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e cGMP:Guanosin monofosfato ciclico
* CFA Factor de colonizacion
e A/E Adherencia y esfacelacion
* EAF: Factor de adherencia y esfacelacién
» SLTX: “Shiga hike toxins” o tana semejante a la producida por Shugella
disenteryae
* VTEC. Escherichia colt productora de verotoximas
» SLTEC Shiga like toxin producida por fischerichua coli
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SLT. “shiga like toxin”

SUH: Sindrome Urémico Hemolitico
PTT. Parpura Trombocitopénica

MDa: Megadaltones

AAF/T Adherent-Agreggative-Fumbrial-I
AA: Adherencia agregativa

DA. Adherencia difusa

OMP Proteina de membrana externa
DNA, Acido desoximbonucleico
RNA. Acido nbonucleico

PCR. Reaccion en cadena de la polimerasa
mi mililitros

ul- microhtros

nm sanémetro

KDa Kilodaltones

UV ultravioleta

S5C Solucion salina citratos

TRIS. Tris-hidroximet:]l amino metano
NaCt: Cloruro de sodio

NBT. Nitro azul de tetrarolio

BCIP 5-bromo-4-cloro-3-mndoil fosfato
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RESUMEN.

Actualmente el diagnostico para E. colt y otras bacterias patdgenas se esta
realizando con base a técnicas que estudian los genes o productos de virulencia de cada
cepa obteniendo pruebas con resultados especificos. Dichos estudios han permutido mostrar
los mecanismos de patogenicidad de cada grupo de £ colf causante de diarrea, de los
cuales se han descrito seis: enterotoxigénico, enteroinvasivo, enteropatdgeno,
enterohemorragico, enterodifuso, enteroagregativo que son considerados potencialmenie

patégenos en los seres humanos.

El método utilizado parz el diagnostico de los cuatro grupos patdgenos de E. coli
mads importantes en México, ETEC, EIEC, EPEC y EHEC fue “ colony blot” en fase solida

para cepas aisladas de casos de diarrea

Se hibridaron 4850 cepas de E. colt de pacientes de los diferentes Estados de la
Repiblica Mexicana que reportaron cuadro diameico durante los meses de noviembre de
1999 a junto del 2000, se inocularon las cepas ¢n una membrana de nylon junto con los
testigos de referencia, postertormente se desnaturalizo el DNA con hidroxido de sodio,
quedando la cadena del DNA problema expuesta, se fij6 ¢l DNA a la membrana con luz uv,
se adiciono la sonda correspondiente de DNA marcada con digoxigenina y asi formar una
cadena de DNA estable, dandose de esta manera la reaccion de hubridacidn. Por alhmo s¢
reveld 1a membrana adicionando el sustrato de la enzima que fuc una mezcia de NBT-
BCIp

i




Los resultados obtenudos mostraron una prevalencia importante de E. colr ya que
3005 cepas resultaron positivas a alguno de los cuatro diferentes grupos patogenos de las
4850 que se hibridaron. El grupo ETEC, fue el mas diagnosticado con 2345 cepas y su
mayor frecuencia fue en el mes de junio, le sigmé el grupo EIEC con 424 cepas, presentd
un incremento impottanie en el mes de marzo, el grupe EPEC con 206 cepas que también
tuve un incremento de casos en el mes de marzo y el grupo EHEC con 30 cepas, siendo

noviembre el mes que mas casos reportd

Los nifios menores de 5 afios fueron los mas afectados, sin encontrarse refacidén con

el sexo de los pacientes

El estudio epidemiologico sobre los cuatro importantes grupos de E. coli como
agentes etoldgicos de diameas en la poblacion mexicana mostrd que existe un gran nimero
de casos debido a la infeccidn por algune de estos grupos, principalmente ETEC y por lo

tanto debe ser considerado como un verdadero problema de salud piblica



L INTRODUCCION

Las bacterias que causan enfermedades diarreicas pertenecen a una gran fanmlia de
bastones gramnegativos, la Earerobacieriaceqe La familia Enterobacteriqceas mcluye
miembros de la flora normal del colon asi como a otros que resulian patogenos A esta
familia también se le conoce como mucroorganismos entéricos abarcando gran nimero de
especies que se diferencian sobre la base de sus caracteristicas metabolicas, de serologia y
actualmente mediante diagnésticos que identifican gemes  de virulencia  del
microorgansmo, uiilizando para ello sondas de DNA, la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) v otros métodos moleculares. (1,2)

La FEscherichia coli es un microorganismo entérico que pertenece a la famiha
Enterobacteriaceae, es ¢l més abundante en las heces de personas sanas. siendo un
microorganismo anaerobio facultative que coloniza ei tracto gastrointestiral del recién
nacido desde las primeras horas de vida. La £, colt normalmente permanece confinada al
iumen intestinal indefinidamente sin causar dafio, sin embarzo cuando la persona esta
imunodeprinuda, débil o bien cuando la bacteria traspasa las barreras gastromntestinaies se
desarrolla la infeccion mcluso de las bacterias no patdgenas En ocasiones las personas
sanas pueden ser susceptibles a infeccion por uno o vanos tipos de £, coli que s¢ hayan

adaptado y que juntas hayan desarrollado 1a habilidad de causar enfermedad (2.3)



Los cuadros clinicos asociados a £ coli como agente causal son nfeccidon del

tracto urinane, sepsis, menagitis v la diarrea (2)

En cuanto a su morfologia individual la £ colf es un bacilo Gram negativo,

capsulado, no esporulado, mévil que puede poseer ¢ no flagelos peritricos (2)

La identificacién de la de E. coli se ha venido realizando mediante su cultivo en el
laboratorio de bacteriologia, en medios de cultivo gque permiten su mejor desarrollo, como
agar MacConkey, donde sus colonias son lisas, mucoides, convexas, circulares, brillantes y
dan una coloracion rosa intenso debido a la fermentacion de la lactosa Mientras que en

agar EMB (Eosina y Azul de Metileno), las colomas son vicletas con bnlle metilico

caracteristica de E .coli (2,43,

La identificacion de la especie £ coli por pruebas bioquimicas que determinan su
metabolismo muestra que es catalasa positivo, citocromo oxidasa negativo, ademas reduce
los nitratos a nitritos, lichia la gelatina, es indo!l positive, rojo de metilo positive, Voges
Proskayer negativo, citrato negativo y ureasa negativo También acidifica y produce gas a

partir de glucosa, maltosa, manitol, lactosa, xilosa, ramnosa y arabinosa (2).
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La serologia de [ cofr. permite identificar a las diferentes cepas de este
microorganismo con base a la presencia de sus tres antigenos, segin el sistema Kauffinan
propuesto en 1944 el antigeno “0” que se encuentra en la pared celular también lamado
somatico, el “K” o capsular y el “H” que es la proteina flagelar Hasta ahora se conocen

171 antigenos “0, 103 antigenos “K” y 56 antigenos “H” (1,2,5)

Actualmente el diagndstico para E. coli y otras bacterias patdgenas se esid
realizando al nivel de genes ¢ a los productos de wvirulencia de cada cepa obteniendo
pruebas con resultados especificos, por otra parte, de acuerdo a su mecanismo de
patogenicidad se ha clasificado a la [ colf en sels grupos' enterotoxigénica, enteropatogena,
enteroinvasiva, enterchemorragica, enteroagregativa y enterodifusa (2,3,4)

A continvacidn se mencionan las principales caracteristicas de cada grupo:

1. Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC).

La ETEC es una causa ¢omin de darrea en mfies que origina deshidratacion sobre
todo en paises en desarrollo v de la “diarrea del viajero” en adultos de paises
industrializados que viajan a paises en desarrollo (1) El agua y alimentos contaminados
han sidp considerados los vehiculos transmisores en la mayoria de los brotes que han

afectado tanto a nifios como adulios (3).
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1.1 Produccién de toxinas LT v ST,

Las ETEC pueden sintetizar dos enteroxinas, la termotabil (LT) y la termoestable
(8T} La enterotoxina LT es una proteina de elevado peso molecular (85000 a 87000 Da),
constituida por una subunidad A y cinco subumdades B, mientras que la ST esta
constituida por pequefios polipéptidos de 1900 a 5000 Da. La LT actiz incrementando la
concentracion de adenosin monofosfato ciclico (cAMP) y la ST aumenta la concentracidn
de guanosin monofosfato (¢GMP) en los enterocitos, lo que provoca una fuerte salida de
agua y electrolitos al lumen intestinal (3,5)

Para que una ETEC pueda causar diarrea, ademds de sintetizar enterotoxinas debe
poseer un factor de colonizacidn que le permita adherirse y colonizar el epitelio del

intestino delgado, evitando con ello la accion del lavado mecanico ejercido por el

peristaitismo intestinal (5)

1.2 Factoy de colonizacidn.

El factor de colonizacidon es un filamento protéico llamade pili o fimbna y se
encuentran en gran cantidad a lo largo de toda la superficie bactenana. Las fimbrias que
pueden ser rigidas o flexibles, constan de unas 1009 subunidades estructurales repetitivas y
unas pogas subumidades funcionales, entre las que se epcuentran las responsables de la
adhesidén. Dichos factores han sido Hamados CFA/, CFA/L, CEFA/N, CFAAY, sepin al

serotipo al que pertenecen, (2,4,6)



2. Escherichia coli enteropatégena (EPEC).

La EPEC es una importante causa de diarrea en nifios de paises en desarrollo y aun
causan casos esporidicos y brotes ocasionzles de enteritis infantil en  paises
industriafizados. Antiguamente sélo se le definia sobre las bases de los serotipos O y H,

EPEC es ahora identificada sobre sus caracteristicas patogénicas. (1,2,)

2.1 Histopatologia de la “Adherencia y esfacelacion” (A/E)
Lo que marca o caracteriza las infecciones por EPEC es la histopatologia de la
“adherencia y esfacelacién” (A/E), la cual puede ser observada en biopsias intestinales de

pactentes y animales infectados que pueden ser reproducidas en cultivo celular (7).

Este fenotipo parece estar caractenzado por la “adherencia” intima entre 12 bacteria

y la membrana de la célula epitelial de la microvellosidad (8).

El citoesqueleto adquiere cambios marcados, incluyendo 12 zcumulacidn de actina
polimenzada, que se ve directamente por debajo de la bacteria (8,9,10) La bacteria

algunas veces se depostta o coloca sobre un “ligero pedestal” o estructura de caliz (11).



Esta estructura en forma de pedestal o caliz puede extenderse desde 10um sobre la
estructura epitelial en forma de seuddpodos {11,12) Esta lesion es completamente diferente
a la histopatologia causada por la ETEC y V. cholerae, en las cuales los organismoes no se
adhieren intimamente y no se adhieren a las microvellosidades ni polimenzan la actina

(13)

Aunque estudios recientes también han reportado esta histopatologia Moon et al (9),
quien asocid fuertemente este fenotipo con EPEC y le dic ef nombre de “adherencia v
esfacefac1on”, que consiste en acortar, desprender o “rasurar” la microvelosidad del

enterocito

Asi es como las cepas EPEC son el prototipe perfecto de las bacteras entéricas
patégenas que producen lesién A/E en las células epiteliales (14}, existen miltiples pasos
que 1nvolucran la produccidn de la lesidn histopatdlogica A/E caracteristica En 1992
Donnerberg y Kaper (15), propusieron tres pasos en fa patogénesis de EPEC 1) adherencia

localizada, n) sefial de transduccion y in) adherencia intima

La secuencia de estos eventos es neierta y seguramente, algunos evenlos pueden
ocurfir conjuntamente Sin embarge cstos modelos pueden aponar avances a la

mvestipacion de la patogénesis de EPEC




2.2 Plismido de 60 MDa involucrado en E/A.

La adherencia de EPEC a las células Hep-2 , fue descrita primere por Craviote etal
{16), Baldini et al (17), quienes mostraron que las cepas EPEC uenen la hab:lidad de
adherirse y Yo hacen mostrando un patron de adherencia localizade que depende de la

presencia de un plasmido de 60 MDa

Este plasmido fue designado para EPEC como factor de adherencia (EAF), y un
fragmento de 1-Kb, fue desarrollado para pruebas de DNA come diagnostico (prueba EAF)

(18,19).

2.3 Fimbria bfp.
El factor involucrado en la adherencia localizada se reportd er 1991 por Giron et al.
{19}, quien descnbid una fimbria de 7 nm de didmetro producida por cepas EPEC la cual

tiende 2 agregarse y formar haces ondulados, por ello recibe el nombre de “bundle-forming-

prius™ (5/p)

Esta fimbria es producida sblo bajo crertas condiciones de cultivo,



3. Escherichia coli enteroinvasiva (E1IEC).

Las cepas EIEC tienen caracteristicas patégenas, bioguimicas ¥ genéticas
relacionadas con Shugella spp (20,21), la semejanza de Ias cepas EIEC con Shigella spp es

que generalmente en las pruebas bioquimicas resultan ser lisina descarboxilasa negativas,

no moviles y lactosa negativo (1)

E! grupo EIEC produce una disenteria caracterizada por diares 2cu0sa COR MOSo y
sangre, afecta 2 adultos principalmente, y los brotes generalmente se dan por alimentos

contarminados, es un grupo que se aisla poco como agente causal de diarrea (1,2.,5)

En lo que respecta 2 su mecanismo de patogenicidad, el modelo preciso para
describir a las cepas EIEC, no se tiene todavia bien elucidado, sin embargo la patogenests

estudiada para EIEC sugiere factores de patogenicidad que son virtuaimente 1dénticos a 10s

de Shugella sppr(22,23).

Ambos microorgamsmos han mostrado al wvadir y colonizar el epitelio, un fenotipo
regulado por un plismide y un loci cromosomal denomunado 1a/ Adernas, ambas EIEC v
Shigella spp, elaboran una 0 mds enterotoxinas sccretoras y estas pueden jugar un papel

mmportante en Ja patogénesis de la diarrea (24)




3.1 Invasividad.

El modelo admitido para la patogénesis de EIEC y Shigella spp comprende

Penetracion a la célula epitelial, lisis de la vacuola endocitica, multiplicacion
intracelular, movimiento direccional a través del citoplasma y extension hacia la célula

epitelial adyacente (21,22)

Cuando la infeccion es severa, esta secuencia de eventos ponen al descubierto una
fuerte reaccion inflamatoria 1a cual se manifiesta por una vlceracién severa y el blanco o

sitio de infecc16n para EIEC y Shigella es la mucosa del colon (22,23).

3.2 Produccién de la enterotoxina.

Ambas infecciones, tanto por EIEC como por Shigella son caracterizadas por un
peniodo de diarrea acuosa, precedida por evacuaciones con moco y sangre

Nataro, et al (24), clonaron y secuenciaron un plasmido que codifica para una
proteina de 63 kDa, El papel de las enterotoxinas no es comprobable, pero su presencia
puede ser explicada por la caracteristica diarrea acuosa acompaiiada por moco y a veces

sangre atribuida a E1IEC



4. Escherichia coli enterchemorrigica (EHEC).

Las EHEC son las responsables de diarreas agudas vy créomcas en nifios,

generatmente los brotes provienen de consumir alimentos contaminados (1,2)

El mecanismo de patogenicidad imicia con la adherencia de la bacteria a los
enterocitos por medio de sus fimbrias, ademas producen crtotoxinas semejantes 2 Shigella

disenteryae $ipo 1 (SLT) denominadas verotoxinas (25,26)

4.1 Produccion de citotoxinas.

Las E. coli productoras de verotoxinas han recibide diferentes depommnactones
segin la bibliografia, E. coli verotoxigémeas (VTEC) deronminadas asi por su capacidad de
producir efecto citotéxico w witro en células de mifion de mono verde africane (células
Vero), £ coli enterohemorrigicas (EHEC), I coli productoras dc toxinas semejantes a

shiga (SLTEC) y mas recientemente se le da la denominacion Shiga like toxin  (SLTX)

(27.28).

Existen dos tipos de verotoxinas, VT1 o SLTXI y diversas varantes de VT2 o
SLTIL, SLTX2, tales como la VT2vha y la VT2vhb Si bien la VT2 v sus vanantes también
son consideradas “shiga like 1oxins™ sus actividades biologicas no sen ncutralizadas con un

antisuero para la toxina shaga (28).
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Las wverotoxings estan  constitiidas  por una subunidad  enzmatica A
(aproximadamente 33000 Da) y cinco subunidades B {aproximadamente 7500 Da) que fijan

la toxina a receptores celulares compuestos por ghicolipidos {receptores Gb3 o Gb4). Fstas

=] S14

Las verotoxinas son liberadas en el intestine v después de absorberse, pasan a la
sangre causando lesiones en el endotelio vascular. Inducen una coagulacién intravascular
local ¥ una acumulacion de fibrina en el sistema nervioso central, en el tubo digestive y ent
los rifiones (26} Todo esto puede conducir a un dafio intestinal, renal, cerebral o

multisistémico.

Las EHEC pueden provocar en los seres humanos colitis hemorragica, €l sindrome
urémico hemolitico (SUH), piirpura trombocitopénica (PTT) diarrea no sanguinolenta e
incluse infecciones sintomaticas La manifestacidn clinica mas comin es la colitis
hemorragica, caracternizada por un cuadro severo de dolor abdomunal y diamrea

sanguinclenta (2,5,26),

4.2 Piasmido de 60 MDa involucrado en la sintesis de la hemolisina.

£l plasmido de 60 MDa comunmente encontrado en las cepas EHEC 0157 H7
contiene genes que codifican para una hemolisina (27), Esta enterohemolisina estd
estrechamente relacionada con tedas las cepas O157:H7 y distribuida en menor cantidad

entre las cepas no Q157 H7 productoras de “Shiga like toxms™ STX



El gen que codifica para la hemolisina ffuA, se expresa generalmente en cepas de /-
colr patdgena que ocasionan dafio urémice hemolitico (28,29). El papel de la
enterchemolisina esta todavia sujeto a especulacién, ya que solo se ha demostrado que lisa
a los enitrocitos i vive, reemplaza al grupo “hem” y aumenta su desarrollo utilizando el

hierro como fuente nutncional dentro del individuo.

5. Escherichia coli entersagregativa (EAEC).

Las cepas EAEC se han encontrado asociadas a diarreas persistentes (de mas de dos
semanas de duracion) en numerosos paises (1,2) La EAEC fue llamada asi porque estas
cepas se adhieren a las células Hep-2 o HeLa en un patrén de agherencia agregativo,
almeadas en filas paralelas y de manera inespecifica se adhieren en la célula y al vidrio
(30) Las cepas EAEC no secretan enterotoxinas LT o ST (31)

Las diferencias en la patogenicidad de las EAEC en humanos ha sido confismada en

estudios con voluntarios en distintos brotes {(31,32,33)

La patogénesis de la nfeccion por EAEC no estad del todo estudiada y se ha
propuesto lz presencia de una lesién histopatolégica caracteristica, ademas de diferentes

candidatos como factores de virulencia (34)



5.1 Estimulacion de la produccion de moco.

Un imndicio importante de la patogénesis de EAEC ha sido la examinacion
histopatolégica de pacientes nfectados y modelos ammales Las cepas de EAEC se
caraclenizan por estimular una gran cantidad de moco wntestinal, el cual atrapa a las
bacterias formando una pelicula fina de moco y bactenas (33,34).

Taipor; et al, (35), moculd una serte de cepas de EAEC, en cerdos, algunos de estos
animales no experumentaron diarrea, sin embargo todos los animales probados
desarrollaron un musual moco gelatinoso fuertemente adherido al intestno delgado Una
minuciosa examinacion de este moco reveld la presencia de numerosos paquetes de
bacterias agregadas

La habilidad de EAEC de “envolverse” de moco ha sido demostrada in visro, yva que
voluntarios a los que se les han administrado cepas de EAEC han desarrollado diarrea y es

predonmunante la presencia de mucosidad (33,36)

La formacidn caracteristica de la biopelicula de moco, properciona evidencias que
sugieren qgue la infeccion de la EAEC va acompanada por efecto citotdoxice en la mucosa

intestinal (36)

Vial, et al (36), fucron los primeros en mostrar la infeccidn por cepas de EAEC en asa
ligada de congjo vy rata en donde observaron una lesion demostrable en el microscopio de

luz




La lesion fue caractenzada por acortamiento de vellosidades, la necrosis hemorragica
en el exwemo de la vellosidad v una leve inflamacién responsable del edema y la
inftlitracion mononuclear a la submucosa

La destruccién de 1z mucosa ha sido demostrada en autopsias de intestino de

pacientes que han muerto por diarrea persistente provocada por EAEC

3.2 Adherencia.
El fenotipo adherencia agregativa (AA) de las cepas EAEC ha sido estudiado en
detalle, Nataro et al, han identificado una estructura flexible “bundle-forming-fimbrial”de 2

a 3 nm de didmetro que denominéd “Adherent-Agreggative-Fimbrial-T" (AAF/T) (37).

La AAF/ facilita la adherencia a las células Hep-2 y fa hemaglutinacion en los
enterocitos humanos con cepas del serotipo 017 H2. Los genes para AAF/1 estan
organizados cn dos grupos separados. El grupo 1 contiene un conjunto de genes que
sintetizan y ensamblan la fimbna, incluyendo la unidad estructural para la msma fimbna
(38)

La region o grupo II codifica un activador transcrnipcional de AAF/L expresion que

muestra homologia entre el DNA de miembros de Ia familia de estas proteinas (39)




6. Escherichia coli enterodifusa (ADEC),
El término “F. colt enteroadherente ddfusa” fue mnicialemente usado para referirse a
algunas cepas de £ colt que se adhteren a las células Hep-2, las cuales no formaban
microcolonias semejantes a EPEC (2) Se da entonces el descubrimiento de ADEC

como un grupe Independiente y potencialmente patégeno causante de drarrea (40).

Son poco conocidos los factores de patogenicidad de ADEC diarrogénica Bilge et
al (40), han descrito la clonacién y caractenzacién de los genes que codifican para la
fimbria de esta cepa, cuyo fenotipo es adherencia difusa {DA) Los genes encontrados
en esta fimbria son designados F1845 los cuales se pueden encontrar en el genoma de

las bacterias o en un plasmido (41,42)

Benz et al (42) describieron una proteina de membrana externa (OMP) de 100 kDa
la cual estd asociada con el fenetipo DA en cepas del serotipo Q126 H27

Yamamoto v Cookson (44), mostraron que estas cepas son capaces de inducir
proyecciones semejantes a un dedo, en células Caco. Estas proyecciones aparentemente
atrapan 2 la bactena, le proveen proieccion contra la gentamicina, pero sin penetrar o
traspasar las microveliosidades (43,44)

En la figura 1 se¢ mdican los mecanismos de patogenicidad propuestos para los seis

diferentes grupos de 7. colr.
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Figura 1, Representacion de los mecanismos de patogenicicad de los diferentes grupos de Escherichia coli:

enterotoxigénica (ETEC), enterohemorrigica (EHEC), enteroagregativa (EAEC), enterodifusa (ADEC),
enteropatogena (EPEC) y enteroinvasiva (EIEC).
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7. Técnicas moleculares de diagnistico para bacterias

Algunas de las técnicas moleculares pueden emplearse para identificar zl agente
causal de {a mfeccidn, ain antes de que el cultivo bactericlogico haya reportado el
atstamiento del microorganismo patogeno. Sin embargo, las metodologias moleculares
nunca van a sustituir al cultivo bacteriano, ya que la obtencidn de un microorganismo vivo
nos permite estudiarlo cuidadosamente en cuanto a sus caracteristicas genéticas come la
expresion de factores de patogenicidad por ejemplo adhesinas, enterotoxinas, hemolisinas y
hemaglutininas, sobre todo en el campo de la Investigacidén, Aunque si hay metodologias
moleculares que no dependen def aislamiento del microorganismo para ser validas, es decir,
para ellas el cultivo no es una prueba confirmatoria, esto es, porque son pruebas capaces de
evidenciar lz presencia de un patégeno aiin cuando va no sea viable y no pueda ser aislado
en ¢l cultive microbiano, por tal razdén es muy importante que el apalisis contenga los
testigos adecuados, ya que estos son los unicos que pueden dar validez a este diagnostico.

En la actualidad se acepta la utilizacion de técnicas moleculares en el campo de la

epidemiplogia, a lo que se ha denominado epidemtologia molecular (45).

Las técnicas de biologia molecular permiten la identificacion mas que de los
microorganismos las de sus caracteristicas a nivel genético, siendo posible poner de
manifiesto la presencia de un fragmento de DNA que contenga el mensaje de una
subunidad paia alguna toxina, o también la presencia de fragmentos de genes de resistencia

a algunos medicamentos




Ya que estas metodologias se basan en la caracteristica de homologia y
complementariedad que hay entre las cadenas del DNA de los é4cidos nucleicos La
molécula de DNA de doble cadena se puede desnaturalizar y separar en cadenas sencillas
por calentamiento o por adicion de sustancias quimicas come el hidréxido de sodio y luego

se renaturaliza bajo condiciones adecuadas (45,46)

Las pruebas de biologia molecular empleadas para estudios a mivel genético, se
pueden clasificar en dos grupoes que som:
1 Los ensayos de hibridacion

2 Las metodologias que involucran la amplificacion de secuencias nucleotidicas

8. Ensayos de hibridacién

La hibridacién es la union de dos cadenas individuales complementarias de dcido
nucleico de diferente origen, una de las cuales es de secuencia conocida y es previamente
marcada, a la que se le denomina sonda, mientras que la otra es la cadena problema y se
unen para formar una motécula de doble cadena estable (46) Se pueden unir las secuencias

complementarias de cadenas de DNA-DNA, RNA-RNA y de DNA-RNA.



Las cadenas cuyas secuencias de bases son complementarias se unen entre si,
semejando ¢l cierre de una cremallera y como tales permanecen unidas La estabilidad de la

hibridacion depende de la homologia entre la secuencia nucieotidica de las cadenas y las

condiciones de la hibridacion (46).

Para fines diagnésticos la hibridacion se efectiia entre ¢l DNA blanco o molde que
s¢ encuentra en la muestra y un fragmento de DNA de secuencia conocida, al que ya
Conocemos como senda (46)

En la hibridacion el primer paso es a partir de cadenas dobles de DNA blanco que se
desnaturalizan para poder trabajar con cadenas sencillas (46).

La cadena sencilla por su parte es capaz de reasociarse con otra cadena de DNA o
bien con un RNA de secuencia complementaria y asi formar un hibrido

Son cuatro los componentes de la hibridacién para completar la reaccion fa sonda,
el sitio blanco que estd contenido en la muestra problema, la molécula reportera y el
método de hibridacion (45).

Las sondas empleadas para el diagndstico de E. coli causante de diarrea,
previamente son evaluadas con respecto a sensibilidad y especificidad empleando modetos

de experimentacion en asa ligada y en cultivo celular como se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1. Pruebas de referencia y estindares de oro para demostrar el mecanismo de

patogenicidad de los cuatro diferentes grupos de Eschierichia coli patdgena,

Grupo

Mecanismos de
patogenicidad

Pruebas mas comunes

ETEC

Enterotoxinas LT y ST

Asa figada de congjo, prueba
de factor de permeabilidad,
ensayo en cuitivo de tejidos
(CHO*  Y1**), ELISA,
hibirdacion de DNA con
sondas moleculares.

EIEC

Invasividad

Pruebas  invasividad  de
cultivos celulares (HeLa**¥,
Hep-2#***}  prueba de
Sereny positiva
{queratoconjuntivitis en
cobayos o conejos),
hibridacion del DNA.

EPEC

Adherencia

Pruebas de adherencia en
cultivos  celulares  (Hela,
Hep-2), hibridacidén de DNA

EHEC

Citotoxinas SLTL y SLTII
{(VTly VT2)

Efecto  citotoxico  sobre
cultivos  celulares (HeLa,
Vero), hibridacion de DNA

*CHO. Células de ovario de hamster chino

**¥'1: Células de tunor adrenal

***Hela. Células de carcinoma de cérvix.

****Hep-2 Células de carcinoma laringeo

Fuente: Eslava C, ) Villascea, A Cravioto Cepas de fscheiricn colr relacionadas con
diarrea. Dragndstico de laboratorio de infecciones gastromtestinales Giono € S, A
Escobar |, ] L. Valdespino (ed) México InDRE SSA 1994 pp 254
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9. Variantes def procedimiento de hibridacion

9.1 Hibridacidn en fase liquida.

Es la llamada Reaccidon en Cadena de fa Polimerasa (PCR), que consiste en un |
procedimiento rapido para la amplificacion enzimatica i vifre de un segmento especifico
de DNA {47y Tanto ¢l DNA a identificar como los iniciadores ¢ “primers” s¢ encuentran
libres v en movimiento aumentando la probabilidad de que las secuencias complementiarias
s¢ alinien y se unan, tiene la ventaja de que aqui la hibridacion es de 5 a 10 veces mas

rapida que en la fase solida (48)

9.2  Hibridacién in sifu.

La hibridacién i situ se realiza en tejidos fijados con formalina e incluidos en
parafina. Esta técnica cs util principalmente en microorganismos patogenos intracelulares
como los virus, ademds de que se puede observar simultaneamente la citopatologia en el
tejido, con la presencia del agente infeccioso detectade con una sonda especifica marcada

con la peroxidasa o fosfatasa alealina (49).




11. Fundamento de la hibridacién en fase sélida™colony blot™

La hibridacién en fase sélida “colony biot”, se fundamenta en la unién de dos
cadenas incividuales homodlogas vy complemensarias de 4cido nucleico de diferente ongen
gue se unen para formar una molécula de doble cadena estable, que permanecen unidas,

sobre una membrana de nylon o nitrocelulosa que sirve como soporte solido.

A una cadena se le llama molde o blanco y estd en la muestra y la oira cadena se le
llama sonda v es de secuencia conocida. La muestra es ia fuente de acido nucleico per
anahzarse y puede ser una suspensién de un orgamsmo desconocide (Cepa pura para

confirmacidn del cultivo) o una muestra clinica como matena fecal o hisopo rectal (45,46)

El dcido nucleico en la muestra es referido como el DNA o RNA blanco, y la sonda
marcada, cuya marca puede ser radiaciiva (con un radioisdtope} o no radiactiva (una

enzima, digoxigenina o biotina) y es lo que se conoce como motécula reporicia (46)

En el diagndstico, las herramuentas de biologia molecular se pueden emplear con
fines epidemioldgicos, como es el caso de la téenica de hibrrdacion en fase séhida ™ colony
biot”, la cual es altamente sensible y especifica por lo que fue utthizada con cfectividad
para determinar los cuatro princrpales grupos patogenos de k. colr causantes de diarrea ¢

Meéxico




1. Planteamiento del problemasa

La finahidad de haber utilizado la téenica de hibndacién en fase sélida “ colony
blot” en el presente estudio fue para obtener informacion epidemioidgica confiable sobre
ios cuatro pnncipales grupos patogenos de E. colr en algunos Estados de la Reptblica
Mexicana, la cual no existe, asi como también conocer el mecanismo de patogen:cidad de
cada unc de los grupos patdgenos diagnosticados, ETEC, EIEC, EPEC y EHEC, relacionar
el conjunto de signos y sintomas de los pacientes con cada grupo diagnosticado, determinar
de acuerdo a la edad quienes son més vulnerables y a que grupo patdgeno, relacionar si hay
mas susceptibilidad del sexo femenino o masculino 2 la mfeccion por £. coli  patdégena vy

hacer un balance de 1a distribucidn estacional en México

Por lo que se propone que es necesano realizar estudios de diagnrostico como la
hibridacén en fase sdhida “cotony blot”, que ayuden a conocer v reafinmar la importancia de
IY colr como agente causal de diarreas en nuestro pais ya que en México ro existe

informacion epiderniologica de sus cuatro principales grupos patdgenos
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IV. Objetivos
GENERAL
« Determinar el grupo patdgeno al que pertenecen las cepas de /2. col aisladas de casos

de diarrea en México por medio de la hibndaciéon en fase séhida “colony blot”

PARTICULARES

e Caracterizar cepas aisladas de E.cofr utilizando la técmca de hibndacion en fase sdlida
“colony blot”

e Relactonar los grupes ETEC, EPEC, EIEC y EHEC, con los casos de diarrea por I£. coli
reportados en la Repiblica Mexicana con fines epidemiologicos

» Determmnar la distnbucién estacional y etarea de cada grupo patdgeno

+ Coenocer la relacion entre cuadro clinico y grupo patogeno

e Estudiar la  relacion entre sexo y la susceptibibidad a £ c¢oft en la poblacion

mexicana .




V. Hipotesis

51 se utilizan sondas de DNA provenientes de genes de virulencia especificos para
cada uno de los cuatro grupos patogenos de E. celi ETEC, EIEC, EPEC y EHEC, en el
diagnéstico por hibrnidacion en fase sélida “colony blot” de las cepas aisladas, es posible
establecer la relacidn como agente etioldgico a uno de los cuatro gripos patdgenos de £.
coli con los episodios de diarrea, asi como también obtener informacion sobre el cuadro

climco y sl existe vinculo entre sexo y susceptibihdad a . ¢olr en la poblacién mexicana




VI. MATERIAL Y METODO
Material bioldgico
Se estudiaron 4850 cepas de FEschernchia coli aisladas de casos de diarrea en 22

Estados de la Republica Mexicana

Material
e Placas de BAB (base agar sangre)
+ Soportes de cuadricula enumeradas
e Asas bactenoldgicas
 Mechero Fischer
s Membranas de nylon “Millipore”
+ Pinzas de diseccidn
e Papel filtro
+ Recipientes de vidrio o refractanos
« Bolsas chicas de plastico (al tamafio aproximado de la membrana)
e Pipetas desechables estérilesde 2,5y 10 ml
« Cajas de petn
s Vasos de precipitados de 500 ml
e Matraces erlenmeyer de 100, 250 y 500 ml
e Probetas de 10, 50, 100, 50C y 1000 m!

« Espatula




Charolas de plastico para pesar
Gasas

Tueras

Lapiz

Guantes de latex desechable

Micropipeta de 100!

Equipo

Estufa de incubacion a 37°C, “Thelco Model 67
Bafio maria a 65°C, “Blue M”

Parrilla de agitacién y calentarmento, “Corning”
Balanza analitica digital, “Chyo Balance”

Homo de fuz ultravioleta, “Bio-Rad 6s Gene Linker™*

Agitador eléctrico de movemientos oscilatonos y temperatura graduables, “Lab-Line

Orbit Environ-Shake”




Reactivos y soluciones
Para hsar las colonias y obtener el DNA
» Hidroxido desodioal 05 N
» TRISpHS8al1 M
o Solucién TRIS pH& al 1 M-NaCl1 5 M
s S8SC2X
Para la hibndacién del DNA vy revelado de la membrana
*  Solucién de prehibridacion
» Sondas de DNA: LT, ST, 12/, Bfp v #{y4, marcadas con digoxigenina
= Schicion de lavado
« Buffer A
+ BufferB
+ Buffer B + antidigoxigenma (anticuerpo comjungado a peroxidasa)
« BufferC

e Buffer C + Nitro Azul de Tetrazoho (NBT) + 5-bromol-4-clore-3--ndonl

fosfato (BCIP)

Para samuizar dreas y desactvar desechos

¢ Solucion de etanol-benzal (1 1)

¢ Solucién de hipocionte de sodio al 13%
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Sembrar cepas de £ coli en placas
de BAB de manera ordenada
incluyendo testigos de referencia

h 4
Incubar de 4 a 5 horas a 37°C v después
colocar una membrana de nylon y dejarla
mcubando toda una noche

¥
Lavar Jas membranas con solucion TRIS
pH 8.0 1M, TRIS pH 8.0 1M — NaCl
1.5M vy S8C2X

¥
Deyar secar al aire la membrana y fuiar
con luz UV a 250 joules por 2 minutos

}

Prehibridar la membrana con 2 5 a 3 O ml
solucién de prebibndacion por una hora a 65°C

|
+

Hibridar la membrana con la sonda de DNA
correspondiente ST.LT, raf, Bfp, hlvA, marcadas
con digoxigenina

Revelar las membranas con NBT y BCIP

Figura 2. Diagrama de flujo de Ia hibridacion en fase solida “colony blot™.
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10, Metodologia de ia hibridacién en fase sotida “colony blot™
El diagrama de 1z figura 2 resume la metodologia que se deseribe a continuacion

Se sembraran las cepas por quintuplicado sobre placas de agar base sangre siguiendo
una cuadricula para sembrar 100 cepas en cada placa de manera ordenada incluyende a
las cinco cepas de referencia
Se incubaron las placas de 4 a 6 horas a 37°C
Sobre la superficie de cada una de las placas se colocod una membrana de nylon
“Mill:pore”
Se dejaron incubando toda una noche a 37°C
Se retiraron las membranas de las placas v se colocaron sobre papel filtro saturado con
NaOH 0.5 N, para romper bacterias
Las membranas reposaron 15 minutos sobre el papel filtro con NaOH con las colonias
hacia arriba
Posteriormente se transfirieron las membranas a papel filtro saturado con solucion TRIS
1 M pH 8 y se dejaron 10 minutos, para neutralizar el pH
Sc transfirieron las membranas a papel filito con una sofucion TRIS 1M pH 8 y NaCl
1.5 M por 10 minutos
Las membranas se enjuagaron en solucién S5C 2X
Las membranas se dejaron secar a temperatura ambiente

El DNA después se {ijé a la membrana con luz U V a 250 joules por 2 minutos




Las membranas se colocaron en bolsitas de plastico y se les adiciond 5 ml de solucion
de prehibndacidn y se dejaron incubar a 65°C por una hora en bafio de agua

La solucidn de prenubridacion se desechd de cada una de las membranas

Se adiciond 2 5 ml de liqgmdo de prehibridacidn con cada una de las sondas de DNA
marcada con digoxigemina a la membrana correspondiente y se dejaron hibridar toda la
noche a 65°C en bafio de agua

Al dia siguiente se prepararon 300 ml de solucién de lavado mantemiéndola a 65°C
hasta su uso

Se retiraron las sondas de DNA de cada membrana vy se guardaron para su reuso

Se colocaron fas membranas por separado, con el DNA hacia amba, en recipientes de
plastico v se enjuagaron con 20 ml de solucion de lavade

Se desechd la solucion de lavado y se le adicionaron otros 20 ml a cada membrana y se
incubaron a 65°C por 15 minutos

Se desechd la solucion de lavado de cada membrana v se repitid el paso anterior
Después se agregaron 20 ml 2 cada membrana de buffer A y sc agitaron por I minuto
Se transfirié cada membrana a 20 ml de buffer By se colocd en agitacion por 30
minutoes

Las membranas se colocaron en 10 ml de buffer B con 15pl de anticuerpo
(antidigoxigenina), conjugado a fosfatasa alcalina y se dejaron incubar por 30 minutos a

temperatura ambieale y en agitacion




Pasado este tiempo cada membrana se lavé dos veces con 20 ml de buffer A v en

agitacidén durante 15 minutos

Se enjuagd cada membrana con 20 ml de buffer C y en agitacién de § minuto

Cada membrana se colocd en 10 ml de buffer C y se adicionaron los reactivos para
revelar la hibndacién' 435ut de NBT y 35pt de BCIP, que fueron el sustrate de la
enzima

Las membranas se dejaron incubando en un lugar oscuro y a temperatura ambiente
hasta la aparicién de color negro

Las membranas después se emjuagaron con 20 mi de buffer C y se dejaron secar a
temperatura ambiente

Las membranas ya secas se guardaron en bolsas de plastico para su posterior

interpretacién,

Los resultados se registraron en la libreta de control.

e
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VIL RESUELTADOS

Se estudiaron 4850 cepas de £ coli aisladas de pacientes con digrrea
provenientes de 22 Estados de la Republica Mexicana durante el periedo de noviembre de
1999 a junio del 2000

La figura 3 muestra la membrana de nylon sometida a hibridacion en fase sélida

“colony blot”™.

El analisis estadistico se reahzd para deterrmnar la importancia de cada grupo
patdgeno de £. colr en la poblacion mexicana. En la figura 4 se puede observar que el
porcentaje de distribucidn de las cepas que resultaron positivas a algunc de los grupos
patogenos fue del 62% (3005 cepas), siendo ETEC el mas importante y el menos frecuente

EHEC y las que no resultaron patdgenas fueron el 38% (1845 cepas)

En México se cuenta con poca wnformacién epidemioldgica que indique la
distribucton estacional de F. coli como agente patdgeno, motivo por €l cual con los
resultados obtemdos se construyd la grafica de la figura 5 y la tabla 2, que muestran que el
grupe ETEC fue el mas importante La figura 6 mdica que ETEC estuvo presente de
manera 1mportante en &l mes de junio, en tanio que los grupos CIEC y EPEC le siguieron
en imporiarcia ¥ con un ligero incremento de casos en el mes de marzo come indican las
figuras 7 y 8, muentras que ¢l grupo con menos casos fue EHEC cuyo mmcremento de

muestras fue en el mes de noviembre lo cual s¢ observa en la figura ©
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12. Membranas con cepas de Escherichia coli sometidas a la técnica hibridacién en

fase solida ~“colony blot™.

1.
1.
2

Control positive para la cepas
de F. coli enteropatdgenas
EPEC

Control negativo

Sefial que indica que la
membrana fue hibrida con
sonda &fp para el grupo EPEC
E. coli positiva al grupo EPEC.

" E. coli positiva al grupo EPEC.

E. coli negativa

Control positivo para las cepas
de /2. colr enterohemorragicas
EHEC.

Control negativo

Sefial que indica que membrana
fue hibridada con sonda Aly4
para el grupo EHEC

E. coli positiva al grupo EHEC
. colr positiva al grupe EHEC.

g

. K. colr negativa




NP= No patogena

Figura 4. Porcentaje de cepas de Escherichia coli patégenas y patbdgenas aisladas

durante ¢l periodo de noviembre de 1999 a junio del 2000,
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Figura 5. Distribucién estacional de Escherichia coli patégena en México durante

noviembre de 1999 a junio del 2000.




Tabia 2. Distribucion estacional del total de cepas obtenidas de Esclrerichia coli en

México durante noviembre de 1999 a junio del 2000,

MES/GPO . ETEC EPEC EIEC EHEC NP TOTAL
NOV | 104 iz 35 16 98 265
DIC i 175 13 25 0 199 412
ENE l: 34] 39 77 0 260 717
FEB ‘ 287 37 65 0 151 540
MAR | 350 76 122 5 222 775
ABR : 126 7 35 7 168 343
MAY : 173 16 31 0 184 404
JUN f 789 6 34 2 563 1394

TOTAL : 2345 206 424 30 1845 4850

NP = No patégena
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Figura 6. Distribucién del grupo ETEC durante el periodo de noviembre de 1999 a

juenio del 2000.
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Figura 7. Distribucién del grupo EIEC durante el periodo de noviembre de 1999 a

junio del 2000.
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Figura 8. Distribucién del grapo EPEC durantc el periodo de noviembre de 1999 a

jusmio del 2000,
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Figura 9. Distribucion del grupo EREC durante el periodo de noviembre de 1999 a

junio del 2000,
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La frecuencia de casos de diarrea por grupo se presenta en la tabla 2. en lz cual se
observa que en orden de importancia ETEC fue el grupo mas frecuente con 2343 casos y
EHEC el que causé s6lo 30 casos. Cabe aclarar que a las 30 cepas que hibridaron para
EHEC se les realiz6 serologia para saber s1 correspondian al grupe 01357 vy resultaron

negativas a la serologia Esto indica que en México hay cepas EHEC no Q0157 H7

Por lo que respecta al panorama generzl en los Estados de la Repiblica Mexicana en
la tabla 3 se muestran las cifras v grupo de las cepas que resultaron patogenas, asi como la
entidad federativa de la que provenian. El mapa de México de la figura 10 ilustra Ja
distribucion de los grupos patogenos indicando que hay Estados que tienen los 4 grupos
patégenos bisicamente en la zona del Golfo de México, en el DF y Michoacan Los
Estados en los que se diagnostico tres grupos patdgenos ETEC, EIEC y EPEC, fueron del
norte de la Repiiblica como BCS, Chihuahua, del sur del pais Chiapas, en el centro, Estado
de México y Tlaxcala También hubo Estados en los que 3610 se diagnosticaron cepas para
EIEC y EPEC como en el caso de Nayarit y Sonora y donde sélo hubo cepas pama EIEC y

EPEC, fue en Nuevo Ledn

Ademas hubo Estados en los que sole se encontrd un grupe patogeno, ETEC como
en Jalisco, Querétaro, Oaxaca y Morelos, en tanto que en San Luis Potosi solo se

diagnosticaren casos de diarrea causada por EIEC




Tabla 3. Casos de diarrea causados por Escherichia coli patdégena por entidad

federativa en México.

EDO/GPO | ETEC EIEC EPEC EHEC _ TOTAL
BCS 14 1 H 0 16
CAMP 32 3 5 1 41
CHTH 12 1 1 0 14
CHIS 23 3 1 0 27
DF 117 32 18 1 168
HIDALGO | 1140 263 133 21 1557
JALISCO 455 0 0 0 455
MEX EDO| 125 4 2 0 131
MICHOAC 3 39 19 2 63
MOREL 12 0 0 0 12
NAYAR 92 2 0 0 94
NVOLEON 0 12 5 0 17
OAXACA 5 0 0 0 5
QUERET b 0 0 0 i
SLP 0 1 0 0 1
SONORA 1 1 0 0 2
TABASCO 25 5 5 1 36
TLAXCALA] 134 32 7 0 173
VERACR 154 25 9 4 192
TOTAL 2345 424 206 30 3005
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ETEC EIEC EPEC

ETEC EIEC

EIEC EPEC

EIEC

ETEC

NO ENVIO

Figura 10. Distribucién de los cuatre grupos patégenos de Escherichia coli en México.
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Los Estados que participaron activamente vy enviaron ab InDRE un numerc
considerable de muestras fueron Hidalgo, Tabasco y Veracruz

Diez Estados no enviaron cepas al InDRE razdn por la que se desconoce que grupos
patdgenos estan presentes

De acuerde a la edad de los pacientes diagnosticados ta cual se muestra en la tabla 4
se pudo observar que los nifios menores de | afic fuercen los mas afectados, por los 4 grupos
patdgenos, ya que un numerc importante de los casos perienecieron a esta edad,
principaimente el grupo ETEC, también se observd que de solo 30 casos diagnosticados
como EHEC en todo el estudio, 12 fueron en nifios de 0-1 afio.

Siguiendo con los nifios de 2 a 5 afios que también mostraron ser importantes
candidatos a los cuatro grupos patdgenos De los 6 afios en adelante se agruparon las edades
en intervalos de 10 en 10 afios de edad hasta los 85 afios mostrando la teadencia a ser
mayor el nimero de casos del grupo ETEC, seguido por EIEC, que también reporté cifras

importantes sobre todo de los 6-15 afios

En lo que respecta al cuadro clinico, con la informacion obtenida de los pacientes
durante los episodios de diarrea se construyd la tabla 5, donde se aprecia que en el grupo
ETEC los sintomas mas frecuentes fueron la diarrea, vomito y deshidratacion En los
grupos E1EC y EHMEC la diarrea con sangre no fue con la frecuencia que se esperaba Bl
grupo EHEC principalmente causd diarrea mientras que en EPEC la diarrea se presentd con

vomito s6lo en 19 de 206 casos y en EIEC la diarrea no presentd moce
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Tabla 4. Distribucién etarea de los casos diagnosticados de Escherichia coli patégena

en México durante noviembre de 1999 a junio def 2000.

EDAD/GPO|  ETEC EIEC EPEC EHEC NP TOTAL

G-1 817 155 88 12 632 1704

2 174 52 13 2 174 415

3 126 20 12 0 86 244

4 68 14 7 1 92 182

5 87 9 5 0 55 156
6als 272 48 12 3 206 548
16a25 156 29 7 2 i3 307
26a35 178 22 3 111 322
36a4s5 131 16 14 2 102 265
46 a 55 82 14 9 2 60 167
56 a 65 37 6 7 1 40 N
66a75 48 7 3 0 26 86
76 a 85 17 5 I 18 41
85 a ms 152 32 7 1 130 322

30 18345 4850

TOTAL 2345 424 206

NP = No patégena
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Tabla 3. Relacion de los cuadros clinicos durante los episodios de diarrea por
Escherichia coli patbgena y no patdgena en los pacientes diagnosticados

durarnte los meses de noviembre de 1999 a junio del 2000.

RUPO DS DIARREA. VOMITO  FIEBRE  DESHIDRATACION
EIEC 7 2338 7 6 &
FIEC 3 419 17 7
FPEC i 205 19 2 1
EHEC 0 30 1 0 0
NP 5 1840 48 9 28
TOTAL 18 4832 136 17 %

D/S =Diarrea con sangre

NP= No patégena
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La figura 11 sefiala que en cuanto al sexo la distribucion de casos de diarrea es

homogénea, solo es ligeramente mayor en &l sexo femerino en los casos debidos a EHEC.
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Figura 11. Relacion entre el sexo vy la susceptibilidad a Escherichia coli patégena en
fa poblacién estudiada.

NR= No reportado
NP= No patégena
M= Masculine

F= Femening
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VIIL DISCUSION DE RESULTADOS

La importancia de diagnosticar adecuadamente las epfermedades diarreicas
en una poblacién radica en que en la mayoria de los casos el agente etioldgico es muy facl
de transmitir propiciando que se desencadene un brote, también porque a veces resulta ser
resistente a los medicamentos mas comunes v to mas grave es que es causante de un alto
indice de moralidad sin gue en su momento, se logre tdentificar adecuadamente al agente
etiolégico en muchos de los casos, como lo reportan Schaechter et al, Muhldorfer et al y

Bianco et al en sus estudios (1,4,5).

Las técnicas de diagnostico molecular nos dan resultados especificos del agente
etiologico, el tiempo para conocer el resuifado es mucho menor que con las técnicas
microbiclogicas convencionales aislando al microorganismo en medios de cultivo, pruebas
bioquimicas que suelen en ocasiones ser inespecificas La serologia tiene sus desventajas
también, va que debe obtener al microorganismo aislado y pure, ademas de que muchas

veces sirve solo como apoyo al diagndstico

Por lo tanto desde que se desarrollaron las técnicas de diagndstico molecular, se
pucden obiener resultados especificos, ya que por medio de los fragmentos de DNA de los
microorganismos se desarrollaron las ilamadas sondas, para formar hibridos cen las

mucsiras problema que correspondan, Figuerea ot al {45}
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Existen varias metodologias para identificar microorganismos por medio de biologia
molecular, en este case se utlizd la hibridacion en fase séhida “colony blot”, para colomas
de /<. coli aisladas. Se utilizaron las sondas especificas para cada grupo, ST v LT para
ETEC, il para EIEC, bfp para EPEC y hlpA para EHEC, al igual que las que utilizan
algunos Investigadores de enfermedades diarreicas causadas por £ cofi patdgena, Nataro,

Kaper (2}

Cada una de estas sondas contiene los genes involucrados en la patogenicidad que
caracteriza a cada grupo y que ha sido secuenciado para el diagnostico de E colr patogena

y cuatro de sus principales grupos seg(n los reportes de, Nataro y Kaper (2)

En México se vienen realizando los diagndsticos de algunas enfermedades
infecciosas por medio de técnicas de biologia molecular, desde 1997, sin embargo no
existen tegistros oficiales de los casos diagnosticados, a pesar de que en paises como
Estados Unidos desde el 1992 se vienen registrando casos de diarrea por ETEC de personas
que vigjan a nuestro pais y contraen la infeccién, segun los datos reportados de estudios

realizados por Figueroa et al y Zhi- Dong et al (45,50).




En el presente estudio en orden de importancia, resultdé ser ETEC el grupo mas
diagnosticado, con una incidencia de 48%, datos de estudios realizados por Albert et al |
Flores et al y Hoque et al (51,52,33), muestran que el porcentaje de casos endémicos por
ETEC varia de 10 a 30% que principalmente zbarca a la poblacion infantil, en tanto que en
nifios de edad escolar y en adultos, la incidencia es baja quizd porque por io general la

infeccidn es asintomatica, Mangia et al y Tornieprth et al (54,55).

En comparacién con los resultados obtenidos de los 22 Estados de la Republica
Mexicana la edad mas afectada fie la de 0-1 afio de edad con 817 casos de log 2345 para
ETEC, seguido de 368 casos de nifios entre 2 v 4 afios y los pacientes de edad escolar que
generalmente son de los 5 a 15 afios presentd 359 casos, siendo por lo tanto los nifios de 0-1

afic los mas afectados

El promedio de aislamjento reportado para ETEC es del 42% de los casos en
Ameérica Latina, el 16% en Asia y el 36% en Affica, utilizando las técnicas de hibridacion
para su diagndstico, segiin  Abdul et al y Schultsz (56,57), dato que se confirma que en
México también es ¢l grupo que ocasiona més cuadros diarreicos con ur 48% de casos en

1a poblacidon mexicana.




Asit como alrededor del mundo, ETEC se encuentra mas en zonas marginadas,
existen reportes de mayor frecuencia de casos en zonas con condiciones higiénicas bajas

como es el caso de la zonas rurales, Nataro et al {2}

En México la mayoria de los casos se dieron en zonas o Estados donde las
condiciones ambientales favorecen la infeccidn, como muestra la tabla 2, Hidalgo, Jalisco,
Tlaxcala, Veracruz y Estado de México que presentaron el mayor numero de cases en el
orden de importancia El otro caso fue un desastre natural el que did las condiciones
propicias para que se desencadenara el brote diarreico, como fue el caso de Chalco que en
el mes junio por las fuertes lluvias se inundd la zona y el vehiculo de infeccién fueron las
aguas negras estancadas, dando como resultado un mimero elevade de casos de diarrea por

ETEC como se puedc apreciar en la grafica de la figura 6

Nataro et al y Zhi-Dong et al {2,50) mencionan que ETEC es el grupo mas
diagnosticado principalmente en paises en desarroflo y en porsonas de paises desarrollados
que adquieren la infeccion al visitar zonas o paises endémicos, donde los brotes de diarrea

por este agente etioldgice son muy comunes
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El grupo ETEC presenta un mecansmo de patogenicidad que le permite infectar
facilmente al ser humano, asi como causarle enfermedad, sobre todo a personas
inmunocsuprimidas,  nifios de © hasta 5 o 6 afios como io reporta Nataro et al (2}, sin
embargo personas adultas sanas también suelen ser ideales para que algunos de esios

grupos patbdgenos provoque diarrea

ETEC fue de los primeros grupos en los que se estudio bien su mecanismo de
patogenicidad y la inmumidad que causa al exponerse la persenra a cepas ETEC,
ocasionando gran interés para la elaboracién de vacunas parz prevenir la infeccién, y por

supuesto el diagnéstico rapido, Levine et af (58).

Ya estd definido que sélo por medio de la produccion de toxinas LT (termolabil} y
ST (termoestable) y diferentes factores de colonizacion ETEC pucede provocar diarrea,

mecanismo de patogenicidad estudiado por Nataro et al y Moseley et al (2, 3), dando como




resultade que en poco tiempe hayz una fuerte salida de agua v electrolitos y por supuesto
que el paciente se deshidrate de manera mportante, como muestran los resultados de la

tabla 5 que indica los sintomas que predominaron durante el cuadro diarreico v en este

caso fue la deshidratacion con 60 casos.

En el diagnostico de ETEC las cepas tienen la caracteristica de producir mas  la
toxina ST en Ja mayoria de los casos endémicos, datos referidos por Albert et al v Fiores et

al (51,52). Lo cual concuerda con los resultados obtenidos de las cepas aisladas en el

InDRE

El cuadro clinico que se manifestd generalmente fue diarrea, el vomito en solo 71
casos, deshidratacion en 60, fiebre en 6 casos y en 7 diarrea con sangre, cabe hacer
mencién que cste tipe de informacion no resulta suficiente para apoyar al diagnostico, ya
que seria conveniente realizar las encuestas de manera que se obtenga la mayor
informacién real sobre el cuadro diarreico en el paciente  y éstasea  aplicada en toda la

Republica Mexicana, aunque no todas las personas reaccionen igual a la infeccidn.
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El estudio de la relacion entre sexo y susceptibilidad a /o colr patdgena en la
poblacion mexicana nos mostrd que es igualmente importanie en los dos va que resulté ser
muy hpmogéneo. La comparacidon de este factor no estd reportado en la bibliografia al
parecer se considera que por igual puede afectar 2 mujeres como a hombres comao o

describen los resultados obtenidos.

El grupo EIEC resuitd ser el segundo en importancia para este estudio con 9% de

los casos en el periodo de noviembre de 1999 a junio del 20006.

Estudios epidemiologicos sobre EIEC han mostrado que se dan brotes en personas
que han consumido alimentos 0 agua contaminados en lugares o zonas delimitadas como
por gjemplo restauranies o banquetes, Mataro y Kaper (2), reportaron un brote de un

restaurante en Texas enfermaron de diarrea 370 personas adultas

En el caso de los 22 Estados de la Republica Mexicana se puede apreciar que los
brotes estan distribuidos en 18 Estados, concentrando el mayor nimerc de casos en
Hidalgo, pero esto es porque éste Estado fue el que mayor nimero de cepas envid al InDRE

durante 1os 8 meses estudiados
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Mataro y Kaper (2) reportan una incidencia alta en adultos en la mayoria de los
casos, sin embargo es un dato que difiere con los resultados obtenidos y presentados en la
tabla 3, que de 424 casos diagnosticados 155 fueron er pacientes de 0-1 afio, mientras que
de 6-15 afios reportaron 48 casos, siguiendo los pacientes de 85 afios 0 mas con 32 casos, lo
cual nos dice que en México el grupo EIEC por orden de importancia atacd més s infantes
de 0-1 afio de edad seguido por los de 2 afies v por ltimo a los de 6-15 afios, en el

periodo de noviembre de 1999 a junio del 2000

La distbucion del grupo EIEC en los 18 Estades de la Republica Mexicana
posiblemente es debida, a lo ya mencionado, falta de higiene v habitos en la poblacion,
principalmente la rural, en cuanto a la edad mas afectada difiere 2 lo que determinan
Natare y Kaper (2), en estudios sobre epidemiologia de estas enfermedades infecciosas,
suele ocurrir que, como la wayoria de las infecciones son transmisibles de persona a
persona, alimentos o agua contaminada, no se descarta !a posibilidad de que estos pacientes

hayan adquindo la infeccién por alguna de cstas vias.

La importancia de diagnosticar adecuadamente al grupo EIEC como agente causal
do diarrea s por que su mecanismo de patogenicidad es similar al de Shugella sp, Parsot y
Nataro (22,24) investiparon que ambos microorganismos tienen cl fenotipo que causa
enfermedad la invasividad del epitelio v la produccién de una enterotoxina que provoca

diarrea acuosa acompaniada de moco y a veces sangrado, indicio que nos muestra el dafio
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que pueden causar estos microorganismos, por lo que el diagnéstico adecuado permitira en

algin momento dar el tratamicnto adecuado y reestablecer la salud del paciente

Sin embargo las cepas aisladas en el presente estudio no refieren estos signos,
contraric a lo reportado por Nataro y Kaper (2) el cuadro clinico reportado por los pacientes
que presentaron diarrea por EIEC advierte que de las 424 cepas aisladas solo 5 presentaron
diarrea con sangre y ninguna refiné la presencia de moco, estos reportes concuerdan que en

paises en desarrolfo los casos de diarrea por EIEC pueden ser semejantes a ETEC, Nataro v

Seritawa (24).

Otra posibilidad pudiera ser que quiza el dato no haya sido proporcionado por los
pacientes, ya que es indicio importante de los stenos en episodios de diarrea para el apoyo

en el diagnostico de EIEC, segin su mecanismo de patogentcidad

Los resultados obtenidos de la distribucién en los diferentes Estados de la Republica
Mexicana, sin duda Hidalgo fue el que mas casos de diarrea presentd por EIEC, seguido
por Michoacén, Tlaxcala, el DF y Veracruz, siendo los Estados con un numero importante
de casos, mientras que en los otros Estados se puede determinar que se presentaron brotes

aislados de diarrea por este agente etiologico
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Por lo que respecta a la susceptitnlidad a este grupo la poblacion estudiada resultd
ser homogénea af igual que en ETEC con un ligero incremento de casos en el sexo
masculino.

El siguiente grupo en importancia fue EPEC, aunque se aislo en mucho menor
proporcion que ETEC y EIEC, con un 4% mostrd ser un agente causal importante de
diarrea en mifios de 0, 1, 2 y 3 afios y de 6-15 afios, lo que concuerda con los estudios
epidemiclogicos realizados por Levine v Edelman (58) muchos paises muestran un
panorama cor el 17-20% de casos principalmente en nifios de 2 aflos a los cuales se les
realiza ¢l diagnostico directamente de la materia fecal, resultando positivos al serotipo
EPEC. Numerosos casos control han sido estudiados, por Nataro y Kaper (2) en los seis

continentes encontrando & EPEC como el mas frecuentemente aislado en infantes con

diarrea

EPEC proveca ¢l tipo de enteritis infantsl que ocasiona dafios graves al mtesting
debido a que posee un mecanismo de patogenicidad que le permitc adherirse a las
microveliosidades para causar una lesion histopatologica fa cual puede ser observada en
biopsias de intesting, en necropsias de animales infectados y en cultivo celular donde se
pucde apreciar la adherencia localizada de las bacterias por medio del factor dfp, cuyo gene
fue secuenciado como resultado de las investigaciones de Donnenberg et al, Cravioto et al y

Baldini et al (15,16,17) para la obtencion de la sonda en el diagnostice del grupo patogeno

EPEC




Pe su distribuctdn en los 22 Estados reportados se hallé el mayor nimerc de casos
en ei Estade de Hidalgo con 133 casos, siende en todo el estudio el Estado que mas cepas
refirieron al InDRE, después Michoacin con 19, DF con 18 y otros Estados se puede decir
que su aislamiento fue ocasional pero estuvo presenie en la mayoria de las entidades

estudiadas

Dado que se le clasifica como una enteritis infantil el mayor niimero de casos se
diagnostico a la edad de 0-1 afio con 88 casos de los 206 aislados, 37 casos entre los 2 ¥ 5
afios de edad, hablamos de que 125 cepas de 206 (60%), correspondientes a EPEC estan
distribuidas en la poblacion infantil de 0-5 afios, quiere decir que fue muy frecuente el

grupo EPEC en mifios menores al igual como o reportan Nataro et al y Levine et al (2, 58)

El cuadro clinico que predomind en este grupo fue la diarrea acompafiada con
vormito en 19 casos, la diarrea con sangre no fue importante.

La susceptibilidad a EPEC fue mas homogénea que en los grupos ETEC, EIEC, va
que tanto el sexe femenino como masculino mostraron ser susceptibles de igual manera a

diarrea por EPEC, representado en la figura 11
Al grupo EHEC se le responsabiliza de provocar ¢t tipo de diarrea aguda y cronica
en nifos, principalmente  cuando han censumido alimentos contaminados, Nataro vy Kaper

(2)

60



EHEC fue el grupo que menos casos presentéd en el periedo estudiado, lo cual
coincide con fos datos de un estudio realizade sobre un brote de diarrea sanguinolenta
repertado en los EU por Jonson {59), involucrd a 5 pacientes con infecaidn por EHEC de
234 diagnosticados y que el 20-25% de los casos que presenian el cuadro grave mas comun,
Sindrome Urémico Hemolitico (SUH), resultaron ser causados por EHEC no 0157 H7, en
otros paises como Chile, Argentina, y Australia, Goldwater et al, Ojeda et al y Louie e al
(60,61.62) registraron que el mayor aumero de casos de SUH por cepas EHEC no

O157 H7 son también aisladas de pacientes con diarrea no sanguinolenta

Un estudic en Bélgica realizado por Pierad et al {63), diagnosticd un porcentaje del
62% de cepas de E. coli no Q157 H7 aisladas a partir de pacientes con diarrea no

sanguinplenta comparado con un 32% que resultaren ser 3157 H7

Diches estudios muestran la similitud con los resultados obtenidos, ya que de las 30
cepas EHEC que s¢ aislaron, ninguna presentd diarrea sanguinolenta, tampoco se tuvo el
dato que fueran cepas provenientes de pacientes con SUH ademas resultaron negativas a la

serotipificactén lo quiere decir que el 100% fueron cepas no 0157 H7

Por lo tanto el hecho de que no se hayan reportado pacienies con diarrea
sangumolenta 20 es coincidencia va que 2 serologia nos conlirmd gue fueren cepas que no

provocaren dafie hemolitico
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La mayoria de los casos de diarrea por EHEC se manifestd en nifios de 0-1 afio, ya
que de las 30 cepas, 12 se presentaron a esta edad, mostrando que al igual que en los otros
grupos diagnosticados los mejores candidatos 2 enfermar de diarrea por alguno de los

grupos patdgenos de It coli fueron los menores de 0-5 afios

La susceptibilidad al grupo EHEC fue ligeramente elevada en el sexo femenino,

mostrada en la figura 11, no hay reportes de que éste sexo sea mas vulnerable a EHEC

Por lo tanto los resultados obtenidos en el presente trabajo tienen la finalidad de
mostrar interés en este tipo de infecciones que por mucho son consideradas de tercer
mundo, ya que en la mayoria de las investigaciones y reportes epidemioldgicos, se habla de
las enfermedades de primer mundo, como diabetes, hipertension, enfermedades del corazdn
y los distintos tipos de cancer, enfermedades virales como el VIH, por mencionar algunas,
las cuales también se estan incrementando de manera importante en paises en desarrollo
como México, mientras que la enfermedades infccciosas como la diarrea por [ cofi
patdgena se estan quedando relegadas o bien sole sc cstan realizando cstudios a nivel

mvestrzacion
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IX. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos del presente estudio se puede apreciar gue £
coli y sus cuatro principales grupos patégenos, ETEC, EXEC, EPEC y EHEC son agentes
etiolégicos causantes de un importante namero de cuadros diarrercos en la poblacion
mexicana

En cuanto a la téemca de biologia molecular “colony blot™ se puede decir que
permitio determinar e} grupo patdgenc en las cepas de I coli causantes de diarrza. De los
cuales ETEC fue el grupo mas importante en el diagndstico, principalmente en el mes de
Junio, mientras que EIEC fue el segundo en importancia con una frecuencia alta en el mes
de marzo

EPEC presentd un niimero de ¢asos Gue lo sitian en el tercer lugar en 1mportancia,
stendo el mes de marzo en el que mas casos de aislaron, por ltimo para el grupe EHEC
se reportaron 30 cepas y noviembre fue el mes en el que mas casos se diagnosticaron

El cuadro clinico més frecuente asociado a E. colt fue la diarrea y en mingiin grupe
hubo asociacion direcia con un cuadro clinico en particular.

En lo que respecta al grupo de edad mas afcctado a la infeccidn por 1. colr patogena
fueron los menores de 1 afie de cdad

Por dliimo, la infecc1én por & coli estuvo distnbwida de mancra homogcnea entre

hombres v mujeres



X. ANEXO !

Soluciones para colony biot

1 Solucién de prehibridacion
S8C 5X
Reactivo blogueador 1%
N-faurnlsarcosina 0.1%
SDS 002%
2 Solucidn de lavado
§8C 1X
SDS01%
3 Buffer A
TRIS 100 mM pH 7 5
NaCl 130 mM
4 Buffer B
Solucion A
Leche descremada 3%
5 BufferC
TRIS 100 mM pH 95
NaCl 100 mM

MeCl, 50 mM
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XL GLOSARIO

» Adhesmas pilis o fimbrizs involucradas en la adherencia

»  Anticuerpo proteinas que produce el sistema immunolégico cuando hay presencia
de algln agente extrafio al cuerpo

¢ Antigeno sustancia que estimula la respuesta inmune

*  Células Caco: células de nestino de perro

» (élulas Hep-2 o Hels: células de carcinoma

s Citoesqueleto: esiructura que e confiere rigidez 2 la célula

* Clonar mtroducir un gene o un fragmento de gene en una bacteria

* Desnaturalizar: separar la doble hélice de DNA o RNA utlizando medios fisicos y
quimicos como el incremento de la temperatura o adicion de
hidréxido de sodio.

* Dhsenteria: enfermedad que produce una diarres acuosa con moco y sangre

+ Edema acumulacién de liquido.

* Enterocitos. céfulas def intestino

¢ Enierotoxinas’ toximas que producen las bactenas y cuya accidn sé efectia en el
aparato digestivo

* Factorde oolonizacidn proteinas que ayudan a la bactena a colonizar el intesting v

causar dafio
+ Fenoupo- caracteristica notable en las bactenas conferida por los genes de
virulencia

* Fimbrna estructura protéica de 7nm de didmetro que se encuentra en gran cantrdad
a to largo de 1a bactena

+ Flagelos peritricos® flagelos alrededor de la bacteria

s Genes fragmentos de DNA con informacidn especifica

¢  Hemaglutiminas proteinas que aglutinan a los eritrocitos

» Hemolisina' enzima que lisa los entrocstos

e  Hibndacion union de dos cadenas de DMA o RNA de diferente ongen pero gue
presentan homojogia
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Homologia se habla de homologia entre dos cadenas de DNA o RNA cuando
tlener en comun pares de bases o nucledtidos de su informacion
genética

Lisis ruptura

Loci conjunto de genes que codifican para una proteina o algunas enzimas

Microvellosidad. estructura microscopica que forma parte de la mucosa del intestino

Peristaltismo: movimiento del intestino para ejercer el lavado intestinal

Pila. filamento proteico que se encuentra a lo largo de la superficie bacteriana,
también llamado fimbria.

Plasmido: material genetico extracromosomal

Prehibridacion” tratamiento previe que se le da a la superficie solida en donde esta
adherido el DNA. o RNA, que se va a diagnosticar, con DNA o de
esperma de salmén o timo de cabra, en solucton, para evitar uniones
inespecificas durante ta hibridacion

Primers o iniciadores. secuencias especificas de nucleotidos

Pseudopodo prolongacion o saliente

Renaturalizar. formar nuevamente estructuras de doble cadenz

Secuenciar determinar la composicion de bases puricas y pirimidicas que forman
parte de un segmento de DNA

Sonda- fragmento de DNA o RNA de secuencia conocida.

Termolabil: que no es estable a altas temperaturas,

Termoestable: que es estable & altas temperaturas

Verotoxina. loxina quc ocasiona dafio a las células Vero

[§14]
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