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RESUMEN

Escherichia coli es una bacteria de flora normal, existen clonas capaces de causar
cuadros de diarrea. En la actualidad se reconocen seis grupos patégenos: enterotoxigénico
(ETEC), enteropatogeno (EPEC), enteroinvasivo (EIEC), enterohemorragico (EHEC),
enteroagregativo (EAEC) y enterodifuso (ADEC). Especificamente para el grupo de

EAEC,se han descrito varias técnicas moleculares para su identificacién.

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue estandarizar y comparar las
técnicas moleculares de PCR y “colony blot” para el diagnostico de Escherichia coli

enteroagregativa , utilizando el e'nséyo de adherencia en células HEp-2 como referencia

para determinar el patron de a

ea en México, durante 8

Se estug!iaf&nl '5k06 c
meses, previamevn;t_'e negati EPEC, EIEC y EHEC por colony blot.

Las cepas se' édmetier é hibridacién en fase s6lida por el

método de colony blot con’la sonda’ elaborada marcada con digoxigenina especifica para

EAEC, posterlormentc r P R Ia p sencm del gene que codifica para la fimbria

involucrada en la adherencxa agregatwa oblemendose un fragmento de amplificacion de

630 pares de bases (pb)



Del grupo de cepas que se estudiaron, 193 fueron positivas a colony blot. Al ser
sometidas a PCR sdlo 69 cepas amplificaron el fragmento de 630 pb. En el ensayo de
adherencia s6lo 48 presentaron adherencia agregativa.

El sintoma que se encontré con mayor frecuencia fue la diarrea, principalmente en nifios

menores de un aflo.

En conclusién, la técnica de PCR fue mas rapida y especifica pero colony blot, fue
més sensible por lo ‘que es necesario contar con una técnica de diagnéstico que permita

' 'conocer la dxstnbucnén e importancia de EAEC como agente etiolégico de los casos de

Méx:co También, en el futuro las prucbas de diagnéstico molecular mas utiles

'_serzin quellas que puedan probar simultdneamente mas de un organismo, como lo es la

: PCR multhlex siendo el dnico inconveniente, para laboratorios pequeilos, el costo de

: : reactlvos. patemes. equipo y espacios para realizar la pre y postamplificacion.
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I. INTRODUCCION

Una amplia gama de patdgenos microbianos pueden infectar el tracto

gastrointestinal. Se adquieren por via fecal-oral a partir de alimentos, liquidos o manos
contaminados con heces, Para que se produzca la infeccion, los patdgenos deben ser
ingeridos en niimero adecuado y poseer atributos particulares para eludir las defensas del
tracto gastrointestinal y llegar al intestino. Alli permanecen localizados y causan
enfermedad a consecuencia de su multiplicacién mediante la produccion de toxinas,
invasién de la mucosa intestinal, para alcanzar los ganglios linfiticos o el torrente
sanguineo’

Losgfeéids de las infecciones del tracto gastrointestinal van desde el episodio

diarreico leve y aljtolimitado hasta la diarrea grave, a veces mortal. Pueden existir vomitos,

i ebre Y malestar general 14'! dlanea es el resultado de un aumento en la pérdida de liquidos

_y electréhlos hama la luz inte tmal que da lugar a heces liquidas o no formadas, Esa es la

feccnén del tracto gastrointestinal, y puede considerarse

"'bymamfestacwn m:is mi de

ua el;huésped provoca o induce la expulsién del

cauéa'imponante de morbilidad y mortalidad en el

El smdromc dlarrelco ‘es

E vr mundo subdesarrollado. sobre:todo entre‘los nifios pequenos. En los paises desarrollados

. sugue snendo un trastorno muy. comun, pcro de modo habitual leve y autolimitado, excepto

en Ios su1etos muy Jévenes nncmnos [ mmunocomprometldos

' TESIS CON
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Los patogenos intestinales como bacterias y virus se encuentran en todo el mundo,
pero algunos, tienen una distribucién geografica mas limitada. Sin embargo, tales
infecciones pueden ser adquiridas por las personas que viajan a las dreas endémicas ¢
importadas por ellas a sus paises de origen. Por tal motivo dentro de las bacterias que han
sido mds estudiadas a este respecto se encuentra la Escherichia coli; siendo uno de los
patogenos bacterianos mas versatiles'

Esta bacteria es el principal habitante del intestino grueso y es tnica entre los
microorganismos que integran la flora normal por cuanto también es el patégeno humano
aislado con mayor frecucncia como agente causal de infecciones de las vias urinarias y de
heridas. Los ltimos estudios han demostrado que ciertas cepas de £. col/i también son

patogenos_intestinales importantes que causan una amplia variedad de enfermedades

Para L. coli se han descrito seis grupos patdgenos enterotoxigénico

gastrointestinales?

(ETEC) enteropag‘égekho (EPEC), enterohemorragico (EHEC), enteroinvasivo (EIEC),

~enl¢;6dfﬁ1$o (ADEC) y enteroagregativo (EAEC), de estos dos ultimos grupos se sabe poco
son los quc se han descrito mas recientemente.
oll palbgena se ha diagnosticado por métodos tradicionales como modelos

:anlmales o “m v:tro empleando células HEp-2, Vero, CHO o Hela, por serologia o

[‘pruebas ! munoléglcas' como ELISA y actualmente por técnicas de biologia molecular

'como hlbndaclon en fase sélxda “Colony blot” o en fase liquida como PCR*
S Al estandanzar un nuevo método que se empleard en el diagnéstico se debe
comparar con eI método de rcferencxa que en el caso de EAEC es el patrén de adherencia

agregativo.




1. MARCO TEORICO
2.1 GENERALIDADES DE LA Escherichia coli

El género Escherichia incluye a la especie, Escherichia coli, son : baéilqs,-'
gramnegativos, de 2 — 4pm  de longitud por 0.4 — 0.6um de ancho, méviles,‘ferrrj‘l_.t::;itax‘)‘ila:, :
lactosa (bacilos coliformes) y la glucosa, con produccién de gas y dcidos divers.bg/y bq'ue
presentan una respuesta caracteristica al grupo de pruebas IMVIC (+ + - - )"

Son poco exigentes en sus necesidades nutritivas y relativamente resistentes a los
agentes extemnos, se cultivan en medios comunes e incluso a temperaturas de 45° C lo que
permite diferenciarlos de los demés coliformes®

Forman la m'ayor paﬂe de la flora comensal acrobia y anaerobia facultativa del tubo

r las heces al exterior.

enir .en . procesos patologicos como patogenos verdaderos en la

produccion: decuadros intestinales con diarrea o como oportunistas en infecciones

+ - extraintestinales diversas, que también pueden ser producidas por otras enterobacterias*

2.2 Mecanismos de Patogenicidad

Las cepas causantes de enfermedad diarreica lo hacen por mecanismos de
patogenicidad distintos:
1) Adherencia, indispensable para que la bacteria pueda acercarse, pegarse

y colonizar el epitelio de ciertas areas del intestino.




2) Produccién de proteinas bacterianas (toxinas), liberadas una vez que la
bacteria ha colonizado el intestino y con un efecto final en la
estimulacion de la secrecion de agua y electrolitos.

3) Invasién y reproduccion bacteriana dentro del citoplasma de las células
epiteliales del intestino, lo cual permite a las bacterias evadir los
mecanismos de proteccion del hospedero una vez que se encuentran en el

interior de la célula,
2.3 Clasificacién de cepas de Escherichia coli

Las cepas E. coli asociadas con procesos diarreicos inicialmente fueron
clasificadas en cuatro grupos: enteropatogena, enterotoxigénico, enteroinvasiva y
enterchemorragica. En la tabla | se hace un resumen de las caracteristicas para clasificar a
las cepas de £. coli en los grupos mencionados. Actualmente estan en estudio dos grupos
mads: en(eroagvregai_iﬁby enterodifusa’

En'la ﬁgura Vlzlsq vl_"eprgsenta esquematicamente un resumen de los principales
meéanishlosfdé baﬁoéjénicidad de cada grupo patogeno, los cuales se describiran mas

ampliamente a continuacién.



-

Tabla 1. Caracteristicas de los grupos de Escherichia coli causantes de diarrea

Grupo ; ‘|Sindromes  Sindromes . . Serogrupes “0” Mecanismas . |DNA: .-
C et 5 L elinleos epidemiolégicos mis comunes de patogenicidad - Jasociado
Enterotoxigénico |Diarrea acuosa| Diarrea en niflos en paises(8,15,20,25, Se adhicre por medio de}30-75 mDa
(ETEC) en desarrollo. 27,63,78,80, fimbnas CFAl, CFAIl yl(plismido)
Diarrea  del  wiajero|85,115,128, toxinas LT, ST
(adultos) 148,159
Enteroinvasiva Diarrea  con|Afecta adultos { 28,112,124, Invade y se multiplica en|l40 mDa
(EIEC) moco y sangre | principalmente, a veces|136,143,144 enterocitos, inflamacién por| plasmido
(disenteria)  |brotes por  alimentos| 147,152,164 PMN, produccion de
contaminados citotoxinas
Enterohemorragica | Diarrea aguda|Brotes de  alimentos|157 Se adhiere al enterocito por|Fagos
(EHEC) y crénica en|contaminados fimbnias, sintesis de jlisogénicos,
nifios hemolisina, toxina SLT plasmido de
hemolisina
Enteropatogena Diarrea aguda|Brotes de diarrea en}26,55,86,111, Se adhiere intimamente a{55-60 mDa
(EPEC) y cronica en]cuneros, diarrea epidémica|114,119,125, enterocitos y  destruye | plasmido de
niflos y esporadica en|126,127,128, microvellosiadades, efecto de | EAF
comunidades, es rara en{l42 adherencia y esfacelacion
adultos.
Enterodifusa Diarrea Diarrea en nifios entre 1 a[86,111,127 Se adhiere por medio de la
(ADEC) 5 aflos fimbria F1845
Enteroagregativa | Diarrea acuosa| Diarrea esporddica 3,15,44,77,86,111,127 | Estimulacion de moco, efecto | Plasmido
(EAEC) rsistente citotdxico, EASTI 60Mda

Modificado de: Eslava C etal’
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Figura 1. Representacién de los mecanismos de patogenicidad de los diferentes grupos de Escherichia coli:

enterotoxigénica (ETEC), enterohemorrigica (EHEC), enteroagregativa (EAEC), enterodifusa (ADEC), enteropatégena

(EPEC) y entervinvasiva (EIEC).




2.4 Caracteristicas de los diferentes grupos patégenos de E. coli.

2.4.1 E. coli enteropatogena (EPEC).

Fue el primer grupo de E. coli patdgeno causante de diarrea que se describié. Se
adhieren a la membrana de! enterocito de manera intima con destruccion de las
vellosidades intestinales®, Cravioto et al” publicaron en 1979 un estudio sobre la capacidad
de EPEC para adherirse en forma intima a células eucariéticas en cultivo y encontraron que
el 80% de una coleccion importante de cepas EPEC formaban microcolonias sobre el
citoplasma de células HEp-2. Otros estudios demostraron que existian cuando menos tres
tipos de adherencia de E. coli a células HEp-2: 1) localizada, caracterizada por la
formacion de microcolonias en el citoplasma de las células; 2) difusa, cuando las bacterias

se adherian a todo el citoplasma celijl'ar, :3) agregativa, cuando las bacterias formaban

acumulos tanto en la superficie celular: sobre el vidrio de la preparacion. Las

bacterias que presentan los dos ultimos patr onstituyen los dos grupos recientemente
descritos®®

e n}':m‘éro por Cravioto et al” para EPEC.

PEC: E23448/69 (O127:H6) tiene la habilidad de

fragmento de 1-kb déieéta b‘regiykékn se utilizé para desarrollar una sonda de ADN para el

diagnéstico"!



La caracteristica de las infecciones por EPEC es la histopatologia de la adherencia y
esfacelacién (A/E), la cual se puede observar en biopsias intestinales de pacientes y
b;nimales infectados que pueden ser reproducidas en cultivo celular'?

Este fenotipo parece estar caracterizado por Ja adherencia intima entre la bacteria y
la membrana de la célula epitelial de la microvellosidad'

El citoesqueleto adquiere cambios marcados, incluyendo la acumulacion de actina
polimerizada, que se ve directamente por debajo de la bacteria. La bacteria algunas veces
se deposita o coloca sobre un ligero pedestal o estructura de céliz'®. Esta estructura en
forma de pedestal o ciliz puede extenderse desde 10um sobre la estructura epitelial en
forma de seudépodos. Esta lesion es completamente diferente a la histopatologia causada
por la ETEC y V. cholerae, en las cuales los organismos no se adhieren intimamente y no
se adhieren a las microvellosidades ni polimerizan la actina'®

Moon et al'® fue quien asocié fuertemente este fenotipo con EPEC y le dio el
nombre de adherencia y esfacelacion,

Asi es como las cepas de EPEC son el prototipo perfecto de las bacterias entéricas
patdgenas que producen lesién A/E en las células epiteliales'’, existen multiples pasos que
involucran la produccion de la lesidén histopatoldgica A/E caracteristica. En 1992
Donnerberg y Kaper'®, propusieron tres pasos en la patogénesis de EPEC: 1) adherencia
localizada, 2) sefial de transduccién y 3) adherencia intima. La secuencia de estos eventos
es incierta y seguramente, algunos eventos pueden ocurrir conjuntamente. Sin embargo,
estos modelos pueden aportar avances a la investigacion de la patogénesis de EPEC.

El factor involucrado en la adhesion localizada se describié en 1991 por Giron et

al'® quién observé una fimbria de 7nm de diametro producida por cepas de EPEC que



tienden a agregar y formar haces ondulados, recibiendo el nombre de "bundle-forming-

pilus” (BFP), esta fimbria sélo se produce bajo ciertas condiciones de cultivo.

BFP esta relacionada con la adhesion de bacteria a bacteria en el modelo de
adherencia localizada, mas no hay ninguna prueba definitiva que BFP este involucrada con
1a adhesidn real a las células del epitelio.

Los brotes gastrointestinales se presentan fundamentalmente en los lactantes y niios
pequeiios durante los meses de verano en forma de brotes epidémicos en las salas de los

hospitales y maternidades, con una mortalidad elevada’®

2.4.2 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Posee fimbria o factores de colonizacion antigénicos (CFA) por los que la baqte{‘ial v
se une a receptores especificos de la membrana de la célula intestinal, donde la bactéria
produce dos enterotoxinas potentes: la termolabil (LT) y la termosestable (ST).

La enterotoxina termolabil LT es una proteina de elevado peso molecular (85 000 a
87 000 kDa), similar en estructura quimica, funcién y antigenicidad a la toxina producida
por Vibria cholerac O1. Esnucmml;hente la toxina esta compuesta por la subunidades A y
B. o

El incremento de los niyele‘sy'd‘e cAMP intracelular provoca que las células de las
criptas intestinales aumenten la secrecién de agua y electrolitos con una consecuente
disminucion en la absorcion en las vellosidades. Ambos eventos conducen a un incremento
en la secrecion de liquidos a nivel del lumen intestinal que clinicamente se manifiesta

como diarrea’



La enterotoxina ST, estructuralmente es un péptido de bajo peso molecular (1,000 a
6,000 kDa), no es inmunogénica, soluble en metanol y como su nombre lo sugiere es
resistente al calentamiento’®?'. Auin no ha sido posible evidenciar como sc pega la toxina a
la membrana y penetrar al citoplasma del enterocito, sin embargo lo que si se conoce es
que incrementa los niveles de GMP ciclico al estimular la guanilato ciclasa®

Los mecanismos por los que las cepas de ETEC se adhieren y colonizan la mucosa
intestinal han sido un asunto de investigacion intensiva. Para causar diarrea, las cepas de
I?TEC deben adherirse primero al enterocito del intestino delgado, mediado por una
fimbria en la superficie (también llamado pili). Existe un gran nimero de antigenos de
fimbria de ETEC, aunque algunas cepas tienen que ser identificadas todavia. Claramente
la heterogeneidad del antigeno conferida por la existencia multiple de antigenos de la
fimbria es un obstaculo para el desarrollo de una vacuna eficaz.

La terminologia del CFA es confusa. Sin embargo, se ha propuesto un esquema
uniforme que numera cada CFA consecutivamente segun el afio de su descripcion inicial®?;
el numero seria precedido por las iniciales CS.

Los CFAs pueden subdividirse segin sus caracteristicas morfol6gicas en tres
variedades morfolégicas principales: estructuras rectas y rigidas, estructuras formadoras de

rizos, y las estructuras’ ﬂcxiblcs delgadas. CFA/I, es el prototipo de la fimbria recta y

o de una sola proteina firme®'. CFA/III es un pilus con forma rizada

o n'gida; estd 'cdmpq'

olog.o | tipo IV de 1a familia de fimbrias®. CFA/I y CFA/IV  estan compuestos de
estructuras de f' mbnas distintas maltiples: productores de CFA/II expresan la CS3 que es
una e tructum flexible solo o en asociacién con los CS1 o CS2%; las cepas productoras de

,CFMV expresan CS6 junto con CS4 o CS5%. Los estudios epidemioldgicos sugieren que
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“positivas. "

CFA/I, CFA/II 6 CFA/IV son expresados por aproximadamente el 75% de ETEC humanas

a nivel mundial®’. Una fimbria de ETEC recicntemente descrita, designada Longus, se ha
encontrado en una gran proporciéon de ETEC humana®*?®®

El pili estructural normalmente es el inmunogeno predominante y esta sujeto a la presion
del antigeno.

El grupo ETEC es la causa de gastroenteritis infantiles, en los paises en vias de
desarrollo, especialmente en los menores de 2 afios y con menos frecuencia en los adultos,
especificamente en los viajeros que visitan estos paises®

Las pruebas mas frecuentes para poner de manifiesto las toxinas de ETEC son:

Asa ligada, que consiste en hacer una cirugia en el intestino delgado de conejo de
Nueva Zelanda, en donde se forman pequeilas porciones que se ligan con hilo quirirgico y
en las cuales se deposita sobrenadante de cultivo de cepas ETEC libres de
microorganismos, en donde esta presente la toxina. La prueba se considera positiva cuando
hay acumulacion de liquido en el asa.

ELISA, la cual consiste en pegar a una fase solida el receptor celular para
posteriormente uﬁir el sobrenadante a continuacion se adiciona una antitoxina y la reaccion

antigeno-anticuerpo se hace con un anti-anticuerpo conjugado a una enzima, después se

e la enzima y un cromdgeno para desarrollo de color en las muestras

: “Para la prueba de toxigenicidad en cultivo celular, se prepara una microplaca de 96

- pozos con monocapas confluentes de células Vero y CHO a las cuales se les deposita

sobrenadante de cultivos de ETEC. El efecto se presenta como alargamiento y se considera

efecto citoténico®



2.4.3 E. coli enteroinvasiva (EIEC).

Las cepas EIEC tienen caracteristicas de patogenicidad, bioquimicas y genéticas
relacionadas con Shigella spp, ya que generalmente en las pruebas bioquimicas resultan ser
lisina descarboxilasa negativas, no méviles y lactosa negativas®

En lo que respecta a su mecanismo de patogenicidad, la forma precisa para describir
a las cepas EIEC, no esta bien elucidado, sin embargo, la patogénesis estudiada para EIEC
sugiere factores de patogenicidad que son virtualmente idénticos a los de Shigella spp®'

Ambos microorganismos al invadir y colonizar el epitelio han mostrado un fenotipo
regulado por un plasmido y un loci cromosomal denominado ial. También elaboran una
enterotoxina, secretora y esta puede jugar un papel importante en la patogénesis de la

dlarrea’

El modelo que se suglere comprende la penetracion a la célula epitelial, lisis de la

vacuola endocmca multmhcacton intracelular con un movimiento direccional a través del

cltoplasma y exten516n hacm la célula epitelial adyacente®. Cuando la infeccién es severa,

esta sucesnén_ de eventos ongma una reaccion inflamatoria fuerte que se manifiesta como

_ulceracion severa ien el sitio de infeccién para Shigellay EIEC que es la mucosa del
colon™ in vitro el ensayo se realiza en monocapas de células Hela, se deposita cultivo de

cepas EIEC y se deja incubando durante 4 h para demostrar la capacidad invasiva de las

cepas, posteriormente las monocapas de tejido se lavan y tifien para poder observar al

microscopio, células con bacterias adentro.
Las infecciones por Siigella y EIEC son caracterizadas por un periodo de diarrea
acuosa precedida por evacuaciones con moco y sangre. De hecho, en la mayoria de los

pacientes con infeccién de EIEC y muchos con infeccién por Shigella spp, se presenta solo
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la diarrea acuosa. Nataro et al*? clonaron y secuenciaron un plasmido que codifica para
una proteina de 63 kDa.

El papel de las enterotoxinas no esta bien demostrado pero su presencia puede ser
explicada por la caracteristica de diarrea acuosa acompaiada por moco y a veces por

sangre atribuida a EIEC.

2.4.4 E. coli enterohemorrigica (EHEC).

Incluye cepas de diferentes serotipos que presentan las mismas caracteristicas
clinicas, epidemiolégicas y patogénicas del serotipo O157:H7, considerado como el
prototipo del grupo. Tzipori et al®® utilizan un criterio méas amplio para definir a este
grupo, seflalando la asociacion de EHEC con la etiopatogenia de colitis hemorragica y
sindrome urémico hemolitico. Las cepas causantes de estos cuadros clinicos tienen la
capacidad para elaborar una o mads citotoxinas, cuya informacion genética se encuentra en
un fago, ademas esta presente un plasmido EAF y uno de hemolisina (50 ~ 70 MDa) que en
modelos animales inducen distintas lesiones en la mucosa intestinal caracterizadas por el
dafio de tipo A/E' 16

Las £. coli productoras de verotoxinas han recibido diferentes denominaciones
segun la bibliografia, E. colikverotoxigénicas (VTEC) denominadas asi por su capacidad de
producir efecto citotoxico in vitro en células de riton de mono verde africano (células
Vero) cuyo chséyo se realiza de manera semejante al descrito previamente para ETEC, £.
coli enterohemorragicas (EHEC), E. coli productoras de toxinas semejantes a shiga

_(SLTEC) y mis recientemente se le da la denominacién Shiga like toxin (SLT 6 STX) ™




Existen dos tipos de verotoxinas VT1 6 SLTXI y diversas variantes de VT2 6 SLTII,
SLTX2, tales como la VT2vha y la VT2vhb. Si bien la VT2 y sus variantes también son
'“consideradas “shiga like toxins” sus actividades biologicas no son neutralizadas con un

antisuero para la toxina shiga®™

Las verotoxinas son liberadas en el intestino y después de absorberse, pasan a la
sangre causando lesiones en el endotelio vascular. Inducen una coagulacién intravascular
local y una acumulacién de fibrina en el sistema nervioso central, en el tubo digestivoy en
los riftones™. Todo esto puede conducir a un dafto intestinal, renal, cerebral o
multisistémico.

Las EHEC pueden provocar en los seres humanos: colitis hemorragica, el sindrome
urémico hemblitico (SUH), purpura trombocitopénica (PTT), diarrea no sanguinolenta e
inqluso irnfec_:cri,orr!es asin_téméticas. La manifestacion clinica mds comun es la colitis

: he;oﬁégég; - Earéctenéada | por un cuadro severo de dolor abdominal y diarrea
. sanguiqoleﬁta” f k k

En Meéxico, Cravioto et al*® encontraron que este tipo de microorganismos sélo se
relaciona con diarrea de tipo secretor leve o moderada.

El plﬁsn'klkido de 60 MDa comunmente encontrado en las cepas O157:H7 contiene

genes que codifican . para’ una hemolisina®'. Esta enterohemolisina estd estrechamente

* relacionada con todas lasy c:e'p:al's 0157:H7 y distribuida en menor cantidad entre las cepas no
O157:H7 productoras de STé:(;:EI gen que codifica para la hemolisina Aly4, se expresa

generalmente en cepas de . coli patdgena que ocasionan sindrome urémico hemolitico®
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2.4.5 E coli enterodifusa (ADEC).

El término “ E. coli enterodifusa ™ fue inicialmente usado para referirse a algunas
cepas de E. coli que se adhieren a las células HEp-2, las cuales no formaban microcolonias
semejantes a EPEC. Se da entonces el descubrimiento de ADEC como un grupo
independiente y potencialmente patégeno como causante de diarrea.

Los mecanismos de patogenicidad de ADEC aiin no estan bien determinados
aunque se sugiere que la adherencia esta mediada por una proteina de membrana externa

de 100 kDa y una fimbria denominada F 1845; pero aun faltan mas estudios al respecto®

2.4.6 E. coli enteroagregativa (EAggEC).

Este grupo también sc encontraba dentro del grupo de las EPEC, pero las

observaciones realizadas por Cravioto’, Scaletsky y. Nataro pcrmmeron dlferencmr estos’ . i

dos altimos grupos (ADEC y EAEC) de las EPEC Demgnando el ténmno L' col:v' :

eneleroadherentc-agregauva despues se aconé a E coll enteroagregatlva y abrewado

: EAggEC ° s:mplemenle EAEC Acmalmente se deﬁnen las cepas de EAEC como cepas

. que no secre(an enterotoxmas LT 6 ST Y. se adhlere a células HEp-Z en el modelo de
: .;k'adhesuin agregauva en el cual se observa una autonglutmacxén prominente de las células,

sobre todo en la supert'cxe de las células yen el vidrio*® (Figura 2).

La patogénesis de EAEC no esta bien definida, sin embargo, se ha descrito una

lesion histopatoldgica caracteristica y varios factores de virulencia.



Figura 2. Micrografia de la adherencia a células HEp-2 infectadas con la cepa testigo

22254. Tincién de Giemsa, aumento 40X
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Tzipori et al** mostraron la lesién que producia la EAEC al inocular las cepas en
cerdos y aunque algunos de estos animales no experimentaron diarrea, todos desarrollaron
un inusual moco gelatinoso fuertemente adherido al intestino delgado. Un minucioso
examen de este moco reveld la presencia de numerosos paquetes de bacterias agregadas.
Estd mucosidad no sc puede considerar como un mecanismo de patogenicidad; sin
embargo, la formacién caracteristica de la biopelicula de moco, proporciona evidencias
que sugieren que la infeccion por EAEC va acompafada por un efecto citotdxico en la

mucosa intestinal.

El fenotipo de adherencia agregativa (AA) de las cepas EAEC estudiado por Nataro
et al identificd una estructura flexible “bundle-forming- fimbrial™ de 2 a 3 nm de

didmetro , que design6 “Adherent-Agreggative-Fimbrial™ (AAF/1).

" La AAF/I facilita la adherencia a las células HEp-2 y la hemaglutinacién en los
enterocitos  humanos con cepas del serotipo O17:H2. Los genes para AAF/1 estin
organizados en dos grupos separados. El grupo 1 contiene un conjunto de genes que
sintetizan y ensamblan la fimbria, incluyendo la unidad estructural para la misma fimbria
“. La region o grupo Il codifica un activador transcripcional de AAF/], expresién que
muestra homologia entre el DNA de miembros de la familia de estas proteinas. Una
segunda fimbria designada (AAF/II) es morfolégica y genéticamente distinta a lo que se ha
identificado sobre AAF/I. Los genes que sintetizan AAF/II también son organizados en dos
regiones, sin embargo la subunidad de la fimbria esta separada por mas de 15 kb del racimo

. 9
de gen requerido en este caso”
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Existe un modelo de patogénesis realizado en animales in vitro el cual consta de
tres fases. La primera involucra una adhesién inicial a la mucosa intestinal y/o capa
mucoide. AAF/I y AAF/II son los principales factores que pueden facilitar la colonizacién
inicial. En la segunda fase se involucra la produccion de moco, con la formacion de la
biopelicula con una gran cantidad de EAEC, promoviendo una colonizacion persistente y
quizas la mala absorcion ‘de nutrientes. Y la ultima fase, evidenciada histopatolégica y
molecularmente, incluye la elaboracion de una citotoxina de EAEC que produce dafio a las
células intestinales. /n vitro, se ha demostrado que el sitio de infeccion de EAEC en el

intestino humano es la mucosa del intestino delgado y grueso™

Un nimero elevado de estudios ha apoyado la relacion de EAEC con diarrea en
paises en vias de desarrollo, siendo la duracién mayor de 14 dias. La relacién de EAEC con
la enfennedacf dian;eica parece ser geogrdfica. En la India, se han publicado cinco estudios

S Qiue kcki‘c’muestra la importancia de EAEC en nifios. Estos estudios incluyen a los pacientes

e hospitaliui_dos con diarrea persistente, pacientes ambulatorios y casos esporadicos en casa

£51,52,53

Savanno et al* han estudlado el plasmido de la cepa 17-2, identificando un marco
L ‘de lectum de 4 100 Da de homologna con ST*. El producto de este gen EASTI, es una
: pro(cma de 38 ammoacxdos cqn cuatro residuos de cisteina , diferente a los seis residuos de
E. colik ST. El papel de VEAS'ln’l en la secrecion no ha sido todavia determinado, aunque

algunas clonas de EAST1 aumentan en la mucosa del conejo.
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Los efectos citotéxicos observados en los modelos animales, en los tejidos
intestinales humanos y en las células T84 no son acompaiiados por la internalizacién de las
bacterias o por unién intima. Por consiguiente, varios grupos han intentado identificar
citotoxinas secretadas en EAEC. Eslava et al * ha identificado una citotoxina de 108kDa
que provoca lesiones destructivas en el asa ligada de 1a rata. Esta proteina fue reconocida a
través de un suero de pacientes infectados con EAEC. Los datos recientes sugieren que

esta proteina es autotransportador.

En la tabla 2 se hace un resumen de los procedimientos empleados para la
identificacion de los diferentes grupos patégenos de E. coli los cuales han sido

anteriormente descritos.
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Tabla 2. Procedimientos empleados para la identificacion de los grupos patégenos de

Escherichia coli

Grepe

Pruebas mis comanes

ETEC

Asa ligada en éonejo. ensayo en cultivo de tejidos (CHO®, YI**), ELISA,

hibridacion de DNA con sondas moleculares

EIEC

Prueba de invasividad de cultivos celulares (HeLa***, HEp-2****), prueba de

Sereny positiva (queratoconjuntivitis en cobayos o conejos), hibridacién de DNA.

EPEC

Pruebas de adherencia en cultivos celulares (HeLa, HEp-2) ; hibridacion de DNA.

EHEC

Efecto citotéxico sobre cultivos celulares (HeLa,*****Vero), hibridacion de DNA.

ADEC

Prueba de adherencia en cultivo celular (HEp-2), hibridacién de DNA.

EAEC

Prueba de adherencia en cultivo celular (HEp-2), hibridacién de DNA, PCR,

serologia.

*CHO: células de ovario de hamster chino
**YI: células de tumor adrenal

***Hela: células de carcinoma de cérvix
**+*HEp-2: células de carcinoma laringeo
se**¢Vero: rion de mono verde

Modificado de: Eslava C et al’®

TESIS CON
FALLA DB ORIGEN
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2.5 Técnicas de Biologia Molecular

Las técnicas de biologia molecular permiten la identificacién de sus caracterfsticas
a nivel genético mis que de los organismos.
Las metodologias de biologia molecular se basan en la caracteristica de
complementariedad que hay entre las cadenas del DNA. La molécula de DNA de doble
cadena formada por bases puricas (adenina y guanina) y pirimidicas (timina y citosina)
unidas por puentes de hidrégeno se puede desnaturalizar y separarse en cadenas sencillas
por calentamiento o por adicion de sustancias quimicas como hidréxido de sodio y luego se
renaturaliza bajo condiciones adecuadas®
Las pruebas de biologia molecular a nivel genético, se basan en la hibridacién en fase

_solida y en fase liquida.

: La hibridacién es el proceso en el cual dos cadenas individuales de 4cido nucleico (una de
las c;.:aléﬁ ha sido marcada previgmente) se unen in vitro para formar una molécula de
doble cadéna estable. Las cadenas cuvyas secuencias de bases son complementarias se unen
entfe s, se‘me'j»alvldg ei~cierr§ de una cremallera y como tales permanecen unidas. A la
cadena hiarcz;da se le llama sonda y a la cadena complementaria se le conoce como DNA
: blahco y se ehcucntra en la muestra problema.
La muestra sirve como fuente de 4cido nucleico para analizar y puede ser DNA 6 RNA de
una suspensién de microorganismos (para confirmacién por cultivo) o directamente una
muestra clinica como materia fecal.
La reaccion de hibridacion comienza a partir de las cadenas dobles del DNA blanco y es

preciso desnaturalizarlas para poder trabajar con cadenas sencillas: La cadena sencilla por
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su parte es capaz de reasociarse con otra cadena de DNA o bien con un RNA de secuencia
complementaria y asf formar un hibrido. Existen tres variantes de la hibridacién y son las
siguientes:

1) Hibridacién en fase solida como soporte®®

2) Hibridacién en fase liquida®

3) Hibridacion in situ®®

Todas ellas son aplicables en la clinica y en la epidemiologia.

La hibridacion en fase sélida consta de cuatro pasos:
1) preparacion de la muestra, para exponer el DNA blanco.
2) aplicacion y fijacion del blanco al soporte sdlido, lo que se conoce como
. ;mnsfgren;ia o “blot *,
: 3) ": hlbndaclén propiamente dicha con ayuda de la sonda marcada y

4) : &et'eccién"bde‘ la sedal producida por la sonda.

i 'f La hlbndacu‘m que. emplea fase solida como soporte puede identificar tanto DNA como

; RNA provemenl de una muestra problema.

Exlsten tres melodos‘ que utnllmn membranas de nylon o nitrocelulosa como soporte:

62, 63

) “Do( blol" Slol blot" son pruebas que utilizan pocitos circulares o alargados'

para deposnar las muestras

s'y ‘fcolon)' blot™ son procedimientos itiles en bacteriologia"‘ y

65, 66

c). "VSoug'thm_ﬁblot:‘v‘ y “‘Nothem Blot", analizan DNA y RNA respectivamente
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COLONY BLOT.

Es un procedimiento que implica la aplicacién directa de la masa microbiana sobre la
membrana de nylon. Es una prueba presuntiva cuando se trabaja con la muestra clinica
directa y se apoya en sus testigos positivos y negativos.

Requiere de cepas microbianas puras. Se toma una colonia individual con el asa
bacteriolégica y se siembra en una placa de BAB. Se aplican tantas cepas como sea
necesario y se transfieren a una membrana de nylon. La membrana con la colonia se
somete a tratamiento con NaOH para lisar las bacterias a la vez que se desnaturaliza el
DNA.

El DNA blanco fijado en la membrana de nylon se hibrida con una sonda marcada

! prcvmmente. la cual debc ser complementana y especifica para la cadena del gen de interés

resente en cl DNA blanco ;

:hldrocarbonada que lleva en su extremo Ia molccula reportera, y puede ser una enzima

‘como la peroxldasa o ln fosf'atasa alcalma
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REACCION DE POLIMERIZACION EN CADENA (PCR).

Los métodos para amplificar secuencias nucleotidicas, emplean oligonucledtidos o
iniciadores y una enzima DNA polimerasa, esto se fundamenta en la amplificacion o
sintesis miiltiple de pequefios fragmentos de DNA, que son caracteristicos del organismo a
identificar: Existen varios métodos que se basan en amplificacién de DNA y todos ellos
tienen en comin el uso de enzimas polimerizantes de DNA, termoestables, porque ia
enzima debe resistir los cambios de temperatura involucrados en el método que consiste en
la sintesis * in vitro ** del DNA problema, empleando una polimerasa, con objeto de
Vampliﬁﬂcér hn ﬁ_'agmeqto que estara delimitado por un par de oligonucledtidos iniciadores.
En la PCR oﬁginal -se-usa enzima DNA polimerasa termoestable obtenida de un
mlcroorgamsmo termofi Inco Thcrmus aquancus de ahi el nombre de Taq polimerasa, cuya

temperatura 6ptima de pohmenmctén es 72 ° C, y es estable aun a la temperatura de

ebullicién en solucidn amqmguadora

almenle agregando todos los reactivos y no es

La mezcla de reaccnén se prepara |m

necesario adlclonar nada mas La mezcla lleva: los cuatro desoxinucleétidos (A, T, C, G)
" los ollgonucleondos lmcladores, la pollmerasa termoestable y el DNA molde (presente en
: “la muestra), todo en una solucién reguladora adecuada. La reaccién se efectiia debido a que
. se somete a ciclos constituidos por tres etapas de temperatura:
1) Desnaturalizacién. Se somete la mezcla a la temperatura necesaria para separar las
cadenas del DNA molde durante 3 a § minutos a 94° C.
2) Hibridacion. Después se disminuye la temperatura hasta ajustarla dentro del

intervalo de temperaturas en las que los oligonucleétidos iniciadores hibridardn
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restrictivamente con su cadena molde, es decir reconoceran de manera especifica su
secuencia en el DNA problema y solo a ella. La temperatura de hibridacién
frecuentemente esta entre 50 ° C y 60 ° C, es especifica para cada microorganismo
por lo que se deben realizar ensayos para su estandarizacion.

3) Polimerizacién. La Taq polimerasa a 72° C se une a un iniciador y comienza a
adicionar los nucleétidos (A, T, C, G) y el alargamiento de la cadena de! DNA que
se desea amplificar®®
Si este ciclo se repite 30 veces por lo menos, dado que hay un incremento

Iogarihnico de las moléculas, el rendimiento de DNA a partir de una sola molécula llega a

ser de millones de moléculas del frz gniento sintetizado.

sensibles (PCR), algunas; de’ellas pueden trabajar cien muestras o mas por ensayo (por
= ejemplo “éolony fotY), ademas de que la identificacién que realizan es a nivel de genotipo
*.del microorganismo en cuestion, Por ello, los laboratorios de referencia y de investigacién

son los  adecuados 'para “implementar tales métodos, ya que cuentan con el volumen

~-adecuado de mu tras.
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I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Gran nimero de las diarreas queda sin diagnéstico debido a que son leves y autolimitadas y
el paciente no solicita atencién médica, o a causa de que no se dispone de instalaciones
médicas y de Iaboraxono sobre todo en los palses en vias de desarrollo; por lo que es

as entre las infecciones causadas por patdgenos viral

imposible distinguir sobre bases clim

o bacteriano. El dlagnostlco lo puede establecerse mediante investigaciones de

laboratorio que lieneﬁ impértanc ] eciﬂ ‘durame las epidemias, dada la necesidad de
investigaciones epldemlolégxcas y medldas de control oportunas.

En Meéxico no se hace: dlagnésnco para EAggEC y no se sabe cual es la frecuencia de
diarrea debido a este grupo de [:'. » coli, siendo interesante, con base a referencias
bibliograficas que repoﬁah un 86 % de adherencia agregativa en otros paises, adaptar las

condiciones estandar para la PCR y la elaboracién de una sonda sensible y especifica que

sean (tiles en laboratorios de referencia y diagnédstico.
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1V. OBJETIVOS:

GENERAL:

o Estandarizar la técnica de PCR y la sonda empleada en “Colony blot” para

diagnoéstico de Escherichia coli enteroagregativa (EAggEC).

PARTICULARES.

o Comparar las pruebas de biologia molecular de hibridacion en fase sélida y en fase
liquida.

o Relacionar el cuadro clinico y la presencia de EAggEC,

a Determinar la frecuencia de EAggEC, en 500 cepas de E. coli aisladas durante 8

meses.,

o Determinar la presencia o ausencia de EAggEC en hombres y mujeres de acuerdo a

la edad.
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V. HIPOTESIS DE TRABAJO:

Es conocido que con las técnicas de biologia molecular se pueden saber las
caracteristicas a nivel genético de los microorganismos, a diferencia de los medios de
cultivo, que sélo nos muestran caracteristicas fenotipicas, por lo tanto con los métodos de

-'{ biologia : molecular como PCR y “colony blot™, serd posible poner de manifiesto la

- presencia de genes relacionados con la adherencia agregativa del grupo Escherichia coli

 enteroagregativa en cepas aisladas de casos de diarrea en México.
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VI. MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO:
O 500 cepas de Escherichia coli negativas a EHEC, ETEC, EIEC, EPEC
0 Cepas de referencia: 22254-C, H10407, E-11, 25611, p207, pCVD4 19
a Células Hep-2 o
o DNA molde

MATERIAL DE VIDRIO:
o Cajas de Petri
o Pipetas graduadas 1, 2, 5, 10y 25 mL
Q Tubos deensayo 13x 100 y 16 x 150

o Tubo No. 1 del nefelémetro de Mac Farland (NMF)

MATERIAL DIVERSOV{

o Mémbr;x;a_ dé ﬁquﬁ )

: :i"V‘T_:G\’xyfrq‘ltc's;&é{'l}él’ex descghablcs

‘ ﬁ vPébél ﬁltro ‘
O Micropipetas 10, 100, 200y 1000 pL
a  Tubo conico
a  Mechero Fisher
o9 Tubos para microcentrifuga 0.5y 1 mL
© Tubos para PCR 0.2 mL

a " Placa para cultivo celular de 24 pozos estéril
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SUSTANCIAS Y REACTIVOS:

=]

[»]

. Vaselma

-Bromuro de etidio . :

Solucién de prehibridacion

Sonda marcada con digoxigenina 7

Solucion de lavado

Buffer A, B, C

Conjugado antidigoxigenina - fosfatasa alcalina

Solucién de NaOH 0.5 N

- Sovluci‘én' Tris IMpH 8
BT
‘ ’B:CIP‘v _
; ‘Agua estenl y desnomzada

: Cloruro de magnesm

dNTP ‘s - dng dUTP:

Iniciadores -

Téq polimérasé :

dNTP : Adenma, Guanma, Cltosma Tlmma)

; Soluclén salma f'sxoléglca (SSF) estéril 0.85%

: Metanol ahsoluto
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a Medio MEM sin suero fetal bovino y sin PES
o Colorante Giemsa
o Caldo de soya tripticaseina (TSB)

o Agar base sangre (BAB)

EQUIPO:
o Lamparade luzU. V.
o Baifio de agua
o Placa de agitacion
a Termociclador
o Centrifuga
o Homode micropq@as -
o Fuente de"pod;fﬂ k“?

o Cémara de electroforesis

o k_Plat'ijria ‘ca:lyier‘]:gé",:‘
a vastufékd;ﬁ7‘.’°Cﬁ:’,: :

=] Mlcroscoploéptlco \

L;!, Campanade ;(l‘l:ujp‘l‘::x‘minar :

o EstufadeCO;
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METODOS:

En estc estudio se seleccionaron 500 cepas aisladas de personas con cuadro clinico de
diarrea, las cuales previamente fueron negativas en la hibridacién para los grupos ETEC,
EIEC, EPECy EHEC.

Criterios de inclusién: Muestras que tenian encuestas con informacion completa (nombre,
edad, sexo, diarrea, algun sintoma, lugar de procedencia).

Criterios de exclusién: Muestras que no presentaron encuesta o informacion incompleta.

Las muestras contaban con informacion epidemiolégica del caso, al llegar al InDRE y

fueron sometidas a las siguientes metodologias.

e “Colony blot™
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Se transfirié la membrana a papel filtro saturado con solucién Tris IM pH 8 dejandola
10 minutos.

Se cambio la membrana a papel filtro saturado con solucién Tris IMpH 8 ~ 1.5 M
NaCl dejandola 10 minutos.

Se enjuagé la membrana en SSC 2X.

Sedejé secar a temperatura ambiente.

Se fijé el DNA con luz U. V.

Se prehibrido, con la solucion de prehibridacion.

Se incubé a 65° C por una hora en bailo de agua.

i Se ellmmé la soluclén de prehibridacion.

: Se hlb dé - con 25 mL de liquido de prehibridacion con sonda marcada con
“digoxigenina, s hlbndé ‘a 65 °C toda la noche en baiio de agua.

é"s»élucigSn de lavado manteniéndola a 65° C hasta su uso.

Se'coloco a . membrana en 10 mL de solucion B con 1.5 pL de anticuerpo

v anndlgoxlgemna

Se dejé incubando 30 minutos en agitacion.,

33




Selavd el filtro con 20 mL de solucién A agitando 15 minutos.
Se repiti6 el paso anterior.
'Se enjuago el filtro con 20 mL de solucién C en un agitador por un minuto.
Se coloc6 la membrana en 10 mL de solucién C adicionando 45 ul de NBT y 35 pl de
BCIP.
Se dejo incubando a temperatura ambiente hasta la aparicion de color.
La figura 3 resume la metodologia de Colony blot.
~ PCR.
La estandarizacion de la técnica de PCR para EAEC se indica en la ﬁgura 4.

El coctel de reaccion se preparé como sigue: agua esténl regulador, clonu'o de magnesu),

“..Las" muestras ya preparadas se colocaron en el termociclador con el siguiente programa:

preincubacion con 1 ciclo de 50 segundos a 94 °C, 53 °C 30 segundos y 72 °C 2 minutos
con 30 segundos.
Se verificd la amplificacion realizando la electroforesis para visualizar la banda de 620

pares de base (pb).
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“i+-Sembrar cepas de E. coli cen Vpla_cas de BAB'

T

:~:Incubar la placade4a6ha37°C"

= Colocar la membrana de nylon y dejar incubar toda la noche a 377

<

Lisar las bacterias con solucion de NaOH 05N .

Y

-2, . Secary fijar la membrana con luz U. V. (250 3/2 min)

v

. Prehibridara 65°C/1h -~

v

n sonda marcada con digoxigenina toda lanoche a 65° C

v

== Adicionar el conjugado antidigoxigenina — fosfatasa alcalina

-

Revelar con NBT y BCIP

Figura 3. Diagrama de flujo de la técnica de Colony blot.
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Sembrar por estria cruzada las
lcepas de E. coli negativas a
[ETEC, EPEC, EIEC y EHEC

Incubar 24 ha 37 °C

[Hacer una suspension de
bacterias . . :

ervir 1a suspension

[Preparar coctel de reaccion: agua
lestéril, regulador de fosfatos, cloruro
lde magnesio, dNTP's, iniciador 1,
iniciador 2, Taq polimerasa, vaselina y

DNA

Amplificar

A

Electroforesis

Figura 4. Diagrama de flujo de la técnica de PCR.
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-

Tabla 3. Condiciones para PCR, variando la concentracién de los iniciadores.

REACTIVO 1 2 3 3 5 3
(L) |biciador! | 1:80 | 1:80 | 1160 | 1:160 | 1:320 1:520
Iniciador2 | K10 | 1:10 | 1:20 | 120 140 -‘,;,‘1,:‘1401‘55 : 1:80°
Agua (O IR B B B B
Regulador 25 | 25 25 e 25 )
MeQT; 3 1 7 4 | 7 R T 4
dNTP's 2 4 2 4 r 1 I

Taq polimerasa 0.5 0.5 0.5 05 05 05 0.5 0.5
Vaselina 10 10 10 10 10 10 - 10 10
DNA 3 3 3 3 3 -3 3
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Tabla 4. Condiciones para PCR, variando el volumen de: MgCl;, dNTP's y Taq

polimerasa.

REACTIVO 1 2 3 4 5 6 7
(nL) , _

Agua ) -9 B (S0

Regulador 25 2.5

MgCl;

"NTP;"‘,~" v

niciador 1 1 Y S N I TR R N T
iniciador 2 1 1 T T 1 1 T 1

Ta polimerasa] 05|05 ] 03 E os 7 05 05 | 05
Vet 100 10 T 1o : 10 0 | 10

DNA 3 3 3 ' 3 T 3 NS ‘ 3

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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‘ Culnvo Celular

ADHERENCIA EN CULTIVO CELULAR.
DIA 1.
Cultivo celular.
Se tripsinizd una botella confluente de células Hep-2.
La suspension celular se ajusté a 1.2x 10° 6 10° células/mL.
Se agregaron 2 mL de la suspensién celular a cada pozo de la microplaca.

" Seincubé por24h a37°C.

Cultivo bacteriano.

Las cepas se sembraron en tubos con medio de TSB con D-manosa (0.1g /2 mL)

Seincubé por24 h a37°C.

DIA 2.
Culuvo bac(enano ;
; Se aJusté el cultlvo bnctenano con el tubo 1 del NMF con medlo TSB.

Se hxzo una dllucnon 1:20 (50 pL de la solucmn y 950 pL de TSB)

Se observo que la conﬂuencm de .cada pozo Fuem de 70 80%.

Se Iavo 2 veces con soluclon sahna f'slologlca (SSF) esténl,

Se adlcloné 1 mL de medlo MEM sm suero fetal bovino y sin PES:
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Inoculacién,
o Se' inoc;}xlé la migroplaca con 500 pL de la suspensién diluida en cada pozo.
= .-+ Se incubé 3‘h '{1_37":en Co,
B Se: ﬁ.iciérorilﬁ lavados con 1 mL de SSF estéril.
3 Se adiqiéhd ,tu'm'x gofé de metanol absoluto.
" Se realizé 1a tincion de Giemsa.

La figura S resume la metodologia empleada en los ensayos de adherencia.
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DIA ]

ultivo celular:

[Tripsinizar una botella confluente de células
Hep-2

|Ajustar la suspensién de células

|Adicionar 2 mL de la suspensnén a cada pozo de
lla microplaca

Incubar 24 ha 37° C

ICultivo bacleriano'

DIA2

ultivo celular:
FLavar 2 veces con SSF

JAdicionar 1| mL de MEM

ICultivo bacteriano;

Sembrar Ias cepas en TSB con D “manosa

[ncubar 24 ha37e C

idel NMF

Hacer una dilucion 1:20

lAjustar la turbidez del cultivo con el tubo 1

nocular la microplaca =

. k
l:_:::‘~ - Incubar 3ha37°CenCO; ~ . l

- P L 2
} I—v " Fijar con metanol absoluto 24 h I

v
, Teiir con Giemsa 24 h I

k J

e resina

olocar sobre un portaobjeto que tiene una gota

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

—
Fbscr\'ar todos los campos a 10X,40X y 100X l

Figura 5, Diagrama de flujo de la técnica de adherencia en células HEp-2
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Tomando en cuenta las caracteristicas del tipo de estudio (experimental, comparativo,
prospectivo y longitudinal) los resultados obtenidos fueron sometidos al analisis estadistico
por medio del Teorema de Bayes, el cual nos permite calcular el valor de prediccion de un
test positivo y de un test negativo sobre la base de sensibilidad y especificidad diagndsticas
y la prevalencia de una enfermedad asi como valorar la utilidad clinica de una nueva
prueba de laboratorio, especialmente una que sea utilizada para realizar exdmenes

colectivos.

Este método se ha utilizado cada vez mas en medicina clinica durante los @itimos afos.

Actualmente se han aceptado ciertas nociones y definiciones. Se incluyen las siguientes:

Sensibilidad dlagnasuca La probabllldad de que una persona que sufre una enfermedad

determinada ten[,a un resultado posmvo en un test.

- Especiﬁcrdad diagnd.wica, La probabxhdad de que una persona que no sufre enfermedad

N tenga un resultado negativo del test:

' kil’revaluncla La probablhdad de que una persona seleccionada al azar de una poblacién

sufra una enfgn_nedad detcrmmada.

,Valar 'de :p‘r'e iccidn'de un test positivo. La propabilidad de que una persona que tenga un
resultado p smvo a un test sufta una determinada enfermedad.
¥ Va/or dc prcdlccu}n zle un test negativo, La probabilidad de que una persona que tenga un

. resultado negauvo no sufre una enfermedad determinada.
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El Teorema de Ba);eé utiliza la nomenclatura que se presenta en la tabla 5, a partir de la

cual sé_c;a‘l'cullAgré;i los siguiéntcs datos:
 Sensibilidad =a/ a+c
o Espec;"ﬁ'cidad =d/b+d
Valor predictivo positivo (Vpp)=a/a+b
Valor predictivo negativo (Vpn) =d/c +d
Prevalencia=a+c/a+b+c+d

Concordancia=a+b+c+d
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Tabla 5. Nomenclatura habitualmente utilizada cuando se aplica el Teorema de Bayes

Referencia: Referencia- Totales

positiva

Prueba a b » va +b
positiva

Prueba ¢ d c+d
negativa

Totales a-+c b+d a+b+c+d

donde:

a = verdaderos positivos
b = falsos negativos

¢ = falsos positivos

d = verdaderos negativos

TESIS CON
LFALLA DE QRIGEY |
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VII. RESULTADOS

Se estudiaron 500 cepas de £. coli aisladas de pacientes con diarrea, durante 8 meses, las
cuales fueron previamente negativas en la hibridacion para los grupos ETEC, EPEC, EIEC

y EHEC.

En la tabla 6, se presentan las condiciones estandarizadas para la PCR, después de haber

probado diferentes concentraciones de MgCl,, dNTP's, iniciadores y la enzima.

En la tabla 7, se muesu'é ooe_de las 500 cepas s6lo 193 fueron positivas por Colony blot

(39%) y por PCR ‘6:§kcep,a_s fueron positivas (14 %).

En ln F;,ura 6 se observa‘ una de las membranas de nylon que se hibridé con la sonda

elaborada que eJemple'ca a cepas positivas y neganvas S

‘ En la l'gura 7. se puede observar la banda de amplnl"cacnon de 630 pb que corresponde a

cepas de l_'.‘coll que fueron posmvas con las condlcxones estandanudas y empleadas para

j.laPCR

La tabla 8 prcscma los resultados obtenidos con las dos técnicas moleculares (colony blot y

‘ PCR) 33 (6 6 %) ccpas colony blot positivo - PCR positivo, 36 (7.2 %) cepas colony blol

ki’nebauvo PCR posmvo. l60 (32 %) cepas colony blot positivo - PCR negauvo y 27l (54 2

%) ccpas colony blo: ncgauvo PCR negativo.
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Tabla 6. Condiciones empleadas para la PCR de Escherichia coli enteroagregativa.

{REACTIVO

R

'Agu; L .

Regulador 25

MgCl; (50mM) 1

dNTP’s (1uM) 3

EAEC I (1.5625 pmol / uL) 1

EAEC2 (12,5 pmol / pL) 1

Taq(5U/pL) - . 0.5
~‘Vaselina T 10
CDNAL T 3

TESIS CCHl
| FALLA DE ORIGEN
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Tabla 7. Cepas de Escherichia coli que se estudiaron por Colony blot y PCR

Colony blot 193 307
PCR 69 431
TESIS COn
FALLA DE ORIGEN

47



. Escherichia coli positiva al

grupo EAEC

Testigo negativo

Escherichia coli negativa al

grupo EAEC

. Escherichia coli positiva al
grupo EAEC

. Testigo positivo para la cepa
de Escherichia coli
enteroagregativa (EAEC)

6. Clave que indica el grupo que

esta siendo hibridado

e W

w

Figura 6. Membrana de nylon con cepas de Escherichia coli sometidas a hibridacién por la

TESIS Copp ]
FALLA DF Ogeopy, ,’/

técnica de * colony blot *
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1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

pb

1353 —p
1078 —»

872

603 —» 630 pb

30—
281/21 ¥

234_y
1999

18—

Figura 7. Productos amplificados de PCR en cepas de Escherichia coli agregativa, aisladas de pacientes con diarrea
Carril |: marcador de peso molecular fago Fi 174
Camil 2: cepa 22254, testigo positivo
Carnil 3: testigo negativo
Carriles 4 al 15: cepas aisladas de casos de diarea

TESISCON
FALLA DE ORICER
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Tabla 8. Relacién entre pruebas moleculares y cuadros clinicos para EAEC ‘

D D,V D,DESH. p.\'.nr;SH. T;ngl |
@ [® [ [o) [ ]® [© |
ENERO 5 o . ' o
FEBRERO 0 o o T
MARZO RN o 0 9|
ABRIL 5o [0 o el
MAYO N R R 160
JUNIO R TR &
TULIO 0|0 Jo0-]0 3
AGOSTO . o L T®
Total 30 3 149 254 10 {1 0 41 13 1|5 500 -

(A) = Colony blot (+) y PCR (+)
(B) = Colony blot (-) y PCR (+)

(C) = Colony blot (+) y PCR ()

(D) = Colony blot (-} y PCR (-) '

D = diarrea; V = vomito, DESH. = deshidratacién; F = fiebre TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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En la misma tabla 8, se presenta el cuadro clinico observandose que el sintoma mas
frecuente es la diarrea; en algunos casos hubo vémito y deshidratacion y en un caso se

presento fiebre.

Se aplico el Teorema de Bayes, a los datos obtenidos en colony blot y PCR, los resultados

se muestran en las tablas 9y 10.

Enlatabla1l, se puede observar que los niflos menores de 1 afio son los mas afectados, sin

; deScanéjf alos niflos de2as afios que también muestran susceptibilidad.

E ;La tnbla 12 muestra que en cuanto al sexo la frecuencia es ligeramente mayor en 1.2 % en

: los hombres qu las mujeres,

El ¢ultiy§ kg::elular‘es 15 pfueBa de referencia para las pruebas moleculares.

Eﬁ la tébla“lB e sentém Ios diferentes efectos de adherencia observados, con base en

los patrone d dherencla y a los dmos de las pruebas empleadas.

¥ La f gura 8 muestm el lestlgo negatlvo en el cual no se observé patrén de adherencia.
t‘?vaa f'gura 9 ejemplll'ca el cfecto de adhcrencna agregativa, en donde se aprecia a las
. bactenas fonnando agregados que se adhieren a las células HEp-2 caracteristicos de este
grupo patogeno.

La figura 10, corresponde a el efecto de adherencia difusa y la figura 11, a el efecto de

adherencia localizada,
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Tabla 9. Datos obtenidos por Colony blot, a los cuales se les aplico ¢l Teorema de
Bayes

3

Colony blot

Positivo
Colony blot 13 75 88
Negativo
Totales 48 147 195

Sensibilidad 73 %
Especificidad 51 %

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Tabla 10, Datos obtenidos por PCR , a los cuales se les aplico el Teorema de Bayes

L Cultivocelulnr Cultivo celular . Totales :
L ae gnlvn

PCR b3 20

Positivo

PCR 26 107 133
Negativo

Totales 48 147 195

Sensibilidad 46 %
Especificidad 73 %

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Tabla 11. Distribucién de EAEC que presentaron colony blot o / y PCR positivos por

grupo etareo

EDAD ENERO FEBRERO MARZO ABRIL MAYO JUN]O JULlO AGOSTO AT

21 14 16 5 16 1 0 7 80
2 7 6 8 0 0 1 0 1 23
3 1 2 4 1 0 2 0 0 10
4 2 1 4 1 6 0 0 1 15
5 0 0 2 0 0 1 0 2 5
615 8 4 5 2 4 5 0 1 29
1625 4 2 2 2 6 4 0 0 20
26-35 1 1 7 3 1 3 0 3 19
3645 2 4 1 1 4 3 0 0 15
46-55 1 0 0 1 0 1 0 0 3
56-65 .1 2 1 0 0 0 S I S0 4
66-75 0 0 0 1 1 1 0 1. 4
7685 0 0 0 0 1 0 0 0 1
>85" 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Total - 48 37 50 17 39 22 0 16 229

/ TESIS CON
B\LLA DE O&"””l
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Tabla 12, Distribucién de EAEC segin el sexo del paciente.

.- CB() PCR() CBC)PCR(+) CB(H) PCRE) CBE) PCRO) |

MASC. FEM. MASC. FEM. MASC. FEM. MASC. FEM.,

ENERO 9 o 0 216 20 o 0
FEBRERO 1 3 0 0 19 15 1 0

MARZO 7 9 8 4 10 12 15 29
ABRIL 0 o 3 5 6 3 7 17
MAYO 1 2 9 5N 13 65 56
JUNIO 1 0o 1 1 0 9 25 21
JULIO  © 0 o o 0 0 1 2

AGOSTO 0 o o 0o 10 6 1 14
TOTAL 19 M. 19 17 s 78 133 138

CB = Colony blot
MASC. = masculino .,
FEM. = femenino ™ -

FALLA D0 0%

TRSIZ € f‘
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Tabla 13. Efectos de adherencia para Escherichia coli, segin las técnicas moleculares

empleadas.

!ADHERENCIA/. AGREGATIVA DIFUSA - LOCALIZADA NEGATIVA: TOTAL:

PRUEBA - _ ;
Colony blot y PCR 15 0 1 16 32
positivo

Colony blot 7 3 3 17 30
negativo y PCR

posilivo

Colony blot 20 6 2 47 75
positivo y PCR

©““negativo .
Solony . blot . 6 - 3 0 49 58

negativ

'y PCR
gativo .

=03

( TESIS CON
LLA DE ORIGEN
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Figura 8. Micrografia de la adherencia a células HEp-2, infectadas con la cepa testigo

negativo. Tincion de Giemsa, aumento 40X

EXR RN

TESIS COMN
FALLA DE ORIGE%}
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Figura 9. Micrografia de la adherencia a células HEp-2 infectadas con una cepa de
EAEC sonda positiva y PCR positiva, mostrando adherencia agregativa. Tincién de

Giemsa, aumento 40X

TRaLS COW
FALLA DE QRIGEN
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Figura 10. Micrografia de la adherencia a células HEp-2 infectadas con una cepa

EAEC, pero con adherencia difusa. Tincién de Giemsa, aumento 40X

T TRSIS CON
<1TLA DE ORIGEN
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o ) ‘

Figura 11. Micrografia de la adherencia a céulas HEp-2 infectadas con EAEC con

adberencia localizada. Tincién de Giemsa, sumento 40X

TESIS COH

* VALLA DE ORIGEN.




Por otra parte, un panorama general en los estados de la Republica Mexicana, se muestra
en la tabla 14 que presenta algunos estados que fueron colony blot y/o PCR positivo y que

ademds presentaron el efecto de adherencia agregativa.

En la figura 12, se observa que la distribucion del grupo EAEC, esta indicada solamente
para algunos estados que enviaron un niumero considerable de muestras al InDRE tales

como Hidalgo y Tlaxcala.

'Eusten estados que no envian cepas al InDRE razon por la cual no se sabe si esta presente

3 EAEC por ello se\sugwre, reallmr un estudlo epidemioldgico mds detallado, ya que por

o - ejemplo, en algunos estados como Pueb]a y Coahmla, s6lo se estudio una cepa.
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Tabla 14, Cepas de EAEC confirmadas por el patrén de adherencia agregativa en

células HEp-2 que se presentaron cn algunos estados de la Repiblica Mexicana

(ESTADO -...
’Campeche; - 1
Chihuahua 1
Chiapas 1
Distrito Federal 3
Estado de México 7
Hidalgo 22
Michoacdn -+ - - 1
Nuevo Ledn 7 1
Quintana Roo 1
' Tabasgo - 1
Tlaxcala 8

Veracruz . 1
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Figura 12. Distritucién de Escherichia coll eateroagregativa con patrén de adherencia agregativa en Méxics
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VIll. DISCUSION

Un principio fundamental de la microbiologia de diagnéstico es mejorar la atencién al
paciente a través del descubrimiento rapido y caracterizaciéon de patogenos especificos.
Durante el ultimo siglo, la identificacion de microorganismos se ha basado principalmente
en sus caracteristicas fenotipicas, morfoldgicas y bioquimicas. Sin embargo, en algunos
casos, los sistemas de cultivo microbiolégico, consumen tiempo y son costosos. Los
adelantos en biologia molecular durante los dltimos 10 ailos han abierto una nueva frontera
para la identificacion del genotipo y caracterizacion de microorganismos.

La tecnologia de amplificacion (PCR) ha abierto nuevos caminos para el descubrimiento,
identificaciéon y caracterizacion de organismos patogenos en el laboratorio de

microbiologia clinica™

El conocimiento de factores de riesgo, estudios epidemiolégicos, el desarrolio de un
tratamiento y medidas de control se facilitarn si el agente etioldgico de diarrea puede

identificarse”’

Las diferentes: céfggoﬁas d ‘ E. coli, se han reconocido cada vez mas como agentes
: Vabrre‘ay »aguda en nifios en paises en vias de desarrollo y
: n  hapre o una nueva categoria la E. coli enteroagregativa (EAEC).

., Guen'ant et al72 en Fonalcza Bfasd han demostrado una relacién continua entre EAECy el
; :‘si:nvdrome d; dlarrea persistente. En esta drea EAEC estuvo implicada en un 68 % de casos

de diarrea que represento un porcentaje considerable de mortalidad. EAEC también se ha




identificado como una causa de diarrea esporadica en México, Chile, Bangladesh e Irdn
45,73

Eslava et al®, han descrito dos brotes de EAEC con diarrea persistente, en la guarderia de
un Hospital de la Ciudad de México, se encontraron infantes que se murieron en estos
brotes por haber desarrollado lesiones necroticas de la mucosa ileal.

Por otra parte, se han descrito diferentes métodos para realizar el ensayo con células HEp-
2. Sin embargo, los estudios comparativos sugieren que la técnica descrita por Cravioto et

ai’ puede diferenciar mejor los tres modelos de adhesion (agregativa, difusa y localizada).

La identificacion de E. coli diarreagénica en estudios de epidemiologia se ha facilitado
enormemente en los ultimos aflos por el desarrollo de sondas de DNA especifico tales
como para ETEC, EIEC, EPEC y EHEC, recientemente una sonda de DNA sensible y
especifica se ha descrito para identificar ADEC™

El desarrollo de una sonda DNA para identificar EAEC ha sido considerada con alta

prioridad como una alternativa al ensayo de adherencia con células HEp-2.

Las sondas son muy importantes por que estdn disponibles para multiples agentes
infecciosos que no pueden cultivarse facilmente in vitro; esto permite al laboratorio clinico
ampliar el espectro de agentes infecciosos que se pueden identificar y ademas pueden
reducir los costos del envio de especimenes a los laboratorios de referencia son
consideradas como pruebas adicionales. Una ventaja del empleo de las pruebas
moleculares es que permiten la identificacién rapida de algun patégeno directamente en

una muestra obtenida del paciente 7

65




Asi, Ia clave para desarrollar una sonda es aislar secuencias, reproducir grandes cantidades
y unirse a una molécula reportera, los cuales se¢ van a incorporar en una reaccién de

hibridacién.

Por ello, en el presente estudio, al no existir en México alguna prueba diagnostica para
identificar a EAEC se procedié a emplear la sonda y PCR estandarizadas con esta
finalidad, con las condiciones que se muestran en la tabla 6, empleando como estandar de
oro el cultivo celular.

Se realizo la hibridacion en fase solida, usando la sonda de EAEC descrita por Baudry et

8176

Se encontr6 solo un 31 % de EAEC, resultado diferente al esperado 86% de adherencia
agregativa, el cual obtuvo Schmidt et al” quienes estudiaron a una poblacién de 468 cepas
de diferentes grupos patégenos, de las cuales 50 correspondieron a EAEC.

Comparando los resultados obtenidos con la sonda, PCR y el ensayo de cultivo celular de
EAEC, se observo que de 500 cepas estudiadas, s6lo 160 hibridaron con 1a sonda, y fueron
negativas por PCR, lo cual es posible quizds por una variacién en la unién con la secuencia

de los iniciadores”™
Por otra parte, 23 cepas PCR positivo y sonda positiva no se adherieron a las células HEp-

2, posiblemente debido a que alguna mutacién en los genes evité dicho efecto, aunque

algunas cepas mostraron adherencia difusa™
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Hubo 6 cepas de E. coli que se adhirieron inespecificamente a células Hep-2 pero eran
sonda y PCR negativo.

Los estudios anteriores muestran que no todas las E. coli hibridan con la sonda de EAEC,
1o cual coincide con lo obtenido por Baudry et al™

Por lo cual, hay la posibilidad de que existan diferentes cepas de EAEC o subgrupos,
considerando los diversos factores de virulencia y el desconocido mecanismo de

patogenicidad.

Para los ensayos de adherencia se procedio a seleccionar un determinado numero de cepas,
observandose los diferentes tipos de adherencia: agregativa (figura 9), difusa (figura 10) y
localizada (figura 11).

Como se puede observar las cepas de EAEC se caracterizan por su modelo de adhesién a
las células HEb—Z. n’\kostrrixjhnd_qrcomo los agregados bacterianos se adhieren a las células en
un “stacked-bnfsk-like"v(kl‘a'c'irlé'lr'kl:lp apilado) y normalmente a la superficie del vidrio*

el efecto de adhesién difusa donde las bacterias se adhieren

En otras cepas sc bse
~ encima de l.a sukp.c“fbﬁcie de las células en un arreglo uniformemente dispersado.

Cy po.r 'i;ltim(;,ilvavs ;epas'gon adherencia localizada, que se caracteriza por la formacion de
’micAroc’oloni‘as b;'vickté‘r:xignays o en racimos que se adhieren a las células HEp-2.

Al'évot'npa‘r’ai' los y'rbgs'lllyljtvados de la tabla 11 con los estudios realizados por Nataro et al’ al

estudiar EAEC, se ﬁqéde observar una gran similitud con respecto al grupo afectado, ya

ue presentaron la mayor frecuencia. Sin embargo, cualquier persona
adulta puede ‘csta’r,’expuesta a este patdgeno. En contraste con lo que él reporta, son los

niflos menores deun ‘afio los mas afectados y no los de 5 aflos.
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El cuadro clinico que se manifest6 generalmente fue la diarrea, el vomito en sélo 25 casos,
deshidratacion en 18 casos y fiebre en 1 caso. Por ello, se debe considerar que las
enfermedades diarreicas siguen siendo un problema de salud publica, principalmente en
niftos y jovenes en paises en vias de desarrollo, sin embargo, con €l uso creciente de terapia
de rehidratacion oral, ha disminuido la mortalidad en niflos a causa de la deshidratacién
originada por una diarrea aguda. Y aunque mucha atencion se ha dirigido hacia este

problema importante, la etiologia permanece desconocida.

Con base en los resultados obtenidos y en que el tiempo de duracién descrito en las

encuestas fue menor de 14 dias, se sugiere realizar estudios intencionados que incluyan

‘casos cuya duracién sea- mayor ¢ igual a 14 dias, en el que se tendria que considerar el

-nimero de evacuacion;s,,yé que en el presente estudio muy pocos casos presentaban una

T ciAurqacbiét‘lv-mh’yorr de 14 d_iaSL

Con’respebto a la presencia de E. coli enteroagregativa en hombres y mujeres, es

2 llgernmeme mayor en los hombres (1.2%) , sin embargo, comparandolo con Gilligan et al

7 EAEC puede afeclar por igual a hombres y mujeres, siendo mas imponante la edad, ya

que las dlferemes categonas de £. coli son una mayor causa de mortalidad en infantes.

: Por lo mnto Ios resultados obtemdos en el presente estudio tienen la finalidad de mostrar

v ’ :que Ia tecmca de PCR usada con un 46% de sensibilidad y 73% de especificidad permite

e f un dlyagnéstlco ‘més répldg de EAEC que las otras técnicas actualmente disponibles. Sin
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embargo, la prueba de hibridacién en fase sélida la cual presenté un 73 % de sensibilidad y

un 51 % de especificidad comparado con el ensayo de adhesién sugiriendo que colony blot

puede suplir a PCR™

La prueba de adherencia parece tener un nivel mas alto de especificidad y se recomienda
para ser usado como una prueba de confirmacion definitiva.

Es asi como, las cepas de EAEC han sido estudiadas ultimamente como una causa de
diarrea humana en muchas poblaciones. Sin embargo, no se conocen bien los factores de
virulencia que caracterizan a este tipo de E. coli diarrogénica. Algunos datos sugieren que
las cepas de EAEC son heterogéneas y que comparten determinados factores de virulencia

potenciales con otro tipo de £. coli y con cepas de Shigella®™

Por lo tanto, existe una gran necesidad de estudios adicionales para elucidar la
epidemiologia de infeccion de EAEC en grupos de edades diferentes y de sitios
geograficos, ya que 'por'ej‘emplo en la figura 12, sélo se muestran algunos estados que

enviaron sus cepas al lnDRE y por tanto no se puede determinar con certeza cual es la

distribucién de EAEC ademés de incluir la identificacion de factores y medios de
transmision, duracu‘)n de evacuacwnes, y el espectro de enfermedad clinica.

En la actualidad, 1a tinica prueba disponible para identificar EAEC es el ensayo con células
HEp-2, siendo reducido el numero de muestras que se pueden analizar simultaneamente,
ademas de estar sujeto a la variacion del observador y solo se realiza en laboratorios de

investigacion o de referencia, lo cual implica una desventaja para el diagndstico.
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IX. CONCLUSIONES

o La PCR presenté 46 % de sensibilidad y 73 % de especificidad y colony blot
prsentd 73 % de sensibilidad y 51 % de especificidad por lo tanto, la técnica de
PCR fue mas rapida y especifica, pero menos sensible que la hibridacién en fase
sélida.

o Los porcentajes de sensibilidad y especificidad obtenidos con la sonda, sugiere la
biisqueda de una secuencia que presente tayores porcentajes que hagan maés
confiable la prueba de hibridacion.

0 Latécnica de PCR fue mas rapida y especifica que la hibridacion en fase sélida.

0 Ambas técnicas son importantes ya que para los laboratorios pequeflos pueden
ayudar a reducir costos y ofrecer una nueva linea de pruebas de diagndstico a las
clinicas del enfermo ambulatorio y a médicos.

o Al no existir datos acerca de Ia distribucion E. coli enteroagregativa por género, se
observé que la infeccion fue ligeramente mayor en hombres que en mujeres.

~"a . E. coli enteroagregativa se presentd mis en niflos menores de 1 ano.
@ El guadro clinico mas frecuente asociado a £. coli enteroagregativa fue la diarrea,
berp se sugjefc estudiar cepas con una diarrea mayor a 14 dias.
- ”Las:,‘c?p‘ais'der E. coli enteroagregativa son una causa de diarrea humana en gran
k péne:de lg poblacion. Sin embargo, no se conocen bien los factores de virulencia y

mecanismos de patogenicidad que caracterizan este tipo de . coli diarrogénica.
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X. ANEXO

Soluciones para Colony blot
1. Solucién de prehibridacion:
SSCs5X
Reactivo bloqueador 1%
N-laurilsarcosina 0.1 %
SDS 0.02%
2. Solucion de lavado:
SsC1X
SDS0.1 %
3 Buffer A

Tris 100 mM pH 7.5

NaCIISOmM

S BufferA )

~I..e‘clk1ve'descremkdda al 5%

i v5y.;le‘_1ffe’r, C: o
" Tris 100mM pH 9.5
" NaCl 100 mM

MgCl; 50 mM.
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Solucién para PCR
- 1. TBE 10X (1000 mL ):
Tris Base 108.0 g
Acido borico27.5 g

EDTA disodico 6.8 g

Medios para Colony blot y cultive celular:
1. Base de Agar Sangre (BAB):

Infusion de misculo cardiaco 37.5 g
Peptona de came 10.0 g

Cloruro de sodio 5.0 g

Agar150¢g

pHﬁnal 7. 3+/-0‘> »

2. Caldo Soya Tnptlcaselna (T SB)

Peptona caseina 17 0 g Py

~Dextrosa 2.5 g .

 pH final 7.3 +/- 0.2
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Soluciones para Cultivo Celular:
1. Colorante Giemsa:
Solucion A: 1 parte
Solucion B: 40 6 50 partes
1.1. Solucidn A:

Polvo de Giemsa 0.5 g

' kAlcohol metilico 33 mL

1.2. Solucion B:

Solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.2:

Na;HPO, 9.2 g (1000mL)

NaH,PO; 9.2 g (1000mL)
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X1. GLOSARIO

O Anticuerpos: proteina (inmunoglobulinas) sintetizada por las células plasmaticas en
respuesta a la presencia de antigenos especificos y que tienen la capacidad de
reaccionar contra ellos.

o Antigeno: cualquier sustancia que estimule una respuesta inmune; por lo general se
trata de una proteina o de un carbohidrato de gran tamaio ajenos al cuerpo.

a Citotoxina: toxina que actia a nivel de sintesis de proteinas.

@ Enterocitos: células del intestino.

o Esfacelacion: desgaste de la vellosidad.

o Fago: virus que infecta a una bacteria.

o Fenotipo: expresion fisica o quimica de los genes de un organisino.

o Fimbria: pili o adhesina, proteina que interviene en la adherencia y colonizacién.

0 - Gen: unidad indivisible de informacion hereditaria esta formado por DNA y se

~+ localiza en los cromosomas.
- Genotipo: construccion genética completa de un organismo.

- Hemolisina: proteina con actividad enzimatica sobre globulos rojos.

-0 - Patégeno: organismo capaz de provocar enfermedad.
o Plasmido: material extracromosomal.
o Queratoconjuntivitis: ulceracion de 1a conjuntiva.

o Transduccién: transferencia de un fragmento genético de una célula a otra.
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