sin anticuerpos para los antigenos probados).
(36)

3.2.8 ANTICUERPOS MONOCLONALES

Algunos elementos ajenos al organismo, como las bacterias causantes de
enfermedades, se conocen como antigenos, y son reconocidos por el sistema inmune como
invasores. Los anticuerpos se¢ encargan de la defensa natural contra infecciones y son
proteinas que se especializan en destruir antigenos. (164)

Los anticuerpos tienen dos caracteristicas Gtiles. Primero, son extremadamente
especificos, cada anticuerpo se une y ataca un antigeno en particular. Segundo, algunos
anticuerpos, una vez activados por una enfermedad, continian confiriendo resistencia contra
la misma. (164)

La segunda caracteristica de los anticuerpos hace posible ¢l desarrollo de vacunas.
Estas son preparados de bacterias muertas o atenuadas, cuando se introducen al organismo,
estimulan la produccién de anticuerpos contra los antigenos que contiene. (164)

Es la primera caracteristica, su especificidad, la que hace de la técnica de anticuerpos
monoclonales tan valiosa. No solamente se emplean en terapéutica, sino también para la
diagnosis de una gran variedad de enfermedades, y pueden detectar la presencia de drogas,
productos bacterianos y virales, y otras substancias inusuales o anormales en la sangre.(164)
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La produccion de anticuerpos monoclonales puros en grandes cantidades ha sido el
foco de atencién de investigaciones cientificas. Anteriormente se inyectaban antigenos a
animales, para que después se formaran los anticuerpos y se pudieran obtener del suero de la
sangre (antisuero- suero sanguineo con anticuerpos). Los problemas que se enfrentaban eran
la poca pureza del antisuero, y la baja cantidad de anticuerpos ttiles. (164)

La técnica de anticuerpos monoclonales nos permite producir grandes cantidades de
anticuerpos puros de la siguiente manera: Se obtienen células productoras de anticuerpos de
manera natural; también se encuentran disponibles clases de células que crecen
continuamente en cultivo celular. Se forman hibridos que combinan las caracteristicas de
inmortalidad de unas y la habilidad de producir la sustancia requerida de otras. Estos
anticuerpos se llaman monoclonales perque vienen de un sblo tipo de célula; los anticuerpos
producidos por los métodos convencionales, se derivan de preparaciones que contienen
muchos tipos de células, llaméindose policlonales. (27)

Los hibridomas o células somaticas hibridas, pueden formarse con rapidez mediante
la fusion de una sola suspensién celular de esplencocitos o linfocitos de ratones o ratas
inmunizadas con células tumorales de replicacién continua, por ejemplo, mielomas o
linfomas. La linea celular replicante se selecciona por dos propiedades diferentes: 1} carencia
de produccién o secrecién de inmunoglobulina, y 2) carencia de actividad de hipoxantina
fosforribosil transferasa (HPRT). Estas células se funden por exposicion répida a
polietilenglicol. De ahi en adelante permanecen tres poblaciones en el cultivo: esplenocitos,
células de micloma e hibridos. Los hibridos tienen la combinacién del genoma de las 16neas
parentales y tarde o temprano se deshacen de los cromosomas y adquieren el estado
diploide. La seleccién de los hibridos se obtiene al esperar la muerte natural de los
esplenocitos. La linea de células de micloma se muere porque en el medic HAT, que
contiene hipoxantina aminopterina y timidina, las células HPRT no pueden utilizar
hipoxantina ex6gena para producir purina. La aminopterina bloquea la sintesis end6gena de
purina y pirimidinas, y las células mueren. Los hibridos inician su duplicacién cada 24 a 48
horas, y se forman colonias con rapidez. (27,164)

Entonces, se clonan las células del hibridoma mediante métodos de dilucién limitante,
y se analizan los sobrenadantes en bisqueda de produccidn de anticuerpo, por lo general,
mediante ELISA o RIA. Para asegurarse de la monoclonalidad, se clonan de nuevo, y se
cultivan grandes cantidades de células para la obtencién del anticverpo. Para asegurarse de
la especificidad de anticuerpo se llevan a cabo estudios extensos inmunoquimicos y
serologicos. Se pueden producir grandes cantidades de anticuerpo en cultivo libre de suero o
liquido de ascitis, en ratones singénicos. Las células se almacenan en nitrégeno liquido para
su utilizacién posterior. (27)

Se pueden producir interespecies e intracspecies, y propagarse en cultivos de larga
duracién. Para et uso de investigacidn terapéutica humana, se han empleado hibridomas de
raton, pero éstos producen respuesta de anticuerpo antimurino después de aplicarse a los
humanos. Por esta razdn, y para especificidad méaxirna, también se han utilizado hibridomas
humano-humano. (27,155,164)
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3.2.9 TECRA

El inmunoensayo visual para E.coli {VIA) TECRA provee una prueba rdpida,
conveniente, sensitiva y especifica para la deteccion del serotipo O157:H7 en alimentos.Los
resultados se determinan ya sea visualmente, desarrollando una coloracion verde de ser
positiva, o por lecturas de microtitulos. {83)

Esta prueba es surmamente rapida. Un cultivo enriguecido selectivo se realiza durante

la noche, y los resultados se obtienen al dia siguiente después de 2 horas de procedimiento.
(83)

El kit contiene:

Concentrado de lavado.

Control positivo: secador congelado.
Control diluente (control negativo).
Conjugado: Secador congelado (x2).
Conjugado : diluente (x2}.

Substrato: Secador congelado.
Substrato diluente.

Anticuerpos cubiertos.

Aditivo de muestra.

Tarjeta para comparar coloracién. (83)

Materiales:

Caldo de Sova triptica modificado con acriflavina.

Medio £C modificado con novobiocina.
Agitador (100 rprn).

Pipetas serolégicas t ml.

Pipetas.

Pelicula plastica para envolver.
Incubador.

Botellas o tubos.

Baiio de agua.

Piseta. (83)
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3.2.9.1 PROCEDIMIENTO

1. Se provee microtitulos cubiertos con anticuerpos de alta afinidad. Estos anticuerpos son
especificos para Ecoli O157:H7. La muestra se adiciona y si E.coli estd presente se
captura por los anticuerpos. (83)

2. El conjugado (anticuerpos marcados con enzima) se agrega formando el sandwich
anticuerpo/_E. colifconjugado. (83)

3. El substrato quimico se aflade, la enzima dentro del conjugado da como resultado un
color verde. (83)
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3.3 IDENTIFICACION GENETICA

3.3.1 HIBRIDACION DE DNA

Los estudios de hibridacion de DNA son utiles para determinar interrelaciones
filogenéticas entre especies. Para realizar un ensayo de hibridacion de DNA, la muestra se
calienta hasta el punte de fusion, en que las hélices de las moléculas de DNA s¢ separan.
Estas hélices de DNA pueden mezclarse con las de otras especies, formando moléculas
hibridas de DNA. Las uniones de hidrégeno se forman solamente con pares de bases
complementarias. (21)

La estabilidad térmica del DNA se encuentra relacicnada con el nimero de uniones
de hidrogeno entre pares de bases complementarias. Entre mayor sea la similitud de las
secuencias nucle6tidas, mayor nimero habri de uniones de hidrégeno presentes en un
hibrido de DNA producido de dos muestras diferentes. (21,29)

3.3.1.1 PREHIBRIDACION

1. Calentar el buffer de hibridacion a 60 *C en bafio maria (de 10 a 30 minutos dependiendo
de la cantidad de buffer en el contenedor. Para calentar la solucién en menos tiempo,
puede radiarse la solucion en microondas durante 1 minuto. Entonces colocar la solucion
en bailo maria a 60 “C. Evitar sobrecalentar la solucién.

2. Calentar 400 ml en microondas. Transferir el contenedor con agua hirviendo a la parrilla
y mantener hirviendo las pruebas de DNA por 15 minutos.

3. Mientras hierve el DNA y la solucién buffer se calienta, preparar las cajas para
hibridacién en orden secuencial. Asegurarse de tener una caja adicional.

4. Adicionar 50 ml de buffer a cada caja utilizando un tubo de 50 m para medir la cantidad
exacta de buffer que se agrega, este tubo debe estar esterilizado y graduado. Para mas de
un filiro por caja, adicionar un excedente de 15 ml de buffer, por cada uno de los dos
filtros siguientes, y 10 ml de buffer por cada filtro adicional (cuatro filtros necesitaran
50+13+15+10 = 100 ml de buffer). El limite de filtros de de 4 por caja.

5. Agregar 0.9 ml de DNA/S0Q mi de buffer en la caja de hibridacion. Mezclar la solucién
suavemenie.

6. Flamear la superficie de la solucién para remover las burbujas. Para realizar esta
actividad. debe utilizarse un mechero Bunsen. Tomar el mechero boca abajo hacia ¢l
interior de la caja de hibridacién y pasar ripidamente la flama sobre la superficie de la
solucion. (167)
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7. Colocar los filtros, uno por uno, dentro de las cajas, DNA hacia abajo (marcas hacia
arriba). Si se colocan mas filtros, el primero debe encontrarse himedo. Si se emplean
varias cajas, colocarlas una sobre otra (colocadas en pila). Nimero maximo de cajas por
pila, cuatro, para un manejo optimo,

8. Prehibridizar los filtros por lo menos 3 horas a 60 °C. (167)

3.3.1.1.1 PROTOCOLO

1.- Inoculacién de membranas de nylon

1.1 Con Heces

Las muestras fecales, a excepcion de las que presentan consistencia liquida, se
resuspenden en un volumen igual de buffer salino de fosfatos. Esta suspension fecal se
inocula en un parche de 0.5 a t em de didmetro 2 la membrana de nylon sostenida en placas
de agar MacConkey. Ocho muestras fecales se prueban por membrana. Posterior a una
incubacion a 37 °C durante 16 horas, cepas control de E.coli se gotean en una rejilla que se
encuentra al fondo de la membrana para proveer controles positivos y negativos a todas las
pruebas en uso. Las placas s¢ incuban por 4-6 horas. (161}

1.2 Con Caldo de Cultivo

Es necesario utilizar caldos cultivados durante la noche a 37 °C. Una gota de cultivo
se coloca en los filtros de nylon, que se han sobrepuesto, a su vez, en placas de agar
MacConkey. Se pueden utilizar hasta 50 gotas por filtro. En esta prueba también se emplean
controles positivos y negativos ubicados al fondo de cada filtro. Posteriormente se incuban
las placas con los filtros a 37 °C por 5-6 horas. (161)

Filtros Control

Estos filtros se cultivan durante la noche con cultivos nutrientes (paso 1).

E3787 E.coli O26:H1I, VT1 +ve

E32511 Ecoli O157:H-, VT2+ ve

E2347 E.coli 0O127:H6, Hep-2 + ve , eac + ve
E60725 E.coli O92:H33 AA+ve

E66438 Ecoli O75:H- DA +ve

E7476 E.coli O166:H27 ST + ve

E5798 E.coli O7:HI8 LT+ ve

E359%0 E.coli O143:H- EIEC + ve

14R519 E.coli Ki2, control negativo (29,61}
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2.- Preparacion de membranas para la hibridacion de DNA
2.1 Para membranas con gotas de heces o cultivo

1. Preparar cuatro charolas con hojas de papel Whatman 3 mm (o similar). Saturar la primer
hoja con 10% SDS y colocar los filtros con las colonias hacia arriba sobre la hoja
saturada durante 5 minutos.

Para los pasos 2 a 5, tener precaucion de no cubrir la parte superior de los filtros con
ninguna de las soluciones. Entre cada paso, los filtros son marcados en toallas de papel.

2. Transferir los filtros a la segunda hoja saturada con solucion denaturalizanme (0.5M
NaOH, 1.5M NaCl). Dejar reposar por 10 min.

3. Transferir los filtros a la tercer hoja saturada con solucién neutralizante (1.5M NaCl,
0.5M Tris, pH 8). Dejar reposar durante 5 minutos.

4. Transferir los filtros a la cuarta hoja saturada con 2xSSPE, pH 7.4. Reposar 5 minutos.

Para preparar 2xSSPE, pesar 17.4 g de NaCl, 3.1 g de NaH2P04.2H;0, 0.74 g de
EDTA por litro, pH 7.4.

5. Permitir ¢l secado de los filtros a temperatura ambiente. La unién del DNA liberado al
filtro, se puede realizar por medio de dos métodos diferentes:

a)} Envolver los filtros con parafilm y colocar en una limpara de UV durante 4
minutos (colonias hacia abajo).

b) Colocar los filtros entre hojas de papel de 3 mm e introducir a la estufa por 2
horas a 80 °C.

De esta manera, los filtros se encuentran listos para realizar las pruecbas de
hibridacion. (161)

3.3.1.2 HIBRIDACION EN COLONIA O DIRECTAMENTE EN
HECES (SISTEMA ECL)

1. Precalentar ¢l horno de hibridacion a 68 °C, de acuerdo con las instrucciones de
manufactura. (29,47,161)

2. Hacer una lista de los filtros a analizar y las pruebas a emplear. Humedecer los filtros en
un pequefio volumen de 5x SSC en una caja plastica. Dependiendo del mimero de filtros
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por prueba, se decidira el tamafio a emplear de las botellas. Humedecer las mallas de
tamafio apropiado, en una charola de 5x SSC.

3. Colocar las membranas en la malla de manera que no se traslapen. Poner una segunda

capa de malla sobre la anterior, si es necesario. Enrollar suavemente fa mallz e introducir
a la botella.

4. Agregar 5x SSC para llenar un cuarto de botella. Desenrollar las membranas suavemente
y colocarlas en el horno. Centrifugarlas durante 1 hora.

5. Remover las mallas colocéndolas en una charola que contenga una pequefia cantidad de
5x SSC. Limpiar las membranas con un pafiuelo himedo para remover los residuos
celulares. Reensamblar las mallas y colocar en las botellas.

6. Agregar solucion ECL para hibridacién, 20 ml para botellas pequefias y 30 ml para
botellas medianas, aproximadamente. Es necesario agregar DNA de salmén a las botellas
con la solucién en un rango de 0.1 ml por cada 10 ml de solucitn.

7. Pre-hibridizar al menos durante 2 horas a 68 °C en el horno.

8. Descongelar la solucién prueba, que debié ser, anteriormente diluida en 5-10 ml de
solucién para hibridacién ECL.

9. Remover lo més posible la mezcla de pre-hibridacion, de ser necesario, emplear una
pipeta Pasteur

10. Calentar la solucién prueba durante 5 minutos, enfriar rdpidamente en hielo y agregarla
toda a la botella apropiada. Revisar que toda la membrana se encuentre en contacto con
la solucion,

11. Hibridizar durante la noche a 68 °C

12. Remover la mayor cantidad posible de solucién prueba, devolverla a su contenedor
original y mantener en refrigeracién.

13. Con las membranas aiin dentro de la botella, realizar a temperatura ambiente, los lavados
en el otro horno de hibridacién por periodos de 10 minutos en 2x $8C/0.1% SDS. Las
condiciones de los lavados subsecuentes, dependerdn de la prueba utilizada Yy se
encuentran enlistadas a continuacién. Para cualquier lavado realizado a una temperatura
diferente a 68 °C, las membranas deberdn ser removidas de las botellas e incubadas en
bafio maria con agitacion a la temperatura adecuada. (29,47,161)
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VTIL, VT2 0 VT mixto 0.1x 8SC/0.1 % SDS
cae, EAF 2x 15 mina 68 °C
AA Sx SSC/0.1 % SDS

2x 15mina 54 °C
2x S8C/0.1 % SDS 30segaRT

DA, EIEC 0.5x §8C/0.1 % SDS

2x 15mmma68 °C

Cuadro 6.- Condiciones de lavado a seguir durante el procedimiento. (147)

Finalmente lavar brevemente en Buffer ECL y realizar la etapa de deteccién. Mantener los
filtros hiimedos todo el tiempo. (147)

3.3.1.3 DETECCION DE HiBRIDOS ECL MARCADOS

.I\J

(]

. Transferir los filtros hibrizados a bolsas de plastico, revisando que estas estén

correctamente selladas en la parte posterior. Acomodarlas de manera que queden de
espaldas unas con otras, con ¢l DNA hacia afuera, evitando que se traslapen. Es posible
acomodar ocho membranas en cada bolsa, pero pueden incluirse membranas extra si es
necesario. Tratar de ocupar el menor numero de bolsas posible. (29)

Preparar el reactivo bloqueador (0.5 % del bloqueador en buffer ECL 1). Cada bolsa
llena requiere de 25 a 30 ml de la solucién bloqueadora. Para lograr que la solucién
recoja el polvo, agregar solucidn buffer ECL | y someter a micro ondas ligeramente hasta
que se disuelva al agitarse. No debe sobre calentarse o se formaran grumos. Enfriar a
temperatura ambiente y agregar voliimenes apropiados a las bolsas. Sellar dejando
espacio suficiente alrededor de los filtros, pero con la menor cantidad posible de aire
dentro de ellas. Agitar durante 1 hora a temperatura ambiente. (29)

. Cortar la parte superior de las bolsas y vaciar el bloqueador completamente. Agregar

dentro un poco de ECL y agitar suavemente de manera manual. Vaciar nuevamente la
solucién y alisar las bolsas sobre una toalla para retirar la mayor cantidad posible de
liquido. (29}

. La conjugacién se hace en ECL 1 que contenga 0.5 % de albiimina de suero de bovino.

El conjugado almacenado se diluye 1/1000. Para una bolsa llena se necesitan 20 ml de
conjugade diluido, pero para niimeros menores de filiros se reduce la cantidad debido al
elevado costo def conjugado. Resellar la bolsa y agitar a temperatura ambiente durante 1
hora. (29)

. Remover los filtros a una caja de plastico y lavar a temperatura ambiente en buffer ECL 1

con Tween 20. Lavar 2x 10 min. Seguidos de 2x 5 min. Mantener los filtros hitmedos.
(29
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6. Hacer un volumen minimo de substrato mezclando volimenes iguales de los dos
reactivos. Evitar provecar una contaminacion cruzada de los mismos. Para un filtro
completo se necesitan 4 ml, tomando en cuenta que el total de filtros no se trataran al
mismo tiempo, por lo que el substrato podra reutilizarse entre filtros. No serd necesario
emplear una cantidad mayor de 40 o 50 ml, ain para cantidades grandes de filtros, y
como los componentes del reactivo son caros, es recomendable economizar lo mas
posible en esta etapa. (29)

7. Llevar los filtros al cuarte escuro y realizar los siguientes pasos en completa oscuridad o
con la luz roja de seguridad. (29)

3.3.1.3.1 REVELADO DE PELiCULA

I. En el cuarto oscuro reunir charolas plasticas blancas, parafilm con papel para hornear,
crondmetros, substratos, pipetas y carteras para documentos. Apagar las luces, mantener
solamente las de seguridad encendidas. Cargar cassettes con cinta, 6 filtros ocuparén una
cinta completa. (167)

2. Con las luces encendidas, arreglar los filtros con DNA hacia arriba en las charolas.
Agregar el substrato con pipeta a los filtros y dejar reposar por 1 minuto. Arreglar las
membranas entre 2 capas de parafilm (en forma de sandwich) e introducir a la cartera
plastica para documentos. Repetir este paso para los demds lotes de filtros. (167)

3. Con la luz de seguridad encendida, colocar la cinta dentro de las carteras y exponer los
cassettes durante un tiempo apropiade. Esto es, 7 minutos para la mayoria de los filtros,
pero hasta 20 minutos para filtros marcados (gotas). {167)

4, Con la luz de seguridad, desarrollar el proceso de la pelicula o cinta, de acuerdo con las
instrucciones de uso. Cubrir la pelicula y las membranas y llevar la cuenta de los
resultados. (167)

a. Colocar los filtros a -80 °C al tiempo de exposicién necesario.

b. Para realizar el revelado de la pelicula, sacar los filtros de refrigeracion y dejarlos
descongelarse por 5-10 minutos.

¢. Deben desarrollarse las siguientes actividades:

¢ Cronbémetro a 10 minutos.
» Colocar la pelicula cerca del area de trabajo.
+ Encender la luz roja de seguridad.

+ Remover las cubiertas del revelador y fijador y colocarlas boca abajo en la
tarja. (167,124)
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5. Inmediatamente antes de revelar la pelicula, remover el tanque interno que cubre al
fijador, dejar la solucién salir de dentro del tanque por un momento, y entonces colocar la
cubierta interna boca abajo en la parte superior del tanque externo del fijador. Repetir el

mismo procedimiento para la cubierta interna del revelador antes de apagar las
luces.(167)

6. Abrir et contenedor de la pelicula, colocar los filtros lejos de la pelicula, y sacar
suavemente la pelicula del contenedor.

7. Colocar la pelicula en el soporte, cuidando que quede perfectamente bien colocada.
8. Acomodar la pelicula en el tanque revelador por 3 minutos.

9. Removerla del tanque, dejando que la solucién gotee dentro del rnismo, sumergir la
pelicula en agua por 10 segundos y dejar escurrir.

10. Fijar durante 2 minutos y sacar la pelicula dejando correr agua sobre ella por 2 minutos.

11. Si se revela mas de una pelicula, deben seguirse los pasos anteriores con un intervalo de
30 segundos entre cada filtro.

12. Después de encender fas luces, colocar las cubiertas (interna y externa) del tanque
revelador, de igual manera se procede con las cubiertas del fijador.

13. Colgar las peliculas para permitir que s¢ sequen. Limpiar el cuarto oscuro. (124,167)

Pruecba Niunerg de filtro Plasmido Vector Insertar para
{marcador) prueba
VTi 60R746 NTP705 pACYC177 0.75kb Hincll
Resistencia
Kanamicina
(20 pg/mi)
VT2 62R310 Pdep28 pGEM1 0.85kb Smal-
Resistencia Pstl
ampicilina
(100 pg/mi)
eae 62R645 pCvVD434 pUCI19 1kb Kpnl-Sall
Resistencia
ampicilina
(100 pg/ml)
AA 62R554 pCVD432 puCl19 1kb ECORI-Pstl
Resistencia
ampicilina
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(100 pg/mi)

DA 62R612 pSLM852 pUCS8 370 bp PSTI

Resistencia
ampicilina
(100 pg/mi)

EIEC 62R706 H1 pACYC184 1kb ECORI-

Resistencia SALI
cloramfenicol

(20 pg/ml)

Cuadro 7.- Criterios a seguir segiin las pruebas empleadas. (161)

Cuando ha concluido ¢l experimento, la prueba puede separarse de la membrana,

I. Esto se comsigue colocando la membrana en un recipiente de vidrio, y lavando ia
membrana con una gran cantidad de buffer separador caliente (90 °C). El buffer se vacia
al recipienle que sc encuentra sobre una parrilla (calor miximo) y agitador. Se lleva a
cabo la agitacién con calor constante durante 30 minutos. Tener cuidado de no permitir la
evaporacion del buffer, suplementandolo con mis buffer. {156)

2. Después del tratamiento con buffer, el blot es lavado con un buffer (2x SSC) permitiendo
que el aire seque. Las membranas tratadas de esta manera se pueden utilizar varias veces.
De no realizarse estos pasos, la muestra puede quedar unida permanentemente a la
membrana, evitando que pueda utilizarse de nuevo. (156)

SOLUCION

PREPARACION

Buffer para hibridacion

100 ml de buffer para hibridacion en un vasc de precipitado con un
agitador magnético. Colocar el vaso en una parrilla/agitador.
Mantener agitacidn mientras se calienta la solucion a 42 °C.

Adicionar 4.38 g de NaCl y 5.0 g de polvo bloqueador. Continuar
agitando a la misma temperatura durante 1 hora. Tomar una

alicuota y colocarla en tubos plasticos estériles, almacenarlos a -20
°C. Anmtes de su uso, el buffer debe dejarse descongelar y re-

calentado a 42 °C por lo menos durante 30 minutos.

20x 55C

Agregar 175.3 g de NaCly 88.2 g de citrato de sodio (sal
trisddica) en agua destilada-deionizada a un volumen final de 1
litro. Ajustar pH a 7.0 uiilizando HCl 0 NaOH. Esta solucién
puede almacenarse a temperatura ambiente sin esterilizacion.

20% SDS

Disolver 100 g de SDS en 400 ml de agua destilada-deionizada. La
solucion se vera turbia, ajustar a pH 7.2 utilizando HCL. Llevar a
un volumen final de 500 m! con agua destilada. Estas solucién se
almacena a temperatura ambiente sin esterilizacién. (Si persiste Ja

turbiedad. calentar a 50-65 °C para disolver el SDS)
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Solucion ECL 1 A 800 ml de agua destilada-deionizada, agregar 25 ml de 20x
SSC, 20 ml de SDS al 20% y 360 g de urea. Llevar a un volumen
final de 1 litro con agua destilada. Esta solucion se almacena a
temperatura ambiente sin esterilizacion.

Solucion ECL 2 A 800 ml de agua destilada-deionizada, agregar 100 ml de 20x
SSC. Llevar a un volumen final de 1 litro con agua destilada. Esta
solucion puede almacenarse a temperatura ambiente sin
esterilizacién.

Buffer separador A 800 ml de agua destilada-deionizada, agregar 5 ml de 20x SSC y

25 ml de SDS al 20%. Llevar a un volumen final de 1 litro con

agua destilada. Esta solucién puede almacenarse a temperatura
ambiente sin esterilizacion.

Cuadro 8.- Métodos de preparacién de soluciones empleadas durante el proceso de hibridacién. (47)

3.3.1.4 PROTOCOLO PARA HIBRIDACION DE DNA EN GEL
UTILIZANDO GELBOND FILM

La hibridacion de DNA <= | kb directamente en gel de agarosa ofrece una
alternativa més répida y de menor costo al Southern blotting sin comprometer sensibilidad.
Este protocolo incluye el uso de Gelbond film como ayuda a facilitar el uso de gel durante la

hibridacién. Reduce costos debido a que es mas econdémico que el uso de mambranas de
nylon. (20)

Este procedimiento es compatible con pruebas <= 100 nt. Pruebas mayores (>= 100
nt), deben realizarse en degradacidn acidica para incrementar la sensibilidad. Oligopruebas
(<= 100 nt), cominmente se radiomarcan por quinasa y se utilizan sin tratamiento de acido
¥ pueden ofrecer una mayor sensibitidad. (20)

Se ha demostrado que la deteccion por hibridacién en gel utilizando Gelbond film es

equivalente o superior a membranas, particularmente para fragmentos de peso molecular
grande >= 5 kb. (20}

La hibridacién en gel es util para el estudio de insertos plasmidos o fragmentos de
Reaccién en Cadena de Polimerasa PCR de gran tamafio. Esto incrementa la velocidad,
sensibilidad y efectividad empleando Gelbond film como una alternativa al Southem blotting.
(20,29
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3.3.1.5 PREPARACION DE GEL Y ELECTROFORESIS

i. Colocar un gel de agarosa 0.5 % a 1.2 %, de 2 mm de grueso directamente en una
superficie Gelbond film hidrofilica. Como una alternativa, se adhiere el gel de agarosa a
un Gelbond film después de la electroforesis. (118)

Nota: Después de la electroforesis, colocar el gel de agarosa en la superficie hidrofilica del

Gelbond film, que es un poco mas grande que el gel. En un plato se coloca el Gelbond film

con deteniéndolo con abrazaderas. Secar en un homo a 55 °C o a temperatura ambiente. El

gel se ha de adherir al Gelbond film durante el proceso de secado. (118)

El tiempo de secado depende del grueso del gel.

Imm 1-1.5 horas
3-4 mm 4 horas

2. Realizar la electroforesis utilizande un protocolo estandar (descrito posteriormente),
3. Filtrar con bromuro etilico.

4. Fotografiar colocando el gel hacia abajo en una limpara de UV.

5. Colocar el gel en un plato, la pelicula debe ver hacia abajo para secarse.

6. Desnaturalizar DNA en el gel con 0.5 M NaOH, 0.15 M NaCl por 40 minutos.

7. Enjuagar brevemente con agua destilada,

8. Neutralizar en 0.5 M Tris-HCI, 0.15 M NaCl (pH 7.5), por 40 minutos. {118,124)

3.3.1.6 PREPARACION DE PRUEBA

Utilizando el protocolo estandar, generar prucbas marcadas 32P y remover los
nucletidos que no se incorporaron. Neutralizar la solucién prueba adicionando 0.5
volumenes de 1 M Tris-HCI, pH 7.5, Posteriormente, se realiza la hibridacién mediante el
método antes descrito. {118)
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3.3.2 ELECTROFORESIS

l

3.3.2.1 BUFFERS PARA ELECTROFORESIS

Durante la electroforesis, el agua se electroliza, lo que genera la presencia de
protones en el dnodo y iones hidroxilo en el catodo. La terminal catodica, dentro de la
camara de elctroforesis, se torna basica y el dnodo, 4cido. El emplec de un sistema de
buffers se necesita cuando las moléculas cargadas suffen la electroforesis a través de un
medio de separacidon. Los dos buffers comilnmente utilizados son Tris-acetato con EDTA
(TAE; 40 mM Tris-acetato, !mM EDTA) y Tris-borato con EDTA (TBE; 89 mM Tris
borato, 2 mM EDTA). Debido a que el pH de estos buffers es basico, la columna de fosfato
del DNA tiene una carga negativa neta y migra hacia el nodo. (19,146)

3.3.2.1.1 PROPIEDADES DE LOS SISTEMAS BUFFER TAE Y TBE

A pesar de la similitud entre TAE y TBE, cada uno posee diferentes propiedades que
los hacen iitiles para diferentes aplicaciones. (19)

BUFFER USOS Y COMENTARIOS

Se emplea cuando se desea recuperar DNA.
Para uso en electroforesis de DNA de gran
TAE lamafio (> 12 kb).

Propiedades: Capacidad Buffer baja- puede
ser necesaria la recirculacion para mayores
tiempos electroforéticos.

Se emplea para electroforesis de DNA de
menor tamafio (< 1 kb).

TBE Mejor resolucidn de DNA pequeiio (< | kb)
Propiedades: Disminuye la mobilidad del
DNA.

Alta capacidad de buffer- no requiere la
recirculacion para mayores tiempos de
electroforesis.

Cuadro 9.- Propiedades principales de los sistemas buffer TAE y TBE. (19}

Cuando no es necesaria la recuperacién de DNA, se pueden emplear fos dos sisternas
(1x & 0.5x) cuando el DNA es menor a 12-15 kb. Para DNA de mayor tamafio, el mejor
sistema a utilizar es TAE en combinacién con una baja fuerza de campo. Durante estas
extensas corridas electroforélicas, la gran porosidad del gel y la baja fuerza de campo,
disminuye la tendencia del DNA a ennegrecerse. (19,146)
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El sistema TBE se prefiere para Ia separacion de DNA pequefio (< 1 kb) cuando no
se requiere la recuperacion del DNA. La interaccién del buffer TBE con agarosa resulta un
tamano pequefio aparente de poro. (19)

Cualquiera que sea e buffer a emplear, la profundidad sobre ¢l gel en un sistema
electroforético horizontal debe ser de 3-5 mm. Una cantidad menor de buffer haria que el gel
se secara durante la electroforesis. Exceso de profundidad de buffer, disminuye la movilidad
del DNA, promueve una distorsion de la banda y produce una mayor cantidad de calor
dentro del sistema. (19)

El agotamiento del buffer se ve influido por el buffer empleado y su capacidad como
tampén. Un TBE 0.5x tiene una mayor capacidad que un TAE 1x, debido a que el pKa del
borato se acerca mas al pH del buffer inicial que el acetato, Cémaras de electroforesis de
tamafio standard (15 x 30 cm) con 1.5 a 2 kb de capacidad, toleran 40 a 50 horas-watt antes
del agotamiento del buffer, éste no ocurre en cdmaras mini-electroforéticas por 10 a 13
horas-watt. (19)

Evidencias del agotamiento del buffer son;
I. Gel derretido
2. DNA quemado
3. Sobrecalentarniento  (19)
Estos efectos, asi como el desarrollo del gradiente de pH se pueden reducir

recirculando el buffer. Esto es solamente necesario cuando se realizan electroforesis por
tiempos prolongados o si Ia capacidad del buffer es muy baja. (19)

3.3.2.1.2 PREPARACION DE BUFFER

50x TAE (Tris-acetato) 3x TBE (Tris-borato)
*1x = 40 mM base tris *1x = 89 mM base tris
40 mM 4acido acético 89 mM dcido bérico
ImM EDTA 2 mM EDTA
*0.5x = 45 mM 1ris-borato
ImM EDTA
242.0 g base tris 54.0 g base tris
57.1 ml acido acético glacial 27.5 g acido borico
18.6]1 g Na, EDTA2H,0 3.72 g Na; EDTA2H,0
a 1 litro de agua destilada a | litro de agua destilada

Cuadro 10.- Preparacidn de las soluciones buffer TAE y TBE. (19,146)
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3.3.2.1.3 OTROS SISTEMAS BUFFER

) Buffer tris-fosfato (TPE) puede ser también utilizado para clectroforesis de DNA.
Como e} TBE, el TPE posee una gran capacidad buffer, pero no interfiere en los
procedimientos de recuperacion, Sin embargo, no puede emplearse cuando DNA recuperado
se usard en una reaccion fosfato-sensitiva. (146)

10x Tris-fosfato (TPE)
1x = 90 mM base tris

90 mM Acido fosforico

2mM EDTA
108.0 g base tris
15.5 m! 4cido fosforico al 85%
7.44 g Na; EDTA2H,0
a 1 litro de agua destilada

Cuadro 11.- Preparacién del sistema buffer tris-fosfato. (146)

3.3.2.1.4 UREA EN GELES DE AGAROSA

La presencia de urea inhibe la gelatinizacién de la agarosa interfiriendo con
hidrogeno que se vincula con las cadenas polisacaridas de agarosa. Para evitar esie
problema, debe prepararse cuidadosamente el gel y someterlo a refrigeracién, generalmente
durante la noche. El gel resultante serd mis fragmentado que un gel de agarosa regular. Por
esta razon, no es recomendable marcar e} gel (gotas). (19)

Los geles de agarosa-urea pueden prepararse disolviendo agaresa en un volumen
pequefio de agua o buffer, enfriando a 50 °C y adicionando urea durante la agitacion. 1.a
disolucién de urea cristalina, ultrapura o concentrada, es un proceso endotérmico. A pesar
de que la solucién se enfria notablemente aumentando la viscosidad, la solucién no forma
gel. Una vez que la urea se ha disuelto, ajustar el peso/volumen deseado con agua destilada
o buffer y refrigerar toda la noche. (19,146)

3.32.1.5 VOLTAJE OPTIMO Y TIEMPOS ELECTROFORETICOS

La distancia utilizada para determinar el voltaje a emplear, es la que hay entre los
electrodos, no el largo del gel. Si el voltaje es muy alto, para DNA >12-15 kb, resultard en
un rayado de la banda. Cuando el voltaje es muy bajo, la movilidad de pequeifios DNA (< ]
kb) se reduce v la banda presenta ensanchamiento debido a la dispersién y difusién, (19)

138




Capitulo 11}

E! buffer también juega un importante papel en la agudeza de la banda. Esta tiende a
ser mejor para DNA pequefios en geles TBE, asi como para DNA mayores, es preferente

utilizar TAE. (19)

TAMANO VOLTAJE BUFFER
RECUPERACION ANALITICO
<=1 kb 5 Viem TAE TBE
1A12kb 4-10 V/cm TAE TAE/TBE
> 12 kb 1-2 Vicm TAE TAE

Cuadro 12.- Voliajes, tiempos v sistemas buffer 6ptimos para ta mayor agudeza de la banda. (146)

Debe correrse ¢l gel hasta que la banda de interés haya migrado en un 40 o 60 %.
Ensanchamiento de la banda, resultado de la dispersidn y difusién, trae como consecuencia
una menor resolucién en la tercera parte inferior del gel. La resolucion puede disminuir en
geles pequefios, pues corridas electroforéticas mds largas resultan en una mejor separacién
entre dos fragmentos. (19)

3.3.2.1.6 CARGAMENTO DE DNA Y BUFFERS

La cantidad de DNA en un gel depende de varios factores:

1. Volumen del pozo.

2. Tamafio del fragmento: La capacidad del gel cae notablemente si ¢l tamafio del fragmento
incrementa, especialmente sobre unos pocos kb.

3. Distribucién de los fragmentos.

4. Gradiente de voliaje: Gradientes de voltaje altos son apropiados para fragmentos de
DNA < 1 kb, mientras que en el caso contrario se utilizan menores voltajes (> 1kb).

La menor cantidad de DNA que puede detectarse en una sola banda es de
aproximadamente 10 ng, 60 pg. o 100 ng.

El cargamento de buffers en un gel tiene tres objetivos en la electroforésis:
t. Incrementa la densidad de la muestra.
2. Agrega color a la muestra: Simplifica el cargamento

3. Agrega movimiento del colorante: El colorante migra en un campo eléctrico hacia el

anodo en rangos predecibles, lo que nos permite monitorear ¢l proceso electroforético.
(19,146)
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Para incrementar la agudeza de las bandas de DNA, se emplea el polimero ficoll {tipo
400) en lugar de glicerol. El uso de glicerol, con peso molecular menor, permite al DNA
fluir en el pozo antes de comenzar la electroforesis, lo que da como resultado una banda en

forma de “U”. En geles TBE, el glicerol interactia con el borato, alterando el pH del medio,
(158)

3.3.2.2 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

En ciertas circunstancias, la electroforesis de proteinas en geles de agarosa tienen
ventajas comparadas con los geles de poliacrilamida. Por ejemplo, los geles de agarosa son
no téxicos, asi que pueden utilizarse inclusive en laboratorios donde se imparta ensefianza.
La recuperacion de proteinas es muy eficiente en agarosa; las bandas de proteinas en agarosa
pueden utilizarse para inmunizar animales directamente en la produccion de anticuerpos, o
las proteinas pueden recuperarse en un gran campo de geles de agarosa con procedimientos
simples. Finalmente, los geles de agarosa pueden separar facil y efectvamente proteinas de
altos pesos moleculares. (88)

3.3.2.2.1 AGAROSAS

Analizando el gel: Un gel de agarosa MetaPhor 4% descompone proteinas de 20 kDa a 200
kDa. Para proteinas hasta 600 kDa, utilizar concentraciones menores de agarosa MetaPhor
(menor a 2%). Para proteinas mayores a 600 kDa, se recomienda el uso de agarosa SeaKem
Gold, o SeaPlaque en caso de requerir un punto de fusion menor al de la agarosa.
Cualquiera de estas agarosas dard como resultado una muy buena resolucién y fuerza al
utilizar concentracion de 2% o menos. (19)

3.3.2.2.2 CONCENTRACIONES DE AGAROSA SUGERIDAS PARA
ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

TAMANO DE LA AGAROSA SUGERIDA CONCENTRACION
PROTEINA
RANGO (kda)

20 a 200 MetaPhor 4.0 %
100 a 300 MetaPhor 3.0%
300 a 600 MetaPhor 20%

600 a 1000 SeaKem Gold o SeaPlaque 1.5%

1000 a 5000 SeaKem Gold o SeaPlaque 1.0 %

Cuadro 13.- Concentracién de Agarosa para electroforesis de proteinas. (146)

140




Capitulo 111

3.3.2.2.3 PREPARACION, CARGA Y ELECTROFORESIS DE
MUESTRAS DE PROTEINAS

Suspender las muestras de proteinas en buffer, Y si es necesario, desnaturalizar las
proteinas incubando 2 95 °C - 100 °C. (19)

Cargar las muestras en pozos. La cantidad de proteina que se puede cargar en los
geles de agarosa es esencialmente la misma que para geles de poliacrilamida de las mismas
dimensiones, grueso y ancho. Dependiendo de la proteina, la cantidad minima detectable por
colorante azul brillante Coomassie es de 1 ug. Cantidades mayores de proteina se pueden
cargar, pero el grueso de la banda incrementa considerablemente. (19

Condiciones tipicas de electroforesis:

Horizontal (0.2 a 0.3 cm de grueso, 5.3 x 8.5 cm): 100 volts de voltaje constante durante 3 a
4 horas. (146)

Vertical (14.5 x 16.5 x 0.1 cm): 25 m a corriente constante de aproximadamente 80 volts al
inicio y 200 volts al final por 3 a 3.5 horas. (146)

Mini vertical (8 x 10 x 0.1 cm): 20m a corriente constante de aproximadamente 50 volts al
inicio y 120 volts al final por 1.5 a 2 horas. (i46)

Nota: Evitar corrientes mayores pues el calor generado puede derretir la aparosa. Geles
verticales mas anchos requieren veltajes mayores proporcionadamente con su tamario.
Someter a electroforesis el gel hasta que el colorante vigje hasta el fondo del gel
Alternativamente, marcadores de peso molecular precoloreados se pueden utilizar para
determinar los tiempos electroforéticos. (19)

3.3.2.2.4 TINCION CON AZUL BRILLANTE COOMASSIE

MetaPhor y otros geles de agarosa pueden arreglarse y tefiirse con solucién azul
brillante Coomassie, que consiste en un 40 % de metanol, 10 % de 4cido acético glacial y
0.2 % de colorante azul brillante R-250. Los geles son posteriormente destefiidos en una
solucion de 20 % de metanol, 5 % écido acético glacial. Generalmente, los geles de agarosa
requieren de mayor tiempo de tincion que los geles de poliacrilamida de dimensiones
similares. Un gel de agarosa MetaPhor de 14 x 16.5 ¢cm, | mm de grueso, se tifie en 1 a 3
horas, dependiendo de la concentracién proteinica. Cuatro horas adicionales se requierei
para desteflir el gel. Frecuentemente se presentan cambios del buffer que aceleran el
proceso. Geles mis gruesos o de mayor concentracién necesitan mas tiempo de tefiido y
destefiido. No debe mantenerse el gel en la solulcién 2 pues el gel se fracturara. Geles
hidratados pueden almacenarse en solucién de glicerol al 5%, o por secado como se describe
a continuacion. (124)
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3.3.2.2.5 SECADO Y PRESERVACION DEL GEL

Los geles pueden secarse en papel de cromatografia en una secadora por vacio,
previendo que el gel no se caliente a mas de 50 °C. Colocar el gel entre una hoja de papel
cromatografia Whatman 3MM por un lado, y una envoltura pldstica por ¢l otro formando un
sandwich, Desalojar cualquier burbuja o restos de aire dentro del sandwich. Poner varias
hojas de papel cromatografia en la secadora del gel y colocar el gel de manera que el papel
3MM mire hacia la fuente de vacio. Geles de 1 mm de grueso requieren al menos de 4 horas
de secado completo. (19,124,146)

3.3.2.2.5.1 SECADO POR PRESION

El gel desteflido se coloca en un bafio de glicerol 5% por una hora. Enjuagar
brevemente con agua destilada y acomodar el gel viendo hacia una toalla de papel. Colocar
una hoja Whatman 3MM de papel cromatografia humedecido con agua destilada en la
superficie del gel. Sobreponer el papel cromatografia con 6 capas de toallas de papel
absorbente. Colocar un plato de vidrio ,con un peso de 1 a 2 kg, sobre las toallas y dejar
secar durante una hora. (124)

Remover el peso, plato de vidrio y toallas. Rehumedecer el papel en su totalidad, con
agua destilada y retirar de la superficie del gel. (19)

Sujetar en GelBond film, hacia arriba, sobre ¢l plato de vidrio para prevenir que se
frunza durante el secado. Secar el gel en un horno a 50 a 55 °C durante 15 minutos, 0 a

temperatura ambiente durante la noche. Si se expone el gel a sobresecado puede agrietarse.
(146)

3.3.2.2.5.2 SECADO AL VACIO

Cubrir el gel con una pieza himeda de papel cromatografia Whatman 3MM.

Colocar varias hojas de papel cromatografia en el secador y poner el gel sobre éstos
para que ¢l GelBond film se encuentre alejado de la fuente de vacio.

Secar el gel bajo vacio a temperatura de 55 °C durante 4 horas.

Remover el papel cromatografia mojando con un poco de agua destilada para retirar
de la superficie del gel. (88)
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3.3.2.2.6 AUTORADIOGRAFIA

Después del secado, Jos geles de agarosa pueden exponerse directamente a pelicula
de rayos X. (19,146)

3.3.2.2.7 FLOUROGRAFiA

No se debe sumergir un gel MetaPhor u otro gel de agarosa en solucidn de
fluorografia si los geles se encuentran unidos a GelBond film. Soluciones que contienen
altas concentraciones (> 50 %) de DMSO no deben emplearse pues pueden disolver Ia
agarosa. Soluciones preparadas comerciales precipitan el fluor en la matriz del gel de
agarosa y trabajan mejor. El gel impregnado con fluor pueden entonces secarse en un filtro
de papel al vacio a < 0 55 °Cy luego exponerse a rayos X. (19)

3.3.2.2.8 ELECTROBLOTTING

Las proteinas pueden someterse a electroblotting fuera de los geles de agarosa a
membranas (nitrocelulosa, PVDF, etc.) empleando los mismos métodos que para geles de
poliacrilamida, si el gel de agarosa ne s¢ encuentra adherido a GelBond film, no se puede
realizar electroboltting a través de GelBond film. El tiempo requerido para la transferencia
Optima de proteinas especificas no necesita ser determinado experimentalmente. Proteinas
pequefias transfieren mas rapido que las proteinas grandes. En general, lass proteinas
transfieren mas rdpido en geles de agarosa que en los de poliacrilamida al 15 %. Una vez
transferidas a la membrana, se detectan por cualquier namero de métodos. (93)

3.3.3 RECUPERACION DE PROTEINAS

Incremento en la Eficiencia de Recuperacién de DNA de Geles de Agarosa

I. Seleccion de la agarosa apropiada

2. Seleccion del buffer para electroforesis apropiado
3. Prucbas para gel y cargamento de DNA

4. Tefiido y recuperacién  (19,146)

. Cuando se desea recuperar DNA, la eleccién de agarosa es uno de los factores mas
importantes. (83)
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Agarosa Agarosa Agarosa Agarosa Agarosa
SeaKem ScaPlaque NuSieve MetaPhor SeaPlaque
GTG GTG GTG
Reacciones en- * *
gel
B.. Agarasa * * *
Fenol/Cloroform * * *
0
Columnas de * * * * *
recuperacion
Electroelucion * * * * *
Congelar/Presio * * * * *
nar
Membrana * * * * *
DEAE

Cuadro 14.- Recuperaciton de proteinas utilizando diferentes agarosas, {106)

2. Tipos de Buffer.- Cuando se recupera DNA de geles de agarosa, se recomienda el empleo
de 1x Tris-acetato (TAE) para la electroforesis. (83)

3. Pruebas y cargamento

* Preparar el gel en buffer 1x TAE.

No probar el gel con bromuro etilico.

Probar un gel de 3-4 mm de grueso.

Usar un peine de 1 mm de grueso.

No cargar mds de 100 ng de DNA por banda. (83,106)

4. Teflido y recuperacién.- Cuando se recupera DNA se recomienda lo siguiente:

* Teiiir el gel de 15 a 20 minutos. Desteiiir el gel en agua destilada, 20 minutos de
lavados.

* No exponer el DNA a fa luz ultravioleta por mis de un minuto. Exposicion mas
larga del DNA puede hacer muescas en el mismo.

& La adicion de guanosina 1 mM o citadina al gel y buffer para electroforesis es
efectiva para la proteccion del DNA contra los dafios inducidos por UV.

» Cortar la menor cantidad de gel posible. (83,106)
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Es posible evitar muestras tefidas utilizadas en la recuperacion corriendo un camino
adicional que contenga una pequefia cantidad de la muestra inmediatamente después del
marcador de peso molecular; ain asi, ¢l DNA se dafia con UV en ausencia del bromuro
etilico, mantener la exposicién a UV de manera breve. (83)

3.3.3.1 RECUPERACION DE DNA $8-AGARASA DE GELES DE
AGAROSA

La p-agarasa es una enzima que degrada polisacéridos de agarosa a oligosacaridos
solubles en alcohol. El DNA en gel de agarosa de baja temperatura de fusién puede
recuperarse después de fundirse el gel y de la degradacion por accién de la enzima. Los
restos oligosacéridos no interferiran con las manipulaciones subsecuentes del DNA como el
marcado de clones, restriccion de degradacidn o secuenciacién. La B-agarasa se encuentra
libre de cualquier Dnasa, Rnasa y actividades de fosfatasa, detectables. La recuperacion por
(-agarasa es particularmente Gtil para la obtencion de DNA grandes (> 10 kb) que pueden
cormpartirse con otros métodos de recuperacion. (43,96)

3.3.3.1.1 AGAROSAS COMPATIBLES

Agarosa SeaPlaque GTG (certificada y probada para la recuperacion de DNA).
Agarosa NuSieve GTG (certificada y probada para la recuperacion de DNA)
Aparosa SeaPlaque

s Aparosa MetaPhor (43)

L I

3.3.3.1.2 TIPS

» Transferir no mas de 200 mg de gel de agarosa a un tubo de microcentrifugacion
para el equilibric con el buffer degradante.

« Permitir que el gel se funda por completo antes de la adicion de la enzima.

» Las precipitaciones de etanol deben incubarse a temperatura ambiente con acetato
de amonio mais que con acelato sodico, para disminuir la posibilidad de
precipitacion de los oligosacdridos de la agarosa con la quinasa polinucledtida del
DNA, inhibida por ion amonio = 7 mM. Utilizar acetato sddico para la
precipitacion si se desea fosforilar el DNA después de recuperarse.

s La preparacién de la enzima retiene actividad completa por varias horas a 45 °C;
sin embargo, la actividad disminuird gradualmente en incubaciones largas. Por
esta razon, debe incubarse durante la noche para la degradacion a 40 °C.
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Para una recuperacion eficiente de acidos nucleicos pequeiios (< 500 bp) y/o
muestras muy diluidas (< 0.05 pg/ml), se recomienda la adicién, tanto de tRNA,
como de nucleasa libre de glicogeno. Ademas, la precipitacion durante la noche a
temperatura ambiente puede ser itil,

La preparacién de la enzima tiene una actividad mdxima entre pH 6 y 7 y es
relativamente poco afectado por la concentracion de sales entre 0.1 y 0.25 M. El
equilibrio del gel con buffer B-agarasa es necesario para proveer a la enzima con
condiciones buffer Gptimas. Este equilibric es mds importante para geles
preparados en TBE que en TAE, debido a la gran capacidad buffer de TBE.

El etanol precipita al DNA a temperatura ambiente o en hielo. La precipitacion de
DNA mas efectiva se le atribuye a 0 a 22 °C, mds que a -20 a -70 °C. A
temperaturas mas altas, los campos son mis consistentes y se evitarda la
precipitacion de los oligosacaridos. (43,96}

3.3.3.1.3 DEFINICION DE UNIDAD B-AGARASA

Una unidad de B-agarasa degrada por completo 2 mg de gel de agarosa SeaPlaque

GTG 1%,

fundido, que ha sido dializado en buffer 1x $-agarasa en una hora a 40 °C. (96)

Concentracion: 1 unidad por pL. (96)

33.3.1.3.1 MATERIALES

Tubos de microcentrifugacion (2 1 ml).
Dos bafios de agua o parriilas.
Escalpelo o navaja.

Microcentrifuga. (96)

3.3.3.1.3.2 REACTIVOS

Agarosa SeaPlaque, SeaPlague GTG, o NuSieve GTG.

Tincién de Acido nucleico GelStar, tincién con SYBR verde I, o bromuro etilico.
Bufier B-agarasa.

Enzima B-agarasa.

Acetato de amonio 10 M.

Etanol 100%. (96)
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3.3.3.1.3.3 PROCEDIMIENTO PARA LA DEGRADACION -

AGARASA

PASO

ACCION

Antes de comenzar

Ocupar un bafio maria o parrillaa 70 °C, y otro 2 45 °C.

Someter el DNA a electroforesis en ge! de agarosa de baja
temperatura de fusién (como agarosa SeaPlague, SeaPlaque GTG o
NuSieve GTG, que han sido preparados en buffer TAE o TBE).

Teiir el gel brevemente con colorante GelStar, SYBR verde | o con
bromuro etilico.

Fotografiar el gel.

S

Cortar una tira de gel que contenga muestra del DNA de interés.

Colocar 1a tira de gel en un tubo para microcentrifugacion.

Equilibrar la tira de gel con 10 volimenes de buffer 1x B-agarasa
durante 60 minutos a temperatura ambiente; de otra manera, seguir
los pasos mencionados a continuacion;

6.1.- Fundir la tira de gel a 70 °C durante 15 minutos. Asegurarse
que la tira de gel se encuentra completamente fundida puesto que la
enzima no degradara la agarosa en estado de gel.

6.2.- Adicionar 2 pl de buffer 50x B-agarasa a aproximadamente
100 pl de solucién de gel fundido.

6.3.- Mezclar la solucion.

6.4.- Proceder al paso 10

Descartar ¢l buffer

=]

Derretir la tira de gel a 70 °C (aproximadamente 15 minutos)

Enfiar la agarosa fundida a 45 °C.

Agrepar una unidad de B-agarasa por 200 ml de gel de agarosa al
1% (agregar proporcionalmente la preparacién de la enzima para
diferentes tamafios de tiras de gel, o con més altas o bajas
concentraciones de agarosa, respectivamente).

Por otro lado, si se siguieron los pasos 6.1 a 6.4, la cantidad de
enzima a emplear debe ajustarse.

Si el gel se prepard con buffer TAE: se necesitara doble cantidad
de enzima.
Con buffer TBE: se necesitarin siete veces la cantidad de enzima.

11

Mezclar

12

Incubar a 45 ¢C por 60 minutos.

Cuando el DNA es:
<30 kb: Centrifugar la solucién en la microcentrifuga durante 5
minutos, a temperatuta ambiente. Continte con el paso 14.

30 kb: La solucion B-agarasa puede usarse directamente sin
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precipitacion para manipulaciones enzimaticas subsecuentes. O: la
muestra puede concentrarse sin precipitacion con etanol por
centrifugacion,

14 Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifugacion.
15 Adicionar acetato de amonio al sobrenadante a una concentracién
final de
2.5 M.
16 Agregar 2 a 3 volumenes de etanol al 100 %.
St el DNA es < 0.05 pg/ml: precipitar a temperatura ambiente por
24 horas y agregar 10 pug de tRNA.
17
Siel DNA es> 0.05 pg/ml: precipitar a temperatura ambiente por
30 minutos.
18 Recolectar el precipitado por centrifugacion.

Cuadro 15.- Degradacion de B-Agarasa. (43,96)

3.3.3.2 ELECTROSEPARACION DE DNA DE GELES DE AGAROSA

La electroseparacion es un método seguro y consistente de recuperacién. E1 DNA
recuperado es adecuado para un amplic rango de aplicaciones. Para fragmentos pequefios,
un campo tipico puede ser 50-85 %, pero a medida que la longitud imcrementa, el campo cae
asta 20 %. El procedimiento descrito a continuacion describe la electroseparacion de DNA a
bolsas de didlisis. (30,85)

3.3.3.2.1 AGAROSAS COMPATIBLES

o Agarosa SeaKem GTG (certificada y probada para recuperacion de DNA).

¢ Agarosa SeaPlaque GTG (certificada y probada para recuperacién de DNA).
« Agarosa NuSieve GTG (certificada y probada para recuperacion de DNA).
» Agarosa SeaPlaque.

» Apgarosa NuSieve 3:1, Agarosa MetaPhor. (30,85)

3.3.3.2.2 TIPS

¢ Someter DNA a electroforesis en buffer 1x TAE.

o Tener 1 pg de DNA en la banda de interfase.

» Minimizar la exposicion de DNA a la luz UV no mds de un minuto.
+ Cortar la tira de gel del menor tamaito posible. (58)
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3.3.3.2.3 MATERIALES

« Escalpeio o navaja.
» Espétula. Tubo de dialsis.
s Clips para tubos de dialisis.
+ Céamara electroforética.
e Lampara de luz UV de mano.
¢ Tubo de plastico disponible.
+ Pipeta Pasteur. (30,85)
3.3.3.2.4 REACTIVOS
+ Buffer 1x TAE
¢ Bicarbonato de sodio 2 % EDTA 1mM pH 8.0 preparado en agua destilada.
+ Agua destilada.
s GelStar, SYBR verde I o Bromuro etilico. (30,85)
3.3.3.2.5 PROCEDIMIENTO: TUBOS PARA DIALISIS
PASO ACCION
i Cortar los tubos en piczas de 10 a 20 cm de largo.
2 Hervir durante 10 minutos en un gran volumen de bicarbonato sodico 2%/
EDTA | mM,
pH 8§
3 Lavar los tubos con agua destilada.
4 Hervir durante 10 minutos en EDTA 1 mM, pH 8.0
5 Enfriar tubos
6 Almacenar a 4 °C inmerso en EDTA | mM, pH 8.0
Cuadro 16.- Procedimiento empleado para tubos para didlisis. (58)

3.3.3.2.6 PROCEDIMIENTO PARA ELECTROSEPARACION DE

DNA A PARTIR DE GELES DE AGAROSA

PASO ACCION
] Someter DNA a electroforesis en gel de agarosa.
2 Tetiir el gel con colorante GelStar, SYBR verde 1, o bromuro etilico.
3 Localizar la banda de interés utilizando UV. Minimizar !a exposicion de]l DNA

en UV a menos de 1 minuto.
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4 Cortar la banda de interés con ayuda de un escalpelo o navaja.

5 Humedecer una espatula con buffer 1x TAE.

6 Colocar la tira de agarosa que contiene al DNA sobre Ia espatula hiimeda.

7 Folografiar el gel.

8 Sellar un extremo del tubo de dialisis con un clip especial.

9 Llenar la bolsa hasta el tope con bufter 1x TAE.

10 Transferir la tira de agarosa a la bolsa con un espétula,

11 Permitir que la tira de agarosa se sumerja al fondo de la bolsa.

12 Remover el buffer de la bolsa de didlisis dejando lo justo para mantener la tira

de gel en constante contacto ¢on el buffer,
i3 Sujetar la bolsa de dilisis por sobre la tira de gel evitando la formacién de
burbujas.
14 Colocar una capa superficial de buffer 1x TAE en una cdmara de
clectroforesis.
15 Colocar la bolsa en la camara de electroforesis inmersa en el buffer.
Pasar corriente eléctrica a través de Ia bolsa por 2 o 3 horas. Durante este

16 tiempo el DNA se separa fuera del gel a la pared interna del tubo de dialisis.

Este proceso puede monitorearse con lampara de mano de luz UV. Exponer a
la luz UV brevemente.
17 Revertir la polaridad de la corriente. Esto removera al DNA de la pared de la
bolsa,

18 Sacar la bolsa de la cdrnara electroforélica.
Dar un masaje suave a la bolsa, empleando guantes, del lado en el que el DNA

19 se ha acumulado. Esto removera el DNA de la pared de la bolsa. Este proceso

puede monitorearse con la ayuda de una limpara de mano de luz UV; la
exposicion debe ser breve.

20 Abrir Ia bolsa de dialisis.

21 Transferir todo el buffer que redea la tira de gel a un tubo plastico.

22 Lavar la bolsa con una pequefia cantidad de buffer 1x TAE.

23 Transferir la solucidn a un tubo plastico. '

24 Remover la tira de gel de la bolsa.

25 Opcional: tefiir la tira con SYBR verde I o con bromuro etilico para asegurar

que todo ! DNA se separ6 de la tira.
26 Purificar el DNA de la solucién 1x TAE utilizando exiracciones

fenol/cloroformo

Cuadro 17.- Procedimiento para la electroseparacion de DNA. (30,85)

Después de la electroseparacién, se recomienda que el DNA se purifique
posteriormente con extracciones de fenol/cloroformo seguidas de precipitacidon por etanol.
Los oligosacdridos y otros contaminantes, pueden co-purificarse con el DNA. La extraccion
con fenol remueve cualguier oligosacarido, evitando fa co-precipitacién con etanol. (58)
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3.3.3.3 EXTRACCION DE DNA CON FENOL/CLOROFORMO DE
GELES DE AGAROSA

3.3.3.3.1 AGAROSAS COMPATIBLES

* Agarosa SeaPlaque GTG (certificada y probada para recuperacion de DNA).
* Agarosa NuSieve GTG (certificada y probada para recuperacion de DNA).
* Agarosa SeaPlaque. (23,147)

3.3.3.3.2 TIPS

Las fallas en la recuperaciéon cuando se extrac DNA de geies de agarosa utilizando
fenol/cloroformo cominmente resultan por una extraccién de una porcion de agarosa muy
grande , o por precipitacion de aparosa junto con DNA durante este paso. Como
tratamiento de estas dificultades se recomienda lo siguiente: (23,147)

» No mas de 200 mg (200 ml) de agarosa deben extraerse en un sélo tubo. Si la tira
de gel es mayor a esta cantidad, separarla en porciones pequefias, entonces
combinar las soluciones extraidas antes de la precipitacidn con etanol.

s La precipitacion con etanol puede evitarse enfriando la solucidn extraida en hielo
durante 15 minutos. A maxima velocidad de centrifugado anterior a la adicién de
sales y etanol. El sobrenadante se decanta cuidadosamente, y el DNA se precipita
siguiendo los protocelos esténdar.

¢ No se recomienda su uso para DNA grandes (>10 kb). Agitacion muy fuerte
puede provocar la ruptura det DNA. (23,147)

3.3.3.3.3 REACTIVOS

* SeaPlaque GTG, NuSieve GTG. o Agarosa SeaPlaque.
o Buffer TE calentado a 67 °C.

¢ Equilibrio buffer-fenol.

» Cloroformo.

¢ Fenol/Cloroformo 1:1. (23}

Precaucion: El fenol causa severas quemaduras. Deben utilizarse guantes, lentes protectores
vy bata cuando se trabaja con esta sustancia. (147)
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3.3.3.3.4 PROTOCOLO

PASO ACCION
1 Someter DNA a lectroforesis en gel de agarosa de baja temperatura de fusion
preparado en 1x TAE.
2 Preparar un bafio maria a 67 °C.
3 Precalentar el TE a 67 °C.
4 Cortar un fragmento de gel conteniendo DNA.
5 Colocar la tira de DNA En un tubo de microcentrifugado.
Calcular el volumen de la tira. Si Ia tira es significativamente mayor a 200 mg,
6 romper la tira de agarosa en tamafios mds pequefios y colocar cada uno en
tubos para microcentrifugado por separado.
7 Derretir Ja tira de gel a 67 °C por 10 minutos.
8 Adicionar el volumen apropiado de buffer TE (precalentado a 67 °C hasta el
momento en que se realicen las exiracciones.
9 Adicionar un volumen equivalente de buffer-fenol.
10 Los siguientes pasos pueden realizarse a temperatura ambiente.
11 Agitar por 15 minutos.
12 Centrifugar a la méxima velocidad en microcentrifugado durante 3 minutos.
Cuidadosamente, remover la fase acuosa (parte superior). La interfase de
13 restos blancos es la agarosa, que contiene DNA atrapado. Esto puede ser
extraido con TE para maiximizar el campo.
14 Colocar la fase acuosa en un tubo para centrifugacidn limpio.
15 Repetir la extraccion con fenol,
16 Adicionar un volumen equivalente de fenol/cloroformo a la fase acuosa.
17 Agitar 15 segudnos.
18 Centrifugar a la maxima velocidad en centrifuga durante tres minutos.
19 Remover la fase acuosa y colocar en tubo para centrifugacion limpio.
20 Repetir la extraccién con un volumen equivalente de cloroformo.
21 Enfriar la fase acuosa en hielo durante 15 minutos.
22 Centrifugar a alta velocidad durante 15 minutos en un cuarto frio (4 °C).
23 Cuidadosamente, decantar el sobrenadante a un tubo de centrifugado limpio.
24 Precipitacidn por etanol del DNA en el sobrenadante siguiendo el protocolo

estandar.

Cuadro 18.- Procedimiento de extraccién de DNA con fenol/cloroformo de geles de agarosa. (23,147)
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3.3.3.4 EXTRACCION DE DNA CONGELAR/PRESIONAR
MODIFICADO DE GEL DE AGAROSA

Este protocolo es relativamente rdpido y funciona para agarosas de baja y estandar
temperaturas de fusién. Igual que en otras técnicas, ¢! campo de DNA disminuye al
incrementar ef tamafio del DNA. (157)

3.3.3.4.1 AGAROSAS COMPATIBLES

Agarosa SeaKem GTG (certificada y probada para recuperacin de DNA).
Apgarosa SeaPlague GTG (certificada y probada para recuperacién de DNA).
Agarosa NuSieve GTG (certificada y probada para recuperacién de DNA).
Apgarosa SeaPlaque.

Agarosa MetaPhor. (134)

3.3.3.4.2 MATERIALES

Tubos para microcentrifugacion (= 1 mi),
Cubeta con hiclo. Agitador-mezclador,
Microcentrifuga.

Escalpelo o navaja.

Barra agitadora plastica o de vidrio. (134)

3.3.3.4.3 REACTIVOS

s Buffer TE calentado a 67 °C
¢ Buffer-fenol.
* Cloroformo. Fenol/Cloroformo 1:1 (134)
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3.3.3.4.4 PROCEDIMIENTO

PASO

ACCION

Someter el DNA a electroforesis en gel de agarosa preparado en ix TAE.

Cortar una tira del gel que contiene DNA.

Colocar en un tubo de microcentrifugado.

Calcular el volumen basado en peso.

Amasar el gel con una varilla de agitacién

Adicionar un volumen equivalente de buffer-fenol.

Agitar durante 10 segundos.

Congelar a -70 °C por 5 a 15 minutos.

Centrifugar durante 13 minutos a temperatura ambiente,

Remover el sobrenadante que contiene DNA.

Colocar el sobrenadante en un tubo de microcentrifugacién limpio.

Realizar la extraceion con fenol/cloroformo al sobrenadante.

s iziSejw|w|onfw]efuw ) —

Seguir con extraccion con cloroformo.

14

Precipitacién con etanol siguiendo los procedimientos estandar.

Cuadro 19.-

Procedimiento para extraccidn por el método congelar/presionar. (134,157}

3.3.3.5 RECUPERACION DE DNA POR PRECIPITACION CON

ETANOL

Este método es compatible con otras técnicas de recuperacion ya mencionadas.

3.3.3.5.1 TIPS

Anterior a la adicién de sales y etanol, la precipitacién de agarosa puede evitarse
enfriando ¢! sobrenadante, centrifugando la(s) muestra(s) en un cuarto frio
durante 15 minutos con méxima velocidad de centrifugado. El sobrenadante se
decanta cuidadosamente, y el DNA en el sobrenadante se precipita con etanol
siguiendo los protocolos estandar.

Las precipitaciones con etanol deben incubarse a temperatura ambiente con
acetato de amonio mas que con acetato sédico para desminuir la tendencia de la
co-precipitacién de los oligosaciridos de agarosa con el DNA o RNA. (147)
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3.3.3.5.2 MATERIALES

» Cubeta con hiclo.

* Agitador-mezclador.

s Microcentrifuga.

* Secador de gel al vacio.

¢ Tubos para microcentrifuga {= t ml). (147)

3.3.3.,5.3 REACTIVOS

+ Etanol 100% enfriado en hielo.

« Etano! 70 % a temperatura ambiente,
» Buffer TE, pH 8.0

e Acetato de amonio 10 M. (147)

3.3.3.5.4 PROCEDIMIENTO

PASO ACCION
1 Enfriar el sobrenadante en hielo por 15 minutos.
2 Centrifugar la muestra en cuarto frio durante 15 minutos a méxima velocidad
en microcentrifugadora.
3 Decantar cuidadosamente el sobrenadante.
4 Colocar en un tubo para centrifugado limpio.
5 Medir el volumen de la muestra.
6 Adicionar 0.2 volimenes de acetato de amonio 10 M a la muestra.
7 Adicionar 2 volimenes de etanol 100% enfriado en hielo
8 Agitar brevemente.
9 Almacenar la mezcla durante 30 minutos durante la noche a temperatura
ambiente.
10 Centrifigar por 30 minutos.
11 Decantar el sobrenadante.
12 Lavar la pildora tres veces con etanol ai 70%.
13 Permitir que seque a temperatura ambiente.
14 Secar al vacio por 5-10 minutos.
15 Disolver el DNA en buffer TE.

Cuadro 20.- Procedimiento para la recuperacion de proteinas por precipitacion con etanol. (68,147)
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Las proteinas pueden recuperarse de geles MetaPhor y SeaPlaque. Se recomienda la
siguiente técnica: (147)

A. Identificar la region del gel que contiene las proteinas a recuperar. Esto puede realizarse
de diferentes maneras. Si el gel se arregla y tifie con azul brillante Coomassie, destifiéndose
después, entonces debe agregarse 1 % SDS a la dilucion buffer. La recuperacion de
proteinas en estado nativo requiere que no se mezclen antes de la recuperaciéon. Métodos
para la deteccion de proteinas que no necesitan mezclado son: (68,147)

1. El uso de marcadores pretefiidos de peso molecular como guia para la posicion
relativa de la proteina deseada en el gel. (147)

2. Realizar blot corto por presién/capilaridad del gei (10 minutos o menos), asi,
porciones pequefias de proteinas son transferidas a la membrana para luego
tefiirse. Si se utifizan marcadores pretefiidos, es posible colocar la membrana bajo
el get e identificar la region de interés. (147)

3. El sistema de wvisualizacion proteica Promega ChromaPhor permite la
identificacion de proteinas en geles MetaPhor sin mezclar o tefiir. (147)

B. Se recomienda el empleo de Tris/HCI 50 mM, EDTA | mM a un pH de 8 y buffer de
extraccior/dilucion. El buffer puede requerir modificaciones dependiendo de la proteina
en particular a recuperar y al trabajo a realizar después de la recuperacion. El buffer debe

" ser uno en que la proteina de interés se muestre estable. (68,147)

C. La cantidad de buffer para exiraccidén/dilucién agregada se encuentra directamente
relacionada con la cantidad de proteina a recuperar: a mayor cantidad de agarosa diluida,
mayor cantidad de proteina recuperada. Cantidads mayores al 90% de la proteina puede
recuperarse con una dilucién de agarosa al 0.5%. Puede realizarse un segundo ciclo de
recuperacién para proteinas adicionales. (51,68,147)

3.3.3.6 OTROS METODOS DE RECUPERACION A PARTIR DE
GELES DE AGAROSA

3.3.3.6.1 ELECTROFORESIS A MEMBRANA DEAE-CELULOSA

Este método es muy eficiente para frapmentos de DNA menores a 5 kb; no se
recomienda para la recuperacion de una sola cadena de DNA o fragmentos mayores a 15 kb.
El DNA se separa en, ya sea, gel de agarosa de bajo punto de fusion, o estandar. Se hace
una pequena incision en la banda de interés. Se coloca una membrana en la incision y se
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continia la electroforesis hasta que el DNA se encuentre sobre la membrana. La membrana

se remueve del gel y se separa de la misma con ayuda de un buffer de alta fuerza iénica.
(166)

3.3.3.6.2 PASO A TRAVES DE DEAE-SEFACEL.

E! DNA se separa del gel de agarosa de bajo punto de fusion. La banda se corta y se
corre a través de una columna que contiene una métriz anionica. E1 DNA se une a la matriz
v los contaminantes se eliminan. Ef DNA es entonces separado de la matriz incrementando la
fuerza i6nica del buffer. (147)

3.3.3.6.3 RECUPERACION DE DNA UTILIZANDO BURBUJAS DE
VIDRIO

Se trata de un método extremadamente rdpido que tiene como ventaja la
acumulacion del DNA sin necesidad de precipitar con etanol. Este procedimiento es
aplicable para fragmentos > 500 bp. A pesar de que el procedimiento es rapido, puede
resultar en campos menores que los esperados empleando extracciones fenol/cloroformo. El
DNA se separa en un gel de agarosa de baja o estandar temperatura de fusion. La banda se
corta y se funde o disuelve en yoduro de sodio y se trata con suspensién de vidrio/silica en
presencia de sal. Ei DNA es absorbido en las burbujas de vidrio y los contaminantes se
eliminan. E} DNA se separa con una solucion buffer baja en sales. {20,41)

3.3.4 SOUTHERN BLOTTING

De ser posible evitar el uso de geles gruesos (> 4 mm). Geles gruesos requieren de
tiempos mayores de electroforesis, de igual manera existe una gran interferencia con la
transferencia de 4cidos nucleicos a la membrana de hibridacion. (93)

Es necesario cubrir el gel de agarosa con buffer para electroforesis tan pronto como
la solucion de agarosa haya solidificado completamente. La submersién inmediata después
de la solidificacion previene la formacién de una membrana impermeable en la superficie del
gel debida a la evaporacién de agua del gel. (167)
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3.3.4.1 MEMBRANAS

Realizar una eleccion apropiada de membranas para la aplicacion, teniendo en cuenta
las siguientes caracteristicas;

NYLON NITROCELULOSA
Fuerza alta Fuerza baja
Muchas pruebas Pocas pruebas
Buena unién <= 300 bp Unién pobre <= 300 bp
Mejor fondo Fondo malo

Cuadro 21.- Caracteristicas més importantes de las membranas de nylon y nitrocelulosa. (42)

3.3.4.2 BLOTTING

1. Con cuidado, humedecer las hojas de papel con 2x SSC a colocar sobre la membrana.

b

Invertir el gel de manera que ¢l lado inferier quede en contacto con la membrana,

s

No utilizar mas de 500 g en peso sobre la pila cuando se realiza el blot en un gel de
agarosa de 20 x 15 cm. Emplear pesos menores en geles mas pequefios.

4. Utilizar un buffer adecuado segin las recomendaciones de uso para las membranas. El
buffer mds recomendable es 10x SSC o SSPE. Ambos transfieren eficientemente DNA de
cualquier tamafio a la membrana de nylon, y también permiten una inmovilizacion en UV

aceptable. Para membranas de nitrocelulosa de 20x, se recomiendan los mismos buffers.
(42,167)

3.3.4.3 TIEMPOS DE BLOT

El tiempo requerido para una transferencia eficiente depende del grueso del gel,
porcentaje de agarosa y el tamaflo de los fragmentos a transferir. A pesar de que algunas

horas son suficientes para completar la transferencia, algunas condiciones adicicnales deben
tomarse en cuenta: {42,167)

Permitir 15 a 20 horas de blotting si:
¢ Se utilizan geles gruesos (> 4 mm),
* Sise emplean geles de alta concentracion.

¢ Deteccion de una sola copia de genes.
*» Transferencia de fragmentos de DNA muy largos (> 15 kb) (42,167)
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Para mejorar la eficacia en la transferencia durante blottings prolongados, sustituir
las toallas antes de que se saturen. (42,167)

Los tiempos para el blotting pueden reducirse cambiando las toallas por cojincillos
comerciales de alta absorcion. (42,167)

CONCENTRACION TIEMPO TAMANO DE DNA EFICACIA
DE AGAROSA

2% 1.5 horas <150 bp >90%

> 150 bp =75 %

3% 1.5 horas <700 bp <5%

3 horas < 700 bp =90 %

4% 3 horas <700 bp <5%

15 horas <700 bp >90%

Cuadro 22.- Tiempos de blottinf y eficiencia de transferencia de DNA en geles de agarosa 3:1 (blots
alcalinos). {167}

3.3.4.4 BLOTS ALCALINOS

Transferencias alcalinas prolongadas pucden resultar en fondos de hibridacién altos.
Esto puede minimizarse incubando la membrana en 1x SSC, SDS 1% por 30 minutos a 65
°C después de la inmovilizacién de DNA, v utilizando una més alta concentracion de buffer
para prehibridacion. (167)

Neutralizar el gel siguiendo un tratamiento 4cido y entonces comenzar la
transferencia alcalina. De no neutralizarse correctamente antes de la transferencia, puede
obtenerse como resultado una baja intensidad en las sefiales debido a la continuacion de la
depuracion con el gel tratado con dcido. (167)

3.3.4.5 OTRAS TECNICAS DE BLOT

Existen otras alternativas para la transferencia de DNA del gel a la membrana de
blotting. Como la poliacrilamida, el DNA puede someterse a electroblotting de geles de
agarosa, ya sea con un aparato blotting o con equipo elcetroblotting semi-seco. {42)

El blotting descendente es una alternativa at blotting capilar estandar. No requiere
equipo especial, y conlleva a transferencias répidas y de alia eficacia que los protocolos
estandar. Esta técnica utiliza la gravedad para ayudar a fa solucién buffer a correr a través
del gel en lugar de hacerlo hacia arriba por accién capilar. (42)
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3.3.4.6 PROTOCOLO

Durante esta técnica deben emplearse guantes,

I Teiiir el gel con bromuro etilico. Para fragmentos de DNA es necesario fotografiar ef gel,
Puede realizarse la corrida por duplicado (utilizando dos geles y fotografiar), Cada gel
tiene dos porciones, una superior y otra inferior. Cuidadosamente debe cortarse ¢l gel en
porcion superior e inferior; a cada porcién se le corta 1 cm, marcar las esquinas que
serviran de referencia y realizar el proceso en ambas porciones en paralelo. (167)

=)

. Transferir el gel a una caja plastica para realizarle el tratamiento siguiente:

Sl

- Si se transfireren fragmentos grandes de DNA (mas de 6 x 10%) o plasmidos completos
entonces baflar el gel en 600 a2 800 ml de HC) 0.25 N. Para tratamiento suave
(fragmentos) realizar este procedimiento durante 20 minutos, de otra manera requerira 30
minutos con un cambio de solucidn. Agitar; el color azul debe convertirse en amarillo
durante este paso por la depuracién del DNA. (167)

4. Vaciar el HCl y agregar 800 a 1000 mi de NaOH 0.5 N/ NaCl 0.5 M, aunque 500 ml
pueden se suficientes para un gel de tamafio regular. Colocar en el agitador por 30-45
minutos. El color debe cambiar de nuevo a azul en este paso, debido a la
desnaturalizacién de las cadenas de DNA. (167)

Mientras el gel se encuentra en NaOH/NaCl, preparar las membranas para el blotting:

Por cada ge! a someter a blotting, (asumiendo las posiciones superior ¢ inferior),
preparar:

* 6 piezas de papel Whatman 3MM, 21 x 12cm de tamafio, y dos piezas de Hybond
N+, 20 x 10 cm de tamafio.

= Marcar con tinta indeleble la membrana Hybond con el nimero de! blot en la parte
inferior del mismo.

+ Sumergir Hybond en agua destilada durante § minutos.

» Vaciar el agua y adicionar NaOH 0.5 N/NaCl 0.5 M y sumergir en esta solucién
durante 5 a 10 minutos. {167)

3.3.4.7 PREPARACION DEL SOUTHERN BLOTTING

1. Preparar el aparato para el blotting y adicionar NaOH 0.5 N/ NaCl 0.5 M retirando todas
las burbujas posibles de las espenjas. (167)

160



Capitulo 11

2. Brevemente sumergir dos filtros Whatman 3MM en NaOH 0.5 N/NaCl 0.5 M Y
colocarlas en la parte superior de una de las esponjas. Repetir este proceso colocando
ahora dos filtros Whatman remojados en la superficie de la otra esponja. Utilizar una
pipeta para sacar las burbujas. (167)

3. Cuidadosamente, colocar la porcién superior del gel un la primer esponja. Colocar la
porcién inferior del gel en la esponja mas baja,

4. Envolver el gel completamente con tiras de hojas de plastico. Tener cuidado de que no se
vean las superficies de las esponjas.

5. Con precaucién, colocar las membranas Hybond numeradas sobre las porciones superior
¢ inferior con los niimeros hacia arriba.

6. Brevemente sumergir una pieza de Whatman en NaOH 0.5 N/NaCl 0.5 M y colocar sobre
la porcion superior del gel. Repetir con la porcion inferior del gel, cuidando siempre sacar
las burbujas presentes.

7. Colocar 6 u 8 toallas de papel sobre cada filtro Whatsman.

8. Colocar hojas plexiglass y una charola (con suficiente agua para cubrir el fonde) sobre las
toallas de papel, para mantener todo comprimido.

9. Permitir que el blotting continiie durante 6 horas o toda la noche. (1 67)

3.3.4.8 PROCESAR SOUTHERN BLOTTING

1. Remover las toallas de papel, etc, y colocar las membranas Hybond en NaOH 0.4 N por
un minuto (también puede tefirse el gel, si se desea, para corroborar que ¢l DNA fue
transferido). (161,167)

2. Vaciar €l NaOH y neutralizar la membrana adicionando Tris 0.2 M/2X SSC por 10
minutos.

3. Colocar la membrana (DNA hacia arriba) en filtros Whatman y dejar secar varios
minutos.

4, Transferir las membranas a filtros Whatman nuevos y someter al vacio en un horno a 70
°C durante 2 a 3 horas.

5. Almacenar los blots a temperatura ambiente. (6, fupita)
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Para membranas de nylon se realiza el mismo procedimiento antes mencionado, pero
el gel y las membranas pueden sumergirse en una solucion 6x SSC. Para filtros de
nitroceluosa, hacer el blot en 20x $SC. El filtro de pre-humedecerse antes de colocar el gel,
El DNA puede unirse solo por calentamiento en horno. (161)

Para un gel en et que diferentes huellas se hibridizaran con diferentes pruebas, hacer
blot en el gel completo y remarcar la divisidn del gel. Después del blotting, transferir estas
marcas a la membrana y cortar. (161}

Soluciones:

. HC10.25 N = It ml HC! concentrado + 489 ml de agua.
. NaQH 0.5 M, NaCl 0.5 M = Solucion desnaturalizante.
. Tris 0.5 M, NaCl 1.5 M pH 7.4 = Solucion neutralizante
. 6x S8C, 20x SSC = Sokidn blotting (93,161)

n

N o

3.3.5 REACCION EN CADENA DE POLIMERASA (PCR)

Esta. es una poderosa técnica, que resulta en la rdpida produccion de copias
multiples de una parte de la secuencia de DNA. PCR ha hecho posible el analisis de
fragmentos de DNA en muestras que contienen cantidades de DNA que son demasiado
pequeiias o degradadas para permitir otre tipo de andlisis de 4cidos nucleicos. Como
resultado, se ha hecho posible analizar y caractenzar fragmentos de DNA encontrados en
cantidades diminutas en lugares como una gota de sangre en la escena de un crimen o la
célula de un ser extinto, Este método se emplea ampliamente para investigacidn en
laboratorios a partir de la capacidad de enzimas como ia polimerasa de mantenerse estables a
altas temperaturas. (25,163)

El método PCR es una reaccién ciclica en que el DNA se desnaturaliza por calor
para separar las cadenas de la molécula, se incuba en presencia de DNA polunerasa y dos
oligonucledtidos cebadores que dirigen a fa DNA polimerasa en la sintesis de nuevas hebras
complementanas, y sin los cuales seria imposible realizar el proceso. Asi, la célula posee otra
enzima llamada primasa, que de hecho hace las primeras copias de nucleétidos. Esta
extension de DNA se llama “primer”. Una vez elaborado el primer, la polimerasa puede
continuar haciendo el resto de la cadena nueva, terminando de esta manera, cada ciclo.
Debido a que los productos de un ciclo PCR pueden actuar como modelos para el siguiente,
¢! mimero de moléculas idénticas nuevas se duplican en niimero con cada repeticién del

ciclo. En la naturaleza, la mayoria de los organismos copian su DNA de esta manera.
(25.163)

Antiguamente, las DNA polimerasas disponibles se desactivaban cada vez que la
temperatura se clevaba para desnaturalizar las cadenas del modelo. Esto significa debia
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estable al calor de la bacteria termofilica Thermus aquaticus (Tag) elimina la necesidad de
afiadir nueva enzima después de cada etapa de desnaturalizacién térmica. Cada ciclo de
amplificacién se controla sencillamente variando la temperatura. (25)

Un tubo de PCR contiene los aditamentos necesarios para realizar la duplicacién del
DNA: porcién de DNA, grandes cantidades de las bases nucleicas, grandes cantidades de la
secuencia primer y DNA polimerasa. (25)

Las tres partes de Ia reaccion en cadena de polimerasa se realizan dentro del mismo
tubo, pero a diferentes temperaturas. La primera parte del proceso (separacion de doble
hélice), se realiza calentando el tubo a 90-95 °C durante 30 segundos. (25)

Pero los primeros no pueden unirse a las cadenas de DNA a tan alta lemperatura, asi
que el tubo debe enfriarse a 55 °C. A esta temperatura, los primers se unen a los extremos
de las cadenas de DNA. Tiempo aproximado de reaccién: 20 segundos. (25)

El paso final de la reaccién es hacer la copia completa de los modelos. Ya que Tag
polimerasa trabaja mejor alrededor de los 75 °C, la temperatura del tubo debe subir. La Tag
polimerasa comienza a adherir nucledtidos al primer y eventualmente hace la copia
complementaria det modelo. Si el modelo contiene adenina, la enzima une ésta con timina;
de la misma manera une citocina y guanina. (25}

El proceso completo de la reaccidn en cadena de polimerasa toma menos de dos
minutos. Los ciclos pueden repetirse alrededor de 30 o mds veces. Cada ciclo duplica un
modelo, asi que al término de 30 ciclos se habrén formado un millén de copias de una simple
porcién de DNA. Tomando en cuenta e tiempo que toman los cambios de temperatura en el
tubo, un millén de copias se obtienen en 3 horas. (25,163)
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4.1 IMPORTANCIA DE E.coli EN LA INDUSTRIA

Elintestino alberga un nimero enorme de bacterias y de especies microbianas, en su
gran mayoria en el intestino grueso. Las bacterias residentes se encuentran adheridas a las
células epiteliales de [a mucosa, en nichos ecologicos a lo largo del tubo intestinal, donde se
multiplican permanentemente. Ademas, existe una abundante flora transelinte que procede
del medio ambiente, de la alimentacién o de tramos superiores del tubo digestivo, que se
encuentra libre en la luz intestinal o asociada cen particulas y restos alimentarios. Transita
pasivamente y en condiciones normales es incapaz de fijarse y establecerse, y es eliminada al
exterior. (51)

En el intestino grueso, el numero de bacterias aumenta considerablemente, en
comparacién con el intestino delgado, debide a la presencia de residuos no absorbibles
procedentes de los alimentos (celulosa, aditivos) y del propie organismo (moco, restos
celulares, secrecion biliar), y puede considerarse como un tangue de fermentacién o un
quimiostato. £.coli es considerada uno de los principales componentes de la flora intestinal;
pueden encontrarse también anaerobios no esporulados- cocos grampositivos, anaerobios
facultativos- enterobacterias, Pseudaomonas, S.aureus, Lactobacillus, hongos, protozoarios
y virus, (51)

La flora de las heces es enorme, pues representa ei 40 % de su peso. Contiene en
general todas las bacterias del tubo digestivo, pero no en la misma proporcién, y su
composicidn es muy parecida a la del colon; ademés est4 relacionada con la dieta. (51)

En los paises desarrollados se presenta una mayor cantidad de anaerobios estrictos,
mientras que en los paises subdesarrollados se observa gran cantidad de especies aerobias y
anaerobias. En las heces de [a mayoria de la poblacion se encuentra E.coli, bacteria
indicadora de la contaminacion fecal de las aguas. (51)

Teniendo en cuenta la importancia de la flora intestinal, especialmente de la
anaerobia, y la gran cantidad de enzimas y productos que vierten al tracto digestivo, es
evidente que su existencia influye en:

* la anatomia y fisiologia del tubo digestivo (peristaltismo),

e en la nutricién (sintesis de vitaminas K, tiamina, riboflavina y vitamina B,,),

¢ ¢n el desarrollo del sistema inmunitario local y en la accidn de barrera evitando el
establecimiento de los patdgenos, especiaimente cuando llegan en pequefio niamero.

(31)
En este sentido constituye uno de los factores mds eficaces de Ia resistencia general

inespecifica, como consecuencia de las interacciones de las diversas especies de la microflora
entre si con el huésped, que dificultan el establecimiento de patdégenos. Es una accidén
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sinérgica que puede ser debida a varios factores: 1) Competicién por un sustrato nutritivo o
por un receptor celular, 2) Modificacion de las condiciones fisico-quimicas (disminucion de
pH, del potencial 6xido-reduccion), 3) Produccion de sustancias inhibidoras. (51)

L.a administracion por via oral de antibidticos de amplio espectro, al destruir la
mayoria de la flora, especialmente la anaerobia, que es la mas sensible, anula la accion de
barrera y selecciona. las especies mas resistentes, que ante el vacio ecoldgico creado
encuentran facilidades de multiplicacién. (51)
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Flg 2] - Dlag,r‘.mw que mugestra el circulo vicioso de comammacmn que prescnta £.coli. (150}

El circulo vicioso de contaminacién por E.¢odi comienza por ¢l hombre o animales
mamiferos. El hombre o animal portador del microorganismo dispersa al mismo por medio
de la defecacion. Esta contaminacién siguc caminos difercntes:
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Hombre.- Sino se realizan buenas practicas de higiene, el contacto de las manos
contarninadas con alimentos 1 objetos provocan que personas sanas reciban a la
bacteria en su organismo. (150)

Estas mismas heces fecales viajan a través del agua de desecho, que contamina al
agua potable, volviendo al hombre; el agua de riego (aguas negras) entra en
contacto con los alimentos, que una vez consumidos causan enfermedades si no se
lavan o cocinan correctamente. {150)

Animales.- Las heces fecales de los animales ensucian, mediante el agua de
desecho, al agua potable; de otra manera, al regarse los alimentos se contaminan,
provocando trastomos en los seres humanos, (150)

Métodos de control:

Realizar estudios epidemiologicos de las fuentes de infeccion y aplicar las medidas
de prevencion y control mas eficaces.

La poblacidn debe ser informada de las medidas preventivas, haciéndose énfasis
en ¢l consumo de agua y alimentos seguros, y extremar las medidas higiénicas
personales. Desarrollo de una barrera sanitaria con la participacién de toda la
poblacion.

Enfasis en el consumno de leche y derivados pasteurizados. Combatir el consumo
de leche cruda.

Vigilancia en los mataderos de ganado bovino para minimizar la contaminacion de
la carme por contenido intestinal de las reses.

Las carnes deben ser bien cocinadas, sobre todo la carne molida. Se recomienda
un nivel de coccién hasta que desaparezca el color rosado. Todo alimento
recalentado debe ser llevado a un punto de coceion.

Se recomienda que los hornos microondas tengan una potencia superior a 500 W,
Vigilancia de niveles adecuados de desinfeccién en los sistemas de abastecimiento
de agua y de piscinas. La ebullicidn del agua es recomendable en lugares donde no
es posible contar con sistemas confiables o donde el agua es almacenada a nivel
domiciliar. (150)

Control del paciente, de los contactos y del ambiente:

Notificacién a las autoridades sanitarias de los brotes.

Desinfeccidon concurrente de secreciones fecales y articulos contaminados. En
lugares con alcantarillado o buenos sistemas de eliminacion de excrela, las heces
pueden eliminarse directamente.

Los contactos con diarrea deberian ser excluidos del manejo de alimentos y el
cuidado de infantes o pacientes, hasta que la diarrea termine y se obtengan 2
informes negativos de cultivos de heces para detectar el agente. Estas personas
deben ser instruidas acerca del rof que juegan en la diseminacién de fa enfermedad
y en las medidas de prevencion fundamentales. (150)
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Excluir a los nifios enfermos que presenten diarrea hasta que esta haya parado o
se hava detectado la causa de enfermedad.

Desinfectar los juguetes, bafios y utensilios de cocina con un poco de agua
clorada.

Mantener los alimentos refrigerados.

Usar termometros para checar la temperatura del refrigerador (38 °C) y
congelador (0 °C) o menos.

Lavar frutas y verduras con agua limpia que se mantenga en movimiento,
incluyendo frutas a las que se les quite la cascara, ya que de atravesarlas con algin
utensilio, las bacterias pueden dispersarse al interior.

Tratamiento especifico: el manejo adecuado de la diarrea con soluciones
rehidratantes es la medida mas importante, en la mayoria de los casos. En
pacientes que presentan sindrome urémico-hemolitico o pirpura trombocitopénica
trombética deben aplicarse las medidas especificas en servicios de salud. El
tratamiento antibacteriano es incierto.

Ante situaciones epidémicas es necesario determinar las fuentes de infeccidn (agua
y/o alimentes), los mecanismos de transmisién, los grupos mas vulnerables, y
desarrollar de inmediato medidas de prevencion y control, con participacién plena
de la comunidad y de los medios de comunicacion.

No es recomendable el uso de antibidticos como medicamentos
profilacticos.(150)
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4.1.1 COMO INDICADOR DE HIGIENE

Es de interés para la poblacién que el mayor mimero de familias se hagan conscientes
y responsables de las medidas higiénicas a adoptar. (54)

En estas enfermedades que fundamentalmente son causantes de procesos diarreicos,
son cuatro los medios de transmision: Manos sucias, Agua, Moscas y Excretas (heces
fecales). (54)

Conviene por ello saber cdmo se contaminan las manos, agua de bebida, o en la que
nos bafiamos, como esta agua o las moscas contaminan los alimentos, el porqué del peligro
que suponen las heces y lo que podemos hacer para evitar estas contaminaciones. (54)

El peligro esta fundamentalmente en el hombre enfermo, que alberga los gérmenes en
su intestino, eliminandolos al exterior por las heces. Pero aun hay personas més peligrosas,
los poriadores, que no se dan cuenta de que estdn enfermos pues no presentan ningiin
sintoma. (54)

Tanto en un caso como en el otro, los gérmenes eliminados por las heces acaban
contaminando todo, agua, suelo, alimentos, manos, ropa etc. (54)

4.1.1.1 MEDIOS DE TRANSMISION

1. Manos Sucias

s La accion de defecar provoca que las manos se ensucien, las cuales, a su vez,
pueden contaminar todo lo que tocan. Si alguna persona mis toca estos objetos,
alimentos, etc. previamente contaminados, ensucia sus manos sin saberlo y, si no
tiene la precaucion de lavarse, puede introducir en su boca microorganismes. Lo
mismo sucede al tener contacto con el suelo, agua, basura, ropa, etc. {54)

+ Para evitar esta contaminacion deben seguirse las siguientes medidas:

a. Lavarse las manos después de ir al bafio, con jabdn, tratando de limpiar
bien hasta las uiias.

b. Lavarse las manos antes de comer y no llevarlas sucias a 1a boca.

c. Mantener las ufias cortas, para evitar que se deposite suciedad debajo de
ellas.

d. Cuando por cualquier motivo tengamos que manejar basura o ropa de
enfermos diarreicos, el lavado de manos debe hacerse profundamente y
con el meyor cuidado. (54)
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2. Agua

2.1 Agua de bebida (54)

* Fuentes de contaminacion:

. Pozos. Si estdn mal protegidos o proximos a las viviendas, granjas,

establos. Por permeabilidad del terreno, las aguas superficiales de liuvia, o
de riego, arrastran suciedad y ésta se filtra por las paredes del pozo
contaminandolo. (54)

Manantiales. Igual que ocurre con los pozos, hay un gran nimero de
manantiales contaminados a pesar de la creencia comitn de gue este tipo
de agua es mds pura. (54)

Pantanos y rios. Se contaminan igual que los anteriores, pero existe otra
causa mas importante; la recepcion de aguas negras o residuales
procedentes de las localidades situadas en sus proximidades, o por el
lavado de ropas que suelen efectuarse en ellos. En algunos casos la
distancia entre los pueblos hace que el agua se autodepure en su recorrido,
pero ello depende de la cantidad de materia fecal recibida y de la distancia
que recorre el agua hasta llegar al usuario. (54)

. Red de distribucion de agua potable. En ocasiones el agua se contamina en

¢l punto donde se capta, pero puede hacerlo ya dentro de las tuberias
{tuberias en mal estado, con grietas, fisuras). Mientras el tubo esta lleno de
agua con presion, nada puede pasar dentro, pero cuando la tuberia no
conlenga agua, sea escasa, 0 COn poca presién, el agua contaminada
pasara al interior de las tuberias. Este puede ser el caso de las aguas del
alcantarillado, si estan a la misma altura de la conduccion de agua potable
o cuando hay un cruce y ambas presentan fisuras o roturas. (54)

¢ Medidas de prevencion:

RN oPR

Protegiendo los pozos de bebida y uso domeéstico.

Recogida de muestras y andlisis por los servicios de sanidad. )
Depurar las aguas negras antes de verterlas a rios, pantanos, mar, etc.
Instalar en lugares alejados los pozos negros, eliminacion de basuras, etc.
Agregar cloro a los depdsitos o en ef agua que utilizamos en casa.

Es importante sefialar que los alimentos pueden también contaminarse en
el mismo lugar donde se producen, como ocurre con las verduras,
hortalizas y , en general, con todos los productos de la huerta que se
riegan con agua contaminada. (54)

Los maniscos, almejas, mejillones, ostras, que se consumen crudos, pueden estar
contarninados por las aguas donde viven. Es conveniente el consumo de estas especies que
proceden de vivero y hayan sido previamente depurados. (54)
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Método de cloracidn doméstica de productos destinados al consumo crudo: las
hortalizas y frutos cultivados a ras de la tierra deben lavarse con agua clorada de la siguiente
manera: disolver 20 g de cloro en un litro de agua y llevar a 2 litros. Después de agregar la
solucion clorada al agua, debe removerse bien. Sumergir en esta mezcla, durante media hora
como maximo, los alimentos. (54)

Después enjuagar con agua hervida o clorada segin las proporciones sefialadas para
la cloracion del agua de bebida. (54)

2.2 Agua para bafio
¢ Fuentes de contaminacidn:

2. El agua de baflo puede resultar peligrosa por lo ficil que es tragar algo de
ella involuntariamente y porque impregna nuestras manos, que luego nos
Hlevamos a la boca.

b. El agua del mar se contamina igual que la de los rios. Por ello hay que
sefalar los peligros que resultan de bafiarse en lugares de la playa
proéximos a la salida de alcantarillado. (54)

+ Medidas preventivas:

a. Nos bafiamos en rios, si las aguas estin por debajo de la salida de aguas
residuales de algin pueblo.

b. No orinar dentro del agua.

c. Exigir que el agua de las piscinas donde nos bafiemos esté tratado con
cloro. El olor a cloro es garantia de nuestra salud.

d. Ducharnos antes de entrar a la piscina.

e. Alejarnos de las playas donde haya algin desagile de aguas residuales.(54)

3. Moscas

Las moscas que se posan en heces o lugares contaminados transportan en sus patas la
suciedad y, posteriormente, al posarse en los alimentos, los contaminan. (54)

4. Excretas

En las enfermedades infecciosas que se acompafian con diarreas, Jos gérmenes salen por
millones de! intestino. Ello no solamente en los enfermos, sino también en los
convalecientes, los vomitos y heces, hay que tratarlas con solucion de hipoclorito puro,
dejandolos en contacto un minimo de dos horas, antes de verterlas en los retretes,
Igualmente las ropas manchadas por las excretas, vomitos, deben ser cuidadosamente
desinfectados. (54)
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4.1.2 INDICADOR DE CALIDAD

Esta bacteria se considera como indicador de calidad sanitaria dentro del campo de
salud y del alimenticio; dentro del laboratorio sirve como pardmetro para medir la presencia
de otros microorganismos o del mismo, asi como para reconocer resultados de cultivos,
pruchas bioguimicas, etc. Por su funcionamiento y estructura tan conocidos se pueden
realizar estudios de todo tipo en E.coli. (64)

E.coli es el ratén de laboratorio de la biotecnologia, debido a que es posible insertar
genes de otras bacterias en ella, ahora se usa como microorganismo de laboratorio estandar.
Hasta hace pocos afios casi toda la informacion en la regulacion de la sintesis proteica
procariética se basaba en trabajos sobre E.coli, especialmente de la estructura de las
moléculas de RNA, particularmente tRNA y ribosomas. (64)

También E.coli puede emplearse como cepa control dentro de los métodos
bioquimicos, asi como en los genélicos en estudios de hibridacion, plismidos o marcado de
pruebas de DNA. (64)

En 1997 se realizé un descubrimiento importante a partir de estudios en bacterias
comunes de E.coli. Existen proteinas *heroicas” que saltan contra genes dafiados, como una
segunda linea de defensa contra mutaciones genéticas. (63)

El DNA se dafia a diario, por quimicos en el cigarro, radiacion UV y otros
carcinégenos, ¢n una manera, €5t0 puede crear mutaciones genéticas que desembocan en
desérdenes, incluyendo al céncer. El organismo utiliza sistemas de enzimas reparadoras que
corrigen estos dafios, pero en algunas ocasiones el sistema falla. Entonces se activa la
segunda linea de defensa que pelea contra el desarrollo de mutaciones. (63)

Las proteinas conocidas como Fpg y Uvra, cuyo papel reparador de DNA de “cortar
y pegar” era conocido, actiian también uniéndose ellas mismas fisicamente al DNA dafiado,
previniendo la multiplicacion del mismo. Estas proteinas pertenecen a una larga familia de
reparadores de DNA, poteinas que trabajen segtin este principio. Si se logran entender por
completo estos mecanismos reparadores, se podra prevenir el céncer. (63)
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4.1.3 INDUSTRIA ALIMENTICIA

Dentro de la industria alimenticia, E.coli es de vital importancia, puesto que actia
como un indicador de contaminacién de los alimentos. Dependiendo de cada tipo de
alimento los parametros a seguir al presentarse una contaminacion, asi como las medidas
preventivas que deben seguirse para evitar la misma. Al encontrarse bacterias fuera del
rango permitido, es necesario realizar una investigacidon minuciosa sobre la procedencia de
[os microorganismos; de esta manera, se podra deducir que parte del proceso, desde su
inicio hasta el fin, es el que presenta ¢l problema y las causas de éste. (54)

La industria alimenticia presenta un problema especial debido a su gran extension. En
la seguridad alimentaria adquiere maxima importancia la manipulacion del alimento durante
su procesamiento como factor de riesgo que podria influir negativamente en la salud
hurnana, ocasionando graves alteraciones en el consumidor a consecuencia de una
manipulacién al margen de las correctas practicas de higiene. Debe existir una gran

responsahilidad en cada fase de la produccién alimenticia, procesamiento y distribucion.
(34)

La FDA estima que se presentan 7,000 muertes anualmente debidas a enfermedades
infecciosas causadas por alimentos; aproximadamente 4 millones de casos de salmonelosis;
de igual manera, se culpa a E.coli O157:H7 de 20,000 enfermedades al afio. Pero el temor
no es la respuesta, sino el conocimiento. E.coli O157:H7 no existia hace diez afios, pero
ahora es parte de la vida misma, lo que no significa que no podamos coexistir. Algunos
cambios estdn por venir. De manera creciente, la irradiacién, a la que se han sometido
alimentos crudos (bajos niveles de radiacion), se estd adoptando como una solucidén. (63)

La radiacién es mucho menos destructiva que la pasteurizacion y el enlatado. Permite
a la carne encontrarse tan libre de microorganismos que puede permanecer a temperatura
ambiente por meses sin descomponerse. Pero las personas temen a la exposicidn y sobre
todo, si la irradiacién cambia los contenidos nutricionales de los alimentos. A pesar de las
creencias populares, la irradiacién de los alimentos no es dafiina si se realiza dentro de los
patrones establecidos; en cambic puede ser la solucion a un problema grave de
enfermedades por contaminacién alimenticia. (63)

La FDA ha aprobado €l uso de radiacién en bajas dosis para algunos alimentos como
son: trigo, harina de trigo, frutas, vegetales, especias, semillas, 1és y algunos productos
ganaderos frescos o congelados; actualmente al gobierno de los Estados Unidos ha
aprobado el uso de radiacién en alimentos en algunos estados de su pais. (63)
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En Ia actualidad, muchos procesadores de carne y grandes grupos respaldan el uso
de irradiacion para ayudar a salvaguradar sus productos, bombardeando los mismos con
pequefias dosis de energia ionizante, en muchos casos rayos gamma de fuentes de cobalho-
60 o destellos de electrones de aceleracion lineal. (63)

Algunos opinan que los trabajadores pueden verse afectados por la radiacion a través
de la maquinaria operada por control remoto. Estudios cientificos no muestran evidencia de
que los alimentos irradiados sean toxicos, cancerigenos o dafiinos. Por otro lado, las cepas
patdgenas de E.coli no pueden detectarse por inspeccién rutinaria y deben detenerse dentro
de las plantas en lugar de esperar que los consumidores ogren su seguridad a través del
cocinado y manejo adecuados. Se ha demostrado que en el caso de la came de res la
irradiacion a niveles de 10 o mas son seguros para este propédsito. La irradiacién no debe
sustituir los estindares de sanidad e inspeccion. (63)

En la reunién anual de tecndlogos de alimentos, Food Expo con la presencia de
investigadores de la Universidad de Kansas (1997), se demostré que es posible controlar la
presencia de E.coli en los alimentos empleando especias con un fin antimicrobiang. (48)

¢ Eluso de distintas especias probadas reduce presencia de E.coli en came cruda de
hamburguesas y salami. Este estudio puede también aplicarse a otros patégenos.

* En el estudio de hamburguesas, “el clavo” tiene el mayor efecto inhibitorio,
seguido en potencia por la cancla, el ajo, el orégano y la salvia.

¢ En cuanto al salami, al afiadir 1 % de especias (ajo, clavo o canela) reduce en
pequeiias cantidades la presencia del pat6geno; sin embargo , si se afiade un 7.5 %
de ajo y clavo, se logra matar al 99 %. En ambos casos, la fermentacion del salami
no sufre alteraciones, completandosce adecuadamente.

» Las investigaciones deberdn continuar, pues debe determinarse si las cantidades de
especias requeridas para eliminar significativamente al patégeno son practicas
para e! consumidor y para los productores de alimentos.

» Aun cuando las especias reducen la presencia de E.cofi en carne, no la eliminan
por completo. Por lo tanto, la coccidn sigue siendo el tnico medio viable de
erradicar completamente la presencia del microorganismo. {48)
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4.1.3.1 PROCEDIMIENTOS {\NALiTICOS PARA LA
IDENTIFICACION DE E.coli

Manual de Bacteriologia Analitica (FDA)

Método convencional para la determinacién de coliformes y E.coli.

Método EC-MUG para la determinacion de MNPs de E.coli en mariscos de
concha.

Inmunoblot para verotoxinas.

Aislamiento e identificacién de E.coli enterovirulenta.

Meétodos de aislamiento para E.coli enterohemnorragica.

Método LST-MUG para detectar E.coli en alimentos frios o congelados
exclusivamente de moluscos de conchas bivalvulares.

Método ripido usando medio A-1 para recuperacién de coliformes fecales de
mariscos de concha.

Caracterizacion serol6gica.

Pruebas para £.coli enteroinvasiva,

Prucbas para E.coli enterotoxigénica.

Pruebas para toxinas de £.coli enterohemorrigica. (84)

Meétodos Oficiales de Andlisis AOAC

Conteo de bacterias y coliformes en productos diarios: Métodos de pelicula
rehidratable seca. (5)

Conteo de bacterias y coliformes en leche: Métodos de pelicula rehidratable seca.
(6)

Coliformes en productos diarios: Método de gel de pectina. (7)

Conteo de coliformes y E.coli en alimentos: Métodos de pelicula rehidratable
seca. (8)

Coliformes totales y E.coli en todos los alimentos: Método de disco de soporte de
substrato. (9)

Deteccion de E.coli productora de enterotoxina termolabil: Método de
hibridacién de DNA. (10)

Lcoli  Enterotoxigénica: Método de hibridacion de DNA  empleando
oligoribonucledtidos sintéticos y papel filtro. (11)

Enterotoxinas de E.coli: Ensayos de células adrenales de raton. (13)

E.coli en alimentos frios y congelados: Ensayo fluorogénico para glucuronidasa.
(12)

Coliformes fecales en mariscos de concha: Método de medio A-1. (14)
Invasividad en células mamarias por E.coli: Método microbielégico. (15)

Contee de coliformes totales y E.coli en alimentos: Método de filiro membrana
hidrofébica. (17)

Coliformes totales y E.coli en agua: Método tecnolégico de substrato definido.
(16)

Coliformes totales, coliformes fecales y E.coli en alimentos: Método de filtro
membrana hidrofobica. (18)
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En México. las intexicaciones alimentarias afectan a un nimero cada vez mayor de
personas cada afio, Sin embargo, gracias a las medidas sanitarias, los envenenamientos por
culpa de la indusiria alimentaria y los restaurantes se han reducido drasticamente. El
enemigo estd ahora en casa y en las calles muchas de las intoxicaciones se producen en
nuestros hogares, debido principalmente a la falta de higiene o a una incorrecta manipulacion
y conservacién de los alimentos. (54) La comida que se expende en las calles estd
contaminada con E.coli y no cumplen con las normas oficiales para ser consideradas aptas
para consumo. Seglin muestras tomadas de alimentos que se encuentran en algunos de estos
sitios, después de realizar anilisis de laboratorio, se encontraron 4 millones de mesofilicos

acrobios que sirven como indicadores para conocer €l grado de contaminacién de un
alimento. {(52)

El problema que impide el control de esta situacion consiste en la gran falta de
reporte y subregistro de este tipo de enfermedades, debido a varios factores: no todos los
que padecen diarrea acuden al médico; de los que van a consulta, muchos lo hacen con
médicos particulares, guienes no hacen reportes a salubridad de los casos que se atienden en
el sector salud. muchos son diagnosticados inadecuadamente, como gastroenteritis sin
especificar qué bacteria estd involucrada. Cuando lo hacen, casi nunca cuemtan con
confirmacién por laboratorie. (52)

El peso de la enfermedad se calcula con pardmetros establecidos, como el que mide
dias laborales perdidos; se calcula que en la Ciudad de México las enfermedades diarreicas
aumentaron en un 34 % de 1994 a 1995, De acuerdo con los datos obtenidos de un estudio
seroepidermiologico, 4.3 de cada 100 habitantes son positivos. (52)

Los dias laborales perdidos en la Ciudad de México son muy dificiles de cuantificar,
ya que existe una enorme poblacion en la llamada economfa informal. Otro aspecto
importante es el dinero que genera este tipo de negocios, del que viven miles de familias en
¢l Distrito Federal, ademés de los ingresos extra que algunos inspectores de las delegaciones
reciben por dejarlos trabajar. (52)

Uno de los problemas es que la autoridad sanitaria local tendria que prohibir la venta
de comida en la calle. Es una decisién politica dificil de tomar. Cuidar todos los puestos con
analisis es, por su costo, casi imposible. Otro asunio seria educar a la poblacién para que
dejara de consumir alimentos en fa calle; se necesitaria una revolucion cultural urbana. (532)
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4.1.4 INDUSTRIA GANADERA

4.1.4.1 FACTORES PRECIPITANTES DE LA DIARREA
INDIFERENCIADA AGUDA (DIARREA NEONATAL) EN
BECERRAS.

Enfermedad infecciosa mas comin en becerros y puede afectar a una alta proporcion
de éstos (hasta el 50 % o mids) causando elevados porcentajes de mortalidad (40 %). Es
necesario fijar metas de productividad o parimetros productivos que promuevan la
rentabilidad de la empresa dedicada a la produccién de leche. (49,113,138)

‘Las pérdidas al parto y hasta las 24 primeras horas son dependientes de eventos
preparto como la preparacién de la vaca al parno, el desarrollo esquelético de la vaquilla, el
semen utilizado y la calidad de atencion al parto. De igual manera, el lugar y condiciones
donde se desarrollan €l periodo seco y el parto, transferencia de inmunoglobulinas a través
del calostro, alojamientos para las becerras, alimentacién y subnutricion. (1,113)

Es evidente que la diarrea nconatal demanda los mayores esfuerzos en prevencion,
tratamiento y control. Los factores que precipitan o desencadenan la diarrea se dividen en
tres:

¢ Factores de Riesgo Ambientales.
» Factores de Riesgo en la Becerra.
e Factores de Riesgo Infeccioso. (1,28)

1. Factores de Riesgo Ambientales.
Se refieren a factores fisicos como:

* Densidad de Poblacion. El grado y duracién del confinamiento en las
instalaciones favorecen el esparcimiento de los agentes infecciosos. Varios
animales ¢ el hacinamiento por largos periodos incrementan los niveles de
contarminacién ambiental. (112,113)

¢ Grado de Confinamiento. El uso de agua a presi6én es un medio para la remocion
de la contaminacidn, ain sin el uso de desinfectantes. Este método no puede ser
usado en lugares donde hay escasez de agua. Pero donde es posible usarlo se
producen nebulizaciones conteniendo altas cargas de patdgenos que aunado a
deficiencias en la ventilacién, resulta en una elevada incidencia de trastornos
respiratorios. (112,113)

s Alojamiento. Las vaquilias deben ser alimentadas durante e} periodo seco en
forma separada de las vacas adultas. Los animales adultos aparentemente
normales pueden actuar como multiplicadores de organismos infecciosos como lo
es Ecoli. (120)
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e Clima. Los brotes de diarrea son precedidos de bajas temperaturas, vientos
dominantes o lluvia. Si hay luvia, los agentes infecciosos se diseminan cuando hay
hacinamiento de animales para protegerse de ésta. (120}

2. Factores de Riesgo en la Becerra:

+ Nutricién, Las vacas deben ser nutridas durante todo el ciclo productivo pero
especialmente en el periedo del parto. Si son subalimentadas, llegan con menor
peso al parto y con baja calificacién de la condicién corporal. Esto se traduce en .
mayores dificultades al parto, menor volumen de calostro producido, baja
produccion lechera y el nacimiente de un mayor porcentaje de becerros débiles.
La deficiencia de vitamina E y selenio produce menor respuesta inmune. Debe
administrarse calcio y fsforo junto con vitamina A. (1,28)

» Inmunidad. 1.- Inmunidad General No Especifica, 2.- Inmunidad Especifica
Contra Agentes Infecciosos. La mejor forma de alcanzar una inmunidad no
especifica es alimentando a las vacas prefiadas correctamente de tal manera que
produzcan becerros safudables y vigorosos que puedan ingerir un fuerte volumen
de calostro inmediatamente después del parto. La inmunidad especifica contra
agentes infecciosos, se Jogra a través de la aplicacién a la vaca de antigenos
especificos que son: E.coli antigeno K99, rotavirus, eic. El calostro es el
mecanismo principal & través del cual los becerros pueden obtener inmunidad
especifica contra agentes infecciosos. La prueba de calostrometria que tiene como
objetivo, seleccionar los calostros de mayor gravedad especifica y por o tanto de
mayor concentracion de anticuerpos al parto. (112,113,138)

3. Factores de Riesgo Infecciosos.

Los agentes infecciosos son transportados por las vacas y diseminados a través de las
heces, secreciones nasales, y quizas otros fluidos corporales, siendo altamente contagiosos y
disemindndose rdpidamente por lo que la alta densidad de poblacién yfo confinamiento
favorece su diseminzcién dentro del hato. Lo anterior es especialmente critico alrededor de
la época del parto que es cuando el becerro tiene mayor susceptibilidad a las infecciones.
(1,31)

A pesar de que las vacas se encuentran infectadas frecuentemente no presentan
signos de infeccion lo que dificulta la identificacién de los animales que diseminan la
enfermedad. Cuando una aka proporcién del hato se encuentra diseminando una infeccion,
hay una contaminacién ambiental intensa y por lo tanto los becerros recién nacidos se
contaminan al parto o bien inmediatamente después de éste. Ante tales circunstancias, el
control y la prevencion deben estar enfocados en forma prioritaria a la mejoria substancial de
[as condiciones medio ambientales. (81,138)

E.coli produce diarrea en becerros debido a septicemia o infeccidn entérica. La
infeccién entérica por E.coli se divide en enteroagregativa, enterohemorrdgica,
enteropatogénica, enteroinvasiva y enterotoxigénica. (116)
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La infeccién enterotoxigénica por E.coli causa una diarrea acuosa y profusa en
becerros hasta de 4 dias de edad y ocasionalmente en becerros mayores. E.coli
enterotoxigénica secreta toxinas termocstables que estimulan la secrecidn de agua, sodio y
cloro. Generalmente es positiva al antigeno K99, por lo que la vacunacién ayuda a su
control. Produce también un sindrome clinico discreto, caracierizado por debiidad y
deshidratacion antes de que se manifieste la diarrea en becerros de 1 a 4 dias de edad con
postracion y muerte en 6 a 12 horas. (116)

Estas bacterias pueden ser negativas al antigeno K99. Los signos en este tipo de
infeccidn incluven diarrea, disenteria y deshidratacion en becerros de 2 dias a 4 semanas de
edad, con dolores abdominales ocasionales manifestados como bruxismo y dolor a la
palpacion abdominal. (120)

4.1.4.2 CONTROLES DURANTE EL PROCESO DE MANEJO DE
CARNE

Materia prima:

Deben emplearse materiales de buena condicidén microbiolégica. Aln cuando se
realiza correctamente, no debe confiarse solamente en que la fermentacion y secado destruya
grandes niumeros de E.coli. Sila carne como materia prima no se ha producido bajo buenas
condiciones de manufactura, existiran grandes cantidades de patégenos que sobrevivan al
proceso. (111)

Descongelado o templado:

La carne abastecida debe ser microbiolégicamente satisfactoria, pero es necesario
poner cuidado en la preparacién del batido utilizado en el embutido. La carne congelada
debe deshielarse o templarse bajo condiciones que prevengan el crecimiento de E.coli. Las
temperaturas de descongelado recomendadas se encuentran debajo de los 5 °C. Si la
superficie de la carne descongelada se encuentra sobre los 7 °C, el crecimiento de este
organismo puede suceder. De manera similar, demoras en la preparacion del batido permite
el crecimiento. Los tiempos aproximados para E.coli para doblar su nimero en carne cruda
son : a 10 °C, 7 a 10 horas; a 15 °C, 2.6 horas; a 20 °C, 1.4-1.6 horas. El tiempo que la
carne permanece sin refrigerar antes de la fermentacion debe ser limitado. Deben existir
tiempos y temperaturas especificadas para el descongelado de la carne anterior al batido.

(11

Fermentacion:

El objetivo microbiclégico de la fermentacion es ocasionar la caida de pH que
previene el crecimiento de patégenos y proveer algunas de las condiciones que provocan la
muerte de paiogenos. La adicion de sales al batido desacelera el crecimiento de E.cofi. Sin
embargo. a menos que se presentc una caida de pH pronto después del comienzo de la
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fermentacion, los patégenos crecerdn. El rango en el cual el pH debe caer depende de la
temperatura de fermentacidn. A mds altas temperaturas, se necesita una mas rapida caida de
pH. Debido al rango variable de la caida de pH por fermentacion natural, el control de
nimero de patbgenos también varia. La variabilidad puede ser tan grande como para
permitir el crecimiento de E.coli. Pequefias cantidades de 4cidos (acético, propiénico,
butirico} producidos durante la fermentacion son mas efectivos que el dcido lictico en la
subsecuente nimero decreciente de patégenos. Deben emplearse los correctos cuhtivos para
la temperatura de fermentacion. Algunos cultivos estan disefiados para temperaturas de 25
°C, otros para 35 °C. La temperatura de fermentacion debe ser conocida y controlada, El
éxito de la fermentacion debe ser asesorado realizando mediciones de pH a intervalos
establecidos. (111}

Secado:

Posterior a la fermentacién, los embutidos se secan y maduran a 10-15 °C. La
combinacién del secado con un pH final de 5.2 evita el crecimiento de bacterias a
temperatura ambiente. (111)

Durante este proceso es necesario controlar la temperatura de secado, la humedad
relativa del aire y la distribucion del flujo del aire. El secado no puede ser muy répido de lo
contrario el centro del embutido no se secard debidamente. La evaluacién det secado se
determina midiendo la pérdida de peso. Durante el secado y maduracién se reduce la
presencia de microorganismos. Una destrucciéon mayor se le atribuye al alcance de un pH
bajo. En productos semi-secos las destruccion serd menor. (111)

Salida:

No debe liberarse el producto final a menos que se cuente con las medidas de pH y
humedad que certifiquen que el producto se procesd dentro de las especificaciones de caida
de pH durante la fermentacion y secado durante la maduracién. (111)

Destruccién de Coliformes:

Ya que existe una gran variedad de productos fermentados, inclusive al mismo
producto se procesa de diferente manera en diferentes establecimientos, no es posible
asegurar la destruccion de coliformes. Los fabricantes deben saber la dimension de la
reduccién de coliformes que asegura su proceso cuando se realiza segin las
especificaciones. (111)
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4.1.5 INDUSTRIA FARMACEUTICA Y COSMETOLOGICA

Dentro de estas industrias, Ecoli funciona siempre como un indicador de
contaminacion. Al encontrarse el microorganismo dentro de los productos nos da como
sefial el mal manejo del proceso, o de alguna fase del mismo. Asi también puede indicar la
mala higiene del personal que realiza la manufactorua, o la baja calidad sanitaria del agua

que s¢ emplea en el proceso. También puede detectarse personal portador de la bacteria.
(95,105)

Los productos, principalmente de la industria farmacéutica, que presentan esta
probleratica deben rechazarse hasta encontrar la causa de la cuenta alta de E.coli, buscar la
solucién y erradicar el problema. (95,105)

4.1.6 SALUD PUBLICA EN MEXICO

La prevencion y el control de las enfermedades diarreicas estan relacionados con
muy diversas circunstancias: la cultura y el nivel de escolaridad, el estado de nutricién, el
sancamiente basico, el acceso a servicios de salud y la calidad de éstos. Sin embargo, es a
partir del conocimiento de su naturaleza infecciosa y de sus mecanismos fisiopatologicos que
las acciones se han sistematizado e inclusive se han organizado programas con base en
actividades especificas. L.a terapia de hidratacion oral (THO) es considerada el avance
médico del siglo, por el nimero de muertes que puede evitar a corto plazo. (22)

En la seleccién y disefio de las estrategias influyen antecedentes y circunstancias de
las cuales cabe destacar que:

« Impulsar y extender los programas ya existentes.

® Avanzar en la integracién del Sistema Nacional de Salud mediante programas con
objetivos, metas y estrategias comunes, asi como tareas compartidas por las
instituciones del sector. (22)

e Para modificar la conducta terapéutica del personal de salud; es conveniente
utilizar las estrategias educativas planteadas por los investigadores participantes
en el proyecto. (33,52,77,80,128)

» Para la evaluacion de las acciones y avance del programa es necesario realizar
encuestas periodicas. (46)

e Para la evaluacién del impacto del programa se debe disponer de datos de
mortalidad. (79)
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4.1.6.1 OBJETIVOS

Acelerar la tendencia descendente de la mortalidad por Enfermedad Diarreica
Aguda en la poblacidon menor de cinco afies.

Promover cambios de comportamiento en la poblacién, con énfasis en las madres
de familia, en relacion con la prevencion y la atencién de las Enfermedad Diarreica
Aguda,

Medificar la conducta terapéutica del personal de salud, en relacién con la terapia
de hidratacién oral, el uso de antimicrobianos, la prescripcion de dietas y la
referencia de pacientes con Enfermedad Diarreica Aguda.

Impulsar las obras de saneamiento basico. (135)

4.1.6.2 METAS

Reducir al 50 % las defunciones por Enfermedades Diarreicas Agudas.

s Incrementar el uso de Sobres Vida Suero Oral (férmula de la Organizacion

Mundial de la Salud).

Capacitar al 100 % a las madres a través de una técnica activo-participativa para
capacitacion individual o en grupos, en talleres de dos horas de duracién. Los
capacitadores deben ser trabajadores de los servicios de salud y maesiros
especialmente entrenados. Simultdneamente incrementar el nimero de mensajes
informativos en los medios de comunicacidn social, radio y televisién
principalmente.

En casos de Enfermedades Diarreicas Agudas tratados por personal de salud,
incrementar al 90 % el uso de Vida Suer¢ Oral, reducir al 10 % la prescripecion de
dietas restrictivas y a menos del 50 % la prescripeién de antimicrobianos,

Instalar en el 100 % de las jurisdicciones sanitarias, actividades de fomento y
supervisidn del saneamiento basico: abastecimientos de agua, eliminacién de
excretas e higiene de los alimentos. (135)

4.1.6.3 ESTRATEGIAS

Elaboracion de un programa estatal con la participaciéon de todas las instituciones
del sector salud: SSA, IMSS, ISSSTE, Sistema Nacional para el Desarrollo
Integral de la Familia (DIF) y Subcomité de Salud del Comité de Planeacién y
Desarrollo del Estado de Tiaxcala (COPLADET).

Extensién y apoyo de las actividades de los programas de prevencién y control,
principalmente las de atencion materno-infantil y medicina preventiva.

Evaluacion de las principales actividades mediante encuestas periddicas. (78)
Evaluacién permanente de] proceso de atencién médica en el 100 % de las
defunciones por Enfermedades Diarreicas Agudas en menores de cinco aiios,
mediante aulopsias verbales.
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» Evaluacién oportuna de! impacto del programa mediante el andlisis mensual dei
100 % de los certificados de defuncién en menores de cinco afios.

# Adecuacién constante del programa, en funcién de los resultados de las
evaluaciones y su andlisis y discusién mensual, con la participacién de las maximas
autoridades de salud. (78)

4.1.6.4 ENCUESTAS

El objetivo de las encuestas es obtener informacién relativa a los conceptos y a la
conducta de ia madre en relacién con la prevencion, hidratacién, alimentacion y utilizacion
de los servicios médicos; asi como sobre la conducta terapéutica de los médicos de primer
nivel. (99)

De esta manera es posible evaluar el impacto del taller en la conducta prescriptiva de
los médicos. Realizar encuestas antes y después de la intervencién educativa. (99)

Los resultados obtenidos fueron estadisticamente significativos: se disminuyé el uso
de antibiticos, antiparasitarios y antidiarreicos y se incrementd la indicacién de Vida Suero
Oral. El cambio més importante fue la disminucién de prescripcién de ayuno o suspension de
alimentos. (131)

4.1.6.5 AUTOPSIAS VERBALES

Se basan en una entrevista con los familiares del fallecido para el estudio de las
causas de muerte. Esto tiene como objetivo analizar el proceso de enfermedad-atencion-
muerte, proceso en el que participan tanto la familia como el personal de salud. (75,127)

Las autopsias verbales, las realizan enfermeras capacitadas, cada una de las cuales se
responsabiliza de un drea geografica; y se lleva a cabo entre 15 a 60 dias después del
fallecimiento, utilizando un cuestionario con preguntas abiertas en su inicio, para permitir la
descripcién espontdnea de los hechos, y posteriormente con pregunias dirigidas para
completar la informacién. (127)

Se ha encontrado por este medio que el 65 % de las defunciones se deben al
tratamiente médico incorrecto por el uso injustificado de antimicrobianos y por no utilizar la
hidratacion oral. (141)

Estas entrevistas son de gran utilidad para conocer aspectos como el alo porcentaje
de nifios que mueren en ¢l hogar, a pesar de ser levados a un médico; la mala calidad de
atencién médica que se otorga y la importancia que tiene la medicina privada atn en
comunidades con nivel socioecondmico bajo. (141)
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Es necesario iniciar una capacitacion de los médicos privados y la vigilancia estrecha
de la calidad de la atencion médica, asi como a las madres, principalmente a aquéllas que
tengan nifios menores de un afio. (109)

4.1.6.6 ANALISIS MENSUAL DE DEFUNCIONES

El andlisis de mortalidad se realiza con varios afios de retraso debido a las
dificultados para disponer de datos recientes. Debido a esta problemaitica es necesario
plantear la necesidad de contar, con un maximo de un mes de retraso, con los certificados de
defuncién de todos los niffos menores de cinco aftos con Enfermedad Diarreica Aguda como
causa de muerte. Capacitar a los responsables de las oficialias del registro civil con el fin de
que no retengan estos documentos y de que los hagan llegar a la Direccién de Planeacién de
la Secretaria de Salud del Estado lo m4s pronto posible. (53,55)

El analisis de certificados de defunciones de cada mes debe contener: numero de
muertes por Enfermedad Diarreica Aguda segin edad, derecho-habiencia de los niflos
fallecidos, porcentaje de muertes en el hogar, porcentaje que recibié atencién médica y
municipios donde fallecieron. (53,55)

Al término del estudio realizado en el Estado de Tlaxcala, los resultados obtenidos
indicaron que se puede disminuir la mortalidad por Enfermedad Diarreica Aguda y de
reducirla a corto plazo. La meta propuesta era disminuir el 50 % de defunciones en un lapso
de dos afios; esta meta se alcanzd y se superd. Al presentarse el primer caso de colera en
Meéxico, se tomaron medidas de control que bésicamente son las mismas para la diarrea.
También se implantd en todo el pais el Programa de Vacunacién Universal en el afio de
1992, lo que demuestra que debemos esforzarnos para lograr la mejoria de la situacién de
salud en nuestro pais. (53,55)
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3.1 IMPORTANCIA DE E.coli COMO CONTAMINANTE DEL
AGUA

E.coli es un organismo indicador utilizado para mostrar que el suministro de agua es
susceptible a contaminacion. La bacteria E coli proviene de los intestinos de los animales de
sangre caliente. Esto significa que puede originarse de heces fecales de humanos (sisterna
séptico disfuncional). Una prueba positiva para E.coli es una indicacién mucho mas fuerte
de que algo anda mal que la deteccitn de coliformes totales. (45)

5.1.1 DETERMINACION DE LA CALIDAD DEL AGUA POTABLE

Para determinar si una masa de agua puede o no servir con seguridad como agua
potable, es necesario hacer un reconocimiento sanitario de la cuenca hidrologica para
descubrir las posibles fuentes de contaminacion y proceder al anilisis del agua en el
laboratorio. (36)

Las pruebas de agua en el laboratorio comprenden:

e Examen microscdpico. Revela el ntimero y tipo de vida microscépica que hay en
¢l agua.

» Andlisis fisico y quimico. Determinacién de cualidades como color, turbiedad,
olor, temperatura y dureza; determinacion de amoniaco libre, nitratos, nitritos y
cloro, y pruebas para descubrir minerales 16xicos como el plomo.

+ Analisis bacteriologico. Este andlisis comprende: (36)

1. Analisis Cuantitativo. Cantidad total.- Determinar el mimero de bacterias en el agua.
Preparar placas de agar con 1-11 ml de muestra de agua, incubar durante 24 horas a 35
°C, hacer recuento de colonias desarrolladas y calcular el nimero aproximado de
bacterias por ml (promedio del recuento de colonias en todas las placas). La cantidad
total es de poca importancia para juzgar la potabilidad, es mds importante reconocer la
bacteria que se encuentra en el analisis. (36)

2. Andlisis Cualitativo. La E.coli como indice de contaminacidn.- Este analisis consta de
pruebas para descubrir E.coli y otros coliformes, si abundan en una muestra de agua es
una prueba evidente de que el agua est4 contaminada por desechos intestinales. (36)
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Las pruebas para bacilos coliformes se realizan en tres etapas:

I. Prueba de presuncién.- Inocular caldo de lauril triptosa con 0.5 % de lactosa en tubos de
fermentaci6n, con diferentes cantidades de muestra (generalmente 0.1, 1, 10 ml). Si el
brazo cerrado del tubo contiene gas, después de 24-48 horas, constituye una prueba de
presuncion positiva. (36)

2. Prueba de confirmacion.- Transferir de los tubos de lactosa original 2 medios liquidos
especificados, como el caldo de lactosa que contenga verde briliante y bilis, o agar
ENDO, o Azul de Metileno Eosina. Estos medios inhiben todas las especies con
excepeién de bacilos coliformes. Con formacion de gas se confirma la presencia de
bacilos del colon. (36)

3. Prueba completa.- Demostrar con cultivos puros, aislados de colonias de tipo coliforme
en las placas; éstos contendran bacilos gramnegatives que forman gas en caldo de lactosa.
(36)

5.1.2 DETECCION DE E.coli EN AGUA DE INYECCION
UTILIZANDO EL SISTEMA DE DETECCION MICROSTAR RAPID

Este sistema combina tres tecnologias para proveer un resultado rdpido, sensitivo y
seguro. La optimizacién de estas tecnologias establecidas: filtracion de membrana, quimica
bioluminiscente, y andlisis de imagen avanzada, habilita al usuario a enumerar répidamente
bajos niveles de microorganismos (0 a 200 unidades formadoras de colonias UFC por
muestra) en volimenes variables de muestra en cuestion de minutos u horas, mas que de
dias. (59)

Los microorganismos se capturan en una membrana durante la filtracién de la
muestra mientras que los residuos se lavan. La membrana contiene mas de 600
compartimentos separados por particiones hidrofobicas. (59)

Las células microbianas capturadas se tratan para liberar ATP intracelular. La
aplicacion de un ensayo de luciferasa altamente especifico apra ATP, produce
bioluminiscencia discreta o puntos iluminados en la membrana que corresponde a las UFC.
(59)

Se capturan los puntos luminosos por medio de una deteccion de fotones avanzada y
sistema de imAgen que se muestra en el monitor de ia computadora. El software enumera
los puntos luminosos y provee una cuenta clara que puede posteriormente imprimirse desde
la pantalla. (59)
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5.1.2.1 PROTOCOLO

Volumen de Filtracion

100 ml 6 més.

Lavado de Filtracién 2x volumen de muestra de agua
esterilizada.
3 Incubacidn Post-Filtrado
Medio Agar Soya Tripticasa.
Temperatura 30°C
Tiempo 5 horas
4 Sistema de Deteccion MicroStar
Agente Liberador de ATP 20 segundos
Secado 5 minutos
Reactivo Bioluminiscente 5 segundos
5 Imdgen del Sistema MicroStar 2 minutos
6 Enumeraci6n dei Sistema MicroStar 10 segundos

Cuadro 23.- Precedimiento empleado para la deteccidn de E coli en ggua de inyecpion. (59)

5.1.2.1.1 FILTRACION

1

. Ensambilar las conexiones de filiracion sanitizada.

Colocar un filtro membrana MicroStar sobre €l soporte de manera aséptica.

. Asegurar el embudo apropiado de filtracién con el soporte.

Humedecer el filtro con 10 m! de agua estéril.

. Agregar la muestra requerida (e muestra (normalmente 100 ml).

Agitar suavemente para mezclar la muestra.

. Aplicar vacio.

Lavar ¢l embudo dos veces con 100 ml de agua esterilizada. (59)

5.1.2.1.2 INCUBACION

9. Remover cuidadosamente el filiro membrana MicroStar y colocarlo (microorganismos
hacia arriba) en el Agar soya tripticasa marcado para la designacion de la muestra.

10. Incubar TSA a 35 °C durante 5 horas.

11. Remover el filtro membrana del aguar y colocarlo sobre una toallita absorbente.
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12. Marcar la toallita con el nimero de muestra y colocarlo en una campana de secado (5
minutes). (59)

5.1.2.1.3 DETECCION DEL SISTEMA MICROSTAR

13. Rociar el agente liberador de ATP sobre la superficic de la membrana durante 20
segundos.

14. Permitir ] secado de la membrana.
I5. Rociar el reactivo bioluminiscente durante § segundos.

16. Inmediatamente colocar la membrana (microorganismos hacia abajo) en la torre de
deteccion.

17. Iniciar la deteccion de 2 minutos y el autocontado utilizando el botén apropiado.

18. Imprimir los resultados y guardar la imagen. 59

5.1.3 DETECCION DE SALES TOXICAS EMPLEANDO E.coli

Muchas dreas del mundo bombean su agua directamente a la superficie de pozos
profundos. Si las rocas que se encuentran en el fondo contienen sales de arsénico y
antimonio, existe un riesgo de que esos jones se mezclen con el agua a suministrar, (50)

Estudios llevados a cabo en la Universidad de Kentucky han permitido realizar
ingenieria genética sobre la bacteria E.¢oli para que ésta actie como sensor de iones toxicos

ain en presencia de contaminantes menos dafinos como sulfatos, fosfatos y carbonatos.
(30

Se extrae una pequeiia seccion del DNA de E.coli o plasmido circular. El plismido
codifica varias proteinas que protegen a la bacteria de iones antimonio y arsénico. Después
de remover los genes del plismido, se insertan genes de la enzima beta-galactosidasa, Esta
enzima galactosa del suministro alimenticio de la bacteria. Posteriormente se pega el
plasmido modificado a la bacteria. (50)

La enzima y la proteina se encuentran unidas fuertemente. De no encontrarse
arsénico y antimonio presente, la bacteria no produce la proteina protectora, lo que significa
que no se libera tampoco la beta-galactosidasa. Tan pronto como la bacteria entra en
contacto con unas cuantas partes por millén de uno de estos aniones, libera la proteina y se
dispara la produccién de beta-galactosidasa. Al comenzar la enzima a trabajar, se libera
galactosa y la reaccion produce una sefial electroquimica. (50)
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DISCUSION

Escherichia coli es el comensal mejor conocido, por esta razén, representa, dentro
de la microbiologia, un microorganismo de gran importancia. Por otro lado, sabemos que
presenta serotipos entcropatgenos que han provocado grandes problemas entre la
poblacién mundial, incluyendo a los paises del primer mundo. Es por esto que, desde hace
15 aiios a la fecha, el estudio sobre esta bacteria ha crecido considerablemente.

El hablar de enfermedades causadas por estas cepas es enfrentar la realidad de que
son causadas (Onicamente por faita de higiene, lo cual nos indica, que puede evitarse
facilmente. El problema principal radica en la amplitud del proceso en e que E.coli
interviene, y debido a que estos patégenos se dispersan facilmente en alimentos, agua, heces
fecales humanas y animales, una pequefia contaminacion de estas fuentes conduce a
enfermedades graves a las personas que entran en contacto con los mismos.

Es necesario hacer conciencia que la educacion del sector salud para el tratamiento
optimo, asi como hacia la poblacion para seguir las medidas de higiene y alimentacion
requeridas, es de suma importancia para evitar infecciones causadas por microorganismos
patogenos, E.coli u otros. De esta manera serd posible disminuir la incidencia de
enfermedades por este medio, por esla razon se requicre que todo personal, médicos y
procesos se unan en la lucha contra la contaminacion innecesaria que puede prevenirse.

Existen otros factores que impiden se logren estos objetivos. Uno de ellos es la
dificultad que se enfrenta al necesitar identificar los microorganismos patogenos de manera
mias especifica, debido al alto costo de las pruebas empleadas. Por otro lado, no todos los
laboratorios cuentan con los recursos necesarios para la realizacion de éste tipo de anélisis.

La falta de aviso al presentarse casos de infeccién severos a las autoridades, trac
como consecuencia el aumento en fa incidencia de los mismos; el tratamiento inadecuado y
la répida propagacion de las infecciones, son a su vez causas del aumento de casos.

En nuestro pais es dificil tomar medidas pues las 4reas geograficas que cubre el
sector salud en cada estado, son demasiado grandes, no existe el presupuesto necesario para
cl saneamiento y la capacitacién de las familias y de los médicos. El gobierno no aporta ¢l
dinero suficiente para este fin, por lo que razones politicas y financieras impiden -el
desarrollo de planes y estrategias eficientes para erradicar el problema.

Es preocupante la cantidad y gravedad de los casos que se presentan con tanta
frecuencia. Por esta razén, es necesario combatir los faclores causantes de estas
enfermedades a fin de lograr una mejor salud mundial.
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Resulta necesario recalcar que Escherichia_coli es el microorganismo mejor
conocido y el mas estudiado; a partir de ella ha sido posible obtener avances de importancia,
principalmente dentro del ambito de la genética bacteriana y, debido a la amplitud de la
informacion existente sobre el mismo, es necesario hacer una recopilacién de estos datos que
nos permita tener una vision mas general de la importancia de £.coli.

El estudio profundo de un microorganismo nos permite conocer sus principales
funciones, asi como la manera en que interactia con sus hospederos. En el presente trabajo
se dieron a conocer las principales caracteristicas de Escherichia coli, ya sean morfologicas,
bioquimicas, microscdpicas y antigénicas, asi como las respuestas inmunoldgicas correlativas
a su antigenicidad, lo que da como resultado un amplio panorama de esta bacteria. Esto
tiene como finalidad determinar la manera en que Escherichia coli, como bacteria comensal,
actlta en el organismo, asi como la forma en que interviene en diversas patologias de
importancia.

Escherichia coli representa un papel esencial dentro del tubo digestivo como parte
de la flora normal entérica, no asi cuando este mismo comensal causa infecciones que se
propagan rapidamente a otros érganos diferentes al intestino. De igual manera, los serotipos
enterovirulentos de E.coli se traducen en patologias que, en la mayoria de los casos,
representan un gran peligro para la salud, € incluso la vida del paciente. Es por esta razén
que resulta de gran importancia contar con un conocimiento adecuado acerca de estas
enfermedades. sus principales causas, sintomas, mecanismos de accién y factores de
patogenicidad que permitan prevenir ¢l avance del padecimiento. Es también indispensable
recordar siempre que el tratamiento antimicrobiano debe administrarse Gnicamente de ser
necesario, ya que resulta contraproducente administrar antibidticos en este tipo de
enfermedades. Por ser patologicamente autolimitante, la principal accion en este tipo de
enfermedades ¢s la administracion de liquidos, asi como el mantenimiento hidro-eléctrico del
paciente a través de la administracidn de sueros orales conteniendo agua y sales minerales
para evitar 1a deshidratacién por diarreas excesivas.

Cabe mencionar que la mejor manera de combatir un padecimiento causado por este
microorganismo comienza siempre con el diagndstico adecuado en el tiempo pertinente, es
decir, que debe llevarse el andlisis patoldgico tan profundamente como sea necesario hasta
encontrar el agente causal especifico presente en el organismo al momento de presentarse
los primeros indicios de infeccion o toxicosis. En el caso de Escherichia coli como comensal
resulta menos dificil una identificacién correcta, lo que no sucede con sus serotipos
enterovirulentos; los padecimientos que traen consigo estos microorganismos son ficiimente
confundidos con otros causados por agentes diferentes que presentan signos y sintomas muy
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similares, como es el caso del colera. Debido a ésto se han mencionado aqui los métodos
que poseen gran sensibilidad y que nos aseguran la identificacion ultima de esta bacteria.

Es igualmente importante hacer hincapié en que la higiene y el manejo adecuado de
los alimentos es la principal medida profilactica contra estas infecciones. Debido a que los
alimentos son ficilmente contaminados durante cualquier fase de su preparacion, incluyendo
todas las fases de su procesamiento hasta su manipulacién en el hogar, por lo que resuita
eminente que la educacidn en cuanto a higiene es esencial para disminuir Ia prevalencia de
infecciones por este medio, especialmente en las personas que tienen un contacto directo
con los alimentos. En el caso del agua, ésta representa un medio de infeccidn muy
importante que se contamina ficilmente con heces fecales humanas y animales, esta agua
que es utilizada posteriormente difundiendo los microorganismos rapidamente. Por tal
motivo, las industrias involucradas en este problema deben contemplar la necesidad de
implementar métodos de analisis que aseguren el uso de agua bacteriolégicamente adecuada
(normas). Es asi como Escherichia_coli nos ayuda a determinar el grado de pureza o
contaminacién tanto de alimentos como del agua, actuando como un indicador de higiene y
calidad dentro de los diferentes 4mbitos de la industria en donde pueda intervenir esta
bacteria como un patdgeno amenazante del hombre.

De esta manera se concluye que se han cubierto satisfactoriamente los objetivos
planteados en un inicio.
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