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3 ABREVIACIONES

A/E Adherencia y eliminacion.

BFP Pilus formador de penachos

CA Complejo aguja

CélulaM Célula membranosa

DAEC Escherichia coli de adherencia difusa
DNA Acido desoxirribonucleico.

E.coli Escherichia coli

EAEC Escherichia coli enteroadherente.
EAF Factor de adherencia de Escherichia coli.
EHEC Escherichia coli enterohemorragica.
EIEC Escherichia coli enteroinvasiva.

EPEC Escherichia coli enteropatégena.

Esp Proteinas de secrecién de Escherichia coli.
ETEC Escherichia coli enterotoxigénica.

IgA Inmunoglobulina A.

1IgG Inmunoglobulina G.

IL-8 Interleucina 8.

LA Adherencia local.

LAL Adherencia similar a la local.

LESP Laboratorio Estatal de Salud Publica
LPS Lipopolisacarido.

MDa Megadaltones.

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa.
Pinv Plasmido de invasividad.

RNA Acido ribonucleico.

TIR Receptor translocado de intimina.
UFC Unidad formadora de colonia.

VIP Péptido vasoactivo intestinal
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4 Resumen

De acuerdo al sistema Nacional de Informacion en Salud (SINAIS) en 2008 las
infecciones intestinales son la principal causa de muerte en nifios de edad
preescolar en nuestro pais, siendo Escherichia coli el principal agente bacteriano
causante de infecciones diarreicas, aunque a E. coli se le considera como biota
normal, existen cepas de E. coli que pueden provocar diarrea por mecanismos
distintos, estas son enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica (EHEC),
enteroinvasiva (EIEC), enteropatégena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y de
adherencia difusa (DAEC. Sin embargo, la identificacidon de los biotipos de E. coli
es sumamente dificil pues por métodos bioquimicos convencionales resultan
indiferenciables de las cepas de flora normal, las pruebas serolégicas resultan
inviables por la cantidad de antisueros necesarios y la produccion de reacciones
cruzadas. Las pruebas de PCR( Reaccién en cadena de la polimerasa) son las
que han mostrado mayor precision y sensibilidad para la identificacion de biotipos
pues se basa en la busqueda de genes que confieran la capacidad de sintetizar
factores de virulencia a las bacterias. Por ultimo la resistencia a los tratamientos
antimicrobianos en épocas recientes es un foco de alarma en el tratamiento de
infecciones bacterianas no solo de las de tipo gastrointestinal sino en general de
todas las infecciones, es por tanto, que es de suma importancia conocer el agente
etiolégico de la infeccion gastrointestinal para elegir el esquema de tratamiento
mas adecuado, pues los agentes etioldgicos que con mayor frecuencia causan
gastroenteritidis son los virus, ante los cuales la diarrea tiende a ser autolimitada y

no es necesario el empleo de antimicrobianos.
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5 INTRODUCCION

5.1 LA DIARREA

De acuerdo a la NORMA Oficial Mexicana NOM-031-SSA2-1999, para la atencién
a la salud del nifio, la diarrea aguda definida es la serie de tres o mas
evacuaciones anormalmente blandas o liquidas en 24 horas por menos de dos
semanas o al menos 1 con mucus, pus o sangre. De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud, la diarrea es uno de los cinco principales problemas de salud
publica en el orbe. Es ampliamente reconocida la importancia de determinar su
etiologia y comprender sus mecanismos fisiopatologicos para establecer el
diagndstico y los esquemas de tratamiento mas apropiados sobre todo para evitar
los efectos indeseables de la deshidratacion, la desnutricion y del uso inapropiado

de los antimicrobianos®'.

La OMS estima que cada afio se presentan 1647 millones de casos de diarrea en
nifios menores de 5 anos, con una frecuencia anual de 3.6 episodios de diarrea
por nifo anualmente, esta cifra varia de 0.8 a 10.7, siendo en paises desarrollados
0.5 a 2 y en paises en vias de desarrollo de 5 a 12. Constituyendo de esta manera
a la causa de al menos 5 millones de muertes anualmente siendo la

deshidratacién la responsable de entre el 60 al 70% de las muertes.*’

En México, la diarrea es la segunda causa de morbilidad en la poblacién general y
la principal causa de demanda de consulta externa y hospitalaria en los nifios
menores de cinco afos, quienes representan el grupo mas vulnerable y con
mayor riesgo de evolucion grave. Durante 1990, en las instituciones publicas de
salud se registraron 2, 389, 365 casos de diarrea aguda en nifios menores de
cinco anos, con un total de 14, 011 defunciones para una tasa de mortalidad de
146.3 por 100 mil nifios?>2°:9°,
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La diarrea se clasifica en 2 tipos dependiendo de su duracion:

1.

La diarrea aguda.- Es aquella que tiene menos de dos a tres semanas de
duracion, generalmente es autolimitada y responde a un manejo
conservador.

Diarrea cronica.- Es aquella que tiene una duracidon mayor o bien es

recurrente y se caracteriza por un aumento del bolo fecal *'.

O dependiendo de su fisiologia:

Coleriforme (parecida al colera).- cuando cursa con heces liquidas, en
general abundantes, sin sangre, mucus o pus. No se acompara en general
de fiebre y los agentes causales, que se localizan en el intestino delgado,
no provocan accion patdégena ni reaccion inflamatoria morfolégicamente
ostensible y no se observan leucocitos en las materias fecales.

Invasivo o disenteriforme.- cuando se presenta con materias liquidas o
semiliquidas acompanadas de la emision de sangre, mucus 0O pus y
presencia de leucocitos en la observacion microscopica. Se puede asociar
con fiebre, alteraciones morfolégicas e inflamatorias a nivel del colon y

extension extraentérica de entidad y frecuencia variable enteroinvasora *.

Mecanismos basicos en la produccion de diarrea:

La presencia en la luz intestinal de sustancias osmoticas activas (Diarrea
osmdtica).

La secrecion activa de iones hacia el intestino (Diarrea secretoria).
Inhibicién del proceso normal de absorcién ionica.

Movilidad intestinal alterada.

Exudacién hacia la luz intestinal de moco, sangre y proteinas a partir de

sitios inflamados®.
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La deshidratacion es la complicacion mas frecuente de las enfermedades
diarreicas agudas por lo que hay pérdida de agua y electrolitos °>'®. Los efectos
deletéreos de la diarrea sobre el estado de nutricion del nifio se producen por
reduccion en la ingestion dietética’ absorcion disminuida de nutrientes, aumento en
el catabolismo, pérdida directa de nutrientes por el intestino e ineficiencia
metabdlica debida a deficiencias de micro nutrientes. Tomando en cuenta la
deshidratacion y los signos y sintomas se clasifica al nifio como hidratado,

deshidratado o con choque hipovolémico®'.

A pesar del desarrollo y difusiéon de la rehidratacion oral, la enfermedad diarreica
aguda continua siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad en nifios
menores de 5 afos. Ya que se calcula que en paises en vias de desarrollo, los
nifos presentan entre 3 y 10 episodios de diarreas anuales durante los primeros 5

afios de vida, con una duracién promedio de estos episodios de 4 a 6 dias>".

5.1.1 ETIOLOGIA DE LA DIARREA EN MEXICO.

En base al agente etiolégico diversos estudios demuestran que las causas mas
frecuentes de infeccion gastrointestinal son los virus (Ej. Rotavirus, adenovirus,
Norwalk) y toxiinfeccion alimentaria (Ej. Toxina botulinica, toxina estafilocdcica,
toxinas de E. coli) siendo la combinacion de ambas la responsable de entre el 75 y
90% de las causas (Tabla 1). En los casos que se identifica una bacteria
significativa predomina en casi todos los estudios E. coli tipificable'®’. Durante el
verano de 1996 los resultados en coprocultivos de 419 muestras diarreicas en un
laboratorio de referencia ubicado en el area metropolitana mostraron causa no
bacteriana. En 92 %; en los casos que se considerd significativa la presencia de
una bacteria, predominé Escherichia coli toxigénica con 39 % (Tabla 2). En cuanto
a las parasitosis intestinales, de 23 011 estudios realizados en ese ano so6lo 5 %

resultd positivo, correspondiendo 66 % a personas adultas y 34 % a nifios'®,
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menores de 5 afios (1990-2007)

m 2007 m1990

Tabla I. Patologias asociadas a infecciones intestinales agudas en pacientes

Amibiasis 13713
Fiebre tifoidea Bﬁ
Giardiasis 73916933
Otros organismos y las mal...
Intoxicacién alimentaria ag 7748

Paratifoidea y otras... 423%33

Shigelosis O 6936
Infecciones por protozooarios 26113

Fuente: Sistema Unico de informacién para la vigilancia epidemioldgica/ Direccidén general de epidemiologia/ SSA compendios de anug

]I?LOO4

19835303

Tabla 1 Patologias asociadas a infecciones gastrointestinales agudas en
pacientes menores a 5 afos (1990-2007)

Tabla Il Etiologia de la diarrea bacteriana en México

Cultivos (n=419) Positivos Mecanismo

% %
Escherichia coli (Serotipificable) 13 39 Inv + Toxig
Salmonella enteritidis 8 24 Invasor
Shigella spp. 6 18 Invasor
Aeromona hidrophyla 3 9 Invasor
Vibrio fluvialis 2 6 Toxigenico
Plesiomona shigelloides 1 3 Invasor
Total 33 100

Inv=invasor Toxig=
toxigénico
Segun una base de 5237 coprocultivos, de los que solo 419 mostraron
presencia de una bacteria potencialmente significativa
Fuente: Microorganismos patégenos aislados en junio 1996, en el INDRE,

laboratorio de referencia, México (1996)

Tabla 2. Etiologia de la diarrea bacteriana en México.
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5.2 ESCHERICHIA COLI COMO AGENTE DIARREAGENICO.

Epidemiologia de la diarrea producida por E. coli en México.

Cortez A. y colaboradores reportan en un estudio hecho en el valle de
Chalco del valle de México que consistio en la tipificacion de 1118 muestras una
incidencia de 62% ETEC (739/1188), 44.6% correspondiente a LT, 11.2 a ST y
44 1 para ST y LT juntas. El 0.84% a EIEC (10/1188), 0.84 (10/1188) a EPEC,
0.08% (1/1188) a EHEC no O157:H7. Sepulveda y colaboradores reportan 28%
EPEC, 13 % ETEC en un estudio hecho al sur de la Cd. De México '®. En 1990,
Guerrat y colaboradores encuentran que ETEC es causa principal de la diarrea del

turista en todo el mundo '%°.

5.2.1 GENERALIDADES DE E. coLl.

Se considera que el colon de los animales de sangre caliente es el habitad
“‘normal” de E. coli donde establece una relacién simbidtica con su hospedero, su
localizacion en el suelo o el agua se asociaba a contaminacion fecal pues se
consideraba que no podia reproducirse en el medio exterior'™. Actualmente se
sabe que las cepas patdégenas pueden habitar y reproducirse no solo en el
intestino grueso, sino también en la sangre o el tracto urinario, ademas se han
encontrado cepas de E. coli en otras fuentes como agua de desague y adicional a
esto se describe que la variedad genética encontrada en estos nichos es mayor e

incluso diferente a las cepas de los posibles hospederos®.

En el colon humano encontramos una densidad aproximada de 1 a 10 millones de
células por gramo de colon (se divide 1 vez por dia aprox.), lo que hace de E. coli
un componente menor de la flora bacteriana de esta parte del intestino, donde hay
una densidad de 1X10"° células por gramo de colon. Esta bacteria es una de las
primeras en colonizar el intestino del recién nacido por cepas provenientes del
canal de parto, las heces de su madre o por la ingesta de alimentos

contaminados'®. Se considera que en el intestino hay siempre una cepa
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dominante, aunque esta dominancia no es absoluta, ya que la dinamica natural de
procesos aleatorios como la ingesta de ciertos alimentos o antibiéticos modifican

constantemente esta condicion®’.

5.2.2 FISIOLOGIA Y ESTRUCTURA BACTERIANA.

Escherichia coli Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, tribu Escherichia; el
cual comprende cinco especies: Escherichia blattae, Escherichia coli, Escherichia
fergusonnii  Escherichia hermannii y Escherichia vulneris. De las especies
anteriores solo Escherichia coli es considerada como bacteria de importancia
clinica. Fué descrita por primera vez por el Bacteridlogo Aleman Theodor
Escherich en el afio de 1885, inicialmente le llamo Bacterium coli. Posteriormente

se le denomino Escherichia coli en honor a dicho cientifico™.

E. coli es un bacilo gram negativo de tamano intermedio (de 1X3-6um),
generalmente movil con flagelos peritricos y no forma esporas. Fermentan la
glucosa, reducen los nitratos a nitritos, son catalasa positivos y oxidasa negativos,

siendo la ausencia de actividad citocromo oxidasa una caracteristica importante ™.

La clasificacion bacteriana se realiza en base al lipopolisacarido O y el antigeno
flagelar H; el LPS O es muy variable aun entre bacterias de la misma especie por
lo que es un buen criterio de clasificacion serologica. Kauffman desarrolld este
esquema de Serotipificacién que continuamente varia y que actualmente tiene 176
antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K). El antigeno “O”
es el responsable del serogrupo; la determinacion del antigeno somatico y flagelar
(O:H) indica el serotipo, el cual en ocasiones se asocia con un cuadro clinico en

particular.2°
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5.2.3 EL GENOMA BACTERIANO.

El genoma cromosomal de Escherichia coli contiene 4, 639,221 pares de bases de
DNA circular de doble cadena. El 87.8% de este genoma codifica para proteinas,
el 0.8% codifica para RNAs estables y 0.7% consiste en DNA repetido que no
tiene funcion conocida®. Entre estos genes se destacan las llamadas "islas de
patogenicidad" (regiones donde se encuentran los genes que confieren
capacidades patdgenas a una bacteria) 8.

El genoma de E. coli es dinamico y sus elementos extracromosomales (plasmidos)
son aun mas. Esta bacteria puede sobrevivir sin ningun plasmido o tener un buen
porcentaje de su genoma total en ellos'”*%. El nimero y tipo de plasmidos dentro
de una célula esta regulado por dos fuerzas: el numero de réplicas de un mismo
plasmido dentro una bacteria - fendbmeno controlado en parte por el mismo
plasmido- y la entrada de nuevos plasmidos por conjugacion o trasformacion’®"2,
La informacién contenida en estos elementos extracromosomales es variable, ya
que en ellos se puede encontrar informacion para asimilar azucares raros, para
producir substancias alelopaticas que matan a posibles competidores de la misma
especie- resistencias a antibiéticos y a metales pesados, inmunidad contra fagos,
genes que codifican para intercambio genético y fimbrias relacionadas con la

patogenicidad y toxinas, entre otros .

La gran plasticidad gendémica de E. coli le confiere una plasticidad ecoldgica
notable, ya que gracias a ella pueden adaptarse rapidamente a vivir en diferentes
ambitos y pueden de esta forma pasar de ser organismos de vida libre a ser
comensales mutualistas del colon en los animales de sangre caliente, hasta ser un

patégeno mortal en humanos y animales’.
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5.3 INMUNIDAD INTESTINAL DEL HOSPEDERO CONTRA BACTERIAS

PATOGENAS:

5.3.1 MECANISMOS INTESTINALES DE PROTECCION NO ESPECIFICA:

Produccién de mucopolisacaridos: Una gran cantidad de células distribuidas a
lo largo del intestino sintetizan una glucoproteina denominada mucina cuya
estructura es muy similar a los ligandos que presentan las células epiteliales para
las bacterias enteropatdogenas. Esta mucina tiene como funcion principal la de
impedir la adherencia de las bacterias, este mecanismo se refuerza por los

movimientos peristalticos.

Flora bacteriana: La presencia constante de bacterias predominantes
anaerobicas en el colon, interfiere con los sitios disponibles para otras bacterias o
parasitos. Asi mismo, los lipopolisacaridos bacterianos estimulan la proliferacion y
localizacion de células linfoides de intestino. La administracién de antibidticos
puede alterar a los componentes de la flora y por lo tanto interferir con este

mecanismo de proteccion.

Factores solubles: Son moléculas liberadas a la luz intestinal como lactoferrina,

lisozima, peroxidasa los cuales tienen actividad antimicrobiana.

Reforzamiento de la proteccion intestinal por anticuerpos biliares: Se ha
demostrado que la llegada de los alimentos al duodeno, provocan la liberacién de
la hormona colecistocinina la que por la circulacién general llega a la vesicula
biliar, provoca se contraccion y la liberacion de anticuerpos de clase IgA
sintetizados en la mucosa de la vesicula biliar los que a su vez son descargados

hacia el duodeno.
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Competencia con receptores: Los oligosacaridos presentes en la superficie de
las células epiteliales favorecen la adherencia de bacterias y parasitos. Los
anticuerpos de clase IgA presentan en su estructura oligosacaridos similares a los
de las células epiteliales, gracias a esto pueden interferir por este mecanismo con
la adherencia de enteropatogenos. De manera similar actuarian los lactobacilos

ingeridos en la dieta.

Componentes celulares asociados al intestino: En el lumen intestinal
encontramos macréfagos que potencialmente podrian fagocitar particulas extrafas
e inducir una respuesta inmunitaria. También se ha reportado la presencia de
linfocitos citotoxicos, los cuales pueden ser muy activos cuando se incuban con

linfocinas como la interleucina-2 o con polipéptidos intestinales como el VIP.

Células cebadas: Existe una gran cantidad de estas células distribuidas en el
intestino delgado y grueso, las cuales liberan mediadores como histamina y

eliminan parasitos intestinales.

Eosinofilos: Son elementos celulares muy importantes que responden a factores
quimiotacticos producidos por las células cebadas y que de esta manera

coadyuvan en la eliminacién de parasitos.*

5.3.2 MECANISMOS INTESTINALES DE PROTECCION ESPECIFICA  (INMUNIDAD

INTESTINAL):

El proceso digestivo normal da como resultado la degradacion de los alimentos
hasta oligopéptidos y oligosacaridos en la luz intestinal que pudieran actuar como
material antigénico. La presencia constante de este material provoca la induccion
de una respuesta inmunitaria local de anticuerpos IgA que retardan su entrada y
esto permite un mayor contacto con las enzimas pancreaticas e intestinales y

lograr una digestion mas completa y disminuir su capacidad inmunogénica. Las
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células epiteliales de las mucosas impiden que el material antigénico interaccione
directamente con las células del tejido linfoide asociado al intestino. Destacan
dentro de la poblacion de células epiteliales, las células denominadas M que
recubren las placas de Peyer, que son las encargadas de transportar antigenos y
completar su degradacidon intracelularmente.  Estas células tienen en su
membrana, antigenos de histocompatibilidad de la clase Il de manera similar a los
macrofagos presente en la luz intestinal. También es importante considerar a los
linfocitos que se encuentran entre las células epiteliales que se denominan

teliolinfocitos, los que pueden responder a los antigenos en forma especifica.*?

Es necesario considerar que la respuesta inmunitaria para la sintesis y produccion
de anticuerpos de clase IgA e IgG requiere de varios dias, como se muestra en la
(Figura 1), por lo que la llegada de toxinas a la luz intestinal ejercerian su accion
inmediatamente y so6lo se podria impedir su actividad por medio de anticuerpos,
con base a lo anterior es necesario promover las medidas que impiden la llegada

de toxinas, iniciar rapidamente la hidratacién oral o realizar inmunoprofilaxis.*?

IgA

: Endotoxing —— INFLAMACION
Newrotoxing — ESTASIS /és IgMm

Enterotoxing ——PERDIDA DE Ig6 Luz intestinal
ELECTROLITOS Y

Ldmina Propia

" Y
{} IgA IQG {} IgMm
@

€S Componente
Secretorio

Figura 1. Produccion de anticuerpos por parte del sistema inmune intestinal.
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En sintesis las funciones de los anticuerpos IgA presentes en secreciones serian:
s Exclusion de material antigénico presente en el intestino
s Interferencia con la adherencia de bacterias, parasitos y virus

¢ Actividad neutralizante de toxinas

5.3.3 INMUNIDAD CELULAR LOCAL.

Los linfocitos T se encuentran distribuidos en el epitelio y lamina propia del
intestino delgado y del grueso. Una caracteristica de las células epiteliales es su
recambio y desprendimiento de la superficie, por lo que los linfocitos son
sustituidos constantemente provenientes de las placas de Peyer y ganglios
linfoides mesentéricos. Una funcién muy importante de los linfocitos T es su papel
en la eliminacion de parasitos intracelulares, sin embargo su activacion vy
estimulacion constante por el material antigénico derivado de los alimentos o de
los parasitos en la luz intestinal puede alterar el epitelio y provocar atrofia de las

vellosidades intestinales.*?

5.4 PATOTIPOS DE ESCHERICHIA COLI.

Escherichia coli. Es la especie de bacteria recuperada con mayor frecuencia en los
laboratorios clinicos y ha sido incriminada en enfermedades infecciosas que
afectan casi a cualquier tejido y sistema organico humano. Es uno de los
microorganismos mas frecuentes involucrados en la sepsis por gramnegativos y
en el shock inducido por endotoxinas. Otras infecciones habituales producidas por
E. coli son las de las vias urinarias y la de las heridas, enteritis y gastroenteritis, la
neumonia en los pacientes hospitalizados inmunosuprimidos y la meningitis de los
recién nacidos®®. Escherichia coli coloniza el intestino del hombre pocas horas
después del nacimiento y se considera de flora normal, pero existen descritos seis
grupos diferentes de E. coli con la capacidad de producir diarrea también
denominados patotipos, estos seis patotipos son E. coli enterotoxigénica (ETEC),
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enterohemorragica (EHEC), enteropatogena (EPEC),
enteroagregativa (EAEC) y de adherencia difusa (DAEC) (Tabla 3). La bacteria E.

coli se puede aislar e identificar tradicionalmente tomando en cuenta sus

enteroinvasiva (EIEC),

caracteristicas bioquimicas o serologicas pero también se pueden estudiar sus
mecanismos de patogenicidad mediante ensayos en cultivos celulares o modelos

animales y, mas recientemente, empleando técnicas de biologia molecular que

evidencian la presencia de genes involucrados en dichos mecanismos?’.

Tabla Il CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS DE ESCHERICHIA COLI CAUSANTES DE DIARREA

GRUPO SINTOMAS EPIDEMIOLOGIA SEROTIPOS MAS FACTORES DE
CLINICOS COMUNES PATOGENICIDAD
ETEC Diarrea aguda acuosa Nifios menores de 2 08:H9, O15:H11, Toxina termoestable,
afos y diarrea del 020:H-, 027:H7, toxina termolabil,
viajero. 078:H12, 0148:H28, factor de colonizacién
0159:H20 antigénico.
EHEC Sindrome urémico Nifios y adultos que la 0157:H7, 026:H11, Toxina shiga,
hemolitico, diarrea adquieren por comer 0103:H2, O113:H21, intimina, pO157
con sangre (10% de carne cruda o mal 0119, 0128, 0145
los casos), dolor cocida
abdominal, fiebre,
vomito
EIEC Diarrea con moco y Nifios menores de 028:H, 0O122ac:H, Plasmido de
sangre o diarrea seis meses 0144:H, O152:H invasividad de
acuosa 140MDa
EPEC Diarrea aguda, dolor Nifios menores de 055,086, 0142, Pili con forma rizada,
abdominal, vémito, seis meses hasta dos 0111:H-0127 Plasmido de factor de
fiebre baja afos adherencia de 50 a
70MDa
EAEC Diarrea liquida, verde Recién nacidos y 044:H18 Fimbria AAF1 y II,
con moco, sin sangre,  nifios menores de dos Toxina termo estable
diarrea persistente de afnos de cepas
hasta 20 dias enteroagregativas,
Proteinas Pet, Picy
de membrana
externa, plasmido de
60MDa y Citotoxina
DAEC Diarrea acuosa sin Nifios de 1 a 5 afios 0126:H27 Fimbria F1845 y

sangre

proteina de
membrana externa

Tabla 3. Caracteristicas de los grupos de Escherichia coli causantes de Diarrea.

Adaptado de Guadalupe A. 2002. Principales caracteristicas y diagndstico de los grupos patégenos
de Escherichia coli. salud publica de méxico.44(5). 464:475.

Octavio Silva Garcia.

18




Tipificacion molecular de Escherichia coli enteropatogena, enteroinvasiva y de adherencia difusa en Michoacan, México.

Nos involucraremos en el estudio y caracterizacion de los patotipos de E. coli
enteropatégena, enteroinvasiva y de adherencia difusa, por lo que se procedera a

la descripcidn de estos 3 patotipos.

5.4.1 ESCHERICHIA COLI ENTEROPATOGENA.

Escherichia coli enteropatégena es una de las principales causas de diarrea en
ninos menores de dos aios en paises en vias de desarrollo.'®® A mediados de la
década de 1940 se identificaron en Inglaterra brotes de diarrea asociados a E. coli
en niAos de guarderias. A las bacterias encontradas se las llamé E. coli
enteropatégenas para diferenciarlas de las E. coli de Flora normal, este término
fue utilizado por primera vez por Neter y col en 1955°. Estas cepas produjeron
una diarrea de tipo acuoso que comunmente presentd vomito y con un periodo de
incubacion de 3-24 horas en individuos experimentales que ingirieron un inoculo
de 1X10°a 1X10" UFC #'%,

El sello en la infeccion causada por EPEC es la patologia de adherencia y
eliminacion “A/E” (attaching and effacing por sus siglas en inglés, llamado también
locus “eae”) observada en biopsias intestinales de humanos y animales infectados,

fendmeno que puede ser reproducido in vitro (Figura 2) >°6:61:83.93.98.115.117.112,124

Figura 2. Lesién caracteristica de EPEC A/E observada en el ileum
después de la inoculacién oral en cochinillos.

Observe el accesorio intimo de las bacterias a la membrana del enterocito con la interrupcion del citoesqueleto de la célula.
El aspecto de una bacteria que se sienta en un "pedestal" de la membrana de la célula es
absolutamente caracteristico. Nataro y Kaper 1998
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Se observa un borrado de las microvellocidades del enterocito y una intima union
entre la bacteria y la célula huésped, ademas de cambios en el citoesqueleto que
incluyen polimerizacidn de fibras de actina que se observan justo debajo de la
adhesién de la bacteria formando una “pedestal”’. Esta estructura de pedestal se
puede extender mas de 10um fuera de la célula en formas similares a un

pseuddpodo®®.

Otros cambios en el citoesqueleto son presencia de a-actina, talina, ezrina y haces
de cadenas de miosina *. En la punta del pedestal bajo la membrana plasmatica

se ubican proteinas fosforiladas en residuos de tirosina '%.

Sin embargo las lesiones de A/E no son exclusivas de estas cepas bacterianas ya
que se han observado igualmente en infecciones por Hafnia alvei recuperadas de
nifios con diarrea’ y en cepas de Citrobacter rodentium (Citrobacter freundii
biotipo 4280) aunque en la infeccion por esta cepa no se observa diarrea '®. Esta
observacion sugiere que la diarrea causada por EPEC no depende solo de la
lesion A/E.

Para lograr un mejor estudio de la infeccion por EPEC, esta se ha dividido en 3
fases o etapas. Este esquema fue propuesto por Donnenberg y Kaper en 1992 *" y

son:
¢ Adherencia inicial.
s Inyeccién de Factores y transduccion de sefiales.

e Contacto intimo y formacion de pedestales (Figura 3).
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A B &

Intimina

4 Pedestales

Flagelo

‘ Célula

Figura 3. Esquema propuesto por Donnenber y Kaper en 1992. Infeccién de EPEC.

A) Los PFP permiten que las bacterias interactien entre ellas para formar una microcolonia y el flagelo establece el
contacto inicial de la bacteria con la célula epitelial. B) Una vez adherida a la célula, EPEC inyecta factores de virulencia
(Esp) mediante el SSTT-translocon, entre ellos Tir, que se inserta en la membrana de la célula y expone una region en el

espacio extracelular. C) La intimina (una proteina de membrana externa) se une con firmeza a Tir y se induce el reacomodo
del citoesqueleto, lo cual favorece la formacion de los pedestales de actina y la desaparicion de las microvellosidades
absortivas; ello da lugar a la lesién A/E . Vidal JE. Y col 2007

Adherencia inicial.

La adherencia inicial es un proceso crucial para la patogénesis de EPEC, y se
divide en 2 pasos, el primero es la adherencia entre las mismas bacterias y el
segundo es la adhesion de las bacterias a las células huésped, estos pasos
dependen de 2 factores de virulencia que son los pelos formadores de penachos y

44,121

el flagelo . De esto surge una clasificacién de las cepas de EPEC dependiendo

de la presencia o ausencia del plasmido EAF:

e Tipo | o tipicas.- codifican el plasmido EAF y presentan un fenémeno de

adherencia localizada (LA del inglés Local adherence).Figura 4 — A.

s Tipo Il o atipicas.- No codifican el plasmido EAF y presentan un fenbmeno

de adherencia similar a la localizada (LAL del inglés Local adherence-like)

Figura 4 — B.'#
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Figura 4. Ensayo de adherencia desarrollado por Cravioto y colaboradores.

L S

Células HEp-2 en cultivo in vitro infectadas durante tres horas con cepas diarreagénicas de E. coli, fijadas con
metanol al 70%, tefiidas con el colorante de Giemsa y observadas bajo microscopia de luz convencional. A) Adherencia
localizada (LA) de cepas de EPEC de tipo |, también llamadas cepas de EPEC tipicas (flecha). B) Adherencia parecida a la
localizada (LAL) de cepas de EPEC tipo Il o atipicas; notese que el tamafio de la microcolonia y el nimero de bacterias
adheridas son menores respecto de las cepas con LA (flecha) Cravioto y col. 1979

Inyeccién de Factores y Transduccién de sefales.

La adherencia de EPEC a células epiteliales induce una variedad de vias de
transduccion de senales en la célula eucariota. Los genes responsables de estos
cambios estan localizados en una isla de patogenicidad de 35 Kb (kilo bases)
dentro del cromosoma bacteriano, a esta isla de patogenicidad se le llama locus
de eliminacién del enterocito o LEE (del inglés Locus Enterocyte-

Effacement)*?->>°9,

El LEE esta organizado en 5 operones policistronicos (LEE1-LEES) y forma 3
dominios de virulencia que codifican los siguientes genes:

Los operones LEE1, LEE2 y LEES3 codifican las proteinas de un sistema de
secrecion tipo Il llamado complejo aguja (CA) (Figura 5). En el LEE4 estan los
genes que codifican para las proteinas secretadas por el CA conocidas como
proteinas secretadas por EPEC o Esp (del inglés E. coli secreted proteins).
(Tabla 4). ElI LEE5 codifican la adhesina bacteriana intimina y su receptor llamado
receptor translocado de intimina Tir (del inglés translocated intimin receptor). Por
que se transloca por la misma bacteria a través del CA hacia el interior de la

célula'®?+30
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Tabla IV Funcién de las proteinas secretadas por EPEC.

Proteina Funcion

EspF Redistribuye proteinas importantes de las uniones estrechas
intercelulares (atenuacion de la resistencia transepitelial.

Esp Gy G, Degradan la red de microtubulos por debajo de donde se encuentra
la bacteria adherida a la célula.

EspH Modula la estructura del citoesqueleto de actina y la formacion de
filopodios durante la lesion A/E.

EspZ Se acumula en zonas del crecimiento de los pedestales, pero se
desconoce su funcion patologica.

Map Se asocia con proteinas mitocondriales y propicia la liberacion de
citocromo C e induccién de apoptosis.

Tir Se transporta a través del CA por una chaperona llamada CesT. Su

fragmento hidrofébico se inserta dentro de la membrana plasmatica
y expone hacia el espacio extracelular un fragmento de 107
aminoacidos conocido como TIBA (union a intimina).

Tabla 4. Funcion de las proteinas secretadas por EPEC.

Adaptado de : Vidal J., Canizalez A., Gutiérrez J., Navarro F. 2007. Patogénesis molecular, epidemiologia y diagnostico de
Escherichia coli enteropatégena Salud Publica Mex 2007;49:376-386..

Membrana interna Membrana externa

Célula huésped

Espacio periplasmico

Figura 5. Complejo de Secrecion tipo 3 (Complejo Aguja)

A través del CA pasan 3 proteinas codificadas en el LEE conocidas como proteinas translocadoras. La primera, EspA
(25KDa) se ensambla directamente con la EscF y se polimeriza para permitir al CA extenderse y formar un ducto que
permita el contacto bacteriano con la célula hospedera (37). A través del ducto formado pueden pasar las proteinas EspB
(38KDa) y EspD (40KDa) que se ubican en la membrana de la célula y forma el anclaje del CA por el cual EPEC inyecta
directamente las proteinas efectoras de virulencia. Las proteinas efectoras se clasifican en proteinas codificadas en el LEE (
EspF, EspG, EspH, EspZ, Map y Tir) y no codificadas en el LEE (Cif, EspG,, NleC y NleD). (37-41). Adaptado de : Vidal J.,
Canizalez A., Gutiérrez J., Navarro F. 2007. Patogénesis molecular, epidemiologia y diagnostico de Escherichia coli
enteropatdgena Salud Publica Mex 2007;49:376-386.
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Contacto intimo y formacion de pedestales.

Tras la unién de Tir con intimina, Tir se fosforila en el residuo 474 por una proteina
Src-cinasa %2. La forma fosforilada de Tir adapta la proteina Nck, que atrae,
interacciona y activa a otras proteinas del citoesqueleto. Estas proteinas activadas

polimerizan y reorganizan finalmente al citoesqueleto”.

Los pedestales se forman debajo de donde la bacteria esta adherida y se
componen de actina polimerizada y otras proteinas como actina-a, fimbrina,
miosina, talina y ezrina. La reorganizacion proteica conduce a la pérdida

estructural y funcional de la célual infectada’".
La diarrea por EPEC

Aunque la lesién A/E producida por EPEC reduce de manera importante la funcién
de absorcion del enterocito, se ha establecido que el periodo de incubacion de la
bacteria hasta la aparicion de la diarrea es muy corto (hasta 2.9 horas), Esta
rapidez sugiere que un mecanismo secretor mas activo esta implicado en la
diarrea causada por EPEC y que una variedad de mediadores intracelulares del
transporte intestinal de iones, tales como calcio, PKC de los fosfatos de inositol y
de tirosin-cinasa es afectada por la infeccion de EPEC. Se tienen informes
recientes de que EPEC altera activamente el transporte de iones en células
epiteliales. Ademas estudios recientes sugieren que la proteina EspC induce la
salida masiva de iones al espacio extracelular 8'. En experimentos llevados a cabo
por Navarro-Garcia se demostré6 que la proteina EspC induce dafio al
citoesqueleto de células HEp-2 y que el gen EspC solo ha podido reconocerse en

cepas EPEC tipo | (las mas virulentas) &'
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Epidemiologia.

En México se reporta EPEC endémica hasta en 6% de la poblacion % En un
estudio hecho en Guadalajara en 1987, se aisl6 EPEC en 17% de los casos de
nifos menores de 2 afios con diarrea aguda (por encima de patdégenos como
Shigella sp., Salmonella sp., Giardia lamblia o rotavirus). En 1991 Cravioto y col.
Reportaron 19% de EPEC en casos de diarrea infantil en Morelos. El hospital
infantil de México aislé EPEC tipo | en 7% de 208 casos de diarrea infantil y 12%
de EPEC tipo Il en el mismo grupo de pacientes 49 Estrada-Garcia reportaron
EPEC atipicas en 21% de 62 casos de diarrea infantil del hospital de la ciudad de

México y Villahermosa Tabasco **.

5.4.2 ESCHERICHIA COLI ENTEROINVASIVA (EIEC)

Escherichia coli enteroinvasiva es una causa importante de diarrea endémica en
México, Sudamérica y Europa del este ''®, responsable de 5% de casos de diarrea
en turistas de E.U.A. en México y ha sido implicada en epidemias alimentarias en
paises en desarrollo **'""'23_ Se ha calculado que E. coli enteroinvasiva provoca
630 millones de casos de diarrea en el mundo y aproximadamente 775.000

muertes, afectando fundamentalmente a la poblacion infantil del tercer mundo 14

Histéricamente fue descrita en 1944 cuando fue llamada Paracolon Bacillus,
posteriormente clasificada como E. coli enteroinvasiva 0124 8% Este biotipo de
E. coli esta emparentado bioldgica y genotipicamente con Shigella sp., siendo la
mayoria de cepas de EIEC lactosa negativa, inmoéviles y lisina descarboxilasa
negativa *>'%°. Las pocas caracteristicas bioquimicas que permiten distinguir EIEC
de Shigella sp. Incluyen al mucato y acetato debido a que EIEC puede ser positiva

para una o ambas pruebas, mientras que Shigella no lo es para ninguna 3
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El esquema patogénico de EIEC aun no esta claro, pero se sugiere que su
patogenicidad es virtualmente idéntica a la de Shigella sp. *>*°. Ambos organismos
han mostrado la capacidad de invadir el epitelio del colon (Figura 6), un fenotipo
mediado por locus plasmidicos y cromosémicos ademas de la elaboracion de 1 o

mas enterotoxinas secretoras que pueden desempefar un papel en la patogénesis
de la diarrea *°.

La invasividad de EIEC comprende 5 fases:
1. Penetracion a la célula epitelial.

Lisis de la vacuola endocitica.

Multiplicacion intracelular.

Movimiento intracitoplasmatico.

o & DN

Expansion entre células adyacentes.

En una infeccidon severa esta secuencia induce una fuerte reacciéon inflamatoria
101

que se manifiesta como una ulceracion

Figura 6. Interaccion de EIEC con las células epiteliales.

Como Shigella, las cepas de EIEC invaden las células epiteliales intestinales, lisan la vacuola lisosomal, y se
mueven a través del citoplasma, separandose en ultima instancia a las células epiteliales adyacentes. Esta
fotomicrografia electronica demuestra un organismo de EIEC libre dentro del citoplasma de una célula
infectada. Nataro y Kaper 1998.
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La capacidad de invasividad de EIEC se encuentra en un plasmido de 140 MDa
designado como pinv "0 Remarcado entre los genes plasmidicos esta el gen mxi
y spa, que codifican para un sistema de secrecion tipo Ill semejante al de EPEC
93 Esta maquinaria es necesaria para la secrecion de muiltiples proteinas (IpaA-
IpaD), de las cuales IpaB, IpaC e IpaD son efectores del fenotipo de invasion "o
IpaC ha mostrado ser un promotor de la admision intracelular de Shigella sp.
dentro de la célula eucariota™ donde también IpaB se cree que funciona lisando la

vacuola fagocitica y en la induccion de apoptosis de los macréfagos 2.

La presencia de una proteina de un tamafno de 63KDa derivada de un gen llamado
sen en el plasmido plnv ha mostrado ser la causa de la actividad enterotoxica de
EIEC ya que una mutacion de este gen reduce la actividad enterotoxica de la
cepa. A pesar de que el papel de la enterotoxina no esta probado su presencia
puede explicar la diarrea acuosa observada en la infeccion por EIEC la cual se
caracteriza por un periodo de diarrea acuosa que precede a la aparicion de
deposiciones tipo disenteria que contienen moco y sangre aunque en muchos

pacientes puede no ser evidente®.

5.4.3 ESCHERICHIA COLI DE ADHERENCIA DIFUSA. (DAEC)

El término “E. coli de adherencia difusa” fue utilizado inicialmente para referirse a
cualquier cepa de E. coli capaz de adherirse a células HEp-2 que no formaban

microcolonias como las de EPEC tipo 1.%°

Hasta hace poco se desconocia mucho del rol patégeno de las E. coli que
presentaban adherencia difusa (DA), la cual se aislaba de nifios con diarrea
acuosa ®. DAEC es un grupo heterogéneo de bacterias aisaladas, las cuales
presentan un patron de adherencia difusa a células epiteliales, como lo demuestra
la prueba de adhesion a células HEp-2 (carcinoma epidermoide) o a células HelLa

(cancer cérvico uterino) 2.
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En muchos casos la adherencia de DAEC se debe a la produccion de adhesinas

codificadas por una familia de operones llamados afa/dra/daa ® Tabla 5.

Tabla V. Adhesinas codificadas por genes relacionados afa/daa/dra. En E. coli patégenas en

Patotipo  Subtipo de Operdén
Adhesina

DAEC Afa-El afa-1
Afa-Ell afa-2
Afa-EllI*  afa-3
Afa-EV afa-5
DR* Dra
DRII dra2
F1845 Daa
Nfa-| nfa-1

EXPEC Afa-EVIIl afa-8

humanos.

Receptor celular identificado

DAF

DAF

DAF  CEACAM1,

CEACAMG
DAF

DAF, CEACAM1,

CEA,

CEA,

CEACAMBG, collagen type-4

DAF

DAF  CEACAM1,

CEACAMG6
DAF, CEA

Desconocido

CEA,

Patogen
icidad

D, UTI
D, UTI

D, UTI

D, UTI
UTI

UTI
D, UTI
UTI
UTI

Cepa de Morfologia

referencia

KS52
A22
A30

AL851
IH11128

7732

C1845

827
AL862

A/F

A

A
F

A

Tabla 5. Adhesinas codificadas por genes relacionados AFA/DAA/DRA. En E. coli patégenas en humanos

Datos: DAEC, E. coli de adherencia difusa; EXPEC, E. coli patdgena extraintestinal; D, diarrea, UTI, infecciones de vias

urinarias; A, afimbrial; F, thin fimbrial; DAF,decay-accelerating factor; CEACAM, carcinoembryonic, antigen-related

molecule. Adaptado de (Le Bouguenec et al., 1993; J. Guignot, |. Kansau, A.L. Servin ).
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Estas proteinas de adhesion han sido asociadas a infecciones por cepas de E. coli
tanto intestinales como extraintestinales '*®. Cabe resaltar que el gen afa-E es
altamente heterogéneo y conduce a la produccién de adhesinas antigénicamente
diferentes ®%. También se ha encontrado que las cepas que solo codifican para
este factor de virulencia han sido reportadas como causa de diarrea poco severa
en niAo mayores de 2 afios®®. Los ensayos de sondas y PCR basados en la
secuencia daa y afa detectan también la presencia de los operones de toda la

familia de adhesinas .

Los subtipos genéticos afaE1, afaE2, afaE3, afakE5, dra, dra2, daa y nfa codiican
para adhesinas designadas como afa/dr %1% Estas adhesinas son expresadas
por cepas de E. coli aisladas de humanos y ademas muestran la capacidad de
reconocer el grupo de antigenos designados como Croner blood human decay-
acelerating factor (DAF o CD55) como receptores celulares ®. DAF es una
glicoproteina presente en la superficie celular que regula la cascada del
complemento y esta ampliamente distribuida en células hematopoyéticas, epitelio

intestinal, urinario y células endoteliales.

El responsable de la adhesidén es la porcion SCR3 ( Shortcut concens repeat )del
DAF que se acumula justo debajo de la unidén entre la célula y la bacteria *’.
Ademas de todo DAF es una molécula que actua como traductora de sefiales y su
activacion se acompafa de una induccidn de la extensidon de las microvellocidades
en la superficie del enterocito infectado provocando un contacto estrecho con la
bacteria (Figura 7), esta extension de las microvellocidades esta controlada por
senales que incluyen la activacion de Cdc42, GTP-asa Rho vy la fosforilacién de

ezrina, radixina y moesina °.
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Figura 7. Interaccion de DAEC con células epiteliales.

Se observa la asociacion de la bacteria con la membrana y la formacién de proyecciones citoplasmaticas del enterocito
en forma de dedo que emanan de la superficie celular. Estas proyecciones envuelven a la bacteria

en un fenotipo denominado "inclusién”. Nataro y Kaper 1998.

Dado que se han aislado cepas clones diarreagénicas y uropatdégenas sin
importar el su subtipo de gen codificante para adhesina que producen ya sea
afa/dr estas pueden causar infecciones intestinales y extraintestinales. Las afaE1,
afaE3 y afaE5 son las mas prevalentes. Cabe resaltar que afaE8 nunca ha sido

aislado como enteropatdgeno, pero es el mas prevalente uropatégeno >,

Las proteinas codificadas en los operones afa/dra/daa son estructuras adhesivas
amorfas bacterianas llamadas afimbrias (en el caso de afaE1 y afaE3) y fimbrias
(caso F1845 y dr) que se ensamblan para formar organelos superficiales de
variedad morfoldgica ®”'> *°. Analisis microscopicos de quimeras entre afa-E3 y
daa que codifican tanto para estructuras fimbrias como afimbrias indican que la
morfologia de la estructura adhesiva depende de la secuencia del gen codificante

para adhesina *°.
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A pesar de que se han observado una variedad de factores virulentos en cepas
aisladas DAEC de pacientes con infecciones intestinales, extraintestinales y casos
control, no ha podido relacionarse a estas un sistema secretor asociado a las
cepas afa/dr '°. De cualquier manera, las lesiones celulares observadas en células
intestinales de individuos infectados son independientes de la adhesion, esto

sugiere la presencia de otros factores de patogenicidad o

Esta claramente demostrado que el flagelo es un importante factor de virulencia
involucrado en la respuesta proinflamatoria como lo es la induccion de IL-8, que
procede a la infeccion por EPEC, EAEC, EHEC y DAEC '". Recientemente se ha
reportado que las cepas DAEC moviles Dr y F1845 son mas capaces de inducir

produccion de IL-8 que las cepas inmdviles °.

Otros factores de virulencia.

Se ha determinado que el riesgo relativo de padecer una diarrea por infeccion con
DAEC aumenta con la edad del nifio desde los 18 meses hasta los 5 afios 369192,
La portacion intestinal de cepas afa/dr DAEC también se ha reportado en nifos
mayores y adultos aunque la consecuencia de esta persistencia se desconoce, se
ha sugerido que esta involucrada con el desarrollo de enfermedades crénico

inflamatorias del intestino '%2.

El reconocimiento de células epiteliales infectadas como resultado de la unién con
dra o F1845 estda asociado a reacomodos del citoesqueleto que implican a
proteinas como F-actina, vilina, a-actina, ezrina y tropomiosina °. En los cultivos
celulares infectados con DAEC, se observa una lesion en las microvellocidades
que es consecuencia de el desensamblaje de 2 proteinas importantes del
citoesqueleto (F-actina y vilina), como resultado de la activacién de senales

dependientes de Ca++ °'.
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La infeccidon por DAEC también conlleva a un aumento de la permeabilidad
paracelular y un dramatico rearreglo en la distribucion de las proteinas asociadas
a las uniones estrechas intercelulares ZO-1 y ocluidina, sin afectar la resistencia

eléctrica transepitelial *’

. Ademas la infeccién por DAEC produce una fuerte
respuesta inflamatoria, pues incrementa la expresion del MHC-I, una molécula
central en la respuesta inmune inmediata y eleva los niveles de produccion de IL-8

que resulta de la activacion de protein-cinasas mitdgenas ERK1/2, P38 y Jun-C ",

La IL-8 induce una transmigracion de leucocitos polimorfonucleares a través de la
barrera transepitelial que promueve la produccion de TNFa e IL-13, que actuan
como promotores de la expresién de DAF '". Estos LPMNs tienen un marcado
aumento de la apoptosis debido a la aglutinacion causada por las adhesinas
Afa/Dr . El reparto de componentes deletéreos que incluyen citocinas
proinflamatorias, especies reactivas de oxigeno y enzimas proteoliticas por los
LPMNs apoptoéticos puede ser un factor que incrementa la respuesta inflamatoria

en la infeccion por DAEC'?, y en consecuencia agrava el cuadro diarreico.

5.5 CARACTERIZACION DE BACTERIAS.

Coprocultivo.

Es el estudio de la materia fecal para el aislamiento e identificacion de bacterias
productoras de diarrea, para tal fin se hacen crecer a las bacterias en medios de
cultivo diferenciables como el agar MacConkey, TCBS, EMB, verde brillante, etc.
Su objetivo es la diferenciacion de cepas bacterianas con base en las
caracteristicas morfolégicas de las colonias que crecen en un medio

determinado®.
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Pruebas bioquimicas.

El estudio se basa en la determinacion de la presencia o ausencia de diferentes
enzimas codificadas por el material genético del cromosoma bacteriano. La
presencia de estas enzimas (catalasa, oxidasa, coagulasas, descarboxilasas,
desaminasas, ureasas, peroxidasas, etc.) puede ser evidenciada en medios de
cultivo especiales que contienen los sustratos especificos de la enzima que se
pretende buscar junto con un sistema indicador que pone de manifiesto la

degradacién del sustrato o la presencia de un metabolito especifico®.

Tincion.

La falta de contraste de las células bacterianas dificulta su observacion al
microscopio, las técnicas de tincién permiten su observacion y pueden emplearse
para distinguir entre tipos diferentes de bacterias o para revelar la presencia de
determinados constituyentes celulares tales como flagelos, esporas, capsulas,
paredes celulares, centros de actividad respiratoria, etc. La mayoria de los
colorantes utilizados son compuestos organicos que tienen una afinidad especifica
por los materiales celulares. Ejemplos de colorantes utilizados en microbiologia
son: azul de metileno, cristal violeta, safranina, rojo congo, eosina, fucsina acida,

etc®.

Técnicas seroldgicas.

Las pruebas de deteccion inmunoldgicas tienen como fundamento la deteccién de
un antigeno especifico mediante la union de este con su anticuerpo especifico el
cual puede tener una molécula accesoria que se utiliza para evidenciar la unién
con el antigeno mediante técnicas enzimaticas, colorimétricas, inmunofluorecentes

o aglutinantes®°.
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En el estudio de los serotipos de E. coli actualmente se reconcocen 176 antigenos
somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K). El antigeno somatico O
define el serogrupo y la determinacién del antigeno somatico y flagelar (O:H)

define el serotipo.

La Serotipificacion de E. coli requiere de un gran numero de antisueros y como
son pocos laboratorios quienes la realizan se prefere identificar las cepas en base
a sus caracteristicas fenotipicas que evidencien sus factores de virulencia.
Aunado a esto la baja sensibilidad y la variabilidad en la presencia de uno u otro
antigeno complican la identificacién de una cepa, dado que si se tiene una cepas
de un serotipo especifico y que ademas posea un antigeno K, el anticuerpo no
podra unirse al antigeno dando como resultado un falso negativo, ademas se
pueden tener reacciones cruzadas con otros serotipos e incluso con otras
especies de bacterias que compartan caracteristicas antigénicas. Entre estas
técnicas podemos  mencionar: aglutinacion  directa con  antisuero,

Inmunodeteccion, Elisa, citometria de flujo, etc.®®

Andlisis Fenotipicos.
EPEC
¢ Adherencia localizada en células Hep-2 y HelLa (Fig. 4).

¢ Prueba de FAS (Tincion fluorescente de actina).

EIEC
e Prueba de Sereny en cobayo (invasion de la conjuntiva).
¢ Invasividad de células Hel a.

s Captacion de rojo congo.

DAEC

¢ Adherencia difusa en células Hep-2 y HeLa.*°
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Técnicas moleculares.

Colony blot y Stool blot.

Estas técnicas consisten en la siembra de cepas bacterianas en cajas pétri con
medio de cultivo adecuado, se inoculan de 30 a 50 colonias por placa y se incuban
6 a 8 horas, posteriormente las colonias son transferidas a una membrana de
nitrocelulosa y son lisadas, se desnaturaliza el ADN y se hibrida con una sonda
especifica marcada radiactivamente para que de esta manera al exponerla a una
pelicula de rayos X se pueda observar si ocurrié la hibridacién o no. Existe una
variante del método en la cual se utilizan anticuerpos para la evidenciacién de

antigenos, pero representa los mismo problemas que las técnicas inmunologicas.

El stool blot tiene como diferencia el hecho de que en esta técnica se puede
utilizar la materia fecal directamente sobre la membrana de nitrocelulosa, las
ventajas que tiene es que las cepas no necesitan ser aisladas y puede
incrementar la sensibilidad del método si la cepa patégena representa una minoria

de la flora bacteriana.®

Las desventajas de estos métodos es que requieren grandes cantidades de
organismos patdgenos (10° a 10° por g de materia fecal) para brindar resultados
definitivos y la sensibilidad y especificidad son bajas si se compara con otras

técnicas como el PCR®.

La PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa).

La PCR es una técnica cuya idea basica es la sintesis de un gran numero de
copias de un fragmento de ADN, esto se logra invitro simulando las condiciones
intracelulares durante la replicacion natural del ADN. Se utiliza para tal fin una
enzima ADN polimerasa capaz capaz de trabajar a temperaturas muy elevadas,
esta enzima proviene de la bacteria Thermus aquaticus que vive a altas
temperaturas (79 a 85°C) de ahi su nombre comercial mas conocido: Taq

polimerasa.
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Para llevar a cabo una PCR se deben mezclar los componentes necesarios para
ello: la polimerasa, el ADN que se pretende analizar, los oligonucledtidos
(“primers” o “iniciadores”) necesarios para comenzar la transcripcién, dinucleétidos
(dNTPs), MgCl,, KCI y pueden requerirse otros reactivos dependiendo de la
polimerasa y de la técnica. Una vez que se tienen los componentes anteriores en
las concentraciones adecuadas, el siguiente paso consiste en calentar la mezcla
de reaccion a 95°C para desnaturalizar el ADN, durante este paso las cadenas
dobles de ADN se abren quedando en forma de cadenas sencillas, posteriormente
se reduce la temperatura a un intervalo entre 40 y 60°C llamada temperatura de
alineamiento en la que los oligonucledtidos se unen de manera especifica a la
region complementaria en el ADN en caso de que se encuentre dicha region

formando asi un pequefio fragmento de doble cadena.

La ADN polimerasa se une a este pequefio pedazo de ADN y comienza a copiar
en sentido 5’-3’, por ultimo se ajusta la temperatura a 72°C que es la temperatura
oOptima de actividad de la enzima con el fin de sintetizar la secuencia
complementaria a la cadena molde y se repite este ciclo de 3 temperaturas entre

20y 35 veces.

Durante el primer ciclo se sintetizan los primeros fragmentos a partir del AND
molde, aunque aun no tendran el tamafo esperado debido a que la polimerasa
sintetizara hasta donde le sea posible, sin embargo estas “cadenas largas” se
sintetizaran en poca cantidad (2 por cada ciclo). Durante el segundo ciclo ademas
de unirse al ADN de inicio, también se une a los fragmentos recién sintetizados y
se sintetizan 2 fragmentos largos copiados directamente del ADN original y 2
fragmentos del tamafos esperado (el tamafio entre los oligos que hemos
empleado), a partir de aqui con cada ciclo de incrementa de manera exponencial

el numero de fragmentos sintetizados del tamano esperado.
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Para amplificar un fragmento de ADN se requiere que 1 de los oligonucledtidos
tenga la misma secuencia que una de las cadenas de ADN a investigar y que se
encuentre flanqueando la zona del ADN que se pretende amplificar, el segundo
oligonucledtido debera encontrarse flanqueando el final del fragmento (por lo cual
se les llama “forward” y “reverse”) para que uno sea complementario a la cadena

que forma el otro.

Entonces con 1 sola molécula de ADN en el ciclo 1 se producen 2'=2 fragmento
nuevos, en el ciclo 2 se formaran 22=4 fragmentos nuevos y después de 35 ciclos
se formaran 2'+22...+2%+2%°=2% nuevos fragmentos de los cuales 70 seran

fragmentos largos.

Condiciones para la amplificacion.

Concentracion de Reactivos.

Se requiere utilizar concentraciones de reactivo ya establecidas para los
oligonucledtidos que se estén utilizando, si es un oligonucleétidos disefiado de
manera original se desarrolla la técnica en condiciones estandar (Tabla 6) y a

partir de los resultados obtenidos se pueden realizar ajustes.

Condiciones estandar de una PCR a volumen de 50uL

Reactivo | Concentracion inicial Concentracion final Cantidad necesaria por tubo
dNTPs Mix 10 mM c/u 200uM c/u 1ulL
MgCl, 25mM 1.5mM (se puede probar de 1 a 4 mM) 3L
Oligo &’ 10uL 1uM (se puede probar de 0.1 a 1uM) 5uL
Oligo 3’ 10uL 1uM (se puede probar de 0.1 a 1uM) 5uL
Enzima 5U/uL 1U 0.2uL
Buffer 10X 1X 5uL
Agua PCR -- -- 29.8pL
0.1 mg gendmico maximo 500 ng, de
ADN 0.1mg bacterias 1 a 10 ng 11uL

Tabla 6. Condiciones estandar de una Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Adaptado de Asuar L. Guia practica de PCR. Las Herramientas moleculares 2005.
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Temperaturas.

Se recomienda buscar en articulos relacionados al organismo, gen o tipos de ADN
y trabajar con las temperaturas que se reportan, en caso de no disponer de datos
se utilizan las temperaturas y ciclos descritos a continuacion.

1. Desnaturalizacion inicial 95°C de 5 a 10 minutos.

2. 30 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, alineamiento a
50°C por 30 segundos y extensién a 72°C tiempo variable (1 minuto por
cada 1000pb aproximadamente).

3. Extension final a 72°C por 10 minutos para amplificar los fragmento que
hayan quedado inconclusos.

4. Conservacion de la muestra a 4°C.

Dependiendo de los resultados es probable que la temperatura de alineamiento
requiera ser ajustada, si esta demasiado baja se obtendra un producto menos
especifico y si es demasiado elevada no se amplificara nada debido que los oligos
no podran establecer las uniones con el ADN molde y no podra comenzar la
replicacion. Para tener una aproximacion de la temperatura ideal para la reaccion
se calcula la Tm (temperatura melting) que se refiere a la temperatura a la cual los
oligonucledtidos se hibridan, este proceso depende de la cantidad de dobles vy
triples enlaces de hidrégeno que se establezcan entre el ADN molde y los

oligonucledtidos. Una manera de calcularla es:

Visualizacion de la PCR.

Para poder analizar los fragmentos de ADN obtenidos en la PCR se emplea de
manera rutinaria el analisis electroforético en geles de agarosa o acrilamida, la
diferencia entre ambos es que la acrilamida tiende a formar geles mas compactos
con poros mas pequefios y uniformas que la agarosa, la desventaja es que el
revelado de este tipos de gel requiere radioactividad o tincién con plata que resulta

muy laboriosa, por estas razones se prefiere el uso de los geles de agarosa.
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El principios de la electroforesis separar los fragmentos de ADN en base a su
tamano forzando al ADN a pasar a través de los poros del gel utilizando una
corriente eléctrica y jalandolos hacia el polo positivos ya que la carga de la
molécula de ADN es negativa debido a la presencia de grupos fosfato. Los
fragmentos mas cortos migraran de manera mas rapida que los largos pues estos
quedan atrapados entre los poros del gel y si existen muchos fragmentos de
tamano similar migraran de manera similar y se agruparan formando lo que se
conoce como “banda” al revelar el gel®.

PCR en tiempo real.

Esta técnica es esencialmente una PCR convencional en la que los equipos de
amplificacion (termocicladores) llevan incorporados un sistema de deteccion de
fluorescencia basandose la tecnologia en la utilizacion de unas moléculas
llamadas fluoroforos y quenchers. Ambas moléculas permiten monitorear en
tiempo real lo que ocurre en la reaccion de PCR durante cada ciclo de
amplificacion y sustituye los pasos de amplificacion, electroforesis y analisis de

imagen de una PCR convencional.

Un parametro fundamental en la PCR en tiempo real es que permite la
cuantificacion de la reaccién, este parametro se denomina ciclo umbral (Threshold
Cycle o Ct) que se define como el ciclo a partir del cual la fluorescencia es
significativa por encima del ruido de fondo (Figura 8) y sus propiedades son: separa
el ruido de fondo, determina el ciclo inicial de la reaccién y es inversamente

proporcional al niumero de copias del template (DNA templado).
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Figura 8. Ejemplo de una amplificacién y la localizacion de los valores de ct®

Mecanismo de accion de los fluoréforos.

No especificos. Detectan todos los DNA de cadena doble producidos
durante la reaccion de amplificacion. Es el método estandar y consiste en
afadir un agente intercalante a la doble cadena de ADN o un fluoréforo que
emite fluorescencia cuando se une a esta. El mas utilizado es el SYBR
Green | que se excita a 497nm y emite 520nm.

Para deducir si las curvas de amplificacién positivas corresponden a
productos especificos, se suele realizar una curva de desnaturalizacion
(“melting curve”) al final de la reaccion. Este proceso consiste en calentar la
muestra lentamente de 50 a 95°C monitorizando la fluorescencia, la
temperatura a la cual el DNA se desnaturaliza se observa como una
drastica caida de la fluorescencia debido a la disociacion del SYBR Green |
(que se une solo a la cadena doble de ADN). Los productos de PCR de
diferente longitud y diferentes secuencias se desnaturalizan a temperaturas

diferentes, observandose picos cuando se representa la derivada de la

fluorescencia con respecto a la temperatura (-—). (Figura 9).
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Figura 9. Ejemplo de una Curva Melting. 2

e Especificos. Estos sistemas de deteccion son capaces de distinguir entre
la secuencia de interés y los dimeros de primers o las amplificaciones
inespecificas. Todos ellos se basan en la utilizacion de quenchers y sondas
marcadas con un amplio rango de fluoréforos con diferentes espectros de
excitacion y emision. Un fluoréforo es una molécula que absorbe energia y
pasa a un estado excitado; posteriormente, al volver al estado inicial emite

el exceso de energia en forma de fluorescencia.

Los quenchers son moléculas que aceptan la energia de un fluoréforo y la
disipan en forma de calor o fluorescencia, es decir que mientras se
encuentre el fluoréforo unido o cercano al quencher, no se observa la
fluorescencia, y es hasta que la actividad 5’ exonucleasa de la enzima
polimerasa rompe la sonda, y el fluoroforo queda libre de la accion

supresora del quencher y emite la fluoresencia.?
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5.6 TRATAMIENTO DE LA DIARREA.

Manejo de las diarreas.
Los antibioticos solo estan indicados en: Diarrea con sangre, sospecha de codlera,

infeccion por Giardia lamblia o Entamoeba histolytica comprobada por laboratorio
y clinica, si existe una infeccién extraintestinal concomitante, infeccién con
Salmonella no typhi en pacientes menores de 3 meses, enfermedad o uso de
inmunosupresores, enfermedad gastrointestinal crénica, colitis severa o
cardiopatia congénita, Infeccién por E. coli enteropatdégena, para prevenir colitis
enteronecrosante o diarrea persistente como es el caso de EAEC, en desnutricion
grave e inmunosupresion. Por lo tanto se debe realizar el manejo de las diarreas

como lo indica el siguiente diagrama de flujo. (Figura 10).

| ENFERMEDAD DIARREICA I

EVALUACION DEL
ESTADO DE
DESHIDRATACION

CHOQUE

HIPOWOLEWICO POR

? Ecou DESHIDRATACD[-D DESHIDRATACION

PLAN A PFLAN B PLAN C

CAPACITACION

CAPACITACION IDENTIFICACION DE A LA MADRE

FACTORES DE MAL CON
# LA MADRE T EVALUACION Y

OBSERVACION
DEL PACIENTE

SEGUIR EL
ALGORTMO DE

MANEJO DE NIFiQ
CON SANGRE EN
HECES DIARREICAS

SIN ANTIBIOTICOS NI IDENTIFICACION DE
ANTIPARASITARIOS SANGRE EN HECES

CONSULTA SUBSECUENTE.
SEGUN LA IDENTIFICACION DE FACTORES DE MAL PRONOSTICO

Figura 10. Esquema propuesto para el manejo de la diarrea.
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En caso de presentarse diarrea con sangre se debe sospechar de Shigella,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli EHEC, o Entamoeba histolytica y se le debe
dar el manejo siguiente: (Figura 11)

Manejo del nific con sangre en heces diarreicas

| Mific con sangre en heces dirreicas I

'

iDesnutricion
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Eieﬁera aun Hﬂspitsﬂ

iMenor de 1 afio?

nicie manejo para Campylobacter
fefurn, ademas de THO

lnu
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[

iMejore en 48
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Complete tratamiento
por & dias

lnn
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menor de 1 afie —hEieﬁera aun Huspitaﬂ

-episcdic de Complete tratamiento
sarampidn en las E&r b dias J
ultimas & semanas?

S

l ne
Cambiar al antimicrebiano de

. . —
segunda eleccion para Shigella

Figura 11. Manejo de la diarrea tipo Disenteriforme.
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Se ha encontrado evidencia que muestra que los antibidticos de manera general
son inefectivos en la mayoria de los episodios agudos de diarrea en nifios
pequefios. Como recordatorio, la efectividad de los antibi6ticos varia de acuerdo al
agente especifico y en algunos casos solo es efectivo si se inician en etapas
tempranas de la enfermedad. Para algunas bacterias como Shigella o E. coli, la
susceptibilidad a los antibioticos varia ampliamente, haciendo dificil el indicar un
antibidtico especifico. Por estas razones, la indicacion de antibidticos de manera
rutinaria a los pacientes con diarrea es usualmente inefectiva '®.Por lo tanto solo

debe manejarse la terapia con antibioticos en caso de ser necesario.

Los antibidticos no deben emplearse de manera rutinaria debido a las siguientes
consideraciones™°.

¢ La mayoria de las diarreas son de etiologia viral (90%).

¢ En la mayoria de los casos se trata de un proceso autolimitado.

¢ Interfiere con la sintesis de vitamina K.

¢ Pueden producir reacciones alérgicas.

¢ Pueden incrementar el riesgo de padecer sindrome urémico hemolitico.

¢ Aumenta la resistencia bacteriana.

s Destruye la flora intestinal.

¢ Prolonga la enfermedad (diarrea secundaria a antibiéticos, sobre todo los

empleados por via inyectable pues estos no pueden llegar a la luz intestinal,

por lo que lo mas indicado es administrarlos por via oral).

Los antibidticos solo estan indicados en:
¢ Diarrea con sangre.
s Sospecha de colera.
s Infeccion por Giardia lamblia o Entamoeba histolytica comprobada por
laboratorio y clinica.

¢ Si existe una infeccidon extraintestinal concomitante.
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s Infeccion con Salmonella no typhi en pacientes menores de 3 meses,

enfermedad o uso de inmunosupresores, enfermedad gastrointestinal

cronica, colitis severa o cardiopatia congénita.

s Infeccion por E. coli enteropatdgena, para prevenir colitis enteronecrosante

o diarrea persistente.

¢ Desnutricidon grave.

s Con inmunosupresion.

5.6.1 TRATAMIENTO DE LA DIARREA CON ANTIBIOTICO.

Los antibidticos son moléculas con actividad antimicrobiana, que incluyen una

gran cantidad de compuestos pertenecientes a diferentes familias quimicas

mostradas en la Tabla 7.

Tabla VII Clasificacidn de los antibioticos.

Estructura Quimica

Betalactamicos Macrdlidos Quinolonas
Aminoglucdsidos Ketdlidos Lincosamidas
Glicopéptidos Polipéptidos Cloranfenicol
Rifamicinas Tetraciclinas Sulfamidas
Nitrofurantoinas Nitrofuranos Trimetroprim
Estreptograminas Oxazolidonas

Mecanismo
de accion

Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos

Nitroimidazoles, Nitrofuranos, Quinolonas y Rifamicinas

Interfieren en la sintesis de proteinas.

Mupiricinas, Aminoglucdsidos, Tetraciclinas, Cloranfenicol, Macrdlidos,
Ketélidos, Lincosamidas, Estreptograminas, Acidos fusidico, Oxazolidonas.

Alteran la funcién de la membrana citoplasmatica.
Polipéptidos y Poliénicos

Inhibidores de la sintesis de peptidoglicano.

Fosfomicina, Glicopéptidos, Betalactamicos, Muriedomicinas.

Inhibidores de la sintesis de cofactores metabdlicos
Sulfonamidas y Trimetroprim

Inhibidores de enzimas inactivadoras de antibidticos
Inhibidores de las betalactamasas (Acido clavulanico, Sulbactam,
Tazobactam).

Tabla 7. Clasificacion de los antibioticos

Adaptado de Adaptacion de; Gobantes C. Manual Normon. Octava Edicion. Espafia 2006. 1119
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Los antibiéticos indicados en las diarreas son:

Los principales antibioticos indicados en las diarreas son, el Trimetroprim con
sulfametoxazol, Ampicilina, Amoxicilina, pero actualmente se buscan alternativas
para los tratamientos diarreicos, algunas alternativas para el tratamiento

antimicrobino son; Cefexime, Ceftibutem y Fosfomicina.

Trimetroprim con sulfametoxazol.

Que inhibe la sintesis de folatos que son esenciales para la sintesis de purinas, y
por lo tanto de acidos nucleicos. El trimetroprim con sulfametoxazol inhibe
competitivamente la sintesis de acido folico, es decir inhibe de forma selectiva la
reductasa del acido dihidrofolico, que convierte el acido dihidrofdlico a acido
tetrahidrofélico un paso clave en la sintesis de purinas.

Tabla s.

Ampicilinay Amoxicilina.

Inhiben el crecimiento bacteriano por interferir con un paso especifico en la
sintesis de la pared celular. Un péptido de 5 aminoacidos se une al acido N-
acetilmuramico, este peptidotermina en D-alanil-D-alanina. Las proteinas fijadoras
de penicilina (PFP) remueven la terminal alanina para formar un enlace cruzado
con un péptido contiguo, el cual proporciona a la célula su estructura rigida. Los -
lactamicos son analogos al D-Ala-D-Ala que se unen covalentemente a las PFP en
el sitio activo, esto inhibe la reaccidon de transpeptidacion, la sintesis de péptido

glucano se bloquea Yy la célula muere.

Otros antibidticos que pueden utilizarse como terapia contra las bacterias

causantes de diarrea son:
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Tabla 8. Antibidticos utilizados en el tratamiento de las principales

causas bacterianas de diarrea aguda'”’

Microorganismo

Antibiético
101 elecciéon

Antibiético

. Observaciones
2[1 elecciéon

Shigella

E. coli enteroinvasora

E. coli enteropatégena

E. coli
enterohemorragica

Salmonella no typhi

V. cholerae

Campylobacter jejuni

TMP-SMX 10 mg/kg/dia,
en 2 dosis x 5 dias, VO

Ciprofloxacina 30
mg/kg/dia en 2 dosis x 2
dias, max. 500mg/dosis,

VO

TMP-SMX 10 mg/kg/dia,
en 2 dosis x 5 dias, VO

TMP-SMX 10 mg/kg/dia,
en 2 dosis x 5 dias, VO

Contraindicados

TMP-SMX 10 mg/kg/dia,
en 2 dosis x 5 dias, VO

Ampicilina 50-100
mg/kg/dia en 4 dosis x 5
dias ,VO

Amoxicilina 20-40
mg/kg/dia en 3 dosis x 5
dias, VO

Doxiciclina en >8 afios 6
mg/kg/dosis Unica max.
300mg, VO

Tetraciclina en >8 afios 50
mg/kg/dia, 4 dosis x 3 dias,
max. 2 g/dia, VO

Furazolidona 5mg/kg/dia
en 4 dosis x 3 dias, VO

Eritromicina, estolato 30-50
mg/kg/dia en 3-4 dosis x 5-
7 dias, VO

Ceftriaxone 40-50
mg/kg/dia en 1-2
dosis x 5 dias, max
1.5 g/dia, IM

Si la cepa es sensible, el antibictico de
eleccion es el TMP-SMX, excepto en las
infecciones graves. Si se desconoce la
sensibilidad o hay resistencia a TMP-SMX
puede usarse a fluoroquinolona (como la
ciprofloxacina) o una cefalosporina de 3a
generacion. En areas con escasos recursos
otra alternativa es el acido nalidixico
(60mg/kg/dia en 4 dosis x 5, VO) 50% de
cepas de Shigella sp. resistente a TMP-
SMX.

Cefixime 8 mg/kg/dia
en 106 2dosis x5
dias, VO

Solo se indica su uso en diarrea
moderada a severa o persistente

No deben usarse antibiéticos si se
sospecha o confirma infeccion por E. coli
enterohemorragica, ya
que su uso se ha asociado con el desarrollo
del sindrome urémico hemolitico.

Contraindicados

Cefotaxime 100-200
mg/kg/dia en 3- 4

dosis x 5 dias, IM El uso de antibiticos sélo se recomienda

en pacientes con alto riesgo de desarrollar
enfermedad invasiva, como en los menores
de 3 meses de edad, nifios con anemias
hemoliticas, con enfermedades o
tratamientos inmunosupresores, con
enfermedad intestinal cronica o colitis
severa.

Ceftriaxone 50-75
mg/kg/dia en 1-2
dosis x 5 dias, IM

Ciprofloxacina 20-30
mg/kg/dia en 2 dosis
x 2 dias, VO

TMP-SMX en <8
afos 10 mg/kg/dia en

2 dosis x 3 dias. VO L@ base del tratamiento de la infeccion por

V. cholerae es la terapia de hidratacion oral;
el uso de antibidticos debe considerarse en
pacientes con deshidratacién moderada a
severa. Si hay resistencia a los antibioticos
de primera eleccion, se recomienda el uso
de TMPSMX, eritromicina o ciprofloxacina.

ritromicina, estolato
30-50mg/kg/dia en 3-
4 dosis x 3 dias, VO

Ciprofloxacina 20-
30mg/kg/dia, dosis
unica, VO

Debe considerarse el uso de antibiotico en
pacientes con diarrea con sangre, fiebre,
evolucion térpida, evacuaciones
abundantes y en pacientes
inmunosuprimidos.

Furazolidona
5mg/kg/dia en 4
dosis x 5-7 dias, VO
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Tabla 8. Antibidticos utilizados en el tratamiento de las principales causas bacterianas de diarrea agudam'

Cefexime y Ceftibutem.

Igual que otros antibidticos betalactamicos, las cefalosporinas ejercen su principal
efecto antimicrobiano bactericida interfiriendo la sintesis del peptidoglicano, que es
el componente estructural principal de la pared bacteriana, y activando enzimas

autoliticas de la misma.'®

Fosfomicina.

La fosfomicina inhibe uno de los primeros pasos de la sintesis de los
peptidoglicanos, al inactivar de forma irreversible la enzima bacteriana
enolpiruvato-transferasa ocupando el lugar del fosfoenolpiruvato. De esta manera
no puede tener lugar la reaccion de la uridindifosfato-N-acetilglucosamina con el
fosfoenolpiruvato, reaccion que constituye el primer paso de la sintesis de la pared
celular bacteriana. Aunque la fosfomicina se une a otras enzimas dependientes del
fosfoenolpiruvato, no lo hace de forma irreversible. La inhibicidén de la sintesis de
peptidoglicanos origina una acumulacion de los nucledtidos precursores con la

correspondiente inactivacion de la bacteria.'®

Rececadotrilio

El racecadotrilo es un inhibidor selectivo de la encefalinasa, enzima responsable
de la degradacion de las encefalinas, cuyo uso ha sido autorizado recientemente
para el tratamiento sintomatico complementario de las diarreas agudas en
lactantes (mayores de 3 meses) y en nifios cuando la rehidratacion oral y las
medidas de apoyo habituales resulten insuficientes para controlar el cuadro

clinico.

El racecadotrilo es un promedicamento que se hidroliza rapidamente y se
transforma en su metabolito activo (tiorfano), cuyo efecto inhibidor de la
encefalinasa prolonga la accién fisiolégica de las encefalinas enddégenas y, como

consecuencia, reduce la secrecion de agua y electrélitos a la luz intestinal. Este
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mecanismo antisecretor parece ser diferente del que ejerce la loperamida,
consistente en la disminucion de la velocidad del transito intestinal. 12

Otra medida que se puede adoptar es la alimentacion con productos adicionados
con zinc, ya que este ayuda a combatir la diarrea y los efectos adversos de la

misma.

5.6.2 PREVENCION

Suplemetos de zinc.

El zinc es un micronutrimento importante para la salud general y el desarrollo de
un nifo. Se pierden grandes cantidades de zinc durante la diarrea. La eficiencia de
zinc en humanos y animales esta asociada con atrofia del tejido linfoide, reduccion
de la actividad de linfocitos T, de las disacaridasas intestinales, e incremento de la
actividad secretora de la mucosa. Se ha observado que la carencia de zinc es
comun en paises en desarrollo, y es el caso de la mayor parte de América Latina,
Africa, Medio Oriente y Asia Meridional El uso de zinc para tratar la diarrea aguda
mejora la funcién inmunitaria, la estructura intestinal o su funcion, y el proceso de
recuperacion epitelial durante la diarrea. Diversos estudios demuestran que la
administracién de suplementos de zinc, en dosis diarias de 10 mg en menores de
6 meses de edad y 20 mg en mayores de 6 meses durante el episodio y por 10 a
14 dias mas después del episodio de diarrea aguda, disminuye su duracion y
gravedad y reduce la incidencia de la diarrea en los dos a tres meses

siguientes.'®

Probioticos

Los probiéticos componen una alternativa emergente y atractiva para el manejo de
las enfermedades gastrointestinales. Se define como probidtico a un
microorganismo vivo que, administrado en cantidades adecuadas, tienen un efecto
benéfico en la salud del huésped y tienen las siguientes caracteristicas: origen
microbiano, propiedades no patogénicas, resistencia a productos tecnoldgicos y
viabilidad en productos comerciales, estabilidad en secreciones gastricas y

biliares, adherencia al epitelio intestinal, habilidad para persistir dentro del tracto
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gastrointestinal, produccion de sustancias antimicrobianas, habilidad para modular

el sistema inmune y para influenciar actividades metabdlicas.

Los microorganismos mas comunmente utilizados pertenecen a los géneros
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus,
Bacillus y Saccharomyces, los cuales ejercen su funcion de una manera directa o
indirecta a través de la modificacion de la biota entérica enddgena, o bien

realizando un efecto inmunomodulador.'?®

Existen productos comerciales que contienen probidticos, principalmente
productos lacteos como (leches, quesos, yogurt), también productos carnicos o
medicamentos formados por aislados de algunas de las especies de probidticos.

Cuando la administracion de productos adicionados con probiéticos no es
suficiente para prevenir o disminuir la diarrea se puede dar tratamiento con algun
antidiarreico, que no inhiba la motilidad intestinal, ya que este tipo de antidiarreicos
inhibidores del movimiento del intestino solo suelen agravar el padecimiento

diarreico.

Vacunas.

Existen varias vacunas utilizadas para la prevencion de la infeccion por E. coli, una
de ellas es la vacuna dirigida contra el lipopolisacarido O especifico del serotipo
0O157:H7 desarrollada en 2006 y que combina una porcion del LPS de la bacteria
con una recombinacion de la exotoxina A de Pseudomona aeruginosa para
aumentar su poder antigénico. Esta vacuna a mostrado proteccion en animales
experimentales y nifios frente a la infeccion por E. coli O157:H7, aunque aun se
encuentra en fase experimental pero se ha sacado a la luz comercial una versiéon

de la vacuna empleada para inmunizar animales de granja.'®

Otra vacuna es la dirigida a ETEC que utiliza la subunidad B de la toxina colérica
como inductor inmune y brinda proteccion cruzada contra las toxinas termolabiles

de E. coli . Ademas existe una version de la vacuna especifica contra las fimbrias

Octavio Silva Garcia. 50



Tipificacion molecular de Escherichia coli enteropatogena, enteroinvasiva y de adherencia difusa en Michoacan, México.

de adhesion CFAI, pero son mas utilizadas en las infecciones del tracto urinario y

el campo veterinario mas que para prevencion de las EDAs.*

Extractos de plantas.

Finalmente estudios recientes sugieren que el uso de extractos de planatas como
Vaccinium mirtillus y de plantas del género Eucalyptus, pueden reducir la adhesion
de las fimbrias K88 y K99 a sus receptores especificos por interferencia de los
sitios de union en residuos gal-gal y por la inhibicion en la expresion de los genes

que codifican dichas fimbrias.*
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6 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En México, la diarrea es la segunda causa de morbilidad en la poblacién general y
la principal causa de demanda de consulta externa y hospitalaria en los nifios
menores de cinco anos, quienes representan el grupo mas vulnerable y con
mayor riesgo de evolucion grave. Durante 1990, en las instituciones publicas de
salud se registraron 2,389,365 casos de diarrea aguda en nifios menores de cinco
afios, con un total de 14,011 defunciones para una tasa de mortalidad de 146.3
por 100 mil nifios; 71.6 % de estas muertes ocurrié en el hogar, aunque 67 %
habia recibido atencion médica. En 1990 se informaron 47.3 defunciones por 100
mil nifos; 42 % fallecid6 en su domicilio y 80 % habia recibido atencion médica

antes de su defuncion.

El Sistema nacional de informacion en salud (SINAIS) en 2008 declara que las
infecciones intestinales son la primer causa de muerte en nifios de edad
preescolar (1-4 afos) y la tercer causa de muerte en infantes (de hasta 1 afo) en
Meéxico. Esto comprueba la necesidad de conocer el agente etiologico de la
diarrea para poder de esa manera administrar el mejor tratamiento, pues algunos
autores senalan que la terapia antibiética solo deberia aplicarse a la infeccion por
Shigella sp., Salmonella sp., Entamoeba hystolitica, Vibrio sp. y Giardia lamblia
por lo que la infeccion por E. coli solo seria tratada con terapia de rehidratacion,
pues la diarrea tiende a ser autolimitada, en el caso especial de E. coli
enterohemorragica también se recomienda la terapia antibidtica pero este biotipo

no se encuentra en México.

Ante esta necesidad caemos en el problema de como identificar a E. coli patégena
si el procedimiento tradicional de rutina que se realiza mediante identificacion
bioquimica no brinda resultados, pues es sumamente dificil diferenciar a la E. coli
patégena de la de flora normal. Ademas la identificacion por serologia tampoco
resulta viable pues se requiere una gran variedad de antisueros y estos tienden a

producir reacciones cruzadas.
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Se ha demostrado por varios autores que E. coli patdbgena en nuestro medio es el
principal agente bacteriano inductor de sindrome diarreico e incluso en algunas
regiones ocupa el primer lugar como microorganismo diarreagénico, aun por
encima de rotavirus, Salmonella sp y Shigella sp. El resultado de estas variantes
es que en la mayoria de hospitales y laboratorios no se llega a establecer con
certeza una importante cantidad de diagndsticos en la etiologia bacteriana pues E.

coli patégena pasa inadvertidamente.

Como respuesta ante tal problema las pruebas de biologia molecular han
demostrado ser una herramienta sumamente Uutil, pues su especificidad vy

sensibilidad son muy altas.
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7 JUSTIFICACION.

Las infecciones intestinales son la principal causa de muerta en nifios de edad
preescolar en México y Escherichia coli tipificable es el principal agente bacteriano
inductor de diarrea en nuestro medio. Esto es muy importante pues la enfermedad
diarreica ocasiona grandes pérdidas economicas y se estima que el costo de un
episodio de diarrea tanto médico y no médico es elevado, los cuidados de
hospitalizacion y seguimiento ambulatorio para un paciente con diarrea resulta en
un costo aproximado de 2 billones de ddlares percapita al afio. Aunado a esto la
creciente resistencia bacteriana a los antibidticos resalta la necesidad de hacer
uso de terapias alternativas que ayuden a reducir esta tendencia identificando al
patdgeno infeccioso plenamente para que el tratamiento sea instalado lo antes

posible y que la terapia antibiotica no sea el tratamiento de primera eleccion.
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8 HIPOTESIS.

Escherichia coli enteropatdgena, enteroinvasiva y de adherencia difusa son los
principales patotipos de E. coli inductores de sindrome diarreico en nifios
menores de 5 afios del estado de Michoacan y presentan una elevada resistencia

a los antibidticos utilizados para tratamiento de la diarrea.
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9 OBJETIVOS

9.1 OBJETIVO GENERAL:

Genotipificar Escherichia coli enteropatégena, enteroinvasiva y de adherencia

difusa proveniente de pacientes con sindrome diarreico en Michoacan.

9.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Conocer la prevalencia de Escherichia coli enteropatdégena, enteroinvasiva
y de adherencia difusa como agente diarreagénico.
Describir el patotipo de Escherichia coli predominante en la poblacion.
Revelar el nivel de resistencia a antibidticos de las cepas aisladas.
Montar protocolo de deteccion de patotipos de E. coli en el LESP del estado

de Michoacan.
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10 IDENTIFICACION DEL ESTUDIO.

Identificacion de Estudio:

1. Tipo de estudio: Ambipectivo, retrospectivo y transversal.

Universo de trabajo: 184 muestras provenientes de pacientes menores
de 5 afios diagnosticados con diarrea aguda del estado de Michoacan
en el periodo comprendido de octubre 2009-abril 2010.

Criterio de inclusién: Muestras provenientes de pacientes residentes
del estado de Michoacan, México que sean menores de 5 afios y que
presenten sindrome diarreico.

Criterio de exclusion: Pacientes en los que se aisle un enteropatégeno
diferente a Escherichia coli, en los que no se demuestre la presencia de

esta bacteria, o que no cuenten con la informacion suficiente.

2. Variables.

Bacteria.

=% Presencia o ausencia de de E. coli: Cualitativa.

=+ Deteccion de E. coli patégena: Cualitativa

Pacientes

=% Edad: Cuantitativa discontinua.
=+ Sexo: Cualitativa

=% Procedencia: Cualitativa

3. Fuentes de Informacion.

Bitacora de informacion del laboratorio de bacteriologia del hospital
infantil de Morelia Eva Samano de Lépez Mateos.

Bitacora de informacion del area de bacteriologia del Laboratorio Estatal
de Salud Publica del estado de Michoacan.

Bitacora de informacion del laboratorio de Biologia molecular del LESP

Michoacan.
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11 MATERIALES Y METODOS

11.1 DIAGRAMA DE ACTIVIDADES:

M
et
LV
|' \
Dt :
_
_
_

11.2 CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS.

Las muestras procesadas provenian de muestras diarreicas obtenidas de
pacientes del hospital infantil de Morelia “Eva Samano de Lopez Mateos” y del
programa de vigilancia epidemioldgica de Vibrio cholerae y enterobacterias del

Laboratorio Estatal de Salud Publica del estado de Michoacan.
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11.2.1 TOMA DE MUESTRA.

Las muestras se recolectaron de 2 maneras:
s Muestra de heces diarreicas obtenidas directamente del paciente en un
frasco estéril.

s Hisopado rectal con hisopo estéril de algodon.

11.2.2 REGISTRO DE DATOS.

Se tomaron los datos de las encuestas epidemioldgicas recabando nombre, edad,
sexo, procedencia, sintomatologia y caracteristicas clinicas del paciente y de la

muestra. (ver anexo para ejemplo de encuestas epidemiolégicas).

11.2.3 TRANSPORTE DE LA MUESTRA.

Se transportaron en medio Cary Blair a temperatura ambiente y en recipiente

hermético al laboratorio de bacteriologia del LESP Michoacan.

11.3 IDENTIFICACION BIOQUIMICA.

11.3.1 COPROCULTIVO.

Se cultivaron en medios selectivos agar MacConkey y agar EMB apartir del medio
de transporte y se incubaron a 37°C durante 16 a 20 hrs. Se seleccionaron 5
colonias sugestivas morfolégicamente de ser Escherichia coli y en los cultivos con
presencia de colonias lactosa negativas se seleccioné 1 para busqueda de

Escherichia coli enteroinvasiva.
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11.3.2 PRUEBAS BIOQUIMICAS.

Las cepas se identificaron por medio del metabolismo bacteriano siguiendo la
metodologia establecida por el INDRE empleando medios: Hierro triple azucar
(TSI), Lisina-Hierro (LIA), Citrato, Movilidad-Indol Ornitina (MIO), Malonato y Urea.

11.3.3 CONTROL DE CEPAS POSITIVO Y NEGATIVO.

Las cepas utilizadas como controles en este estudio fueron donadas por el DC
Adrian Canizales Roman del LESP de Sinaloa y correspondian a cada uno de los
grupos patogenos de E. coli mas una cepa ATCC 11105 que no codifica para

factores de virulencia como control negativo.

11.4 ANALISIS Y MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

11.4.1 PREPARACION DE LA MUESTRA PARA EXTRACCION.

Se realizé un pool de las cepas que correspondian a la identificacién bioquimica
de E. coli tomando una asada del medio LIA y se inoculé en un tubo con 4mL de
caldo Luria Bertani incubandose a 37°C toda la noche en shaker. Para conservar
una custodia de las muestras viables, se tomaron 500uL del caldo del paso
anterior y se agregd 500uL de glicerol al 40%, congelandose a -72°C. Los 3.5 mL

de caldo restantes se emplearon para la extraccién de acidos nucleicos.

11.4.2 EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS TOTALES.

El material genético se extrajo a partir del caldo restante del paso anterior (3.5mL).
Pasado el tiempo de incubacion los tubos se centrifugaron a 3500 RPM durante 5
minutos con la intencidn de concentrar el paquete celular, se decant6 la muestra y
se resuspendié la pastilla formada en 200uL de buffer de elucion, para la
preparacion de la muestra se empleé un MagNA Pure LC Total Nucleic Acid
Isolation Kit de Roche y se procedio a realizar la lisis externa adicionando 200uL
de buffer de lisis, se tomaron 350uL de la solucién para cada muestra colocandose
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en una placa de extraccion para posteriormente introducirla en el robot de
extraccion MagNA Pure LC 2.0, se procedid a la extraccion segun las
instrucciones del fabricante (Protocolo de extraccion MagNA Pure LC Total Nucleic
Acid kit de Roche). En el anexo se describe a detalle el proceso. Obteniéndose al
final del proceso 50uL de ADN. A continuacion se describe el principio de la

extraccion.

Figura 12. Extraccién de Acidos Nucleicos Totales utilizando la técnica de Perlas Magnéticas

Los pasos de la Figura 12 son descritos a continuacion:

1. La muestra es colocada en los pozos del cartucho para muestras.

2. Se anade buffer de lisis/union a la muestra, lisando las células y liberando
los acidos nucleicos, las endonucleasas son desnaturalizadas.
Digestion de las proteinas con proteinasa K.
Los acidos nucleicos se unen a la superficie de las particulas magnéticas
de vidrio, debido a las condiciones caotrépicas de sales, isopropanol y la
alta fuerza idnica del buffer de lisis/union.

5. Las particulas con los acidos nucleicos adheridos son separadas
magnéticamente del residuo de la muestra lisada.

6. Las particulas magnéticas con los acidos nucleicos adheridos son lavadas
varias veces con buffer de lavado para remover sustancias que no se hayan

unido (proteinas) y para reducir la concentracion de sales.
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7. Las particulas magnéticas con los acidos nucleicos adheridos son
separadas magnéticamente del buffer de lavado que contiene los residuos
de lavado.

8. Los acidos nucleicos son separados de las particulas magnéticas por el
buffer de elucién en las paredes del cartucho, donde quedan adheridas a

las paredes y son descartadas.’

11.4.3 CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

La calidad del ADN obtenido se cuantificé con un equipo Gene Quant 100 para
corroborar la cantidad presente de acidos nucleicos y su pureza. Se determino
absorbancia y la relacién Agsoso para la pureza. Como regle se establece que
para ADN [ADN]= Azg(50ug/mL)

11.4.4 PCR EN TIEMPO REAL.

Se busco amplificacidén de los genes “eae para EPEC, ipah para EIEC” por medio
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real, utilizando SYBR®
Green | como fluoréforo en el canal de 530. Utilizando los Inicadores (primers)

descritos en la Tabla 9:

Tabla IX. Caracteristicas de los inicadore (primers) empleadas en este estudio®
Designacion Gen Secuencia 5’a3'F/R Tamafio del
del primer objetivo amplicon (bp)
SK1 Eae CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC 881
SK2 CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG
VTcom-u Stx GAGCGAAATAATTTATATGTG 518
VTcom-d TGATGATGGCAATTCAGTAT
AL65 Est TTAATAGCACCCGGTACAAGCAGG 147
AL125 CCTGACTCTTCAAAAGAGAAAATTAC
LTL Elt TCTCTATGTGCATACGGAGC 322
LTR CCATACTGATTGCCGCAAT
ipalll ipaH GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 619
ipalV GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC
aggRks1 aggR GTATACACAAAAGAAGGAAGC 254
aggRkas2 ACAGAATCGTCAGCATCAGC
Eaggfp CVD432  AGACTCTGGCGAAAGACTGTATC 194
Eaggbp ATGGCTGTCTGTAATAGATGAGAAC
aspU-3 aspu GCCTTTGCGGGTGGTAGCGG 282
aspU-2 AACCCATTCGGTTAGAGCAC

Tabla 9. Caracteristicas de los inicadores (primers) empleados en este estudio.

Toma Cy col. 2003. Multiplex PCR Assay for identification of human diarrheagenic Escherichia coli.
American society of Microbiology. (6)41:2669-6671
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11.4.5 ProTtocoLo DE PCR.

En una prueba preliminar realizada sobre los controles positivos determinamos
que las condiciones estandar de reaccién daban buenos resultados por lo que la
PCR fue montada bajo condiciones estandar ajustandose a un volumen final de

20puL por reaccion segun la

Tabla 10:
Tabla X. Mezcla de Reaccién de PCR.

Reactivo Volumen (pL) Concentracion Final en la Rx
10X PCR 2 1X
DNTp Mix (10mM c/u) 0.4 200uM
Primer Forward (20uM) 0.2 1M
Primer reverse (20uM) 0.2 1uM
Top Taq(5U/uL) 0.1 1U
DNA a investigar 2 e —
Sybr Green 5X 5 1X
H20 /2% A e ——
vol final 20 | e

Tabla 10. Mezcla de reaccion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se prepararon mezclas de reaccién suficientes para 816 reacciones, debido a que
se investigaron 100 muestras mas los controles positivo y negativo, se
determinaron 8 genes por muestra, esto es 102 reacciones por cada gen
incluyendo controles positivos y negativos. Se utilizé un termociclador LightCycler
® 480 Real-Time PCR. Tabla 11:

Tabla XI. Mezcla de Reaccidn de una PCR.
Volumen
Reactivo Para 1 Rx(pL) Para 816 Rx(uL)
10X PCR 2 1632
DNTP’s Mix (10mM c/u) 0.4 326.4
Top Taq (5U/uL) 0.1 81.6
Sybr Green 5X 5 4080
H20 7.1 5793.6
volumen final 14.6 11913.6

Tabla 11. Mezcla de reacciéon de una PCR

Octavio Silva Garcia. 63



Tipificacion molecular de Escherichia coli enteropatogena, enteroinvasiva y de adherencia difusa en Michoacan, México.

Se distribuyd la mastermix total (11,913.6uL) en 8 volumenes de 1,489.2 uL para
las 102 reacciones de cada gen depositando a cada uno de estos 8 volumenes, 1

juego de primers por cada tubo como se muestra en la

Tabla 12:
Tabla XII. Distribucion de Iniciadores (primers) para la PCR.
Master Mix Primer 5’ (pL) Primer 3’ (pL) Gen objetivo

1 163.2 163.2 Eae

2 163.2 163.2 Stx

3 163.2 163.2 Est

4 163.2 163.2 Elt

5 163.2 163.2 aggR
6 163.2 163.2 AspU
7 163.2 163.2 CvD432
8 163.2 163.2 ipaH

Tabla 12. Distribucion de Iniciadores Primers para la PCR

El termociclador LightCycler ® 480 Real-Time PCR utiliza placas de 96 pocillos

cada una con 8 filas y 12 columnas:

¢ Las placas se prepararon colocando 15uL de master mix a cada pocillo, de
la siguiente manera: fila 1 Master mix eae, fila 2 Master mix stx, fila 3
Master mix est, fila 4 Master mix elt, fila 5 Master mix aggR, fila 6 Master
mix AspU, fila 7 Master mix CVD432, fila 8 Master mix ipaH.

¢ Y a cada una de las columnas de la 1 a la 12 correspondian las muestras
agregando 5uL del mismo ADN a todos los pocillos de una columna. En el
caso de los controles solo se deposito a cada pocillo el ADN que
correspondia al patotipo que presenta cada gen. Se procedié al corrimiento
en el termociclador LightCycler ® 480 Real-Time PCR System como se

muestra en la Tabla 13.
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Programa para el termociclador LightCycler ® 480 Real-Time PCR System

Programa: | Desnat. Ciclos Melting Enfriam.
Analisis - Cuantificacion Curva Melting -
Ciclos 1 40 1 1
Segmento 1 1 2 3 1 2 3 1

Objetivo 95°C 95°C 52°C 72°C 95°C 40°C 85°C 40°C

T. espera
00:10:00 | 00:00:30 | 00:01:00 | 00:01:00 | 00:00:30 | 00:00:30 | 00:00:00 | 00:00:30

(hh:mm:ss)
Rampas 4.4 4.4 22 4.4 4.4 22 0.2 4.4
Aquisicion - - Sencilla - - - Continua -

Tabla 13. Programa para el Termociclador en Tiempo Real LigthCycler 480

11.5ViIsuALIzACION DE LA PCR.

11.5.1 CURVAS MELTING.

La PCR en tiempo real nos permite monitorear el proceso de amplificacién de los
genes en las muestras, en la figuras 20 y 21 se muestra un ejemplo, para
corroborar que las curvas de amplificacion correspondieran a los genes esperados
y no a productos inespecificos o dimeros de primers se obtuvieron las curvas
melting de los productos de amplificacién (Figura 20) y se asociaron al peso del

producto que se observé con electroforesis en geles de agarosa.

11.5.2 ELECTROFORESIS.

Preparacién del buffer de corrida. Para preparar una solucion 5X, se peso6 54 g de
tris-base y 27.5 g de acido borico. Se disolvié en 800 ml de agua desionizada y se
afnadié 20 ml de EDTA 0.5M pH8. Se aford a 1 litro, la solucion final presentd un
pH de 8.3. La solucién de trabajo se diluye a 1X con agua desionizada tanto para

la preparacion de los geles como para la corrida.
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Preparaciéon de los geles. Se prepararon geles para 50 pocillos, al 2.5% de
concentracion de agarosa con las siguientes cantidades: agarosa: 1gr. Buffer de
corrida: 40mL. La agarosa se disolvié en el buffer de carga y se calenté en un
horno de microondas hasta ebullicion para disolver bien el polvo, al disolverse, se
le agregd 3uL de bromuro de Etidio (10mg/mL). Se enfrié (aprox. 60°C) para
colocarse de una sola vez en el contenedor de geles colocando el peine para

formar los pozos y posteriormente se colocé dentro de la camara electroforética.

Agregamos el buffer necesario hasta cubrir el gel (850mL aprox.)y se retir6 el
peine con cuidado para no romper el fondo de los pozos. Carga del gel. Se virtio
15uL del producto de PCR a cada pozo, mezclando previamente con 3.5 pL de
colorante de corrida. Corrimiento del gel. El gel se sometid a una carga de 150

voltios por un periodo de 35 minutos.

Visualizacion del gel. El gel se analizé6 con un equipo Gel Doc XR de la marca

BIO-RAD y se almacenaron las imagenes digitales para su analisis.

11.6 SUCEPTIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS.

Se decidié hacer la determinacion de la resistencia antimicrobiana a los
antibidticos de primera eleccion segun el protocolo del de CLSI (Clinical and
Laboratory Standars Institute). Incluidos otros antimicrobianos que no son de uso
contra infecciones diarreicas (solo con fines de investigacion), los antibioticos

utilizados se presentan en la Tabla 14.
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Tabla XIV. Antibioticos utilizados en este estudio y su referencia para determinacion de sensibilidades.

Antibiotico

Parametros de referencia en mm

Concentracion ( pug) | Sensible | Intermedio | Resistente
CEFOTAXIMA (CTX) 30 >23 15-22 <14
CEFTRIAXONA (CRO) 30 >21 14-20 <13
CEFTAZIDIME (CAZ) 30 >18 15-17 <14
CEFEPIME (FEP) 30 >18 15-17 <14
MEROPENEM (MEM) 10 >16 14-15 <13
IMIPENEM (IPM) 10 >16 14-15 <13
AMOXICICILINA/CLAVULANATO (AMC) 20/10. >20 - <28
TRIMETROPRIM MAS SULFA (SXT) 1.25/23.75 >16 11-15. <10
AMPICILINA (AM) 10 >29 - <28
CLORANFENICOL "C" 30 >21 - >20
AMIKACINA (NA) 30 >17 15-16 <14
GENTAMICINA (GM) 10 >15 13-14 <12
FOSFOMICINA (FOX) 200 >16 13-15 <12

Tabla 14. Antibidticos utilizados en este estudio y su referencia para determinacion de Sensibilidades

A partir de un aislado puro de las muestras que resultaron ser positivas para algun

patotipo de E. coli se realizé un cultivo en caldo Mueller-Hinton, incubamos de 2 a

5hrs hasta la aparicion de turbidez. Ajustamos al tubo 0.5 del nefeldmetro de

Macfarland, sembramos este cultivo en una placa de agar Mueller-Hinton y

procedemos a colocar los antibidticos de la tabla Xlll en 2 placas, en la primer

placa colocamos los primeros 7 sensidiscos y en la segunda los 6 restantes. Se

incubd durante 24 hrs para poder leer los halos de inhibicidn con una regla y se

comparan los resultados obtenidos con los valores de la (Tabla 14), clasificandose

asi como sensible, intermedio o resistente.
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12 RESULTADOS.

12.1 CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS.

Durante el periodo de muestreo, que abarco de octubre de 2009 a Abril de 2010,
se obtuvieron en total 190 muestras diarreicas para procesar, de las cuales se
excluyeron 3 por que en el cultivo ademas de E. coli se aislaron colonias de
Shigella sp., también se descarto 1 muestra por que se aislé Salmonella sp. , por
otro lado, se excluyeron 2 muestras mas de las cuales no se obtuvo crecimiento
alguno en los medios de cultivo. Dando un total de 184 cepas de E. coli aisladas,
como se muestra en la (Figura 13). De acuerdo a los criterios de inclusion se
procesaron 100 de estas 184 muestras, las cuales se sometieron a extraccion de

acidos nucleicos. (Figura 14).

- 1e Porcentaje de aislamiento de E. coli.

M aislamiento (+)
M aislamiento (-)

1%

Figura 13. Porcentaje de muestras con cultivos de E. coli positivos.
Fuente: Bitdcora de custodia de muestras laboratorio de biologia molecular del LESP Michoacan.
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Muestras genotipificadas

M Genotipificacion M Exlcuidas

n=183

Figura 14.Porcentaje de muestras procesadas para extraccion de ADN.
Fuente bitacoras Hospital infantil y LESP Michoacan.

El muestreo se llevd a cabo en el hospital infantil de Morelia y el LESP Michoacan
con la finalidad de recabar todas las muestras posibles y que estas procedieran de
las diferentes areas jurisdiccionales del estado, sin embargo hubo una mayor
cantidad de muestras que provenian del LESP Michoacan como se observa en la
(Figura 15), esto en parte porque dentro del periodo de muestreo se presentd una
epidemia de diarrea en los municipios de Tuxpan, Angangueo, Jungapeo y
Ocampo, que pertenecen a la jurisdiccion sanitaria 3 (Zitacuaro) de ahi la
prevalencia, la prevalencia en la jurisdiccion sanitaria 1 (Morelia) se atribuye al

muestreo realizado en el hospital infantil de la localidad. (Figura 16).
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Procedencia de las muestras.

H LESP H Hospital infantil

n=100

Figura 15. Procedencia de las muestras segun la unidad de muestreo.
Fuente bitacoras Hospital infantil y LESP Michoacan.

Jurisdicciones de procedencia. n=100
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Figura 16. Jurisdicciones de procedencia de las muestras procesadas.
J1: Morelia. J2: Zamora, J3:Zitacuaro. J4: Patzcuaro. J5: Uruapan.
J6: La Piedad. J7: Apatzingan. J8: Lazaro Cardenas.

Fuente bitacoras Hospital infantil y LESP Michoacan.

Octavio Silva Garcia. 70



8o b

@ Tipificacion molecular de Escherichia coli enteropatogena, enteroinvasiva y de adherencia difusa en Michoacan, México.

La distribucién por sexo de los pacientes que presentaron diarrea muestra que los
varones son el grupo mas afectado (Figura 17), esto corrobora lo mencionado por
otros autores®. Ademas el grupo de edad en el que mas prevalece la presencia de
diarrea fue en los nifios menores de 1 afo, seguidos de los menores de 2 afios, ya

que ambos grupos representan el 61% de las muestras (Figura 18).

Caracterizacion por género.

H Hombres M Mujeres

n=100

Figura 17. Se muestra la incidencia de género de los pacientes.
Fuente bitacoras Hospital infantil y LESP Michoacan.

Distribucion etarea.

Hl< Hl1la2 WM2a3 H3a4 W4a5

n=100

Figura 18.Distribucion etaria de los pacientes.
Fuente bitacoras Hospital infantil y LESP Michoacan.
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Con base en estos resultados podemos mencionar que los nifios varones menores
de 2 afos son quienes representan el grupo mas afectado en cuanto a la
presencia de diarrea y que la epidemia de diarrea de febrero de 2009 ocurrida en
el estado contribuy6 a que la jurisdiccion 3 (Zitacuaro) apareciera como una fuente

importante de pacientes con sindrome diarreico.

12.2 IDENTIFICACION BI1OQUIMICA.

Escherichia coli es una bacteria versatil en cuanto al empleo de sustratos como
fuente de energia. En la siguiente tabla se reporta el porcentaje de cepas que
resultaron positivas en este estudio para la determinacion de la presencia de las
enzimas que degradan cada sustrato (Tabla 15).

Tabla 15. Identificacién bioquimica de E. coli.
N =190
Medio Prueba % de positividad
Fermentacién de Glucosa 100
TSI Fermentacién de Lactosa 95
Gas 95
LIA Lisina Descarboxilasa 95
Movilidad 95
MIO Produccién de Indol 100
Ornitina Descarboxilasa 65
Citrato de Simmons metabolismo de citrato
Caldo Malonato metabolismo de malonato
Urea de Christensen Urea dihidrolaza

Tabla 15. Identificacion Bioquimica de E. coli
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12.3TIPIFICACION MOLECULAR.

Se obtuvieron muestras de 50uL de ADN y la cuantificacion de acidos nucleicos
arrojo resultados de entre 1 a 5 ng/mL y con una pureza de entre 1.7 a 2.0. Para
garantizar la efectividad de los resultados se corrieron simultdneamente pruebas
de PCR para cepas control de cada uno de los genotipos patdgenos de E. coli, la
amplificacion positiva de un gen se observa en la grafica de PCR como la
aparicion de una curva con crecimiento exponencial que refleja el aumento de la
fluorescencia de la muestra resultado de la unién del reactivo SYBR Green al
ADN, mediante estos pasos corroboramos que las cepas utilizadas como controles
poseian los genes de interés y que las concentraciones de reactivos empleadas
para la PCR eran correctas (Figura 19 y Figura 20). También se obtuvieron los

valores de las curvas melting de los genes objetivos mostrados en la (Tabla 16).
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Figura 19. PCR en tiempo real de las Cepas utilizadas como Controles Positivos.
Imagen Obtenida del software del equipo LightCycler Real Time PCR 480®.
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Melting Curves
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Figura 20. Curvas Melting obtenidas de los Controles Positivos.
Imagen Obtenida del software del equipo LightCycler Real Time PCR 480®.

Tabla 16. Valores de las Curvas Melting de los Productos de PCR
obtenidas a partir de los controles positivos
Gen objetivo Temperature melting (°C)
Eae 89.49
Stx 87.97
Elt 89.02
Est 84.22
AspU 81.6
Aggr 85.15
CVDR 432 78.95
IpaH 89.76

Tabla 16. Valor de las Curvas Melting de los Productos de PCR obtenidas a partir de los Controles Positivos
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Posterior a la PCR en tiempo real se monté una electroforesis para corroborar que
las curvas de amplificacion coincidieran con los pesos de los fragmento reportados
en la literatura' de la Tabla 9. Corroborando de esta manera que la curva de
amplificacion observada pertenece al producto esperado y no a productos

inespecificos, asociando ademas la curva melting a dicha amplificacion (Figura 21).

Controles negativos.

aggR 254pb
aspU 282pb
CVD432 192pb
ipaH 619 pb
Marcador de peso.

O

& a
— 0
0 =
S Vo
Q x
S &

est 147pb
elt 322pb

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR en tiempo real
de los controles positivos y negativos.
Los genes identificados corresponden eae de EPEC, stx de EHEC, est toxina termoestable de ETEC,
elt toxina termolabil de ETEC, aggr-aspU y CVD432 de EAEC,
DAEC no tiene descrito un juego de primers para su identificacion.

Una vez determinado que la concentracion de reactivos en la PCR era correcta y
la asociacion de las curvas melting a los pesos de los productos de PCR, se

procedié a la tipificacion de las muestras.
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A continuacion se muestra un ejemplo grafico para la identificacion de una cepas
de Escherichia coli enteropatdégena con esta metodologia. En la (Figura 22) se
observa la grafica donde se puede observar la aparicion de la curva de
crecimiento exponencial. En la (

Figura 23) se observa una electroforesis que muestra en el carril 1 de las muestras
80 y 81 la aparicion de una banda de peso cercano a las 881pb del gen objetivo
eae. En la (Figura 24) se observa el grafico para la obtencion de la temperatura
melting del gen eae, la cual se determino es de 89.49°C
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Figura 22. PCR en tiempo real de la muestra 80.
Imagen Obtenida del software del equipo LightCycler Real Time PCR 480®.
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Muestra 82
- A \ A A
E 20 8 0% Hisfgy ok g 324 5 6 T8 ¥ 3R S30E UHAE K8
W

gean eae|:> —— -
8 -

Figura 23. Identificacion en gel de Agarosa de una Muestra Positiva del Gen EAE.
Muestras 80 y 81 Positivas al gen EAE, en contraste la muestra 82 no presenta amplificacion del gen EAE
La banda que se observa en el carril 5 corresponde a un producto inespecifico .Los carriles corresponden:
1 eae, 2 stx, 3 est, 4 elt, 5 aggR, 6 aspU, 7 CVD432, 8 ipaH. M.W.= marcador de peso.
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Figura 24. Curva Melting del Control Positivo para el gen EAE.
Imagen Obtenida del software del equipo LightCycler Real Time PCR 480®.

Finalmente se tipificaron 44 muestras, correspondiendo a 3 grupos patégenos
50% de las muestras (22/44) resulté ser del grupo ETEC, 41% de las muestras
(18/44) resulté ser EAEC y 9% (4/44) resultd ser del grupo EPEC. En este estudio

se determind que ETEC es el principal grupo patégeno detectado seguido de
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EAEC y EPEC, EIEC y DAEC no pudieron asociarse como productores de diarrea
en nifios del estado de Michoacan (Figura 25). (Estos resultados se obtuvieron por

duplicado).

Genotipos patdgenos identificados

M ETEC HEAEC WEPEC

n=44

Figura 25. Distribucion de los patotipos encontrados en las muestras positivas
Mediante PCR en tiempo real.
Fuente: Bitacora Laboratorio de biologia molecular LESP Michoacan.

En la (Tabla 17) se resumen los casos clinicos de los pacientes que presentaron
cuadro diarreico ocasionado por EPEC, observandose que tiene a producir una
diarrea acuosa, sin sangre, sin vomito ni fiebre con un rango de entre 6 y 8
evacuaciones por dia. Todas las muestras provenian del LESP Michoacan y
pertenecen a la jurisdiccion sanitaria 3 (Zitacuaro) que son resultado de la

epidemia de diarreas de Febrero de 2009 en Michoacan.

Tabla 17. Caracteristicas de los casos de EPEC
. Procedencia  Procedencia . .. , .
Patotipo . Edad del paciente Fisiologia de la diarrea
de la muestra  del paciente

EPEC LESP Ocampo 3 aflos Diarrea acuosa, sin vomito, ni fiebre

EPEC LESP Angangueo 4 afios Diarrea liquida, sin vémito ni fiebre
Diarrea liquida 6 evacuaciones en

EPEC LESP Angangueo 6 meses 24hrs, sin vomito ni fiebre
Diarrea liquida 8 evacuaciones en 24

EPEC LESP Tuxpan 4 afios hrs, sin vomito ni fiebre

Tabla 17. Caracteristicas de los casos de E. coli patotipo EPEC
Fuente bitacoras Hospital infantil y LESP Michoacan.
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12.4 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS.

La resistencia a antimicrobianos se llevé a cabo en 2 grupos principales, un grupo
patdgeno y un grupo control de los cuales fueron empleadas 44 muestras de cada
grupo debido a que fue el numero de cepas patdégenas que se aislaron. A
continuacion se presentan las graficas representativas de cada patotipo (incluidos
ETEC y EAEC, aunque no forman parte de los objetivos) y los controles negativos,
finalmente una comparacioén entre patotipos y una ultima entre grupos patégeno y
control. La intencion de utilizar una grupo patégeno y uno control era ver si el
grupo de bacterias patdgenas presentaba un patron de resistencia diferente al
grupo control, de esta maner se descubrié que los 3 grupos patdégenos muestran
una clara resistencia preferencial a los antibiédticos utilizados como primera
eleccion, es decir, Trimetroprim/Sulfametoxazol, Ampicilina y Amoxicilina (utilizado
en infecciones respiratorias). (Figura 26, Figura 27, Figura 28, Figura 29, Figura 30,
Figura 31).
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Fuente: Bitacoras LESP michoacan.

Figura 26. Resistencia de EPEC a los Antibidticos.
A. Se observa la resistencia a los antibidticos de primera eleccion
B. Se probaron antibiéticos de otros grupos, esto solo con fines de investigacion.
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Figura 27. Resistencia de E. coli ETEC a los antimicrobianos.
A. Se observa la resistencia a los antibidticos de primera eleccién
B. Se probaron antibiéticos de otros grupos, esto solo con fines de investigacion.
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Figura 28.Resistencia de EAEC a los antimicrobianos.
A. Se observa la resistencia a los antibidticos de primera elecciéon
B. Se probaron antibiéticos de otros grupos, esto solo con fines de investigacion.
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Figura 29. Resistencia de las cepas de E. coli que no resultaron negativas para algun patotipo.
A. Se observa la resistencia a los antibidticos de primera eleccion
B. Se probaron antibiéticos de otros grupos, esto solo con fines de investigacion.
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Figura 30. Comparacion de la resistencia entre patotipos a antimicrobianos
A. Se observa la resistencia a los antibioticos de primera eleccién
B. Se probaron antibiéticos de otros grupos, esto solo con fines de investigacion.
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Figura 31. Comparacion de la resistencia a antimicrobianos por grupos, patégenos y no patégenos.
A. Se observa la resistencia a los antibiéticos de primera eleccion
B. Se probaron antibiéticos de otros grupos, esto solo con fines de investigacion.
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13 DISCUSION DE RESULTADOS

El presente trabajo tuvo como objetivo la identificacion de 3 patotipos de
Escherichia coli que se han asociado a la produccion de sindrome diarreico en
nifos menores de 5 afos. Estos patotipos son Escherichia coli enteropatogena
(EPEC), enteroinvasiva (EIEC) y de adherencia difusa (DAEC).

La razon que justifica el estudio es el poder brindar una visién de la problematica
que representan estos agentes patogenos como inductores de sindrome diarreico,
pues en la experiencia con la que cursamos a lo largo de nuestra investigacion, en
ningun hospital o laboratorio de diagnédstico se lleva a cabo la busqueda de los
patotipos de Escherichia coli como agentes causales de diarrea, como métodos

rutinarios

13.1 CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS.

Durante nuestro periodo de muestreo que abarcd de Octubre de 2009 a abril de
2010 observamos que la incidencia de casos de diarrea permanecid baja
comparada con afios anteriores, sin embargo a partir de una inundacién que se
presentd sorpresivamente en el mes de febrero de 2010 en los municipios de
Tuxpan, Jungapeo, Angangueo y Ocampo (pertenecientes a la jurisdiccion
sanitaria 3 del estado), la incidencia de casos de diarrea aumenté en un 521%

respecto al mes anterior.

Con base en los resultados obtenidos la zona del estado que mas casos de
diarrea presento fue la zona 3 por la razén antes mencionada, seguida de la zona
1 a la cual pertenence el municipio de Morelia y en el cual se encuentra el hospital

infantil donde se llevd a cabo el muestreo.
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En cuanto al sexo de los pacientes se observo una ligera prevalencia en cuanto a
que el sexo masculino es el mas afectado y en los grupos de edades se encontrd
que el grupo mas afectados eran los menores de 1 afio, seguido por los nifios
menores de 2 afos, esto coincide con lo reportado con otros autores en que los
ninos menores de 2 anos son el grupo mas vulnerable para el padecimiento de

sindrome diarreico.

13.2 PRUEBAS BIOQUIMICAS.

En los cultivos de las muestras diarreicas se recuperé E. coli en 99.5% de los
aislados, en el 0.5% que no se logré se descubrié que el paciente se encontraba
bajo tratamiento con inmunosupresores y fuertes cantidades de antibidtico, de
hecho en la placa de cultivo lo unico que se pudo recuperar fueron colonias de
levaduras y ninguna de bacterias. En 3 muestras procesadas se encontro la
presencia de Shigella boydi la cual se caracteriz6 con antisueros y en otra

muestras se encontrod la presencia de Salmonella sp.

Como conclusién creemos que la caracterizacion bioquimica es util en su
aplicacion para la caracterizacion de enterobacterias hasta el nivel de especie, y
en algunos casos para la determinacién de variedades, pero no permite la
identificacion de factores de virulencia, pues estos no estan tan estrechamente
relacionados con la presencia 0 no de proteinas que actuan sobre ciertos

sustratos para su metabolismo.

13.3 ANALISIS Y MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

Ante todo, los métodos empleados en este estudio, no habian sido utilizados para

la caracterizacion de grupos patdégenos de E. coli, por o que consideramos que en

este aspecto el estudio es innovador.
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En cuanto a la extraccion de acidos nucleicos, se logré la extraccion de ADN de
todas las muestras con buena concentracion (1 a 5ng/mL) y alta pureza
Azs0280(1.7-2.0), datos obtenidos a partir de su cuantificacion con un equipo
GeneQuant 100, esto permitié un analisis de PCR sin contratiempos a causa de la
calidad del ADN que utilizamos, todas las muestras se extrajeron por duplicado

para su posterior analisis.

Como primera medida para el montaje del protocolo adecuado, montamos
reacciones bajo condiciones estandar (tabla Xl) para establecer si tales
concentraciones eran adecuadas para las reacciones que se llevaron a cabo,
encontrando de esta manera que se logré la amplificacion de los genes objetivos
presentes en las cepas control de E. coli de cada uno de los grupos patégenos. De
esta manera se procedié entonces a elaborar 2 master mix para 816 reacciones

cada una con las concentraciones de reactivo antes mencionadas.

Con ayuda de la PCR en tiempo real y el SYBR Green, se logré determinar el
valor de las temperature melting de los productos de PCR de los oligos empleados
(tabla XV) y con un posterior analisis de electroforesis confirmamos vy
relacionamos que el peso de los productos de las reacciones correspondian a los
productos esperados, asociando de esta manera el valor de las temperature
melting al peso de los productos y confirmando que pertenecian a la amplificacion

esperada y no ha productos inespecificos.

Adicionalmente se monté una reaccion PCR multiplex para la determinacion de los
5 grupos patégenos de E. coli pero encontramos que las concentraciones de
reactivo interferian con la amplificacion de algunos genes, actualmente se
encuentra en proceso el montaje de dicho protocolo. Esto significaria un gran
ahorro de tiempo y reactivo pues se puede obtener no solo la confirmacién de la
presencia de un patotipo de E. coli sino que se puede hacer en poco tiempo e

incluso se puede trabajar directamente son la muestra diarreica.
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En la prueba de PCR no se consideré necesaria la presencia de un gen como
control de reaccion, pues considerando que partimos de la extraccion de ADN
procedente de bacterias identificadas como E. coli y que se realizé cuantificaciéon
de ADN mostrando buenas concentraciones y alta pureza, ademas de que el
proceso se llevo a cabo por duplicado para todas las muestras y que el master mix
empleado logré la amplificacién de los genes de las cepas control, ademas de que
los procesos de extraccion y amplificacion son automatizados, lo que reduce el

riesgo de error humano y la contaminacion.

Bajo este esquema de trabajo se logro la tipificacion molecular de 44% de las
muestras amplific6 para al menos 1 gen de patogenicidad siendo 22%
correspondiente a ETEC, 18% correspondiente a EAEC y 4 % a EPEC.

Estos datos coinciden con lo reportado por otros autores en que ETEC es el
patotipo E. coli mas prevalente, pero difiere en el hecho de que EAEC se encontro
en un elevado porcentaje (casi igual que ETEC) como causa de diarrea. Por otro
lado se encontré que la prevalencia de EPEC fue baja, pues estudios realizados

en el INDRE en 1996 lo reportan como el 19% de causa de diarrea.

El método de tipificacion molecular de Escherichia coli por PCR en tiempo real se
prepard y quedo listo para su uso como herramienta de diagnéstico en el LESP del

estado de Michoacan.

13.4 ANALISIS DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICO.

La importancia de determinar la causa de una enfermedad como lo es la diarrea
es de vital importancia y esta radica en la seleccidon de un esquema adecuado de
tratamiento. Comprobamos que en hasta el 95% de los casos, el médico como
primera opcion de tratamiento hace uso de antibidticos, y de acuerdo con la

Asociacion Nacional Mexicana de Urgencias / Emergencias Pediatricas A. C.
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solamente en los casos que se demuestre la presencia de bacterias como los son
Shigella sp., Salmonella sp., Vibrio cholerae y trofozoitos de Entamoeba histolytica
o Girdia lamblia se justifica su empleo. Adicionalmente se plantéa el esquema

propuesto por la secretaria de salud.

El tratamiento con antibiéticos tiene como finalidad la erradicacion del agente
lesivo, sin embargo, el antibiético no funciona selectivamente atacando solo a un
tipo especifico de bacterias sino que ataca por igual a todas aquellas bacterias
que sean susceptibles a su accion, esto nos conduce a la induccion y seleccion de
bacterias multirresistentes no solo de las bacterias patdgenas sino también de
aquellas que en algun momento no representan ningun riesgo pero que pueden
llegar a ocasionar infecciones oportunistas o inclusive, las bacterias de flora
normal que pueden servir como un “almacén” de casetes de resistencia y transferir

esa resistencia a bacterias patdgenas.

Un ejemplo claro de la infecciébn de bacterias oportunistas se esta viendo
actualmente con los pacientes VIH positivos, que presentan constantes cuadros
diarreicos a causa de bacterias oportunistas como E. coli. Otro ejemplo son los
tratamientos inmunosupresores, en el que se induce una inmunosupresion con
farmacos, produciendo diarrea en el paciente por la incapacidad de su sistema

inmune de contener la infeccion.

En este trabajo se revisaron una variedad de antibiéticos representativos de cada
grupo, incluso los que no se utilizan como eleccién para el tratamiento de las
diarreas pero esto es solo con fines de investigacion, pues los antibidticos
utilizados como primera eleccion son: Trimetroprim/Sulfametoxazol, Ampicilina,

Cloranfenicol, Amikacina, Gentamicina y Cefixime como alternativa.
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Cabe resaltar que los antibiéticos que no son utilizados como tratamiento contra la
diarrea, presentan ya una elevada tasa de resistencia, quizas derivada de la
ingesta incontrolada de antibiético como tratamiento para otros padecimientos,
pues como la mayoria de ellos son ingeridos por via oral, la flora bacteriana esta
en continuo ataque por parte de estas farmacos y la presencia de la resistencia es
un reflejo de ello. Otro punto importante es el hecho de que la Fosfomicina en
ultimos afos esta siendo considerada como tratamiento alternativo para erradicar
las infecciones intra y extraintestinales ocasionadas por E. colli, siendo que la
resistencia que presenta esta bacteria a esta antibiético no es tan elevada como la
que presenta contra los antibioticos de primera eleccion, aunque se debe usar con

precaucion debido a que presenta el efecto lateral de su toxicidad.

Como este trabajo lo demuestra, las bacterias patdgenas y en particular el caso de
EPEC en el que se encontré una marcada tendencia a la resistencia de la accion
de los antibiéticos empleados como primera opcion para tratamiento, se sugiere
proceder a una alternancia en el uso de los antimicrobianos, para tratar de frenar
la tendencia a la produccion de bacterias multirresistentes, es por esto que como
alternativas de tratamiento la primera medida debe prevenir o controlar la
deshidratacion del paciente y monitorear su evolucion, procurando en todo
momento evitar el uso de tratamiento empirico con antimicrobianos, excepto en los

casos que lo ameriten.

Los antibiéticos de eleccion alternativa serian por tanto: Ceftibutem, Fosfomicina,
Nitrofurantoina, Ciprofloxacino y Cefixime para los casos de diarrea que no
respondan a la terapia de rehidrataciéon oral y que presente resistencia a

Trimetoprim/sulfametoxazol o Ampicilina.
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En el experimento encontramos que los grupos patdgenos tienen una tendencia
mas marcada a la resistencia de los antibiéticos Trimetoprim/sulfametoxazol,
Ampicilina y Amoxicilina, en contraste aun cuando el grupo control también tiene
resistencia elevada a estos, este grupo presenta una resistencia mas homogénea
a los demas antibioticos, lo que explica el hecho de que las bacterias tienen
preferencia por evadir los mecanismos de acciéon de antibioticos a los que se

someten de manera mas frecuente.

Se debe hacer notar que de manera comun se pueden aislar EPEC y DAEC en un
porcentaje de la poblacion de nuestro medio, entonces ¢;Por qué no presentan
diarrea? la respuesta es sencilla, pues al estar la poblacién en constante contacto
con estas bacterias, se desarrolla inmunidad adaptativa ante las mismas y es que
como se discute en la introduccion, la diarrea inducida por estas bacterias no
depende directamente de las lesiones que producen a las células en el proceso de
infeccidn con excepciéon de EIEC, siendo en los otros patotipos que la diarrea es
producida por la produccion de una proteina especifica con actividad citotéxica, o
en el caso de DAEC en la cual la diarrea se produce por la fuerte reaccion

inflamatoria que induce esta bacteria en el colon.

Un ejemplo claro de lo anterior lo constituye la diarrea del viajero, y es que en los
paises industrializados que poseen estrictos estandares de sanitizacion
alimentaria, los casos de diarrea atribuibles a contaminacion alimentaria
bacteriana son muy focalizados y relativamente pocos; cuando las personas de
paises desarrollados viajan a paises en desarrollo con deficientes sistemas de
sanitizacion alimentaria, aumenta la probabilidad de que desarrollen un cuadro
diarreico como resultado de la ingesta de alimentos contaminados ante la escasa
respuesta inmune adaptativa que presentan estas personas contra estos agentes

patdgenos y sus toxinas.
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De lo anterior también se desprende el hecho de haber escogido a los nifios de
edad menores de 5 aflos como los pacientes a monitorear en este estudio, pues
son los pacientes de mas alto riego a presentar diarrea por contaminacion
alimentaria y de acuerdo al Sistema Nacional de Informacién en Salud, en 2008
las enfermedades infecciosas intestinales ocuparon el 4° lugar en infantes y el 2°
lugar en preescolares como causa de muerte en Michoacan, destacando la

importancia de conocer a fondo la etiologia de la diarrea.

Basta con imaginar el hecho de que los infantes aun no presentan un sistema
inmune plenamente desarrollado, aunado a la infeccion pasiva por parte de
adultos que portan de manera asintomatica los patotipos de E. coli y a la creciente
cultura de alimentacion de los infantes con férmula lactea y no con leche materna,
este problema se vuelve persistente, y como lo pudimos constatar aunque no fue
parte de nuestro estudio, la causa principal de la diarrea en estos pacientes se
puede atribuir a E. coli tipificable inclusive por encima de rotavirus, Shigella sp. o

salmonella sp.

Durante el monitoreo de los pacientes que duré desde principios de octubre de
2009 y hasta Abril de 2010 que es el periodo de tiempo en el que predomina la
presencia de rotavirus, en un hospital centinela como lo es el Hospital Infantil de
Morelia Eva Samano de Lépez Mateos, solo se encontraron 7 casos de rotavirus,
el primero reportado el 5 de marzo de 2010, comparado a los 22 casos de E. coli

tipificable.

De esto surgen varias hipotesis al respecto de rotavirus: estd adaptandose a
cambios ambientales, o es que la vacuna contra rotavirus Rotarix® implementada
por el gobierno federal en 2007 ha conducido a la disminucién de la incidencia de

rotavirus como agente diarreagénico.
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Se debe profundizar en el estudio de estas hipdtesis para poder demostrarlo y en
palabras de la Q.F.B. Guadalupe Martinez Bolafioz encargada del programa de
monitoreo de Rotavirus del hospital infantil de Morelia y colaboradores, en el 2010
la incidencia de rotavirus serotipo G1 (el mas comun)se vio completamente
abatida (dato no disponible) comparada a afos anteriores, pero se observo que la
presencia de los serotipos G2 (el mas patégeno), G3 y G9 ocupd el total de los
casos registrados, esto en parte quizas atribuible a la vacuna Rotarix® que
previene la infeccion del serotipo G1 pero no de los demas serotipos, por lo que en
afios préximos esperamos ver una acrecentada prevalencia de rotavirus G2,G3 y
G9.
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14 DISCUSION GENERAL

Es pues que con este trabajo demostramos que la identificacién de patotipos de E.
coli es de suma importancia pues ademas de brindar informacién epidemioldgica,
brindan al médico la informacion que le permita brindar al paciente el mejor
tratamiento posible sin fomentar la resistencia bacteriana que como lo indica este
trabajo se encuentra fuera de control. Consideramos entonces que el tratamiento
de primera eleccion para este tipo de diarreas es la rehidratacidon segun los
esquemas sefalados por el Instituto Nacional de Pediatria y solo en el caso de

encontrar diarrea persistente o tipo disenteria, se justifica el uso de antibidticos.

Sin embargo, ante los beneficios que representa la identificacion de las E. coli
patogenas, se presenta el problema de como diferenciarlas de las E. coli de flora
normal si mediante la bioquimica convencional son indiferenciables y el uso de
antisueros ademas de que se requiere de una gran variedad de ellos no brindan

una repuesta clara debido a las reacciones cruzadas.

Las técnicas de biologia molecular surgen como respuesta ante estos problemas
pues en los ultimos afios, la diversidad de técnicas y el abaratamiento progresivo
de las mismas aunado a su alta especificidad y sensibilidad permiten distinguir
entre bacterias aun de la misma especie si es que son portadoras de genes que
les confieran patogenicidad como en los casos de las E. coli patégenas, es por
esto que es nuestro deseo el poder fomentar la implementacion de estas técnicas

para poder obtener un diagndstico mas certero de la etiologia de la diarrea.

Aunqgue aun estamos en épocas tempranas en el desarrollo de estas metodologias
y se considera que el precio de este tipo de estudios es elevado, consideramos
que en un futuro cercano se podran emplear cada vez mas como métodos de
diagnéstico pues las ventajas que brindan superan por mucho el precio que en

ocasiones llegan a presentar.
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La PCR en tiempo real empleada es tecnologia de punta y tiene muchas ventajas
respecto a los métodos tradicionales de identificacion bacteriana pues requiere
menos tiempo, es mas precisa, tiene mayor resolucion, permite cuantificar la carga
del patégeno (aunque no fue objetivo de la tesis), el proceso puede automatizarse,
no requiere analisis posteriores (comparado a la PCR convencional), no presenta
reacciones cruzadas como las pruebas inmunologicas, permite trabajar
directamente con la muestra diarreica lo que aumenta su sensibilidad y permite la
adaptacion de técnicas multiplex, que consisten en la identificacion de todos los
patotipos de E. coli en una sola reaccion de PCR a través de la comparacion de

los picos melting.
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15 PERSPECTIVAS.

Pretendemos que el uso de las técnicas moleculares sea cada vez mas difundido,
pues todas las ventajas que presenta como herramientas de diagndstico supera
ampliamente su costo, aunque aun no se empleen como técnicas de diagndstico
rutinario, estamos seguros que en pocos afos cada vez mas y mas laboratorios
tendran acceso a esta tecnologias brindando diagndsticos mas precisos siempre
teniendo como objetivo la preservacion y restauracion de la salud de la poblacion.
La adaptacion de la técnica como método multiplex permitira la diversificacion de
patdogenos que puedan investigarse utilizando una sola reaccion de PCR, lo que
esperamos que resulte en un abaratamiento progresivo de las técnicas

moleculares que permitan su mayor uso.

Como herramienta de diagndéstico para las diarreas bacterianas no es un método
de eleccion pues calculamos que el costo total de la prueba desde el cultivo, el
aislamiento, extraccion de ADN y PCR costaria alrededor de 500 pesos, y no es
necesario para el médico saber a que patotipo de E. coli pertenece el origen de
una diarrea para el tratamiento, pues como ya se ha discutido antes solo es
necesaria en estos casos la terapia de rehidratacidén oral, el punto principal del
trabajo es demostrar que el uso de los antibidticos injustificadamente ha sometido
a las bacterias a la produccion de mecanismo de resistencia y que esta tendencia
si no es controlada llegara el momento que los antibioticos no tengan efecto en
ellas y un paciente pueda morir a causa de una infeccion, sin importar el

tratamiento que pueda recibir.

También se pretende fomentar la valoracion de tratamientos alternativos al uso de
antimicrobianos en padecimientos diarreicos y la variacion de la terapia
encaminada a antibioticos que no presentan resistencia tan elevada como si lo son

los antimicrobianos de primera eleccidn sugeridos por la secretaria de salud.
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16 CONCLUSIONES.

1. Se logré la identificacion de patotipos de E. coli en el 46% de las muestras.

2. Se identificé EPEC en 4% de los casos.

3. Se estandarizé el método PCR multiplex en tiempo real con High resolution
melting para la deteccidn de patotipos de E. coli en el LESP del estado de
Michoacan.

4. Se revelo el grado de resistencia a antibiéticos que presentan las cepas de
E. coli aisladas de pacientes menores de 5 afios. Encontrandose una
tendencia a la resistencia a SXT y Amp.

5. Se encontro el grado de resistencia de EPEC a los antimicrobianos.

6. Se ha establecido que E. coli tipificable variedad ETEC fue el principal
agente diarreagénico bacteriano en nifios menores de 5 afos en

Michoacan.
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17 ANEXOS.

17.1 TOMA DE MUESTRA Y REGISTRO DE DATOS.

Material.

Guantes de latex.

Cubrebocas.

Hisopo de algodoén estériles.

Medio de transporte Cary-Blair. (Figura 33)

Hojas de registro epidemioldgicas. (Figura 34, Figura 35)

Procedimiento.

Ante todo se debe tener el consentimiento del paciente o sus familiares
segun aplique sobre el procedimiento, pues se trata de la manipulacion de
un esfinter humano.

Se introduce el hisopo 2-4 cm dentro del recto del paciente y se gira varias
veces. (Figura 32)

Se introduce el hisopo dentro del tubo con el medio de transporte Cary-Blair

y se rotula con los datos del paciente.

Recto

Figura 32. Hisopado Rectal.
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Figura 33. Medio de transporte Cary-Blair.
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Figura 34. Encuesta Epidemiologia para estudio de Colera.
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Figura 35. Encuesta Epidemioldgica de Diarreas por Rotavirus.
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17.2 COPROCULTIVO.

s El coprocultivo se realizo en medios selectivos MacConkey y EMB

Figura 36. Medios de cultvio diferenciales para Enterobacterias
1. MacConkey, 2. Agar EMB.

e Se rotularon las placas con el numero de la muestra y las fechas
¢ Se realizo la descarga de la muestra en los medios de cultivo con un hisopo

de algodon en la orilla de cada placa.

¢ Se realizo el estriado de la muestra por cuadrantes utilizando un asa

bacterioldgica en condiciones de esterilidad.

Figura 37. Estriado en placa con medio EMB.
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s Las placas se incubaron a 37°C durante 24hrs.

¢ Después de 24hrs se seleccionaron las colonias caracteristicas de E. coli

en cada medio.

Figura 38. Crecimiento de E. coli en medios EMB (arriba) y MacConkey (Abajo).

17.3 PRUEBAS BIOQUIMICAS.

Los resultados de la pruebas bioquimicas para Escherichia coli comunmente son:
TSI: K/A o A/A con produccion de gas variable, LIA: K/A o A/A, MIO: Movilidad
variable Indol (+) y K/A o A/A, Citrato (-), Malonato (-) y Urea (-). A continuacién se

observa en la Figura 39 con una bioquimica tipica de Escherichia coli.

Figura 39. Bateria bioquimica para Identificacion de E. coli.
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17.4EXTRACCION DE DNA POR PERLAS MAGNETICAS.

La tecnologia MagNA Pure LC 2.0 empleada permite la extraccion y purificacion
automatizada de DNA, RNA total y acidos nucléicos de virus a partir de diferentes
tipos de material biolégico como sangre completa, suero, células sanguineas,
cultivos celulares, tejidos, bacterias, hongos, etc., de forma rapida, segura y con
una adecuada calidad para su posterior utilizacion en procedimientos de PCR. El
principio magnético de esta técnica esta dado por el uso esferas magnéticas. Las
muestras son lisadas por incubacién con un buffer especial que contiene sales y
Proteinasa K que produce la lisis celular y permite la liberacion de los acidos
nucleicos mientras que las nucleasas son desnaturalizadas y la proteinasa K

digiere las proteinas.

Los acidos nucléicos totales son adheridos a la superficie de las perlas magnéticas
por fuerzas idnicas debido a las condiciones de sales e isopropanol. Las perlas
magnéticas unidas a los acidos nucléicos son magnéticamente separadas de los
residuos de la muestra lisada y son posteriormente lavados repetidamente con
buffer de lavado para remover las sustancias no unidas (por ejemplo proteinas
(nucleasas), membrana celular, e inhibidores de PCR tales como hemoglobina o
heparina y para reducir la concentracion de sales. Sustancias no adheridas son
removidas por varios pasos de lavado, entonces los acidos nucléicos purificados
son eludios de las perlas magnéticas en los pozos de elucion mientras que las

perlas magnéticas son retenidas y descargadas.

17.4.1 MATERIAL:

Para el recimiento bacteriano.

Caldo LB (Luria Bertani)

Tubos Eppendorf de 15ml esteriles
Pipetas esteriles

Shaker

Centrifuga

Octavio Silva Garcia. 105



Tipificacion molecular de Escherichia coli enteropatogena, enteroinvasiva y de adherencia difusa en Michoacan, México.

17.4.2 EXTRACCION AUTOMATICA DE Acipos NUCLEICOS TOTALES

La tecnologia MagNA Pure Total Nucleic Acid Isolation requiere el uso del Kit de

reactivos que esta especialmente disefiado para ser usado con el MagNA Pure LC

Instrument LC2.0.

El contenido del Kit de reactivos es el siguiente:

Identificacion

Nombre

Contenido y funcién

Frasco tapa color negro
Numero 1

Buffer de lavado |

s 2 botes de 100 ml cada
uno

«» Para remover inhibidores
de PCR
Frasco tapa color azul Buffer de lavado Il + 1 bote de 100ml
Numero 2 % Para remover sales,

proteinas, etc.

Frasco con tapa color roja
Numero 3

Buffer de lavado llI

s 2 botes de 100 ml cada uno
« Para remover sales

Frasco con tapa color
verde
Numero 4

Buffer de
union

lisis vy

% 1 bote, 100 ml
v Para la lisis celular y la

union de los acidos

nucléicos torales

Frasco con tapa color
rosa
Numero 5

Proteinasa K

6 Frascos liofilizados
Para digestion de proteinas

Frasco con tapa color
caramelo
Numero 6

Particulas
Magnéticas
(MGPs)

R/
A X4

% 6 Frascos con 6 ml de

suspension cada uno
Para la union de acidos
nucleicos

Frasco con tapa color
amarillo
Numero 7

Buffer de Elucion

X/ R/
LX AR X4

) X/
LSRR X4

1 frasco de 100ml

Para la elucion de
acidos nucleicos totales
Para la dilucion (opcional)
Para la reconstitucion de la
proteinasa K

los

Tabla 18. Contenido del Kit de Extraccion MagNA Pure Total Nucleic Acid Isolation
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El MagNa Pure Instrument LC 2.0 requiere los siguientes accesorios y plasticos

consumibles:
Sample Cartridge
Cartucho de elucion y depdsito de acidos
nucleicos.
8 Cartridge Seal
‘;ﬁ Pelicula rotectora de contaminacion o
“QM P

evaporacion de los acidos nucleicos.

Reagent Tub Small

Recipiente de reactivos con capacidad de 3.5 ml.

Reagent Tub Medium 20

Recipiente de reactivos con capacidad de 20 ml.

Reagent Tub 30

Recipiente de reactivos con capacidad de 30 ml.

Reagent Tub Large

Recipiente de reactivos con capacidad de 100 ml.

Tub Lid (Small-Medium)

Tapa para los recipientes Small y Medium, evita la
pérdida de volumen de los reactivos por
evaporacion.

Tub Lid (Large)

Tapa para el recipiente Large, evita la pérdida de

volumen de los reactivos por evaporacion.

Tub Lid Seal
Se usa para prevenir la contaminaciéon de los
reactivos durante el movimiento del brazo del

robot, evitando el goteo de las puntas.
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Processing Cartridge
Es aqui donde el robot coloca los reactivos

requeridos en los diferentes pasos del proceso.

Reaction Tips (Large)

“ Se usan para dispensar los reactivos, transferir la

muestra y separacion de perlas magnéticas.

Reaction Tips (Small)
Se usan para transferir el material genético en la

Post Elution.

~~~~~~~~~ Tip Stand
Son depdsitos temporales de las puntas en cada

paso del proceso.

Waste Bottle
Depdsito de desechos liquidos del robot.
Colocarlo en la posicion indicada en la foto del

robot.

‘ Reagent Reservoir Rack

, ' En él se colocan los recipientes de reactivos.
Tiene dos posiciones para recipientes grandes y
seis para recipientes pequefios, se coloca a su

vez en el area de reactivos del robot.

Cooling Block, Reaction Tubes
Es adecuado para colocar 32 tubos de reaccion
de 1.5 mL y tapa de rosca que son llenados

automaticamente usando la funcién de post-

elucion.
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— Waste Box, Waste Box Lid
\. Sostiene a la bolsa de desechos en donde las

puntas de reaccion son descartadas por el robot.

Waste Bottle Tray
Sostiene el depdsito de desechos liquidos del

robot.

Liquid Waste Funnel
Sirve para transportar los desechos liquidos

dentro del bote de desechos.

Greasing Set
Estacion para el engrasado automatico de los

anillos O.

O-ring Exchange Tool
Con esta herramienta los anillos O pueden ser

colocados y retirados del instrumento.

Touch-pen with holder
Es utilizada para manejar la pantalla sensible al

tacto.

Touch-screen with Keyboard Tray and Keyboard

Permiten el manejo del software del robot.

Tabla 19. Accesorios utilizados en el Robot de Extraccion Magna Pure LC
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17.4.3 PROCEDIMIENTO DE EXTACCION EN EL ROBOT MAGNA PURE LC:

Lisis Externa

Previo a la extraccion en el equipo MagNA Pure se debe hacer crecer las cepas
bacterianas en caldo LB adecuado para su tratamiento de lisis.

1. Se hacen crecer las cepas en un medio LB sin antibiético llevando el
inoculo al 0.1 en la escala de McFarland bajo condiciones de esterilidad (en
campana de bioseguridad).

2. Que se hacen crecer en shaker durante 8 horas a 37°C.

Se centrifuga la muestra a 2500rpm durante 5 minutos y el sobrenadante es
decantado.

4. La pastilla se resuspende en 200ul del buffer de elucién del kit de
extraccion descrito anteriormente
Se realiza la lisis externa adicionando 200ul de buffer de lisis.

Se toman 350pl de cada muestra y se montan en una placa de extraccion.

Se introduce al equipo de extraccion por perlas magnéticas.

Preparacién de la muestra para extraccion automatica de Acidos nucleicos

1. Se reciben las muestras clinicas en tubos eppendorf marcados con un
numero de muestra asignado previamente.
2. Se colocan las muestras en el cartucho de muestra como a continuacién se

ilustra:

Figura 40. Preparacion de la Muestra para Extraccion de Acidos Nucleicos
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Colocacion de los consumibles en el Robot Magna Pure LC

Figura 41. Colocacion de los Consumibles en el Robot Magna Pure LC

Orden de colocacién de los reactivos en los recipientes y posiciones:

large

medium/
small

Figura 42. Orden de colocacion de los Reactivos en la Charola del Robot Magna Pure LC
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Posicion R1. Recipiente grande que contiene 31.2 mL de buffer de lavado |
Posicion R2. Recipiente grande con 32.6 mL buffer de lavado llI

Posicion R3. Permanece vacia.

> nh -

Posicién R4. Recipiente pequefio con 4.2 mL de solucién de proteinasa K.
(Liofilizado resuspendido en 5 mL de buffer de elucién).

Posicidn R5. Recipiente pequeino con 5.8 mL de particulas magnéticas.
Posicion R6. Recipiente pequeino con 6.6 mL de buffer de elucion.

Posicién R7. Recipiente pequeno con 15.9 mL de buffer de lavado II.

© N o o

Posicion R8 vacia.

Revisiéon de los accesorios para desecho de Reactivos

Figura 43. Accesorios para Desecho de Reactivos.
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Siempre verificar el volumen de liquidos en el bote de desechos, el cual debe ser
cambiado regularmente para evitar derrames. Asimismo verificar que la bolsa de
desechos no se encuentre llena y que ésta y la tapa del contenedor se encuentren

posicionadas correctamente como se indica en la Figura 43.

Introduccion de informacion de las muestras, seleccion de protocolo y
parametros

Instrument Utilies Messages
Post Elution Ecit Post Ss5on Pesults
Betch 5, 0002080520061 il
H G FEDCSB A
““' . 1 Sample Cartridge Graphic
V“”’.”. 4 Purffication Protocol Area

Pusitcaton Protocol PostEluton Protocal

Post Elution Protoool Area

A Lot o Pat Pt

MK(NIM PR Kit Name
BN S

rhﬂb_\hﬂklm PCR it Lot
Conrot T
Saerplo Volena: [ soful | ]

Exica Yohms: - [0l poRpsneent PCR Instrument Area

Ditonvoiume: [ ojul e g =

CercuseiNo -

Sample Order Table

I LiquigwWaste Disceand
r cotmsarpecandposens (NI

Figura 44. Introduccion de muestras y protocolo en el Software del Robot Magna Pure LC

Abrir la opcion Workplace.
2. Seleccionar Ordering, aparecera la pantalla ilustrada arriba.
En la tabla introducir los niumeros de identificacion de las muestras de
acuerdo a su posicion.
Seleccionar el protocolo de purificacion adecuado.
Indicar los volumenes de muestra y de elucion.
Seleccionar el protocolo de Post Elucion.

Sefialar la opcion Liquid Waste Discard.

© N o g &

Ir a la siguiente pantalla presionando la flecha en la parte inferior derecha.
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Inicio de la corrida

El software utiliza la informacion de las muestras definida en la pantalla anterior
para determinar el volumen de reactivos y plasticos requeridos, y despliega esta
informacion en la pantalla Stage Setup, (ilustrada a continuacién). Aqui,
seleccionar los botones que aparecen en amarillo para confirmar el correcto
posicionamiento de los reactivos y plasticos. Cuando un reactivo o plastico no son

requeridos aparece la leyenda Not used. Presionar el botdn de inicio Start.

B Wotohce  ERCTITTR T Treseages

Oroering Bokh Readts POt ERGNEA | Post Eltion Risuits

Cangurt Tk Lrga T Procening Dhton | Pugt Dution.

u @ e porsicsn  pesoces h
e intieiy
Ramo- bl

MI
mnd I ulmw«
Notlued | NotUsed Reagent/Sample Stage Area
5 M0 | __E!

TESedd . Ty Qundd G
| Nortuea | Motimes

-

1
2
2
)

)
CRCREP®

‘ { 7
¥ ul"wﬂ!l Totocol Stast Button
Wi Caterer <
Mot Vsed ol Waste B33 l Oty \ : poown

' Purification Protocol

Figura 45. Programacion del Software MagnaPure LC
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Monitoreo del proceso de extraccion de Acidos Nucleicos

Durante el proceso de purificacion el estado de la corrida es monitoreado en la

ventana ilustrada a continuacion.

Purification Protocot R ] Protocol Area
Post Evsion Profocol e mront 1

provose [
ocesst |

s

Isolation Process Area

Processd’
Processd

Epilogus |

Prast EXajon —
LS 123

Progress Bar

Figura 46. Monitoreo de Extraccion de acidos nucleicos en el Robot Magna Pure LC

Envasado del material genético purificado

Después del proceso mencionado anteriormente el material genético purificado es

envasado en tubos Eppendorf.
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17.5REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL

Figura 47. Placa de 96 pocillos utilizada en Termociclador LightCycler ® 480

curvas de amplificacién negaﬁv‘d"

.;-‘v_‘

Figura 48. Curva de amplificacion positiva y negativa en Termociclador LightCycler 480
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17.6 ELABORACION DE GELES DE AGAROSA PARA ELECTROFORESIS.

Sera necesario tener en el laboratorio equipo que nos permita trabajar con los
geles: una camara de electroforesis, una fuente de poder, un transiluminador de
luz UV y equipo de fotografia o tambien existen camaras especiales y equipo de
computo especifico para ello para guardar la imagen del gel. Para empezar hay
que preparar el buffer de corrida, el cual tendra el pH requerido y los iones
necesarios para que fluya la corriente y pueda migrar el ADN. Si en lugar de buffer
utilizaramos agua, el ADN se quedaria inmovil y no veriamos migracion en los
geles, y si por el contrario utilizaramos un exceso de sales, el gel se calentaria

tanto que al final acabaria por derretirse.

El buffer mas comun es el TBE (Tris Boratos EDTA), que por ser muy estable
puede reutilizarse varias veces. Tambien se utiliza con frecuencia el buffer TAE
(Tris Acetatos EDTA), que es menos estable que el TBE y tiende a ionizarse mas
rapido, pero permite obtener mejor separacion de bandas, sobre todo si son de
gran tamano (1 kb o mas). Las recetas para preparar estas y otras soluciones
estan al final de este apartado. Dependiendo del tamano de los fragmentos que
esperamos se utilizara una concentracion de agarosa mayor o menor para obtener
agujeros menos 0 mas grandes y una mejor resolucion de nuestras bandas. Si no
conocemos el tamano, se puede empezar con agarosa al 1%, pero si se conoce,

se puede usar esta tabla como guia:

La agarosa se disuelve en el mismo buffer que utilizaremos para la corrida, y se
calienta hasta ebullicion para disolver bien el polvo. Hay que tener cuidado 534
Las herramientas moleculares de retirarla del calor o del microondas en cuanto
comienza a hervir, pues podria derramarse. Si es un gel muy importante, en el
laboratorio pesamos el matraz donde se prepara el gel antes y despues de
calentarlo, y le agregamos el agua que haya perdido durante el calentamiento,
para asegurar que la concentracion de agarosa sea la correcta. La solucion se

agitara suavemente para evitar la formacion de burbujas, y cuando se enfrie un
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poco (aprox. 600C) se vierte de una sola vez en el contenedor de geles al que ya
le colocamos el peine para que se formen los pozos en donde cargaremos las
muestras. Si quedan algunas burbujas, rapidamente con la punta de una pipeta
podemos picarlas y quitarlas; si se dejan pueden hacer que la electroforesis no

migre en forma homogenea.

Cuando se enfrie y solidifique agregamos el buffer necesario hasta cubrir BIEN el
gel (hemos visto que de esta forma el peine se puede quitar mas facilmente), y

despues se retira el peine con cuidado para no romper el fondo de los pozos.

Cargando el gel. Con una pipeta, cada muestra se vierte en un pozo, mezclada
previamente con 1 o 2 microlitros de colorante de corrida (receta al final).
Generalmente los colorantes de corrida llevan alguna sustancia espesa, como
glicerol o sacarosa, que permite que la muestra caiga hacia el fondo del pozo, y
los colorantes (como el xilen-cianol o azul de bromofenol) nos dan una idea de
como van migrando los fragmentos (en un gel de agarosa al 1%, el azul de
bromofenol migra junto con los fragmentos de 300 pb, y el xilen-cianol migra igual
que los fragmentos de 4 kb). No es necesario utilizar toda la muestra de PCR en
una corrida, puede utilizarse del 10% al 20% de la cantidad total del PCR que

hicimos (i.e. si en total son 50 ul, se cargaran 5 pl de muestra).

Tincion del gel

Lo mas comun es utilizar bromuro de etidio, que es una molecula con dos
propiedades importantes: se intercala en las bases del ADN vy brilla con luz UV a
una longitud de onda determinada (264-366 nm) con lo cual podemos observar las
bandas de ADN en el gel. El bromuro de etidio es un mutageno y es altamente
toxico, por lo cual es necesario utilizar guantes y bata para su manejo. Es
recomendable apartar un area del laboratorio y material exclusivo para su uso. Los
geles con bromuro deberan juntarse y desecharse con alguna compania de

desechos toxicos, asi como las puntas y guantes contaminados.
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Las soluciones con bromuro pueden inactivarse. Si de derrama una pequefia
cantidad, hay que absorber muy bien con toallas de papel y después con alcohol
(las toallas se juntan en una bolsa para inactivar el bromuro que quede en ellas).
Cuando no estamos seguros si algo esta o no contaminado con bromuro lo
exponemos a la luz UV y si no hay fluorescencia es que no hay bromuro. Hay dos
maneras de tefiir el gel: cuando la agarosa esta a unos 600C, antes de vertirla, se
anade el bromuro de etidio directamente para que quede a una concentracion de
0.5 pg/ml en el gel. De esta forma al terminar la corrida puede verse el gel. La
desventaja es que el bromuro retarda la migracion de las moleculas de ADN, y
ademas la camara de electroforesis queda contaminada con el bromuro, es por
esto que hay quien prefiere tenirlo despues de la corrida: el gel se sumerge en una
solucion de 0.5 uyg/ml de bromuro de etidio por 30 a 40 mn y asi no se contaminan
las camaras y el ADN migra mas rapido, pero es un metodo mas lento. Al terminar
se pone el gel en el transiluminador para verlo. La luz UV puede danar la piel y los
ojos, por lo que sera necesario protegerse a traves de un acrilico especial y

protectores de la cara y/o los o0jos. 536 Las herramientas moleculares.

EDTA

Para preparar ambos buffer TBE y TAE es necesario tener una solucion de EDTA
0.5M pH8. Para preparar 100 ml, pesar 18.61g de EDTA y disolver en 70 ml agua.
Solo se disolvera hasta que la solucion alcance un pH de 8. Ajustar primero con
lunetas de sosa (unas 10), dejar que se disuelvan e ir agregando poco a poco mas
lunetas hasta llegar a pH de 6 o 7, y aqui ajustar hasta 8 con gotitas de sosa 5 o

10 M, despues aforar a 100 ml.

TBE

Se prepara un stock concentrado a 5X, y para hacer el gel, se diluye y se utiliza a
1X o 0.5X. Es comun que el TBE se precipite, por eso hay que preparar
cantidades que se utilicen constantemente. La receta del TBE 1X es: 0.089M tris,
0.089M acido borico y 0.002M EDTA. Para preparar una solucion 5X, pesar 54 g

de tris-base y 27.5 g de acido borico. Disolver en 800 ml de agua y anadir 20 ml de
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EDTA 0.5M pH8. Aforar a 1 litro. Una solucion de TBE bien preparada debera

tener un pH cercano a 8.3 sin necesidad de ajustarla.

TAE

No se precipita y es posible prepararlo muy concentrado, aqui escribiremos la
receta al 50X y para la corrida se diluye al 1X. TAE 1X: 0.04M tris-acetatos,
0.002M EDTA. Para una solucion 50X: pesar 242 g de tris base y disolverlo en 500
ml de agua esteril, agregar 57.1 ml de acido acetico glacial y 100 ml de EDTA 0.5
M pH 8. Aforar a 1 litro.

Colorante de corrida

xilen—cianol al 0.02%, azul de bromofenol al 0.02 % en glicerol al 50%.

Bromuro de Etidio
La costumbre es hacerlo a 10 mg/ml, se guarda a 40C protegido de la luz en una

botella oscura, envuelta con aluminio.
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17.7RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS, LECTURA DE LOS HALOS DE INHIBICION E

INTERPRETACION.

La identificacion de resistencia bacteriana a antibiético se llevé a cabo siguiendo
los estandares de la CLSI. Primero tomamos la cepa aislada y se inoculé en un
tubo con caldo Mueller-Hilton, incubamos durante 2 a 5h hasta la aparcicion de
una turbidez. Ajustamos al tubo 0.5 del nefelémetro de Macfarland*' sobre un
fondo blanco con lineas negras. Se siembra del caldo cultivado a una placa de
agar Mueller-Hinton con hisopo de algodoén estéril (15 min maximo después de

ajustar)como se indica en el diagrama anterior.

La siembra se lleva a cabo extendiendo el in6culo por toda la placa girando la
misma 2 veces en un angulo de 90°, una tercera vez en un angulo de 45°
aproximadamente y por ultimo se pasa el hisopo sobre el reborde de la placa 2,
Dejar secar de 3 a 5 minutos y colocamos los discos presionando ligeramente
para que queden bien adheridos. La distancia entre los discos debe ser tal que no

se superpongan los halos de inhibicion.

Y que no queden muy cerca del borde de la placa. Se incuba a 37° durante 24 hrs.
y se procede a medir los halos de inhibicion con una regla, se interpretaron los
resultados conforme a los estandares (consultar tabla 1 anexo4) y se clasifico

como sensible, intermedio o resistente. Los antibidticos utilizados en este estudio

fueron:

Placa 1:
¢ CEFOTAXIMA (CTX) ¢ AMOXICICILINA CON
¢ CEFTRIAXONA (CRO) ¢ CLAVULANATO (AMC)
s CEFTAZIDIME (CAZ) s |IMIPENEM (IPM)

s CEFEPIME (FEP)
s MEROPENEM (MEM)

Octavio Silva Garcia. 121



Tipificacion molecular de Escherichia coli enteropatogena, enteroinvasiva y de adherencia difusa en Michoacan, México.

Placa 2:
¢ TRIMRTROPRIM/SULFAMET. (STX) » AMIKACINA (NA)
¢ AMPICILINA (AM) » GENTAMICINA (GM)
¢ CLORANFENICOL "C" » FOSFOMICINA (FOX)

Figura 49. Siembra en placa vy resistencia a antibioticos
A. Inoculacion de la placa B. Colocacion de los sensidiscos. C. Halos de inhibicion.
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