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RESUMEN

CHRISTY SANTIAGO NANCY ALEJANDRA. Determinacion de la reaccion cruzada de un dispositivo de
inmunocaptura para la detecciéon de E. coli O157:H7 con diferentes bacterias. (Bajo la direccion de: Cecilia
Rosario Cortés y Rubén Merino Guzman).

El presente estudio se realizo en el Departamento de Produccién Animal: Aves de la FMVZ
de la UNAM para evaluar la especificidad de un dispositivo de inmunocaptura para E. coli
0157:H7 Reveal®. En la primera fase del estudio se probaron los siguientes medios de
cultivo: Caldo dextrosa, Caldo Infusién Cerebro Corazén, Caldo lactosa, Caldo nutritivo,
Caldo selenito, Caldo de soya tripticaseina, Caldo tetrationato, Caldo triptosa y Caldo
triptosa fosfato: con la finalidad de encontrar un medio de cultivo alternativo al
recomendado por el fabricante. Cada medio fue inoculado con diferentes concentraciones
bacterianas de una cepa O157:H7, obtenida del Departamento de Salud Publica de la F.M.
de la UNAM. Todos los tubos fueron incubados. inactivados y se colocaron en el Reveal®,
en donde los medios Triptosa Fosfato. Triptosa y CICC dieron positivos a partir de 100
UFC. por lo cual el CICC fue seleccionado para realizar la segunda fase del experimento.
En esta segunda fase las cepas £ coli O116:110, £ coli O7T:K1. Enterobacter spp..
Enterobacter  cloacae.  Salmonella  spp..  Klebsiella  pneumoniae,  Klebsiellu  oxytoca,
Citrobacter spp., Citrobacter freundii, Yersinia spp., Vibrio cholerae, Salmonella thyphi y
E. coli O157:NM, fueron ajustadas a concentraciones de 10'10%, inactivadas y probadas en
el Reveal®. Un resultado positivo se observo en O157:H7 y E. coli O157:NM y un
resultado negativo se observo en el resto de las bacterias. En este estudio se demostré que
la prueba Reveal® para la deteccion de E. coli O157:H7 no presento reaccion cruzada con

diferentes bacterias.



SUMMARY

CHRISTY SANTIAGO NANCY ALEJANDRA. Cross-reaction determination in a E. coli
0157:H7 immunocapture dispositive with other bacteria. (Directed by Cecilia Rosario Cortés and
Rubén Merino Guzman).

This study was realized in the Poultry Department at the FMVZ JUNAM to evaluate the
Reveal ® immunocapture dispositive specificity for E. coli O157:H7. In the first phase the
following growth mediums were tested: dextrose broth, brain-heart infusion broth, lactose
broth, nutritive broth, selenite broth, trypticase soy broth, tetrationate broth, triptose broth,
and triptose phosphate broth. The purpose of this test was to find an alternative medium.
Each sample was inoculated with different bacterial concentration of E.coli O157:H7
obtained from FM UNAM.

All the samples were incubated, inactivated and tested with Reveal® to examine the
possibility of a cross-reaction.

With 100 UFC Triptose broth, triptose phosphate broth and brain-heart infusion presented a
growth.

Brain-heart infusion was selected for the second phase in wich E. coli O116:H10, E. coli
O7:K1, Enterobacter spp.. enterobacter cloacae, salmonella spp.. Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, Citrobacter spp., Citrobacter freundii, Yersinia spp., Vibrio cholerae,
Salmenella thyphi and E. coli O157:NM were tested with reveal. A positive result was
obtained with E. coli O157:H7 and E. coli O157:NM. And a negative result was obtained
with the other bacterials.

In this study Reveal® did not present a cross reaction with the bacteria tested.



INTRODUCCION

Escherichia coli es un bacilo Gram. negativo, anaerobio facultativo, no esporulado que
mide 2-3 x 0.6 micras." Algunas cepas forman cépsula y la mayoria son méviles y poseen
flagelos peritricos, Las colonias que produce E. coli son circulares, convexas y lisas,
blancas o blanco-amarillentas, de aspecto himedo y translicidas.?

E. coli, forma acido y gas con rapidez a partir de la lactosa, reduce fuertemente los nitratos
a nitritos y amoniaco, son positivas en las pruebas de indol, rojo de metilo y manitol, asi
como negativas a oxidasa, urea y citrato; su temperatura optima de crecimiento es de 30-
37°C en pH de 7-7.2, y pueden morir cuando la temperatura aumenta a 60°C durante 15-30
minutos."?

Este microorganismo, es considerado un representante de la microbiota comensal normal de
la poreion distal del tracto intestinal de las personas v de animales como vacas, cerdos,
ovejas v aves.”

Es una bacteria con una estructura antigénica compleja y contiene 167 antigenos somaticos
(0). 53 flagelares (H) y 74 capsulares (K) de utilidad taxonomica®. Sin embargo. solo un
numero reducido de cepas de E. coli han sido relacionadas con enfermedades clinicas.”
Entre las caracteristicas que confieren virulencia se encuentran la produccion de colicinas.
hemolisinas, enterotoxinas. ademas de la resistencia a algunos antibioticos, metales pesados
y luz ultravioleta. ®

En los humanos se han identificado al menos 5 grupos patogenos de E. coli productores de
diarrea:

1) Enteropatogena (EPEC).

2) Enterotoxigénica (ETEC).



3) Enteroinvasiva (EIEC).

4) Enteroagregativa (EAEC).

5) Enterohemorragica (EHEC).

Estas categorias estdn basadas en distintas propiedades de virulencia, diferentes
interacciones con la mucosa intestinal y distintas combinaciones de antigenos O:H. 7*

Las cepas EPEC se adhieren a las células de la mucosa intestinal para provocar dafio en la
estructura celular de la mucosa (adherencia y esfacelamiento).

Las cepas ETEC se adhieren al intestino delgado, y producen al menos una toxina; ya sea la
termoestable (ST) o la termolabil (LT), las cuales se asocian al cuadro diarreico. A pesar de
que los receptores funcionales de ST han sido identificados en el tracto intestinal de las
aves, los serotipos ETEC asociados con la diarrea en humanos no se aislan frecuentemente
a partir de pollos. *

El grupo EIEC se encuentra relacionado bioquimica y genéticamente con las cepas de
Shigella, ambas invaden las células del colon y se propagan de una célula a otra de manera
lateral. Sus hospederos naturales son los humanos y los primates superiores, sin embargo,
recientemente se ha reportado la deteccion de cepas EIEC en aves con infeccion del saco
vitelino, '

Las cepas EAEC se fijan a las células del intestino delgado y producen toxinas. pero a
diferencia de las cepas EPEC, no alteran la estructura celular de los enterocitos.'"'*"*

El grupo EHEC fue detectado en 1982 por el Centro para Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) del gobierno de los Estados Unidos a partir de dos brotes de diarrea
sanguinolenta severa asociados a la ingestion de alimentos en una cadena de restaurantes de

comida rapida. A partir de estos casos se detecto la cepa de E. coli perteneciente al serotipo

0157:H7: el cual es el mas representativo dentro de las cepas EHEC.



Diferentes estudios han reportado que se requieren menos de diez células EHEC para
causar enfermedad en humanos, por lo que este grupo es considerado altamente virulento.
TAIIISI6 & pesar de que se desconoce el origen de estas cepas, se cree que surgieron de
una cepa EPEC a la que un bacteriéfago le confirié la capacidad de producir una toxina
conocida como Shiga-like toxin (SLT). Las cepas EHEC se fijan y destruyen las células de
la mucosa mediante la toxina SLT, también llamada verotoxina, asociada al Sindrome
Urémico Hemolitico (HUS, por sus siglas en inglés). Existen dos tipos de SLT: las SLT-1
(VT1) y SLT-II (VT2) con algunas variantes como SLTlle, producida por las cepas que
causan la enfermedad del edema en el cerdo. La presencia de los genes sitl y sitll no es
suficiente para conferir patogenicidad, ya que se requierén otros genes de virulencia para
adherirse y causar dafio a las células intestinales. 7 Algunos de estos factores de virulencia
identificados en los serotipos patégenos incluyen la presencia de adhesinas o factores de
colonizacion, la capacidad para invadir las células epiteliales del intestino delgado. la
produccion de hemolisinas y toxinas. *'""*

Las toxinas SLT ejercen su accion sobre las células endoteliales de los vasos sanguineos y
glomerulares; asi como en las células epiteliales del ileon y colon. También actdan sobre
los globulos rojos que presentan en su membrana el grupo glicolipidico P1. La SLT ejerce
su efecto sobre las células uniéndose especificamente a gheolipidos que acttan como
receptores de membrana especificos. '

El bovino es el principal reservorio de E. coli O157: H7, aunque otros animales como
ovinos, porcinos y pollos también pueden actuar como reservorios de las cepas EHEC. La
diseminacion de bacter.ias contaminantes durante el sacrificio de estos animales, es

considerada como la primera ruta por la cual EHEC pueden contaminar la carne, debido a

las pricticas poco higiénicas durante el sacrificio o la evisceracién. Los centros



internacionales de control de calidad como el CENAN (Centro Nacional de Alimentacion y
Nutricién). han enfocado su atencion en las hamburguesas debido a que estas son
preparadas con carne molida obtenida de distintos animales. Por ejemplo, si la
contaminacién ocurre a partir de un solo animal, el molido dispersara la bacteria en ocho
toneladas del producto carnico. '* Adicionalmente se han detectado otras fuentes de las
cepas EHEC, como en embutidos fermentados, leche cruda, yogures artesanales, mayonesa,
sidra de manzana, leche mastitica; o productos fabricados con este tipo de leche. '’

Los brotes que han involucrado alimentos 4cidos demuestran la tolerancia de las cepas
EHEC al pH bajo. Particularmente O157:H7 tolera condiciones de acidez mas bajas (pH 2)
que otros miembros de la familia, por lo cual puede permanecer viable después de pasar a
través del estomago. !’

Estos microorganismos también han sido aislados de productos vegetales, los que pueden
contaminarse debido al uso de abonos organicos de origen bovino. El agua también ha sido
considerada como vehiculo de transmision; ya que se han presentado brotes asociados a la
ingestion de agua de bebida no clorada, o por el uso de albercas o lagos contaminados. Las
infecciones de E. coli se transmiten principalmente por 3 vias:

1- Alimentos contaminados

2- Directamente de los animales

3- Propagacion de persona a persona '’

Un aspecto importante que contribuye a que el ganado vacuno sea el reservorio mas
importante de las cepas EHEC es que a pesar de que el rumen proporciona un ambiente
limitante para el crecimiento de estos microorganismos, el ciego v el colon presentan

.. w b ‘]
condiciones propicias para su desarrollo. *



En diferentes paises se ha determinado que las aves domésticas pueden ser susceptibles a la

colonizacién con E. coli O157:H7. ' En un estudio realizado por Schmidt y Karch.

(2000), se observé que las cepas EHEC pueden infectar entre el 6 y 16% de las palomas;

mientras que en Escocia la infeccién del ganado bovino se ha ligado al contacto con el

ganso, lo que convierte a estas aves en un reservorio natural.

La fase diarreica de la infeccion causada por E. coli O157:H7 en humanos, suele ser

autolimitante; ** sin embargo, se ha observado que hasta un 10% de los enfermos infectados

con cepas EHEC presentan HUS, lo que puede causar la muerte de esos individuos. 28

Algunos investigadores indican que O157:H7, es la causa del 85 al 95% de casos de HUS

en Norteamérica y que los EHEC que no pertenecen al serotipo O157:H7 son responsables

de un 5 a un 15% de estos episodios. 2

El serotipo O157:H7, ha provocado numerosos brotes de colitis hemorragica en EU,

Canada, el Reino Unido y Jap6n, en humanos y estos se han incrementado recientemente. '

En el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades de los EU, consideran tres hipotesis

para explicar la reciente aparicion de estas variedades patogenas:

1) Que las condiciones para la transmision de la cepa O157:H7 de animales al hombre
hayan existido siempre, pero este agente haya emergido recientemente en la poblacion
animal.

2) Que la cepa O157:H7 haya estado siempre presente en la poblacion animal, pero que
los cambios en las pricticas de procesamiento de la carne y de sacrificio de animales
hayan favorecido la contaminacion de la carne con esta bacteria.

3) Que los cambios en las pricticas del consumidor durante las wltimas décadas hayan

aumentado la probabilidad de la llegada al hombre de una cepa de E. coli O157:H7 que

siempre estuvo presente en los reservorios animales. 2



La deteccion e identificacion de EHEC es dificil, a pesar de que se encuentra ampliamente
distribuida en humanos y animales en varios paises. Uno de los métodos de diagnéstico
mas importantes es la serotipificacion. La determinacion de los antigenos O y H se realiza
por técnicas de aglutinacion, mientras que la identificacion del antigeno K se da por
contrainmunoelectroforesis. Sin embargo, se han detectado numerosas reacciones cruzadas
entre los antigenos O y K de diferentes cepas de E. coli y con los antigenos de otras
enterobacterias, por lo que en algunas ocasiones se pueden presentar resultados falsos
positivos. Por ello es muy importante emplear antisueros adsorbidos para evitar falsas
reacciones de .:;\glminaci(')n.]8 También se han utilizado para el diagndstico algunas
caracteristicas bioquimicas de las cepas EHEC. El serotipo O157:H7, a diferencia de la
mayoria (> 90%) de las cepas de E. coli, no fermenta el sorbitol y es Beta -glucuronidasa
negativo. Ademds, crece en presencia de telurito y cefixima. Basindose en estas
propiedades se ha desarrollado el medio MacConkey-sorbitol con telurito y cefixima para el
aislamiento de cepas EHEC (CT-SMAC) Sin embargo, se han encontrado algunas cepas
que no son capaces de crecer en presencia de telurito y cefixima. '*%8

Para poder detectar a todas las cepas EHEC O157:H7 se precisa investigar la produccion
de SLT por técnicas como citotoxicidad en células Vero, hibridacion, Reaccion en cadena
de la Polimerasa (PCR) o pruebas de inmunoensayo enzimatico. '*

Estas técnicas de diagnostico utilizadas para la deteccion de las cepas EHEC en alimentos
se han agrupado en tres categorias:

1) ELISA para detectar el antigeno 0O157. >

2) Pruebas de hibridacién con sondas para SLT1 y SLT2.%'??

3) Ensayos en células Vero para detectar la presencia de SLT (citotoxicidad neutralizable

con antisueros anti-SLT1 o anti-SLT2) directamente en alimentos.



Wright et al, (1994) introdujeron la separacién inmunomagnética (SIM)**** para la
deteccion del antigeno 0157 y se ha adaptado al PCR para la deteccion de los genes que
codifican para las toxinas SLT1 y SLT2. *

Actualmente se considera que el mejor método para detectar el serotipo O157:H7 en
muestras de animales y alimentos es la SIM, mientras que la técnica de PCR (genes sitl y
sl2) es la técnica mas adecuada para realizar la deteccion de los EHEC no-0157. %7

La SIM consiste en el empleo de un caldo de enriquecimiento adecuado (agua de peptona
con vancomicina, cefixima y cefsulodin incubado a 37°C durante 6 horas, 6 caldo mEC con
novobiocina incubado a 41°C durante 18 horas antes de la SIM y posteriormente sembrar el
inmunoconcentrado en agar MacConkey sorbitol con (CT-SMAC) y sin (SMAC) telurito y
cefixima. **

En algunos estudios en los que se emplean técnicas inmunoldgicas y genéticas muy
sensibles, se ha demostrado que alimentos asociados con brotes graves causados por EHEC
pueden contener menos de 10 bacterias O157:H7 por gramo, hecho que dificulta mucho su
deteccién; por ejemplo, Padhey y Doyle (1991), utilizaron la técnica ELISA con un
antisuero policlonal contra el antigeno O157 y observaron reacciones positivas en 3 (3%)
de 107 muestras de carne molida de vacuno; adicionalmente determinaron que el nimero
mas probable de EHEC O157:H7 en las tres muestras oscilaba entre 0.4 y 1.5 bacterias por
gramo, mientras que en muchas de las muestras menos del 1% de las E. coli presentes eran
productoras de SLT.*

La presencia de E. coli en alimentos (> 10%/g) se utiliza para indicar una probable
contaminacion fecal y la posible presencia de otros microorganismos enteropatdgenos
como Salmonella. Sin embargo, si se considera que E. coli puede ser un patogeno

importante, las cifras generalmente aceptables adquieren un nuevo significado, ya que la
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presencia de solamente una bacteria de O157:H7 por gramo representa un grave riesgo de
infeccion Se ha realizado una gran cantidad de trabajo para dilucidar los métodos mas
eficientes para el aislamiento e identificacion de las cepas O157:H7, una alternativa ha sido
el uso de medios selectivos de enriquecimiento y de siembra en placa empleando perlas
inmunomagnéticas para la captura selectiva de este microorganismo.'® Los sistemas de
inmunocaptura son una opcién importante ya que representan varias ventajas, el sistema de
inmunocaptura Reveal®, ofrece una deteccion rapida de E. coli O157:H7. El sistema utiliza
varios medios de enriquecimiento, nutrientes y otros factores necesarios para el
mantenimiento y rapido crecimiento de esta bacteria.

En la técnica de inmunocaptura se lleva a cabo la incubacion de la muestra en un caldo de
enriquecimiento, posteriormente se inactiva el cultivo y se deposita en un dispositivo en el
cual la muestra se difunde hacia una zona de reaccién que contiene anticuerpos anti-E.coli
0157 conjugados con particulas de oro coloidal. Si el antigeno estd presente en la muestra,
se une a los anticuerpos conjugados con oro. Los complejos antigeno-anticuerpo se
difunden a través de una membrana de celulosa que contiene una zona de anticuerpos anti-
E. coli 0157. El complejo inmune con oro conjugado forma agregados en esta zona, hasta
crear una linea visible. El resto de la muestra continiia su migracion hacia el extremo de la
membrana.’’ A pesar de que se considera que los métodos de inmunocaptura son altamente
especificos para el aislamiento de E. coli 0157, existe la posibilidad de fallas en el sistema
por reconocimientos no especificos. El dispositivo Reveal® sefiala que su sistema posee
una alta sensibilidad (99.9%) y especificidad (99.4%) en relacion con otros sistemas de
inmunocaptura. Sin embargo, existen reportes de reacciones cruzadas de E. coli O157:H7
con Yersinia enterocolitica,'® Citrobacter freundii,*® Brucella abortus,’® Escherichia

hermannii'®. Mientras que Navarro et al., (2003), demostraron que existe una reaccion



cruzada entre las cepas O157:H7 y algunos otros serotipos de E. coli como son 0116 y O7.
15

En México ain no se ha reportado la presencia del serotipo O157:H7, sin embargo, los
dispositivos para su deteccion son utilizados rutinariamente en carne de origen nacional e
importada de Estados Unidos, donde esta bacteria ha causado la muerte de personas; por lo
que existe la necesidad de realizar un monitoreo constante en los productos carnicos que se

consumen en nuestro pais.



Hipétesis
El dispositivo de inmunocaptura Reveal® es especifico para la deteccién de Escherichia

coli O157: H7, por lo que no se observaran reacciones positivas con otros serotipos de E.

coli u otros géneros bacterianos.

Objetivos

Determinar cuales medios de cultivo podrian utilizarse como alternativa al caldo de
enriquecimiento para la incubacion de las muestras previo a la utilizacion del dispositivo de
inmunocaptura (Reveal®)

Evaluar la especificidad de un producto de inmunocaptura (Reveal®) para la deteccion de

Escherichia coli O157:H7.
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Material y Método

Experimento I:

Esta prueba se llevé cabo con el fin de determinar la posibilidad de utilizacién de medios
alternativos a los recomendados por el fabricante (mEC), para el enriquecimiento que se
lleva a cabo en el sistema de Inmunocaptura para E. coli 0157:H7.
Los medios utilizados fueron los siguientes:

e Caldo dextrosa’

e Caldo infusién cerebro corazén (CICC) "

e Caldo lactosa’™”

e Caldo nutritivo’

e Caldo selenito ’

e Caldo de soya tripticaseina *

o Caldo tetrationato™ Caldo triptosa”

e Caldo triptosa fosfato™
Cada uno de los medios de cultivo fue preparado de acuerdo con las recomendaciones de
los fabricantes. En tubos de cristal se colocaron 5 ml de medio de cultivo. Se emplearon 6
tubos para cada uno de los caldos, estos fueron inoculados con diferentes concentraciones
bacterianas de una cepa E. coli O157:H7, obtenida de la coleccion del laboratorio de

Serologia del Departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina de la UNAM. '

*Acumedia manufactures Inc, Baltimore, Maryland 21211.
** Becton Dickinson and company Sporks, Maryland 2152 USA.

*** Merck-México S.A. Edo de méx
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Las concentraciones empleadas fueron 10°, 10', 10%, 10°, 10* UFC/ml, mientras que el
altimo tubo no fue inoculado (testigo negativo).

Para ajustar la concentracion bacteriana la cepa O157:H7 fue incubada por agitacién en 30
ml de CICC, durante 18 horas a 37°C. Posteriormente fue centrifugada a 3000 rpm (1000 x
g) durante 15 minutos*’. Se realizaron dos lavados con una solucién amortiguadora de
fosfatos (PBS) estéril y se centrifugé nuevamente bajo las mismas condiciones. La
concentracion bacteriana se ajusté utilizando un espectrofotémetro** * a una longitud de
onda de 450 nm y una absorbancia de 1.000, lo cual equivale a una concentracibn
bacteriana de 1 x 10° UFC/ml. A partir de esta concentracién, se realizaron 8 diluciones
décuples seriadas (10" — 10®). Para corroborar la concentracién de las suspensiones
bacterianas, se sembraron 100 pl de las Gltimas 3 diluciones (10° — 10®) en cajas de Agar
de Soya Tripticaseina (TSA). Estas placas se incubaron durante 24 horas a 37° C, y
posteriormente se contd el nimero de colonias desarrolladas en cada una.

Con el fin de simular las condiciones de una muestra de alimento en el que se encuentran
presentes diversas especies bacterianas, se cultivé 1 cm?® de piel de pollo en CICC y fue
incubado a 37°C por 18 horas. A partir de este crecimiento se realizaron diluciones
décuples seriadas y se determind que contenia 4 x 10° UFC/ml de bacterias no
identificadas. Este cultivo fue probado en el dispositivo Reveal® para corroborar que
ninguna de las bacterias presentes en ¢l pudiera dar un resultado positivo. A cada tubo de
los diferentes caldos que contenian de 10" hasta 10° UFC/ml de la cepa de E. coli O157:H7

se le adicionaron 100 pl del crecimiento obtenido de la piel de pollo. Todos los tubos

? *Sorvall® RT 6000 D

¥ #* Beckman® DU 640B
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fueron incubados durante 8 horas a 43°C en un bafio Maria**. Después de lo cual los tubos
fueron inactivados por calor durante un minuto en un hormo de microondas a la maxima
potencia. Una vez que los tubos se enfriaron, se colocaron 5 gotas en el dispositivo
Reveal® E. coli 0157:H7 de acuerdo con las indicaciones del fabricante.

La lectura de los dispositivos se llevé a cabo dentro de los 20 minutos posteriores a la
realizacion de la prueba, ya que cualquier resultado obtenido después de este tiempo no se
considera valido.

Un resultado negativo se determina por la formacién de una banda en la zona C (control),
pero no en la zona T (test); mientras que en un resultado positivo se observa la formacion
de ambas bandas (T y C), como se muestra en la figura 1.

Esta prueba se realizé por triplicado para corroborar los resultados obtenidos.

Experimento 2:

Para determinar la especificidad del sistema Reveal®, se utilizaron 13 diferentes cepas
bacterianas, tres de ellas pertenecientes a distintos serotipos de E. coli, y diez a otros
géneros bacterianos. Ademas se incluyé la cepa O157:H7 como testigo positivo.

Todas las cepas fueron obtenidas de la coleccion del laboratorio de Serologia (FM,

UNAM) y se muestran en el cuadro 1.

* *Techne Tempette TE-8D



Cuadro 1. Cepas obtenidas de la coleccion del Laboratorio de Serologia del Departamento
de Salud Publica de la Facultad de Medicina utilizadas en la evaluacion del sistema de

inmunocaptura.

CEPA

No. de identificacion

E. coli O116:H10

E. coli O7T:KI
Enterobacter spp.
Enterobacter cloacae
Salmonella spp.
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxyroca
Citrobacter spp.
Citrobacter freundii
Yersinia spp.

Vibrio cholerae
Salmonella thyphi

E. coli O157:H7 (Testigo Positivo)

E. coli O157:NM (no movil)

No Identificada

No identificada

103473

093321

074210

97533

97191

108030

99063

11996

087275

106045

No identificada

No identificada
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Para corroborar la pureza, las cepas fueron sembradas en Agar sangre y Agar McConkey y
posteriormente se realiz6 la identificacién bioquimica mediante el sistema VITEK®*® .Una
vez comprobada la identidad de las cepas, se ajusté la concentracion bacteriana a 1x 10°
UFC/ml como se describe en el experimento anterior, y se realizaron ocho diluciones
décuples seriadas. Los tubos que contenian de 10* a 10° UFC/ml fueron inactivados durante
un minuto en un horno de microondas a su maxima potencia. Una vez que los tubos se
enfriaron, se colocaron 5 gotas en dispositivos Reveal® E. coli O157:H7 de acuerdo con
las indicaciones del fabricante. Posteriormente se realizo la lectura de los resultados. Esta

prueba se realizé por triplicado.

* * AutoMicrobic System (Vitek AMS; bioMerieux Vitek).



18

RESULTADOS

Experimento 1.

Los resultados obtenidos para determinar el funcionamiento de cada uno de los medios para
la incubacion de E. coli O157:H7 mostraron que en los caldos triptosa, triptosa fosfato, y
CICC se encontrd una reaccion positiva en el dispositivo Reveal® desde la concentracion
10? UFC, (Cuadro 2). mientras que en el caldo de Soya Tripticaseina y Caldo lactosa solo
se observé reaccion positiva desde las concentraciones 10° y 10* UFC (en ambas)(Cuadro
2). En el caso de los caldos nutritivo, dextrosa, selenito y tetrationato no se observd la
formacion de bandas en ninguna dilucion. Los resultados anteriores muestran que los
caldos que pueden ser utilizados para esta prueba de inmunocaptura son triptosa fosfato,
triptosa y CICC debido a que aun en concentraciones iniciales tan bajas como 10° UFC

dieron una buena respuesta.
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Cuadro 2. Crecimiento de bacterias en los diferentes medios utilizados.
Resultado negativo: -

Resultado positivo: +

Tubo 1 2 3 4 5 6

Concentracion bacteriana (UFC/ml) | 10° | 10" | 10 | 10° | 10° | 0

1 10 | 100 | 1000 | 10000 | ©

Triptosa Fosﬁitql - - + + + B
Triptosa = : T F T =
Caldo de Soya Tripticaseina - - - + + .
CaldoLactosa . = . + + .

Caldo nutritivo - - . " - "

CICcC - - ok # ok -

Dextrosa - - - - - -

Selenito - - - - - -

Tetrationato - A = = “ =

Experimento 2.

La identificacién bioquimica que se llevé a cabo mostrd que las bacterias pertenecian al
género y especie indicados. Mientras que la identificacidén seroldgica confirmé que las

cepas de E. coli pertenecian al serogrupo determinado previamente.
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Los resultados de los conteos bacterianos realizados y la absorbancia se muestran en el
cuadro 3. En el cual se observa que la absorbancia es cercana a uno y también los conteos
bacterianos corresponden a las UFC de las diluciones realizadas.

Cuadro 3. Resultados de la absorbancia y de los conteos realizados a partir de las ultimas 3

diluciones de las cepas bacterianas.

Cepas Absorbancia Numero de colonias (100 pl)
(450 nm)
10° 107 107
E.coli O116:H10 1.0080 64 8 2
E. coli OTK1 1.0087 63 10 5
Enterobacter spp. 1.0700 87 12 3
Enterobacter cloacae 1.0120 111 18 5
Salmonella 1.0000 133 26 7
K. pneumoniae 1.0208 95 19 3
K oxytoca 0.9928 78 12 0
Citrobacter spp. 1.0122 111 15 4
Citrobacter freundii 1.0093 123 21 6
Yersinia spp. 1.0015 115 18 )
Vibrio cholerae 1.0110 101 21 3
Salmonella typhi 1.0030 72 7 0
E. coli O157:H7 1.0102 125 16 0
E. coli O157:NM 1.0195 102 17 0
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En la prueba llevada a cabo con las cepas 0116 y O7 de E. coli y otras bacterias, todos los
dispositivos Reveal® mostraron la formaciéon de la banda testigo, lo cual indica que la
prueba se llevo a cabo de manera correcta, sin embargo, en ninguna de estas cepas se
observé una reaccién positiva en el sistema Reveal®. Unicamente en el caso de la cepa
Q157:NM se observo una reaccién positiva similar a la observada en el caso del testigo
positivo E. coli O157:H7 Inclusive, se encontr6 que ambas cepas mostraban el mismo

resultado en las diluciones (10*-108).
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DISCUSION

Debido a que la cepa O157:H7, la més representativa del grupo EHEC, es un problema
muy importante de salud publica, Johnson (1994) %° sefial6 la necesidad de utilizar métodos
exactos y rapidos para su deteccion. Bonnie y Bennett (1990)*° coinciden en esta necesidad
ya que los bovinos son la fuente principal de este agente patogeno, que es transmitido al
hombre por el consumo de alimentos contaminados, como carne, leche y los productos que
de ellos se derivan. De acuerdo con Ahmed , Connor y Huffman (1995); 3% Bennett y Betts
(1995); ** Weagant, Bryant y Jineman, (1995), *'el problema de salud que representa el
consumo de productos de origen bovino contaminados con O157:H7 ha llevado al
desarrollo de métodos rapidos y sensibles, los cuales van dirigidos a la determinacion
cualitativa del serotipo O157:H7 en los productos carnicos principalmente, por lo cual en
este trabajo se evalia un dispositivo para su rapida deteccion.

En el presente estudio se probaron varias concentraciones de diferentes bacterias para
evaluar la sensibilidad y especificidad del dispositivo, porque es importante determinar la
presencia de E. coli O157:H7 debido a que aln en baja cantidad puede causar enfermedad,
y por otra parte asegurar que no haya resultados falsos positivos. De acuerdo con Bennet y
Betts (1995), ** los métodos de aislamiento y diferenciacion a partir de alimentos deben
tener en cuenta que el microorganismo se puede encontrar en bajas concentraciones (menos
de 10 bacterias O157:H7 por gramo) y que las células bacterianas pueden estar afectadas y
acompaiiadas por flora competitiva.

Aunque existen diferentes métodos para detectar a esta bacteria, como el aislamiento, PCR,
contrainmunoelectroforesis, SIM y sistema de inmunocaptura, de acuerdo con Bennett, y

Betts, ** no todos ellos poseen la misma sensibilidad y especificidad, tanto para detectar
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bajas concentraciones bacterianas como para discriminar entre cepas. De acuerdo con
Chapman et al., (1994 y 1997) ***° ¢l método de PCR es muy confiable pero requiere de la
técnica y el conocimiento previo, por lo que varios especialistas coinciden en que el mejor
método para detectar el serotipo O157:H7 en muestras y alimentos es la SIM, mientras que
la SIM PCR es la técnica mas adecuada para realizar la deteccion de las cepas EHEC no-
0157.

En el presente estudio, para seleccionar un medio de cultivo alternativo al recomendado
por el fabricante (mEC) para el crecimiento de E. coli O157:H7, se sembr6 la bacteria en
varios de ellos. El que mostré mejores resultados fue el CICC y por ello se utilizo para la
prueba con las diferentes cepas. Estos resultados coinciden con los de Lina (1992), 42 quien
realizd un estudio sobre E. coli O157:H7 donde utilizé6 este medio de cultivo para el
crecimiento de la bacteria tras considerarlo excelente para su desarrollo, pues es altamente
nutritivo para el cultivo de una gran variedad de microorganismos. Inclusive, el Instituto de
Salud de Chile (2003), ** menciona el uso de CICC para cualquier enterobacteria.

En el presente estudio se evalué el dispositivo de inmunocaptura Reveal® E. coli 0157:H7
y su disefio es similar al utilizado en las pruebas de embarazo para uso doméstico, el cual
se basa en una banda de flujo lateral que utiliza una combinacion del anticuerpo especifico
para la proteina de interés (llamado anticuerpo de captura) y un anticuerpo conjugado que
es capaz de generar una reaccion colorimétrica (llamado anticuerpo de deteccion), el cual
permite visualizar la presencia de la proteina deseada en la muestra de interés. *

El objetivo de evaluar este dispositivo como alternativa para la deteccion de E. coli
O157:H7 surge de los datos del laboratorio fabricante, el cual menciona que, en
comparacion con otros dispositivos de inmunocaptura, el sistema Reveal® tiene mayores

ventajas como son sensibilidad de 99.9%, especificidad del 99.4%, rapidez y sencillez. Esta
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informacién del fabricante coincide con los resultados de este trabajo, ya que se obtuvo -
buena sensibilidad en el testigo positivo, en el cual detecté la bacteria a partir de
concentraciones de 10 UFC/ml. En cuanto a la especificidad, no se detectd reaccion
cruzada con otras bacterias a excepcion de O157:NM como se ha reportado en los estudios
realizados por Navarro (2003),"* Nishiuchi (2000),* y Vinogradov (1994).*

Los resultados del presente estudio muestran que al probar el dispositivo Reveal® con
Yersinia enterocolitica, Citrobacter spp. y Citrobacter freundii fueron negativos, lo cual
difiere con los reportes de reacciones cruzadas de E. coli O157:H7 con diferentes
enterobacterias. I‘Por ejemplo, Navarro (2003)"°, Nishiuchi (2000)** y Vinogradov ,(2000).*
Demostraron la existencia de reaccidén cruzada de E. coli O157:H7 con los serotipos 0116
y O7, ademas de Yersinia enterocolitica, Citrobacter freundii, Citrobacter sedlakii y
Brucella abortus. La ausencia de esta reaccion cruzada con diferentes bacterias demuestra
la especificidad del dispositivo de prueba, ya que tampoco se detectaron reacciones
positivas con los serotipos O116 y O7 de E. coli, a pesar de que en un estudio previo se
encontraron cruces antigénicos con estos serotipos (Navarro 2003).'"S Los resultados
obtenidos en el presente trabajo concuerdan con la especificidad establecida por el
fabricante del dispositivo, ya que no se observo reaccion cruzada con Klebsiella oxytoca,
Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae.

De acuerdo con Blanco (2000)," existe reaccién cruzada fuerte entre algunos antigenos O
de E. coli y de Shigella. Virtualmente todos los antigenos de Shigella, excepto S. sonnei,
reaccionan con algunos antigenos de E. coli, lo que confirma la semejanza cercana entre
E. coli y Shigella. Otras reacciones importantes que se han encontrado son aquellas que se
dan entre los antigenos de E. coli y de Salmonella (E. coli O111 y Salmonella 035). En

este estudio se demostré que el dispositivo es capaz de discriminar entre estas cepas ya que
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no se observé tal reaccion cruzada con las salmonelas evaluadas (Salmonella spp. y
Salmonella typhi); resultados semejantes se han reportado con otros dispositivos, como el
que fabrica la compaiifa Interciencia SA, cuyo dispositivo para la deteccién de Salmonella
reporta una especificidad y sensibilidad del 100%.

Aunque es este estudio no se encontré una reaccion cruzada de E. coli 0157 con Vibrio
cholerae, Chart (1996)*° habla de la reaccién cruzada de O157 con Vibrio cholerae y
Salmonella, ya que varios de los antigenos O de éstos son idénticos quimicamente a los
antigenos sométicos de E. coli.

El fabricante del dispositivo Reveal® indica que pueden existir reacciones cruzadas con
Salmonella urbana, ya que comparten un LPS comin con E. coli O157:H7 y E. coli 0157
con otros antigenos flagelares como H 11, 12, 19, 38 y 45, ademas del O157:NM, la cual
no es considerada por la mayoria de los autores como un serotipo del grupo EHEC (Nataro
1994)." Estos reportes coinciden con el resultado obtenidos en el presente estudio, en el cual
se observé una reaccion positiva con la cepa O157:NM y anterior coincide también con lo
mencionado por Blanco (1994)," quienes han detectado numerosas reacciones cruzadas
entre los antigenos O y K de diferentes cepas de E. coli y con los antigenos de otros
géneros bacterianos .

Otras pruebas comerciales para diferentes agentes bacterianos y virales han mostrado alta
eficacia, por ejemplo en el estudio de Bernard (2000).* Se encontré que al utilizar una
prueba comercial para la deteccién de VIH, la sensibilidad de la prueba fue de 100% y la
especificidad, de 99.9%. Sin embargo, algunas pruebas comerciales pueden reportar una
baja eficacia. En el estudio de Berdayes (2000) ,*’ donde se prueba un dispositivo para la

deteccion de Candida la especificidad fue del 90% y en otro dispositivo para la deteccion
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de Gardnerella su especificidad fue del 86% lo cual deja un amplio margen para la
aparicion de falsos positivos.

En un estudio donde se compararon la SIM y prueba de PCR con las técnicas
inmunolégicas comercializadas por MERCK (Singlepath 0157), FOSS (EIA 0157) y
BioMerieux (VIDAS 0157), se determind que los dispositivos comerciales, a pesar de
tener una buena sensibilidad, producen numerosos resultados falsos positivos, ya que
cuando se probaron estos sistemas en un grupo de becerros para detectar la presencia de E.
coli 0157:H7, se encontrd en sus heces 7% de E. coli no patégena del serotipo O157:H29
que dan positiv(; en los ensayos inmunolégicos basados en la deteccion del antigeno 0157.

En otro estudio realizado en México en muestras de bovinos y cerdos se encontr6 2.08%
de prevalencia de E. coli O157 menor a la incidencia reportada en EU, sin embargo cuando
se realizo la identificacion serologica de las cepas presuntas positivas se comprobo que
todas ellas pertenecian al serotipo 0157 NM lo cual coincide con los resultados de este
tr::ll'Jaju:).s'J Por lo tanto es muy importante confirmar el resultado presuntivo obtenido en
estas técnicas mediante el aislamiento bacteriano para la deteccion de O157:H7, y para
realizar dicho aislamiento es imprescindible realizar la SIM y utilizar el medio agar
MacConkey sorbitol con Telurito y cefixima (CT-SMAC). Por este motivo, se concluyd
que el método idoneo para la deteccion de las cepas EHEC, es el uso de una combinacion

de la SIM y la PCR (Chapman).*’
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CONCLUSIONES

El presente trabajo demostré la utilidad de medios alternos para la realizacion de la prueba
de Reveal®, siendo el caldo infusion cerebro corazén, caldo triptosa y caldo triptosa

fosfato, buenas opciones para la técnica.

El dispositivo de inmunocaptura Reveal® para la deteccion de E. coli O157:H7 no detectd
reaccién cruzada con enterobacterias tales como: E. coli O116:H10, E. coli O7:Kl,
Enterobacter s;:p., Enterobacter cloacae, Salmonella spp., Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, Citrobacter spp., Citrobacter freundii, Yersinia spp., Vibrio cholerae,

Salmonella thyphi y E. coli 0157:NM, demostrando su alta sensibilidad y especificidad.

Perspectiva:
Se sugiere realizar mas trabajos al respecto comparando la inmunocaptura con la separacion
inmunomagnética, ademas de evaluar diferentes dispositivos de inmunocaptura para

determinar la sensibilidad y especificidad de ellos.
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