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INTRODUCCION GENERAL

A nivel mundial, la enfermedad diarreica constituye un problema grave para la salud publica de
infantes y nifios, con altas tasas de morbilidad y mortalidad, especialmente en paises de bajos y medianos
ingresos per capita de Africa, Asia y América Latina [1]. De acuerdo a datos de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), se estima que en todo el mundo se producen unos 1700 millones de casos de enfermedad
diarreica cada afio [2]. En los paises pobres, se ha estimado que cada nifio sufre una media de tres episodios
de diarrea por afio. Dependiendo de los paises, se considera que del 15 al 70% de esos casos son causados
por alimentos, incluyendo al agua, que sufrieron contaminacion microbioldgica.

Tanto la incidencia como el riesgo de mortalidad por patologia diarreica son mas frecuentes en nifios
menores de cinco afios. Segun la OMS, las enfermedades diarreicas son la segunda causa de muerte de nifios
menores de cinco afios, y ocasionan la muerte de mas de 500.000 nifios cada afio. La mayor tasa de letalidad
ocurre sobre todo entre los seis meses y los dos afios de edad. Los lactantes y nifios menores desarrollan
deshidratacion mas rapidamente, por ello, aproximadamente el 85% de las muertes por diarrea ocurren en
nifios menores de un afio. A comienzos de los 80s, se realizaron enormes esfuerzos a nivel mundial para
lograr una reduccién sustancial de la mortalidad asociada a diarrea. Estos esfuerzos se basaron en el
reconocimiento que la rehidratacion oral temprana en la fase aguda juega un importante papel en la
reduccion de la evolucion fatal de la enfermedad, implementandose la misma a través de programas
nacionales de control de las diarreas. El estado de hidratacion del paciente define el tratamiento inicial. En
casos de deshidratacion de leve a moderada, sin vomitos, se recomienda la via oral con sales de
rehidratacion. La via endovenosa se reserva para aquellos pacientes en que la via oral ha fracasado, y en
aquellos casos con deshidratacién severa (mas del 10%), con aporte de agua y electrolitos acorde a estudios
de laboratorio y presentacion clinica.

En nifios mayores y en adultos, la mayoria de las infecciones entéricas son asintomaticas por el
desarrollo de inmunidad activa, lo cual evita que algunas infecciones intestinales se manifiesten
clinicamente. Esta portacion asintomatica puede durar varios dias o semanas, evento de importancia
epidemioldgica, ya que esos portadores eliminan en sus heces virus, bacterias o quistes de protozoos, con la
consiguiente diseminacion de los mismos si no se toman las precauciones higiénicas adecuadas.

Entre otras consecuencias de la diarrea infantil, en paises con recursos limitados se incluyen,
desnutricion, disminucion del crecimiento y alteracion del desarrollo cognitivo. En los paises
industrializados, son relativamente pocos los pacientes que mueren por diarrea, pero sigue siendo una causa

importante de morbilidad y costos en salud.
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Hay ciertos factores que pueden considerarse de riesgo para adquirir una diarrea, tanto inherentes a
condiciones del paciente como a condiciones socioecondémico-sanitarias. Entre los factores de riesgo se
pueden sefialar:

1. factores inherentes al paciente: a) edad menor a un afio; b) falta de lactancia materna exclusiva

durante los primeros 6 meses de vida; c) uso de biberones; d) desnutricion; €) inmunosupresion; f)
uso de antibidticos.

2. factores ambientales y familiares: a) hacinamiento; b) convivientes con enfermedad diarreica; c)

condiciones higiénicas deficientes; d) inaccesibilidad al agua potable; e) sistema de eliminacién de
excretas ineficiente; f) imposibilidad de refrigerar alimentos; g) bajo nivel de comprensién materna
o madre adolescente; h) analfabetismo y desocupacion; i) dificultad de acceso a la informacion o a
los servicios de salud.

Dichos factores favorecen los procesos infecciosos que desencadenaran el cuadro clinico, muchas
veces con consecuencias letales.

También existen factores protectores., entre los que se puede sefialar: a) lactancia materna exclusiva
durante un minimo de 6 meses; b) alimentacién complementaria adecuada a partir de los 6 meses; ¢) medidas
higiénicas adecuadas; d) educacion; y €) vacunacion en el caso de Rotavirus.

Las infecciones entéricas, tanto las de etiologia comprobada como las enteritis indiferenciadas, tienen
mecanismos de transmision comunes:

a) Transmision directa: por contacto persona a persona por la ruta fecal-oral.

b) Transmisidn indirecta: a través de agua o alimentos contaminados.

Las diarreas de origen infeccioso pueden ser de etiologia bacteriana, viral o parasitaria, siendo
frecuentes las asociaciones de dos o mas agentes. Entre los agentes bacterianos se puede sefialar a
Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio cholerae, Yersinia spp., Campylobacter spp. Clostridium difficile y
Escherichia coli diarreigénico, entre otros.

El género Escherichia es un miembro de la familia Enterobacteriaceae [3], y la especie Escherichia
coli como parte de este género, estd ampliamente distribuida en la naturaleza. Fue descrita por primera vez
en 1885 por el pediatra aleman Theodore von Escherich, quien la denomin6é Bacterium coli [4].
Posteriormente, la taxonomia le adjudic6 el nombre de Escherichia coli, en honor a su descubridor.

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, oxidasa negativo, anaerobio facultativo, con un
metabolismo tanto fermentativo como respiratorio, no mévil o movil por flagelos peritricos. Constituye el
habitante facultativo mas importante del intestino grueso, tanto del hombre como de animales de sangre
caliente, y como parte de la microbiota mantiene la fisiologia en el hospedador sano. La colonizacion
comienza en el nacimiento, pero la maduracion de la microflora es un proceso continuo que dura varios afios,
y E. coli es uno de los primeros organismos facultativos en colonizar el intestino humano [5]. Se estima que
el 1-4% de todas las bacterias cultivables del colon corresponden a E. coli, pudiéndose detectar hasta 10
UFC / g de heces [6].


http://es.wikipedia.org/wiki/Taxonom%C3%ADa
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Fisiolégicamente, E. coli es versatil y se adapta a las caracteristicas del habitat, pudiendo crecer en
un medio con glucosa como Unica fuente orgénica. Puede crecer en presencia o ausencia de O.. En
condiciones anaerobias, puede proliferar por fermentacion, produciendo una mezcla de &cidos y gas como
productos finales. También puede crecer por medio de la respiracion anaerébica, ya que es capaz de utilizar
NOs;, NO, o fumarato como aceptores finales de electrones. Esta versatilidad de E. coli le confiere la
capacidad de adaptarse al habitat intestinal (anaerébico) y extraintestinal (aerébico o anaerébico) [7].

La mayoria de las cepas de E. coli no son patégenas; sin embargo, algunas de ellas pueden ser patogenos
oportunistas que causan infecciones intestinales y extraintestinales, tanto en individuos inmunocompetentes
como inmunocomprometidos.

La diversidad patogénica de E. coli es el resultado de la adquisicion o pérdida de genes por
transferencia horizontal, que le confiere propiedades de virulencia. La adquisicion de genes de virulencia, a
menudo localizados en elementos genéticos moviles, como transposones, secuencias de insercion,
bacteriéfagos y plasmidos, le proporciona a E. coli una serie de nuevos atributos; mientras que la pérdida de
genes puede favorecer la adaptacion de E. coli en un nicho particular [8]. Kaper et al. (2004) [9] han definido
el término patotipo y/o virotipo como "grupo de cepas de una sola especie que causa una enfermedad
definida a través de un conjunto comin de factores de virulencia". Solo aquellas combinaciones exitosas de
factores de virulencia han podido persistir a través de los afios y convertirse en patotipos especificos,
representando una familia de cepas de E. coli que comparten determinantes de virulencia especificas.

Las cepas que causan infecciones extraintestinales se agrupan en tres patotipos: E. coli causante de
septicemia (SCEC), E. coli que causa meningitis neonatal (NMEC), y E. coli uropatogénico (UPEC), que
produce infecciones del tracto urinario (ITU).

Con el nombre de Escherichia coli diarreigénico (DEC) se denomina a un grupo heterogéneo de
cepas que poseen distintos factores de virulencia y distinta interaccion con la mucosa intestinal del
hospedador, causan diferentes sindromes diarreicos y tienen distinta epidemiologia. Las cepas DEC son
causa importante de morbi-mortalidad en los paises en vias de desarrollo. Hasta el presente se reconocen
cinco categorias o patotipos: E. coli enteropatdégeno (EPEC), E. coli enterotoxigénico (ETEC), E. coli
enteroinvasivo (EIEC), E. coli enteroagregativo (EAEC) y E. coli productor de toxina Shiga (STEC). Ha sido
propuesta una sexta categoria, llamada E. coli de adherencia difusa (DAEC), aunque la capacidad patogénica
y la implicancia epidemiolégica de estas cepas todavia no esta lo suficientemente dilucidada [10]. Se ha
descripto un nuevo patotipo, denominado E. coli adherente invasivo (AIEC), propuesto como uno de los
agentes potenciales de la enfermedad de Crohn [8, 11]. Muchos de los patotipos de DEC poseen bajas dosis

infectivas y se transmiten a través de alimentos y agua.
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1.- Definicién. Tipos de diarrea

La diarrea se define como un sindrome clinico de etiologia diversa producido por una alteracion en el
transporte y absorcion de electrolitos y agua, que genera el incremento en el nimero de deposiciones diarias
y la alteracién en la consistencia de las heces, acompafiado de otros sintomas como vémitos, nauseas, dolor
abdominal o fiebre. Su duracion es variable, aunque generalmente estéa limitada a una semana.

Las enfermedades diarreicas pueden dividirse en tres cuadros clinicos:

3. Diarrea aguda acuosa o0 secretora: el microorganismo después de colonizar, se multiplica en el

lumen intestinal, fundamentalmente a nivel de intestino delgado superior. En ese sitio, por
secrecion de una enterotoxina citotdxica o bien por reduccion de la superficie de absorcion, se
produce una alteracion del flujo bidireccional de agua y electrolitos dando por resultado una
diarrea acuosa, con leucocitos escasos o ausentes (0 a 5 por campo) en el extendido de materia
fecal. El principal riesgo es la deshidratacion. Ejemplos: V. cholerae, E. coli enterotoxigénico
(ETEC), Rotavirus, virus de tipo Norwalk, Giardia lamblia, Cryptosporidium spp. Los cambios en
la flora intestinal provocados por antibiéticos pueden ocasionar diarrea aguda por proliferacion de
Clostridium difficile y produccion de su toxina.

4. Diarrea aguda sanguinolenta (disenteria): el microorganismo, después de adherirse a nivel del

intestino delgado distal o de colon, puede penetrar la linea epitelial del intestino. Su multiplicacién
dentro de la mucosa o la liberacion de una citotoxina, causa la destruccion parcial o total de la
célula. Se produce una diarrea disentérica con sangre, pus y una severa respuesta inflamatoria con
abundantes leucocitos polimorfonucleares detectables en la examinacion microscépica de las heces
(mas de 20 por campo). Los principales riesgos son el dafio intestinal, septicemia y malnutricion.
Pueden presentarse otras complicaciones como la deshidratacion. Ejemplos: Salmonella spp.,
Shigella spp., Campylobacter spp., Clostridium difficile y E. coli enteroinvasivo (EIEC), y E. coli
productor de toxina Shiga (STEC), entre otros.

5. Diarrea persistente o prolongada: persiste mas de 14 dias, El principal riesgo que entrafia es la

malnutricion y la infeccion extraintestinal grave, también puede presentarse deshidratacion.

Ejemplo: E. coli enteroagregativo (EAEC).

2.- Epidemiologia de la enfermedad

En Argentina, la notificacion de los casos de diarrea aguda es obligatoria, semanal y agrupada al Sistema
Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS2.0), en la Plataforma SISA (Sistema Integrado de Informacion
Sanitaria Argentino). Todos los registros de los sectores involucrados en las acciones de prevencion,

promocion, investigacion y control de los eventos a vigilar se realizan en una misma plataforma en tiempo
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real. La notificacion comienza por la identificacion del ciudadano en el RENAPER. Este sistema integra la
informacion clinica, epidemioldgica y del laboratorio.

En 2017 fueron notificados un total de 987.566 casos con una tasa de 2219,52 casos por 100.000
habitantes (Boletin Integrado de Vigilancia | N° 397— SE 05 2018| Pagina 49-50). Se observé una gran
diferencia en las tasas de notificacion de las distintas regiones, algunas como el NOA (5042,77/100 .000
habitantes) y el Sur (4101,70/100.000 habitantes), presentaron tasas mas elevadas que las regiones de Cuyo
(3406,38/100.000 habitantes), NEA (1934,78/100.000 habitantes), y Centro (1398,40/100.000 habitantes).
Las tasas acumuladas mas elevadas correspondieron a las provincias de Salta (6779,46/100.000 habitantes),
Jujuy (5654,66//100.000 habitantes), Tierra del Fuego (5311,50/100.000 habitantes), Neuquén
(4788,46/100.000 habitantes) y Tucuman (4632,05/100.000 habitantes). En la Figura 1 se presentan las Tasas
de Diarreas Agudas por 100.000 habitantes. Total pais. SE 1 a 52 de 2017. Argentina.

Figural
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Durante el 2017 se verificaron variaciones en los diferentes momentos del afio respecto del registro
histérico del periodo 2012-2016. En el corredor endémico para el total pais del afio 2017 se observé que,
durante la semana epidemioldgica (SE) 9, la notificacion se ubico en zona de Alerta. En el resto del afio la
notificacion alternd entre zona de Seguridad, y zona de Exito. En la Figura 2 se presenta el Corredor
endémico semanal de diarreas agudas. 2017. Total pais. Historicos 5 afios: 2012 a 2016.

Figura 2
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La vigilancia basada en laboratorio se realiza a través de la Red Nacional de Diarreas y Patogenos
Bacterianos de Transmisién Alimentaria. Dicha Red tiene como mision fortalecer el sistema de vigilancia de
las diarreas y de los patdgenos de transmisién alimentaria a través de la organizacion de los laboratorios de
las &reas humana y de alimentos, integrados a un sistema multidisciplinario y trabajando bajo normas de
gestion de calidad reconocidas, de manera de obtener un diagnostico microbiol6gico confiable, oportuno y
reproducible para ser utilizado en el mejoramiento de la atencion del paciente y en la prevencion de brotes.
Est4 integrada por los Laboratorios de Referencia Nacional que funcionan en el Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas — ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”, y 544 laboratorios de distintos niveles de

complejidad que integran las Redes Jurisdiccionales.
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3.- Patogenia

La diarrea aguda infecciosa se produce cuando un microorganismo o en algunos casos sus toxinas

preformadas, ingresan al organismos del hospedador, resisten los mecanismos de defensa y alcanzan el tracto

gastrointestinal.

Entre los mecanismos de defensa del hospedador se pueden sefialar:

1.
2.
3.

en boca: actividad antimicrobiana de la saliva.
en estdmago: pH acido.
en_intestino: peristaltismo, secrecion de mucus, produccion de sustancias antimicrobianas

(lactoferrinas, IgA secretoras, etc.), competencia con la flora normal.

Después que el patégeno entérico ha alcanzado la superficie de la mucosa, existen distintos

mecanismos para establecer la diarrea, dependiendo de la capacidad intrinseca del microorganismo de

colonizar, de invadir o de la naturaleza de las toxinas que produce.

Ciertas bacterias colonizan y causan una infeccion extracelular, secretando enzimas y/o toxinas de

accion local o sistémica. Otras bacterias pueden invadir el epitelio, multiplicarse dentro de la célula,

provocar su muerte y causar una respuesta inflamatoria. También pueden pasar la barrera epitelial y

establecerse en los macréfagos a nivel de mucosas, lo que representa el punto inicial de su diseminacion

sistémica.

Los puntos estratégicos de la infeccidn bacteriana se inician con la asociacion a la mucosa intestinal, la

cual consta de dos etapas:

1.

2.

Quimiotactismo: proceso por el cual la bacteria se une a proteinas de superficie que pertenecen a la
matriz de la célula epitelial. Esta propiedad le permite a la bacteria establecerse en las
proximidades de la célula del hospedador y algunas veces colonizar tejidos subyacentes como la
membrana basal y estructuras conectivas.

Adherencia: interaccion especifica entre un ligando expresado por la bacteria (adhesina) y un
receptor de superficie de la célula epitelial. La adherencia es caracteristica de las bacterias gram-
negativas, que expresan en su superficie estructuras conocidas como pili o fimbrias, o
componentes de la superficie bacteriana. Las adhesinas son generalmente proteinas, capaces de
reconocer residuos de azucares en glicoproteinas o glicolipidos. El proceso de adherencia, a pesar
de ser altamente eficiente, no media la internalizacién del patégeno a la célula del hospedador,
pero afecta significativamente la respuesta inflamatoria. Esto es importante, ya que la adherencia
per se no solo permite la colonizacion, sino que representa una etapa muy temprana de
sefialamiento que facilita la respuesta inflamatoria, componente principal en la enfermedad

infecciosa.

Otros factores que intervienen en la patogenia son:

7
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Toxinas: pueden ser citotoxicas o citotoxicas. Las toxinas citotonicas inducen la secrecion de agua y
electrolitos, sin dafiar la mucosa epitelial. Las toxinas citotdxicas producen dafio y muerte celular.

Invasividad: estd mediada por proteinas de superficie. Le permite a la bacteria invadir y multiplicarse
en la célula intestinal provocando su destruccion. El epitelio intestinal es una barrera eficiente que evita la
invasion bacteriana por mecanismos tales como el peristaltismo, secrecion de mucus, produccion de
sustancias antibacterianas, las microvellosidades, estructura altamente diferenciada en el polo apical del
enterocito, y las uniones estrechas entre células que sellan eficientemente la via paracelular. En caso de falla
de estas estructuras, los macréfagos ubicados en el polo basal de la capa epitelial pueden fagocitar y destruir
a las bacterias que traslocan la barrera epitelial. Sin embargo, hay ciertas estructuras especializadas en el
epitelio intestinal que pueden permitir la entrada de los patégenos bacterianos. Las placas de Peyer del iledn
y los foliculos linfoides del colon y recto son estructuras linfoides intramucosales, cubiertas por parte del
epitelio intestinal, que contienen a las células M. Estas células especializadas en translocar antigenos que
estdn presentes en reservorios formados dentro de estas células M. Los foliculos adyacentes son un
reservorio de células inmunocompetentes a nivel de las cuales se ejerce la inmunoproteccién en mucosas,
particularmente por induccion de linfocitos productores de IgA que poseen plasmocitos secretores de IgA
(slgA). Ciertos patégenos invasivos (Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp.) pueden usar a las células
M para cruzar la barrera epitelial. Sin embargo, algunas especies bacterianas son naturalmente invasivas per
se, pudiendo penetrar, sobrevivir, y multiplicarse dentro de la célula eucariota provocandole su muerte. La
presencia de uno o mas de los factores sefialados en los puntos anteriores es esencial para el establecimiento
de la diarrea.

Los microorganismos, después de adherirse a la mucosa intestinal, pueden provocar las diarreas por un
mecanismo particular, en base al cual se los puede clasificar en cinco categorias:

1. Por adherencia a la mucosa intestinal y produccion de una enterotoxina: la bacteria después de

adherirse a la mucosa a nivel del intestino delgado superior, produce una enterotoxina que induce
la secrecion neta de agua y electrolitos. No hay destruccion de las microvellosidades, ni invasion,
ni lesiones histopatoldgicas reconocibles. Ejemplos: V. cholerae, E. coli enterotoxigénico (ETEC).

2. Por adherencia a la mucosa intestinal y destruccion de las microvellosidades: la bacteria después

de adherirse produce una lesion hispotatolégica caracteristica, con destruccion de las
microvellosidades y reduccion de la superficie absortiva provocando secrecion neta, sin invasion.
Ejemplos: E. coli enteropatdgeno (EPEC), E. coli productor de toxina Shiga (STEC).

3. Por invasién de la mucosa y multiplicacién intraepitelial: la bacteria invade el enterocito a nivel

del ilebn o colon, se multiplica y produce la disfuncion o muerte celular. Algunos
microorganismos permanecen localizados dentro de la célula epitelial, mientras que otros pasan a
lamina propia pero sin diseminacion. Es raro que se produzca adenitis mesentérica o bacteriemia.
Ejemplos: Shigella spp., E. coli enteroinvasivo (EIEC).

4. Por translocacion a nivel de mucosa y proliferacion en lamina propia y nédulos mesentéricos: la

bacteria invade el enterocito y alcanza la I[&mina propia en vesiculas pinociticas induciendo una

8
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respuesta quimiotactica. La infeccion sistémica y la bacteriemia son raras, salvo en el huésped

inmunocomprometido. Ejemplos: Salmonella spp., Campylobacter spp., Yersinia enterocolitica.

5. Por translocacién e infeccion generalizada: Es un mecanismo semejante al anterior, la bacteria
después de inducir una respuesta quimiotéctica es fagocitada por los macréfagos y drenada a los
nodulos linfaticos mesentéricos, provocando bacteriemia al alcanzar el torrente sanguineo.

Ejemplos: Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi Ay B.

4.- Situacion actual del diagndstico

El coprocultivo no es un estudio de rutina en todos los pacientes. En Argentina, las instituciones
hospitalarias siguen diferentes protocolos para la indicacion de coprocultivo ante un caso de diarrea. Se debe
solicitar fundamentalmente en pacientes menores de 5 afios con diarrea con sangre, pacientes
inmunocomprometidos, neonatos, cuadros disentéricos graves, sospecha de bacteriemia, infeccion
diseminada, y ante sospecha de brote. El estudio virol6gico de materia fecal esta indicado para determinacion
etioldgica en casos de focos de gastroenteritis en nifios internados, o en jardines maternales o de infantes o en
sospecha de brotes. El examen en fresco de materia fecal es Gtil ante la sospecha de infeccion por parasitos:
Giardia lamblia, Entamoeba histolytica en zona endémica, o Cryptosporidium en pacientes con
inmunodeficiencias.

El diagnéstico microbioldgico a nivel de género/especie de los enteropatdgenos méas frecuentemente
asociados a diarrea, como Salmonella spp., Shigella spp. y Campylobacter spp. se realiza mediante técnicas
de cultivo y métodos fenotipicos, utilizando pruebas bioquimicas convencionales y ensayos de
seroagrupamiento o serotipificacion. Los laboratorios de diagndstico clinico a nivel local estan capacitados
para realizar dicha identificacion. Laboratorios de mayor complejidad, a nivel de referencia provincial y
nacional complementan la caracterizacion a través de métodos moleculares de los factores de virulencia. Sin
embargo, es importante destacar que solo en el 20% aproximadamente de los casos de diarreas bacterianas se
identifican patégenos usando las técnicas microbioldgicas convencionales. Este bajo porcentaje de
positividad esta indicando que un grupo importante de patdgenos bacterianos quedan sin identificar debido a
la carencia de reactivos que permitan alcanzar un diagnostico certero y oportuno gque garantice un manejo
clinico adecuado del paciente y la investigacion epidemiolégica correspondiente.

Se debe destacar que el diagnostico de las diferentes categorias de E. coli diarreigénico no puede ser
realizado por métodos fenotipicos convencionales, ya que presentan caracteristicas bioguimicas
indistinguibles de cepas de E. coli comensales. Por ello, es necesario disponer de un procedimiento
diagnostico especifico dirigido a la deteccion de los factores de virulencia utilizando métodos moleculares o

métodos de inmunodiagndstico.
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CAPITULO | - CATEGORIAS DE Escherichia coli DIARREIGENICO

1.- Introduccién

Con el nombre de Escherichia coli diarreigénico (DEC) se denomina a un grupo heterogéneo de cepas
que poseen distintos factores de virulencia y distinta interaccion con la mucosa intestinal del hospedador, causan
diferentes sindromes diarreicos y tienen distinta epidemiologia. Las cepas DEC son causa importante de morbi-
mortalidad en los paises en vias de desarrollo. Hasta el presente se reconocen cinco categorias o patotipos: E.
coli enteropatégeno (EPEC), E. coli enterotoxigénico (ETEC), E. coli enteroinvasivo (EIEC), E. coli
enteroagregativo (EAEC) y E. coli productor de toxina Shiga (STEC). Ha sido propuesta una sexta categoria,
llamada E. coli de adherencia difusa (DAEC), aunque la capacidad patogénica y la implicancia epidemiolégica

de estas cepas todavia no esta lo suficientemente dilucidada.

1.1- Escherichia coli enteropatégeno (EPEC)

Los primeros estudios epidemioldgicos que sugieren gque ciertas cepas de E coli son agentes causales de
diarrea severa en la infancia fueron publicados a finales del siglo 19 [Robins-Browne et al., 1987]. En los afios
siguientes, diversos estudios reportaron la asociacion de ciertas cepas de E. coli, de serogrupos especificos, con
la diarrea infantil en Europa y los Estados Unidos [Robins-Browne et al., 1987; Levine et al., 1983]. Sin
embargo, el reconocimiento de E. coli como agente causal de diarrea humana, fue realizado por John Bray [Bray
et al., 1945], quien describio la asociacion de cepas de Escherichia antigénicamente homogéneas con brotes de
diarrea infantil ("diarrea de verano™) en Inglaterra. En ese mismo periodo, Varela et al. [Varela et al., 1946]
describio la asociacion de una cepa de E. coli llamada (E. coli-gomez), con un caso de diarrea mortal en un nifio
en México. Posteriormente, distintos estudios realizados utilizando infecciones experimentales, corroboraron el
potencial papel etioldgico de ciertas cepas de E. coli en las enfermedades diarreicas [Levine et al., 1987].

En 1955, Neter et al [Neter et al., 1955], crearon el término E. coli enteropatégeno (EPEC) para designar
a aquellas cepas de E. coli relacionadas epidemioldgicamente con la diarrea infantil y diferenciarlas de las cepas
de E. coli de la flora normal. Sin embargo, a pesar que EPEC fue el primer patotipo de E. coli diarreigénico
identificado, su potencial patogénico fue confirmado y ampliamente aceptado cuando se demostraron sintomas
evidentes de diarrea mediante experimentos de infeccion oral en voluntarios [Levine et al., 1978].

Hasta la década del 70, debido a la asociacion epidemiolégica de cepas de E. coli de ciertos serogrupos y
serotipos con diarrea, el seroagrupamiento y/o la serotipificacion fue el Gnico método disponible para la

identificacion de EPEC y su diferenciacién de cepas de E. coli no patdgenas [Levine et al., 1987].
11
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El desarrollo de técnicas de biologia molecular y los ensayos en distintas lineas celulares han aportado
gran informacion acerca de los factores y mecanismos de virulencia de EPEC [Nataro et al., 1998]. En la
actualidad, el patotipo EPEC se divide en EPEC tipico (tEPEC) y EPEC atipico (aEPEC). Esta clasificacion se
basa en la presencia del factor de virulencia EAF, asociado a la adherencia y codificado en el plasmido pEAF,
presente en tEPEC, y ausente en aEPEC [Kaper et al., 1996].

Ambos grupos producen una lesion caracteristica en las células intestinales conocida como A/E (del
inglés, attaching/effacing), de adherencia y borrado de las microvellosidades, que resulta de la accion
cooperativa de proteinas codificadas en un isla de patogenicidad denominada locus LEE (del inglés, locus of
enterocyte effacement). Ademas, las cepas tEPEC y aEPEC carecen de los genes que codifican para las toxinas
Shiga (Stx) de STEC, para las toxinas termolabiles y termoestables de ETEC, y no son invasivas [Kaper et al.,
1996].

Hasta la década de 1990, las cepas tEPEC fueron los principales agentes causantes de diarrea aguda en
nifios muy pequefios en paises en desarrollo, incluidos los paises de América Latina. En la actualidad hay una
clara disminucién de su frecuencia en muchos de estos paises [Chen et al., 2005; Trabulsi et al., 2002]. Por el
contrario, las cepas aEPEC, que son agentes importantes de diarrea en paises desarrollados desde la década de
1960, son emergentes de diarrea aguda y persistente, afectando a nifios y adultos en todo el mundo [Nataro et al.,
1998; Trabulsi et al., 2002; Hernandes et al 2009]. Las principales caracteristicas de tEPEC y aEPEC se
presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Principales caracteristicas de cepas EPEC tipicas y atipicas

Caracteristicas EPEC tipica EPEC atipica

Serotipos mas comunes O55:H6, O55:NM?  086:H34, | 026:H11, 055:H7, 055:H34,
Ol11lab:H2, O11lab:NM, O119:H6, | O86:H8,
0127:H6, 0127:H40, 0O142:H6, | Olllac:H9, O111:H25, O119:H2,
0142:H34 0125ac:H6, 0128ab:H2

Lesion A/E Si Si

Plasmido EAF (expresion BFP ) | Presente Ausente

Genes stx No No

Patrones de Adherencia LAP LA, LALS, AAY, DA®

Isla de Patogenicidad LEE Presente Presente

Regulacién per, ler, quorum sensing ler, quorum sensing

Reservorio Humanos Humanos, animales

aANM, no movil.

Patrones de Adherencia en células HeLa/HEp-2: °LA, Adherencia localizada; °LAL, Adherencia-simil localizada; “AA, Adherencia agregativa, *DA,

Adherencia difusa.
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1.1.1- Serotipos

En 1987, la Organizacion Mundial de la Salud [Tikhomirov et al., 1987] definé como EPEC a las cepas
de E. coli pertenecientes a 12 diferentes grupos O, también conocidos como serogrupos clasicos: 026, O55,
086, 0111, 0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142, O158. Actualmente, se sabe que algunos serotipos
dentro de estos serogrupos pueden comprender tanto cepas EPEC tipicas y atipicas, como de otros patotipos
diarreigénicos [Campos et al., 2004; Elias et al., 2002].
Entre las cepas tEPEC clasicas los serotipos mas frecuentes son: O55:H6, O55:NM (no movil), O86:H34,
Ol1lab:H2, O111ab:NM, O119:H6, 0127:H6, O127:H40, O142:H6, y 0142:H34. Al estudiarse por multilocus
enzimatico (MLEE) y otros métodos moleculares, la mayoria de estos serotipos correspondieron a clones
genéticamente relacionados [Trabulsi et al., 2002; Campos et al., 2004]. Sin embargo a lo largo de los afios la
frecuencia de estos serotipos ha cambiado y algunos serotipos de EPEC no-clasicos han sido identificados como
tEPEC por ejemplo: O88:H25, y O145:H45 [Gomes et al., 1989]. En cuanto a las cepas aEPEC, diversos
estudios epidemioldgicos realizados en diferentes areas geograficas han informado una gran diversidad
antigénica, con al menos 109 serogrupos diferentes y mas de 200 tipos de H diferentes [Hernandes et al., 2009].
Los serogrupos aEPEC mas frecuentes son 026, 051, 055, 0111, 0145, y 0119, mientras que los serotipos mas
frecuentes son O26:H11, O55:H7, O55:H34, 086:H8, Olllac:H9, O111:H25, 0119: H2, 0O125ac:H6, vy
0128ab:H2 [Hernandes et al., 2009; Torres et al., 2005]. Un nimero considerable de cepas aEPEC son O y/o H

no tipificables, y muchas son inmoviles.

1.1.2.- Patogenia

Después de pasar por la barrera gastrica, las cepas EPEC se adhieren a la mucosa del intestino delgado y
grueso, determinando complejas alteraciones que conducen a la diarrea. El proceso de colonizacion se divide en
tres fases [Nataro et al., 1998]. La primera fase es superficial y no intima, y los factores que median la
adherencia inicial no han sido totalmente caracterizados, pero algunos estudios indican la posible participacion
de fimbrias tipo 1V, llamadas BFP (del inglés, bundle forming pilus), otras estructuras fimbriales y afimbriales
menos caracterizadas, como asi también los flagelos, lo que indica que este fendmeno es multifactorial [Gir6n et
al., 1993; Kaper et al., 2004]. Después de la adherencia inicial, participa un sistema de secrecion tipo Il (T3SS)
que codifica varias proteinas efectoras, cuyos efectos de sefializacién promueven diversas alteraciones en el

epitelio del hospedador.
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Por ultimo, existe una adherencia intima que culmina con la lesion A/E. Morfoldgicamente, la lesion
AJE incluye el borrado de las vellosidades intestinales y la formacion de una estructura como pedestal, rica en
actina sobre la cual se adhieren las bacterias EPEC (Figura 1).

Figura 1: Lesion AJE en ileo de conejo infectado con aEPEC mostrando el alargamiento de las microvellosidades y la

formacién de pedestales (Bar 26 um).

1.1.3.- Mecanismos y factores de virulencia involucrados en la interaccion de EPEC con la célula huésped

A.- Adherencia

Las cepas tEPEC producen el llamado patrén de adherencia localizada (LA) sobre la superficie de las
células HeLa/HEp-2 [Scaletsky et al., 1984], con formacion de microcolonias compactas en la superficie celular
mediada por el BFP [Giron 1991 et al]. La formacion de microcolonias también se observa en la infeccion
natural en nifios, y en las biopsias ex vivo de humanos [Polotsky et al., 1977; Nougayrede et al., 2003]. Por el
contrario, la mayoria de las cepas aEPEC producen un patron modificado de LA denominado LAL (LA-like o
simil LA) [Rodrigues et al., 1996], en el que se observa un nimero menor de bacterias sobre las células.

Mientras que el patron LAL es caracteristico de la mayoria de las cepas de los serotipos aEPEC [Abe et
al., 2009; Viera et al., 2001], algunas cepas aEPEC expresan modelos alternativos de adherencia in vitro, como
la adherencia difusa (DA) o la adherencia agregativa (AA) [Abe et al., 2009; Dulguer et al., 2003; Viera et al.,
2001; Nunes et al., 2003].
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A.1.- Adhesinas

El BFP, el primer factor de virulencia identificado en pEAF [Giron 1991 et al], esta codificado por el
operdn BFP que consta de 14 genes [Stone et al.,1996; Sohel et al., 1996; Torres et al 2005] Los filamentos del
BFP interconectan las bacterias EPEC dentro de las microcolonias para promover la adherencia no-intima de
EPEC a los enterocitos en el intestino delgado y también estan involucrados en la dispersion de las bacterias a
través de la mucosa intestinal [Clearly et al., 2004; Tobe et al., 2001].

El BFP probablemente interviene en la adherencia inicial, mediante la unién a la N-acetil-lactosamina o
receptores similares en la superficie la célula huésped [Hyland et al., 2008]. La contribucion de BFP a la
virulencia de EPEC se ha establecido por estudios realizados en voluntarios que ingirieron cepas EPEC con
mutaciones en los genes del oper6n BFP y que tenian diarrea menos severas que las personas que recibieron la

cepa de tipo salvaje [Bieber et al., 1998].

A.2.- Intimina

La intimina es necesaria para la adherencia intima de las bacterias a las células epiteliales y la
reorganizacion del citoesqueleto [Jerse et al., 1990; Torres et al., 2005]. Se trata de una proteina de membrana
externa de 94 kDa con una alta variabilidad en la composicién de aminoécidos en su dominio C-terminal. El
dominio altamente conservado N-terminal se inserta en la membrana externa de la bacteria, mientras que el
dominio adhesivo C-terminal extracelular se expone al medio ambiente [Frankel et al., 1994]. Basandose en
diferencias en la secuencia de nucledtidos de la porcion C-terminal de la molécula, se han descripto mas de 27
subtipos de intimina [Jores et al., 2001; Zhang et al., 2002]. Estos subtipos se nombran con letras griegas, siendo
los tipos o y B los més comunes entre las tEPEC, mientras que los subtipos o, B, ¢, 6, y € parecen ser las méas
frecuentes entre las cepas de los serotipos aEPEC. [Gomes et al., 2004; Blanco et al., 2006; Jenkins et al., 2006].

Por lo general, la mayoria de las cepas tEPEC de un serotipo determinado portan el mismo subtipo de
intimina [Trabulsi et al., 2002], pero no todos los serotipos aEPEC tienen el mismo subtipo de intimina. La parte
variable expuesta de la molécula de intimina se conecta a su proteina receptora Tir (receptor translocador de
intimina), la cual es traslocada dentro del citosol de la célula eucariota blanco a través de un T3SS. Después de
su translocacion, el Tir es insertado en la membrana plasmatica exponiendo su parte media en la superficie
celular como un bucle. La intimina interacta con esta region, induciendo el agrupamiento de moléculas Tir
adyacentes, mientras que las porciones amino y carboxi del Tir son expuestas al citosol [Kenny et al., 1997].

El dominio C-terminal del Tir es fosforilado en su residuo Y474 y provoca la polimerizacién de actina

en las cepas de tEPEC mientras que el Tir de las cepas de EHEC no es fosforilado y emplea otras proteinas
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efectoras para la misma funcion. Algunos estudios in vitro sugieren que diferentes subtipos de intimina puede
determinar tropismo por diferentes sitios intestinales [Phillips et al., 2000]. Por lo tanto, los subtipos intimina

pueden dar informacion importante sobre el tropismo tisular.

A3.-EFA/LIF

El factor inhibitorio de linfocitos (LiFa) es una proteina de superficie descripta en cepas de tEPEC, que
inhibe la proliferacion de linfocitos y la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias [Klapproth et al., 2000]. El
factor Efal (factor de adherencia 1 de EHEC) fue descripto por primera vez como posible adhesina en algunas
cepas de EHEC [Nicholls et al., 2000]. Los genes lifA y efal son casi idénticos [Nicholls et al., 2000]. y se
encuentran en una isla de patogenicidad denominada isla O 122 (OI-122). Efal/LifA parecen contribuir a la
adherencia de las cepas EPEC a las células epiteliales en ausencia de BFP. Hay evidencias que indican que
efal/lifA codifican un producto que regula la colonizacion bacteriana, la proliferacion de células de las criptas

intestinales, y la regeneracion de las células epiteliales durante la colonizacién in vivo [Klapproth et al., 2005].

A.4.- Otras adhesinas

La secuencia completa del genoma de la cepa prototipo tEPEC E2348/69, publicada recientemente,
reveld la presencia de ocho operones intactos y cinco operones fimbriales incompletos, asi como regiones de
codificacion diez adhesinas putativas nonfimbriales [Iguchi et al., 2009]. Sin embargo, entre los productos
identificados del operon intacto, hasta ahora sélo se confirmé que BFP desempefia un papel en la formacién de
microcolonias in vitro [Giron et al., 1991] y la produccion de diarrea en voluntarios humanos [Bieber et al.,
1998]. Otras fimbrias codificadas por la cepa tEPEC E2348/69 incluyen las fimbrias tipo 1, fimbrias homologas
de las fimbrias polares largas (LPF, del inglés, long polar fimbriae) [Tatsuno et al., 2006]. Las LPF se
identificaron originalmente en Salmonella enterica serovar Typhimurium y demostraron regular la adherencia de
este organismo a las Placas de Peyer en el modelo murino in vivo [Baumler et al., 1996]. Estas fimbrias también
median en la formacion de microcolonias que contribuyen a la colonizacion por EHEC O157:H7 en algunos
modelos animales [Jordan et al., 2004]. Estudios iniciales han indicado que el LPF no seria necesario para la
adherencia y la formacion de la lesion A/E [Tatsuno et al., 2006]. En cepas aEPEC y tEPEC, se encontraron
diferentes variantes IpfA. Recientemente, se demostré que el pili comin de E. coli (ECP, del inglés E. coli
common pilus), que esta presente en la mayoria de los aislamientos de E. coli, puede actuar en forma conjunta
con BFP para estabilizar las interacciones entre EPEC y las células del hospedador [Rendon et al., 2007].

Ademas, se ha propuesto que el filamento EspA del T3SS es la adhesina mediadora de la adherencia inicial de
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las cepas EPEC que carecen de BFP [Clearly et al., 2004], pero la adherencia inicial de las cepas aEPEC
probablemente pueda ser multifactorial.

A.5.- Flagelos

Los flagelos contribuyen a la virulencia de las bacterias patdégenas a través de la motilidad, la
quimiotaxis, y la estimulacion de IL-8 en células eucariotas. Ademas, algunas especies de flagelos, mostraron
promover la adherencia y la invasion de las superficies celulares [Ramos et al., 2004]. Algunos tipos de
antigenos flagelares, como el H2 y el H6 han sido identificados de forma consistente entre las cepas EPEC

aisladas en diversos estudios epidemiolédgicos en todo el mundo.

B.- Eventos de sefalizacion

B.1.- Sistema de Secrecién Tipo Tres (T3SS)

La virulencia de EPEC y la produccion de la lesion A/E son conferidos por la isla de patogenicidad
cromosémica LEE, que codifica para el T3SS [Jarvis et al., 1995; Elliott et al., 1998]. Los T3SSs son utilizados
por muchas bacterias patdégenas gram-negativas para secretar proteinas efectoras directamente en las células
eucariotas, alterando los diferentes procesos celulares del hospedador [Hueck et al., 1998; Cornelis et al., 2006].
T3SS constituye una estructura macromolecular compleja de mas de 20 proteinas diferentes que atraviesa la
envoltura celular bacteriana [Cornelis et al., 2006; Galan et al., 2006]. Se compone de una base en forma de
anillo que abarca ambas membranas, y se extiende una proyeccién en forma de aguja que sobresale de la
superficie bacteriana [Sekiya et al., 2001; Blocker et al., 2001]. Ademas, una proteina hidrofila forma un
complejo de punta en el extremo distal de la aguja, y sirve como una plataforma para el montaje de dos proteinas
hidrofédbicas, translocatoras para la formacién de poros en la membrana de la célula huésped [Mueller et al.,
2008; Mueller et al., 2005]. Los efectores son transportados a través de la aguja hueca directamente al citoplasma

de las células diana a través del poro de translocacién [Blocker et al., 2001; Mueller et al., 2008].

B.2.- LEE y efectores codificados no-LEE

El andlisis de la secuencia del genoma de la cepa prototipo E2348/69 revel6 la existencia de 21 genes
efectores del T3SS llevados como profagos lambda e integrones [Iguchi et al., 2009]. Siete de los efectores

traslocados a través del T3SS estan codificados dentro del PAI LEE (Tir, Map, EspB, EspF, EspH, EspZ y
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EspG), mientras que los demas se encuentran dispersos a lo largo del cromosoma y se denominan efectores
codificados no-LEE- (NLE) [Deng et al., 2004; Dean et al., 2009]. Los efectores translocados LEE modifican las
funciones normales de la célula huésped y son responsables de la formacion de la lesion A/E, con la excepcion
de EspZ [Kanack et al., 2005]. El primer efector LEE que se caracterizd fue Tir, siendo esencial para la
formacion del pedestal [Kenny et al., 1997]. Ademas de promover la adherencia intima, la polimerizacion de
actina y el reordenamiento del citoesqueleto, la interaccion Tir-intimina también provoca la fosforilacion de una
fosfolipasa de la célula hospedadora [Kenny et al., 2002] y facilita la invasion de células no fagociticas [Jepson
et al., 2003]. Muchos de los efectores EPEC traslocados tienen multiples funciones y capacidad de cooperar
entre si [Garmendia et al., 2005; Dean et al., 2005]. Map (Proteina asociada mitocondria) afecta a la estructura 'y
funcién de las mitocondrias [Kenny et al., 2000], induce la formacion de filopodios [Kenny et al., 2002], y es
esencial para la disrupcién de la barrera intestinal y la alteracion de la estructura de unién entre células (TJ)
[Dean et al., 2004]. EspF, otro efector multifuncional que también es dirigido a las mitocondrias para iniciar el
proceso de muerte mitocondrial [Nougayrede et al., 2004], tiene un papel en la disrupcion de la barrera intestinal
[McNamara et al., 2001], la remodelacién del borde en cepillo de las microvellosidades [Shaw et al., 2005], y la
redistribucion de las proteinas TJ [Paralta-Ramirez et al., 2008]. Ademas, EspF ha sido implicado en la muerte
celular por apoptosis [Crane et al., 2001] y en la inhibicidn de la fagocitosis [Quitard et al., 2006]. EspG y su
homdlogo EspG2 Nle mostraron desencadenar la formacién de la tension de las fibras de actina y la destruccion
de la red de microtubulos por debajo de las bacterias adheridas [Shaw et al., 2005; Matsuzawa et al., 2004]. Més
recientemente, se demostro que tanto EspG y EspG2, juegan un papel en la inhibicion del transporte intestinal de
cloruro en la membrana intestinal [Gill et al., 2007], y que activan la cisteina proteasa calpaina de la célula
huésped durante la infeccién por EPEC, y que conducen a la necrosis célular [Dean et al., 2010]. El efector EspH
se localiza en la membrana de la célula huésped y modula la estructura del citoesqueleto de actina [Tu et al.,
2003]. EspH, Tir, y Map colaboran para organizar el montaje y desmontaje de los filopodios y pedestales de
actina [Kenny et al., 2002]. EspB, es una proteina translocatora esencial para la distribucién de los efectores,
actla como un modulador del citoesqueleto de la célula huésped [Tylor et al., 1998]. También participa en el
borramiento de las microvellosidades y en la prevencion de fagocitosis [Lizumi et al., 2007]. Los efectores no-
LEE también tienen un papel en la virulencia de EPEC, aunque se conoce relativamente poco acerca de su
funcion celular [Croxen et al., 2010]. Dado que las principales propiedades de virulencia de EPEC se han
atribuido a los efectores de LEE, se propone que los efectores no-LEE actllan como factores accesorios para una
infeccion eficiente [Dean et al., 2009]. En contraste con los efectores LEE que se conservan entre todos los
agentes patdgenos A/E, existe una variacion considerable de proteinas efectoras entre las cepas no-LEE [Iguchi
et al., 2009].
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B.3.- Autotransportadores

Las cepas EPEC también codifican las proteinas asociadas a la virulencia que son secretadas a través de
un mecanismo de secrecion de tipo V [Yen et al., 2008]. EspC es la proteina autotransportadora mas estudiada
en este patégeno. Cuenta con una proteasa de serina conservada similar a la de la proteasa de IgA y se ha
demostrado que posee actividad enterotoxica [Mellies et al., 2001; Stein et al., 1996]. Recientemente, se ha
demostrado que la internalizacion de EspC en la célula huésped también depende de T3SS, lo que sugiere la

cooperacion entre los dos sistemas de secrecion [Vidal et al., 2008].

B.4.-Regulacion

La region LEE contiene 41 genes organizados en cinco grandes operones policistronicos (LEE1 a LEES)
y numerosas unidades de transcripcion menores que son reguladas positivamente por Ler, un regulador clave de
la transcripcion de la virulencia de EPEC codificado por el primer gen del operén LEE1 [Mellies et al.,
2007171]. Ler regula la expresion génica por LEE al contrarrestar la represion impuesta por el regulador H-NS
[Bustamante et al., 2001]. Por otra parte, en las cepas tEPEC, el plasmido EAF codifica un regulador PerC que
también juega un papel en la regulacion positiva de ler, vinculando la expresién de BFP con la expresion de LEE
[Bustamante et al., 2001; Porte et al., 2004; Gomez-Eduardo et al., 1995]. Ademas, en EPEC y EHEC, Ler
también regula factores, de virulencia codificados no-LEE por ejemplo, espC, nleA y Ipf, por lo que se considera
un regulador global de la virulencia de EPEC [Elliot et al 2000; Roe et al., 2007].

C.- Invasién

Algunos estudios in vivo han demostrado la presencia de EPEC dentro de los enterocitos humanos
[Polotsky et al., 1977, Pedroso 1993, Ulshen et al., 1980] y diferentes lineas celulares in vitro [Miliotis et al.,
1989; Andrade et al., 1989]. Sin embargo a pesar de estas evidencias, la invasion no ha sido considerada como
una caracteristica patogénica de las cepas tEPEC in vivo, y las cepas de este patotipo han sido consideradas

patogenos extracelulares [Nataro et al., 1998].

1.1. 4- Diversidad de las propiedades de virulencia

Las cepas tEPEC son en general mas homogéneas en sus caracteristicas de virulencia, expresadas en los

genes de virulencia de LEE y del plasmido EAF [Trabulsi et al., 2002]. Por el contrario, ademas de los genes
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codificados en LEE, muchas cepas aEPEC son portadoras de genes que codifican para factores de virulencia de
otros patotipos de E. coli (incluso de E. coli patdgenas extra-intestinales) en diferentes combinaciones [Trabulsi
et al., 2002; Abe et al., 2009; Gomes et al., 2004; Vieira et al., 2001], lo que refleja la heterogeneidad del grupo.
Sin embargo, el papel de estos genes o combinaciones de genes diferentes en la patogénesis de aEPEC es
desconocida. También se conoce que algunas cepas de tEPEC y EHEC pueden perder el pEAF o los fagos
codificadores de stx durante la infeccién, respectivamente, generando cepas de E. coli desprovistas de estos
genes, que serian diagnosticadas como cepas aEPEC [Levine et al., 1985; Bielaszewska et al., 2008].

1.1.5.- Reservorio y transmision

Hasta ahora, los estudios han demostrado que tEPEC rara vez se detectan en los animales y sus
reservorios comprenden so6lo los seres humanos [Trabulsi et al., 2002]. Muchos nifios adquieren la infeccion en
los hospitales publicos, generalmente por el contacto con otros pacientes hospitalizados con diarrea. Aungue no
esta completamente caracterizado, es evidente que tEPEC pueden ser transmitidas por la ingestion de alimentos
y agua contaminados [Blake et al., 1993]. La sustitucién de la lactancia materna por la alimentacion con
mamadera aumenta el riesgo de contraer diarrea [Blake et al., 1993]. En contraste, varios informes han descrito
el aislamiento de cepas aEPEC de diferentes especies animales con o sin diarrea, como vacas, ovejas, cabras,
cerdos y aves de corral, como asi también en animales domésticos, venados y monos Titi [Hernandes et al.,
2009]. Aunque no hay evidencia de transmision directa de los animales a los humanos, algunas cepas aEPEC
aisladas de animales pertenecen a los serogrupos implicados en enfermedades humanas como por ejemplo: 026,
0103, 0119, 0128 y 0142 [Hernandes et al., 2009]. Esto sugiere que estos animales podrian constituir un

reservorio importante de aEPEC a partir de los cuales estas cepas podrian transmitirse a los seres humanos.

1.1.6.- Aspectos clinicos

La diarrea por EPEC varia desde una infeccién subclinica a una infeccion fatal, probablemente en
funcion de factores del huésped [Nataro et al, 1998]. Varios estudios han demostrado que las cepas tEPEC
pueden inducir abundante diarrea secretora con moco pero sin sangre, con pérdidas importantes en las heces de
liquidos y electrolitos. Se observan también vomitos y fiebre leve. Ademas, la infeccién por EPEC puede
conducir a una severa mala absorcion de nutrientes e incluso evolucionar a una intolerancia a los alimentos
dando lugar al agravamiento de la desnutricién y la persistencia de la diarrea [Fagundes-Neto et al., 2000]. La
dosis infectiva de EPEC necesaria para causar la enfermedad en los nifios no ha sido establecida. Estudios en

voluntarios indican que una alta dosis infectiva es necesaria para inducir diarrea (10° y 10'° bacterias), pero en
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los nifios se presume que es mucho méas baja [Nataro et al., 1998]. Voluntarios adultos que ingirieron grandes
cantidades (10° a 10°) de EPEC presentaron periodos cortos de incubacion (12 a 24 h) para desarrollar diarrea
[Levine et al., 1978; Levin et al., 1985; Ferguson et al., 1952; June et al., 1953], pero el periodo de incubacién en
lactantes es desconocido [Thoren et al., 1983; Levine et al., 1984]. El examen de biopsias intestinales de nifios
infectados ha demostrado que EPEC se adhiere a la mucosa del intestino delgado y grueso [Tylor et al., 1986;
Clausen et al., 1982]. La presencia de la lesion A/E parece estar asociada con la secrecion de fluidos, y el
desarreglo del sistema de enzimas digestivas de absorcion, lo que conduce a la mala absorcion de nutrientes. El
edema, la infiltracion de neutréfilos, y la reduccion de la actividad enzimatica en la mucosa intestinal han sido
observados después de la infeccion por EPEC [Ulshen et al., 1980; Tylor et al., 1986; Boedeker et al., 1988].

1.1.7.- Respuesta inmune

Se ha demostrado respuesta de anticuerpos contra el antigeno O de algunos serogrupos en voluntarios
convalecientes de una infeccion experimental por EPEC y en nifios mayores de 1 afio de edad [Neter et al., 1955;
Levine et al., 1985; Donnenberg et al., 1993]. Ademas, la mayoria de los factores de virulencia de EPEC, como
las principales adhesinas (intimina, y BFP) y la proteinas de sefializacion celular, (EspA, EspB y Tir), mostraron
inducir respuesta inmune en el suero (IgG e IgM), leche, calostro y saliva (IgAs) en humanos sanos y enfermos y
en el calostro de bovinos [Silva et al., 1992; Palmeira et al., 2009]. En la leche materna, la IgA y otros factores
mostraron contribuir a la inmunidad mediante el blogueo de la adherencia bacteriana [Cravioto et al., 1991]. Una
fuerte respuesta de anticuerpos en suero y saliva de los nifios reactivos a factores de virulencia de EPEC fue
desarrollada tempranamente presentando un repertorio de anticuerpos equivalente a la de un adulto en la misma
zona geografica [Carbonare et al., 2003]. En conjunto, estos hallazgos sugieren que la reduccién en la frecuencia
de tEPEC en nifios mayores de 2 afios de edad puede ser, por lo menos en parte, debido al desarrollo de

anticuerpos anti-EPEC.

1.1.8.- Diagnéstico

En la actualidad, los ensayos moleculares son los métodos mas apropiados para la identificacion de
EPEC. Estos métodos incluyen PCR y PCR multiple, asi como sondas genéticas para detectar pEAF (sonda
EAF) [Nataro et al., 1985], bfpA (que codifica para la subunidad mayor de BFP), genes eae (u otros genes de
LEE) y genes stx (que codifican para las toxinas Shiga) [Giron et al., 1993; Jerse et al., 1990; Muller et al., 2007;
Aranda et al., 2007]. Las cepas EPEC han sido identificados por la presencia de la regién LEE y la ausencia de

los genes stx, la falta de stx distingue EPEC de STEC. Las cepas de tEPEC y aEPEC se diferencian
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principalmente por la presencia de la secuencia EAF y/o del gen bfpA en el primer grupo. A pesar de que todas
las cepas de tEPEC llevan bfpA, algunas cepas aEPEC contienen un operén BFP defectuoso lo que resulta en
reacciones positivas para este gen. Por esta razdn, para diferenciar cepas atipicas de EPEC tipicas, se recomienda
la busqueda de la expresion de BFP por métodos inmunolégicos [Trabulsi et al., 2002; Abe et al., 2009; Nara et
al., 2010]. Como las cepas aEPEC son muy heterogéneas y se pueden aislar con frecuencia en nifios sin diarrea,
es importante demostrar su capacidad potencial para promover lesiones A/E en las células epiteliales. Esto
podria lograrse in vitro mediante la tincion fluorescente de actina descripta por Knutton et al. [Knutton et al.,
1989]. Sin embargo, el uso de métodos para identificar la expresion BFP y la capacidad para promover lesiones

AVE esta hasta el momento limitado a los laboratorios de investigacion.

1.1.9.- Tratamiento y profilaxis

La terapia de rehidratacion oral reduce notablemente la mortalidad temprana y es el tratamiento mas
eficaz contra las infecciones leves por EPEC. Sin embargo, se ha demostrado que los nifios con infeccion por
EPEC que no pueden responder a esta medida terapéutica, y que ademas presentan intolerancia a la leche de
vaca, requieren hospitalizacion y desarrollan diarrea persistente [Fagundes-Neto et al., 2000]. Esto es
probablemente debido a los dafios causados en la mucosa intestinal, la cual puede requerir tiempo para recuperar
plenamente sus funciones (digestion, absorcion, y defensa) [Nataro et al., 1998]. La terapia con antibidticos sélo
se recomienda para los casos méas graves 0 en casos de diarrea persistente asociada con aEPEC [Ochoa et al.,
2008; Senerwa et al., 1991]. Sin embargo, los patrones de susceptibilidad antimicrobiana de tEPEC y aEPEC
varian entre las diferentes areas geogréaficas estudiadas y la resistencia a los antibiéticos son comunes en muchas
areas del mundo [Abe et al., 2009; Thoren et al., 1983; Senerwa et al., 1991; Gross et al., 1985]. En
consecuencia, las pruebas de sensibilidad se deben realizar antes del establecimiento de la terapia.

Como se menciono la leche materna puede contener anticuerpos contra los antigenos O de EPEC y
proteinas de membrana externa, los cuales inhibirian la adherencia de EPEC a las células de cultivo de tejidos.
La lactancia materna tiene un efecto protector probablemente debido al efecto cooperativo de la IgA con la
presencia de oligosacaridos [Cravioto et al., 1991], o por un efecto inhibidor directo de la lactoferrina [Boesman-
Finkelstein et al., 1985]. Ademas de la lactancia materna, las medidas apropiadas de higiene y alimentacién
podrian prevenir la infeccion de los nifios en los paises en desarrollo [Sobel et al., 2004]. Las inmunizacion
contra EPEC podrian ser otra probable estrategia de prevencion, sin embargo actualme no hay disponible una

vacuna con licencia para los seres humanos contra las infecciones por EPEC [Horne et al., 2002].
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1.1.10.- Epidemiologia e impacto en América Latina

Durante muchas décadas, estudios realizados en todo el mundo han demostrado que los serotipos tEPEC
estan fuertemente asociados con diarrea en nifios <1 afio de edad, principalmente en nifios pobres de los centros
urbanos en los primeros seis meses de vida [Nataro et al., 1998]. En este grupo de edad, estos serotipos se
consideran la principal causa de diarrea endémica en paises en desarrollo, incluyendo América Latina [Toledo et
al., 1983; Cravioto et al., 1988]. La frecuencia de los serotipos de tEPEC en nifios mayores de un afio de edad
disminuye con la edad y los adultos rara vez adquieren infecciones por EPEC, salvo en condiciones
excepcionales [Nataro et al., 1998]. ElI aumento de la resistencia en nifios mayores y adultos se atribuye al
desarrollo de inmunidad o a la pérdida de receptores especificos para algunas adhesinas [Nataro et al., 1998].
Desde la década de 1960, en los paises desarrollados se produjo una importante disminucion en la frecuencia de
tEPEC y desde entonces estas bacterias se han detectado en raras ocasiones. Sin embargo en estos paises las
aEPEC se encuentran con frecuencia en pacientes con diarrea [Robins-Browne 1987; Nataro et al., 1998; Afset
et al., 2004; Cohen et al., 2005]. En los Gltimos afios, en algunos paises en desarrollo también se ha detectado
una disminucion en la frecuencia de las cepas de tEPEC [Trabulsi et al., 2002; Regua-Mangia et al., 2004;
Araujo et al., 2007]. Las probables razones de esta disminucion incluyen, un mejor control de las infecciones
hospitalarias, mejores tratamientos, medidas de saneamiento y nutricion de los nifios [Trabulsi et al., 2002].

La epidemiologia de las cepas aEPEC ha sido analizada recientemente en todo el mundo [Hernandes et
al., 2009; Ochoa et al., 2008]. Es de destacar que este patotipo ha demostrado un papel mas importante en la
diarrea en los paises en desarrollo [Franzolin et al., 2005; Bueris et al., 2007; Estrada-Garcia et al., 2005]. En
muchos de estos estudios la frecuencia de cepas aEPECes similar en individuos con y sin diarrea. Por lo tanto,
una fuerte asociacion de los serotipos aEPEC con diarrea endémica aln no se ha demostrado. Aun asi, las cepas
aEPEC han sido encontradas en pacientes con diarrea de distintas edades y en pacientes adultos con VIH-SIDA
[Gomes et al., 2004]. Por otra parte, algunos serotipos han sido incriminados como agentes en brotes de diarrea,

pero hasta ahora no han sido reportados brotes en América Latina debido a aEPEC.
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1.2- Escherichia coli enterotoxigénico (ETEC)

En 1971, esta categoria fue asociada por primera vez a casos de diarrea en adultos [Sack et al., 1971].
Estudios posteriores en voluntarios humanos permitieron establecer que una dosis de 10% a 10 unidades
formadoras de colonias era necesaria para causar diarrea [Tacket at al., 2004].

Las cepas ETEC afecta a los adultos de los paises desarrollados que viajan a paises en desarrollo y sigue
siendo la principal causa bacteriana de la diarrea del viajero [Mohamed et al., 2007]. ETEC se detecta con mayor
frecuencia entre los viajeros que visitan América Latina y el Caribe en comparacién con aquellos que estuvieron
en Africa o Asia. En general, ETEC se identifica en el 30,4% de los casos de diarrea del viajero. Con estadias
prolongadas, la colonizacién y la diarrea asociada a ETEC disminuye, y las tasas en viajeros se asemejan a las
tasas de colonizacion e infeccion por ETEC observadas en los habitantes de las zonas endémicas. Sin embargo,
la inmunidad en viajeros que visitan paises en desarrollo es de corta duracion cuando las exposiciones no son
repetidas.

En los paises en desarrollo, ETEC es el patégeno bacteriano mas comun identificado en nifios menores de 5 afios
con diarrea aguda. Se estima que anualmente es responsable de 200 millones de casos de diarrea en todo el
mundo con aproximadamente 150.000 muertes [Wenneras et al., 2004]. ETEC puede causar infecciones
recurrentes en nifios, en particular en menores de 24 meses. Los nifios mayores y los adultos son menos

susceptibles, pero también pueden experimentar diarrea con deshidratacion.

1.2.1- Serotipos

Los aislamientos de ETEC expresan una gran variedad de antigenos somatico “O” y flagelar “H”. En un
trabajo realizado por Wolf et al. (1997), se investigo la frecuencia de distribucion de los antigenos somatico“O”,
flagelar “H”, los factores de colonizacion (CFA) y las toxinas LT y ST en 954 cepas de ETEC aisladas en
diferentes regiones del mundo. Al analizar individualmente los serogrupos se observo que 06, 08, 078, 0128 y
0153 se detectaban en mas del 50% de los aislamientos. Mientras que al analizar conjuntamente con los datos
de “H”, “CFA” y toxinas, el perfil 06:H16 CFA/Il LTST fue el méas frecuente (11%) seguido por los perfiles
0153:H45 CFA/I ST, O78:H12 CFA/I ST, 0148:H28 CFA/IV ST, O8:H9 CFA/Il LTST, O27:H7 CFA/IV ST,y
0169:H2CFA/IV ST detectados en un 24% del total de los aislamientos.

En otro estudio realizado en Japén (Yuichiro et al., 2004), 79 cepas de un total de 1130 aislamientos
fueron ETEC por identificacion molecular de los factores de virulencia y los serogrupos 0126 (%), 027 (%) y

0169 (%) fueron los mas frecuentemente detectados.
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1.2.2.- Patogenia

Las cepas ETEC antes de producir diarrea deben adherirse a las células epiteliales que recubren la
mucosa del intestino delgado a través de una interaccién mediada por adhesinas proteicas de superficie, también
conocidas como factores de colonizacion (CFs). Estos factores se clasifican segun su especificidad antigénica en
factores antigénicos de colonizacion (CFA), antigeno de superficie de coli (CS) y probable factor de
colonizacion (PCF). Luego de la colonizacién, ETEC se caracteriza por la capacidad de producir una y/o dos
enterotoxinas conocidas como LT (termolabil) y ST (termoestable).

1.2.3.- Mecanismos y factores de virulencia involucrados en la interaccion de ETEC con la célula huésped

A.- Adherencia

Los CFs que intervienen en la adherencia y en la colonizacion del intestino delgado pueden tener una
estructura fimbrial, no-fimbrial, helicoidal, o fibrilar. Se han identificado mas de 25 factores diferentes, los
cuales se clasifican segun su antigenicidad, peso molecular, secuencia de aminoacidos de la region N-terminal, y
también de acuerdo a la morfologia estructural.

El CFA/I, CFA/Il (compuesto por CS1, CS2 y CS3 en diferentes combinaciones), CFA/IIl, y CFA/IV
(compuesto por CS4, CS5y CS6), CS7, CS17, CS19, CS20, CS22 y los PCFO9, PCFO20, PCFO148, PCFO159
y PCFO166 constituyen los CFs mas frecuentes expresados por cepas ETEC que infectan al humano [Turner et
al., 2006]. Sin embargo, la distribucion de los CF entre las cepas de ETEC varia geograficamente y en el tiempo.
A modo de ejemplo, mientras CFA /I es el fenotipo mas cominmente identificado en Chile [Vidal et al., 2009],
CFA/Il y CFA/IV son los mas comunmente identificados en Egipto [Rockabrand et al., 2006]. Cada factor de
colonizacion esta constituido por una subunidad proteica codificada en un plasmido de alto peso molecular. En
diferentes trabajos se ha observado que la mayoria de los factores estan asociados con un namero limitado de
serotipos y tipos de toxina. La interaccién entre los CFs y los receptores de tipo oligosacaridos presentes en la
superficie de la célula epitelial, es huésped especifica. Por lo tanto los CFs que expresan las cepas ETEC que
causan infeccidén en humanos son diferentes a los expresados por aquellas cepas que infectan animales. Los CF
de origen animal se los conoce como K o F o P. Los CFs mas comunes en animales son F4, F5 y F6, también

conocidos como fimbrias K88, K99, y 987P, respectivamente.
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B.- Toxinas

B.1.-Toxina termol&bil (LT)

La enterotoxina termolabil (LT) induce diarrea secretora y respuesta inmunol6gica con anticuerpos
neutralizantes. Es ademas un importante adyuvante inmunoldgico ya que posee un peso molecular de 86 kDa.
LT esta estrechamente relacionada con la toxina del Vibrio colera ya que comparte con esta, una homologia de
82% en la secuencia de aminoacidos. La toxina es una holotoxina pentamérica compuesta por 5 subunidades B
de 11,5 kDa cada una y una subunidad A de 28 KDa. Las 5 subunidades forman un anillo que se une
especificamente a un receptor de tipo gangliésido (GM1 y GD1b) presente en la superficie del epitelio intestinal.
Después de la unidn, la toxina endocitada llega a través del mecanismo de transporte retrogrado del aparato de
Golgi a la membrana basal de la célula. La subunidad A (péptido Al) se libera en el citosol y en virtud de su
actividad de ribosilacion activa a la enzima adenilatociclasa (ADP). La enzima activada eleva el nivel de AMP
ciclico intracelular [Gill et al., 1980] por lo cual se aumenta la actividad de una kinasa que fosforila los canales
de cloruro de la membrana apical. El resultado final es la estimulacion de la secrecion de iones cloruro y la
inhibicion de la absorcion de CINa. Este incremento de iones hace que por osmosis aumente el contenido acuoso
en el lumen intestinal provocando la diarrea.

La toxina LT se puede clasificar en dos grandes tipos conocidos como LT-I'y LT-1I. Ambos difieren en
la afinidad por el hospedador y también en sus secuencias genéticas. LT-l es expresada en cepas que son
patdgenas tanto para humanos como para animales y pueden ser sub-clasificadas en LTH (derivadas de los seres
humanos) y LTP (derivadas del cerdo). Recientemente se ha reconocido que las cepas LT-I son genéticamente
diversas, con mas de 16subtipos distintos descriptos hasta la fecha [Lasaro et al., 2008]. LT-II es reconocida
principalmente en cepas aisladas de animales y raramente en aquellas que infectan al humano. En todo el mundo,

se estima que el 66% de todas las cepas identificadas como ETEC producen solo LT o en combinacién con ST.
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Figura 1. Estructura de la toxina labil al calor

B.2.-Toxina termoestable (ST)

La enterotoxina termoestable (ST) también produce diarrea. Es un péptido de 18-19 aminoacidos con un
peso molecular de 2 kDa. Hay distintos tipos de toxinas ST que se clasifican en dos tipos principales: STa que se
identifica sobre todo en heces humanas, y STh que se identifica en las heces de los animales. Diversas bacterias
entéricas han demostrado la elaboracion de ST idénticas o altamente homdlogas, como Yersinia enterocolitica,
Citrobacter freundii, y Klebsiella pneumoniae [Giannella et al., 1995]. Sin embargo, la importancia clinica de
ST en otras enterobacterias sigue siendo desconocida. Una vez liberada en el lumen del intestino delgado, ST se
une de forma reversible al dominio extracelular de la guanilato ciclasa (GC-C) presente en las células epiteliales
de las vellosidades y criptas. Esta interaccion activa el dominio catalitico intracelular de GC-C que conduce a la
acumulacion intracelular de cGMP [Guandalini et al., 1982; Schulz et al., 1990]. Al igual que el efecto resultante
por la accion de LT, el aumento de cGMP altera el transporte de membrana, mediante la activacién de proteinas
kinasas especificas, que producen la fosforilacion, ya sea de los canales de iones o de las proteinas reguladoras
asociadas. Esto conduce a la alteracion del flujo bidireccional de agua y electrolitos a través de la membrana

apical de la célula epitelial provocando diarrea acuosa.
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Figura 2. Estructura de la toxina estable al calor

C.- Serina Proteasa Autotransportadora

Ademas de las enterotoxinas LT y ST, se han descripto otras probables toxinas, como la serina proteasa
autotransportadora (EatA) gue actla como una proteasa extracelular. Posee especificidad y actla escindiendo
oligopéptidos p-nitroanilideconjugados. Estos oligopéptidos escindidos son sustratos de la catepsina G, que a su
vez modula y se une a una amplia gama de otros productos extracelulares, incluyendo proteoglicanos y a la

superficie celular dafiando la superficie de las células epiteliales [Patel et al., 2004].

1.2.4.- Reservorio y transmision

Investigaciones epidemioldgicas han demostrado la implicancia del agua y alimentos contaminados
como vehiculos de la infeccion por ETEC. Se ha detectado altos niveles de contaminacién por ETEC en
muestras de agua y de alimentos tomadas de areas endémicas para esta infeccién. En paises en desarrollo la
contaminacién fecal del agua y de los alimentos constituye la principal razén de la alta incidencia de diarrea por
ETEC.

1.2.5.-Aspectos clinicos

Las caracteristicas clinicas de la enfermedad por ETEC son consistentes con los mecanismos de

patogenia descriptos. La diarrea se presenta en forma profusa con un corto periodo de incubacién (14 a 50 horas)
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de caracteristica acuosa, sin sangre ni mucus. Fiebre y vomitos se presentan con muy baja frecuencia. La diarrea
puede ser leve, breve y auto limitarse o puede resultar severa como la observada en las infecciones graves por

Vibrio cholerae.

1.2.6.- Diagnéstico

La caracterizacion de los genes LT y ST se realiza mediante el uso de sondas moleculares especificas
para estas toxinas. La mayoria de los laboratorios utilizan técnicas de hibridacion de colonias o la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) con oligonucle6tidos especificos a partir de cultivos de materia fecal. También
pueden utilizarse enzimoinmunoensayos (ELISA) para la deteccion de LT, ST, CFs, y anticuerpos anti-LT y
anti-CFs.

1.2.7.- Tratamiento

A.- Infeccion pediatrica por ETEC

El tratamiento de la enfermedad diarreica por ETEC en edad pediatrica es el mismo que para otras
enfermedades de diarrea aguda secretora. La correccion y el mantenimiento de la hidratacion siempre es la

intervencion mas importante. No se recomienda la terapia antimicrobiana en nifios.

B.- Tratamiento de adultos con diarrea del viajero

Existen numerosos agentes antimicrobianos disponibles para el tratamiento de la diarrea del viajero. La
eleccion de los antimicrobianos depende de la epidemiologia de la region visitada, los patrones de resistencia
microbiana, el perfil de seguridad a los antimicrobianos y las posibles interacciones esperadas. La rifaximina,

fluoroquinolonas y azitromicina son los antimicrobianos que se utilizan con mayor frecuencia.

1.2.8.- Medidas preventivas

En general se recomienda que los viajeros mantengan las condiciones de higiene en los lugares de
residencia, que no beban agua de grifo y que utilicen agua envasada. Lavar y cocinar bien los alimentos. Aunque
no se recomienda de manera rutinaria, la profilaxis con antibi6ticos es muy eficaz en la prevencion de la diarrea
asociada a ETEC [DuPont et al., 2009]. Su utilizacién debe limitarse en los casos de viajeros con mayor riesgo

de padecer la enfermedad o sus complicaciones.
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Las infecciones recurrentes por ETEC en los nifios de paises en desarrollo inducen una inmunidad protectora,
como se refleja en la disminucion de las tasas de diarrea por ETEC con el aumento de la edad. Estos datos
sugieren que la vacunacion contra ETEC puede ser una estrategia efectiva de prevencion, no sélo contra ETEC,
sino también contra otros enteropatdgenos. El desarrollo de vacunas contra ETEC se ha basado en la utilizacion
de inmundgenos como los tres principales CFA (CFA /1, CFA/1l, y CFA/1V), la toxina LT o el uso de células
bacterianas enteras muertas que expresan CFA. A diferencia de las fimbrias o de LT, la toxina STa tiene un bajo
poder inmunogénico. Sin embargo esa propiedad podria incrementarse utilizando un adyuvante o una proteina
fuertemente inmunogénica como LT. La heterogeneidad geogréafica y temporal de los factores de colonizacion y

subtipos de de LT y ST, plantean importantes desafios para el desarrollo de una vacuna efectiva para ETEC.

1.2.9.- Infecciones pediatricas por ETEC en América Latina

En la década de 1970, se identific6 ETEC productor de LT en el 23% de nifios mexicanos que
presentaban diarrea aguda [Evans et al., 1977]. En un estudio prospectivo durante el periodo 1986-87, en nifios
que vivian en Guadalajara, México, se investigd la relacion entre los patrones de alimentacion infantil y las
enfermedades diarreicas por ETEC productor de LT. En ese estudio, los nifios alimentados estrictamente con
férmula lactea tuvieron una incidencia de diarrea tres veces mayor que los alimentados estrictamente con leche
materna. Esto se debid a la inmunoglobulina A que el nifio recibié a través de la leche materna [Long et al.,
1999]. En otro estudio prospectivo llevado a cabo en las areas peri-urbanas de Lima, Per(, mostro que si bien las
cepas EPEC se detectaron con mayor frecuencia, solo el 3% de los episodios de diarrea se debieron a ETEC
[Ochoa et al., 2009].
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1.3- Escherichia coli enteroinvasivo (EIEC)

Las cepas de Escherichia coli enteroinvasivo (EIEC) causan diarrea acuosa y disenteria en el hombre.
Esta categoria, por sus caracteristicas bioquimicas, genéticas y de virulencia esta muy relacionada con Shigella
spp, por lo que todo el conocimiento de la patogenia de EIEC ha sido en su mayoria, obtenido de estudios sobre
Shigella [Nataro et al., 1998, Puente et al., 2001]. Los miembros de esta categoria tienen la capacidad de invadir
el epitelio del intestino grueso, multiplicandose en las células del enterocito, produciendo ulceracion de la
mucosa y muerte celular. Como consecuencia de la invasion celular, las cepas de EIEC provocan una respuesta
inflamatoria importante asociada con destruccion de la mucosa intestinal. El extendido de materia fecal presenta
abundantes leucocitos y a veces piocitos, caracteristicos de una diarrea de tipo inflamatorio.

1.3.1-Serogrupos

En diferentes trabajos [Beutin et al., 1997; Cheasty et al., 1983] los serogrupos O28ac, 029, O112ac,
0124, 0135, 0136, 0143, 0144, 0152, 0159, 0164, y 0167 fueron descriptos como los mas frecuentes para
EIEC. Segln datos epidemioldgicos de diferentes partes del mundo se observa que existe una asociacion entre
los serotipos y la region geografica estudiada. En el area de Alemania [Beutin et al., 1997] considerada no
endémica para la diarrea por EIEC, fueron detectados aislamientos de 0O124:H- y 0124:H30 importados de
paises de Europa oriental donde son prevalentes. En un estudio caso control realizado en Chile se detectaron
cepas EIEC de 17 de 912 (1,9%) y de 3 de 1112 (0,3%) muestras de casos de nifios con diarrea y de controles,
respectivamente. Los serogrupos detectados fueron: O28ac, 0124, 0143 y 0144 [Faundez et al., 1988]. En
Argentina, en un trabajo que tenia como objetivo iidentificar y caracterizar 120 cepas de EIEC aisladas durante
el periodo 1994-2003 se detectaron los serogrupos 028 (n=38), 0124 (n=23), 0143 (n=12), 0136 (n=5), 0112
(n=4), 018 (n=2), 029 (n=2), 044 (n=2) y 0144 (n=2) [Chinen et al.,2007].

1.3.2.- Patogenia

Al igual que Shigella Spp., EIEC se caracteriza por la destruccion del epitelio col6nico provocando una
respuesta inflamatoria inducida por la invasion de la mucosa intesinal. La caracteristica principal de EIEC y de
Shigella es que presentan un plasmido Ipa cuyos genes estan involucrados en la invasion al epitelio intestinal y
en la capacidad de diseminarse de célula a célula. EI modelo que describe la patogenia muestra que la bacteria
atraviesa al epitelio invadiendo las células M e interactuando después con los macrofagos. La bacteria puede

inducir la apotosis de éstas células evadiendo la vacuola fagocitica. De esta manera, puede acceder a la
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superficie basolateral del epitelio e invadir al enterocito. Dentro de la célula epitelial, la bacteria puede lisar la
vacuola endocitica y multiplicarse en el citoplasma. También puede inducir el reordenamiento del citoesqueleto
y polimerizacion de la actina por la accion de una proteina de membrana externa, migrar y alcanzar la membrana
de la célula vecina. La apoptosis en macréfagos genera la liberacion de citoquinas como IL-1 e IL-8. Estas
interleuquinas incrementan la reaccion inflamatoria atrayendo a los monocitos al sitio de la infeccion. Estos al

migrar a traves de la barrera epitelial, facilitarian ain més la invasion por EIEC [Parsot et al., 2005].

1.3.3.- Mecanismos y factores de virulencia involucrados en la interaccion de EIEC con la célula huésped

A.- Antigenos de invasion codificados en plasmido Ipa

Los genes necesarios para la invasion estan codificados en el locus ial en el plasmido Ipa (del inglés,
invasion plasmid antigen) 140-MDa[Small et al., 1988]. El locus ial (del inglés invasidn-associated locus)
codifica las proteinas IpaB, IpaC, IpaD, IpaA y IpgC (que es una proteina chaperona de IpaB y el 1paC) [Menard
et al., 1994]. Las proteinas efectoras son secretadas por el sistema MXI-Spa tipo Il que también esta codificado
en el plasmido de invasion. IpaB, IpaC, y IpaD juegan un papel esencial en la entrada de la bacteria, mientras
gue IpaA esta s6lo parcialmente involucrado en la invasion [Menard et al., 1993; Tran Van Nhieu et al., 1997].
El complejo Ipa puede unirse a la integrina a5p1 [Watarai et al., 1996] y promover la invasion a las células
epiteliales [Menard et al., 1996]. IpaB se une al receptor de hialuronato CD44, [Skoudy et al., 2000; 1999], y a la
caspasa-1 [Hilbi et al., 1998]. EI complejo IpaB-IpaC se inserta en las membranas de las células epiteliales,
formando un poro que permite la translocacion de proteinas efectoras, como IpaA. El proceso desencadena una

serie de eventos de transduccion en las células epiteliales [Sansonetti et al., 2000].

B.- IcsAy la propagacion de célula a célula

Después de la invasion, EIEC rapidamente lisa la vacuola endocitica y se libera en el citosol.
Répidamente se recubre de actina filamentosa, dejando una cola de actina en un polo de la bacteria [Bernardini
et al., 1989]. Estas prolongaciones de actina confieren a la bacteria la capacidad de moverse en el citosol de la
célula huésped y dentro de la célula adyacente. Este mecanismo requiere de la expresion de la proteina IcsA/Virg
[Makino et al., 1986]. IcsA es una proteina autotransportedora de 120 kDa, cuya carboxilo terminal forma un
estructura de f cilindrica en la membrana externa, a través del cual el amino-terminal (dominio o) de la misma
proteina (contiene el factor determinante para el montaje de actina) se transporta y se expone en la superficie

bacteriana [Brandon et al., 2003; Goldberg et al., 1993]. IcsA recluta componentes citoplasméticos de la célula
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hospedadora para inducir la polimerizacién de actina, y su ubicacién asimétrica asegura que el montaje de actina
se produzca de una manera direccional [Egile et al., 1999, Goldberg et al., 1993]. La cantidad del dominio a de
IcsA expuestos en la superficie bacteriana se relaciona con la eficiencia de la formacion de la cola de actina
[Magdalena et al., 2002].

C.- Factor hemoaglutinante manosa-resistente (HAF)

El factor hemoaglutinante manosa-resistente asociado a célula (HAF) fue identificado en la cepa EIEC
del serotipo O124:H" [Simi et al., 2002]. La proteina HAF es probablemente un factor no-fimbrial que podria
mediar la adherencia de EIEC con las células epiteliales humanas. Sin embargo, ain no ha sido descripto
informacidn adicional acerca de la funcidn que desempefiaria HAF en la adhesion de otros serotipos de EIEC.

1.3.4.- Aspectos clinicos y tratamiento

Clinicamente la diarrea por EIEC se presenta con elevada fiebre y disenteria con sangre y pus. Por las
caracteristicas de las manifestaciones clinicas es frecuente el uso de antibidticos después de la determinacién de

la sensibilidad del agente.

1.3.5.- Diagnostico

Como las cepas EIEC se caracterizan por tener propiedades bioquimicas muy similares a Shigella,
(como la inactividad que se observa en algunas pruebas como la no fermentacion de la lactosa, movilidad
negativa y actividad decarboxilasa negativa), presentan dificultad para identificarlas y diferenciarlas a partir del
cultivo de especimenes clinicos. Las posibles causas de esta dificultad residen, en la variabilidad y
heterogeneidad [Silva et al., 1980] de las propiedades fenotipicas de estas cepas, en la falta de un método de
rutina para su deteccion y en la necesidad de utilizar métodos moleculares ademas del seroagrupamiento, para
poder definir a esta categoria. En afios anteriores, diferentes trabajos [Toledo et al., 1983] recomendaban realizar
el primo cultivo en agar MacConkey, identificar colonias no fermentadoras o lentas de la latosa, probar la
actividad de lisina decarboxilasa y la movilidad, realizar el seroagrupamiento con antisueros polivalentes y
monovalentes anti-O de los tipos més frecuentes de EIEC y por Gltimo aplicar el tes de Sereney [Sereney et al.,
1957] con el cual se verificaba la propiedad de invasividad. En trabajos posteriores, se incorporaron técnicas
como el ELISA [Pal et al., 1983] para detectar proteinas involucradas en el proceso de invasion, sondas

genéticas o priemrs especificos para la deteccion del plasmido Ipa. En la actualidad se recomienda como técnica
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de tamizaje la utilizacion de métodos moleculares como PCR con el objeto de amplificar un fragmento del locus
ial, como asi también un fragmento de IpaH. Las secuencias IpaH constituyen multiples copias que se
encuentran en el cromosoma bacteriano y en el plasmido Ipa. [Sethabutr et.al., 1992]. En el caso de obtenerse un
resultado positivo por los métodos de amplificacion, se deberd aislar la colonia positiva y aplicar un nidmero
mayor de pruebas bioquimicas para poder diferenciarla de Shigella.[Farmer et al., 1985; Ruiting Lan 2002,
Chinen et al., 1993]. Aquellos laboratorios que no cuenten con la complejidad necesaria para realizar la técnica
de PCR, deben utilizar las pruebas bioquimicas como tamizaje para seleccionar las colonias de E. coli
presuntivas de EIEC pero ademas no omitir las pruebas diferenciales con Shigella.

1.3.6.- Epidemiologia

En los estudios de brotes asociados a la infeccion por EIEC se observé que el patdgeno suele ser
transmitido por alimentos o agua contaminada, aunque la transmision persona a persona también ha sido
descripta [Harris et al., 1985]. La dosis infecciosa de EIEC detectada en voluntarios fue superior a la de Shigella
spp. [Durno et al., 1989], asi como el potencial de transmision persona a persona fue menor. La enfermedad
esporadica endémica se presenta en algunas areas, por lo general donde Shigella spp. también es frecuente [Ketyi
et al., 1989; Taylor et al., 1988]. Se ha descripto que estas areas endémicas se caracterizan por tener condiciones
sanitarias y de higiene deficientes. Esto podria explicar la baja incidencia que existe en los paises desarrollados.
De todas maneras se han descripto brotes ocasionales de origen alimentario, como por ejemplo uno ocurrido en

un restaurante en la ciudad de Texas que involucrd a 370 personas [Gordillo et al., 1992].
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1.4- Escherichia coli Enteroagregativo (EAEC)

La patogénesis de Escherichia coli enteroagregativo (EAEC) esta pobremente entendida en comparacion
con las otras cuatro categorias de E.coli diarreogénicos. Un rasgo comin que define a las cepas EAEC es la
capacidad de adherirse con una apariencia de "pared de ladrillos apilados” (Figura 1) en cultivos de células
epiteliales HEp-2 [Nataro et al., 1998]. Este fenotipo deriva de la capacidad de EAEC para unirse a otras EAEC,
a las células epiteliales, y a la superficie de las placas de cultivo de tejidos. A nivel molecular, los factores del
fenotipo agregativo (también conocido como fenotipo AA) estan contenidos en un plasmido de gran tamafio
(pAA), que porta un nimero de genes de virulencia que estan bajo el control del gen regulador aggR. Poco
después de la descripcion inicial de EAEC [Nataro et al., 1987] fue desarrollada una sonda génetica derivada del
plasmido CVD432 o pAA [Baudry et al., 1990]. El estudio de las cepas EAEC experimentd un gran avance en
1994, cuando qued6 demostrado en un estudio caso-control la capacidad de producir diarrea. La cepa prototipo
EAEC 042, originalmente identificada en un nifio con diarrea en el Perd, produjo diarrea en la mayoria de los
voluntarios inoculados con 10° UFC. Esta cepa 042 (serotipo O44:H18), fue usada también como cepa prototipo
para el estudio de factores de virulencia y patogenicidad [Nataro et al.,1995] y fue objeto de una reciente
caracterizacion de su genoma [Chaudhuri et al.,7]. Las cepas EAEC, que hibridaron con la sonda AA fueron
asociadas con persistencia de diarrea. Sin embargo, se observo que no todas las cepas EAEC que causan diarrea
hibridan con los primers especificos para aggr. Esto llev6 a clasificar en EAEC "tipico" cuando aggr esta

presente y EAEC "atipico™ cuando aggr esta ausente [Harrington et al., 2006].

Figura 1: Patron de adherencia de E. coli enteroagregativo (EAEC) a células HEp-2. EAEC se adhiere a células HEp-2 en
un patrén conocido como auto-agregativo, en el que las bacterias se adhieren una a otra en configuracion de una “pared de

ladrillos apilados™.
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1.4.1- Serotipos

En esta categoria estan descriptos una gran variedad de serotipos (O y H). [Vial et al., 1988; Yamamoto
et al.,, 1992; Schmidt et al., 1995; Law et al., 1998]. Al menos 90 combinaciones O:H diferentes han sido
identificadas. Algunos serogrupos como: 044, 086, 0111, 0126, y 0128 también fueron descriptos para EPEC
[Debroy et al., 1994a; Law et al., 1994; Schmidt et al., 1995). Mientras O44, 086 y 0126 son predominantes en
EAEC, otros, como 0128 y 0111, también se identificaron en aislamientos de EPEC, EHEC y ETEC [Scotland
et al., 1993; Knutton et al., 1992]. Algunas capas resultaron ser no mdviles o H no tipificables. [Vial et al., 1988;
Yamamoto et al., 1992].

1.4.2- Patogenia

Una vez ingeridas, la localizacion de la infeccion en el tracto gastrointestinal no ha sido bien definida.
La infeccion por EAEC ha sido asociada con una mayor produccion de Oxido nitrico y alteraciones de la
permeabilidad de lactulosa [Kukuruzovic et al., 2002]. Los estudios realizados sobre muestras obtenidas por
endoscopica intestinal muestran que EAEC se puede localizar en yeyuno, ileon, y al epitelio del colon [Nataro et
al., 1996]. La afinidad por los diferentes segmentos del tracto intestinal es heterogénea entre las cepas EAEC
estudiadas [Hicks et al., 1996]. A pesar que han sido descriptas una gran variedad de adhesinas, toxinas y
proteinas implicadas en la patogénesis de EAEC, la prevalencia de los genes que codifican estos factores de
virulencia es muy variable y ninguno de ellos han sido detectados en todas las cepas EAEC [Gioppo et al., 2000;
Zamboni et al., 2004; Bouzari et al., 2005; Okeke et al., 2000]. Estos factores de virulencia pueden estar
codificados en el plasmido pAA como en el cromosoma [Weintraub et al., 2007]. Se han sugerido tres
caracteristicas principales en la patogénesis de EAEC (i) adherencia a la mucosa intestinal, (ii) elaboracion de

enterotoxinas y citotoxinas, e (iii) induccion de la inflamacion de la mucosa intestinal (Figura 2).
1.4.3.- Mecanismos y factores de virulencia involucrados en la interaccion de EAEC con la célula huésped
A.- Adherencia

Numerosos autores han demostrado que el patron AA se asocia con la presencia de adhesinas fimbriales
y afimbriales en cepas EAEC. Sin embargo, los genes que codifican estas adhesinas se encuentran en baja

prevalencia, lo que indica una alta diversidad de estructuras adhesivas responsables del patron AA [Bernier et
al., 2002; Boisen et al., 2008; Wai et al., 1996].
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A.1.- Adhesinas afimbriales

Adhesinas afimbriales, o proteinas de membrana externa (OMP) asociadas al patron AA, han sido
descriptas en cepas EAEC de diferentes serotipos [Debroy et al., 1995; Monteiro-Neto et al., 2003; Wai et al.,
1996; Chart et al., 1995]. Estos investigadores demostraron que OMPs de 30 y 38 kDa, fueron responsables del
patron AA en algunas cepas EAEC. Una OMP de 18 kDa presente en cepas EAEC pertenecientes a los serotipos
044:H18 y 0126:H27, fue asociada al patron AA en células HEp-2. La hemaglutinacion manosa-resistente de
eritrocitos humanos expresada en baja temperatura por la cepa prototipo 042 fue asociada con una OMP de 16
kDa Ilamada criohemaglutinina [Yamamoto et al., 1997; Monteiro-Neto et al., 2003] describieron una OMP de
58 kDa, denominada proteina agregativa 58 (Ap58) responsable de la estructura AA en las cepas EAEC del
serotipo O111:H12.

A.2.- Adhesinas fimbriales

En varias cepas EAEC, ha sido demostrada por estudios de microscopia electrénica, la presencia de
diferentes fimbrias [Vial et al., 1988; Suzart et al., 2001]. So6lo unas pocas fimbrias de EAEC han sido
caracterizadas genéticamente, y las mas estudiadas son las fimbrias de adherencia agregativa (AAFs) I, 11 y IlI
[Bernier et al., 2002., Czeczulin et al., 1997; Nataro et al., 1992]. AAF/I, Il y 11l estan codificadas en plasmidos
de alto peso molecular y son necesarias para la expresién del patron AA en las cepas prototipo 17-2, 042 y
55989, respectivamente [Bernier et al., 2002; Nataro et al., 1992; Elias 1999]. AAF/I es responsable del patron
AA en células HEp-2 y hemaglutinacion manosa-resistente de eritrocitos humanos [Nataro et al., 1992]. AAF/II
se describio en la cepa prototipo 042 como la adhesina responsable del patron AA en células HEp-2 y en células
de mucosa del colon humano, asi como de la formacién de biofilm en cultivos de tejidos y poliestireno
[Czeczulin et al., 1997]. AAF/IIl también esta involucrada en la agregacion bacteriana y en el patron AA en
cultivos de células epiteliales. A diferencia de AAF/I y Il, AAF/III es un filamento largo, flexible e individual.
Otra estructura fimbrial ha sido descripta en la cepa EAEC C1096 atipica. En esta cepa, la adherencia agregativa
a las células epiteliales cultivadas y a superficies abioticas esta mediada por un pili tipo IV. Un gran nimero de
cepas EAEC carecen de los genes que codifican para las fimbrias, lo que indicaria que podrian expresar
adhesinas que aun no han sido totalmente caracterizadas [Uber et al., 2006; Gioppo et al., 2000; Zamboni et al.,
2004; Czeczulin et al., 1999; Dudley et al., 2006; Pereira et al., 2008].
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A.3.- Formacién de biofilm

Otra caracteristica de las cepas EAEC es la capacidad para formar biofilm en las superficies biéticas y
abidticas in vitro [Nataro et al., 1996; Hicks et al., 1996; Tzipori et al., 1992; Sheikh et al., 2004]. EI biofilm de
EAEC es un fenotipo multifactorial distinto de los biofilms de E. coli no patdgenos. Se ha demostrado la
implicancia de las AAF/II, fimbrias tipo I, Fis y YafK en la formacién de biofilm por la cepa prototipo de 042
[Sheikh et al., 2004]. Fis es una proteina de unién al ADN que participan en la regulacién del crecimiento y
YafK es una proteina secretada requerida para la transcripcion de los genes implicados en la biogénesis de
AAF/I1 [Sheikh et al., 2004]. La adherencia de EAEC a los tejidos intestinales se caracteriza por ser un biofilm
compuesto por agregados de bacterias en asociacion con una capa de moco espeso [Nataro 1996; Hicks 1996;
Tzipori et al., 1992]. Esta caracteristica del biofilm ha sido asociado con la persistencia de diarrea en los casos de
infeccion por EAEC [ Kaper et al., 2004].

A.4.- Dispersina, Shfy Irp-2

La dispersina es una proteina inmunogénica secretada de 10,2 kDa codificada por el gen aap (proteina
anti-agregacion), anteriormente conocido como aspU [Czeczulin et al., 1999; Sheikh et al., 2002]. Esta proteina
es secretada al medio extracelular y se une covalentemente a la superficie bacteriana, neutralizando la carga
negativa de la superficie de bacterias y permitiendo la proyeccion de AAF/1I [Velarde et al., 2007].

El gen shf presenta homologia con dos genes descriptos en Shigella flexneri 2a (shfl y shf2), y codifica
para una proteina similar a IcaB de Staphylococcus epidermidis relacionada con la formacién de biofilms
[Czeczulin et al., 1999, Heilmann et al., 1996]..

El gen irp-2 de localizacion cromosomal en la cepa 042 [Czeczulin et al., 1999] codifica una proteina de
alto peso molecular Hierro Reprimible 2 (IRP-2) y participa en la biosintesis de una proteina responsable de la
adquisicion de hierro en Yersinia [Schubert 1998]. Algunos autores demostraron una alta prevalencia de este gen
entre las cepas EAEC [Uber et al., 2006], aunque, el papel de la IRP-2 en la patogénesis de EAEC no esta
dilucidado.

B.- Invasion
EAEC se considera un patdégeno no invasivo. Sin embargo algunos autores han demostrado el fenotipo

invasivo de cepas EAEC en cultivos celulares [Pereira et al., 2008; Abe et al., 2001; Benjamin et al., 1995].

Benjamin et al. [2008], demostraron que las cepas EAEC fueron internalizadas por células HelLa, mediante
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componentes del citoesqueleto celular. Estas observaciones, conjuntamente con la descripcién de casos de nifios
con diarrea sanguinolenta por EAEC sugieren que la capacidad de invasién puede ser otro factor de virulencia de
algunas cepas EAEC [Cravioto et al., 1991].

C.- Elaboracién de enterotoxinas y citotoxinas

Las cepas EAEC producen efectos citotoxicos como vesiculacion de las microvellosidades, apertura
ampliada de las criptas, y el aumento de la extrusion celular del epitelio [Harrington et al., 2006]. Numerosos
factores de virulencia putativos han sido asociados a estos efectos citotoxicos en EAEC como: las toxinas Pet y
EAST-1 codificadas por plasmidos [Eslava et al., 1998; Savarino et al., 1993]; la toxina ShET1 codificada en el
cromosoma [Fasano et al., 1995; Henderson et al., 1999]; la proteina HIYE [Mueller et al., 2009]; la proteina
implicada en la colonizacion (Pic) una mucinasa ampliamente asociada con E. coli y Shigella spp [Henderson.,
1999], y un sistema de secrecion tipo VI [Dudly et al., 2006].

C.1.- Proteina Pet

Se ha demostrado que una proteina de 104 kDa, denominada Pet (del inglés, plasmid-encoded toxin), es
necesaria para inducir dafio en la mucosa intestinal humana con aumento de la mucosidad, exfoliacion de las
células y el desarrollo de abscesos en las criptas [Navarro et al., 1998]. La toxina Pet es un miembro de la clase
de proteinas autotransportadoras secretadas. La caracteristica de este tipo de proteinas es su propio sistema de
secrecion [Eslava et al., 1998]. Esta toxina alteraria la célula epitelial ya que induce la contraccion del
citoesqueleto, la pérdida de la tension de las fibras de actina, y la liberacidn de los contactos de coordinacién en
monocapas de células HEp-2 y HT29/C1, seguido por el redondeo de células y la pérdida de adherencia del

cultivo celular.

C.2.- Toxina termoestable enteroagregativa 1 (EAST1)

La toxina EAST-1, esta codificada por el gen astA adyacente al gen pet, y estd presente en una amplia
variedad de cepas y patotipos [Czeczulin et al., 1999]. Sin embargo, la presencia de EAST-1 en la cepa EAEC
17-2 que no caus6 diarrea en voluntarios, sugiere que esta toxina no es el tnico mediador de la diarrea. EAST-1
es similar a la enterotoxina STa de E. coli enterotoxigénico (toxina termoestable a) [Savarino et al., 1993]. Al

igual que STa, EAST-1 causa diarrea acuosa. Se une al receptor entérico que es una guanilato ciclasa C, induce
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luego un aumento de la concentracién de GMPc en las células del intestino dando lugar a la secrecidn de aniones

y perdida de agua al lumen intestinal [Greenberg et al., 1997].

C.3.- Enterotoxina de Shigella 1 (ShET1)

Al igual que la toxina de Shigella flexneri, ShET1 de EAEC es una proteina oligomérica formada por
una proteina de 20 kDa (SetA) asociada con un pentdmero de cinco subunidades de 7-kDa (SetB). ShET1 parece
inducir la secrecion intestinal a través de AMPc y cMPC. Sin embargo, el mecanismo de accién preciso y
detallado sigue siendo desconocido. Filtrados de cultivo de la cepa de S. flexneri 2a M4243 causa importante
acumulacion de liquido en las asas del ileon de conejo, cuando la bacteria se cultiva en medio carente de hierro
[Fasano et al., 1997].

C.4.- Hemolisinas

La hemolisina E (HIyE) de E. coli es una proteina hemolitica formadora de poro codificada en el gen
hlyE (clyA, sheA). En un estudio realizado para determinar si el gen hlyE estaba presente en otros patotipos de E.
coli, se demostré que 19 de 23 (83%) cepas STEC, 7 de 7 (100%) cepas EIEC, 6 de 8 (80%) cepas EAEC, y 4 de
7 (58%) cepas ETEC portaban el gen hlyE completo. Sin embargo, el papel de HIyE en EAEC no ha sido
determinado. La aparicion de hlyE en bacterias no patégenas sugiere que HIyE no tendria una funcion
importante en la patogenia.[Ludwig et al., 2004; Von Rhein et al., 2008]
Otra toxina, labil al calor de 120 kDa fue identificad en las cepas EAEC [Baldwin et al., 1992]. Esta proteina
tiene reaccién cruzada con anticuerpos anti la regién de repeticiones en tandem de alfa-hemolisina de E. coli y es
capaz de aumentar los niveles intracelulares de calcio y estimular la fosforilacion de proteinas a través de
quinasas dependientes de calcio en células HEp-2. Los investigadores sugirieron que esta toxina podria
desempefiar un papel importante en el desarrollo de la diarrea por EAEC causando cambios celulares que

conducen a la muerte de las células intestinales.

C.5.- Proteina implicada en la colonizacién (Pic)

La proteina Pic implicada en la colonizacién de las cepas EAEC esta codificada en el cromosoma
bacteriano [Czeczulin et al., 1999; Henderson et al., 1999] y se encontré que es idéntica a una proteina
denominada Shmu (Shigella mucinasa), que esta codificada en la isla de patogenicidad (PAI) de Shigella. A

través del analisis funcional de Pic se determind que esta proteina tiene una actividad de mucinasa y de
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hemaglutinacién. Fenotipos identificados para Pic sugieren que estaria involucrada en las primeras etapas de la
patogénesis y probablemente promueve la colonizacién intestinal [Henderson et al., 1999; Rajakumar et al.,
1997].

Figura 2: Representacidn esquematica de los factores de virulencia de EAEC y sus blancos en el epitelio de la mucosa.

1.4.4.- Respuesta inmune

La respuesta inflamatoria inicial a la infeccion por EAEC es dependiente del sistema inmune innato y del
tipo de infeccion que causa EAEC. El papel de los genes de virulencia putativos y los resultados clinicos no
estan bien definidos. Sin embargo, la presencia de varios factores de virulencia se correlacionan con
concentraciones elevadas de citocinas y marcadores inflamatorios en la materia fecal de adultos y de nifios con
diarrea, incluyendo interleuquina (IL)-1a, IL-1B, IL-8, interferon (INF)-y, lactoferrina, leucocitos fecales y
sangre oculta [Jiang et al., 2002; Huang 2004]. Se inform6 que la flagelina de las cepas EAEC induce la
secrecion de 1L-8 en cultivos de células Caco-2 [Steiner et al., 2000]. La IL-8 es una importante quimiocina pro-
inflamatoria involucrada en la patogénesis de la EAEC, siendo responsable del reclutamiento de neutrdfilos en la
mucosa epitelial y facilita la secrecion de fluidos intestinales [Kucharzik et al., 2005; Madara et al., 1993].
Curiosamente, los niveles de IL-8 son mas altos en las heces de pacientes infectados con cepas aggR o aafA

positivas en comparacién con las personas infectadas con cepas negativas para estos factores.
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1.4.5.- Diagnostico

Los métodos utilizados para identificar EAEC involucran pruebas in vitro de adhesion celular o pruebas
basadas en ADN dirigidas a genes que codifican para el proceso de adherencia agregativa. Como las cepas
EAEC son heterogéneas [Scaletsky et al., 2002; Suzart et al., 2001] y las secuencias de ADN no estan presentes
en todas las cepas EAEC, el ensayo de adherencia en células HEp-2 es aln el mejor método para definir esta
categoria [Toma et al., 2003].Esta técnica, sin embargo, es muy engorrosa, especialmente para la deteccion de
multiples colonias procedentes de un gran nimero de muestras clinicas. Por otra parte, la mala interpretacion de
los patrones de adherencia puede resultar en la identificacion errénea de EAEC.

Se han desarrollado sondas de ADN para la identificacion de EAEC. La primera sonda dirigida para
hibridar con una region del plasmido codificante del proceso de adherencia, fue desarrollada por Baudry et al.
[1990]. En un estudio realizado en Chile, la sonda demostré ser altamente especifica (89%) y sensible (99%). Sin
embargo en Tailandia, la sensibilidad fue inferior al 50% [Echeverria et al., 1992]. Esto sugiere que existe
heterogeneidad de genes que codifican para el proceso enteroagregativo o bien, no todas las cepas analizadas
eran en realidad EAEC.

También otra estrategia de deteccion fue utilizar la técnica de PCR para amplificar un fragmento de
ADN que hibridaba con la sonda genética EAEC [Schmidt et al. 1995]. La deteccion de los genes que codifican
para la toxina EAST 1, utilizando sondas de ADN o PCR, fue considerada de poca utilidad para la deteccion de
EAEC, dada la alta incidencia de esta toxina en otros grupos de E. coli [Savarino et al., 1996].

En la actualidad la PCR es utilizada como técnica de eleccién para identificar los genes que codifican para los
factores de virulencia de EAEC como el plasmido pCVD432, aggR,, pic,etc [Toma et al., 2003; Pass et al.,
2000].

1.4.6.-Tratamiento y profilaxis

Al igual que con todos los demas enteropatdgenos que causan diarrea aguda en nifios, el apoyo principal
para el tratamiento de la infeccion por EAEC es la rehidratacién, preferiblemente la rehidratacién oral, seguida
por la reintroduccién de los alimentos segln su tolerancia. Al igual que con otras infecciones autolimitantes, la
decision de usar terapia con antibi6ticos debe hacerse sobre una base individual. Para la seleccion del antibiético
debe tenerse en cuenta la edad de la persona, la region del mundo donde la infeccion fue adquirida y los patrones
locales de susceptibilidad antimicrobiana. En general los viajeros procedentes de paises desarrollados, que
visitan América Latina deben recordar los principios béasicos de higiene, evitar el agua de grifo para beber
reemplazandose por agua embotellada y cocinar correctamente los alimentos. Hay que tener en cuenta que

incluso los alimentos cocinados, servidos en restaurantes pueden llegar a contaminarse debido a la condiciones
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antihigiénicas. En los estudios de diarrea del viajero, la infeccion por EAEC responde al tratamiento con
antibidticos [Glandt et al., 1999]. La mayoria de las cepas son susceptibles a las fluoroquinolonas, azitromicina y
la rifaximina. Sin embargo, la prevalencia de resistencia antibiotica en cepas EAEC aisladas de nifios de paises
en desarrollo es alta [Haider et al., 1991]. Aunque los antibi6ticos son muy eficaces en la prevencion de la
diarrea del viajero, su costo, efectos secundarios y la contribucién al desarrollo de la resistencia [Wagner et al.,

2009] limita su uso de rutina.

1.4.7.-Epidemiologia e impacto en América Latina

Las cepas EAEC han sido identificadas en todas las regiones del mundo donde se han estudiado. Los
nifios y adultos que viven en paises en desarrollo, asi como los viajeros que regresan desde estos paises son
susceptibles a la infeccion por EAEC [Glandt et al., 1999; Adachi et al., 2001; Scaletsky et al., 2002; Mathewson
et al., 1987]. EAEC también puede producir una infeccion asintomatica persistente en adultos y nifios [Samie et
al., 2007; Samie et al., 2008]. En EE.UU, un estudio reciente mostrd que cepas EAEC con hibridacion con sonda
genética positiva, pero con adherencia no definida en HEp-2, fueron mas frecuentemente identificadas en nifios
menores de cinco afios con diarrea aguda gue en controles sanos de igual edad [Oberhelman et al., 1998; Cohen
et al., 2005]. Aunque cepas EAEC atipicas han sido identificadas en terneros, lechones y caballos, los animales
no han sido implicados como reservorio de este patdgeno [Uber et al., 2006]. Los alimentos contaminados
parecen ser la principal fuente de infeccion y EAEC ha sido asociada a brotes de diarrea relacionados con
alimentos en numerosas partes del mundo [Smith et al., 1997; Itoh et al., 1997]. En América Latina, las cepas
EAEC son aislamientos bacterianos comunes en nifios con diarrea y han sido identificadas en Colombia
[Gomez-Duarte et al.,], México [Cravioto et al., 1991; Mathewson et al., 1989], Guatemala [Lima et al., 1992],
Brasil [Scaletsky et al., 2002; Wanke et al., 1991; Fang et al., 1995; Gomez et al., 1998], Chile [Levine et al.,
1993], Perl [Ochoa et al., 2009], Argentina [Ruttler et al., 2002], Ecuador [Bourgeois et al., 1993] y Jamaica
[Adachi et al., 2001].

Ademas de las complicaciones agudas de la diarrea como deshidratacion y muerte, EAEC también puede
causar diarreas persistentes que pueden dar lugar a desnutricion y retraso del crecimiento. EAEC también ha sido
asociada a diarrea crénica en pacientes infectados por HIV [Samie et al., 2007; Mathewson et al., 1995; Bernier
et al., 2002]. EAEC se puede identificar entre el 19% y 33% de los casos de diarrea del viajero, en funcién de la
region del mundo visitada [Adachi et al., 2001; Mathewson et al., 1985; Jiang et al., 2002]. En América Latina,
la proporcion de casos de diarrea del viajero asociados a EAEC se encuentra en el 25% de los viajeros, que es
significativamente superior a las tasas observadas en los viajeros que visitan Africa, donde la proporcion es de
menos del 2%, y el sur de Asia (15%) [Shah et al., 2009].

43



Manual de Procedimientos “Escherichia coli productor de toxina Shiga en el marco de la deteccidn de E. coli diarreigénico”

1.5- Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC)

Desde hace mas de dos décadas, Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) es considerado un
patégeno emergente transmitido por alimentos, asociado a casos esporadicos y brotes de diarrea, colitis
hemorragica (CH) y sindrome urémico hemolitico (SUH) [Griffin et al., 1991; Tarr et al., 1995].

Fue descrito por primera vez por Konowalchuk et al. [1977], quienes demostraron que cepas de E. coli
de los serogrupos 018, 026, 0111 y 0128, aisladas de nifios con diarrea y de cerdos con edema de pulmon,
producian una toxina a la que se denominé Verotoxina, debido al efecto citotdxico en células Vero. Pocos afios
después se aislaron cepas de E. coli que producian un efecto citotoxico en células HelLa, el cual podia ser
neutralizado por un antisuero anti-toxina Shiga de Shigella dysenteriae tipo 1 [O"Brien et al., 1982], por lo cual
se las llamé Shiga-like toxin. En 1982, se produjeron dos brotes de CH en Michigan y Oregon, EE.UU., causados
por el consumo de hamburguesas, identificAndose por primera vez el serotipo de E. coli O157:H7 como
patégeno humano [Riley et al., 1977].

1.5.1- Serotipos

Escherichia coli O157:H7 es el prototipo de mas de 150 serotipos que comparten el mismo potencial
patogénico. Las cepas STEC asociadas a enfermedades severas en el hombre pertenecen a la categoria de EHEC
[WHO, 1997]. Por otra parte, es el serotipo aislado mas frecuentemente y al que se le atribuye la ocurrencia de la
mayoria de los grandes brotes [Barret et al., 1994; Manning et al., 2008; Watanabe et al., 1996].

Karmali et al. [2003], propusieron una clasificacion para los serotipos de STEC en 5 seropatotipos (A-
E), de acuerdo a su potencial patogénico y epidémico. El seropatotipo A (0157:H7 y O157: NM) es considerado
como el mas virulento asociado con una mayor incidencia en enfermedad humana severa, y con una alta
frecuencia en brotes. El seropatotipo B (026:H11/NM; 045:H2/NM; O103:H2/H11/H25/MN; O111:H8/NM;
0121:H7/H19; y 0O145:NM) se asocia con enfermedad humana grave, pero con una frecuencia mas baja, y es
poco comun en brotes. Los seropatotipos C (091:H21, 0104:H21 y 0113:H21, entre otros), y D tienen una baja
incidencia en enfermedad humana, y rara vez se asocian a brotes. Por Gltimo, el seropatotipo E se compone de
muchos serotipos que se encuentran en el reservorio animal y en los alimentos, pero que hasta el presente no han

sido implicados en enfermedad humana.
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1.5.2.- Patogenia

Al igual de lo que ocurre con otras infecciones entéricas asociadas a E. coli, se considera que el proceso
de enfermedad involucra la colonizacion del intestino, y el dafio debido a las toxinas. La colonizacion es el
proceso por el cual STEC supera los mecanismos de defensa del huésped y se establece en el intestino. La acidez
géstrica es un importante mecanismo de defensa del huésped en el tracto gastrointestinal, y la resistencia a los
acidos es una caracteristica general de E. coli O157 y de otros serotipos de STEC. La adherencia a las células
epiteliales intestinales es un evento temprano en la infeccion por STEC y ha sido investigado extensamente,
principalmente mediante el uso de lineas celulares de diversos origenes y también in vivo. Las cepas de STEC
alcanzan el intestino y se adhieren a los enterocitos sin invadirlos La adherencia bacteriana, mediada por
fimbrias causa el alargamiento de las microvellosidades. Seguido a la translocacion del receptor Tir, el mismo se
integra a la membrana plasmatica adoptando una forma de pelo enrollado [Hartland et al., 1999]. El dominio
central extracelular de Tir actla como receptor de la adhesina intimina de la bacteria [Frankel et al., 2001].
Simultaneamente, Tir interactla mediante sus dominios intracelulares N- y C-terminal, con diversas proteinas
del citoesqueleto uniendo intimamente la bacteria al enterocito. Ademas, se produce la desorganizacion de las
microvellosidades con produccion de la lesion AE (del inglés, attaching and efacement) y acumulacién de
filamentos de actina en el citoplasma. Esta reduccion de la superficie de absorcion causa una diarrea sin sangre.

La toxina Shiga liberada se une, mediante el pentamero B, a la célula epitelial del intestino por
interaccién con el receptor Gb3 que se encuentra en la membrana apical. La toxina es luego internalizada en una
vesicula endocitica, y transportada al aparato de Golgi, donde la subunidad A es clivada proteoliticamente
liberando el fragmento Al, el cual actla sobre la subunidad ribosomal 60S, inhibiendo la sintesis proteica y
provocando la muerte celular.

La toxina puede también ser translocada desde la membrana apical a la superficie basolateral, con
induccién de interleuquina-8 (IL-8), que contribuye a la acumulacion de leucocitos en la pared intestinal. Se
produce un dafio en las células endoteliales de los vasos sanguineos provocando diarrea sanguinolenta.

Stx entra a la circulacién sanguinea y es transportada a distintos érganos blanco cuyas células
endoteliales poseen el receptor Gb3. El LPS bacteriano y las citoquinas del huésped aumentan la sensibilidad a
las Stxs incrementando la disponibilidad de dichos receptores. En el rifion se encuentran altos niveles de Gb3,
particularmente en la region cortical, donde se observan las principales lesiones en los pacientes con SUH. Las
lesiones histopatoldgicas ocurren por interaccion de la Stx con las células endoteliales de los vasos sanguineos,
éstas se hinchan y se desprenden a nivel del glomérulo. Simultaneamente se produce un depésito de fibrina y de

plaquetas en la microvasculatura renal, se oclusionan los capilares y se reduce el flujo sanguineo, provocando
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insuficiencia renal y ruptura de los glébulos rojos. También se observan lesiones tromboticas, particularmente en

la microvasculatura del intestino, cerebro y pancreas.
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1.5.3.- Mecanismos y factores de virulencia involucrados en la interaccion de STEC con la célula huésped

Las toxinas Shiga (Stx) son el principal factor de virulencia de STEC [Calderwood et al., 1996]. Poseen
estructura de subunidades A-B, y estan codificadas por bacteri6fagos insertados en el cromosoma bacteriano. La
subunidad A (33 KDa) es la parte biolégicamente activa, y la B (7,5 KDa), presente en cinco copias, es la que se
une al receptor celular especifico globotriaosilceramida (Gb3). Se clasifican en dos tipos, Stx1 y Stx2.

Las cepas STEC de origen humano, animal o de alimentos pueden producir Stx1, Stx2 o variantes, solas
0 en combinacion de dos 0 mas toxinas Se han descripto los siguientes subtipos o variantes de toxina: Stxla
(Stx1a), Stx1c (Stxic), Stx1d (stxig), Stx2a (Stxza), Stx2b (Stxan), Stx2¢ (Stxac), Stx2d (Stxaq), Stx2e (Stxze), Stx2f
(stxar) ¥ Stx2g (stxzg) [Scheutz et al., 2012]. Los miembros de la familia de Stx presentan grandes diferencias en
su toxicidad en tejidos celulares y en animales. Stx2 tiene una actividad citotoxica de 100 a 1000 veces superior
a Stx1. Se ha demostrado que cepas STEC Stx2c son menos virulentas y causan diarrea sanguinolenta menos
frecuentemente que cepas Stx2 o Stx2/Stx2c. Otros estudios sugieren que individuos infectados con cepas Stx2
presentan mayor riesgo de desarrollar SUH [Nishikawa et al., 2000]. Por lo tanto, la prevalencia de cepas STEC
de determinados genotipos stx, junto a otros factores de riesgo de evolucion a SUH, podrian explicar la alta
incidencia de enfermedad humana y la severidad de los casos clinicos que se presentan en ciertas regiones.

El plasmido pO157 de 90 Kb, se encuentra en la mayoria las cepas de STEC O157:H7 y contiene
diversos genes que codifican para los siguientes factores de virulencia: espP (serina proteasa extracelular), katP
(catalasa-peroxidasa), hlyA (enterohemolisina), etp (sistema de secrecion tipo 1), y para una fimbria que podria
estar involucrada en la etapa inicial de colonizacién de los enterocitos [Schmidt et al., 1995]. Algunos factores
de adherencia intestinal estan codificados en el locus LEE del cromosoma. Al igual que en EPEC, el gen eae
codifica la proteina intimina responsable de la unién intima de la bacteria al enterocito y de la desorganizacién
de las microvellosidades con produccion de la lesién AE. Hay al menos 17 tipos de intimina (a1, a2, A1, 52, y1,
y210, olx, ¢, { n, n2, 1, 4, v, & 0). Sin embargo, la presencia de la region LEE no seria esencial para la
patogénesis, dado que un gran numero de cepas STEC-LEE negativas son capaces de causar enfermedad severa
y ocasionalmente brotes [Keskimaki et al., 1997; Paton et al., 1999]. Sin embargo, la gran mayoria de las cepas
implicadas en casos de CH y SUH son eae-positivas. Por lo tanto, se ha identificado al gen eae como un factor
de riesgo de progresion a SUH. Otros factores de adherencia estan codificados fuera de la region LEE como las
adhesinas lha (del inglés, iron regulated gene A homologue adhesin), Efal (del inglés, EHEC factor for
adherence) [Nicholls et al., 2000], LPFO157/01-141, LPFO157/01-154 y LPFO113/0I1-154 (del inglés, long
polar fimbria) [Doughty et al., 2002; Torres et al., 2002]. Otras tres adhesinas, ToxB (proteina identificada en
pO157) [Tatsuno et al., 2001], Saa (del inglés, STEC autoaggutinating adhesin) identificada en cepas LEE
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negativas [Paton et al., 2001], y Sfp (del inglés, sorbitol fermenting plasmid) [Jenkins et al., 2003] estan
codificadas en el megaplasmido de cepas STEC.

En Argentina, E. coli O157:H7 es el principal serotipo (> 70% de los casos), seguido de O145:NM.
Entre las cepas STEC 0157, el genotipo prevalente es stxo/stxac/eae/ehxA (> 80%), y entre las cepas STEC no-
0157 stxo/eaelehxA (>70%).

1.5.4.- Reservorio y transmision

Los rumiantes en general, y el ganado vacuno en particular, son descritos como los principales
reservorios de STEC. En distintos paises, entre los que se incluye a Argentina, se realizaron numerosos estudios
sobre la prevalencia de STEC que permitieron confirmar el rol del ganado vacuno como principal reservorio
[Chinen et al., 2003; Masana et al., 2010; Meichtri et al., 2004; Parma et al., 2000] En un importante muestreo
realizado en nueve frigorificos exportadores de Argentina se encontré una prevalencia de STEC 0157 del 4,1%
en materia fecal y del 2,6% en carcasas bovinas. Para STEC no-O157 la prevalencia fue del 22,3% en materia
fecal y del 9,0% en carcasas [Masana et al., 2010; Masana et al., 2011]. Si bien cerdos, aves, perros y gatos no
son reservorios importantes de STEC [Beutin et al., 1999], se demostr6 que la interaccion entre mascotas y nifios
es un factor de riesgo para el contagio [Bentancor et al., 2012].

La principal via de transmision de STEC 0157 y no-O157 son los alimentos contaminados, como por
ejemplo, carne molida, productos carnicos crudos o insuficientemente cocidos, hamburguesas, embutidos
fermentados, morcilla, leche no pasteurizada, yogur, quesos, mayonesa, papas, lechuga, brotes de soja y alfalfa,
jugos de manzana no pasteurizados, y agua, entre otros [Gyles et al., 2007]. Otras formas de transmision
incluyen el contacto directo del hombre con los animales, la contaminacién cruzada durante la preparacion de los
alimentos, la transmision persona a persona por la ruta fecal-oral, y la contaminacion fecal de aguas de
recreacion o aguas de pozo.

Diversos trabajos han descrito que la excrecién de STEC 0157 en humanos es prolongada e intermitente
[Swerdlow et al., 1997]. En nifios pequefios, a diferencia de lo que ocurre en nifios mayores y adultos, el tiempo
de excrecion de 0157 supera ampliamente el tiempo de resolucion de los sintomas. Toda persona con infeccion
por STEC, sintomatica o asintomatica, no deberd obtener el alta médica hasta no tener dos coprocultivos
negativos sucesivos con intervalos de 48 h entre ellos. Es importante destacar que la dosis infectiva de este grupo

bacteriano para ocasionar enfermedad es de 10 a 100 bacterias por gramo de alimento.
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1.5.5.- Aspectos clinicos

En las infecciones por STEC, el periodo de incubacion promedio es de 3 dias (con un rango de 1-8 dias),
y el cuadro clinico incluye un periodo de 1 a 2 dias de vémitos, fiebre baja o ausente, dolores abdominales
severos, diarrea sin sangre, y evidencia de edema de la mucosa colénica como sintomas iniciales, seguidos por
diarrea sanguinolenta o colitis hemorrégica durante 4 a 6 dias. Aunque en la mayoria de los casos, la diarrea por
STEC es autolimitada, aproximadamente del 5 al 10% de los nifios infectados evolucionan a SUH, para el cual
no existe un tratamiento especifico, sino de sostén. Entre los factores predictivos de evolucion a SUH se
incluyen: edades extremas, leucocitosis, tratamiento con agentes reductores de motilidad o antidiarreicos, fiebre,
periodo prodrémico corto, y en algunos casos diarrea sanguinolenta. EI genotipo de la toxina de la cepa virulenta
también influye en la evolucion a SUH. Estudios poblacionales sugieren que aproximadamente el 90% de los
casos de SUH estan precedidos por diarrea. Los nifios constituyen el grupo méas vulnerable, con una mayor
incidencia de infecciones sintomaticas por STEC y riesgo alto de evolucién a SUH [Mead and Griffin, 1998].

El SUH, descrito por primera vez en 1955 [Gasser et al., 1955], es una enfermedad de comienzo agudo
con anemia hemolitica microangiopaética, plaquetopenia y dafio renal, que habitualmente puede seguir 0 no a un
episodio de diarrea con o sin sangre, en un nifio previamente sano. Las manifestaciones comunes son: palidez,
petequias, hematomas, oliguria, edema, hipertension arterial, y cambios neurol6gicos como letargia o
convulsiones [Comité de Nefrologia, 1995]. Los criterios de laboratorio para el diagnéstico de SUH son: 1)
hemoglobina menor de 10 mg/dl o hematocrito menor de 30% o caida de al menos 5 puntos, con cambios
microangiopaticos en el frotis de sangre periférica (esquistocitos, células en casco o fragmentados); 2) injuria
renal aguda evidenciada por hematuria, proteinuria, uremia mayor de 50 mg/dl en ausencia de deshidratacion o
creatinina mayor de dos desviaciones estandar respecto a edad y sexo, o0 aumento del 50% de los valores al inicio
de la enfermedad; y 3) recuento de plaquetas menor a 150.000/mm?. Aproximadamente la mitad de los pacientes
con SUH requiere didlisis y el 75% requiere transfusion sanguinea. En los Gltimos afios, el diagndstico precoz de
la enfermedad y el mejor manejo de la insuficiencia renal aguda y de la anemia, disminuy0 la letalidad durante el
periodo agudo, siendo en la actualidad del 3 al 5%. Sin embargo, un 5% de nifios con SUH desarrolla
insuficiencia renal crénica, requiriendo en pocos afios procedimientos dialiticos o transplante renal. Otro 20%
continGa con microhematuria y grados variables de proteinuria, pudiendo desarrollar insuficiencia renal crénica
terminal en lapsos variables que pueden llegar a décadas [Kaplan et al., 1990; Spizirri et al., 1997]. Esta
patologia implica grandes costos econdmicos para los sistemas de salud, lo cual tiene un impacto importante en

los paises en desarrollo.
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1.5.6.- Diagnostico

La mayoria de las cepas STEC 0157 no fermentan el sorbitol y no tienen actividad de B-glucuronidasa, y
en placas de agar MacConkey Sorbitol (SMAC) desarrollan colonias pequefias, incoloras y transllcidas. En
cambio, los serotipos no-O157 en general fermentan el sorbitol, y poseen actividad de B-glucuronidasa
desarrollando colonias pequefias y rosadas en ese medio.

Se pueden aplicar métodos inmunocromatograficos comerciales para la deteccion rapida de STEC 0157
y no-0157 a partir del medio de enriguecimiento.

El diagnostico presuntivo de E. coli O157 de colonias sospechosas en SMAC se puede realizar por
seroagrupamiento por aglutinacion en lamina con antisuero anti-O157 o reactivo de latex. La metodologia de
PCR multiple se utiliza como técnica de tamizaje para detectar los genes stxi, stxz y rfboisz. PCR accesorias se
utilizan para detectar otros genes de virulencia, como los genes eae, ehxA, saa, fliCw7, entre otros, lo que permite
la caracterizacion molecular de la cepa.

La sensibilidad del procedimiento de aislamiento de E. coli 0157:H7/NM puede aumentarse aplicando la técnica

de separaci6n inmunomagnética (SIM).

1.5.7.- Tratamiento y profilaxis

Hasta el presente no existe una terapia especifica para las infecciones por STEC. Si bien, E. coli 0157 es
susceptible a la mayoria de los agentes antimicrobianos cominmente utilizados, ain no se confirmé que la
antibioticoterapia aporte algun beneficio para el paciente. Por otra parte, algunos autores demostraron que dicho
tratamiento puede precipitar la evolucién a SUH. Por ejemplo, trimetoprima-sulfametoxazol estimula la
liberacion de Stx in vitro. Tampoco se deben usar agentes antidiarreicos, que disminuyen la motilidad intestinal,
pues estudios retrospectivos sefialan un riesgo aumentado de evolucién a SUH. En el periodo agudo del SUH, el
tratamiento esta basado en el control de las alteraciones fisiopatol6gicas como ser la restriccion de agua y sal, las
transfusiones de sedimento globular, la dialisis peritoneal y el adecuado aporte caldrico-proteico. Actualmente se
hallan en etapa de desarrollo la produccién de vacunas para prevenir la infeccion por STEC.

Las principales medidas para controlar la transmision de STEC y prevenir la infeccion son: a) aplicar
buenas practicas de manufactura y de higiene, y establecer puntos criticos de control durante toda la cadena de
produccioén del alimento; b) asegurar una correcta y homogénea coccién de la carne. La bacteria se destruye a
68,3°C; c) utilizar distintos utensilios de cocina para trozar la carne cruda y para alimentos cocidos, evitando asi
la contaminacion cruzada; d) controlar el uso de leche y derivados lacteos correctamente pasteurizados, y

conservar la cadena de frio; e) consumir jugos de frutas pasteurizados; f) lavar cuidadosamente las frutas y
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verduras; g) asegurar la correcta higiene de las manos y utensilios de cocina; h) lavar las manos con agua y jabon
luego de ir al bafio, luego del contacto con animales en granjas educativas, zooldgicos y mascota; i) evitar el
hacinamiento en instituciones cerradas (jardines maternales, jardines de infantes, escuelas, geriatricos, carceles,
etc.); j) evitar la concurrencia de personas con diagnostico bacterioldgico positivo de STEC a instituciones
cerradas; K) evitar el uso de antimicrobianos y antidiarreicos; 1) educar a médicos, microbi6logos, personal de
plantas elaboradoras de alimentos y restaurantes, de jardines maternales, de infantes y geriatricos, y la
comunidad en general, sobre los riesgos que implica la infeccion por STEC; Il) consumir agua potable; m)
utilizar aguas recreacionales habilitadas; n) fomentar campafias de educacion y prevencion en jardines
maternales, jardines de infantes, escuelas primarias, secundarias, y en establecimientos donde se expongan

animales.

1.5.8.- Epidemiologia e impacto en América Latina

Los sistemas de vigilancia varian enormemente entre paises, por lo tanto las comparaciones de la
incidencia de las enfermedades asociadas a STEC deben realizarse cuidadosamente.

En América Latina, las infecciones por STEC son endémicas y contribuyen a la carga del sindrome
diarreico agudo en nifios menores de 5 afios de edad. Ademas, son responsables del 2% del total de casos de
diarrea aguda, y en algunos estudios del 20 al 30% de las diarreas con sangre [Guth et al., 2010]. EI SUH es
endémico en algunos paises de la region del Cono Sur, y la notificacién s6lo es obligatoria en Argentina,
Bolivia, Chile y Paraguay.

En Argentina, las enfermedades asociadas a STEC son un grave problema de Salud Publica. La
notificacion de los casos de SUH es obligatoria, inmediata e individualizada (Resolucion N° 346/00) al Sistema
Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS 2.0), en la Plataforma SISA (Sistema Integrado de Informacion
Sanitaria Argentino). Todos los registros de los sectores involucrados en las acciones de prevencién, promocion,
investigacion y control de los eventos a vigilar, incluyendo la vigilancia centinela en 25 UCSUH localizadas en
16 provincias, se realizan en una misma plataforma en tiempo real. La notificacion comienza por la
identificacion del ciudadano en el RENAPER. Este sistema integra la informacion clinica, epidemioldgica y del
laboratorio. La notificacion de las diarreas sanguinolentas asociadas a STEC también son de notificacion
obligatoria e inmediata al SNVS 2.0.

El SUH tipico (post-entérico, SUH D+), endémico en nuestro pais, es la primera causa de insuficiencia
renal aguda en nifios y la segunda de insuficiencia renal crénica. En la Gltima década, se reportaron anualmente

entre 300 a 400 casos nuevos. La incidencia es la mas alta a nivel mundial con una tasa poblacional de
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aproximadamente 0,8 casos/100.000 habitantes y 7,29 casos/100.000 nifios menores de 5 afios. La letalidad es
del 1 al 5%. EI SUH no s6lo se observa en nifios, sino también en adolescentes y en personas ancianas. Se
considera como factor desencadenante de enfermedad por STEC a la falta de inmunidad en los nifios y la
disminucidn o pérdida de la misma en las personas adultas. Si bien la infeccion por STEC puede afectar a nifios
de ambos sexos, se demostré gque las nifias son mas propensas a enfermar que los nifios [Rowe et al., 1991]. La
infeccion por STEC muestra una variacion estacional, con aumento de casos en primavera y verano, épocas que
coinciden con el periodo en que aumenta la portacion de STEC en el ganado bovino.

En las dltimas décadas, surgié un nuevo escenario de riesgo debido a la evolucion bacteriana que permitio
la emergencia de un clon hipervirulento de O157 descrito después del brote asociado al consumo de espinacas en
EE.UU. en el 2006 [Manning et al., 2008]. Dicho clon esta distribuido en todo el mundo, incluida Argentina
[Mellor et al., 2012]. Pianciola et al. (2014) describieron la circulacion casi exclusiva (> 90%) de cepas de E.
coli O157 que pertenecen al clado hipervirulento 8 en la provincia de Neuquén, Argentina, region con una de las
mayores incidencias de SUH en todo el mundo. También informaron la presencia de factores de virulencia
putativos en frecuencias mas altas que las reportadas previamente. Recientemente, el mismo grupo ha
demostrado una alta prevalencia de clado 8 en cepas humanas de otras regiones de Argentina y una situacion
similar en el reservorio bovino [Pianciola et al., 2016]. Este marcado predominio en Argentina de cepas STEC
0157 con caracteristicas de hipervirulencia, puede estar relacionado con la alta prevalencia de SUH en el pais.
Esta informacién puede implicar que un linaje de STEC 0157 ha adquirido un nuevo conjunto de factores que
contribuyen a la alta virulencia observada.

Por otra parte, en el afio 2011, un brote masivo de diarrea y SUH ocurrié en Alemania y otros 13 paises
europeos, EE.UU. y Canada, asociado al consumo de brotes de fenogreco en ensaladas. La caracterizacién de la
cepa 0O104:H4 causal reveld6 una inusual combinacion de factores de virulencia tipicos de E. coli
enteroagregativo y la capacidad de producir Stx2 lo que le otorgd una gran capacidad patogénica [Scheutz et al.,
2011]. En Argentina, se inform6 la deteccion de 19 cepas de EAEC-stx del serotipo O59:NM[fliCn1g] desde el

afio 2005, asociadas a enfermedad humana incluidos casos de SUH [Carbonari et al., 2018].
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CAPITULO Il - AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE Escherichia coli DIARREIGENICO

1.- Especimenes

Materia fecal:

a) Evacuacion esponténea: Recolectar 2 g de materia fecal con una espétula y colocarla en un recipiente
estéril. La muestra debe permanecer refrigerada a 4°C hasta su procesamiento. Si la muestra no es
procesada dentro de las 2 h de recolectada, debera ser colocada utilizando un hisopo estéril en un medio de
transporte (Cary-Blair, Stuart, Amies o solucion salina tamponada con glicerol). Si el procesamiento se
efectla dentro de los 2-3 dias, el medio de transporte debera ser conservado refrigerado a 4°C. Si el

espécimen no es analizado en ese lapso de tiempo debera mantenerse congelado a -70°C.

b) Hisopado rectal: Tomar la muestra con hisopo, conservarlo en un medio de transporte y mantenerlo
refrigerado hasta su procesamiento. Si el nifio usa pafial, tomar la muestra que queda en el mismo con

hisopo o con espatula.

Recomendaciones:
e Recolectar la materia fecal lo antes posible después del establecimiento de la diarrea.
e El paciente no debe estar con tratamiento antibidtico. Recolectar la muestra después de suspender

la antibioticoterapia por no menos de 48 h.

2.-Procesamiento

2.1. - Aislamiento

Medios

o Agar MacConkey (MAC)

e Agar MacConkey sorbitol (SMAC)

e Caldo tripticasa de soja (CTS)

e CTS con cefixima 0,05 mg/l (medio) Y telurito de potasio 2,5 mg/l (medioy [CT-CTS]

Materiales y equipamiento

e [Estufa de cultivo a 37°C

e Ansasderulo
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Procedimiento

1.

Realizar una suspension de la muestra de

materia fecal en solucion fisiologica.

Sembrar una alicuota de la suspensién en placa
de MAC luego del enriquecimiento en CTS (a
37°C por 6 h).

Realizar la siembra de la suspensién en forma
directa en placa de agar SMAC y luego del
enriquecimiento en CTS (a 37°C por 6 h) y en
CT-CTS (a 37°C por 6 h).

Incubar las placas de agar MAC y SMAC a
37°C por 18 h.

Observar  morfologia y  caracteristicas
fenotipicas de las colonias aisladas en la placa

de agar MAC.

Observar  morfologia y  caracteristicas
fenotipicas de las colonias aisladas en las

placas de agar SMAC.

Realizar el diagnéstico presuntivo de E. coli
0157 de las colonias no fermentadoras de
sorbitol por aglutinacién en lamina con
antisuero anti-O157 (Ver Procedimiento de

Serotipificacion).

Comentarios
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A partir de la siembra en placas de agar MAC
y SMAC se realizara el procesamiento para el
aislamiento e identificacion de STEC, EPEC,
ETEC, EIEC y EAEC.

El agregado de cefixima y telurito de potasio
al medio de enriquecimiento proporciona
mayor sensibilidad y especificidad en la
recuperacion de STEC 0157.

MAC los

fermentadores de lactosa desarrollan colonias

En agar microorganismos
pequefias y rosadas en 24 h. En cambio los no
fermentadores desarrollan colonias pequefias,
incoloras y transltcidas.

La observacion de colonias no fermentadoras
de lactosa (LAC-) podria indicar la presencia
EIEC o
(Continuar a partir del paso N°18)

sospechosa de Shigella  spp.
La mayoria de las cepas STEC 0157 no
fermentan el sorbitol en 24 h. En la placa de
SMAC

incoloras y

desarrollan  colonias  pequefias,

translucidas. En  cambio,
microorganismos fermentadores de sorbitol,

desarrollan colonias pequefias y rosadas.

Es importante comunicar inmediatamente al
las 24 h de

coprocultivo) la presencia presuntiva de E.

médico (a realizado el

coli 0157 asociado a un caso de diarrea con o

sin sangre, o colitis hemorrégica, para vigilar
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8. Tomar una muestra de la zona de crecimiento

confluente de las placas de MAC y de SMAC;
y de las colonias presuntivas para extraccion de
ADN Yy posterior realizacion de las técnicas de
PCR mdltiple de tiempo final: mPCR-1 (eae /
It / sth / stp), mPCR-2 (IpaH / aggR / stxi /
Stx2) y mMPCR-STEC stxs / stxz / rfboisz; 0 de
PCR en tiempo real: mRT-PCR stx / stx,. (Ver

Preparacién de la muestra para PCR)

9. Realizar la mPCR-1 (eae / It / sth / stp) y la
mPCR-2 (lpaH / aggR / stxi / stxz) (Ver

Protocolos mPCR-1 y mPCR-2)
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la probable evolucion a SUH mediante
parametros bioguimico-clinicos, y el control
del grupo familiar.

Se debe tener en cuenta que el suero anti-
0157 da reaccién cruzada con cepas de
Escherichia hermanii. Cuando se observan
colonias no fermentadoras de sorbitol con
seroagrupamiento positivo con el antisuero
anti-O157 se debe realizar la diferenciacion
bioquimica entre E. coli y E. hermanii. (Ver
Procedimiento de Identificacion Bioquimica).
Se utilizan las tres técnicas de PCR mudltiple
como tamizaje para detectar los siguientes
genes; mPCR-1 eae positivo para EPEC y
STEC; It, sth, stp para ETEC; mPCR-2: IpaH
para EIEC; aggR para EAEC vy stxy, stx, para
STEC; y mPCR stx; / stx2 / rfboisz, positivos
STEC. (Ver

diagnostico y caracterizacion de E. coli

para algoritmo para el
diarreigénico). Es importante realizar las tres

mPCR para completar el estudio de
diagnostico de DEC y de esta manera también
hibridos

caracteristicas de feno-genotipicas de dos

poder  detectar (cepas  con
categorias de DEC) o presencia en una misma
muestra de dos patotipos diferentes (co-
infeccion). La PCR en tiempo real: mRT-PCR
stxy / stxp es una opcion alternativa para
aplicar en la etapa de tamizaje de cepas
STEC.

Si se obtiene sefial positiva por PCR mdltiple
de la zona confluente se deberd identificar la
colonia positiva correspondiente. Para tal fin,
realizar PCR de colonias aisladas. Si no se
observan colonias tipicas, realizar un nuevo
aislamiento de la zona de cultivo confluente

de la cual se obtuvo sefial positiva.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.
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Realizar la confirmacion bioquimica de las
colonias con sefial positiva por algunas de las
mPCR.  (Ver

Identificacion Bioquimica)

dos Procedimiento  de

Determinar el antigeno soméatico O por
aglutinacién en lamina con los antisueros
polivalente 0 monovalentes disponibles (Ver
Procedimiento de Serotipificacion)

Determinar la movilidad de la cepa aislada
utilizando el medio de Craigie. Si la cepa es
se deberd determinar el

(\Ver

movil, antigeno

flagelar  H. Procedimiento  de

Serotipificacion).

Determinar la sensibilidad de las cepas a los
antimicrobianos. (Ver Pruebas de Sensibilidad)
Realizar la PCR-STEC (Ver los protocolos de
PCR stxy / stxz / rfbois7 ¥y de RT-PCR-STEC

Stxy / stxz)

Realizar la confirmacion bioquimica de las
colonias presuntivas con sefial positiva para
stxy y/0 stxz y/o rfboisy por mMPCR-STEC. (Ver

Procedimiento de Identificacion Bioguimica)

Determinar el fenotipo enterohemolitico de las
colonias presuntivas y/o de los aislamientos stx
-positivos. (Ver Caracterizacion de cepas

hemoliticas)
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Si se detecta una colonia con sefial positiva
para el gen lIpaH, se deben incorporar
pruebas bioquimicas diferenciales con
spp.  (Ver

Identificacion Bioguimica)

Shigella Procedimiento de

La deteccién del antigeno H requiere de una
estimulacion previa de la movilidad de la cepa
mediante varios pasajes en el medio de

Craigie.

Es importante que aquellas muestras de un
caso de SUH y/o sus contactos, que hayan
resultado negativas por las PCR-STEC (stxi /
stxz / rfbois7) y RT-PCR-STEC stx; / stxy, se
deriven al Laboratorio Nacional de
Referencia para que puedan aplicarse técnicas
alternativas para aumentar la sensibilidad en
el aislamiento de STEC.

Si se obtiene sefial positiva por mPCR de la
zona confluente se deberd identificar la
colonia positiva correspondiente. Para tal fin,
realizar PCR de colonias aisladas. Si no se
observan colonias tipicas, realizar un nuevo
aislamiento de la zona de cultivo confluente
de la cual se obtuvo sefial positiva.

Dado que existe relacion entre la produccion
de Stx y de enterohemolisina (EHEC-HlIy), se
considera que la deteccion de EHEC-HIly
puede ser un marcador Util para seleccionar

rdpidamente cepas STEC presuntivas.
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20.

21.

22.
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Confirmar la fermentacion de sorbitol en tubo
y determinar la actividad de la enzima [-
glucuronidasa (3-glu) de los aislamientos. (Ver

Procedimiento de Identificacion Bioguimica)

Realizar la biotipificacion de las cepas E. coli
0157 por la fermentacion de los azlcares
ramnosa.  (Ver

rafinosa,  dulcitol y

Procedimiento de Biotipificacion)

Determinar la movilidad de la cepa aislada
utilizando el medio de Craigie. Si la cepa es
se debera determinar el
(Ver

movil, antigeno

flagelar  H. Procedimiento  de

Serotipificacion).

Determinar la sensibilidad de las cepas STEC a

los antimicrobianos. (Ver Pruebas de
Sensibilidad)
Detectar los marcadores de virulencia
accesorios de cepas STEC, eae y ehxA por
PCR. (Ver

Virulencia)

Deteccion de Factores de

Detectar la produccion de Stx por ensayos de

citotoxicidad especifica en células Vero.
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La determinacion de la actividad de la enzima
B-glucuronidasa es utilizada como marcador
bioquimico para diferenciar las cepas de E.
coli 0157, que no presentan actividad B-glu,

de otras cepas de E. coli.

La deteccion del antigeno H requiere de una
estimulacién previa de la movilidad de la cepa
mediante varios pasajes en el medio de
Craigie. El antigeno H7 puede detectarse por
aglutinacién en lamina y/o por PCR utilizando
oligonucleédtidos especificos que amplifican
un fragmento del gen fliCh7. La técnica de
amplificacion no requiere de la estimulacion
previa de la movilidad. (Ver Procedimiento
PCR fliCHy)

Para la realizacion de estos ensayos se debe

disponer de la linea celular y estufa de CO..
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2.2- ldentificacion Bioguimica

A los aislamientos presuntivos de STEC se les realizan las siguientes pruebas bioguimicas:

amarillo

Pruebas Bioquimicas Bacteria Medio de cultivo
E. coli no-O157 E. coli O157:H7 E. hermanii
Fermentacion de glucosa + + + Agar triple azlcar y hierro
(TSI
Fermentacion de lactosa + + + TSI
Fermentacion de sacarosa + + + TSI
Formacion de Ac. - - - TSI
Sulfhidrico
Produccion de gas + + + TSI
Utilizacion del Citrato - - - Citrato de Simmons
Produccion de indol + + + Sulfuro, indol, movilidad
(SIM)
Movilidad Mavil / no mévil Movil Movil SIM
Fermentacion de sorbitol + - - Fermentacion de hidratos de
carbono
Actividad + - - Disco con glucurdnido
B-glucuronidasa
Actividad lisina +(90) * + (100) -(6%) Lisina Hierro Agar (LIA)
s»decarboxilasa
Actividad ornitina + (95) + (100) + (100) Movilidad, indol, ornitina.
decarboxilasa (MI10O)
Fermentacion de - (2%) - (2%) +(97%) Fermentacion de hidratos de
+*»Celobiosa carbono
Produccion de «*pigmento - (0%) - (0%) + (98%) Tripticasa de soja

* El dato entre paréntesis indica % de cepas positivas

(+): positivo; (-): negativo

Segun Manual of Clinical Microbiology (7° ed). 1999, p. 459.

++ Estas pruebas bioquimicas son de utilidad para diferenciar E. coli 0157 y E. hermanii.
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A los aislamientos presuntivos de EPEC, ETEC, EAEC se les realizan las siguientes pruebas bioquimicas:

Pruebas Bioquimicas Categoria Medio de cultivo
EPEC /ETEC/ EAEC
Fermentacién de glucosa + Agar triple azlcar y hierro
(TS1)
Fermentacion de lactosa + TSI
Fermentacion de sacarosa + TSI
- TSI
Formacion de HzS
Produccion de gas + TSI
Utilizacion del citrato - Citrato de Simmons
Produccion de indol + Sulfuro, indol, movilidad
(SIm)
Movilidad Mavil / no movil SIM
Actividad + Disco con glucurénido
B-glucuronidasa
Actividad lisina +(90) * Lisina Hierro Agar (LIA)
decarboxilasa
Actividad ornitina +(95) Movilidad, indol, ornitina.
decarboxilasa (MIO)

* El dato entre paréntesis indica % de cepas positivas. (+): positivo; (-): negativo
Segun Manual of Clinical Microbiology (7° ed). 1999, p.. 459.

Las cepas de EIEC en general poseen propiedades bioquimicas, genéticas y patogénicas muy similares a Shigella
spp. Al igual que este género se presentan como inactivas 0 poco reactivas principalmente en pruebas fenotipicas
como la movilidad, fermentacion de la lactosa y actividad lisina decarboxilasa. Se recomienda incorporar en las
pruebas bioquimicas, mayor nimero de ensayos que permitan poner en evidencia la inactividad superior de
Shigella spp. con respecto a las cepas EIEC, teniendo en cuenta ademas las caracteristicos diferenciales que
presenta Shigella sonnei con el resto de las especies. Se citan a continuacion algunas de las pruebas que podrian

utilizarse para diferenciar las cepas EIEC de Shigella spp.
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salicina

Pruebas Microorganismo Medio de cultivo
Bioquimicas EIEC Shigella spp Shigella sonnei
Fermentacién de +(100) +(100) +(100) Agar triple azlcar y hierro (TSI)
glucosa
Fermentacion de +(25) - +(2) TSI
lactosa
Fermentacion de +(15) - +(1) TSI
sacarosa
Formacion de - - - TSI
H2S
Produccion de gas +(5) (2) - TSI
Utilizacion del - - - Citrato de Simmons
citrato
Produccion de indol +(80) +(50) - Sulfuro, indol, movilidad (SIM)
Movilidad +(5) - - SIM
Actividad +(45) +(2) +(90) Disco con o-nitrofenil-B-D-
-galactosidasa galactdsido (ONPG)
Actividad lisina + (40) - - Lisina Hierro Agar (LIA)
decarboxilasa
Actividad ornitina +(20) +(1) +(98) Movilidad, indol, ornitina.
decarboxilasa (MIO)
Utilizacion del +(40) +(2) - Prueba del acetato
acetato
Fermentacion D- +(75) +(30) +(2) Fermentacidn azlcares
Sorbitol
Fermentacion de D- +(70) +(2) +(2) Fermentacion azucares
Xilosa
Fermentacion de +(40) +(2) - Fermentacion azlcares
Dulcitol
Fermentacion de +(30) - +(10) Fermentacion azlcares
Mucato
Fermentacion de +(10) - - Fermentacidn azlcares

* El dato entre paréntesis indica % de cepas positivas. (+): positivo; (-): negativo

Segun Farmer et al. J. Clin. Microbiol. 1985; 21:46-76.
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2.2.1- Fundamento y procedimientos para pruebas bioquimicas

a) Agar hierro tres azucares (TSI)

Fundamento:

- Determina la capacidad de un microorganismo de fermentar los hidratos de carbono presentes en el medio de
crecimiento basico con produccion o no de gas. La fermentacion provoca acidificacion del medio con viraje del
indicador (rojo de fenol) al amarillo.

- Permite detectar la produccion del sulfuro de hidrégeno por ennegrecimiento del medio debido a la formacion de

sulfuro ferroso.

Técnica:
- Inocular la superficie del pico de flauta con estria y el fondo por puncién.
- Incubar a 37°C.

- Efectuar la lectura luego de 18-24 h de incubacion.

Interpretacion:
Fermentacion de azlcares:
Las reacciones que pueden observarse son:
e Picoalcalino (rojo) / fondo alcalino (rojo). No hay fermentacién de azlcares.
e Pico alcalino (rojo) / fondo acido (amarillo). Glucosa fermentada. Lactosa y sacarosa no fermentadas.
e Pico acido (amarillo) / fondo acido (amarillo). Glucosa fermentada. Lactosa y/o sacarosa fermentadas.
Produccién de gas:
e Se evidencia por la aparicion de burbujas o fragmentacion del medio.
Sulfuro de hidrégeno:

e Se evidencia por el ennegrecimiento del medio.

b) Utilizacién de Citrato

Fundamento:

- Determina si un organismo es capaz de utilizar citrato como Unica fuente de carbono para el metabolismo,
produciendo alcalinidad. EI medio Citrato de Simmons contiene también sales de amonio inorganicas. Un
organismo que es capaz de utilizar citrato como Unica fuente de carbono, utiliza también las sales de amonio como
Unica fuente de nitrégeno. Las sales de amonio se desdoblan en amoniaco con la consiguiente alcalinidad. El
indicador de pH usado es el azul de bromotimol, el cual en medio alcalino toma un color azul intenso, indicando

una prueba positiva. EI medio no inoculado tiene color verde.
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Técnica:
- Inocular la superficie del pico de flauta con estria y el fondo por puncién.
- Incubar a 37°C durante 48 h (a veces se requiere incubacion mas prolongada).

Interpretacion:
e Prueba positiva: desarrollo de color azul

e Prueba negativa: el medio conserva el color verde original y hay ausencia de desarrollo bacteriano.

c) Utilizacion del Acetato

Fundamento:

- Determina si un organismo es capaz de utilizar acetato como Unica fuente de carbono para el metabolismo,
produciendo alcalinidad. El medio contiene también sales de amonio inorganicas. Un organismo que es capaz de
utilizar acetato como Unica fuente de carbono, utiliza también las sales de amonio como Unica fuente de nitrégeno.
Las sales de amonio se desdoblan en amoniaco con la consiguiente alcalinidad. El indicador de pH usado es el azul
de bromotimol, el cual en medio alcalino toma un color azul intenso, indicando una prueba positiva. EI medio no

inoculado tiene color verde.

Técnica:
- Inocular la superficie del pico de flauta con estria y el fondo por puncién.

- Incubar a 37°C durante 48 h (a veces se requiere incubacion mas prolongada).

Interpretacion:
e Prueba positiva: desarrollo de color azul

e Prueba negativa: el medio conserva el color verde original y hay ausencia de desarrollo bacteriano.

d) Sulfuro, indol, movilidad (SIM)

Fundamento:

- Permite detectar la produccion del sulfuro de hidrogeno por ennegrecimiento del medio debido a la formacion de
sulfuro ferroso.

- Permite detectar la produccién de indol, producto de la degradacion metabodlica del aminoéacido triptofano. Las
bacterias que poseen la enzima triptofanasa son capaces de hidrolizar y desaminar el triptofano con produccion de
indol, &cido piravico y amoniaco. El indol desdoblado de la molécula de triptofano puede ser detectado cuando
reacciona con el grupo aldehido del para-dimetilamino benzaldehido del reactivo revelador (reactivo de Kovacs),

formandose un complejo de color rojo.
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- Determina si el microorganismo es mdvil por migracion a partir del lugar de siembra y se disemina en el medio

provocando turbidez.

Técnica:

- Sembrar por puncion Unica en la regién central del tubo, utilizando una aguja recta hasta una profundidad de 2/3
del medio.

- Incubar a 37°C durante 18-24 h.

- Agregar 2 6 3 gotas del reactivo de Kovacs para deteccion del indol.

Interpretacion:
Sulfuro de hidrégeno:
e Prueba positiva: Se observa ennegrecimiento del medio.
Indol:
e Prueba positiva: color rojo fucsia en la interfase del reactivo y el medio.
e Prueba negativa: no hay modificacion del color en la interfase del reactivo y el medio.
Movilidad:
e Prueba positiva: Se visualiza turbidez parcial o total del medio.

e Prueba negativa: Hay crecimiento bacteriano solamente en la linea de siembra.

e) Movilidad, indol, ornitina (M10)

Fundamento:
- Determina si el microorganismo es movil por migracion a partir del lugar de siembra y se disemina en el medio
provocando turbidez.
- Permite detectar la produccion de indol, producto de la degradacién metabdlica del aminoacido triptofano. Las
bacterias que poseen la enzima triptofanasa son capaces de hidrolizar y desaminar el triptofano con produccion de
indol, &cido piravico y amoniaco. El indol desdoblado de la molécula de triptofano puede ser detectado cuando
reacciona con el grupo aldehido del para-dimetilamino benzaldehido del reactivo revelador (reactivo de Kovacs),
formandose un complejo de color rojo.
- Detecta la capacidad de un microorganismo de decarboxilar la ornitna. Las decarboxilasas son un grupo de
enzimas capaces de actuar sobre los grupos carboxilo de los aminoacidos produciendo aminas, de reaccién alcalina.
Cada una de las decarboxilasas es especifica para un aminoécido. La ornitina puede ser decarboxilada
transformandose en putrescina. Esto produce un viraje al violeta del indicador purpura de bromocresol. Como la
decarboxilacion sélo tiene lugar en medio acido (pH inferior a 6), es necesario que se produzca previamente la
acidificacion del medio de cultivo, por fermentacion de la glucosa. Por este motivo este medio de cultivo s6lo debe
utilizarse para la diferenciacion de cultivos que fermentan la glucosa. Los microorganismos que no producen
ornitina -decarboxilasa pero que son fermentadores de la glucosa, producen un viraje del medio al amarillo. La
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incubacion por 24 h produce una alcalinizacion en la superficie del medio de cultivo y consecuentemente un viraje

del pico del medio al color violeta.

Técnica:
- Sembrar por puncién en el centro del medio de cultivo hasta el fondo del tubo.
- Incubar a 37°C durante 18-24 h.

- Agregar 2 6 3 gotas del reactivo de Kovacs para la lectura del indol.

Interpretacion:
Movilidad:
e Prueba positiva: Se visualiza turbidez parcial o total del medio.

e Prueba negativa: Hay crecimiento bacteriano solamente en la linea de siembra.

Indol:

e Prueba positiva: color rojo fucsia en la interfase del reactivo y el caldo.

e Prueba negativa: no hay modificacion del color en la interfase del reactivo y el caldo.
Ornitina:

e Prueba positiva: Pico violeta / fondo violeta

e Prueba negativa: Pico violeta / fondo amarillo

f) Fermentacion de hidratos de carbono (Medio Rojo Fenol)

Fundamento:
- Se produce el viraje del color del indicador si el microorganismo tiene la capacidad de fermentar el hidrato de

carbono presente en el medio.

Técnica:

- Sembrar una ansada del aislamiento en 1ml de medio rojo fenol con hidrato de carbono especifico al 1%.

- Incubar a 37°C durante 18-24 h.

- Para todos los azucares se deben realizar lecturas diarias durante 7 dias, con la excepcion del sorbitol que se debe

efectuar a las 24 h.

Interpretacion:

e Prueba positiva: Se observa viraje del indicador al amarillo.
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g) Biotipificacion de E. coli O157:H7
Las cepas de E. coli 0157:H7 se clasifican en los biotipos A, B, C, D, segun la capacidad de fermentar los azlcares

rafinosa, dulcitol y ramnosa.

Fundamento:
- Si el microorganismo fermenta el hidrato de carbono presente en el medio, se produce viraje en el color del

indicador.

Medios
e Medio para fermentacion de azlcares (Medio Rojo Fenol) con rafinosa
e Medio para fermentacion de aztcares (Medio Rojo Fenol ) con dulcitol

e Medio para fermentacion de aztcares (Medio Rojo Fenol) con ramnosa

Materiales y equipamiento
e Ansade rulo

e Estufa de cultivo a 37°C

Técnica:

- Seguir procedimiento 2.2.f), Fermentacion de hidratos de carbono.(Medio Rojo Fenol), para probar la capacidad
de fermentar rafinosa, dulcitol y ramnosa.

- Incubar a 37°C durante 18-24 h.

- Realizar lecturas diarias durante 7 dias.

- Determinar el biotipo del aislamiento segun los resultados de la fermentacion.

Interpretacion:

e Fermentacion positiva: Se observa viraje del indicador al amarillo.

El biotipo se establece segun la siguiente tabla:

Prueba Biotipo E. coli 0157:H7
A B © D
Rafinosa + + + *
Dulcitol - + * .
Ramnosa - - + +
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h) Actividad B-glucuronidasa

Fundamento:
- Se evidencia la formacién de un producto cromogénico amarillo por la actividad de la enzima B-glucuronidasa

sobre el glucurdnido.

Técnica:

- Se realiza una suspension bacteriana con 0,2 ml de agua destilada estéril (pH 7) y una ansada del aislamiento a
identificar.

- Se incorpora un disco impregnado con el glucurénido.

- Se incuba a 37°C durante 4 h.

Interpretacion:
e Prueba positiva: Se observa coloracién amarilla por la formacion del producto cromogénico.
o Aguellas suspensiones en las cuales no se observa viraje durante las primeras 4 horas se deben incubar

durante 2 horas adicionales.

i) Actividad B-galactosidasa

- Se evidencia la formacion de un producto cromogénico amarillo por la actividad de la enzima B-galactosidasa
sobre el compuesto o-nitrofenil-3-D-galactdsido.

Técnica:

- Se realiza una suspension bacteriana densa con 0,5 ml de solucion salina y una ansada del aislamiento a
identificar.

- Se incorpora un disco impregnado con el compuesto o-nitrofenil-p-D-galactoésido.

- Se incuba a 37°C, examinar cambio de color hasta 24 h.

Interpretacion:

e Prueba positiva: Se observa coloracion amarilla por la formacidon del producto cromogénico.

j) Lisina, Hierro, Agar (LIA)

Fundamento:

- Detecta la capacidad de un microorganismo de decarboxilar la lisina. Las decarboxilasas son un grupo de enzimas
capaces de actuar sobre los grupos carboxilo de los aminoécidos produciendo aminas, de reaccion alcalina. Cada
una de las decarboxilasas es especifica para un aminoéacido. La lisina puede ser decarboxilada transformandose en

cadaverina. Esto produce un viraje del indicador purpura de bromocresol al violeta. Como la decarboxilacion sélo
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tiene lugar en medio &cido (pH inferior a 6), es necesario que se produzca previamente la acidificacion del medio
de cultivo, por fermentaciéon de la glucosa. Por este motivo este medio de cultivo s6lo debe utilizarse para la
diferenciacion de cultivos que fermentan la glucosa. Los microorganismos que no producen lisina decarboxilasa
pero que son fermentadores de la glucosa, producen un viraje del medio al amarillo. La incubacién de 24 h
ocasiona una alcalinizacion en la superficie del medio de cultivo y consecuentemente un viraje del pico al color
violeta. Las cepas Proteus y Providencia, con excepcion de algunas cepas de Morganella morganii, desaminan la
lisina y producen &cido alfa-ceto-carbénico. Este Gltimo, con la sal de hierro y por la influencia de oxigeno forma
combinaciones pardo-rojizas en la region superficial del medio de cultivo.

- Permite detectar la produccion del sulfuro de hidrégeno por ennegrecimiento del medio debido a la formacion de

sulfuro ferroso.

Técnica:
- Inocular la superficie del pico de flauta con estria y el fondo por puncién.
- Incubar a 37°C durante 18-24 h.

Interpretacion:
Decarboxilacion de la lisina:
e Prueba positiva: pico violeta / fondo violeta

e Prueba negativa: pico violeta / fondo amarillo

Desaminacion de la lisina:
e Prueba positiva: pico pardo rojizo / fondo amarillo
Sulfuro de hidrégeno:

e Prueba positiva: Se observa ennegrecimiento del medio.

k)  Produccién de pigmento amarillo

Fundamento:

- Las cepas de E. hermannii producen con su desarrollo un pigmento amarillo.

Técnica:
- Cultivar los aislamientos en agar tripticasa de soja a 37 °C por 18 a 24 h.
- Observar la aparicion del pigmento amarillo.

- En ausencia del pigmento dejar incubando a 37°C y observar el cultivo diariamente por siete dias.
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2.3.- Serotipificacion

2.3.1- Deteccidn del antigeno somatico O
Para la deteccion del serogrupo se puede efectuar la aglutinaciéon en ldmina con antisuero policlonal anti-O o
reactivo de latex anti-O.

A) Aglutinacion en lamina con antisuero policlonal anti-O

Fundamento
Los anticuerpos del antisuero especifico aglutinan con la bacteria cuando el antigeno O esta presente en el

lipopolisacéarido (LPS) bacteriano.

Medios

e Antisueros anti-O

e Solucion fisioldgica estéril (SF)

e Cepa de referencia patron positivo del antigeno O
e Cepa de referencia patron negativo del antigeno O

e Tubos testigos de la escala de McFarland

Materiales y equipamiento

e Micropipeta rango 5-40 ul

e Tips para micropipeta

e Lampara para observar aglutinacion
e Lamina de vidrio para aglutinacion

e Ansaderulo

Al) Aglutinacion en lamina con inactivacion previa por calor

Procedimiento Comentarios

1. Determinar si el aislamiento a ensayar e El aislamiento a ensayar debera ser inactivado
debe ser previamente inactivado por por calor cuando el antisuero a utilizar haya
calor, de acuerdo a la composicion del sido producido con un in6culo cuyo antigeno
antisuero a utilizar. capsular ha sido previamente eliminado.

Mediante el calentamiento a 100°C se elimina
el antigeno capsular de la bacteria quedando
expuesto el antigeno O del LPS.

2. Realizar una suspensiéon en 1 ml de SF e La turbidez de la suspension debe
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con una ansada de la cepa en estudio.

Hervir la suspension durante 1 h.

4. Colocar, en forma separada, dos gotas
de 20 pl de la suspension en una lamina
de vidrio.

5. Observar las dos  suspensiones

iluminando la lamina con luz de una

lampara.

6. Agregar 15 pl del antisuero a ensayar a
una de las dos suspensiones y mezclar.

7. Mover la lamina mediante rotacion
suave durante un minuto.

8. Observar las suspensiones con luz de

una lampara.

A2) Aglutinacién en lamina sin inactivacion por calor

Procedimiento

1. Colocar separadamente dos gotas de 20
ul de SF en una lamina de vidrio.

2. Mezclar una ansada del cultivo con las
gotas de SF.

3. Observar las dos  suspensiones

iluminando la lamina con luz de una

lampara.

corresponder al testigo 7 de la escala de
McFarland (BaCl, 0,7 %).

No se debe continuar con el ensayo si la
muestra aglutina por si misma. Una muestra
autoaglutinada corresponde a wuna cepa
rugosa, la cual puede revertir al estado liso
realizando sucesivos pasajes en agar sangre o
agar Mueller Hinton.

La suspension sin el agregado de antisuero se

utiliza como control negativo.

El ensayo es positivo si solo se observa
aglutinacién o formacion de pequefios grumos
en la mezcla de la suspension bacteriana con
el antisuero. El ensayo es negativo si ambas
suspensiones son homogéneas sin
aglutinacion.

Si la suspension de la colonia en estudio
presenta aglutinacion con un antisuero
polivalente se deberd ensayar con los

antisueros monovalentes que lo componen.

Comentarios

Si la muestra aglutina por si misma no se debe

continuar con el ensayo. Una muestra
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autoaglutinada corresponde a una cepa
rugosa, la cual puede revertir al estado liso
realizando sucesivos pasajes en agar sangre o
agar Mueller Hinton.
4. Agregar 15 ul del antisuero a ensayar a e La suspension sin el agregado de antisuero se
una de las dos suspensiones y mezclar. utiliza como control negativo
5. Mover la lamina mediante rotacion
suave durante un minuto.
6. Observar la apariencia de las

suspensiones con luz de una lampara.

2.3.2.- Deteccion del antigeno flagelar H
Se realiza la técnica convencional de aglutinacion en tubo, utilizando antisuero anti-H.
Fundamento

Los anticuerpos del antisuero especifico aglutinan con el antigeno flagelar correspondiente.

Medios

e Medio de Craigie fraccionado en tubo de ensayo con varilla de vidrio central

e Agar tripticasa de soja (TSA) fraccionado en forma de pico de flauta en tubo de ensayo.
e Antisueros anti-H

e Solucion fisioldgica (SF) estéril

e Solucion fisioldgica (SF) formolada 1% (v/v)

e Cepa de referencia patrén positivo del antigeno H

e Cepa de referencia patron negativo del antigeno H

Materiales y equipamiento

e Estufa de cultivo 37°C

e Baifio termo estatizado 50°C

e Tubos de hemolisis

e Micropipeta rango 5-40 pl

e Tips para micropipeta

e Lampara para observar aglutinacion
e Lamina de vidrio para aglutinacion
e Ansade rulo

e Ansade aguja
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A) Prueba y estimulacién de la movilidad

Procedimiento

1° Dia

1. Picar con ansa de aguja la colonia en
estudio.

2. Introducir el ansa de aguja en la varilla

central del tubo con medio de Craigie.

3. Incubar el tubo a 37°C por 18 h.

2° Dia

1. Observar el desarrollo de la bacteria y
registrar si corresponde al lugar de
siembra o alcanz6 la superficie del medio

de cultivo externo a la varilla.

2. Anotar el N° del pasaje en la pared del
tubo. (Por ejemplo: Pasaje N° 1)

3. Picar con el ansa de aguja, la superficie
del medio de cultivo desarrollado, en la
parte externa a la varilla.

4. Sembrar con el ansa cargada el interior de
la varilla (tercio superior del medio de
cultivo) de un tubo con medio de Craigie.

5. Anotar el N° de pasaje en la pared del
tubo.

6. Incubar el tubo en estufa a 37°C por
18 h.

Comentarios

Sembrar en el interior de la varilla de
vidrio, en el tercio superior del medio de
cultivo.

Anotar en el tubo la fecha de la primera

siembra

La bacteria se considera no mévil cuando su
desarrollo corresponde al lugar de siembra
después de siete dias de incubacion a 37°C.

La bacteria se considera movil cuando su
desarrollo alcanza la superficie del medio de
cultivo, externo a la varilla.

Para identificar el antigeno flagelar H se
requiere la previa estimulacion de la
movilidad de la bacteria. Para tal fin, se
realizan siete pasajes en el medio de Craigie.
Se considera que se ha producido un pasaje,
cuando la bacteria desarrolla y alcanza el
medio exterior de la varilla en 18 h de

incubacion a 37°C.

La bacteria alcanzé su méaxima movilidad en

la superficie del medio de cultivo.
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3°al 7° Dia

1.

Registrar el desarrollo de la bacteria.
Repetir los pasos correspondientes al 2°
dia hasta completar siete pasajes.

2. Tomar una ansada  del tubo
correspondiente al 7° pasaje y sembrar en
estria de TSA.

3. Incubar el TSA en estufa a 37°C por 18 h.

8° Dia

1. Conservar el cultivo en TSA a 4°C hasta

el procesamiento de identificacion del

antigeno H.

e Se debe tomar la ansada de la superficie del
medio de cultivo desarrollado externo a la

varilla.

B) Identificacion del antigeno H: Aglutinacion en tubo

Procedimiento

1.

Sembrar una ansada de cultivo de la
estria de TSA en caldo CTS.

Incubar en estufa a 37°C con agitacién
por 8 h.

Mezclar el volumen de cultivo-cts, con
igual volumen de SFrormolada al 1% (V/V).
Colocar 500 pl de la mezcla (Cultivo-
c1s/SFiormolada) €N UN tubo de hemolisis.
(Tubo de prueba)

Agregar 50 pl de antisuero anti-H en el

tubo de prueba.

Colocar 500 pl de la mezcla (Cultivo-
cts/SFformolada) €N UN tubo de hemolisis.

(Tubo control).

Comentarios

e En un mismo ensayo se puede enfrentar el
cultivo bacteriano con diferentes antisueros
anti-H. En estos casos, se debe calcular el
volumen de CTS necesario para realizar el

ensayo con NP antisueros:

Vol. CTS 250 ul NG
para _| cTS |v|antisueros| *| 250 CTS
Ne a ensayar (control
antisueros negativo)

Se agrega SFformolada al 1% (v/v) con el fin de

inactivar el cultivo desarrollado en CTS.

Se debe disponer de un numero de tubos de
prueba igual a la cantidad de antisueros a
ensayar.

e En cada tubo de prueba se agrega el antisuero

correspondiente.
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7. Colocar 50 pul de SF en el tubo control.

8. Mezclar e incubar los tubos en bafio de
agua a 50°C por 1 h.

9. Observar las dos  suspensiones
iluminando los tubos con luz de una

lampara.

2.4.- Sensibilidad a los antimicrobianos

La suspension sin el agregado de antisuero se
utiliza como control negativo. No se debe
continuar con el ensayo si la muestra aglutina
por si misma. Una muestra autoaglutinada
corresponde a una cepa rugosa, la cual puede
revertir al estado liso realizando sucesivos

pasajes en agar sangre o agar Mueller Hinton.

Para realizar la lectura se recomienda inclinar
suavemente los tubos.

El ensayo es positivo si solo se observa
aglutinacién (boton de aglutinacion en el fondo
del tubo) o formacién de pequefios grumos en
la mezcla de la suspension bacteriana con el
antisuero (Tubo de prueba). El ensayo es
negativo si las suspensiones del tubo de prueba
y del tubo control son homogéneas sin
aglutinacion.

En cada ensayo se debe realizar el control de
los reactivos utilizando cepas patrones positivas

y negativas.

Se utiliza el método de difusion en agar por discos (antibiograma) segun la técnica de Kirby -Bauer.

Todo el proceso debe responder a las normas establecidas por el Clinical and Laboratory Standards Institute, en lo
referente a la siembra en las placas, condiciones de los discos, aplicacion de los mismos, incubacion, lectura por

medicion de la zona de inhibicion, significado de las colonias que pudieran aparecer dentro de los halos y

utilizacion de cepas patrones.

Medios

e Placas de agar Mueller Hinton (MH) pH 7,2-7,4.

e Discos con antibiéticos para amicacina ampicilina, ciprofloxacina colistin, cloranfenicol, gentamicina, acido

nalidixico, norfloxacina, estreptomicina, tetraciclina y trimetoprima-sulfametoxazol

e Solucion fisioldgica (SF) estéril
e  Cepa patron ATCC 25922
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e Tubos testigos de la Escala de McFarland

Equipamiento

e Hisopo estéril

e Ansa de aguja

e Pinza para discos con antibidtico
e Estufa de cultivo a 37°C

e Frezzer -20°C

e Heladera 4°C

o Calibre para medir halos de inhibicién

Procedimiento

1° Dia

1. Secar las placas de MH a 37°C durante
30-60 minutos.

2. Colocar los discos con antibidticos a

temperatura ambiente antes de usarlos.

3. Preparar la suspension bacteriana que se
utiliza como inéculo en el antibiograma.
Tomar con ansa de aguja colonias
aisladas del cultivo a ensayar vy
resuspender en 2 ml de SF hasta obtener
una turbidez correspondiente al testigo 5
(BaCl, 05 %) de la escala de
McFarland.

4. Con hisopo estéril  previamente
embebido con el inéculo y escurrido en
las paredes del tubo, estriar las placas de

MH en tres direcciones.

Comentario

Para realizar el antibiograma se debe
eliminar la humedad superficial de las placas.
Se utilizan discos para los siguientes
antibidticos: amicacina, ampicilina,
ciprofloxacina, colistin, cloranfenicol,
gentamicina, acido nalidixico,
nitrofurantoina, estreptomicina, tetraciclina y
trimetoprima-sulfametoxazol

Los discos deben conservarse en heladera a

4°C o en freezer a -20°C.

Siempre se deben probar cepas patrones
paralelamente con los aislamientos en

estudio.
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5. Dejar estabilizar las placas hisopadas a

temperatura ambiente por 5 min.

6. Tomar con pinza y colocar sobre la e Colocar 6 discos por placa como méaximo.

placa hisopada los discos con
antibiotico.

7. Incubar en estufa de cultivo a 37°C por

18-24 h.
2° Dia

1. Efectuar la lectura de los halos de e Para la interpretacion, los resultados deben
inhibicion, correspondientes a cada cotejarse con las tablas publicadas por CLSI
disco, con calibre. M100-27th, 2017.

2.5.- Caracterizacion de cepas hemoliticas

Fundamento

La composicion del agar base triptosa suplementado con Cl,Ca y glébulos rojos lavados de sangre desfibrinada de
cabra u oveja, permite la visualizacion de la hemdlisis debida a la enterohemolisina de EHEC (EHEC-HIy) después

de una incubacién a 37°C por 18 h.

Medios
e Agar tripticasa de soja fraccionado en forma de pico de flauta en tubo de ensayo (TSA)
e Agar base triptosa con glébulos rojos lavados (AGRL)

e Agar base triptosa con glébulos rojos sin lavar (AGRSL)

Materiales y Equipamiento

e Estufa de cultivo a 37°C

e Ansade rulo

e Cepa control positivo: E. coli 32511 0157:H-

o Cepa control negativo: E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia

Procedimiento Comentarios
1° Dia
1. Sembrar colonias presuntivas y cepas

controles en TSA

2. Incubar los tubos en estufa de cultivo a
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37°C por 18 h.
3. Preparar placas AGRL y AGRSL

2° Dia

1. A partir del cultivo en TSA, sembrar con
ansa de rulo las placas de AGRL (placa
de ensayo) y AGRSL (placa control).

2. Incubar ambas placas a 37 °C por 3 h.

3. Realizar una primera lectura de ambas
placas a las 3 h de incubacion,
observando si  hay fina hemodlisis
alrededor del desarrollo bacteriano.

4. Continuar la incubacién de las placas a
37 °C hasta cumplimentar las 18 h.

3° Dia
Realizar una segunda lectura de las

placas.

Ver preparacion de las placas de AGRL y
AGRSL.

En cada placa se pueden probar varias cepas
presuntivas. Siempre se deben sembrar las
cepas controles positivo y negativo. Se
sugiere dividir las placas dibujando una grilla

con espacios no menores de 2 cm?

El aislamiento se considera no productor de
EHEC-HIy si después de 3 h de incubacion
se observa hemolisis por a-hemolisina (o.-
HIy) en placa control (AGRSL) y o en placa
de ensayo (AGRL). Si no se observa

hem@lisis continuar con la incubacion.

La cepa es productora de EHEC-HIly si
después de 18 h de incubacién aparece una
fina hemolisis alrededor de la zona de
siembra solo en la placa de ensayo (AGRL).

Si después de 18 h de incubacion también se
observa hemolisis en ambas placas (AGRL y
AGRSL), la cepa es productora de a-Hly y
no de EHEC-HIy. Se puede visualizar mejor
la hemdlisis dejando la placa a 4°C por 2 h o
bien levantando suavemente el desarrollo

bacteriano con un ansa.
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Algoritmo para el diagnostico y caracterizacion de Escherichia coli diarreigénico
STEC, EPEC, ETEC, EIECy EAEC

Materia fecal
(suspension)

¥
Agar CTS CT-CTS
MacConkey (MAC) | &~ MacConkey Sorbitol
L (SMAC) |
SMAC SMAC
| | @recx18h>
Tamizaje Tamizaje Tamizaie Tamizaje
- . 12a)
2L LAl mPCR-STEC MRT-PCR-STEC
eae/ It/ st/ st, IpaH / aggR / stx, / stx, StX, / StX, / rfboyss stx, / stx,
zona de confluencia zona de confluencia zona de confluencia || zona de confluencia
Pooles de colonias Pooles colonias Pooles colonias Pooles colonias
v v
mPCR-1 + mPCR-2 +
| | N — ]
eae (+) It/ sty / sty (+) IpaH (+) agoR (+) stx; / stx, (+) stxy / stx, / rfbogss (+)
Aislamiento Aislamiento Aislamiento Aislamiento Aislamiento Aislamiento
EPEC ETEC EIEC EAEC STEC STEC

*PCR Confirmacion

+Identificacion Bioquimica

«Serotipificacion

Notificar al SNVS 2.0-SISA
Derivar aislamiento al LNR
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CAPITULO Il - DETECCION DE FACTORES DE VIRULENCIA

1.- Deteccion genotipica de los factores de virulencia por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) en tiempo final.

Fundamento de la Técnica de PCR

Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las enzimas ADN polimerasas para replicar cadenas simples
de ADN. La replicacion enzimatica de una molécula blanco o templado de ADN, mediante ciclos repetitivos de
amplificacion, permite obtener un producto facilmente detectable. En PCR de punto final el producto de

amplificacion se detecta en un gel de agarosa realizando una electroforesis convencial.

Equipamiento

e Termociclador para PCR

o Micropipeta para reactivos de PCR rango: 0,5-10 ul
e Micropipeta para reactivos de PCR rango: 5 -40 pl

e Micropipeta para reactivos de PCR rango: 40 - 200 pl
e Micropipeta para el templado de ADN rango: 0,5 - 10 pl
o Micropipeta para amplicones: 5- 40 ul

e Baiio de agua para hervir

e Microcentrifuga para tubos Eppendorf

e Cubay fuente de poder para electroforesis

e Transiluminador UV

e Freezer -20°C

e Heladera 4°C

Materiales

e Ansa de aguja

e Tubos Eppendorf 1,5 ml

e Microtubos pared delgada PCR 0,2 ml
e Tips con filtro para aerosoles

e Recipiente con hielo

Reactivos

e Buffer Titron X-100 al 1% en buffer TE 1X

e Buffer PCR10X

e Mezclade dNTPs: dATP, dCTP, dGTP, y dTTP: 2,5 mM
e Cl2Mg 256 50 Mm
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e Par de primers especificos: 0,1 nmol/pl
e Taqg polimerasa: 5U/ul

e Agua tridestilada estéril (H-O ddd)

e Aceite mineral

e Agarosa

e Buffer TAE 1X

e Bromuro de Etidio (BrEt): 10 mg/ml

e Buffer de siembra 1: Xilenecianol 0,05%, glicerol en agua 30%

o Buffer de siembra 2: Azul de Bromofenol 0,25%, glicerol en agua 30%

e Marcador de tamafio molecular: 100 pb

e Marcador de tamafio molecular: 1 kb

a) Preparacion de la muestra
Procedimiento
1. Tomar una ansada de cultivo
correspondiente  a la zona de
crecimiento confluente de las placas de

cultivo.

2. Resuspender la muestra en 150 pl de
buffer Titron X-100 al 1% en buffer TE
1X.

Comentarios

La técnica de PCR es de muy alta sensibilidad. Se

recomienda establecer diferentes areas de trabajo

para evitar la obtencion de falsos resultados

positivos por contaminaciones cruzadas:

1. Area de procesamiento de la muestra y
obtencion del ADN. (Ver FIGURA 1A)

2. Area de preparacion de la mezcla de reaccion.
(Ver FIGURA 1B)

3. Area para el agregado del templado vy
amplificacién. (Ver FIGURA 1C)

4. Area de deteccion de los productos de
amplificacién. (Ver FIGURA 1D)

Fraccionar el buffer Titron en tubos Eppendorf de

1,5 ml de capacidad, en el area de preparacion de la

mezcla de reaccion. Utilizar micropipeta para uso

exclusivo de reactivos, y tips con filtro para

aerosoles. Luego trasladar los tubos al area de

procesamiento de la muestra para preparar el

extracto de ADN.

Frotar el ansa cargada de muestra contra las paredes

del tubo con buffer Titrén.
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Seleccionar 5 colonias presuntivas con
igual morfologia, de las placas de
cultivo.

Picar las colonias con ansa de aguja y
resuspenderlas en 150 ul de Buffer
Titron X-100 al 1% en buffer TE 1X.
Preparar el extracto de ADN de las
cepas de referencia que seran utilizadas
como controles (positivo y negativo) en
la reaccion. Seguir los pasos 3, 4,y 8
Hervir en bafio de agua a 100°C durante

15 minutos

Centrifugar a 10.000 rpm durante 5

minutos.

Conservar el extracto de ADN a 4°C
para ser utilizado como templado en la

reaccion de PCR.

e Frotar el ansa contra las paredes del tubo.

e Verificar las cepas de referencia que se utilizan en

cada protocolo de PCR.

e El efecto conjunto del detergente Titron y el
calentamiento produce la lisis bacteriana y la
liberacion del ADN.

e Tomar la precaucion de cerrar bien los tubos
Eppendorf antes de hervir.

e Luego de la centrifugacién, se obtiene un pellet
correspondiente al debris bacteriano 'y un
sobrenadante donde se encuentra el ADN.

e El extracto de ADN puede conservarse en freezer a
-20°C para ser utilizado en otra PCR. Conservarlos
en un area libre de reactivos.

e Si el extracto es descongelado, es necesario realizar
una centrifugacion a 10.000 rpm por 5 minutos

antes de utilizarlo.

b) Preparacion de la mezcla de reaccién

Procedimiento Comentarios
1. Retirar los reactivos para la PCR del e Los reactivos para PCR deben conservarse en
freezer de -20°C. Esperar que los freezer a -20°C en un area especifica para tal fin.

mismos se descongelen y colocarlos en

un recipiente con hielo.

2. Establecer el namero de e Realizar el siguiente calculo para determinar el
determinaciones y  completar el ndmero de determinaciones:
pl"OtOCOlO de la PCR a realizar (Ver N° de _| N°de muestras + Control + Control + Control +1
determinaciones |~ |  presuntivas Positivo Negativo Reactivos

Protocolo especifico)

e Sesuma 1 para calcular, en exceso, el volumen total
de la mezcla de reaccion. Se contempla de esta

manera los probables errores de pipeteo que pueda
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3. Para cada reactivo, calcular los
volimenes necesarios en la mezcla de
reaccion, de acuerdo al numero de

determinaciones

4. Enumerar los microtubos de 0,2 ul de
acuerdo al N° de muestras.

5. Preparar la mezcla en un tubo Eppendorf
de 1,5 ml. agregando los reactivos en el

siguiente orden:

a. H.O ddd
b. Buffer PCR
c. dNTPs
d. Cl:Mg
Primers
f. Tag polimerasa

6. Resuspender la mezcla con micropipeta
y fraccionar 48 ul en cada microtubo de
PCR.

7. Cerrar y trasladar los microtubos de
PCR al area de carga de los templados y

donde se encuentra el termociclador.

c) Carga de los templados y amplificacion

Procedimiento

1. Agregar a cada microtubo, 2 ul del
templado correspondiente. Al microtubo
de control de reactivos se agrega 2 ul de
H-0O ddd.

cometer el operador.

Las concentraciones de los reactivos de trabajo, de
los reactivos en la mezcla y los volimenes de los
reactivos para una determinacion, se indican en el
protocolo especifico de cada PCR.

Realizar el siguiente célculo para determinar el

volumen de cada reactivo en la mezcla:

Vol. del Rvo. en la Vol. del Rvo. en la Ne° de
mezclaparan |=| mezclaparauna X| determinaciones
determinaciones determinacion

Marcar la pared del tubo utilizando una fibra
indeleble.

Preparar la mezcla en un area o superficie libre de
bacterias, muestras de ADN o productos
amplificados.

Utilizar micropipetas exclusivas para reactivos de
PCR vy tips con filtro para aerosoles.

Homogenizar los reactivos antes de usarlos.

La enzima debe permanecer siempre a -20°C para
evitar que baje su actividad.

En el momento que deba ser utilizada, retirarla del
freezer y colocarla rapidamente en un bloque frio.
Descartar el resto de volumen que queda en el tubo
de 1,5 ml. Este sobrante, corresponde al volumen de
muestra para una determinacion calculado

previamente en exceso.

Comentarios

Para cargar los templados se debe utilizar una
micropipeta exclusiva para manipulear ADN y tips
con filtro para aerosoles.

El volumen del templado se toma del sobrenadante

del tubo donde se prepara el extracto de ADN.
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2. Agregar una gota de aceite mineral a o

cada microtubo.

3. Colocar los microtubos en el o
termociclador y activar el programa de
amplificacion especifico para cada PCR.

(Ver Protocolo PCR)
d) Deteccion del producto de amplificacion

Procedimiento

1. Preparar un gel de agarosa en buffer TAE
1X. (Ver en el protocolo de cada PCR que
porcentaje de agarosa se utiliza para

preparar el gel)

e Colocar el

Se agrega aceite mineral para evitar que la mezcla

de reaccion se evapore cuando es sometida a las

diferentes  temperaturas del programa de
amplificacion. No es necesario el agregado de
aceite mineral cuando se dispone de un

termociclador con tapa aseguradora de tubos.
Tomar la precauciéon de cerrar correctamente los

microtubos.

Comentarios

e Se debera preparar un gel de una consistencia tal,
gue permita separar y visualizar correctamente
las bandas después de realizar la corrida
electroforética. La concentracion de agarosa a
utilizar depende del tamafio de la banda del
producto amplificado.

e Armar la bandeja o el molde para el gel de
agarosa.

e Colocar el peine o molde para hoyos.

e Disolver la agarosa en buffer TAE 1X en

microondas 6 en bafio de agua caliente.

e Dispensar BrEt hasta una concentracion final de

0,5 ug/ml. Agregar antes que gelifique el gel y
mezclar para homogenizar. El BrEt es agregado
al gel para poder visualizar el ADN.

Esta droga es potencialmente toxica por sus
propiedades mutagénicas. Se recomienda utilizar

guantes para su manipulacion.

e Se puede utilizar el colorante Sybr Safe como

otra alternativa para visualizar el ADN. Agregar
10ul de sybr safe 10000X por 100 ml de solucién

de agarosa.

o Dejar gelificar y retirar el peine del gel.

molde con el gel en la cuba
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2. Retirar los microtubos del termociclador y
llevar al &rea de deteccion del producto de
amplificacion.

3. Diluir los amplificados en buffer de

siembra 1.

4. Sembrar los amplificados en el gel.

5. Sembrar paralelamente un marcador de
tamafio molecular diluido en buffer de
siembra 2. (Ver el marcador de tamarfio
molecular que es sugerido en cada
protocolo de PCR).

electroforética. La molécula de ADN tiene carga
negativa y en la corrida electroforética migra
hacia el polo positivo de la cuba. Por lo tanto
orientar el gel de manera que la zona de siembra
quede conectada al borne negativo.

Cubrir con buffer TAE 1X. El buffer debe
penetrar en los hoyos y sobrepasar la superficie

del gel en 0,5 cm.

El buffer de siembra 1 estd compuesto por
Xilenecianol (0,05%) y glicerol en agua 30%).

El glicerol arrastra al ADN hacia el fondo del
hoyo y el colorante Xilene marca el fondo de
corrida.

Se debe diluir una parte del buffer de siembra 1
(6X) en 5 partes del amplificado.

Otra alternativa de visualizacién de la corrida y
del ADN es utilizar el colorante Gel red en el
buffer de siembra. Realizar una 1° dilucion 1/70
del GelRed 10000X en agua tridestilada y luego
una 2° dilucion al medio en buffer de siembra 1
(6X). Para sembrar el amplificado en el gel, se
debe diluir una parte del buffer de siembra-
GelRed en 5 partes del amplificado. En el gel ya
solidificado sembrar en cada hoyo 10 pl de esta
altima dilucién.

Utilizar una micropipeta de uso exclusivo para la
siembra de geles.

La eleccion del marcador de tamafio molecular
dependera del tamafio del fragmento a amplificar.
El marcador adecuado es aquel que permite
establecer si la banda obtenida para cada
producto amplificado, es del tamafio esperado.

El buffer de siembra 2 esta compuesto por Azul

de Bromofenol 0,25% y glicerol en agua 30%.
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Conectar la cuba a la fuente de poder.
Realizar la corrida electroforética a 90
Volts por 40 minutos.

Colocar el gel en el UV-transiluminador

El colorante Azul de Bromofenol marca el frente
de corrida. Se debe diluir una parte del buffer de

siembra 2 (6X) en 5 partes del marcador.

Una exposicion inadecuada a luz ultravioleta
puede dafar la piel y los ojos. Se recomienda
usar anteojos protectores de UV.

Observar en la calle del control positivo, la
presencia de bandas especificas cuyo tamafio
corresponde al fragmento amplificado. No se
deben visualizar bandas en las calles del control
negativo y del control de reactivos.

Observar y registrar en el protocolo, la presencia
de bandas especificas en las calles
correspondientes a las muestras presuntivas.

En el caso de haber utilizado BrEt para la
visualizacion del ADN, descartar el gel de
agarosa siguiendo las normas para la eliminacion

de residuos toxicos.

84



Manual de Procedimientos “Escherichia coli productor de toxina Shiga en el marco de la deteccion de E. coli diarreigénico”

1.1.- PCR multiple stx1 / stx2 / rfbO157
Se utilizan los oligonucledtidos o “primers” iniciadores de Pollard et al., que amplifican un fragmento de 130 pb de

la regién del gen correspondiente a la subunidad B para Stx1 y un fragmento de 346 pb de la region del gen
correspondiente a la subunidad A para Stx2 y los oligonucle6tidos iniciadores de Paton et al, que amplifican un

fragmento de 259 pb del gen rfb correspondiente al LPS O157.

Tamafo
Primer Secuencia del primer (5°-3) del fragmento de
amplificacion (pb)

stxla GAAGAGTCCGTGGGATTACG 130

stx1b AGCGATGCAGCTATTAATAA

stx2a TTAACCACACCCCACCGGGCAGT 346

stx2b GCTCTGGATGCATCTCTGGT

O157F CGGACATCCATGTGATATGG 259

O157R TTGCCTATGTACAGCTAATCC
346 pb S —— w— W S — — — =
259 pb __ . — - —
130 ph—" R T o 5

Productos de amplificacion por PCR para la deteccidn de los genes stx1, stx2 y rfbO157 en cepas de referencia y en cepas STEC de distinto
origen. Lineas 1y 13: control positivo E. coli EDL933 stx1/stx2/rfbO157+. Lineas 2 y 4: E. coli O157:H7 stx2/rfbO157+, aislados de casos
de SUH. Lineas 3y 8: E. coli 0157 rfbO157+, aislados de alimentos. Lineas 5, 6, 7 y 10: E. coli stx2+, aislados de casos de diarrea. Lineas 9
y 11: E. coli stx1+, aislados de casos de diarrea. Linea 12: control negativo E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia. Linea 14-: control

de reactivos (mezcla sin templado). Linea 15: marcador de tamafio molecular Cien Marker.

Referencias

e Pollard DR, Johnson WM, Lior H, Tyler SD, Rozee KR. Rapid and specific detection of verotoxin genes in
Escherichia coli by the polymerase chain reaction. J. Clin. Microbiol. 1990; 28:540-5

e Paton A, Paton J. Detection and characterization of Shiga toxigenic Escherichia coli by using Multiplex PCR
assays for stx1, stx2, eaeA, enterohemorrhagic E. coli hlyA, rfbO111, and rfbO157. J. Clin. Microbiol. 1998;
36:598-602.

o Leotta GA, Chinen I, Epszteyn S, Miliwebsky E, Melamed IC, Motter M, Ferrer M, Marey E, Rivas M.
Validation de una técnica de PCR multiple para la deteccion de Escherichia coli productor de toxina Shiga.
Rev. Arg. de Microbiol. 2005; 37:1-10.
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1.1.1.-Protocolo PCR multiple stx1 / stx2 / rfbO157

Cepas de referencia Control
E. coli FP110/05, O157:H7 Stx1/Stx2 Positivo
E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia Negativo

Programa de amplificacién

Paso N° Etapa Temperatura Tiempo Vaal paso | N°veces
OC NO

1 Desnaturalizacién 94 5 min

2 Desnaturalizacion 94 30 seg

3 Pegado de primers 58 30 seg

0
Annealing

4 Extension 72 30 seg 2 29

5 Extension 72 2 min

6 Pausa 4

Caracteristicas del gel

Marcador de peso molecular I

I Agarosa al 2% en buffer TAE 1X 100 pb I
Tamano de los fragmentos
Primers Tamarfio del
Fragmento (pb)
stxla/ stx1b 130
stx2a / stx2b 346
O157F / O157R 259
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Protocolo PCR multiple stx1 / stx2 / rfbO157 Fecha:
Volumen del Volumen del
Concentraciéon | Concentracion del reactivo en la reactivo en la
Reactivo de trabajo del reactivo en la mezcla para una | mezcla para N°
reactivo mezcla determinacion determinaciones
(l) (l)
Buffer 10X 1X 5
Mezcla dNTP 2,5mM 01 mM 2
Cl.Mg 25 mM* 15 mM 3
Primer stxla 0,1 nmol/ul 2 pmol/[l 1
Primer stx1b 0,1 nmol/ul 2 pmol/[]] 1
Primer stx2a 0,1 nmol/ul 0,4 pmol/[11 0,2
Primer stx2b 0,1 nmol/ul 0,4 pmol/[11 0,2
Primer O157F 0,1 nmol/ul 0,8 pmol/[11 0,4
Primer O157R 0,1 nmol/ul 0,8 pmol/[1 0,4
Taq polimerasa 5 U/ul 0,02 U/01 0,2
Templado 2
H.O ddd 34,6
Vol. Final 50

* La concentracion del Cl,Mg puede variar segin la marca comercial del equipo de la Taq polimerasa.
En general se comercializa el CI.Mg a 25 6 50 mM. Si se dispone la concentracion de 50 mM, se utiliza

1,5 ul de Cl:Mg y 36,1 ul de H,O ddd por determinacion.

Microtubo
NO

Identificacidn de la muestra

Colonia
NO

Resultado

#1

#2

#3

#4

#5

#6

#7

#8

Control positivo FP110/05

Control negativo ATCC 25922

Z|I5|olo|~N|o|u|swin-

Control reactivos
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1.2.- PCR multiple eae / It / sth / stp
Se utilizan los oligonucledtidos o “primers” iniciadores de: 1) Karch et al., que amplifican un fragmento de 864 pb

de la region conservada del gen eae para EPEC y de EHEC; II) Tamanai-Shacoori et al., que amplifican un
fragmento de 322 pb de la regidn del gen correspondiente a la subunidad B para la toxina LT de ETEC; y IlI)
Rodas et al., que amplifican un fragmento de 120 pb correspondiente al gen de la toxina STh de ETEC; y V)

Woodward et al., que amplifican un fragmento de 166 pb correspondiente al gen de la toxina STp de ETEC.

Tamafio
Primer Secuencia del primer (5’-3) del fragmento de
amplificacion (pb)

SK1 CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC 864

SK2 CCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG

LT-L TCTCTATGTGCATACGGAGC 322

LT-R CCATACTGATTGCCGCAAT

STh-f TTCACCTTTCCCTCAGGATG 120

STh-r CTATTCATGCTTTCAGGACCA

STp-f TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG 166

STp-r ACAGGCAGGATTACAACAAAG

864 ph —>
322 pb

166pb
120pb —>»

Productos de amplificacion por PCR para la deteccion de los genes eae, It y st en cepas de referencia y en cepas aisladas de casos clinicos.
Lineas 1: E. coli stp+ aislado de un caso de diarrea. Linea 2: E.coli It+ aislado de un caso de diarrea. Linea 3: E. coli stph+ aislado de un caso
de diarrea. Linea 4: E. coli O26:H11 eae+ aislado de un caso de diarrea. Linea 5: control positivo E. coli KNH-172 It y stp +. Linea 6:
control positivo E. coli EBA-35 It+. Linea 7: control positivo E. coli 126-53 sth. Linea 8: control positivo E. coli 2348/69 eae+. Linea 7:

marcador de tamafio molecular Cien Marker.
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Referencias

Karch H, Bohm H, Schmidt H, Gunzer F, Aleksic S, Heesemann J. Clonal structure and pathogenicity of
Shiga-like toxin-producing, sorbitol-fermenting Escherichia coli O157:H-. J Clin. Microbiol. 1993; 31: 1200-5.
Tamanai-Shacoori Z, Jolivet-Gougeon A, Pommpuy M, Cormier M, Colwell RR. Detection of enterotoxigenic
Escherichia coli in water by polymerase chain reaction amplification and hybridation. Can. J. Microbiol. 1994;
40: 243-9.

Rodas C, Iniguez V, Qadri F, Wiklund G, Svennerholm AM, Sj6ling A. Development of multiplex PCR assays
for detection of enterotoxigenic Escherichia coli colonization factors and toxins. J Clin. Microbiol. 2009; 47:
1218-20.

Woodward MJ, Carroll PJ, Wray C. Detection of entero-and verocyto-toxin genes in Escherichia coli from

diarrhoeal discase in animals using the polymerase chain reaction. Vet. Microbiol. 31: 251-61.
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1.2.1.-Protocolo PCR multiple eae / It / sth / stp

Cepas de referencia Control
E. coli 2348/69 eae (EPEC) Positivo
E. coli KNH-172 It / stp (ETEC) Positivo
E. coli 0126-53 sth (ETEC) Positivo
E. coli EBA-35 It (ETEC) Positivo
E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia Negativo
Programa de amplificacion
Paso Etapa Temperatura | Tiempo Vaal N° veces
NC °C pisoo
1 Desnaturalizacion 94 5 min
2 Desnaturalizacién 94 30 seg
3 Pegado d? 56 1 min
primers 0
Annealing
4 Extension 72 1 min 2 29
5 Extensién 72 2 min
6 Pausa 4
I Caracteristicas del gel Marcador de peso molecular I

Tamano de los fragmentos

I Agarosa al 2% en buffer TAE 1X 100 pb I
Primers Tamarfio del
Fragmento (pb)
Skl / Sk2 864
LT-L/LT-R 322
STh-f/ STh-r 120
STp-f/ STp-r 166
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Protocolo PCR multiple eae / It/ sth / stp

Fecha:

Concentracion

Concentracion

Volumen del
reactivo en la

Volumen del
reactivo en la

Reactivo de trabajo del | del reactivo en la | mezcla parauna| mezcla para N°
reactivo mezcla determinacion | determinaciones
(p) (uh)
Buffer 10X 1X 5
Mezcla dNTP 2,5mM 0,1 mM 2
Cl2Mg 25 mM 1.5 mM 3
SK1 0,1 nmol/ul 0,2 pmol/[J1 01
SK2 0,1 nmol/pl 0,2 pmol/[J1 01
LT-R 0,1 nmol/pl 0,25 pmol/[1 0,125
LT-F 0,1 nmol/ul 0,25 pmol/[J1 0,125
STh-f 0,1 nmol/ul 0,2 pmol/[J] 0,1
STh-r 0,1 nmol/ul 0,2 pmol/[J] 0,1
STp-f 0,1 nmol/ul 0,2 pmol/[]1 0,1
STp-r 0,1 nmol/ul 0,2 pmol/[11 0,1
Taq 5 U/ul 0,03 U/0J1 0,3
polimerasa
Templado 2
H20 ddd 36,85
Vol. Final 50

* La concentracion del Cl.Mg puede variar segun la marca comercial del equipo de la Taq polimerasa. En
general se comercializa el CIMg a 25 6 50 mM. Si se dispone la concentraciéon de 50 mM, se utiliza 1,5

ul de Cl;Mg y 38,35 ul de H>O ddd por determinacion.

Microtubo
NO

Identificacion de la muestra

Colonia
NO

Resultado

#1

#2

#3

#4

#5

#6

Control positivo 2348/69

Control positivo KNH-17

Control positivo 0126-53

Control positivo EBA-35

Control negativo ATCC 25922

Z|IB|Blo|o|~|o|a|s|w|r|-

Control reactivos
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1.3.- PCR multiple IpaH / aggR / stx1 / stx2

Se utilizan los “primers” iniciadores de: 1) Sethabutr et al., que amplifican un fragmento de 619 pb de la region del
gen correspondiente a la secuencia IpaH de EIEC y de Shigella spp. Il) Ratchtrachenchai et al., que amplifican un
fragmento 254 pb de la region del gen correspondiente al regulador de expresién AggR de EAEC I11) Pollard et al.,
que amplifican un fragmento de 130 pb de la region del gen correspondiente a la subunidad B para Stx1 y un
fragmento de 346 pb de la region del gen correspondiente a la subunidad A para Stx2.

Tamafo
Primer Secuencia del primer (5°-3°) del fragmento de
amplificacion (pb)
IpaH8B GTTCCTTGACCGCCTTTCCGA 619
IpaH15B GCCGGTCAGCCACCCTCTGAG
aggRks1 GTATACACAAAAGAAGGAAGC 254
aggRkas2 ACAGAATCGTCAGCATCAGC
stxla GAAGAGTCCGTGGGATTACG 130
stx1b AGCGATGCAGCTATTAATAA
stx2a TTAACCACACCCCACCGGGCAGT 346
stx2b GCTCTGGATGCATCTCTGGT

619 pb

346pb —>
254 pb %
130 pp —>

5»4'

Productos de amplificacién por PCR para la deteccion de los genes IpaH, aggR, stx1 y stx2 en cepas de referencia y en cepas aisladas de
casos clinicos. Lineas 1y 2: E. coli O103:H2 stx1+ y E. coli O145:NM stx2 aislados de casos de diarrea. Linea 3: control positivo E. coli
O157:H7 stx1/ stx2 +. Linea 4: E. coli 0124 IpaH+. Linea 5: control positivo E. coli C-481 IpaH+. Linea 6: E. coli 0128 aggR+ aislado de
un caso de diarrea. Linea 7: control positivo E. coli 17-2 aggR+. Linea 8: control negativo E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia.

Linea 9: marcador de tamafio molecular Cien Marker.
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Referencias

Scethabutr O, Echeverria P, Hoge CW, Bodhidatta L, Pitarangsi C. Detection of Shigella and enteroinvasive
Escherichia coli by PCR in the stools of patients with dysentery in Thailand. J. Diarrhoeal Dis. Res. 1994; 12:
265-9.

Ratchtrachenchai OA, Subpasu S, Ito K. Investigation on enteroaggregative Escherichia coli infection by
multiplex PCR. Bull. Dep. Med. Sci. 1997.39: 211-20.

Pollard DR, Johnson WM, Lior H, Tyler SD, Rozee KR. Rapid and specific detection of verotoxin genes in
Escherichia coli by the polymerase chain reaction. J. Clin. Microbiol. 1990; 28:540-5
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1.3.1.-Protocolo PCR multiple IpaH / aggR / stx1 / stx2

Cepas de referencia Control
E. coli C-481 ipaH (EIEC) Positivo
E. coli 17-2 aggR (EAQQEC) Positivo
E. coli 110/05 stx1 / stx2 (STEC) Positivo
E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia Negativo
Programa de Amplificacion
Paso Etapa Temperatura Tiempo Vaal N° veces
NC °C pisoo
1 Desnaturalizacion 94 5 min
2 Desnaturalizacién 94 30 seg
3 Pegado d? 57 1 min
primers 6
annealing
4 Extension 72 30 seg 2 29
5 Extensién 72 2 min
6 Pausa 4

Caracteristicas del gel

Marcador de peso molecular I

Tamano del fragmento

I Agarosa al 2% en buffer TAE 1X 100 pb I
Primers Tamario del
Fragmento (pb)
IpaH8B / IpaH15B 619
aggRks1 / aggRkas2 254
stxla/ stxlb 130
stx2a / stx2b 346
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Protocolo PCR multiple IpaH / aggR / stx1 / stx2

_Fecha:

Concentracion

Concentracion

Volumen del
reactivo en la

Volumen del
reactivo en la

Reactivo de trabajo del | del reactivo en la | mezcla parauna| mezcla para N°
reactivo mezcla determinacion | determinaciones
(ph) (ph)
Buffer 10X 1X 5
Mezcla dNTP 2,5mM 0,1 mM 2
Cl2Mg 25 mM 0,75 mM 1,5
IpaH8 0,1 nmol/ul 0,25 pmol/C1 0,125
IpaH15 0,1 nmol/ul 0,25 pmol/[J] 0,125
aggRksl 0,1 nmol/pul 1 pmol/[11 0,5
aggRkas2 0,1 nmol/pl 1 pmol/[J1 0,5
Stx1 F 0,1 nmol/ul 1,6 pmol/[1 0,8
Stx1R 0,1 nmol/pl 1,6 pmol/L1 0,8
Stx2 F 0,1 nmol/ul 0,4 pmol/C1] 0,2
Stx2 R 0,1 nmol/ul 0,4 pmol/C1] 0,2
Taq 5 U/ul 0,03 U/[J1 0,3
polimerasa
Templado 2
H20 ddd 35,95
Vol. Final 50

* La concentracion del Cl.Mg puede variar segln la marca comercial del equipo de la Taq polimerasa. En general
se comercializa el Cl.Mg a 25 6 50 mM. Si se dispone la concentracion de 50 mM, se utiliza 0,75 ul de Cl.Mg y

36,7 ul de H>O ddd por determinacion.

Microtubo
NO

Identificacion de la muestra

Colonia
NO

Resultado

#1

#2

#3

#4

#5

Control positivo C-481

Control positivo 17-2

Control positivo 110/05

Control negativo ATCC 25922

Zlolo(N[o|jo|h|w|IN| -

Control reactivos
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1.4.- PCR factor eae
Se utilizan los “primers” iniciadores de Karch et al., que amplifican un fragmento de 864 pb de la region
conservada del gen eae para EPEC y de EHEC.

Tamarno
Primer Secuencia del primer (5°-3°) del fragmento de
amplificacion (pb)
SK1 CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC 864
SK2 CCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG

864ph —> — G — !

Productos de amplificacion por PCR para la deteccion del gen eae en cepas de referencia y en una cepa de STEC de origen clinico. Linea 1:
E. coli O145:NM Stx2 / eae+, aislado de un caso de SUH. Linea 2: control negativo E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia. Lineas 3
y 4: controles positivos E. coli 2348/68 eae+ (EPEC) y E. coli E32511 eae+ (STEC). Linea 5: control de reactivos (mezcla sin templado).
Linea 6: marcador de tamafio molecular Cien Marker.

Referencia
e Karch H, Bohm H, Schmidt H, Gunzer F, Aleksic S, Heesemann J. Clonal structure and pathogenicity of
Shiga-like toxin-producing, sorbitol-fermenting Escherichia coli O157:H-. J. Clin. Microbiol.1993; 31: 1200-5.
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1.4.1-Protocolo PCR factor eae

Cepas de referencia Control
E. coli 2348/69 (EPEC) Positivo
E. coli E32511 (STEC) Positivo

E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia | Negativo

Programa de amplificacién

Paso N° Etapa Temperatura Tiempo Vaal paso | N°veces
OC NO
1 Desnaturalizacién 94 5 min
2 Desnaturalizacion 94 30 seg
3 Pegado de primers 54 1 min
0
annealing
4 Extension 72 2 min 2 29
5 Extension 72 2 min
6 Pausa 4
I Caracteristicas del gel Marcador de peso molecular I
I Agarosa al 1% en buffer TAE 1X 100 pb I
Tamano del fragmento
Primers Tamarfio del
Fragmento (pb)
| SK1/SK2 864
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Protocolo PCR factor eae Fecha:
Volumen del Volumen del
Concentraciéon | Concentracion del reactivo en la reactivo en la
Reactivo de trabajo del reactivo en la mezcla para una | mezcla para N°
reactivo mezcla determinacion determinaciones
(l) (l)
Buffer 10X 1X 5
Mezcla dNTP 2,5 mM 0,1 Mm 2
Cl:Mg 25 mM* 1 mM 2
Primer SK1 0,1 nmol/ul 0,4 pmol/ul 0,2
Primer SK2 0,1 nmol/ul 0,4 pmol/ul 0,2
Tag polimerasa 5 Ulul 0,02 Uul 0,2
Templado 2
H,O ddd 38,4
Vol. Final 50

*La concentracion del Cl,Mg puede variar segdn la marca comercial del equipo de la Taq polimerasa.
En general se comercializa el Cl.Mg a 25 6 50 mM. Si se dispone la concentracion de 50 mM, se utiliza

1 ul de Cl2Mg y 39,4 ul de H,O ddd por determinacion.

Microtubo N°

Identificacion de la muestra

Colonia
NO

Resultado

#1

#2

#3

#4

#5

#6

#7

Control positivo 2348/69
Control positivo E32511
Control negativo ATCC 25922
Control reactivos

Z|B|olo|N|o|u|swin-
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1.5.- PCR variantes factor eae

Se utilizan los “primers” iniciadores de Ramachandran., que amplifican un fragmento de 840-880 pb de la region

variable del gen eae correspondiente al extremo 3" de la secuencia de la proteina intimina.

Tamarno
Primer Secuencia del primer (5°-3°) del fragmento de
amplificacion (pb)

EaeVF | AGYATTACTGAGATTAAG 840-880

EaeVR |AAATTATTYTACACARAY
EaeZetaVR | AGTTTATTTTACGCAAGT
EaelotaVR | TTAAATTATTTTATGCAAAC

Referencia

e Ramachandran V, Brett K, Hornitzky MA, Dowton M, Bettelheim KA, Walker MJ, Djordjevic SP. Distribution
of intimin subtypes among Escherichia coli isolates from ruminant and human sources. J. Clinical. Microbiol.
2003; 41: 5022-32.
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1.5.1-Protocolo PCR variantes factor eae

Cepas de referencia Control
E. coli 2348/69 (EPEC) Positivo
E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia | Negativo
Programa de amplificacién
Paso N° Etapa Temperatura Tiempo Vaal paso | N°veces
OC NO
1 Desnaturalizacion 94 1 min
2 Pegado de primers 42 1 min
0
annealing
3 Extension 72 1 min 2 33
4 Extension 72 5 min
5 Pausa 4
I Caracteristicas del gel Marcador de peso molecular I
I Agarosa al 1% en buffer TAE 1X 100 pb I
Tamano del fragmento
Primers Tamafio del
Fragmento
(pb)
EaeVF / EaeVR / EaeZetaVR / EaelotaVR 840-880
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Protocolo PCR variantes factor eae

Fecha:

Concentracion

Concentracion del

Volumen del
reactivo en la

Volumen del
reactivo en la

Reactivo de trabajo del reactivo en la mezcla para una | mezcla para N°
reactivo mezcla determinacion | determinaciones
(ph) (uh)
Buffer 10X 1X 5
Mezcla dNTP 2,5mM 0,1 Mm 2
Cl:Mg 25 mM* 15 mM 3
Primer 0,1 nmol/ul 1 pmol/ul 0,5
Primer 0,1 nmol/ul 1 pmol/ul 0,5
Primer 0,1 nmol/ul 1 pmol/ul 0,5
Primer 0,1 nmol/ul 1 pmol/ul 0,5
Tag polimerasa 5 Ulul 0,02 Uul 0,2
Templado 5
H.O ddd 32,8
Vol. Final 50

*La concentracion del Cl,Mg puede variar segun la marca comercial del equipo de la Taq polimerasa.

En general se comercializa el CI.Mg a 25 6 50 mM. Si se dispone la concentracion de 50 mM, se utiliza

2 ul de CloMg y 34,3 ul de H,O ddd por determinacion.

Microtubo N°

Identificacion de la muestra

Colonia
NO

Resultado

#1

#2

#3

#4

#5

#6

#7

Control positivo 2348/69

Control negativo ATCC 25922

Zlo|lo|Noo|o|Dh W N F

Control reactivos

101




Manual de Procedimientos “Escherichia coli productor de toxina Shiga en el marco de la deteccion de E. coli diarreigénico”

1.6.- PCR bundle forming pilus de EPEC (bfp)
Se utilizan los “primers” iniciadores de Gunzburg et al., que amplifican un fragmento de 326 pb de la region del
gen bfp para EPEC tipico.

Tamarno
Primer Secuencia del primer (5°-3°) del fragmento de
amplificacion (pb)
EP1 AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 326
EP2 GCCGCTTTATCCAACCTGGTA

Referencia
e Gunzburg ST, Tornieporth NG, Riley LW. Identification of Enteropathogenic Escherichia coli by PCR-based
detection of the Bundle-Forming Pilus gene. J. Clin. Microbiol.1995; 33: 1375-7.
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1.6.1-Protocolo PCR bundle forming pilus de EPEC (bfp)

Cepas de referencia

Control

E. coli 2348/69 (EPEC)

Positivo

E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia | Negativo

Programa de amplificacién

Paso N° Etapa Temperatura Tiempo Vaal paso | N°veces
OC NO
1 Desnaturalizacién 94 5 min
2 Desnaturalizacién 94 30 seg
3 Pegado de primers 60 1 min
0
annealing
4 Extension 72 1 min 2 29
5 Extension 72 2 min
6 Pausa 4
I Caracteristicas del gel Marcador de peso molecular I
I Agarosa al 1% en buffer TAE 1X 100 pb I
Tamano del fragmento
Primers Tamarnio del
Fragmento (pb)
| EP1/EP2 326
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Protocolo PCR bfp Fecha:
Volumen del Volumen del
Concentraciéon | Concentracion del reactivo en la reactivo en la
Reactivo de trabajo del reactivo en la mezcla para una | mezcla para N°
reactivo mezcla determinacion determinaciones
(l) (l)
Buffer 10X 1X 5
Mezcla dNTP 2,5 mM 0,15 Mm 3
Cl:Mg 25 mM* 1 mM 2
Primer EP1 0,1 nmol/ul 0,6 pmol/ul 0,3
Primer EP2 0,1 nmol/ul 0,6 pmol/ul 0,3
Tag polimerasa 5 Ulul 0,03 Ulul 0,3
Templado 2
H,O ddd 37,1
Vol. Final 50

*La concentracion del Cl,Mg puede variar segtn la marca comercial del equipo de la Taq polimerasa.

En general se comercializa el Cl.Mg a 25 6 50 mM. Si se dispone la concentracion de 50 mM, se utiliza

1 ul de Cl;Mg y 38,1 ul de H,O ddd por determinacion.

Microtubo N°

Identificacion de la

Colonia
NO

muestra

Resultado

#1

#2

#3

#4

#5

#6

#7

Control positivo 2348

/69

Control negativo ATCC 25922

Zlo|lo|N[O|DNWIN -

Control reactivos
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1.7.- PCR multiple It / st
Se utilizan los “primers” iniciadores de: Schultsz C et al., que amplifican un fragmento de 696 pb de la region del

gen correspondiente a la subunidad A de la toxina LT de ETEC; y los de Hornes et al., que amplifican un

fragmento de 147 pb correspondiente al gen de la toxina ST de ETEC.

Tamafio
Primer Secuencia del primer (5°-3°) del fragmento de
amplificacion (pb)

LT-Al GGCGACAGATTATACCGTGC 696
LT-A2 CCGAATTCTGTTATATATGTC
AL-65 TTAATAGCACCCGGTACAAGCAGG 147

AL-125 |CCTGACTCTTCAAAAGAGAAAATTAC

696 pb —» .

- .'

147 pb —»

Productos de amplificacion por PCR para la deteccion de los genes Ity st en cepas de referencia. Linea 1: control positivo E. coli 0126-53 st

+. Linea 2: control positivo E. coli EBA-35 It+. Linea 3: Control de reactivos. Linea 4: marcador de tamafio molecular Cien Marker.

Referencias

e Schultsz C, Pool GJ, Ketel RV, Wever B, Speelman P, Dankert J. Detection of Enterotoxigenic Escherichia
coli in stool samples by using nonradioactively labelled oligonucleotide DNA probes and PCR. . J. Clin.
Microbiol. 1994; 32: 2393-7.

e Hornes E, Wasteson Y, Olsvik O. Detection of Escherichia coli Heat —Stable enterotoxin genes in pig stool
specimens by an immobilized, colorimetric, nested polymerase chain reaction. J. Clin. Microbiol. 1991; 29:
2375-9.
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1.7.1.-Protocolo PCR multiple It / st

Cepas de referencia Control
E. coli EBA-35 It (ETEC) Positivo
E. coli 0126-53 st (ETEC) Positivo
E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia Negativo
Programa de amplificacion
Paso Etapa Temperatura Tiempo Vaal N° veces
°C aso
NO pNO
1 Desnaturalizacion 95 5 min
2 Desnaturalizacién 95 30 seg
3 Pegado de 56 1 min
primers 6
annealing
4 Extensién 72 1 min 2 29
5 Extension 72 2 min
6 Pausa 4

Caracteristicas del gel

Marcador de peso molecular I

Tamarno de los fragmentos

106

I Agarosa al 2% en buffer TAE 1X 100 pb I
Primers Tamafio del
Fragmento (pb)
LT-A1/LT-A2 696
AL-65/ AL-125 147
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Protocolo PCR multiple It / st

Fecha:

Concentracion

Concentracion

Volumen del
reactivo en la

Volumen del
reactivo en la

Reactivo de trabajo del | del reactivo en la | mezcla parauna| mezcla para N°
reactivo mezcla determinacion | determinaciones
(u) (uh)
Buffer 10X 1X 5
Mezcla dNTP 2,5mM 0,2 mM 2
Cl2Mg 25 mM 1.5 mM 3
LT-Al 0,1 nmol/ul 0,25 pmol/ul 0,125
LT-A2 0,1 nmol/ul 0,25 pmol/ul 0,125
AL-65 0,1 nmol/ul 1,2 pmol/ul 1,2
AL-125 0,1 nmol/ul 1,2 pmol/ul 1,2
Taq 5 U/ul 0,0125 U/ul 0,4
polimerasa
Templado 2
H20 ddd 34,95
Vol. Final 50

* La concentracion del Cl.Mg puede variar segun la marca comercial del equipo de la Taq polimerasa. En

general se comercializa el CI,Mg a 25 6 50 mM. Si se dispone la concentracién de 50 mM, se utiliza 1,5

ul de Cl2Mg y 36,45 ul de H,O ddd por determinacion.

Microtubo Identificacion de la muestra Colonia | Resultado
N° N°
1 #1
2 #2
3 #3
4 #4
5 #5
6 #6
7 #7
8 #8
9 Control positivo EBA-35

Control positivo 126-53
10 Control negativo ATCC 25922
N Control reactivos
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1.8.- PCR IpaH
Se utilizan los “primers” iniciadores de Sethabutr et al., que amplifican un fragmento de 619 pb de la regién del gen

correspondiente a la secuencia IpaH de EIEC y de Shigella spp.

Tamafo
Primer Secuencia del primer (5°-3°) del fragmento de
amplificacion (pb)
IpaH8B GTTCCTTGACCGCCTTTCCGA 619
IpaH15B GCCGGTCAGCCACCCTCTGAG

619pb 5 !
L”'

Productos de amplificacion por PCR para la deteccidn de los genes IpaH, en una cepa aislada de un caso clinico y en una capa de referencia.
Linea 1: E. coli 0124 IpaH+, aislada de un caso de diarrea. Linea 2: control positivo E. coli C-481 IpaH+. Linea 3: control negativo E. coli

ATCC 25922 sin factores de virulencia. Linea 4: Control de reactivos. Linea 5: marcador de tamafio molecular Cien Marker.

Referencias

e  Scethabutr O, Echeverria P, Hoge CW, Bodhidatta L, Pitarangsi C. Detection of Shigella and enteroinvasive
Escherichia coli by PCR in the stools of patients with dysentery in Thailand. J. Diarrhoeal Dis. Res. 1994; 12:
265-9.
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1.8.1.-Protocolo PCR IpaH

Cepas de referencia Control
E. coli C-481 ipaH (EIEC) Positivo
E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia Negativo
Programa de Amplificacion
Paso Etapa Temperatura Tiempo Vaal N° veces
NO °C p&soo
1 Desnaturalizacion 94 5 min
2 Desnaturalizacién 94 30 seg
3 Pe_gado d,e 55 1 min
primers 6
annealing
4 Extension 72 90 seg 2 24
5 Extension 72 5 min
6 Pausa 4

Tamano del fragmento

Caracteristicas del gel

Marcador de peso molecular I

IpaH8B / IpaH15B

619
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Protocolo PCR multiple IpaH

_Fecha:

Concentracion

Concentracion

Volumen del
reactivo en la

Volumen del
reactivo en la

Reactivo de trabajo del | del reactivo en la | mezcla parauna| mezcla para N°
reactivo mezcla determinacion | determinaciones
(u) (uh)
Buffer 10X 1X 5
Mezcla dNTP 2,5mM 0,1 mM 2
Cl2Mg 25 mM 1,5 mM 3
IpaH8 0,1 nmol/l 0,25 pmol/ul 0,125
IpaH15 0,1 nmol/ul 0,25 pmol/ul 0,125
Taq 5 U/ul 0,03 U/ul 0,3
polimerasa
Templado 2
H20 ddd 37,45
Vol. Final 50

* La concentracion del Cl,Mg puede variar segin la marca comercial del equipo de la Taq polimerasa. En
general se comercializa el CI:Mg a 25 6 50 mM. Si se dispone la concentracién de 50 mM, se utiliza 1,5
ul de Cl2Mg y 38,95 ul de H,O ddd por determinacion.

Microtubo
NO

Identificacién de la muestra

Colonia
NO

Resultado

#1

#2

#3

#4

#5

Control positivo C-481

Control negativo ATCC 25922

Zlo|lo|lo|~|[w[N| -

Control reactivos
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1.9.- PCR pCVD432 (EAEC)

Se utilizan los “primers” iniciadores de Schmidt et al., que amplifican un fragmento 630 pb de la regién del gen
correspondiente a la secuencia del plasmido pCVD432 de EAEC.

Tamafo
Primer Secuencia del primer (5°-3°) del fragmento de
amplificacion (pb)
pCVDA432-start CTGGCGAAAGACTGTATCAT 630
pCVD432-stop CAATGTATAGAAATCCGCTGTT

630 pb ——» .
e

Productos de amplificacion por PCR para la deteccion del gen especifico del plamido pCVD432, en una cepa aislada de un caso clinico y en
una cepa de referencia. Linea 1: E. coli 0128, aislada de un caso de diarrea. Linea 2: control positivo E. coli 17-2. Linea 3: control negativo

E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia. Linea 4: Control de reactivos. Linea 5: marcador de tamafio molecular Cien Marker.

Referencias

e Schmidt H, Knop C, Franke S, Aleksic S, Heesemann J, Karch H. Development of PCR for Screening of
Enteroaggregative Escherichia coli. J. Clin. Microbiol. 1995; 33: 701-5.
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1.9.1.-Protocolo PCR pCVD432 (EAEC)

Cepas de referencia Control
E. coli 17-2 pCVD 432 (EAEC) Positivo
E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia Negativo
Programa de Amplificacion
Paso Etapa Temperatura Tiempo Vaal N° veces
°C aso
N° pNo
1 Desnaturalizacién 94 5 min
2 Desnaturalizacién 94 30 seg
3 Pegado de 55 1 min
primers 6
annealing
4 Extensién 72 50 seg 2 29
5 Extension 72 5 min
6 Pausa 4
Caracteristicas del gel Marcador de peso molecular I
I Agarosa al 2% en buffer TAE 1X 100 pb I
Tamano del fragmento
Primers Tamarfio del
Fragmento (pb)

| pCVD432-start / pCVD432-stop
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Protocolo PCR pCVD432 (EAEC)

Fecha:

Concentracio

Concentracion

Volumen del
reactivo en la

Volumen del
reactivo en la

Reactivo n de trabajo | del reactivo en la | mezcla parauna| mezcla para N°
del reactivo mezcla determinacion | determinaciones
(uh) (uh)
Buffer 10X 1X 5
Mezcla ANTP 2,5 mM 0,1 mM 2
Cl2Mg 25 mM 2 mM 4
pCVD432-start | 0,1 nmol/ul 0,4 pmol/ul 0,2
pCVD432-stop 0,1 nmol/pl 0,4 pmol/ul 0,2
Taq polimerasa 5 U/ul 0,02 U/ul 0,2
Templado 2
H20 ddd 36,4
Vol. Final 50

* La concentracion del Cl,Mg puede variar segin la marca comercial del equipo de la Taq polimerasa. En
general se comercializa el Cl,Mg a 25 6 50 mM. Si se dispone la concentracién de 50 mM, se utiliza 0,75
ul de Cl;Mg y 37,6 ul de H.O ddd por determinacion.

Microtubo
NO

Identificacion de la muestra

Colonia
NO

Resultado

#1

#2

#3

#4

#5

Control positivo 17-2

Control negativo ATCC 25922

Zlo(N|[o|s|[lw|N| -

Control reactivos
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1.10.- PCR aaiC
Se utilizan los “primers” iniciadores de Boisen et al., que amplifican un fragmento 313 pb de la regién del gen

correspondiente a la secuencia de la isla cromosomal aaiC de EAEC.

Tamario
Primer Secuencia del primer (5°-3°) del fragmento de
amplificacion (pb)
Aaic-1 TGGTGACTACTTTGATGGACATTGT 313

Aaic-2 GACACTCTCTTCTGGGGTAAACGA

Referencias

e Boisen N, Scheutz F, Rasko DA, Redman JC, PerSchmidt H, Knop C, Franke S, Aleksic S, Heesemann J,
Karch H. Development of PCR for Screening of Enteroaggregative Escherichia coli. J. Clin. Microbiol. 1995;
33: 701-5.
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1.10.1.-Protocolo PCR aaiC

Cepas de referencia Control
E. coli 17-2 aaiC Positivo
E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia Negativo
Programa de Amplificacion
Paso Etapa Temperatura Tiempo Vaal N° veces
°C aso
N° pNo
1 Desnaturalizacion 94 2 min
2 Desnaturalizacion 94 50 seg
3 Pegado de 57 1 min 30 seg
primers 6
annealing
4 Extension 72 1 min 30 seg 2 34
5 Pausa 4
I Caracteristicas del gel Marcador de peso molecular I

I Agarosa al 2% en buffer TAE 1X 100 pb I
Tamano del fragmento
Primers Tamafio del
Fragmento (pb)
| Aaic-1/ Aaic-2 313
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Protocolo PCR aaiC Fecha:
Volumen del Volumen del
Concentracio | Concentracion reactivo en la reactivo en la
Reactivo n de trabajo | del reactivo en la | mezcla parauna| mezcla para N°
del reactivo mezcla determinacion determinaciones
(ul) ()
Buffer 10X 1X 5
Mezcla dANTP 2,5 mM 0,1 mM 2
Cl2Mg 25 mM 1 mM 2
Aaic-1 0,1 nmol/pl 0,6 pmol/pl 0,3
Aaic-2 0,1 nmol/pl 0,6 pmol/ul 0,3
Taq polimerasa 5 U/ul 0,03 U/ul 0,3
Templado 2
H20 ddd 38,1
Vol. Final 50

* La concentracion del Cl,Mg puede variar segin la marca comercial del equipo de la Taq polimerasa. En
general se comercializa el Cl,Mg a 25 6 50 mM. Si se dispone la concentracion de 50 mM, se utiliza 1 pl
de Cl:2Mgy 39,1 pul de H20 ddd por determinacion.

Microtubo
NO

Colonia
NO

Identificacidn de la muestra

Resultado

#1

#2

#3

#4

#5

Control positivo 17-2

Control negativo ATCC 25922

Zlo([N|jo|d|wIN| -

Control reactivos
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1.11.- PCR stx1
Se utilizan los oligonucleotidos o “primers” iniciadores de Zhang et al., que amplifican un fragmento de 282 pb de

la regidn del gen correspondiente a la subunidad B comin para stx; y StXic.

Tamafio

Primer Secuencia del primer (5°-3°) del fragmento de

amplificacion
(pb)

KS7 CCCGGATCCATGAAAAAAACATTATTAATAGC 282

KS8 CCCGAATTCAGCTATTCTGAGTCAACG

Referencias
e Zhang WL, Bielaszewska M, Kuezius T, Karch H. Identification, characterization, and distribution of Shiga

toxin 1 gene variant (Stx.c) in Escherichia coli isolated from humans. J. Clin. Microbiol. 2002; 40: 1441-6.
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1.11.1.- Protocolo PCR stx1

Cepas de referencia

Control

E. coli FP110/05 O157:H7 Stx1/Stx2 Positivo

E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia Negativo

Programa de amplificacién

Paso N° Etapa Temperatura Tiempo Va al paso N° veces
OC NO
1 Desnaturalizacion 94 5 min
2 Desnaturalizacion 94 30 seg
3 Pegado de primers 52 1 min
0
Annealing
4 Extension 72 40 seg 2 29
5 Extension 72 2 min
6 Pausa 4
I Caracteristicas del gel Marcador de peso molecular I
I Agarosa al 2% en buffer TAE 1X 100 pb I
Tamano de los fragmentos
I Primers Tamafio del
Fragmento (pb)
| KS7 /KS8 282
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Protocolo PCR stx1

Fecha:

Volumen del Volumen del
Concentraciéon | Concentracion del reactivo en la reactivo en la
Reactivo de trabajo del reactivo en la mezcla para una | mezcla para N°
reactivo mezcla determinacion determinaciones
(l) (l)
Buffer 10X 1X 5
Mezcla dNTP 2,5 mM 0,1 mM 2
Cl:Mg 25 mM* 15 mM 3
Primer KS7 0,1 nmol/ul 0,6 pmol/pl 0,3
Primer KS8 0,1 nmol/pl 0,6 pmol/pl 0,3
Taq polimerasa 5 U/ul 0,02 U/ul 0,2
Templado 2
H.O ddd 37.2
Vol. Final 50

* La concentracion del Cl.Mg puede variar segln la marca comercial del equipo de la Taq polimerasa.
En general se comercializa el CI.Mg a 25 6 50 mM. Si se dispone la concentracion de 50 mM, se utiliza

1,5 ul de Cl:Mg y 38,7 ul de H>O ddd por determinacion.

Microtubo
NO

Identificacidn de la muestra

Colonia
NO

Resultado

#1

#2

#3

#4

#5

#6

#7

#8

Control positivo FP110/05

Control negativo ATCC 25922

Z|B|o|o|N|o|o|swin-

Control reactivos
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1.12.- PCR stx2
Se utilizan los oligonucleétidos o “primers” iniciadores de Tyler et al., que amplifican un fragmento de 285 pb de

la region del gen correspondiente a la subunidad B comun para Stx, StXovh-a Y StXavh-b.

Tamafio
Primer Secuencia del primer (5°-3°) del fragmento de
amplificacion
(pb)
VT2-c AAGAAGATGTTTATGGCGGT 285
VT2-d CACGAATCAGGTTATGCCTC

Referencias

e Tyler SD, Johnson WM, Lior H, Wang G, Rozee KR. Identification of verotoxin type 2 variant B subunit
genes in Escherichia coli by the polymerase chain reaction and restriction fragment length polymorphism
analysis. J. Clin. Microbiol. 1991; 29: 1339-43.
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1.12.1.-Protocolo PCR stx2

Cepas de referencia

Control

E. coli FP110/05, O157:H7 Stx1/Stx2 Positivo

E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia Negativo

Programa de amplificacién

Paso N° Etapa Temperatura Tiempo Va al paso N° veces
OC NO
1 Desnaturalizacion 94 5 min
2 Desnaturalizacion 94 30 seg
3 Pegado de primers 55 30 seg
0
Annealing
4 Extension 72 30 seg 2 29
5 Extension 72 2 min
6 Pausa 4
I Caracteristicas del gel Marcador de peso molecular I
I Agarosa al 2% en buffer TAE 1X 100 pb I
Tamano de los fragmentos
I Primers Tamafio del
Fragmento (pb)
| VT2-c/VT2-d 285
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Protocolo PCR stx2

Fecha:

Volumen del Volumen del
Concentraciéon | Concentracion del reactivo en la reactivo en la
Reactivo de trabajo del reactivo en la mezcla para una | mezcla para N°
reactivo mezcla determinacion determinaciones
(l) (l)
Buffer 10X 1X 5
Mezcla dNTP 2,5 mM 0,1 mM 2
Cl:Mg 25 mM* 15 mM 3
Primer VT2-c 0,1 nmol/ul 0,8 pmol/pl 0,4
Primer VT2-d 0,1 nmol/pl 0,8 pmol/pl 04
Taq polimerasa 5 U/ul 0,02 U/ul 0,2
Templado 2
H,O ddd 37
Vol. Final 50

* La concentracion del Cl.Mg puede variar segln la marca comercial del equipo de la Taq polimerasa.
En general se comercializa el CI.Mg a 25 6 50 mM. Si se dispone la concentracion de 50 mM, se utiliza

1,5 ul de Cl:Mg y 38,5 ul de H2O ddd por determinacion.

Microtubo
NO

Identificacidn de la muestra

Colonia
NO

Resultado

#1

#2

#3

#4

#5

#6

#7

#8

Control positivo FP110/05

Control negativo ATCC 25922

Z|B|o|o|N|o|o|swin-

Control reactivos

122




Manual de Procedimientos “Escherichia coli productor de toxina Shiga en el marco de la deteccion de E. coli diarreigénico”

2.- Deteccion genotipica de los factores de virulencia por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR) en tiempo real.

Fundamento de la Técnica de PCR

Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las enzimas ADN polimerasas para replicar cadenas simples
de ADN. La replicacion enzimética de una molécula blanco o templado de ADN, mediante ciclos repetitivos de
amplificacién, permite obtener un producto facilmente detectable. En PCR en tiempo real el producto de

amplificacion se va detectando a medida que se va sintetizando.

Equipamiento

e Termociclador para PCR en tiempo real

e Micropipeta para reactivos de PCR rango: 0,5 - 10 pl

o Micropipeta para reactivos de PCR rango: 5 - 40 pl

e Micropipeta para reactivos de PCR rango: 40 - 200 ul
e Micropipeta para el templado de ADN rango: 0,5 - 10 pl
e Micropipeta para amplicones: 5- 40 pl

e Bafio de agua para hervir

e Microcentrifuga para tubos Eppendorf

e Freezer -20°C

e Heladera 4°C

Materiales

e Ansa de aguja

e Tubos Eppendorf 1,5 ml

e Microtubos Opticos pared delgada PCR 0,2 ml
e Tapas para microtubos opticos

e Tips con filtro para aerosoles

e Recipiente con hielo

Reactivos

e Buffer Titron X-100 al 1% en buffer TE 1X

e Buffer PCR10X

e Mezclade dNTPs: dATP, dCTP, dGTP, y dTTP: 2,5 mM
e Cl2Mg 25650 mM

e Par de primers especificos: 0,1 nmol/ul
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e Sonda de hidrolisis especifica marcada con un fluoroforo cuya fluorescencia pueda medirse con el equipo de
PCR

e Hot StarTag (5 minutos de activacion a 95°C) DNA Polimerasa con actividad 5 exonucleasa: 5U/ul

e Agua tridestilada estéril (H-O ddd)

a) Preparacion de la muestra

Procedimiento Comentarios

1. Tomar una ansada de cultivo e La técnica de PCR es de muy alta sensibilidad. Se
correspondiente a la zona de recomienda establecer diferentes areas de trabajo
crecimiento confluente de las placas de para evitar la obtencion de falsos resultados
cultivo. positivos por contaminaciones cruzadas:

5. Area de procesamiento de la muestra y
obtencién del ADN. (Ver FIGURA 1A)

6. Area de preparacion de la mezcla de reaccion.
(Ver FIGURA 1B)

7. Area para el agregado del templado vy
amplificacion. (Ver FIGURA 1C)

8. Area de deteccion de los productos de
amplificacion. (Ver FIGURA 1D)

2. Resuspender la muestra en 150 ul de e Fraccionar el buffer Titron en tubos Eppendorf de
buffer Titrén X-100 al 1% en buffer TE 1,5 ml de capacidad, en el area de preparacion de la
1X. mezcla de reaccion. Utilizar micropipeta para uso

exclusivo de reactivos, y tips con filtro para
aerosoles. Luego trasladar los tubos al area de
procesamiento de la muestra para preparar el
extracto de ADN.
e Frotar el ansa cargada de muestra contra las paredes
del tubo con buffer Titron.
3. Seleccionar 5 colonias presuntivas con
igual morfologia, de las placas de

cultivo.
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Picar las colonias con ansa de aguja y
resuspenderlas en 150 ul de Buffer
Titron X-100 al 1% en buffer TE 1X.

Preparar el extracto de ADN de las
cepas de referencia que seran utilizadas
como controles (positivo y negativo) en
la reaccion. Seguir los pasos 3, 4,y 8

Hervir en bafio de agua a 100°C durante

15 minutos

Centrifugar a 10.000 rpm durante 5

minutos.

Conservar el extracto de ADN a 4°C
para ser utilizado como templado en la

reaccion de PCR.

Frotar el ansa contra las paredes del tubo.

Verificar las cepas de referencia que se utilizan en

cada protocolo de PCR.

El efecto conjunto del detergente Titron y el
calentamiento produce la lisis bacteriana y la
liberacion del ADN.

Tomar la precaucion de cerrar bien los tubos
Eppendorf antes de hervir.

Luego de la centrifugacién, se obtiene un pellet
debris

sobrenadante donde se encuentra el ADN.

correspondiente  al bacteriano 'y un
El extracto de ADN puede conservarse en freezer a
-20°C para ser utilizado en otra PCR. Conservarlos
en un area libre de reactivos.

Si el extracto es descongelado, es necesario realizar
una centrifugacion a 10.000 rpm por 5 minutos

antes de utilizarlo.

b) Preparacion de la mezcla de reaccion

Procedimiento Comentarios

1. Retirar los reactivos para la PCR del e Los reactivos para PCR deben conservarse en

freezer de -20°C. Esperar que los freezer a -20°C en un area especifica para tal fin.

mismos se descongelen y colocarlos en Se recomienda cubrir el tubo que contiene la sonda

un recipiente con hielo. de hidrolisis con papel de aluminio para proteger al

reactivo de la luz.

2. Establecer el namero de e Realizar el siguiente calculo para determinar el

determinaciones y

completar el nimero de determinaciones:

pl’OtOCOlO de la PCR a realizar (Ver N° de _| Nede muestras Control Control Control | 1

determinaciones |~ |  presuntivas Positivo Negativo Reactivos

Protocolo especifico)
e Sesuma 1 para calcular, en exceso, el volumen total

de la mezcla de reaccién. Se contempla de esta
manera los probables errores de pipeteo que pueda

cometer el operador.
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reactivo, calcular los
volimenes necesarios en la mezcla de
reaccion, de acuerdo al numero de

determinaciones

4. Preparar la mezcla en un tubo Eppendorf

de 1,5 ml. agregando los reactivos en el

siguiente orden:

g. H20 ddd

h. Buffer PCR
i. dNTPs

j- Cl:Mg

k. Primers

I.  Sonda de hidrolisis

m. Taq polimerasa

5. Resuspender la mezcla con micropipeta

y fraccionar 20 ul en cada microtubo
Optico de PCR.

Cerrar y trasladar los microtubos de
PCR al area de carga de los templados y

donde se encuentra el termociclador.

Las concentraciones de los reactivos de trabajo, de
los reactivos en la mezcla y los volimenes de los
reactivos para una determinacion, se indican en el
protocolo especifico de cada PCR.

Realizar el siguiente célculo para determinar el

volumen de cada reactivo en la mezcla:

Vol. del Rvo. en la
mezclaparan |=

determinaciones

Vol. del Rvo. en la Ne° de
mezcla para una X| determinaciones
determinacion

Preparar la mezcla en un area o superficie libre de

bacterias, muestras de ADN o productos
amplificados.

Utilizar micropipetas exclusivas para reactivos de
PCR y tips con filtro para aerosoles.

Homogenizar los reactivos antes de usarlos.

La enzima debe permanecer siempre a -20°C para
evitar que baje su actividad.

En el momento que deba ser utilizada, retirarla del

freezer y colocarla rapidamente en un bloque frio.

Descartar el resto de volumen que queda en el tubo
de 1,5 ml. Este sobrante, corresponde al volumen de
muestra para una determinacion calculado
previamente en exceso.

Asegurarse que estén bien tapados los

tubos evitando el togueteo.

c) Carga de los templados y amplificacion
Procedimiento Comentarios

1. Agregar a cada microtubo, 5 pl del e Para cargar los templados se debe utilizar una

templado correspondiente. Al microtubo
de control de reactivos se agrega 2 ul de
H-0 ddd.

micropipeta exclusiva para manipulear ADN vy tips
con filtro para aerosoles.
El volumen del templado se toma del sobrenadante

del tubo donde se prepara el extracto de ADN.
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Colocar los  microtubos en el
termociclador y activar el programa de
amplificacion especifico para cada PCR.

(Ver Protocolo PCR)

d) Deteccion del producto de amplificacion

Procedimiento

1.

4.

Leer la aparicion de la curva de fluorescencia

Dejar que se complete el programa de
amplificacién.
la curva de

Observar la forma de

amplificacién-fluorescencia

Determinar el ciclo umbral (CT)

Comentarios

Si el gen a identificar esta presente en la mezcla
de reaccion, el producto de amplificacion podra
detectarse a medida que se va sintetizando
la curva de

observando la aparicién de

fluorescencia.

de
fluorescencia en cada ciclo y representa una
de

fluorescencia vs. ciclo PCR. En la curva se

El equipo cuantifica la cantidad

grafica  (curva forma  sigmoidea):
determina la linea basal de fluorescencia en los
ciclos iniciales de PCR donde no hay cambios
significativos en la sefial de fluorescencia y el
nivel umbral fijado en la regién exponencial de
la gréfica de amplificacién con un valor de
fluorescencia superior a la fluorescencia basal.

El ciclo en el cual se alcanza la fluorescencia
del nivel umbral corresponde al ciclo umbral o
del inglés “Threshold cycle” (CT). A mayor
cantidad de ADN menor sera el CT para
alcanzar el nivel de fluorescencia umbral. Se
considera que una muestra es positiva cuando

se obtiene un CT menor de 38.
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2.1.- mRT-PCR stx1 / stx2

Se utilizan los oligonucleodtidos o “primers” iniciadores y sondas de hidrolisis de Thuy Duon et al., que amplifican

un fragmento de 113 pb del gen de Stx1 y un fragmento de 111 pb del gen de Stx2.

Referencias

e Vu Thuy Duon, Le Thi Phuong Tu, Ha Thanh Tuyen, Tran Thi Phuong Nhu, Le Thi Quynh Nhi, James
Campbell, Pham Van Minh, Hoang Le Phuc, Tran Thi Hong Chau, Nguyen Minh Ngoc, Lu Lan Vi, Iruka and
Stephen Baker. Optimizing multiplex real-time PCR assays revealed high carrier rates of diarrheagenic

Escherichia coli pathotypes among healthy and diarrheal children in the South of Vietnam. In press. 2019

Gen Primers / sondas Secuencia (5°-3”)
vixl vixl EHEC F GCATCTGATGAGTTTCCTTCTA
vixl] EHEC R GTTCTGCGCATCAGAATTG
vixl_EHEC_probe FAM-AAGAGKCCGTGGGATTACGCACAAT-BHQ1
vix2 vix2 EHEC F ACRACGGACAGCAGYTATWC
vtx2 EHEC R GAACTCCATTAAMKCCAGATA
vix2 EHEC probe LC610-ATGCAAATCAGTCGTCACTCACTGGT-BHQ1

2.1.1.-Protocolo mRT-PCR stx1 / stx2

Cepas de referencia Control
E. coli FP110/05, O157:H7 Stx1/Stx2 Positivo
E. coli ATCC 25922 sin factores de virulencia Negativo
Programa de amplificacién
Paso Etapa Temperatura Tiempo Va al N° veces
N© 5 paso
NO
1 Activacion 95 5 min
2 Desnaturalizacion | 95 15 seg
3 Pegado de primers 6 | 60 60 seg 2 44
Annealing

4 Enfriamiento 37 2 min
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Protocolo mRT-PCR stx1 / stx2

Volumen del
Concentracion reactl:/o L Volumen del
Reactivo del reactivo en Mmezcla para reactivo en la
la mezcla una - mezcla para N°
Concentracion de determinacion | geterminaciones
trabajo del reactivo (ul) (nl)

10X Buffer 10X 1X (1.5 MgCly) 2.5

MgCl> 25Mm 3.5mM 3.5

dNTPs 2,5Mm 0.2mM 2

vix1 Forward 10puM 0.2uM 0.5

vix1l Reverse 10puM 0.2uM 0.5

vix2_Forward 10puM 0.2uM 0.5

vix2_ Reverse 10puM 0.2uM 0.5

vtxl FAM Probe 10puM 0.08uM 0.2

vix2_LC610 probe 10uM 0.08uM 0.2

HotstartTaq

polimerasa 5U/ul 1U/25ul 0.2

Agua grado BM 94

Templado 5

Total 25
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FIGURA 1
Areas de trabajo en el laboratorio de PCR

1A- Area de procesamiento de la muestra y obtencion del ADN

Extractos de
ADN

1B- Area de preparacion de la mezcla de reaccion

Camara de
acrilico
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1C-Area para el agregado del templado y amplificacion

1D-Area de deteccion de los productos de amplificacion

Equipo para
electroforesis

UV-Transiluminador y
Equipo fotografico
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Composicién y preparacion de reactivos para PCR
Los reactivos utilizados pueden ser adquiridos comercialmente o pueden ser preparados como se describe a

continuacion:

1. Buffer PCR 10X

o KCI500 Mm

e Gelatina 0,1%

e Tris-HCI 100 mM (pH 8,3)

Este buffer forma parte del Kit de la enzima Taq polimerasa y puede presentar variaciones segin la marca

comercial.

2. Cl:Mg 25 650 mM
Este reactivo forma parte del equipo o kit de la enzima Taq polimerasa y puede presentar variaciones segun la

marca comercial.

3. Nucleotidos trifosfatos

Reactivo de stock

e Setde dATP, dCTP, dGTP y dTTP 100 mM (c/u)
Reactivo de trabajo

Mezcla 2,5 mM de los cuatro nucléotidos
Para 1000 pl

e dATP 100mM 25l

e dCTP 100mM  25pl

e dGTP 100mM  25ul

e dTTP 100 mM  25ul

e H,0 ddd 900pl

4. Primers
Se recomienda el uso de oligonucléotidos desalados. Para su reconstitucion seguir las indicaciones del fabricante.

Llevar a una concentracion de trabajo de 0,1 nmol/ul

5. Buffer Tris-EDTA (TE)
Solucioén Tris-EDTA concentrada 10X
e Tris- HCI 1M (pH 8): 100 ml

e EDTAO0,5M (pH 8): 20 ml

Vol. Final: 1000 ml
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Solucion Tris- HCI 1M (pH 8)
Tris base: 121,1 g

HCI 6 N: 43 ml

Vol final: 1000 ml

Ajustar a pH 8 con HCI 6 N

Buffer EDTA 0,5 M (pH 8)
EDTA: 186,1 g

Vol final: 1000 ml

Llevar a pH8

Titrén X-100 al 1% en buffer TE 1X.

e Se realiza una dilucion 1:10 de la solucion concentrada Tris-EDTA 10X.
e Autoclavar

o Buffer TE 1X 50 ml (estéril)

e Titron X-100 0,5 ml

Dispensar el Titrdn en el buffer TE 1X y mezclar enérgicamente

Solucion de trabajo TE 1X (pH7) para reconstituir primers
e TE 1X (pH7)

Tris- HCI M (pH 7): 1 ml

EDTA 0,5 M (pH 8): 200 pl

Vol. Final: 100 ml

e Solucién Tris- HCI 1M (pH 7)
Tris base: 12,1 g

Vol. final: 200 ml

Ajustara pH 7 con HCI 6 N

6. Buffer Tris-Acetato EDTA (TAE)
Solucién concentrada 50X

Por litro

e Trishase242g

e Acido acético glacial 57,1ml
e 05MEDTA(pHS) 100ml
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Solucién de trabajo 1X

e Se realiza una dilucion 1:50 de la solucion concentrada 50X.

7. Buffer de siembra 1

Para 100 ml

e Glicerol 30% 30 ml
e Xilenecianol 0,05% 0,05g

e Agua esteril 70 ml

8. Buffer de siembra 2

Para 100 ml

e Glicerol 30% 30 ml
e Azul de Bromofenol 0,25% 0,259
e Agua estéril 70 ml
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CAPITULO IV - DIAGNOSTICO INDIRECTO

1.- ELISA para la detecciéon de anticuerpos a-0O157, a-0145, a-0121 y a-0103.
Fundamento de la Técnica de ELISA

Se realiza la técnica de ELISA sandwich basada en la utilizacion de glicoconjugados, obtenidos por ingenieria
genética. Cada glicoconjugado serogrupo especifico contiene sitios del extremo del polisacarido de la molécula
de LPS, disefiado para ser utilizados como antigeno de captura y promover la reacciéon Ag-AC especifica,
requerida para un diagnostico valido. Los complejos Ag-Ac luego se revelan utilizando un conjugado marcado
y el sustrato correspondiente. Mediante este ELISA se detectan anticuerpos IgG e IgM, dirigidos a 0157,
0145, 0121, y O103.

Equipamiento

- Micropipeta para reactivos de PCR rango: 0,5 - 10 pl
- Micropipeta para reactivos de PCR rango: 5 - 40 pl

- Micropipeta para reactivos de PCR rango: 40 - 200 pl
- Micropipeta para suero rango: 0,5 - 10 ul

- Micropipeta multicanal 50-200 pl

- Lector de placa.

- Freezer -20°C

- Heladera 4°C

- Agitador orbital

- Cronometro.

Materiales

- Tips 10, 100, 200 y 1000 pl

- Cubeta para dispensa de reactivos

- Tubos Eppendorf 1,5 ml

- Recipiente para preparacion de solucion de lavado.

- Papel aluminio

Reactivos

- Kit CHEMLIS® E. coli 0157 Glyco-iELISA
- Kit CHEMLIS® E. coli 0145 Glyco-iELISA
- Kit CHEMLIS® E. coli 0121 Glyco-iELISA
- Kit CHEMLIS® E. coli 0103 Glyco-iELISA
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- Agua calidad molecular

1- Protocolo de trabajo. Se prepara una plantilla como se muestra a continuacion, siguiendo las siguientes

pautas para la realizacion de la metodologia.
Se utiliza una placa sensibilizada con un glicoconjugado especifico.

Las muestras y los controles se siembran por duplicado para la determinacion de IgG e IgM,
respectivamente. Para ello se siembra cada muestra/control en 4 pocillos segiin se muestra en la figura. De

los 4 pocillos, los 2 pocillos superiores correspondera a la deteccion de IgM y los 2 inferiores a IgG.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

C+ Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
2 6 10 14 18

C- Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
3 7 11 15 19

blanco Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
4 8 12 16 20

Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
1 5 9 13 17 21
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2- Procedimiento de ELISA. Seguir las instrucciones del fabricante.

A continuacion, se detalla una guia rapida.

10.

Dejar que los reactivos alcancen la
temperatura ambiente (20-25°C).

Agregar por duplicado 100 pl por pocillo
del control positivo, control negativo y
blanco de muestra segun el esquema de
la Figura.

Agregar por duplicado 100 pl por pocillo
de cada muestra de suero.

Cubrir la placa e incubar a temperatura
ambiente (20-25°C) con agitacion orbital
suave durante 1 hora.

Lavar 4 veces con 200 ul de Solucion de
lavado 1X por pocillo.

Agregar 100 pl del Conjugado
correspondiente a cada pocillo.

Repetir el paso 5.

Agregar 100 pl de Solucion sustrato-
cromdgeno en cada pocillo e incubar con
agitacion orbital suave durante 10
minutos (=1 minuto) a temperatura
ambiente (20-25°C) y en oscuridad (por
ejemplo, cubrir la placa con papel
aluminio).

Detener la reaccion agregando 100 pl de
Solucién de frenado en cada pocillo y
mezclar bien y cuidadosamente
aplicando ligeros golpes en los bordes de
la placa.

Medir la absorbancia a 450 nm
utilizando un espectrofotometro de
placas. Realizar la lectura dentro de los
15 minutos después de haber agregado la
solucion de frenado.

Ver item-Preparacion de los controles en el instructivo del
fabricante.

Ver item. Preparacion de las muestras y esquema de la
Figura. Nota: para obtener un resultado mas confiable se
recomienda procesar las muestras al menos por duplicado.

Ver item-Preparacion de reactivos en el instructivo del
fabricante. Nota: Retirar el liquido completamente
después de cada lavado por volcado y golpeando la placa
sobre material absorbente o aspiracion con pipeta. Evitar
que las placas se sequen entre los lavados y antes de
agregar el siguiente reactivo.

Ver item-Preparacion de conjugados en el instructivo del
fabricante, y el esquema de la Figura para la siembra.
Cubrir la placa e incubar a temperatura ambiente (20-
25°C) con agitacion orbital suave durante 1 hora.

Comenzar a contar el tiempo luego de llenar el primer

pocillo.

La Solucién de frenado debe agregarse en el mismo orden
y velocidad que la Solucidn sustrato-cromégeno (ver paso
8).

No es necesario realizar una lectura de blanco.
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3. La expresion de resultados, los criterios de validez de la prueba y la interpretacion de
resultados se describen en el instructivo del fabricante, de acuerdo a cada Kit.

Bibliografia
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ANEXO I - MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

e Medio de transporte Cary Blair

Composicion:

Para 1000 ml

Tioglicolato de sodio 15¢
Fosfato disédico 114¢g
Cloruro de sodio 500
Agar 5049
pH final a 25 °C 8,0+0,5

Preparacion:

1. Disolver 12,6 g del polvo en un litro de agua destilada.

2. Calentar a ebullicién hasta disolucion completa.

3. Dispensar 3 ml del medio en tubos 13/100 con tapa bacterioldgica.
4. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5. Conservar a 4°C.

o Agar MacConkey (MAC)
Medio selectivo y diferencial empleado para el aislamiento de Escherichia coli

Composicion:

Para 1000 ml

Peptona 170 ¢
Peptona de proteosa 3.0 g
Lactosa 10.0 g
Sales biliares N°3 15 ¢
Cloruro de Sodio 50 g
Agar 135 g
Rojo neutro 003 g
Cristal violeta 0.001 g
pH final a 25 °C 7.1+0,2

Preparacion:

Resuspender 50.0 g del polvo en un litro de agua destilada.
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Dejar enfriar hasta una temperatura de 50°C

Mezclar para homogenizar el medio

Dispensar aproximadamente 20 ml del medio por cada placa.
Conservar a 4°C

Secar el agar en un area estéril, antes de usar.

Nook~wdE

e Agar MacConkey sorbitol (SMAC)
Medio selectivo y diferencial empleado para el aislamiento de Escherichia coli O157:H7

Composicién:

Para 1000 ml

Peptona 20 g
Sorbitol 10 g
Sales biliares N°3 15 g
Cloruro de sodio 5 g
Rojo neutro 0,03 ¢
Cristal violeta 0,001 ¢
Agar 15 g

pH final a 25 °C 71+0,2
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Preparacion:

8. Resuspender 50.0 g del polvo en un litro de agua destilada.
9. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

10. Dejar enfriar hasta una temperatura de 50°C

11. Mezclar para homogenizar el medio

12. Dispensar aproximadamente 20 ml del medio por cada placa.
13. Conservar a 4°C

14. Secar el agar en un area estéril, antes de usar.

Recomendacion:
No calentar el medio a ebullicion antes de autoclavar. El calentamiento excesivo destruye el sorbitol.

e Caldo Tripticasa de soja (CTS)
Medio utilizado para fines generales para el cultivo de microorganismos fastidiosos y no fastidiosos.

Composicion:

Para 1000 ml

Triptona 17 g
Soitona 3 g
Dextrosa 2,5 g
Cloruro de sodio 5 g
Fosfato dipotasico 2,5 g

pH final a 25 °C 7,3+0,2

Preparacion:

1. Disolver 30 g del polvo en un litro de agua destilada.
2. Dispensar el medio de acuerdo al uso.

3. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
4. Conservar en la heladera.

e Caldo Tripticasa de soja con cefixime-telurito (CT-CTS)
Medio selectivo y diferencial empleado para el aislamiento de Escherichia coli O157:H7

Composicion:

Para 1000 ml

CTS estéril 1000 ml
Cefixima 0,05 mg
Telurito de potasio 25 mg

Preparacion:

Preparar el CTS, esterilizar y dejar enfriar a temperatura ambiente.
Agregar cefiximay telurito al medio.

Mezclar para homogenizar.

Dispensar el medio de acuerdo al uso.

Conservar a 4°C.

agrwnE
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e Agar Tripticasa de soja (TSA)
Medio utilizado para fines generales para el cultivo de microorganismos fastidiosos y no fastidiosos.

Composicion:

Para 1000 ml

Triptona 15
Soitona 5
Cloruro de sodio 5
Agar 15
pH final a 25 °C 7

Preparacion:

Disolver 40 g del polvo en un litro de agua destilada.
Calentar a ebullicion hasta disolucién completa.
Dispensar el medio de acuerdo al uso.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Conservar a 4°C.

arwnE

e Agar para conservacion

Medio utilizado para conservar microorganismos no fastidiosos.

Composicion:

Para 1000 ml

CTS 1000 mi
Agar 8¢

Preparacion:

Preparar el CTS y agregar el agar.

Calentar a ebullicion hasta disoluciéon completa.
Dispensar el medio de acuerdo al uso.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Conservar a 4°C.

agrwdE

Procedimiento:

1. Sembrar el aislamiento en el vial con agar.

2. Incubar a 37° durante 18°C.

3. Conservar el vial sembrado a 4°C.

4. Realizar una vez por mes, un repique un nuevo vial para mantener viable al microorganismo.

e Solucion salina buferada estéril (PBS)
Composicién:
Solucién concentrada 10X

Para 1000 ml

Cloruro de sodio 80 g
Cloruro de potasio 2 g
Fosfato &cido disodico anhidro (Na;HPO4PM 142,1) 115 ¢
Fosfato didcido monopotésico (KH2PO.) 2 g
pH final a 25 °C 7,3+£0,2

Solucién de trabajo 1X
Se realiza una dilucidén 1:10 de la solucion concentrada 10X.
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Preparacion:

1. Disolver los componentes de la solucion concentrada 10X en 1000 ml de agua destilada.
2. Esterilizar la solucion 10X, en autoclave a 121°C, durante 15 minutos.

3. Realizar unadilucién 1:10 de la solucion 10X.

4. Esterilizar la solucién 1X, en autoclave a 121°C, durante 15 minutos.

e Solucidn fisiologica

Composicién:

Para 1000 ml

Cloruro de sodio 85 ¢
pH final a 25 °C 7+0,2

Preparacion:

1. Disolver el cloruro de sodio en un litro de agua destilada.
2. Dispensar la solucion de acuerdo al uso.

3. Esterilizar en autoclave a 121°C, durante 15 minutos.

e Solucidn fisiologica formolada 1% V/V
Se utiliza para inactivar cultivos de bacterias

Composicién:

Para 100 ml

Solucién fisiologica estéril 97,5 ml
Formol 40% V/V 25 ml

Preparacion:
1. Mezclar 2,5 ml de formol 40% V/V con 97,5 ml de Solucion fisioldgica estéril.
2. Conservar a temperatura ambiente.

e Medio de Craigie
Se utiliza para la estimulacion de la movilidad y expresion del antigeno flagelar.

Composicion:

Para 1000 ml

Caldo nutritivo 8
Extracto de levadura 2
Cloruro de sodio 5
Nitrato de potasio 1
Agar 3
pH final a 25 °C 7

Preparacion:

Disolver los componentes en un litro de agua destilada.
Calentar a ebullicion hasta disolucién completa.
Dispensar 5 ml por tubo de ensayo.

Colocar varilla de vidrio central.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Conservar a 4°C.

oukrowhdE

Recomendacion:
Se utiliza varilla de vidrio hueca de 0,6 cm de diametro por 5 cm de largo aproximadamente. EI medio debe cubrir
la mitad inferior del largo de la varilla, quedando libre el extremo superior.
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e Placas para la prueba de enterohermolisina de EHEC: Agar base sangre triptosa con glébulos rojos
lavados (AGRL) y sin lavar (AGRSL)

Se emplean placas con agar base sangre triptosa suplementado con 10 mM de cloruro de calcio y 5% de sangre

desfibrinada de oveja o carnero, previamente lavada tres veces con solucién salina buferada esteril pH 7,2. (AGRL)

y como control se emplean placas de agar con 5% de sangre desfibrinada de oveja o carnero, sin lavar y sin el

agregado de cloruro de calcio. (AGRSL)

Placa de AGRL

Composicién:

Para 25 ml de agar (una placa)

Agar base sangre triptosa (TBAB) 15 ml
Agar TSA 10 mil
Cloruro de calcio 1M 0,15 ml
Glébulos rojos lavados (GRL) de sangre desfibrinada de oveja o carnero 0,75 ml

Recomendacion:
Se debe emplear sangre fresca, de no mas de 10 dias de extraida.

Preparacion de la placa AGRL.:

Dispensar el medio de TSA en cada placa de Petri y dejar solidificar.
Mantener el medio de TBAB a 50°C.

Agregar el Cloruro de calcio al TBAB y homogeneizar.

Incorporar el volumen necesario de GRL al TBAB.

Mezclar suavemente con movimientos circulares.

Agregar el agar TBAB con los GRL en las placas de Petri con TSA.
Identificar a las placas como placas de ensayo.

Conservar a 4°C.

Utilizar dentro de los 15 dias posteriores a su preparacion.

CoNOO~WNE

Placa de AGRSL

Composicion:

Para 15 ml de agar (una placa)

Agar base sangre triptosa (TBAB) 15 ml
Glébulos rojos sin lavar (GRSL) de sangre desfibrinada de oveja o carnero 0,75 ml

Recomendacion:
Se debe emplear sangre fresca, de no mas de 10 dias de extraida.

Preparacion de la placa AGRSL.:

Mantener el medio de TBAB a 50°C.

Incorporar el volumen necesario de GRSL al TBAB.

Mezclar suavemente con movimientos circulares.

Dispensar el agar TBAB con los GRSL en las placas de Petri.
Identificar a las placas como placas controles.

Conservar a 4°C.

Utilizar dentro de los 15 dias posteriores a su preparacion.

Nook~wnE
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Preparacion de los componentes de las placas de AGRL y AGRSL

> TBAB
Composicién:

Para 1000 ml

Triptosa 109
Extractode carne 3¢
Cloruro de sodio 50
Agar 159

Preparacion:

Disolver los componentes en un litro de agua destilada.

Calentar a ebullicion hasta disolucion completa.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Dejar enfriar.

Mantener en bafio de agua termoestatizado a 50°C para la preparacion de las placas de AGRL y AGRSL

S

Recomendacion:
Se puede utilizar el Agar base sangre triptosa de Difco.

» Cloruro de calcio 1M
Composicién:

Para 10 ml

Cloruro de calcio 1,119

Preparacion:

1. Disolver el cloruro de calcio en 10 ml de agua destilada.

2. Esterilizar con unidad filtrante de 0,22 pum.

3. Conservar el cloruro de calcio 1M a temperatura ambiente para la preparacion de la placa de AGRL

» Obtencién de GRL de sangre desfibrinada de oveja o carnero.
Preparacion:

1. Centrifugar 5 ml de sangre desfibrinada de oveja o carnero a 2500 rpm por 10 minutos.
2. Desechar el plasma

3. Resuspender suavemente con micropipeta, 1 volumen de glébulos rojos en 2 volimenes de solucién salina
buferada estéril pH 7.2. Se debe obtener una suspension homogénea sin romper los glébulos rojos.
Centrifugar a 2500 rpm por 10 minutos.

Repetir 2 veces los pasos 2, 3y 4.

Desechar el sobrenadante.

Guardar el paquete globular para la preparacion de la placa AGRL

No ok

» Obtencion de GRSL de sangre desfibrinada de oveja o carnero.

Preparacion:

1. Centrifugar 5 ml de sangre desfibrinada de oveja o carnero a 2500 rpm por 10 minutos.
2. Desechar el plasma.

3. Guardar el paquete globular para la preparacién de la placa AGRSL
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Medio agar hierro tres aztcares (TSI)

Composicion:

Para 1000 ml:

Peptona 20 g
Cloruro de sodio 5 g
Lactosa 10 g
Sacarosa 10 g
Glucosa 1 g
Sulfato amonico ferroso 02 g
Tiosulfato de sodio 02 g
Rojo de fenol 0,025 g
Agar 13 g
pH final a 25 °C 73+0,2

Preparacion:

1. Resuspender 65 g del polvo en un litro de agua destilada.

2. Calentar a ebullicién hasta disolucién completa.

3. Fraccionar 4 0 5 ml del medio en tubos 13/100 con tapa bacterioldgica.

4. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5. Solidificar en forma de pico de flauta para obtener 2 camaras de reaccién: fondo de 1 cm (anaerobiosis); pico
(aerobiosis).

e Agar citrato de Simmons

Composicion:

Para 1000 ml

Fosfato diacido de amonio 1 g

Fosfato dipotéasico 1 g

Cloruro de sodio 5 g

Sulfato de magnesio 02 g

Agar 15 ¢

Azul de bromotimol 0,08 g

Citrato de sodio 5 g

pH final a 25 °C 6,8+0,2

Preparacion:

1. Resuspender 24,2 g del polvo en un litro de agua destilada.

2. Calentar a ebullicién hasta disolucion completa.

3. Fraccionar 4 o 5 ml del medio en tubos 13/100 con tapa bacteriolégica.
4. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5. Solidificar en forma de pico de flauta permitiendo la formacién de una base profunda
e Medio para sulfuro, indol, movilidad (SIM)

Composicién:

Para 1000 ml

Tripteina 20 g

Peptona 6,1 g

Sulfato de hierro y amonio 0,2 g

Tiosulfato sédico 02 g

Agar 3,5 g

pH final a 25 °C 73+0,2
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Preparacion:

1. Resuspender 30 g del polvo en un litro de agua destilada.
2. Calentar a ebullicién hasta disolucion completa.

3. Fraccionar 4 0 5 ml del medio en tubos 13/100 con tapa bacterioldgica.
4. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5. Solidificar en posicion vertical.

e Medio para movilidad indol ornitina (M10)
Composicién:

Para 1000 ml

Extracto de levadura 3 g

Peptona 10 g

Triptona 10 g

Hidrocloruro de L-ornitina 5 g

Dextrosa 1 g

Agar 2 g

Pdrpura de bromocresol 002 g

pH final a 25 °C 6,5+0,2

Preparacion:

Resuspender 31 g del polvo en un litro de agua destilada.

Calentar a ebullicion hasta disolucién completa.

Fraccionar 4 0 5 ml del medio en tubos 13/100 con tapa bacterioldgica.
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Solidificar en posicion vertical.

agkrwdE

e Solucidn al 1% del hidrato de carbono en el medio base Rojo Fenol
Solucion para la prueba de fermentacion de azlcares.

Composicién:

Para 10 ml

Medio base Caldo Rojo Fenol estéril 9 ml
Hidrato de carbono 10% estéril 1 ml

Preparacion:

1. Disolver 1 ml del hidrato de carbono 10 % en 9 ml de caldo Rojo Fenol estéril.
2. Fraccionar 1 ml de la solucion en tubos estériles 13/100 con tapa bacteriol6gica.
3. Conservar los tubos a 4°C.

e Caldo Rojo Fenol
Medio base para la fermentacion de azucares

Composicién:

Para 1000 ml

Digerido pancredtico de caseina 10 g
Cloruro de sodio 5 g
Rojo fenol 0,018¢

Ph final: 70+£0,2
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Preparacion:

1. Disolver 15 g del polvo en 1 litro de agua destilada.
2. Dispensar el medio de acuerdo al uso.

3. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
4. Conservar en heladera.

e Solucion del hidrato de carbono (10% p/v)

Composicion:
Para 10 ml
Hidrato de carbono lg

Preparacion:

1. Disolver el hidrato de carbono en 10 ml de agua destilada estéril.
2. Esterilizar con unidad filtrante de 0,22 um.

3. Conservar en heladera.

Recomendacion:

La solucion de dulcitol al 10% debe ser utilizada inmediatamente antes de su uso, dado que precipita el hidrato de
carbono a 4°C.

e Lisina Hierro Agar (LIA)

Composicion:

Peptona 5 g
Extracto de levadura 3 g
Dextrosa 1 g
Hidrocloruro de lisina-L 10 g
Citrato aménico férrico 0,5 g
Tiosulfato de sodio 004 ¢
Purpura de bromocresol 0,02 g
Agar 15 g
pH final a 25 °C 6,7+0,2

Preparacion:

1. Resuspender 34,5 g del polvo en un litro de agua destilada.

2. Calentar a ebullicion hasta disolucién completa.

3. Fraccionar 4 0 5 ml del medio en tubos 13/100 con tapa bacterioldgica.

4. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5. Solidificar en forma de pico de flauta permitiendo la formacion de una base profunda.

. Agar Mueller Hinton (MH)

Composicién:

Para 1000 ml

Infusion de carne 300 g
Casaminoéacidos 175 ¢
Almidoén 15¢g
Agar 17 g

pH final a 25 °C 72+0,2
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Preparacion:

Resuspender 38 g del polvo en un litro de agua destilada.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Dejar enfriar hasta una temperatura de 50°C

Dispensar 25 ml del medio por cada placa para obtener una capa de 4 mm de espesor.

Conservar a 4°C. Las placas asi conservadas pueden utilizarse hasta 4 dias después de su preparacion.

arwdE
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