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CAPITULO 1: INTRODUCCION

La diarrea es una manifestacion clinica de las infecciones por patégenos
bacterias, virus y parasitos, cuya sintomatologia varia desde casos leves hasta
severos [Heymann, 2005]. La diarrea aguda es la segunda causa de consulta en
los centros de salud en paises en desarrollo, superada solo por las
enfermedades respiratorias, y es una de las principales causas de muerte en
nifos a nivel mundial [Black et al., 2003]. El informe presentado el 14 de octubre
del 2009 por UNICEF y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) expresa que
esta enfermedad cobra mas vidas infantiles que el SIDA, el paludismo y el
sarampién combinados. Datos recientes sobre la mortalidad relacionada con las
diarreas estiman alrededor de 1.6-2.1 millones de muertes por afio [Petri et al.,
2008]. En los nifios estas infecciones pueden conducir a mala absorcion,
desarrollo y crecimiento anormales, deficiencia en el aprendizaje y mortalidad

[Qadri et al., 2005].

Aproximadamente 1.5 millones de muertes en el mundo son causadas por
Escherichia coli, rotavirus, Vibrio cholerae y Shigella sp. [Qadri et al., 2005]. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el 2009 menciona que tanto
Escherichia  coli  enterotoxigénica (ETEC) como  Escherichia  coli
enteropatogénica (EPEC) son considerados como principales causas de las

diarreas agudas y persistentes en la poblacion infantil y adulta.



ETEC origina un estimado de 840 millones de infecciones gastrointestinales
[Wenneras and Erling, 2004], y cerca de 380,000 muertes cada afio en todo el
mundo [Qadri et al., 2005]. Ademas es uno de los principales patégenos de
animales, responsable de diarrea en el ganado vacuno, porcino neonatal y

posdestete, dando lugar a importantes pérdidas financieras [Turner et al., 2006].

EPEC tiene una distribucion mundial. En paises en desarrollo, es uno de los
principales patdgenos bacterianos causantes de diarreas durante el verano, en
la poblacion infantil, los brotes de diarrea causados por EPEC estan asociados a
malas condiciones de higiene y hacinamiento, especialmente en hospitales y

guarderias, [Romero, 2002].

Las enfermedades diarreicas causadas por ETEC y EPEC son el resultado de la
ingesta de alimentos y agua contaminados como consecuencia de las pobres
condiciones de saneamiento basico y ambiental [Heymann, 2005]. De acuerdo a
Begum et al.,, 2005, en paises en vias de desarrollo es frecuente encontrar
ETEC en aguas superficiales, las cuales son utilizadas como medio de dilucién

de las aguas servidas.

En Honduras, la ultima encuesta de hogares refleja que a nivel nacional la
poblacion menor de 5 afios representa el 11.8 % del total (845,184 nifios). La
prevalencia de diarrea en este grupo es de 17.0 %, afectando con mayor
intensidad al area rural con 18.7 %, mientras que al area urbana es de 14.9 %.
El grupo de edad mas afectado por la diarrea son los nifios de 12 a 35 meses

(de 1 a 3 afos), que equivale al 71.9 % del total de la poblacién infantil menor de



cinco afos. Esta encuesta también revelé que los hogares en donde se presenta
la mayor incidencia de diarrea son aquellos que obtienen el agua de proyectos

individuales [INE, 2004].

En 1979, Bendeck, Larios y Zaldivar, realizaron un estudio con el objetivo de
establecer la etiologia del sindrome diarreico agudo en nifios de uno hasta cinco
afios de edad. El estudio se realizé en el Servicio de Emergencia de Pediatria
del Instituto Hondurefio de Seguridad Social (IHSS) en un periodo de 11 meses.
Concluyeron que el numero mayor de casos diarreicos estaba asociado a virus
enteropatdgenos (43.9%), seguido de bacterias (35.7%), de las cuales EPEC

estuvo presente en 19% de los casos bacterianos.

En 1990 Figueroa y colaboradores realizaron un estudio sobre la epidemiologia
de las diarreas infantiles en tres comunidades de Honduras donde, mediante el
seguimiento a 268 nifios menores de seis afios en dos comunidades urbano
marginal, Linaca, Tatumbla y en el barrio urbano Villanueva en Francisco
Morazan. En este estudio Giardia lamblia obtuvo un 29.1% del total de los
casos, ETEC 21.7%, rotavirus 15%, y Campylobacter, 10.4%; [Figueroa et al.,

1990].

Existen estudios recientes que aportan al conocimiento de la etiologia de las
diarreas en Honduras, sobre organismos patdgenos presentes en el agua,
donde se detecté ETEC en el 75% de las muestras ambientales tomadas en el

Barrio las Crucitas, Comayaguela [Ferrera and Enrriquez, 2008].



Para el 2009, la Secretaria de Salud de Honduras en el nivel central, reporté
211,654 pacientes con diarrea, de los cuales 45% eran nifios de uno a cuatro
afios y un 28% eran nifios menores de un afo [Secretaria-Salud, 2009]. De
acuerdo a esta informacion, la principal causa de diarreas en nifios menores de
5 afios a nivel central son las pobres condiciones sanitarias que promueven la
prevalencia de diversos patégenos entéricos, provenientes de agua y alimentos

[Figueroa et al., 1990].

En los dltimos cinco afios, algunos estudios estan puntualizando por el
desarrollo de una vacuna contra la diarrea por ETEC. Para determinar la
composicion de la vacuna es importante la caracterizacion de las ETEC aisladas
de muestras clinicas en diferentes partes del mundo en lo que respecta a los
perfiles de toxinas y factores de colonizacion, debido a que se ha observado que
éstos varian de una regién geografica a otra [Qadri et al., 2005; Shaheen et al.,

2009].

A pesar de los estudios realizados, Honduras no cuenta con investigaciones
sobre los perfiles de toxinas de ETEC, ni sobre la presencia de los dos tipos de
EPEC en diarreas infantiles. En apoyo al conocimiento sobre la etiologia
bacteriana de las diarreas infantiles, este proyecto pretende caracterizar las
cepas de E. coli a partir de aislamientos clinicos, en un estudio descriptivo
transversal, en muestras fecales de niflos menores de 3 afos, utilizando la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), para determinar la

presencia de genes responsables de la produccion de toxinas LT, SThy STp de



ETEC, y la deteccion del gen intimina (eae) y del pili (bfp) de EPEC, asi como

también, algunos de los aspectos epidemioldgicos involucrados.

La caracterizacion de ETEC nos permitird conocer las toxinas prevalentes en las
diarreas infantiles en Tegucigalpa y Comayagtela, lo que permitira aportar
informacion valiosa de esta region y coadyuvar a los esfuerzos encaminados al

desarrollo de vacunas basadas en toxinas y factores de colonizacion.



CAPITULO 2: REVISION DE LA LITERATURA

1. Enfermedades diarreicas

l.a Diarreay mortalidad infantil

La diarrea acuosa es una de las principales causas de muerte en todo el mundo
[Black et al., 2003]. Se ha documentado que anualmente mueren 2 millones de
nifos al aflo por causa de diarrea [Kosek et al., 2003], por lo que la diarrea
infecciosa es la segunda causa mas comun de muerte en los nifios que viven en
paises en desarrollo después de las enfermedades respiratorias. Los agentes
etiolégicos mas importantes causantes de muertes son Escherichia coli
enterotoxigénica, Escherichia coli enteropatogénica, rotavirus, Vibrio cholerae y
Shigella spp; los ultimos tres son de facil deteccion por ensayos estandar. Sin
embargo, ETEC y EPEC son de dificil determinacién, por lo que a menudo no

son reportados como causa importante de diarrea infantil [Ericsson, 2003].

Una asociacion claramente establecida a nivel mundial manifiesta que cerca del
88% de las defunciones por diarrea se atribuyen a la mala calidad del agua,
saneamiento inadecuado e higiene deficiente [OPS, 2009], representando el
agua el principal vehiculo de transmision de los agentes infecciosos causantes

de diarrea.



En un informe del Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF) y la
Comisiébn Nacional de Promocion de la Lactancia Materna (CONAPLAM),
reportd que la prevalencia de diarreas en niflos menores de cinco afios en
Guatemala durante los meses lluviosos en 1999 fue de 28%
[UNICEF/COPANAPLAM, 2000]. En el 2004 en Nicaragua, el 71% de los casos
de diarreas eran en nifios menores de cinco afos con una tasa de mortalidad de
11 por cada 10,000 habitantes, reportandose una tasa de morbilidad en nifios
menores de 1 afio de 3,058 por 10,000 habitantes y de 1-4 afios de edad de

1,157 por cada 10,000 habitantes [MINSA-NIC, 2004].

En Honduras, la poblacion menor de 5 afios representa el 11.8 % (845,184
nifos). La prevalencia de diarrea en este grupo etario es del 17.0 %; el grupo de
edad mas afectado por la diarrea son los nifios de 12 a 35 meses (de 1 a 3
afnos) representando el 71.9 % [INE, 2004]. Durante el afio 2008 en Honduras se
reportaron 200,000 consultas por diarrea aguda, 40,000 hospitalizaciones,
1,000 muertes, de las cuales 77% eran nifios menores de 5 afos [Secretaria-

Salud, 2009].

1.b Etiologiay clasificacion de las diarreas

La diarrea es un sindrome clinico que frecuentemente se acomparfia de otros
signos y sintomas, como fiebre, deshidratacién, vomito y desequilibrio de los

electrolitos. Es una manifestacion de la infeccion que puede ser originada por



diversos agentes patdgenos: bacterianos, virales o parasitarios (Figura 1), pero
también puede deberse a otras enfermedades infecciosas sistémicas, como
paludismo y sarampidn, asi como a la exposicion a ciertos agentes quimicos y a

los cambios en la flora intestinal provocados por antibioticos [Heymann, 2005].

La diarrea acuosa secretora es una diarrea profusa que causa deshidratacion,
resultado del movimiento neto de agua y desequilibrio de electrolitos desde la
mucosa intestinal hasta el lumen y su volumen excede los 10 ml/kg/dia, y su

osmololaridad es parecida al plasma.

Este tipo de diarrea es causada generalmente por Vibrio cholerae, Escherichia
coli enterotoxigénica (ETEC) y Escherichia coli enteropatogénica, aunque otras
bacterias como Shigella spp, Yersinia enterocolitica y Aeromonas spp también

pueden ocasionarla (Figura 1) [Puerta-Garcia, 2010].

La secrecion se considera un mecanismo de defensa del organismo, que
provoca eliminacion de liquidos siempre que el epitelio intestinal presente dafio,
0 sea invadido por agentes quimicos o0 elementos extrafios. Hay una gran
cantidad de sustancias que pueden estimular al intestino a secretar liquidos

entre las que se incluye las toxinas bacterianas [Romero, 2002].



Diarrea infecciosa aguda

Acuosa Con sangre

Invasiva Noinvasiva

Virus:
Rotavirus
Adenovirus Shigella spp
EPEC Pardsitos :
Vibrio cholerae G. Lamblia Salmonella spp

ETEC Cryptosporidium

ECEH

Clostridium difficille

Campilobocter jejuni

Shigella spp Microsporidium
Yersinia

Laxantes ¥ pU FE'A fites enterocolitico

Bacterias: ECEA

Figura 1 Clasificacién de la diarrea infecciosa aguda y su etiologia (Riverén

Corteguera RL, 1999).

2. Escherichia coli

2.a Historia y taxonomia

E. coli fue descubierta en 1885 por Theodor Escherich durante su investigacion
sobre bacterias en las deposiciones de los nifios. Es quiza el organismo mas

conocido del mundo y se ha empleado como modelo ya que es facil de cultivar,



manipular y caracterizar [Bell and Kyriades, 2000]. Su genoma completo es
conocido y se han realizado estudios de genética de poblaciones con este

microorganismo [Touchon et al., 2009].

E. coli es una bacteria Gram negativa tipica de la familia Enterobacteriaceae. El
analisis del gen 16rARN muestra que pertenece a la subclase de proteobacterias
Y, misma que se encuentra muy relacionada a las otras proteobacterias (o, 3, ) ¥
a las cianobacterias. La subclase de proteobacterias y, incluye ademas a
organismos patdgenos de humanos, como son Shigella sp, Samonella sp, Vibrio

sp y Haemophilus sp [Esser et al., 2004].

Es un anaerobio facultativo, movil por flagelos peritricds, no forma esporas. y sus
principales caracteristicas bioquimicas se muestran en el anexo I. E. coli prefiere
utilizar azucares sencillos como la glucosa; produce acido y gas en presencia de
lactosa y debido a que no es una bacteria fijadora, requiere nitrégeno soluble

como el sulfato de amonio [Rodriguez, 2002].

Estas caracteristicas también han definido a E.coli como indicador de la calidad

de alimentos y aguas de consumo, ya que su presencia en estos ambientes es

sindbnimo de contaminacion fecal [Bell and Kyriades, 2000].
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2.b Ecologia de E.coli

Las bacterias de la Familia Enterobacteriaceae se caracterizan por ser capaces
de respirar facultativamente y anaérobicamente en el interior del intestino de
animales homeotermos y aerObicamente en el ambiente exterior. Esta capacidad
hace que muchos de los miembros de esta Familia sean de vida libre, mientras
gue otros son principalmente comensales de animales invertebrados y

vertebrados, o son patégenos de plantas [Puerta-Garcia, 2010].

E. coli es un habitante normal del tracto intestinal del hombre y animales de
sangre caliente. Es una de las primeras bacterias que coloniza el intestino del
mamifero pocas horas después del nacimiento [Bell and Kyriades, 2000], siendo
su primer contacto el canal de parto y las heces de la madre. Es considerado un
microorganismo de la biota normal del intestino del ser humano, pero hay
serotipos que pueden ser patégenos y causar diversos cuadros clinicos, como la

diarrea [Rodriguez, 2002].

2.c Escherichia coli como causante de diarreas

El grupo de E. coli diarreogénicas es una causa importante de diarreas en nifios
en paises en desarrollo, pero no es rutinariamente diagnosticada y es poco
conocida por el médico clinico [Ericsson, 2003]. A nivel mundial no se investigan

E. coli diarreogénicas rutinariamente en los laboratorios clinicos, debido a la falta
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de métodos de diagnéstico rapidos, accesibles, y de bajo costo [Heymann,

2005].

Algunos de estos aislados de E. coli estan siendo reconocidos como importantes
enteropatdgenos en paises desarrollados. E. coli esta ampliamente distribuida
en la naturaleza y es inevitable que la mayoria de las materias primas para la
preparacién de alimentos estén contaminadas por este organismo, aunque con

frecuencia en un nivel bajo [Bell and Kyriades, 2000; Cohen et al., 2005].

Las cepas de E. coli asociadas a diarrea se clasifican con base a criterios
clinicos, epidemiolégicos y moleculares en 6 grupos: (1) enterohemorragicas
(EHEC), (2) enterotoxigenicas (ETEC), (3) enteroinvasoras (EIEC), (4)
enteropatdgenas (EPEC), (5) enteroagregativas (EAEC o EAgQQEC) y de (6)
adherencia difusa (DAEC) [Heymann, 2005]. Cada grupo tiene factores de
virulencia especificos que sirven para su identificacion y clasificacion, asi como
diferentes serotipos y serogrupos, basados en los antigenos somaticos “O” y

flagelares “H” (anexo II).

Las manifestaciones clinicas producidas por cada una de las E. coli

diarreogénicas varian en relacion a los diferentes mecanismos de produccion de

la enfermedad, los cuales describimos a continuacion.
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ETEC coloniza la mucosa del intestino delgado por medio de pili o fimbrias que
tienen diversas formas denominadas CFAs (factores de colonizacion
antigénicos), siendo su principal mecanismo de patogenicidad la sintesis de
alguna o ambas enterotoxinas llamadas toxina termoldbil (LT) y toxina
termoestable (ST). Los genes que codifican para las enterotoxinas residen en un
plasmido que también puede contener informacion genética para los CFA’s,
aunque algunos genes de ST se han encontrado en transposones. Las toxinas
LT y ST aumentan el nivel intracelular de cAMP y cGMP, respectivamente, que
se encuentran en la membrana de las células intestinales, provocando la salida

de agua e iones [Qadri et al., 2005].

El principal factor de virulencia de EPEC es la adherencia. El proceso de
patogenicidad es llamado “adherencia y esfacelamiento” (A/E), el cual consiste
en la adherencia entre la bacteria y la membrana de las células del epitelio
intestinal, seguida de la destruccion de la microvellosidad, con polimerizacién de
actina, que lleva a la alteracion del citoesqueleto en el sitio de la unién de la
bacteria, debido al aumento de los niveles de calcio intracelular [Nougayrede et

al., 2003].

El mecanismo de patogenicidad de EIEC es la invasion del epitelio del colon;

para ello el primer paso es la adherencia de la bacteria a las vellosidades de la

mucosa requiriendo de mucinasa y adhesinas, para después entrar por
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endocitosis a la célula, y posterior multiplicacion de la EIEC dentro de la célula y

diseminacion a células sanas adyacentes [Vidal et al., 2007].

EHEC se adhiere al epitelio intestinal y produce una o mas toxinas Shiga (Stx1,
y variantes de Stx2), que son su principal factor de virulencia y responsables de
las complicaciones intestinales y sistémicas [Nataro and Kaper, 1998]. La
citotoxina STX es el principal mecanismo de patogenicidad de EHEC y su
sintesis esta relacionada con la presencia del bacteri6fago STX, que esta
insertado en el genoma. La STX actla a nivel de sintesis de proteinas ya que se
une a la subunidad 60S de los ribosomas de las células intestinales o renales del

hospedero [Rivero et al., 2010].

En el mecanismo de patogenicidad de EAEC estan implicadas las mismas
bacterias y distintas moléculas que ésta produce; también se sabe que las cepas
EAEC tienen la capacidad de incrementar en la mucosa la produccién y
secrecion de moco que atrapa a las bacterias que se autoaglutinan en una fina
pelicula en el epitelio intestinal. La produccion de moco puede estar relacionada
con la capacidad de EAEC para colonizar persistentemente el intestino y causar

diarrea [Vidal et al., 2007].

El mecanismo de patogenicidad de DAEC se ha caracterizado por una fimbria de
superficie, conocida como F1845, involucrada en el fendmeno de adherencia

difusa. Los genes que codifican para esta fimbria se pueden encontrar en el
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cromosoma o en un plasmido. El fendmeno de adherencia difusa también se ha
asociado con una proteina de membrana externa de 100 kDa, en una cepa del
serotipo 0126:H27, cuyos genes se han secuenciado pero solo se han

encontrado en una minoria de las cepas aisladas [Riveros et al., 2011].

3. Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es responsable de 380,000 muertes de
nifos al afo en el mundo [Gupta et al., 2008]. E. coli enterotoxigénica (ETEC)
es una de las causantes principales de diarreas en la actualidad, produce la
diarrea del viajero, la diarrea acuosa, tanto en nifios como en adultos [Dorsey et
al., 2006]. En paises en vias de desarrollo constituyen una causa importante de
diarrea con deshidratacién en lactantes y nifios menores de tres afios de edad

[Heymann, 2005].

ETEC fue reconocida por primera vez en Calcuta en el afio 1956 en aislados de
personas con una enfermedad similar al clera. ETEC fue inoculada en las asas
de ileon de conejo y se constaté que produce una acumulacién masiva de

liquido [Qadri et al., 2005].

Este patdgeno es una bacteria anaerobia facultativa que puede obtener energia
por la respiracion aerdbica. Se ha demostrado que logra sobrevivir largos

periodos en el ambiente, pero también puede pasar a la fermentaciéon o
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respiracion anaerébica en condiciones donde esté ausente el oxigeno, como el

intestino humano [Lothigius et al., 2010].

3.a ETEC en paises centroamericanos

En un estudio de diarreas agudas realizado en nifios menores de cinco afos en
dos hospitales de Guatemala desde junio del 2001 hasta julio del 2002, ETEC
resultd ser el segundo agente infeccioso de importancia encontrado en la
poblacion estudiada, con un 19.5% (16/84) de prevalencia. Las infecciones por
ETEC ocurrieron en nifios menores de 36 meses de edad, y la mitad de estos

casos fueron nifios que no habian cumplido el primer afio de vida [Lemus, 2006].

En Ledn, Nicaragua se realizé otro estudio de Escherichia coli diarreogénicas,
donde ETEC se detecto en todas las edades de 1-5 afios pero obtuvo una mayor
prevalencia en nifios menores de 12 meses de edad. Del total de los casos

severos, ETEC fue responsable del 27.9% [Vilchez et al., 2009].

3.b Serotipos de ETEC

La serotipificacion de microorganismos, es la determinacion de los serogrupos
por medio de sus propiedades antigenicas. En E. coli se han establecido los
antigenos somaticos “O”, antigenos flagelares “H” y antigenos capsulares “K”,

éstos han sido utilizados para identificar y caracterizar ETEC. Los aislamientos
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clinicos de ETEC pueden pertenecer a un gran namero de serotipos que puede

cambiar con el tiempo [Rodriguez, 2002].

ETEC expresa especialmente los antigenos O y H; el grupo mas comun es O.
ETEC tiene una alta variedad de antigenos somaticos. En un estudio en el 2005
se encontraron 78 diferentes grupos O en 954 aislados de ETEC [Qadri et al.,
2005]. En otro estudio en Egipto también se encontr6 una gran variacion de
grupos O, 47 entre 100 cepas aisladas de ETEC, mientras que del antigeno H se
encontraron 5 diferentes grupos que representaron la mitad de las 100 cepas

[Bandyopadhyay et al., 2011].

La utilidad de los antisueros en la deteccién de serogrupos de ETEC es de poco
beneficio debido a la diversidad de serotipos observados, especialmente en las

cepas LT [Bell and Kyriades, 2000].

3.c Factores de virulencia y patogenicidad de ETEC

La patogenicidad de ETEC est4 parcialmente basada en sus factores de
colonizacion, la expresion de adhesinas intestinales y la produccién de
enterotoxinas [Qadri et al., 2007], como ser: (1) la termolabil (LT), que presenta
un mecanismo similar a la enterotoxina de Vibrio cholerae [Dorsey et al., 2006;
Pierce et al., 1985], e igualmente produce (2) la toxina termoestable (ST) que
contiene multiples residuos de cisteina brindandole estabilidad; ambas toxinas

pueden expresarse juntas o soOlo una de estas y asi ocasionar dafio en las
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células epiteliales [Tauschek et al., 2002]. También expresa mas de 25 diferentes
factores de colonizacién (CF) que intervienen en la adherencia de la bacteria a

la pared celular intestinal [Blackburn et al., 2009].

Ademéas ETEC contiene una fimbria denominada longus la cual constituye un
factor de colonizacién intestinal conservado y estd conformado por una

subunidad de 22kDa (LngA) [Gutierrez-Cazarez et al., 2000].

3. c.1 Factores de Colonizacién (CFs)

Los CFs son adhesinas que se fijan a las células epiteliales del intestino. Los
factores de colonizacion son llamados también antigenos de factores de
colonizacion (CFAs), los cuales se clasifican en antigenos de superficie coli (CS)
y factores de colonizacién putativos (PCF). Ambas son proteinas expuestas
sobre la superficie y los primeros estdn constituidas por fimbrias o pili que
facilitan la adhesion de ETEC a las células epiteliales del intestino y los PCF
son adhesinas que permiten una unidon mas estrecha entre la bacteria y la célula
hospedera los cuales no pueden ser identificados empleando el microscopio
electronico, estos CFs son también llamados “no fimbriales” [Ghosal et al.,

2009; Rockabrand et al., 2006].

Hasta la fecha, mas de 25 factores de colonizaciéon han sido identificados, de los

cuales el CS6 es el mas prevalente en muchos paises [Ghosal et al., 2007],
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también se ha demostrado que predominan CS1-CS5 y CFA/1 [Qadri et al.,

2005].

Los genes para las subunidades estructurales y de transporte, y las proteinas de
ensamble necesarias para la biogénesis de CFs, se codifican normalmente en
operones. Algunas cepas poseen multiples CFs pero en la mayoria de cepas de
ETEC no se conocen CFs, ya sea porque son nuevos y no se han identificado o

porque se han perdido en subcultivos de laboratorio [Valvatne et al., 2002].

El CS21 es un factor de colonizaciébn conservado denominado longus y es
codificada por plasmidos de virulencia y comparte similitudes considerables con
la secuencia N-terminal de las subunidades CofaA, TcpA, y BfpA de la pilina del
CFAIll de ETEC [Gutierrez-Cazarez et al., 2000]. Tanto longus como CFAIIl son
sintetizados con un pili tipo IV en un proceso analogo a la via de secrecion tipo Il

(figura 2) [Peabody et al., 2003].

Figura 2. Biogénesis de un pilus tipo IV (Wolfgang et al., 2000).

19



En E. coli, tanto los serogrupos patdgenos como los comensales, originan a
37°C una estructura adhesiva compuesta por una sub unidad proteica mayor de
21-KDa, producto del gen yagZ [Rendon et al., 2007]. Se demostré que este gen
era ampliamente distribuido y altamente conservado en cepas de E. coli por lo
gue se le denominé “Pili Comun de E. coli” (ECP), el gen que codifica para la

subunidad del pili es ecpA [Blackburn et al., 2009].

El antigeno de factor de colonizacion | (CFA/I), fue el primer CF en ser definido y
es el Unico que qued6 con esta denominacion. Para hacer mas sencilla la
clasificacion de los CFs en humanos se establecid una nueva nomenclatura
designandolos CS, que significa antigeno de superficie de Escherichia coli, y un
namero que corresponde al orden cronolégico con que se van encontrando

[Turner et al., 2006].

Las fimbrias CS5 y CS7 poseen dos arreglos fimbriales en una doble hélice. La
fimbria CS3 en cambio tiene un didmetro pequefio con un filamento muy
delgado. El peso molecular de la subunidad de la fimbria de ETEC humana,

varia desde 15 a 27 KDa [Rudin et al., 1996].

La variedad de factores de colonizacion de ETEC explica por qué la inmunidad
contra la enfermedad que provoca este patotipo depende de la adquisicion de

varias infecciones durante los primeros afios de vida [Blackburn et al., 2009].
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3. c.2 Enterotoxina Termolabil (LT)

Gyles y Barnum (1969) encontraron con que ciertas cepas de E. coli, aisladas a
partir del cerdo producian una enterotoxina que se inactiva a 60°C por 30

minutos a la que le denominaron enterotoxina termolabil “LT” [Sack, 2011].

Las cepas de ETEC tienen plasmidos precisos para producir la enterotoxina LT,
gue es estructuralmente parecida a la toxina del célera (TC) que expresa Vibrio
cholerae, ya que los aminoacidos tiene aproximadamente 80% de similitud pero
difieren en que los genes estructurales de la LT se encuentran en los plasmidos

y los genes de la TC residen en los cromosomas [Sack, 2011].

Hay dos grupos de serotipos de LT: LT-1y LT-Il. El primer grupo LT-I se expresa
en cepas de E. coli que son patdogenos para humanos mientras que LT-Il se

expresa en aislados animales en su mayoria [Kaper et al., 2004].

Una vez sintetizada la toxina LT se coloca entre la membrana interna y externa
de las bacterias haciendo uso del sistema de secrecion tipo Il [Tauschek et al.,
2002]. El contacto de la toxina LT con la célula eucariota conduce a la activacion

de la adenilato ciclasa, produciendo un efecto en cascada.
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El AMPc se ve aumentado en las células de la mucosa del intestino delgado
provocando la secrecion de CI” e inhibiendo la absorcion del cloruro de sodio
(NaCl) y la pérdida de agua por las células epiteliales del intestino, teniendo
como resultado una diarrea acuosa. En la figura 3 se ilustra la patogénesis de la

toxina termolabil. [Ghanekar et al., 2003].

La toxina LT es una proteina de 84 KDa, compuesta de una subunidad A y una
subunidad B. La subunidad A que comprende dos fragmentos “Al”’y “A2” de192
aminoécidos y 48 aminoécidos respectivamente, los cuales se encuentran
enlazados por enlaces disulfuro. La subunidad B en cambio, estd compuesta por

cinco monomeros idénticos de 103 aminoacidos [Sack, 2011].

En este modelo de sistema de secrecion tipo Il que emplean las ETEC, las
subunidades de las toxinas que secretan las bacterias alcanzan el espacio
periplasmatico o el medio extracelular, sitios en los cuales ocurre el ensamblaje
de la toxina. De acuerdo a este modelo, la toxina LT sintetiza una subunidad A
asociada con 5 subunidades B. Estas ultimas son responsables de la interaccion
de las toxinas con receptores especificos localizados en la superficie de las

células blanco [Dorsey et al., 2006].
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Figura 3. Mecanismo de patogénesis de la toxina termoldbil LTa y LTb (Turner et al.,,

2006).

3. c.3 Toxina termoestable (ST)

ST contiene multiples residuos de cisteina, responsables de la estabilidad que
estas toxinas tienen al estar expuestas al calor y es poco inmunogénica. La
toxina ST se divide en dos subtipos: STp y STh [Bolin et al., 2006]. STh fue
descubierta en una cepa de ETEC de origen humano, mientras que STp se
identifico a partir de una cepa que infecta cerdos, aunque existen STp que han
sido aisladas a partir de cepas de origen bovino y humano. Ambas toxinas son

sintetizadas como un péptido de 72 aminoacidos que se procesa durante la
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exportacion para producir toxinas maduras de 18 a 19 aminoacidos [Turner et
al.,, 2006]. La secuencia de la sefial sec se elimina durante la traslocacion a
travées de la membrana interna, liberando el propéptido hacia el espacio
periplasmico en donde el enlace disulfuro se isomeriza. DsbA, cataliza la
formacion de tres puentes disulfuro en el extremo C terminal antes de que sea
exportado a través de la proteina transportadora de membrana externa TolC

[Nair and Takeda, 1998].

La molécula blanco de STh en el intestino es una enzima transmembrana
guanilato ciclasa C (GC-C) y tiene un peso molecular de 120 KDa. Pertenece a
la familia de receptores ciclasas que incluyen GC-A y GC-B localizada sobre la
membrana apical del epitelio intestinal [Ghanekar et al., 2003]. Al unirse se
estimula la actividad de GC que aumenta los niveles internos de guanosina
monofosfato ciclico (cGMP) estimulando la secrecién de cloro y la inhibicién de
absorcion de NaCl teniendo como resultado secrecion acuosa intestinal [Kaper

et al., 2004].

STp estd asociada generalmente con cepas de origen porcino. A diferencia de
STh no incrementa cAMP ni cGMP intracelularmente pero produce un
incremento de iones de calcio; de igual modo estimula la liberacién de
bicarbonato, prostaglandina PG-E2 y de la serotonina [Kaper et al., 2004]. En la

Figura 4, se muestra el mecanismo de patogénesis de la toxina termoestable ST.
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Figura 4. Mecanismo de patogénesis de la toxina STa y de la toxina STb (Turner et al.,

2006)

3.d Epidemiologia

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) produce aproximadamente 840
millones de infecciones gastrointestinales [Wenneras and Erling, 2004], y al

menos 380,000 muertes cada afio en todo el mundo [Qadri et al., 2005].

El patron epidemiolégico de ETEC es determinado por varios factores:
inmunidad de la mucosa que se desarrolla en individuos que han tenido contacto
con el organismo, la presencia de portadores asintomaticos que pueden liberar
una gran cantidad de bacterias en las heces y la dosis infectiva que es

relativamente alta [Nataro and Kaper, 1998].
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Para prevenir y controlar las infecciones por ETEC se requiere de condiciones
adecuadas de saneamiento ambiental y un suministro de agua de consumo y
alimentos seguros, pero esto resulta dificil de lograr a gran escala en paises en
vias de desarrollo, por lo que se busca una alternativa como la vacuna para
encontrar una solucién eficaz y eficiente ante la problemética de diarreas

causadas por ETEC [Gupta et al., 2008].

El reservorio principal de ETEC son los animales de sangre caliente. La puerta
de entrada de ETEC en un nuevo huésped es via oral a través de alimentos,
agua u objetos inanimados contaminados. La puerta de salida del agente ETEC
son las heces fecales de humanos y de animales de sangre caliente [Khatib et

al., 2002].

Los estudios epidemiolégicos y los de reexposicién en voluntarios demuestran
gue la infeccion por E. coli enterotoxigénica genera inmunidad especifica para
cada serotipo. Hacen falta muchas infecciones con diferentes serotipos para
adquirir inmunidad de amplio espectro contra E. coli enterotoxigéna [Nataro and

Kaper, 1998].

En la infeccion de los lactantes pudiera tener particular importancia la

transmision por alimentos contaminados usados para el destete. La falta de

lavado de las manos y deficiencias en la higiene personal y el saneamiento
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ambiental son factores que contribuyen a la propagacién de la enfermedad

[Lilius and Marnila, 2001].

Para que se produzca la enfermedad se requiere de una inoculacién de 10°-10°
organismos. Por lo cual, solamente el agua y los alimentos pueden transmitir a
ETEC y el contacto de persona a persona es muy improbable que constituya un

medio de transmision efectivo [Heymann, 2005].

Para cepas que poseen solo LT 6 solo ST se han observado periodos de
incubacion cortos, de apenas 10 a 12 horas. En cambio el tiempo de incubacion
de las cepas LT combinadas con ST suele ser de 24-72 horas. El periodo de
transmisibilidad se da mientras dure la excrecion de ETEC, la cual puede ser

prolongada [Heymann, 2005]

3.d.1 Infeccion de ETEC relacionada con la edad

ETEC suele ser una causa frecuente de diarrea en nifios menores de 2 -3 afios
de edad [Heymann, 2005; Qadri et al., 2007] En una revisién de historiales de
hospital en Bangladesh en nifios de 0-5 afios, el 90% de los casos de diarrea
causada por ETEC fueron niflos de edades comprendidas entre 3 meses a 2

afos de edad [Qadri et al., 2000a].
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En las areas endémicas la disminucién del riesgo de infectarse con ETEC
segun se incrementa la edad se debe al desarrollo de la inmunidad adquirida,
mientras que los adultos en paises desarrollados tienen un alto riesgo de

adquirir esta infeccion [Isidean et al., 2011].

En pacientes hospitalizados, los adultos suelen presentar formas mas graves de
diarrea por ETEC que los nifios y bebés. Los ancianos también son susceptibles
a las infecciones por ETEC, tanto que requieren hospitalizacion [Faruque et al.,
2004]. La razon por la que las infecciones de ETEC disminuyen después de la
infancia y aumentan en la edad adulta puede ser debido tanto a factores

ambientales como factores inmunoldgicos [Qadri et al., 2005].

3.d.2 Coinfeccién de ETEC con otros patégenos

La coinfeccion de ETEC con otros patdgenos entéricos es frecuente. Las
infecciones mixtas son comunes Yy pueden darse hasta en el 40% de casos
[Qadri et al., 2000a; Rao et al., 2003] y esto podria influir en la determinacién de
los sintomas vy dificultar la comprension de la patogénesis real de la infeccién

[Qadri et al., 2000c; Steinsland et al., 2003b].

La incidencia de infecciones mixtas parece aumentar con la edad segun estudios
realizados en Bangladesh donde se observa que existe menos coinfeccion en
los bebés [Qadri et al., 2000c]. En los casos de infecciones mixtas en los nifios,

el rotavirus es la causa mas comun, seguido por otras bacterias
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enteropatdgenas, como ser: V. cholerae, Campylobacter jejuni, Shigella spp., y

Salmonella spp.[Geyer et al., 1993; Samuel et al., 1997].

3.d.3 Estacionalidad de ETEC

La infeccion por parte de ETEC es mas frecuente durante el verano [Qadri et al.,
2000a], pero siempre estd presente en la temporada de invierno en paises
vulnerables a los fendmenos naturales debido a que las lluvias ocasionan
inundaciones, contaminando las aguas superficiales con material fecal y

diseminando de esta forma la infeccion [Rowland, 1986].

Aungque ETEC es mas comun en época seca, existen estudios donde la toxina
termolabil no presenta ninguna estacionalidad [Qadri et al., 2005]. En una
investigacion realizada en Egipto, las cepas productoras de la toxina ST son mas
frecuentes en verano, mientras que las cepas productoras de la toxina LT no
mostraron estacionalidad ya que estuvieron presentes todo el afio [Rao et al.,

2003].

3.d.4 ETEC en el medio ambiente

La diarrea por ETEC es el resultado de la ingestion de alimentos y agua
contaminada, en lugares donde el agua potable es de poco acceso y el

saneamiento es inadecuado [Qadri et al., 2005].
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La obtencién de agua potable en paises en vias de desarrollo es limitada, las
aguas superficiales en estos paises son utilizadas directamente para baharse,
lavar ropa y la preparacion de alimentos entre otras actividades [Begum et al.,

2005].

En el 2006, un total de 2,500 millones de personas en el mundo entero carecian
de acceso a instalaciones adecuadas de saneamiento y aproximadamente una
de cuatro personas en los paises en desarrollo defecaban al aire libre [UNICEF-

OMS, 2009].

Las fuentes de agua en Bangladesh, en las zonas rurales y areas urbanas, son
altamente contaminadas con ETEC. En un estudio realizado en ese pais, se
obtuvieron cepas de ETEC de muestras clinicas y de los estanques, rios y lagos
de los alrededores de un establecimiento de salud. Se encontré que el 32% de
muestras de agua que fueron tomadas presentaban contaminacion con ETEC,
se compararon estas cepas con los aislamientos clinicos, dando resultados

similares en cuanto a factores de colonizacion y toxinas [Begum et al., 2005].

En el 2005 y 2006 se realizé un estudio sobre Escherichia coli como indicador
fecal en 8 playas costeras de Lima en Peru, donde tres playas fueron calificadas
como inaceptables para el bafio. En el 2009, en la ciudad de Cajamarca, Perq,
se encontré que los cultivos de hortalizas eran irrigados con aguas con alto

recuento microbiano. El agua empleada era proveniente de los rios que se
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habian convertido en vertederos de aguas residuales, y la presencia de E. coli
se detectd en el 24% del total de las muestras por lo que las aguas superficiales
podrian ser una fuente importante para la supervivencia y la proliferacién de

ETEC [Rivera-Jacinto et al., 2009].

3.d.5 Infecciones en los viajeros internacionales

Los datos indican que 20 a 40% de los casos de diarrea del viajero son
causadas por ETEC [Jiang et al., 2002; Shaheen et al., 2003]. ETEC es la causa
mas frecuente de diarrea en viajeros de Norteamérica y Europa que visitan

paises en vias de desarrollo [Shaheen et al., 2003].

Los viajeros se ven mas afectados por ETEC en la época de verano. Los
fenotipos de ETEC varian de pais a pais, por ejemplo: la toxina LT fue mas
frecuentemente aislada en los visitantes a Jamaica, la combinacion de las dos
toxinas LT / ST se observa con frecuencia en visitantes a la India, y la toxina ST

se detect6 en visitantes a Kenia [Shaheen et al., 2003].

Se publicé en el 2008 un estudio sobre la viabilidad de una vacuna a base de
toxinas LT que se administré a los viajeros mediante parches. La investigacion
se realiz6 en viajeros de Guatemala y México con una edad comprendida entre
los 18 y 64 afos. Estas vacunas mostraron una eficacia protectora de un 75 por

ciento para los casos de diarrea de moderada a grave [Frech et al., 2008].
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3.e Manifestaciones Clinicas

La severidad de una infeccibn por ETEC es variada, puede ir desde una
infecciobn asintomatica en personas que viven en zonas endémicas a una
deshidratacion causada por una diarrea acuosa profusa [Steinsland et al.,

2003a].

La diarrea se caracteriza por ser acuosa, sSin sangre, puede estar acompafada
de dolor abdominal, nauseas, vomitos y puede presentar fiebre o no. La
enfermedad usualmente se auto limita después de 3 a 5 dias, pero puede durar
mas de una semana [Heymann, 2005]. En la siguiente grafica (Figura 5) se
observa la sintomatologia que presentaban nifios con diarrea por Escherichia

coli enterotoxigénica en Ledn Nicaragua [Vilchez et al., 2009].
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Figura 5. Manifestaciones clinicas en nifios con diarrea por ETEC detectados en dos
centros de salud y el Hospital principal de Ledn Nicaragua, en un periodo
de seis meses.
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Con un tratamiento adecuado los pacientes sobreviven sin ninguna secuela y la
mortalidad es muy baja. ETEC produce una respuesta inmunoldgica protectora

por lo que hay més incidencia en nifios y menos en adultos [Qadri et al., 2000c].

La pérdida progresiva de liquidos da lugar a boca seca, pulso rapido, letargo,
disminucién de la turgencia de la piel, disminucion de la presion arterial,
calambres musculares y finalmente puede terminar en un shock. El grado de
deshidratacion se clasifica desde leve hasta grave y esta distincion clinica es

importante en la asistencia para una terapia adecuada [Qadri et al., 2005].

Se define como un caso leve cuando, el episodio de diarrea no dura mas de tres
dias, no hay fiebre ni vomito, y con buena tolerancia de la terapia de
rehidratacion oral. Es un caso moderado cuando la, duracién es mayor a tres
dias con fiebre o vémitos y con tolerancia de la rehidratacién oral. El caso se
define como severo cuando hay, episodio de diarrea con vémito y fiebre, lo que

requiere rehidratacion intravenosa y hospitalizacion [Nicoll, 2000].

3.f Diagnostico

Una de las principales razones de que E. coli sea un microorganismo tan
utilizado universalmente en los laboratorios de investigacion es el hecho de que
crece con facilidad en los medios sencillos y también se identifica con pocas

pruebas bioquimicas. Sin embargo estos meétodos rutinarios de diagndstico no
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permiten diferenciar e identificar los serogrupos [Bell and Kyriades, 2000]. La
diferenciacion de ETEC de otras E. coli se logra mediante la identificacion de los

factores especificos de virulencia.

Existen métodos fisioldégicos que pueden ser utilizados para la deteccion de
toxinas LT, ST y CF, y que fueron considerados inicialmente como métodos de
referencia (Gold Standard) para la identificacién de ETEC. Entre ellos tenemos;
el modelo del asa ileal de conejo para LT y el modelo de ratén lactante para ST
[Rodriguez, 2002]. Estas pruebas requieren de mucho tiempo y personal

calificado para su realizacién.

Con el avance en el desarrollo de métodos de diagndstico se introdujeron
pruebas como los inmunoensayos enzimaticos (ELISA). ELISA es un método
gue requiere el cultivo de las bacterias para ver las caracteristicas fenotipicas de
E. coli antes de la deteccion de enterotoxinas. La técnica ha sido ampliamente
utilizada para la deteccion de LT utilizando métodos de microtitulacion con
gangliésido GM1. Esta técnica ha evolucionado hacia la ELISA de inhibicion

para la deteccion de ST [Rodriguez, 2002].

El Dot Blot es una técnica empleada para detectar factores de colonizacion
utilizando una membrana de soporte de nitrocelulosa o nylon donde se coloca la
muestra a analizar sometiéndose a una reaccion colorimétrica permitiendo una

estimacion cualitativa y cuantitativa del antigeno [Qadri et al., 2000b] .

34



En los ultimos afios se han desarrollado técnicas moleculares mucho mas
sensibles y especificas y en muchos casos también son preferibles debido a la
reduccién del tiempo en la obtencidén de resultados, estas técnicas detectan los
genes a diferencia de las primeras pruebas descritas que detectan los factores

de colonizacion y toxinas ya expresados [Rodas et al., 2009].

La PCR es una técnica molecular muy versatil, que consiste en una reaccién que
ocurre en un unico tubo tras mezclar en él los componentes necesarios e
incubarlos en un termociclador, aparato que permite variar la temperatura de
incubacion a lo largo del tiempo en forma programada. En el afio 1993, fue
utilizado por primera vez la PCR para el diagnostico de ETEC [Schultsz et al.,
1994]. Esta técnica ha resultado util para el diagnéstico directamente en la
materia fecal como también de colonias aisladas de la bacteria [Qadri et al.,

2005].

Una variacién de las técnicas moleculares es la PCR multiplex que se ha
utilizado para el diagndstico tanto de LT y ST como para la identificacion de los
factores de colonizacién. Esta técnica consiste en amplificar simultdneamente en

un unico tubo distintas secuencias especificas [Rodas et al., 2009].
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3.g Tratamiento vy prevencién

Para reducir la mortalidad causada por diarreas infantiles se debe remplazar
tanto la pérdida de fluidos como de electrolitos, mediante las sales de
rehidratacion oral. Es importante un tratamiento adecuado y oportuno como
pronta alimentacion para disminuir la mortalidad causada por las diarreas

[Riveron, 1999].

ETEC responden adecuadamente a trimetoprim-sulfametoxazole (TMP-SMX),
azitromicina y rifaximina especialmente en diarrea del viajero, este ultimo se
encuentra disponible en Honduras bajo el nombre de isfaxin o farinil. Estos
antibidticos han sido ampliamente utilizados y muestran ser altamente eficaces
pero su empleo suele estar acompafado por el desarrollo de resistencia a
dichos medicamentos. Se han empleado ademas como alternativas las
fluoroquinolonas, ciprofloxacina, levofloxacina, ofloxacina en casos en que la

respuesta a los tratamientos iniciales no ha sido adecuada. [Ericsson, 2003].

La alimentacion con leche materna ha mostrado que puede reducir la morbilidad
por gastroenteritis y reducir la incidencia de diarrea infantil producida por

diferentes agentes infecciosos gastrointestinales [Lilius and Marnila, 2001].

La realizacion de mejoras en saneamiento basico en paises en vias de
desarrollo es sumamente costoso, los intentos de detener la transmision a través
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de la infraestructura como: letrinas, pozos, agua potable es efectiva pero no
resuelve el problema de forma rapida [Qadri et al., 2005]. Debido a lo anterior
hay un gran interés en el desarrollo de una vacuna que prevenga la enfermedad

causada por ETEC [Gupta et al., 2008].

Una vacuna seria viable ya que la evidencia epidemiolégica y los resultados de
estudios experimentales en voluntarios humanos, han dado a conocer que existe
inmunidad especifica contra cepas homadlogas en la siguiente infeccion de ETEC

[Cravioto et al., 1990].

Estudios experimentales con animales y pruebas indirectas de ensayos clinicos
apuntan a que la inmunidad protectora contra ETEC es mediada por la
inmunoglobulina A secretando anticuerpos dirigidos contra los FC [Svennerholm

and Holmgren, 1995].

La gran diversidad de serotipos basados en los antigenos H y O de ETEC hace
gue estos antigenos sean poco atractivos para la elaboracién de una vacuna.
CFA/l y CS1-CS6 son las fimbrias mas comunes de ETEC en humanos y al ser
buenos inmundgenos son candidatos claves para la obtenciéon de una vacuna.
Pero también se tiene que considerar a los CFs que sean de importancia en el
area geografica determinada [Qadri et al.,, 2005], por lo que es importante
efectuar estudios que permitan brindar informacion sobre las caracteristicas de

los aislamientos de ETEC locales.
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La corporacion IOMAI, una empresa estadounidense que desarrolla vacunas,
investigo la posibilidad de una vacuna a base de toxinas LT mediante parches.

Esta vacuna que contiene la toxina LT produce una intensa actividad inmunitaria
debido a la presencia de células de Langerhans que se encuentran en la
epidermis, estas toman el antigeno de la vacuna y migran hacia los ganglios
linfaticos induciendo la formacion de anticuerpos contra la enfermedad diarreica
producida por ETEC. Los investigadores estudiaron a adultos sanos, de edades
comprendidas entre los 18 y los 64 afios, que tenian previsto viajar a México y
Guatemala y que tenian acceso a un centro de vacunacion regional en EEUU.
Las vacunas tuvieron una eficacia protectora de un 75 por ciento para los casos
de diarrea moderada a grave. Los pacientes a los que se administraron parches
de LT y que pese a ello enfermaron, sufrieron periodos més cortos de diarrea
(0,5 dias frente a 2,1 dias) y con menos deposiciones (3,7 frente a 10,5) que

quienes solo tomaron el placebo [Frech et al., 2008].

Estos antecedentes hacen notar la necesidad de conocer las caracteristicas de
las cepas circulantes en nuestra regiéon y poder analizar la posible aplicacion de

una vacuna contra ETEC en un futuro.
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4. Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

Es la categoria mas antigua de E. coli reconocida como causante de diarrea.
Estudios realizados entre los afios 1940 y 1950, descubrieron algunos serotipos
O, que tenian relacion con brotes de diarrea en salas de recién nacidos y

lactantes en comunidades [Nataro and Kaper, 1998].

EPEC es una de las principales causas de diarrea infantil en los paises en
desarrollo. Desde fines del decenio de 1960, E. coli enteropatégena ha
desaparecido practicamente como causa importante de diarrea en los lactantes
en Estados Unidos, Canada y Europa. Sin embargo, sigue siendo un agente
notable de diarrea infantil en muchas zonas en desarrollo, entre ellas América

Latina, Africa meridional y Asia [Heymann, 2005].

Histéricamente las cepas EPEC se definieron por la ausencia de mecanismos de
patogenicidad, en especial, su incapacidad para producir enterotoxinas o para
demostrar la invasividad de Shigella. En los ultimos afios, sin embargo, los
mecanismos de virulencia de EPEC se han comprendido mejor, por los enfoques

de biologia molecular y celular [Clarke et al., 2003].

La virulencia de EPEC depende principalmente, de la induccion de una

caracteristica en la que las bacterias hacen contacto intimo con la membrana del
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enterocito, causando la destruccion localizada de las microvellosidades. Esta
lesion, da como resultado una reduccién en la capacidad de absorcion de la
mucosa intestinal, lo que lleva a un desequilibrio de los electrolitos y

seguidamente causa la diarrea [Clarke et al., 2003] .

4.a Serotipos de EPEC

Las cepas enteropatdgenas de E. coli pueden reconocerse tentativamente
mediante aglutinacion con antisueros, que detectan los serogrupos O. Aunque
para confirmar el diagnostico se necesita la tipificacion de O y H [Heymann,

2005].

La Organizaciéon Mundial de la Salud en 1987 acord6 que serian identificados
como EPEC los serogrupos: 026, O55, 086, 0111, 0114, 0119, 0125, 0126,
0127, 0128, 0142 y 0158 [WHO, 1987]. Estos serogrupos incluian tanto cepas
tipicas y atipicas, asi como otras categorias diarreogénicas de E. coli

principalmente enteroagregativa [Bando et al., 2007; Campos et al., 2004].

Las cepas tipicas y atipicas de EPEC pertenecen a distintos grupos de
serotipos. En un estudio realizado en Brasil, Reino Unido e lItalia, resultd que la
mayoria de las cepas tipicas fueron aisladas en Brasil y cepas atipicas fueron
mas frecuentes en el Reino Unido e Italia. En el siguiente cuadro se muestran

los serotipos comunes de cepas tipicas y atipicas [Trabulsi et al., 2002].
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Cuadro 1. Diferentes serotipos O:H de cepas tipicas y atipicas de EPEC.

Cepas Serotipos

Tipicas | O55:H6, 086:H34, 0111:H2, 0114:H2, 0119:H6, 0142:H6, 0142:H34

026:H11, 055:H7, 0O55:H34, 086:H8, O111ac:H8, 0111:H9, O111:H25,

Atipicas | 0119:H2, O125ac:H6, 0128:H2

Las cepas de EPEC se clasifican en tipicas, si poseen el plasmido EAF (Factor
de Adherencia de EPEC) y cepas atipicas si carecen de esté plasmido [Trabulsi

et al., 2002].

4.b Patogénesis molecular

EPEC se caracteriza por su capacidad de causar la lesion llamada “adherencia y
eliminacion” (A/ E) que promueve la degeneracion de las microvellosidades del
enterocito y provocan reordenamientos del citoesqueleto por debajo de las
bacterias adheridas [Wong et al., 2011]. El modelo de patogénesis de EPEC se
divide en tres etapas; adherencia inicial, transduccion de sefial y anclaje intimo.

Las diferentes fases pueden ocurrir simultaneamente [Nataro and Kaper, 1998].
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Los determinantes genéticos para la caracteristica de A/E de EPEC, se
encuentran en una isla de patogenicidad llamada “LEE”. Esta isla contiene
genes reguladores que codifican para la adhesina intimina, un sistema de
secrecion tipo Il “SSTT”, y la secrecion de varias proteinas incluyendo el

receptor de la intimina “Tir” [Wong et al., 2011].

4.b.1 Adherencia inicial

En este proceso intervienen moléculas denominadas “Pili formador de
penachos” (BFP) que son fimbrias de 7nm de didmetro y 14 a 20 ym de largo.
Estos ayudan a las bacterias a adherirse entre ellas mismas, formando
microcolonias que terminan adhiriéndose a las células huésped. La biogénesis
de los BFP requiere 14 genes codificados en un plasmido nombrado Factor de

Adherencia de EPEC (EAF) [Cleary et al., 2004].

El pldsmido EAF no es esencial para la caracteristica A/E, sin embargo su
presencia incrementa la formacion de esta lesion. Las cepas de EPEC se
dividen en clase | o tipicas si poseen el plasmido EAF y en clase Il o atipicas si
carecen de este plasmido. Cepas tipicas y atipicas son encontradas en dos
conjuntos diferentes de serotipos. Las cepas EPEC atipicas pueden ser menos

virulentas que las tipicas [Trabulsi et al., 2002].

La adherencia localizada (LA) es una caracteristica de EPEC producida in vitro

como en células del intestino delgado. EPEC produce mas rapido LA, en las
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células in vitro que in vivo. Las microcolonias se adhieren a los enterocitos
ayudadas por los flagelos de EPEC, los cuales promueven el contacto inicial con

las células epiteliales [Clarke et al., 2003]

Los primeros eventos en la adhesion de EPEC, son poco conocidos, pero
posiblemente implica la union de la intimina a un receptor de la célula huésped
denominada, nucleolina (NCL). En la figura 6, se observa la union del filamento
EspA con las proteinas EspD y EspB. Aparte se hallan otros factores que
concretan esta adherencia, como ser: la adhesina intimina y los filamentos

cortos EspA [Nougayrede et al., 2003].

Flagella
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(nucleolin)

Figura 6. Adhesion inicial de EPEC a la célula huésped (Nougayrede etal., 2003).
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4.b.2 Transduccién de sefiales

Las bacterias que logran adherirse a los enterocitos, segregan proteinas
codificadas en la isla de patogenicidad llamada “LEE”, que significa locus de
eliminacion del enterocito, debido a que se encarga de eliminar a las células
epiteliales del intestino delgado. Estas proteinas son secretadas por medio del

sistema de secrecion tipo Il (SSTT) [Jarvis et al., 1995].

Esta isla de patogenicidad, constituida por cinco operones conocidos como
LEE1 a LEEDS, contienen los genes involucrados en la lesiobn A/E como ser; eae,
esp y esc. El grupo de genes esc que pertenecen a LEE1, LEE2 y LEES3, son
responsables de la secrecién de proteinas de EPEC por medio de SSTT. Los
genes esp, antes conocidos como sep, son los responsables de la secrecion de
proteinas necesarias para la transduccion de sefales y pertenecen a LEE4. El
LEES contiene los genes eae que codifican a la adhesina intimina [Clarke et al.,

2003]

El SSTT forma un complejo aguja (CA) Figura 7, formado por las proteinas
EscR, EscS, EscT, EscU y EscV, que establecen una plataforma en la
membrana interna. En el espacio periplasmico se dispone la proteina EscJ. Las
proteinas EscC y EscF forman un cilindro que atraviesa la membrana externa.

La proteina traslocadora EspA, crea un conducto tubular que exporta las
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proteinas EspB y EspD hacia la membrana externa del enterocito [Nougayrede

et al., 2003].
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Figura 7. Estructura complejo aguja, SSTT (Celli et al., 2000).

LEE codifica por proteinas efectoras: EspF, EspG, EspH, EspZ, Map y Tir.
Existen también proteinas efectoras no codificadas por LEE: Cif, EspG2, NleC, y

NleD [Wong et al., 2011].

Tir es una proteina que es trasladada por el SSTT al citosol del enterocito. En el
momento que Tir se encuentra en el citosol, un fragmento de este se incrusta

dentro de la membrana plasmatica de la célula, exponiendo un segmento en el
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espacio extracelular, denominado TIBA, donde se unird a la intimina

[Nougayrede et al., 2003].

4.b.3 Anclaje intimo

La intimina es una proteina de membrana externa codificada por el gen eae
dentro de la isla de patogenicidad LEE, que se requiere para una adhesion
intima a las células epiteliales. El primer gen de virulencia que fue confirmado en
cepas de EPEC fue eae. Se ha demostrado que la intimina estimula la
inflamacion e hiperplasia del intestino, favoreciendo la colonizacién de estas

células en el intestino delgado [Clarke et al., 2003; Nataro and Kaper, 1998]

La fosforilacion de la proteina traslocadora de la intimina (Tir) de 90 kDa, tiene
como funcion ser receptor en la membrana de las células epiteliales. Un
aumento en los flujos intracelulares de calcio, inducido por el inositol trifosfato
(ITP), consecuentemente contribuyen con cambios importantes del citoesqueleto

del enterocito debido a la polimerizacién de la actina [Cleary et al., 2004].

Tir es fosforilada en un residuo de tirosina por una quinasa de la familia c-Scr
[Kenny et al., 1997]. Este evento es esencial para la remodelacion de la actina,
pero no es necesario para la union de la intimina [Shaw et al., 2001]. La
fosforilacion de Tir estimula la unién directa a una proteina adaptadora NcK

[Campellone et al., 2002].
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NcK se une a una proteina WASP-N (proteina del sindrome de Wiskott-Aldrich),
Ademas recluta y activa las proteinas relacionadas con la actina 2 y 3, el
complejo “Arp2/3”. ElI complejo Arp2/3 estimula en las células eucariotas la
formacion de filamentos de actina, estos se adhieren a las bacterias
estableciendo finalmente una estructura en forma de pedestal (Figura 8). En la
formacion de pedestales también intervienen otras proteinas como; a actina,

talina, vinculina y cortactina [Nougayrede et al., 2003].

Filamenlous actin

Nck, N-WASP, Arp 2/3

Figura 8. Fase final de la adhesion de EPEC a células huésped (Nougayrede et al., 2003).
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4.c Epidemiologia

La transmision de EPEC es fecal-oral, por el consumo de leche maternizada y
alimentos para el destete que han sido contaminados. En la sala de recién
nacidos de los hospitales puede haber transmision por fomites y manos
contaminadas, si no se siguen practicas de higiene necesarias como el frecuente

lavado de manos [Heymann, 2005; Romero, 2002].

El periodo de incubacién de las infecciones por EPEC es de 9-12 horas, el
tiempo de transmisibilidad ocurre mientras persista la excrecion de E. coli
enteropatdgena, que puede ser prolongada, pero usualmente suele ser
autolimitada [Heymann, 2005]. La poblacion susceptible a la infeccion clinica se
limita a los lactantes menores de dos afios, no se sabe si ello se debe a
inmunidad o a factores especificos del huésped relacionado con la edad. EPEC
es poco comun en los lactantes alimentados directamente del pecho [Romero,

2002].

Escherichia coli enteropatégena es una causa importante de infecciones
intrahospitalarias y casos ambulatorios. Se ha demostrado en estudios
longitudinales, que los brotes causados por EPEC ocurren tanto en entornos

urbanos como rurales [Nataro and Kaper, 1998].
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4.c.1 Infeccién de EPEC relacionada con la edad

Las infecciones por EPEC suelen limitarse a nifios menores de un afio de edad.
Sin embargo existen informes en niflos menores de dos afos afios [Heymann,

2005].

La correlacion mas alta entre diarreas e infecciones por EPEC es entre los nifios
menores de 6 meses [Nataro and Kaper, 1998]. Sin embargo se han reportado
brotes de diarrea causada por EPEC en adultos debido a la ingestion de un gran
in6culo de una fuente en comun [Yatsuyanagi et al., 2003]. También en adultos
mayores, se han registrado casos esporadicos de diarrea causada por E. coli
enteropatégena sobre todo en aquellos que padecen de alguna enfermedad. La
diarrea en infantes puede ser prolongada y grave, dando como resultado altas

tasas de morbilidad y mortalidad en paises en desarrollo [Black et al., 2003].

4.c.2 Estacionalidad de EPEC

En paises en via de desarrollo EPEC es el principal patégeno productor de
diarrea en el verano, en poblacion infantii [Romero, 2002]. En un estudio
realizado en Uruguay, EPEC presentd una distribucién estable durante el afio
2001. Otro estudio realizado en Chile en noviembre de 1982 a marzo de 1983

fue mas frecuente el aislamiento de EPEC en la época de verano.
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En una publicacion realizada en Perd, en el Hospital Nacional Edgardo
Rebagiliati Martins (HNERM), se reportaron brotes de diarrea nosocomiales
ocurridos entre los afios 1978-1990. Los brotes proliferaron en verano, causados
por diferentes patdgenos, pero EPEC prevalecié en la mayoria de los brotes

[Loayza, 1990].

4.d Manifestaciones clinicas EPEC

La diarrea causada por EPEC suele ser acuosa con moco, fiebre de bajo grado
y deshidratacion. Habitualmente es una infeccion auto limitada pero puede llegar
a ser muy grave; en brotes que ocurrieron en los Estados Unidos y el Reino
Unido a mediados del siglo XX, se registraron tasas de mortalidad de 25 a 50%

[Heymann, 2005].

En un estudio realizado en Uruguay, los nifios infectados por EPEC acudieron
més tarde a la consulta que los infectados por rotavirus. Se concluyé que la
mayoria de los casos asociados con rotavirus presentaron vomitos desde el
comienzo de la enfermedad y no asi los infectados por EPEC [Varela, 2007]. En
la figura 9 se ilustra los sintomas que manifestaron nifios con diarrea causada

por EPEC en Ledn Nicaragua [Vilchez et al., 2009].
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Figura 9. Manifestaciones clinicas en niflos con diarrea por EPEC detectados en dos
centros de salud y el hospital principal de Ledn Nicaragua, en un periodo de seis meses.

La pérdida de liquidos también puede dar como resultados boca, lengua y piel
secas, decaimiento del animo, pérdida repentina de peso, poca orina y muy
oscura. Determinar el grado de deshidratacion (leve, moderada, grave) es clave

para una atencion adecuada [Romero, 2002].

4.e Diagnostico

E. coli se identifica a través de su cultivo en medios selectivos como el
MacConkey, pero para diferenciar E. coli patogénica de cepas comensales se
necesitan metodos mas complejos, los cuales pueden ser fenotipicos o
moleculares [Rodriguez, 2002].

Los grupos patogénicos de E. coli se clasifican segun sus propiedades

virulentas. Para el diagnostico de EPEC se emplean las siguientes técnicas:

51



serotipificacion, ensayo de adherencia con células HEp-2, prueba de FAS
(tincién fluorescente para actina) y técnicas de biologia molecular que amplifican

genes que codifican las proteinas de virulencia [Vidal et al., 2007].

La serotipificacion, utiliza propiedades antigénicas que ayudan a catalogar a E.
coli, en determinado grupo patogénico. Esta técnica de diagnéstico es todavia
un instrumento utilizado en investigaciones. Al inicio la deteccién de EPEC se
hacia solo mediante antigenos “O”, los cuales ahora son incluidos en mas de un
serogrupo por lo que se deben identificar también los antigenos “H” [Campos et

al., 2004].

El ensayo de adherencia en células epiteliales HEp-2 es un método que permite
identificar EPEC debido a una propiedad denominada “adherencia localizada”
(LA), que consiste en la agrupacion de las bacterias formando microcolonias

sobre las células epiteliales en cultivo [Vidal et al., 2007].

Aparte de la deteccibn de EPEC también se puede identificar E. coli
enteroagregativa (EAEC) y E. coli adherente difusa (DAEC). Ambas tienen
diferentes formas de agruparse en las células epiteliales HEp-2. En el caso de
EAEC se agrupan en forma de ladrillos apilados, adhiriéndose a las células y al
cristal. En el caso de DAEC las bacterias se adhieren a las células de forma

aleatoria [Rodriguez, 2002]
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La prueba FAS es una técnica en la que se observa la acumulacion de la actina
del citoesqueleto en forma de puntos fluorescentes en la célula, en los que se
encuentran los pedestales y las bacterias adheridas. Puede realizarse de

biopsias intestinales de niflos con enfermedad diarreica e in vitro [Varela, 2007].

El ensayo FAS utiliza un microscopio de fluorescencia con el cual se puede
observar la acumulacion de actina en las bacterias adheridas a las células HEp2.
Esta técnica precisa de faloidina rodaminada que es un compuesto fluorescente

gue se une a la actina intracelular [Vidal et al., 2007].

Aunque el ensayo de adherencia y la prueba FAS son eficientes para detectar
EPEC, las pruebas moleculares son mas especificas, determinando Ila
capacidad patogénica de la cepa aislada; detectando los factores de virulencia

[Clarke et al., 2003].

Dentro de los estudios moleculares, se encuentra las sondas de acidos
nucleicos, que detectan el ADN de EPEC de muestras de heces, a partir de la
secuencia genética del plasmido de virulencia EAF (eaf), del pili BFP (bfp) o del

gen de la intimina (eae) [Vidal et al., 2007] .

La posesion de las secuencias de eae se correlaciona con la tenencia de la isla
de patogenicidad [Nataro and Kaper, 1998] . Se ha reportado que el fenotipo A/E

identificado por FAS, concuerda con la deteccion del gen eae en un 98%. En
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ocasiones la prueba FAS proporciona falsos positivos, por lo que, la deteccién

del gen eae es altamente sensible y especifica [Lopez-Saucedo et al., 2003].

Existe correlacion entre las caracteristicas fenotipicas de adherencia localizada
en células HEp-2, con la presencia del gen bfpA, y la positividad de la sonda
EAF. Aunque no siempre este evento se repite, en ocasiones las cepas de
EPEC presentan el patron de LA pero no se detecta la sonda EAF. Aquellas
cepas en las que no se detecte el gen eaf pero si el gen eae son reportadas

como EPEC atipica [Nataro and Kaper, 1998].

4. f Tratamiento y prevencion

La reposicion de liquidos y electrolitos por via oral o intravenosa es la medida
mas importante para una hidratacion efectiva por lo que se debe aumentar la
ingesta de liquidos sobre todo el suero oral. La dosis de ingesta debe de ser de
75ml en niflos menores de un afio de edad y 150 ml en mayores de un afio de
edad, después de cada evacuacion, pausadamente y a cucharaditas para evitar

gue el nifio vomite [WHO, 2008].

Si la diarrea en los lactantes es grave, se debe administrar trimetoprim-
sulfametazol (TMP-SMX) por via oral (de 10 mg por kg de peso al dia) la cual
reducira la intensidad y duracion del cuadro diarreico; debe administrarse cada
doce horas, durante cinco dias [Heymann, 2005]. Sin embargo la aparicion de
resistencia a nivel mundial de TMP-SMX limita su valor [DuPont et al., 2009].
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Se debe mantener siempre la alimentacion y en especial la lactancia materna
cuando el nifio es menor de seis meses, debido a que la leche materna protege
contra la diarrea por EPEC. Se ha demostrado que tanto el calostro como la
leche materna inhiben la adherencia de EPEC a células HEp-2 in vitro [Palmeira

et al., 2005].

Para prevenir la infeccion por EPEC de debe promover la lactancia materna,
hasta los seis meses de edad. Es recomendable sustituir el biberon por la taza o
vaso lo mas pronto posible. Si la leche materna es ordefiada se debe colocar en
un recipiente estéril y se recomienda que este a temperatura ambiente solo por

lapsos breves [Romero, 2002].

En las maternidades se debe mantener juntos a la madre y al hijo; y solo si
existe una contraindicacién médica clara, se podra separarlos. Si la madre o el
hijo tienen alguna infeccion de las vias digestivas, deben permanecer juntos y
aislarlos de los demas pacientes sanos. En espacios de atencién especial, se
debe distanciar a los lactantes contaminados de los prematuros. Se tiene que
contar con el equipo individual de cada lactante, incluido un termémetro, que se
guardard en la propia cuna. No deben emplearse cunas para colocar o
transportar a mas de un nifio a la vez [Heymann, 2005].

EPEC ocasiona brotes de diarrea en hospitales como en comunidades. En

paises en vias de desarrollo son esenciales las mejoras en saneamiento basico
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y mantener normas estrictas de bioseguridad en los hospitales [WHO, 2008].
Lavarse las manos después de atender a cada lactante y cumplir normas de

higiene en los locales que albergan a los pequefios ayudaria a prevenir brotes

causados por esta bacteria [Cantillo, 2005].
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CAPITULO 3: METODOLOGIA

1. Objetivo general

» Caracterizar fenotipica y molecularmente los aislamientos clinicos de
Escherichia coli enterotoxigénica y enteropatogénica provenientes de

muestras fecales de nifnos menores de 3 anos.

2. Objetivos especificos

» Identificar la presencia de ETEC en los aislamientos clinicos de muestras
fecales mediante la deteccién de genes de produccion de toxinas: LT,

STh, STp.

> Identificar la presencia de EPEC en los aislamientos clinicos de muestras

fecales mediante la deteccion del gen de la intimina (eae) y del pili (bfp).

> Describir las caracteristicas clinicas y socioecondmicas de los pacientes

positivos por ETEC y EPEC.
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4. Disefio

Se propuso un disefio observacional descriptivo transversal, con visitas diarias a
los centros de salud escogidos en Tegucigalpa y Comayagiela. Se utilizé la
metodologia de encuesta para recolectar informacién de indicadores y variables

relacionados a los objetivos del estudio.

5. Ubicacién

La investigacion se llevé a cabo en el Hospital de Especialidades del Instituto
Hondurefio de Seguridad Social, Hospital Escuela y el Centro de Salud Alonso

Suazo, escogido a conveniencia, teniendo en cuenta el nUmero de casos.

6. Poblacién de estudio

La poblacién estudiada fueron los nifios menores de 3 afios de edad, que
acudieron con un cuadro de diarrea aguda a los centros de salud mencionados.
Un cuadro de diarrea aguda se definio como la ocurrencia de tres o mas
evacuaciones liquidas o semiliquidas en las dltimas 24 horas y con menos de

catorce dias de duracion.
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7. Tamafo de la muestra

Para una muestra representativa de Comayaguela y Tegucigalpa se aplico la

siguiente formula, que es utilizada en poblaciones finitas [Sampieri, 2006].

Donde:

n = es el tamafo de la muestra

Z = es el valor de la desviacién normal, igual a 1.96 para un nivel de
confianza del 95%.

N= es el universo, cuando se conoce la poblacion.

p = Probabilidad a favor.

g= Probabilidad en contra

e = Error de confianza 0.05.

n= Z2pgN
Ne2+ Z2pq
n= 1.962 (0.10)(0.90) (211654)

211654 (0.05)2 + 1.962 (0.10)(0.90)

n= 138
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Para el calculo de muestra se utilizé la prevalencia minima entre EPEC y ETEC
la cual es de 10% [Ochoa, 2010]. En cuanto el universo utilizado en la formula
fue tomado de las consultas reportadas en el 2008 a nivel central por la
Secretaria de Salud Publica. Aunque se tomaron 135 muestras de heces, no
todas cumplian con la definicibn de caso por ser mayores de tres afos,

resultando una muestra final de 117.

8. Duracion del estudio

La busqueda de casos con diarreas agudas se extendid por un periodo de
tiempo que incluy6 los meses de octubre del 2010 a junio del 2011 y de febrero
a abril del 2012, comprendiendo tanto la estacion seca como humeda. Los
analisis fenotipicos de las muestras se realizaron paralelamente, mientras que
en los meses de junio a agosto se realizaron los analisis moleculares de las
muestras. Para la tabulacion y aplicacion de las pruebas estadisticas se

consideraron los meses de septiembre y octubre del 2012.

9. Criterios de seleccion

Se realizaron procesos de socializacion del proyecto con el personal médico y

de enfermeria de los centros involucrados poniendo a su disposicion la

informacion y proporcionando la informacion bibliografica que solicitasen.
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Se invitd a participar en la investigacion a todo nifio menor de 3 afios que
cumpliera con la definicibn de caso, cuyos padres 0 encargado otorgaran el
consentimiento informado por escrito y completaran la encuesta epidemioldgica

respectiva (anexo lll), los nifios que participaron en el estudio debian ser

menores de tres afios sin patologias congénitas ni enfermedades inmunoldgicas.

Para tal efecto, se conté con el apoyo del personal médico y de enfermeria de
los centros seleccionados, ademas del investigador involucrado. Se les expreso
a los padres 6 encargados del nifio que los datos que proporcionaban serian y
son manejados con estricta confidencialidad y que la participacion era

completamente libre y voluntaria.

10. Recoleccion de la muestra

De manera previa o simultanea a la toma de la muestra se aplico el cuestionario
epidemioldgico al padre o al encargado para recabar informacion sobre datos
clinicos relevantes sobre la diarrea del nifio, situacion econdmica, vivienda,

saneamiento, agua de consumo, entre otros.

Se recolect6 la muestra en una bolsita plastica, que se adaptd a los gluteos del

nino en caso de que fuera muy acuosa, o directamente en un frasco de boca

ancha cuando la consistencia de la muestra lo permitia. Las muestras diarreicas
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en bolsas plasticas se depositaron en un frasco de vidrio adecuado para su

transporte.

Una vez finalizado este proceso, se colocd la muestra en una hielera para
mantenerla entre 2-4 °C y se transportdé inmediatamente a los laboratorios del
Programa de Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondéticas, en la Escuela
de Microbiologia de la UNAH donde se procesaron las muestras para la
busqueda de Escherichia coli. En el laboratorio de Biologia Molecular, se
clasificaron los aislamientos de Escherichia coli como ETEC o EPEC aplicando

metodologias moleculares.

11. Deteccién y caracterizacion de ETEC y EPEC en muestras de heces

11. a Aislamientos e identificacion de E.coli

Utilizando guantes y en una campana de bioseguridad, se examiné la muestra
para cultivo, se rotulé y se anot6 en un libro dedicado para este fin. Se registrd
la consistencia, si existia sangre macroscopica 0 moco. Se rotularon las placas
Petri de agar MacConkey (medio selectivo para bacterias Gram negativas) con
fecha y cédigo, se inoculd siguiendo el procedimiento estandar, y se incub6 por

18 a 24 horas a 35°C.
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Una porcidn de cada muestra se coloco en crioviales rotulados debidamente, y
se congelé a -20°C. El resto se descartd siguiendo los procedimientos de

bioseguridad.

Después del periodo de incubacion se revisaron las placas inoculadas, se
seleccionaron aquellas colonias tipicas de forma circular, color rojo con un halo
de precipitacion, no mucoides. Estas colonias se sometieron a confirmacion

mediante pruebas bioquimicas.

Las colonias que se identificaron bioquimicamente como E.coli se seleccionaron

y almacenaron en condiciones adecuadas para su conservacion hasta la

realizacion de la identificacion molecular (anexo V).

11. b Extraccion de ADN

Se utilizé el método de Boom para la extraccion de ADN en las muestra positivas
de E. coli. Este método emplea particulas de silica para la purificacion de los
acidos nucleicos. La extraccion se realizo a partir del crecimiento de las cepas
en caldo soya tripticasa, que tenian de 18- 24 horas de crecimiento. Se utilizaron
los Buffer L6 y L2 que contenian tiocianato de guanidinio para romper las células
y dejar libres los acidos nucleicos que se unieron a la silica, posteriormente se
realizaron lavados con etanol y acetona para precipitar el ADN. Finalmente los

acidos nucleicos se secaron en un bloque térmico y fueron eluidos en un nuevo
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tubo de PCR. Una vez extraidas las muestras, se colocaron a -20°C hasta el

momento en que se amplificaron [Boom et al., 1990].

11. ¢ PCR Multiplex

Se implementaron dos PCR multiplex. La primera PCR tenia como propésito
amplificar los genes intimina y pili formador de penachos de EPEC; la segunda
PCR tuvo como objetivo detectar los genes que codifican las toxinas labil,
estable humana y estable porcina de E. coli enterotoxigénica (ETEC), a partir de

colonias lactosa-positivas aisladas de heces en agar MacConkey.

Las muestras se analizaron primero para detectar EPEC por PCR, se usaron los
iniciadores: eae Forward, eae Reverse, a una concentracién de 1.2 uM para
amplificar un fragmento de 376 pares de bases (pb) y los iniciadores bfp Forwad
y bfp Reverse a una concentracion de 0.4 uM para amplificar un fragmento de
367 pb. La mezcla consistio de 3 ul de ADN en un volumen final de 25 pl de la
mezcla de reaccion. La concentracion final del buffer fue de 1X, de los
dinucleotidos 0.2 mM, el MgCl, se llevé a una concentracion de 1.8 mM y la

polimerasa se dispuso a una concentracion de 0.03 U/ul (anexo V).

La PCR se corrio en el termociclador Perkin Elmer, donde los parametros que se

utilizaron en la amplificacion fueron: para la desnaturalizacion inicial, un ciclo a
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una temperatura de 94° C, por 4 minutos, luego 35 ciclos con desnaturalizacion
a 94°C por 20 segundos, hibridacion a 55°C por 30 segundos y extension a 72°C
por 10 segundos, la extension final a 72°C por 7 minutos 1 ciclo, concluyendo
con la temperatura de mantenimiento a 4°C. Los productos de la PCR fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2% con tinciébn de bromuro

de etidio.

Se sometieron todas las muestras a un segundo PCR para detectar ETEC. Se
usaron los iniciadores LT Forward LT Reverse para amplificar un fragmento de
234 pb, los iniciadores STp Forward y STp Reverse para amplificar un fragmento
de 166 pb y los iniciadores STh Forward STh Reverse para amplificar un
fragmento de 64 pb, todos a una concentracién de 2.0 uM. La mezcla consistio
de 4 ul de ADN en un volumen final de 50 pl de la mezcla de reaccion. El buffer
se utilizé a una concentracion de 1X, los dinucleotidos a una concentracion de
0.1 mM mientras que la concentracion del MgCl2 en un principio fue de 0.45 mM
la cual tuvo que aumentarse a 0.8 mM, ya que no se obtenian los resultados
deseados, la polimerasa que se colocaba al final se utiliz6 a una concentracion

de 0.03 U/ul (anexo V).

La PCR se realizé al igual que EPEC en el termociclador Perkin Elmer, donde
los parametros que se utilizaron en la amplificacion fueron: para la
desnaturalizacion inicial, un ciclo a una temperatura de 94° C, por 4 minutos,

luego 39 ciclos con desnaturalizacion a 94°C por 20 segundos, hibridacion a
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55°C por 30 segundos y extension final 72°C por 10 min, extension final a 72°C
por 7 minutos un ciclo concluyendo con la temperatura de mantenimiento a 4°C.
Los productos de la PCR fueron analizados por electroforesis en geles de

agarosa al 2.5% con tincion de bromuro de etidio.

11. Analisis de Datos

Los datos obtenidos de los participantes se organizaron en un libro de registro y
en el programa Microsoft Excel 2007. Igualmente los resultados de laboratorio y
de las encuestas se ingresaron en el programa de Epilnfo para su respectiva

tabulacion.

Ambos programas estadisticos Epi-info y Microsoft Excel 2007 se utilizaron para
calcular los resultados obtenidos en las encuestas, donde se consideraron

medidas de tendencia central, como promedios y frecuencias.

Igualmente se aplicdé la prueba estadistica “t” de student, para evaluar las
caracteristicas clinicas y socioeconémicas de los pacientes. Con esta prueba se
analizo si el grupo de casos positivos de ETEC y EPEC tenia diferencia

significativa con respecto al grupo de casos negativos por ETEC y EPEC.
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12. Flujograma de Trabajo
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13. Consideraciones Eticas

El protocolo de investigacidon se someti6 al Comité de Etica de Investigacidon
(CEl) del IHSS para su correspondiente aprobacion. Se elabor6 un
consentimiento informado para explicar claramente a los padres de los nifios
participantes que el riesgo a someterse es minimo debido a que es una técnica
no invasiva (anexo VI). Se manifesté el compromiso de privacidad de los datos y

en qué consistia el estudio.

14. Consideraciones de Bioseguridad

Escherichia coli es un microorganismo infeccioso que se clasifica en el grupo 2

de riesgo para los niveles de bioseguridad en los laboratorios (anexo VIl y VIII).

El grupo de riesgo 2 representa un riesgo individual moderado y un riesgo
poblacional bajo, por lo que se siguieron técnicas microbiolégicas apropiadas

(TMA).

Se validaron los procedimientos operativos estandares para la recoleccion y
manejo de muestras. Los cultivos viables se identificaron siguiendo los principios
de Bioseguridad Nivel 2, fundamentalmente se trabajo en la cabina de

bioseguridad (Clase 1l tipo A2). Se utilizd un equipo de proteccion personal para
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dicho nivel (guantes, y gabacha), como se recomienda en el Manual de

Bioseguridad Laboratorio Clinico de la Dra. Ada Zelaya [Zelaya, 2009].
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CAPITULO 4: RESULTADOS

1. Muestras recolectadas

Se recolectaron 117 muestras de pacientes que cumplieron los criterios de
inclusion establecidos en la metodologia. Todos los participantes del estudio
eran niflos menores de tres afios, que presentaron tres 0 mas evacuaciones
acuosas durante 24 horas que asistian al Instituto Hondurefio de Seguridad
Social, Hospital Escuela, y Centro de salud Alonso Suazo. La recoleccidon se

realizo entre los meses de octubre del 2010 y abril del 2012.

Los participantes del estudio se distribuyeron en 45 niflas (38%) y 72 nifios
(62%). El rango de edad de los nifios, comprendia una minima de 2 meses y una
maxima de 36 meses con un promedio de edad de los participantes de 20
meses. En la siguiente grafica se observa el nUmero de muestras captadas por

grupo etario y género (Figura 10).
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Figura 10. Distribucidén de segun el grupo etario y género de las muestras captadas.
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2. Resultados fenotipicos de las muestras captadas

De las 117 muestras, en 94 se aislo E. coli que corresponde a un 80%. En el
resto de las muestras se detectaron otras bacterias (16%) y en un 4% no se
identificaron colonias lactosa positivas en el medio selectivo de Mac-Conkey

(Figura 11).

4% 5%

7%

2%

m K. pneumoniae mE. aglomerans m E. haffniae

m C. diversus B E. coli m No se identifico

Figura 11. Aislamientos bacterianos a partir de las muestras fecales de nifios menores de
tres afios.

3. Resultados moleculares de las muestras captadas

Una vez realizado el andlisis fenotipico se procedio a investigar molecularmente
las muestras positivas por E. coli. Estas muestras primero se sometieron a una
PCR multiplex para la deteccién de ETEC, pero antes se desarroll6 un PCR

control con cepas positivas (Figura 12).
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Las cepas detectadas como ETEC representaron un 15% de los 94 aislamientos
de E. coli, los cuales corresponden a 14 casos (Figura 13). Se encontré en un
aislado (7%) los genes que codifican para ambas toxinas, mientras que en 4
casos se detectd solamente el gen de la toxina STh (29%) y en 9 de los casos

se identificd el gen de la toxina termolabil (64%).

control control control control control
positivo positivo positivo positivo positivo

LT- STh =E BEr

234 pb 234 pb 234 pb

Figura 12. PCR para ETEC. La deteccién de un fragmento de 234 pb se considera
positiva para LT mientras que la deteccién de un fragmento de 64 pb se considera
positiva para STh y la de un fragmento de 166 pb se considera positiva para STp. Carril 1:
corresponde a control positivo para LT-STh, carriles 2, 3 y 5: corresponde a control
positivo para LT, carril 4: corresponde a control positivo para STp. El marcador de peso

molecular que se utilizé fue 50 pb.
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29%
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Figura 13. Frecuencia de ETEC y respectivo porcentaje de las diferentes cepas
encontradas.

Al lgual que en ETEC se realizé un PCR control de EPEC con cepas positivas
(Figura 14). EPEC se detecto en un 5%, que corresponde a cinco casos del total
de aislamientos de E. coli. Se identificaron cepas atipicas; que poseen el gen

intimina y cepas tipicas; que contienen el gen intimina y el gen bfp.

Control
positivo

eae 376 pb

=g

bfp 367 pb

Figura 14. PCR para EPEC. La deteccion de un fragmento de 376 pb es considerado

positivo para eae y la deteccidn de un fragmento de 367 pb es considerado positivo para
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bfp. Carril 2: corresponde a control positivo para eae y bfp. Carril 3 y 4: controles

negativos para EPEC.

En cuatro de los casos se identificaron cepas atipicas (80%) y en tan solo un
caso (20%) se detectd una cepa tipica (Figura 15). En conjunto ETEC y EPEC

se report6é en un 20% de los aislados de E.coli.

90 -
80 -
70 ~
60 -
50 -
40 -
30 -
20 +
10 - 5%

80%

porcentaje

20%

EPEC bfp eae

Figura 15. Frecuencia de EPEC y respectivo porcentaje de las diferentes cepas

encontradas.

El promedio de edad de los pacientes positivos por ETEC y EPEC fue de un afio
y medio. Hubo mas frecuencia de ETEC en el grupo etario de 13 a 18 meses. En
cuanto a EPEC fue menos dominante teniendo una maxima de dos pacientes

por grupo etario (Figura 16).
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NUmero de casos
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1 1 1
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0-6 meses 7-12 meses 13-18 meses 19-24 meses 25-30 meses 31-36 meses

EETEC mEPEC

Figura 16. Distribucion de los casos positivos ETEC y EPEC segun grupo etario.

En la figura 17 se observa el nimero de casos diarreicos captados por mes, en

el cual se aprecia que junio es el mes donde se reporta la mayor cantidad de

muestras diarreicas mientras que en los meses de invierno como ser octubre,

noviembre y diciembre se obtiene una baja en la captacién de muestras.

NUmero de muestras diarreicas

30

Figura 17. Distribucion mensual de muestras captadas en el estudio.
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ETEC y EPEC no presentaron una estacionalidad marcada. En la siguiente
grafica se observa una distribucion casi homogénea entre los meses de octubre
2010 y Abril del 2012 (Figura 18). Durante el mes de abril 2011, el aislamiento
de EPEC arrojé solamente dos casos, mientras que en los meses de junio 2011
y marzo 2012 ETEC se reportd con un maximo de tres pacientes positivos cada

mes.

La presencia de la toxina LT se detecto en los aislados de los meses de febrero,
abril, mayo y junio; mientras que la deteccion de la toxina STh se limitdé a los
meses de marzo y junio. La Unica muestra en que se detectaron aislados con
genes para ambas toxinas LT-STh se recolecté en el mes de marzo. En cuanto a
EPEC, el gen intimina se detectd en los meses de marzo, abril y noviembre, y en

el mes de abril se reporto la Unica cepa atipica del estudio.

NUmero de casos

Figura 18. Distribucion de casos positivos ETEC y EPEC segln el mes de aio de captacion.

76



4. Caracteristicas clinicas de los pacientes captados

Los casos positivos para ETEC y EPEC manifestaron vomito en 14 casos (74%).
Aquellos casos en que se reportd diarrea pero fueron negativos para ETEC y
EPEC (casos negativos) los pacientes presentaron vomito en 54 casos (55%),
(Figura 19). La fiebre se observo en so6lo un caso de EPEC (20%) mientras que
en ETEC se observo en la mitad de los casos. Esta caracteristica clinica en los
casos negativos se reportd en un 30%. La deshidratacién se presento en la
mitad de los casos positivos de ETEC y en una quinta parte de los casos

positivos de EPEC (Figura 19).

Se aplicéd la prueba “t” de student, para valorar si habia diferencia significativa
entre los casos positivos y los casos negativos con respecto a la sintomatologia.
La norma de esta prueba consiste en la siguiente decision: si el valor absoluto es
mayor que el valor de referencia se rechaza la hip6tesis nula, por tanto hay

diferencia significativa entre las dos poblaciones (/V.A/ >V.R= H«).

Segun los grados de libertad y el nivel de confianza del estudio, el valor de
referencia fue de 1.6602. En la sintomatologia no hubo diferencia significativa;
en cuanto al vomito entre casos positivos y negativos el /V.A/ fue de 0.77, para
la fiebre el /V.A/ fue de 0.65, siendo la deshidratacién la que mayor /V.A/ obtuvo

con 0.84, pero no se acerco al valor de referencia.
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Figura 19. Caracteristicas clinicas de los pacientes positivos y negativos captados en el
estudio.

En 4 pacientes positivos: tres de ETEC y uno de EPEC, vivian con un familiar

gue también tenia diarrea.

5. Caracteristicas socioecondmicas

En general los pacientes, tanto casos positivos como negativos, ingieren en
mayor porcentaje agua purificada. ElI agua clorada es consumida en menor
grado por los casos negativos y el agua hervida por los casos positivos (Figura
20). En este ultimo evento se aplicéd la prueba “t”, donde el /V.A/ fue de 0.2

siendo menor que el valor de referencia (1.6602).

En los nifios encontrados positivos para EPEC y ETEC la alimentacion fue
variada, la lactancia exclusivamente materna se daba en tan solo un caso, la

leche en polvo se brindaba en un 63% y la combinacion de la leche materna con

78



la leche en polvo en 32%. En un 80% los nifios positivos por ETEC/EPEC

ingieren comida sélida.

porcentaje

70

60 -

58% 569

Purificada

m Casos positivos

clorada

m Casos negativos

Hervida

Figura 20. Método seleccionado por los participantes para tratar el agua que ingieren.

Hubo mayor frecuencia al acceso de agua potable por parte de los participantes

con un 90% en los casos positivos y un 85% en los casos negativos mientras

gue un pequeio porcentaje, obtiene el agua de pozo y cisterna (Figura 21).

porcentaje

100

90%

85%

Potable

Pozo
m Casos positivos = Casos negativos

Cisterna

Figura 21. Fuentes de agua para el consumo.
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Respecto a la procedencia de los alimentos, fue frecuente que los participantes
obtuvieran sus provisiones en el supermercado. Aproximadamente la mitad de
los participantes acuden al mercado y se abastecen en menor cantidad

acudiendo a la tienda de venta de alimentos del barrio (Figura 22).

70 1 63%  62%

60 - 52%
47%

50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

31%

25%

porcentaje

Mercado Super mercado Pulperia

m Casos positivos Casos negativos

Figura 22. Tipos de establecimiento de compra de los alimentos por parte de los

encuestados.

Respecto a las caracteristicas de la vivienda se evaluaron dos variables: (1) el
tipo de piso y (2) la disposicién de excretas. En 47% de los casos positivos para
ETEC y EPEC, los encuestados manifestaron tener un piso de ladrillo; un 26%
referian tener piso de cemento; mientras que 21% decian tener ceramica. El piso

de tierra se report6 solo en 1 (5%) encuestado (Figura 23).

Segun el valor de referencia de “t” (1.6602), en la variable del piso de la vivienda
entre casos positivos y negativos no hubo diferencia significativa, ya que el valor

absoluto fue menor (0.069).
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porcentaje

Tierra

47%

Cemento Ladrillo

m Casos positivos = Casos negativos

Ceramica

Figura 23. Tipos de pisos de las viviendas referidas por los encuestados.

Entre los casos positivos, ninguno de los encuestados refiri6 la defecacion al aire

libre como sistema usado para eliminar las excretas fecales. Setenta y nueve

porciento, de los participantes decia poseer servicio sanitario, y 21% decia tener

letrina. Datos similares se reportaron entre los pacientes negativos, no obstante

en este grupo de poblacién se reportd 2% de defecacién al aire libre (Figura 24).

90
80
70
60
50
40
30
20
10

porcentaje

79%

Sanitario

75%

21% 23%

2%

Letrina
m Casos positivos = Casos negativos

Aire libre

Figura 24. Disposicion de excretas en las viviendas de pacientes positivos y negativos.
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Al aplicar la prueba estadistica “t” a la variable “disposicion de excretas”, no
mostré diferencia significativa entre los casos positivos y negativos con un /V.A/

de 0.344.

Noventa porciento de los encuestados que resultaron positivos para ETEC y
EPEC manifestaron que el manejo de la basura de sus viviendas era a traves del
tren de aseo. Solamente un encuestado reportd el sistema de la quema de

basura, y en otro caso la disposicion en un solar baldio.
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CAPITULO 5: DISCUSION

En los ultimos afios, gracias a la progresiva incorporacion de nuevas tecnologias
de detecciéon, un namero creciente de patdogenos bacterianos y virales han sido
asociados a la enfermedad diarreica aguda mediante la identificacion y
caracterizacion de genes de patogenicidad y virulencia. Sin embargo, el
protagonismo de cada una de estos agentes puede variar segun las

caracteristicas socioeconémicas de los pacientes estudiados.

ETEC y EPEC son importantes serogrupos patogénicos de E. coli causantes de
diarrea en paises en desarrollo como Honduras, donde no existe un diagndéstico
de rutina para su identificacion pese al riesgo que representan para los nifios
menores de 3 afos. En la literatura se encuentran pocos estudios publicados
sobre etiologia de diarreas en Honduras, en donde el objetivo haya sido la
busqueda de los serogrupos mencionados. Uno de ellos fue realizado en 1979
en el IHSS por Bendeck y colaboradores [Bendeck et al., 1983] en el cual se
investigo la presencia de EPEC y el otro estudio se realizé en 1990 por Figueroa
y colaboradores [Figueroa et al., 1990] en el que se investigd ETEC; en ninguno
de estos dos estudios se utilizaron métodos moleculares para la identificacion de
dichos patégenos, lo cual dificulta obtener una informacion mas completa sobre
la capacidad patogénica de las cepas aisladas. Ademas estas investigaciones
son poco actuales por lo que era necesario realizar una investigacion que nos
indicara el tipo de cepas patogenas circulantes y con qué frecuencia aparecen
como causantes de diarrea. El presente trabajo es el primero en su tipo en

nuestro pais que aplica la técnica de PCR para detectar ETEC y EPEC y

83



demuestra que éstos son agentes etiolégicos frecuentes de gastroenteritis en

ninos menores de 3 anos.

Del total de aislamientos de E. coli (n= 94), 15% (n= 14) correspondieron a
ETEC, porcentaje que demuestra que cepas de ETEC circulan en la poblacion
infantil de Tegucigalpa y Comayaguela. Por otro lado, en dos estudios realizados
en la region centroamericana se encontraron prevalencias de ETEC ligeramente
superiores a nuestros resultados: 19.5% y 20.5% en Guatemala y Nicaragua,
respectivamente [Lemus, 2006; Vilchez et al., 2009]. Mientras que en otro
estudio realizado en Nicaragua en 1983 reportaron 28% de ETEC [Mayatepek et
al., 1993], en Honduras en 1990 se reportd un 21.7% en la investigacién de
Figueroa y colaboradores [Figueroa et al., 1990]. En estos dos ultimos estudios
se aprecia la reduccion de ETEC en ambos paises en comparacion con las

investigaciones actuales mencionadas anteriormente.

Los perfiles de toxinas de ETEC: STh, LTy STh-LT tienen prevalencias variadas
en diferentes paises. De acuerdo a nuestros resultados la toxina LT se identifico
con mayor frecuencia detectandose en 9 de los casos (64%), la toxina STh se
detect6 en cuatro casos (29%) y en un caso se identificaron ambas toxinas (7%).
En Nicaragua en el 2009 se reporté un resultado similar con un 77% toxina LT
[Vilchez et al., 2009].En México y Guatemala se reportaron con mayor frecuencia
aislados con genes para STh-LT con un 57% y 50% respectivamente [Lemus,
2006; Qadri et al., 2005]. Mientras que en Bangladesh y Egipto, la toxina STh fue
la mas frecuente con un 50% y 58% respectivamente [Qadri et al., 2000a; Rao et

al.,, 2003]. En nuestros resultados no se detect6 STp ya que su principal
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reservorio son los animales y no los humanos. En la distribucién geografica de
las diferentes cepas de ETEC participan los CFs, ya que se ha observado que
éstos varian de una region a otra y algunos CFs se expresan exclusivamente

segun la cepa productora de toxina.

En los resultados del presente estudio, del total de aislamientos de E. coli (94),
5% (5 casos) correspondieron a EPEC. En los paises donde se ha investigado
E. coli patogénica, ETEC es menos frecuente que EPEC. En este estudio se
observo la misma tendencia encontrandose en un 5% con una diferencia con
respecto a ETEC de 10%. Lo mismo ocurri6 en el estudio realizado en
Nicaragua donde EPEC se reporté en un 16% con una diferencia de 4% con

respecto a ETEC [Vilchez et al., 2009].

Aunque ETEC es mas frecuente que EPEC en la mayoria de los estudios no
siempre se presenta esta situacion. En México se publicé en el 2008 un articulo
donde se identificaron 32 muestras positivas para E. coli patogénica causante de
diarrea, y el 50% correspondian a EPEC mientras que ETEC se detecté en

menor grado con un 37.5% [Estrada-Garcia et al., 2009].

Las cepas tipicas que tienen el gen eae y el bfp de EPEC son mas virulentas
gue las cepas atipicas que solo tiene el gen eae, y la frecuencia de las mismas
en diferentes paises suele ser muy variada [Afset et al., 2004; Trabulsi et al.,
2002]. En el presente estudio se identificaron en su mayoria cepas atipicas en
cuatro casos (80%) y en tan soOlo un caso se detectd una cepa tipica (20%).

Estos resultados coinciden con estudios en Nicaragua y México donde fue mas
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frecuente la identificacidbn de cepas atipicas que tipicas [Estrada-Garcia et al.,
2009]. Otros estudios realizados con muestras de Australia y Brasil reportan con
mayor frecuencia cepas atipicas [Orlandi et al.,, 2006; Robins-Browne et al.,
2004], mientras que en un estudio hecho en Bangladesh, las cepas tipicas son
mas usuales en aislamientos de E. coli que las cepas atipicas [Albert et al.,

1995].

Segun la literatura en paises desarrollados los primeros brotes fueron de cepas
tipicas pero actualmente son frecuentes los aislamientos de cepas atipicas
[Trabulsi et al., 2002]. Por lo que el resultado de este desplazamiento de cepas
tipicas por cepas atipicas en los paises desarrollados puede relacionarse con
mejoras a las condiciones sanitarias y el crecimiento de las ciudades, mientras
gue en paises en vias de desarrollo no estd muy claro el comportamiento de

estas dos cepas.

Nuestros resultados fueron muy similares con los resultados del estudio
realizado en 1979 en el IHSS donde solo se aislé una cepa tipica, por lo que no
se refleja a través del tiempo un desplazamiento de las cepas tipicas por parte
de las cepas atipicas, ya que en ambos estudios fueron mas frecuentes las
cepas atipicas. Aunque la semejanza de estos resultados puede deberse a que

los escenarios donde se realizaron ambos estudios fueron similares.

En cuanto al rango de edad 13-18 meses mostrO mayor numero de muestras
positivas para ETEC (21%, n= 4), este resultado es similar al de un estudio que

tomd muestras de Egipto en el 2003. En dicho trabajo se reporta que ETEC, en
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el rango de edad de 12-17 meses obtuvo 21%, pero de 6-11 meses fue donde
se obtuvo mayor frecuencia con 26% [Rao et al., 2003]. También en México, se
encontré que la mayoria de muestras positivas para E. coli enteropatogénica
estuvieron dentro del rango de 6-12 meses de edad (81.3%) y los participantes
entre 12-18 meses de edad representaban el 17.5% [Estrada-Garcia et al.,

2009].

Segun nuestros resultados, el aislamiento de EPEC no mostr6 ninguna
correlacion con la edad, con dos casos en cada uno de dos rangos: de 13-18
meses y de 31-36 meses, el que no se aprecie una tendencia relacionada con la
edad puede resultar del bajo nimero de muestras positivas para EPEC. Es
importante destacar que en los resultados obtenidos, EPEC no se limitd a los
ninos menores de dos afios como se cita en la literatura [Heymann, 2005].
Factores culturales pueden estar influyendo en la infeccion de EPEC en nifios
mayores de dos afios, como la de prestar mayor atencion a los recién nacidos,

pero a medida que ellos crecen las precauciones higiénicas se van reduciendo.

En general del total de las muestras el grupo etario mas afectado por diarrea es
el comprendido entre los 7-12 meses, con un 26% del total; seguido por el grupo
de 13-18 meses con un 23%. En el estudio de Lemus, 2006 en ciudad de
Guatemala se obtuvieron resultados similares donde el 31% de los participantes
tenian entre 6 a 12 meses y al igual que el presente trabajo, un 23% de los
participantes tenian la edad de 13 a 18 meses. En la distribucion de los
participantes por género, el sexo masculino estuvo representado con 72 nifios

(62%) del total de casos de diarrea mientras que el sexo femenino obtuvo menos
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participacion con 45 nifias (38%). Estas cifras también coinciden con los
resultados de ciudad Guatemala que incluyeron 47 nifios (56%) y 37 niflas (44%)

[Lemus, 2006].

En el presente estudio fue muy importante la caracterizacion fenotipica antes de
realizar las pruebas moleculares para la deteccion de ETEC y EPEC, porque nos
permitié6 descartar aquellas muestras en donde no crecio E. coli. En el 80% de
los cultivos se aisl6 E. coli y en el restante 20% se identificaron otras

enterobacterias, como K. pneumoniae, E. aglomerans, C. diversus, E. haffniae.

Cuando los recursos no son una limitante, los investigadores optan por someter
el total de las muestras directamente a las pruebas moleculares a la par de otras
pruebas como la serotipificacion de microorganismos, o en el caso particular de

EPEC, técnicas de adherencia sobre células epiteliales HEp-2.

Del total de las muestras diarreicas (n=117) la mayoria fueron recolectadas en el
mes de junio (26%), lo cual es similar al estudio de Bendeck de 1979 en el IHSS
donde se captaron 24 muestras en el mes de julio. En ambos estudios se
aprecié una baja de casos de diarrea aguda en los meses de lluvia: octubre,
noviembre y diciembre. Estos meses coinciden cuando hay mayor regularidad
en el servicio de agua potable en las colonias urbanas de escasos recursos, que
es donde se recolectd la mayoria de las muestras: colonia Venezuela, La
Esperanza, Villa Nueva, La Pefia, La Travesia, La Era, entre otras. Debido a que
la diarrea es causada por microorganismos como: bacterias, virus y protozoos,

estos aprovechan el agua como vehiculo para la transmision de la enfermedad,
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por lo que el almacenamiento inadecuado de este liquido durante la época de
escasez del mismo, puede dar como resultado la contaminacion de este recurso

causando, diarrea en los usuarios.

Respecto a los perfiles de toxinas de ETEC: LT, STh y LT-STh, en su mayoria
se reportaron entre los meses de febrero y junio. Sélo hubo un caso de
deteccion del gen LT en diciembre, mostrando una tendencia de identificarse la
mayoria en meses calidos. Por lo que si se observa una estacionalidad en las
cepas positivas para ETEC. Estos datos coinciden con lo mencionado en la
literatura, donde se manifiesta mayor frecuencia de aislamientos de las cepas

ETEC en el verano [Heymann, 2005; Qadri et al., 2005].

EPEC se reporté en marzo, abril, junio y un caso aislado en noviembre, la Unica
cepa tipica que se detecto fue en el mes de abril, por lo que al igual que ETEC
se observa una estacionalidad en las cepas EPEC encontradas. Las diferentes
cepas de EPEC y ETEC muestran una tendencia de reportarse la mayoria
durante la estacién seca, lo que concuerda con lo citado en la literatura
[Heymann, 2005; Romero, 2002]. El aumento de diarreas por ETEC y EPEC en
época seca puede estar vinculado con la escasez de agua potable en este
periodo, predisponiendo a la poblacién menor de tres afios a padecer esta

infeccion.

En algunos estudios la sintomatologia de ETEC es mas severa que la de EPEC,
esta situacion se repite en el presente trabajo aunque esto puede ser el

resultado del pequefio nimero de muestras positivas para EPEC, lo que puede
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influir en el analisis de los resultados. La sintomatologia que reportaron los
pacientes con EPEC fue vomito en los cinco casos y en tan sélo uno de ellos se
presento fiebre que corresponde a un 20%. En cuanto a ETEC, el vomito se
presentd en un 60% que corresponde a nueve casos, Y la fiebre se present6 en
7 nifos, que corresponden a un 50% de los casos. Hay que tener en cuenta que
ningun sintoma reveldé una diferencia significativa con respecto a los casos

negativos, segun la prueba estadistica aplicada.

Referente a estos cuadros clinicos presentados por los casos positivos de
ETEC, en su mayoria fueron considerados moderados, seguidos de casos
graves y en menor cantidad se reportaron casos leves. La Unica toxina STh-LT
gue se detectd en el estudio provenia de un caso moderado. Por su lado EPEC
al igual que ETEC provenia en su mayoria de casos moderados pero sélo un
caso procedia de un cuadro clinico grave y a diferencia de ETEC no se
reportaron casos leves. La Unica cepa tipica de EPEC reportada en el estudio se
obtuvo de un caso moderado. El que no exista una diferencia significativa en la
sintomatologia entre los casos positivos y negativos, y que se presenten
diversos cuadros clinicos, nos indica que es dificil conocer la etiologia de la
diarrea basandonos solamente en los sintomas del paciente por lo que es muy

importante el diagndstico de laboratorio para brindar una terapia adecuada.

La salud no soélo depende de la biologia humana, también es consecuencia de
las determinantes sociales. Segun un informe publicado por la OMS (2008) las
inequidades sanitarias son resultado de la situacion en que la poblacién crece,

vive, trabaja y envejece, como también del tipo de sistemas que se utilizan para
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combatir la enfermedad. Asimismo, las condiciones en que la gente vive y muere
estan determinadas por fuerzas politicas, sociales y econdémicas [OMS, 2008].
Por lo anterior se consideré importante describir algunas caracteristicas
socioeconémicas de los participantes, que pudieron haber influido en la

trasmision de ETEC y EPEC.

Tomando en cuenta que el vehiculo de transmision de ETEC y EPEC es
principalmente por agua y alimentos contaminados, se indag6 sobre, como se

obtenian estos suministros en los hogares de los participantes.

El agua que consumian los participantes en su mayoria era agua purificada tanto
para casos negativos como positivos por diarrea. En cuanto al tipo de agua de
consumo clorada o hervida si hubo diferencia entre los dos grupos ya que el
agua clorada fue mayor en los casos positivos y fue menos frecuente que
hirvieran el agua con respecto a los casos negativos. Sin embargo estos
resultados a pesar de mostrar algunas diferencias, no son significativas al aplicar

la prueba estadistica.

Los nifios que resultaron positivos por ETEC y EPEC ingerian comida sélida en
un 80%, lo que pudo ser una puerta de entrada para estos microorganismos, Si
los alimentos que consumian no estaban debidamente procesados. La obtencion
de estos alimentos tanto para casos positivos como negativos, provenian en su
mayoria del supermercado, la mitad de los participantes los adquirian en el
mercado y la quinta parte lo compraba en la tienda de venta de alimentos del

barrio. Con mayor frecuencia estos nifios consumian leche en polvo (63%), en
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menor grado se combinaba la leche materna con la leche en polvo (32%) y en
tan sélo un caso la alimentacion era exclusivamente materna. Es importante que
para futuros estudios de E. coli patogénica, se plantee en la encuesta una
interrogante sobre el momento en que se le deja de brindar la leche materna al
nifio o si nunca se le proporciond y de esta forma poder profundizar sobre la
proteccién que aseguran algunos autores brinda dicha lactancia [Blake et al.,
1993]. La OMS recomienda la lactancia materna durante los primeros seis
meses de vida para prevenir enfermedades y evitar implicaciones en el
desarrollo del nifio. En nuestros resultados hubieron dos nifios en los cuales se
detectdé ETEC, y a los que simplemente se les proporcionaba lactancia artificial

teniendo tan so6lo 3 meses de edad, lo que pudo predisponerlos a la infeccién.

En cuanto el acceso al agua potable la mayoria de los participantes disponian de
este recurso, un porcentaje pequefo de los involucrados en el estudio debian
comprar el agua a una cisterna u obtenerla de pozo, no sabemos con cuanta
regularidad llega a las casas y qué tipo de almacenamiento emplean, lo que

puede influir en la transmisién tanto para ETEC como de EPEC.

Los resultados en las caracteristicas de las viviendas en los casos positivos
fueron muy similares a los de los casos negativos y en la aplicacion de la prueba
estadistica no hubo diferencia entre estos dos. En ambos grupos el tipo de piso
de las viviendas era de ladrillo, seguido del cemento y ceramica, en menor grado
se reporto el piso de tierra. La disposicion de excretas al igual que el tipo de piso
obtuvo resultados que coinciden con los casos negativos, como ser la utilizacion
de sanitario en la mayoria de los casos y el uso de la letrina fue menos frecuente

92



utilizada en una quinta parte aproximadamente en ambos grupos, la defecacién
al aire libre solo se reportd en 2 de los casos negativos. En estas caracteristicas
también se aplico la prueba “t”, para ver si existia alguna diferencia reveladora
entre el grupo de casos positivos y el grupo de casos negativos, en la cual
ninguna de estas caracteristicas representd una diferencia significativa entre
ambos grupos. Esto puede ser debido a que las diarreas tengan en comudn
diversas fuentes de infeccién, por lo que las mejoras a las condiciones de vida
solucionarian no solo la trasmisiéon de ETEC y EPEC sino también reduciria la

difusién de otros patdégenos causantes de diarreas.

Existen otros serogrupos patogénicos de E. coli que son causantes de diarrea
por lo que es necesario realizar otros estudios donde no soOlo se investigue
ETEC y EPEC sino también otros patotipos importantes para poder comparar y
analizar, cuél de estos ocupa mayor atencién. Ademas es esencial ejecutar
estudios en muestras ambientales en los lugares donde mas se reportan las
diarreas para poder tomar medidas estrictas de higiene y ambientales que

ayuden a prevenir la enfermedad a través de la educacion.
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CAPITULO 6: CONCLUSIONES

Se detectd tanto ETEC como EPEC por los métodos moleculares previstos, o
gue resultd en un 19% de los aislamientos de E. coli provenientes de muestras
fecales de nifios menores de tres afios. ETEC predomind méas con un 15%

mientras que EPEC fue menos frecuente con un 5%.

Se alcanz6 a identificar todas las toxinas de ETEC con excepcién de la toxina
STp. La toxina TL se detecté en mayor porcentaje con un 64%, seguido de la
toxina STh con un 29% y con un 7% ambas toxinas. Aunque EPEC fue menos
frecuente que ETEC se identificaron ambas cepas, tipicas y atipicas en un 20 y

80% respectivamente.

En Honduras, este es el primer estudio a nivel molecular de ETEC y EPEC en
muestras diarreicas, donde se demuestra que cepas de ambos patotipos

circulan en la zona urbana de Tegucigalpa y Comayaguela.

La falta de un diagndstico diferenciado en la rutina clinica hace pasar
desapercibidos algunos agentes bacterianos, poniendo a los infantes en
desventaja en cuanto a la proteccion en la salud. Ademas la carencia de un
diagnostico de rutina no permite el adecuado manejo de la enfermedad segun el

agente patdégeno que esté causando la diarrea.
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El presente estudio ser& de utilidad en investigaciones futuras que se enfoquen
en estos dos serogrupos de E. coli. En el caso particular de ETEC, es importante
continuar con la investigacion de los factores de colonizaciéon en las cepas
encontradas y de esta forma coadyuvar a los esfuerzos mundiales para la

elaboracion de una vacuna.
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CAPITULO 7: RECOMENDACIONES

Es importante seguir profundizando sobre los patdgenos bacterianos causantes
de diarreas, por lo que se recomienda investigar los demas serogrupos de E.coli
patogénica y conocer cuales de estos circulan tanto en zonas urbanas como

rurales del pais.

Se recomienda que para futuras investigaciones se aumente el nivel de
confianza del estudio, y para esto se debe aumentar el nUmero de muestras, por
lo que se sugiere que se incluyan mayor numero de instalaciones de salud,
donde se cuente con el apoyo de personal tanto médico como de laboratorio

para optimizar la coleccion de las muestras y el proceso de las mismas.

Es de vital importancia implementar metodologias de diagnédstico para la
caracterizacion de ETEC y EPEC a nivel de Salud Publica ya que el diagndstico
oportuno y eficaz de la infecciébn por ambos patégenos es un paso esencial para

el prondstico de la enfermedad.

E. coli es un microorganismo de la biota normal del intestino, por consiguiente
también se encuentra en el ambiente, debido a lo anterior seria de utilidad
realizar estudios de vigilancia en muestras ambientales y poder monitorear si las
mismas cepas que se encuentran en el ambiente son las mismas que causan la

diarrea.
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Debido al considerable porcentaje reportado por ETEC en el presente estudio,
se sugiere seguir investigando sobre las cepas circulantes y factores de
colonizacion que estas expresan tanto en zonas urbanas como rurales, de esta
forma se estaria colaborando con estudios internacionales enfocados en la

elaboracion de una vacuna que prevenga infecciones por este patdégeno.

Los factores sociales repercuten en la salud de la poblacion; el acceso a una
vivienda digna, agua potable y servicios de saneamiento adecuado, permiten
disminuir el riesgo de infectarse por estos patdgenos al igual que otros agentes
causantes de enfermedades. Por consiguiente la inversién en los servicios de

salud seria menor si se mejorara la calidad de vida de las personas.

Nuestros resultados manifiestan la necesidad de mejorar la vigilancia de las
infecciones gastrointestinales producidas por bacterias, por lo que se motiva a
seguir investigando sobre la etiologia de las diarreas aplicando otros disefios de

estudios que permitan realizar asociaciones con determinadas variables.

Para futuros estudios se sugiere evaluar mediante la encuesta aspectos que
ayuden a ejecutar un andlisis mas profundo mediante factores especificos de
riesgo como el medio que utilizan de almacenaje de agua potable y con cuanta
regularidad tienen acceso a la misma, ademas analizar posibles factores

protectores como la lactancia materna
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Se recomienda practicar en los hogares habitos de higiene que reduzcan el
riesgo de padecer infecciones por ETEC o EPEC, como ser: lavado de alimentos
previo a su preparacion, lavado de manos después de colocar el pafal del nifio o
después de ir al bafio. Ilgualmente involucrarse en actividades que ayuden a
conservar un entorno saludable como es, un buen manejo de los desechos

sélidos que se generan en el hogar

La educacion juega un papel importante en la prevenciéon de enfermedades
transmitidas por estos microorganismos, por lo que es esencial realizar
campafas formativas desde muy temprana edad que instruyan sobre los
beneficios que conlleva tener buenas practicas de higiene en el hogar y

conductas amigables con el ambiente.
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ANEXOS

ANEXO |

Caracteristicas bioquimicas de Escherichia coli

Bioquimica | Reaccién o Enzima E. coli

Citrato Utilizacién del citrato negativo
Urea Ureasa negativo
Fenil desaminacion de la fenilalanina negativo
Lisina Lisina descarboxilasa positivo
Arabinosa | Fermentacidn/ oxidacion de arabinosa variable
Dulcitol Utilizacién del dulcitol variable
Indol produccidon de Indol positivo
Ornitina Ornitina descarboxilasa variable
Glucosa Fermentacioén de glucosa positivo
Lactosa Fermentacidon/ oxidacién de la lactosa positivo
H2 S Produccion de H2S negativo




ANEXO I

SEROTIPOS Y SEROGRUPOS MAS COMUNES DE ESCHERICHIA COLI CAUSANTE DE DIARREA

ETEC HEC EPEC EAEC STEC

O6:H- (028ac:H- 018 03:H2 OT:MN 023HT 0B5:H10 O1THT O165:H-
O6:H16 020:H- 026:H- O15:H18 OTH1 023H16 0B%:H23 ONTHEKT  O165:H10
oo - O112ac:!I- 26111 0441110 Otz 02 1- 0081110 R FRNE 01651119
O11:H2T O124:H- (055:H- O1TH18 01:H20 025:H11 0B&H- O117:H19 0165:H25
DEH1 O124H7 055HE 0B6:H- OTHNT 026:H- DOTH- O1&H16 O166:H15
QE0:H- Ol24:H30 035HT OTTEHZ OZHI 02HZ O9LHI0 Ol1aH0 OlbbHZE
025:H- O135:H- 086:H- 012T:H2 OZHZK 026:Ha 001H14 O11%H- O168:H-
027:H- 0143:H- 0B6:H34 ONT:H10 02:Hb 026:HN 091:HA O11%:H] 0169:H-
02T:H7 O144:H- O0111:H- 0ZHT 026:H21 098:H- 0120:H19 017:H2
OZTHZ0 0152.H- O111abH2 OZ.HZT 026:H3Z 088:H- CZ1H- O172H-
080 O167:H5 O119:H6 (04:H40 027H- 008:HA 0121:H8 OXIH2
OB5HT 0125acH21 05:H- 030:H4 103:H- 0126:H- ONT:HN
O114:HN 0126:H- 05:H16 03%:HE 0103:H2 0126H2 ONT:H25
O15:HA 0126:H2 06:H- 045:H- 0103:H4 0126:H8 ONT:H28
(O0126:H9 0126:H2T 06:H1 045:H2 0103:He O126HN ONT:HY?
O0128acH27 012THA 06:H29 045:HT 0103:H25 0126:H27 ORH-
0138 0128ancH2 OB:H- 050H- 0104HT7 O128:H12 ORH20
0148:H28 0128H12 OB:H14 055H- O10%H2 O13THA OR:HZ1
014%:H4 014Z:Hd O&:HN 055HE ONEH- 0141H-

O14%:H10 0158H23 (0%ab:H- 055HT O1EH19 0144:H-

01531145 O11:1 145 0310 Okl - 04511

(0158:H- 014:H- 055:H? OM:H2 O145:H16

015%:H4 015:H- OB0H- OMHT O145:H25

O13%:H0 O13HT 06xHIG O111an:HE C143:Hz8

0N66:HZ7 016:H- 070:HNM O1M1:HY 0146:H-

(167:H3 016:HG 073:HM ONTHNT  OUEH

(016%:HA 01T:H18 075:H- ONZHA (O146:H28

C173H- 01E:H- O7kH5 013Kz C150:H10

O18:H7 076:H19 O113H4 0153:H2
020:H7 07%H7 ON13H:3 0133HZ5
021:H5 O80:H- O114H4 O134H-
02:H 08zH O114:H48 O157H
022H1 082:HE O115:H18 O015THT
022:HB 083:H1 O116:H19 0161:H-

OZZ:H40 O84H2 ONTH- O163H19
ETEC E. coli enteratoxigénica EAEC E. coli enteroagregativa
EIEC E. coli enteroimvasiva R rugosa
MT:no tipificable. EPEC E. coli enteropatagena STEC E. coli productora de toxina shiga

Modificado de: Bopp C et all, Eslava C et al,2 Nataro J et al4 y World Health
Organization Guadalupe Rodriguez-Angeles, M en C. 2002



ANEXO IlI

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Unidad de Salud: Centro de Salud Alonso Suazo () Centro de Alonso Suazo ( ) Hospital

Escuela ( )

Nombre Expediente

Fecha actual Fecha de

nacimiento Edad: (afios) (meses)

Sexo:M () F()

Domicilio:

Fecha de inicio de la diarrea No. de evacuaciones al dia
Evacuaciones con sangre: NO () SI () Vémitos: NO ( ) SI( ) No. de vomitos al
dia Fiebre NO () SI( ) Temperatura maxima °C No cuantificada ( )

Deshidratacion: NO ( ) SI( ) Choque () Hospitalizacion NO () Sl ()

Centro
Manejo: Sales de rehidratacién oral NO ( ) SI( ) Encasa( ) En centro de salud ( )

En hospital ( ) Hidratacion endovenosa NO () SI( ) Centro

Alimentacidn: Lactancia materna exclusiva NO () Sl ( ) No aplica ( )
Lactancia artificial: NO () SI () No aplica ( ) Lactancia mixta NO () SI( ) No aplica ( )
Persona que cuida al nifio(a): madre ( ) padre ( ) abuela( ) tia( ) vecina( ) empleada ( )

Vivienda. Disposicion de excretas: Servicio sanitario ( ) Letrina( ) Defecacién al aire
libre ()

Basura: Trende aseo () Quemanlabasura( ) Botan la basura en solar baldio ( )
Agua: Potable ( ) Pozo () Compra a Cisterna ( )

Ingiere: Agua purificada ( ) Agua clorada ( ) Agua hervida ( ) Ningun tratamiento ( )



Anexo IV

Procedimiento: Aislamiento e Identificacién de Escherichia coli

1. Evaluar el tamafio de la muestra, enviarla en contenedores de transporte adecuado.

Etiquetarla debidamente acompafada de su respectivo formulario de proyecto.

Utilizar una libreta para registrar el nimero que se le asigno a la muestra y las caracteristicas

propias de esta.

2. La muestra de heces se sembraran en Mac Conkey el cual es un medio selectivo para
bacterias Gram negativas, los cultivos se incubaran a una temperatura de 35°C en un tiempo de

18 a 24 horas.

3. Lectura de las placas: las colonias que se identifiquen como Escherichia coli tendran una

morfologia; circular de color rojo con un halo turbio no mucoide.

Realizar las siguientes pruebas bioquimicas para confirmar la presencia de Escherichia coli:
Urea de Christensen, Fenilalanina,Citrato de Simmons, Lisina, Caldo arabinosa, Caldo Dulcitol,

MIO y Kiligler.

4. Lectura de las bioguimicas siguiendo el cuadro del Anexo 1 de este Documento.

5. Las cepas que resulten positivas para Escherichia coli se inocularan en PBS para su

conservacion.

8. Descartar el material contaminado siguiendo el Procedimiento Operativo Estdndar elaborado

para tal efecto.

. Referencias

Poujol. 1995. Microbiologia Clinica. Primera Edicion. Tegucigalpa Honduras. Pag.247.
Vilchez, S. 2011.Caracterizacién Molecular y Tipificacion Bioquimica de E. coli Patogénicas.
Ledn Nicaragua.



Anexo V

Procedimiento para la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) multiplex para la
deteccion de EPEC y ETEC

Preparacion del MASTER MIX o mezcla maestra para EPEC

Reactivo CONCENTRACION pl/tubo | Total Vol.

Tubos Total

10 X Buffer 10 X
DNTPs 2.5mM
Primer 1: eae F 100 mM

Primer 2: eae R 100 mM

Primer 3: bfp F 100 mM
Primer 4: bfp R 100 Mm
Agua HPLC

MgCl, 50 mM
TAQ 5 U/ml

Volumen Mezcla

Volumen Muestra

Volumen Total

Primers utilizados para los genes a detectar de EPEC

SECUENCIA DEL PRIMER PESO
EPEC MOLECULAR
Primer 1: eae F CATTATGGAACGGCAGAGGT- eae: 376 pb

Primer 2: eae R ATCTTCTGCGTACTGCGTTCA-

Primer 3: bfp F AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC- bfp: 367 pb

Primer 4: bfp R GCCGCTTTATCCAACCTGGTA-




Preparacion del MASTER MIX o mezcla maestra para ETEC

Reactivo Concentracién Hl/tubo Total Vol.
Tubos | Total

10 X Buffer 10 X 5

DNTPs 2.5mM 2

Primer 1: ST forw kb 100 mM 1

Primer 2: ST Gr 100 mM 1

Primer 3: STP F1 100 mM 1

Primer 4: STP R2 100 mM 1

Primer 5: LT kb forw 100 mM 1

Primer 6: LT kbrev 100 mM 1

Agua HPLC 33.9

MgCl, 50 mM 0.8

TAQ 5 U/ml 0.3

Volumen Mezcla 48

Volumen Muestra 2

Volumen Total 50

Primers utilizados para los genes a detectar de ETEC

SECUENCIA DEL PRIMER ETEC PESO MOLECULAR

Primer 1: ST F -AGTGGTCCTGAAAGCATG-

Primer 2: ST R -TACAAGCAGGATTACAACAC- STh: 64 pb

Primer 3: STPF -TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG-

Primer 4: STP R ACAGGCAGGATTACAACAAAG- STp: 166 pb

Primer 5: LT F -ACGGCGTTACTATCCTCTC-

Primer 6: LT R -TGGTCTCGGTCAGATATGTG- LT: 274 pb




» Se calcula el numero total de tubos de muestras y se agrega un control negativo del
cuarto blanco y un control positivo. Este es el factor por el que se multiplica el volumen
por tubo para obtener el volumen por reactivo a agregar para preparar la mezcla
maestra. Esta mezcla maestra se prepara en el cuarto blanco, en un Eppendorf de 1.5
mL, dentro de la campana de flujo laminar, con el filtro encendido, midiendo rapida y
precisamente cada ingrediente. Se usa un bloque congelado a -20°C 6 a -70°C, pero al
sentir que el bloque se descongela se debe usar hielo picado. Debe trabajarse rapido
para prevenir que se hibridicen entre si mismos los iniciadores y se mire una ancha

banda de primers dimerisados. El proceso de amplificacién lleva alrededor de 3 horas.

PREPARACION GEL

1. Para la preparacion del gel se deben preparar 150 mL de TBE 0.5 X (15 mL de TBE 5X +
135 mL de Agua destilada estéril).

2. El gel a utilizar debe ser de 2% de agarosa. Pesar 3 gramos de Agarosa Sigma y disolverlo
en los 150 mL de TBE 0.5X.

3. Colocar en el microondas por alrededor de 2 minutos, agitar constantemente. Disolver
todos los cristales.

4. Esperar a que se enfrie un poco aproximadamente 65 °C y agregar 5 ul de bromuro de
etidio 10 mg/ml.

5. Verter en un molde. Esperar que se solidifique y meter en el refrigerador. Quitar

lentamente los peines para no romper los posos ni levantar el gel.

INOCULACION DEL GEL

1. Sumergir el gel en el buffer de corrida (TBE 0.5X) a manera de cubrir bien los posos.



Colocar primero el marcador de peso molecular (100 pb). Se utilizan 5 yl de marcador + 4
pl de buffer de carga.

De cada muestra servir 20 yl de producto + 4 pl de buffer de carga.

Al terminar de servir las muestras colocar nuevamente el marcador de peso molecular.

Conectar a la fuente de poder con un voltaje de 32 mAmp por 2 horas.

TOMA DE FOTOGRAFIA

1.

3.

4.

Al pasar las dos horas se coloca el gel en su molde sobre el transiluminador y se enciende
la luz UV.

Se observan las bandas y si los controles positivos y negativos se observan bien y se
puede calcular el peso molecular de las bandas observadas, se procede a tomar una foto
con el cono y la camara Cannon.

Al encender la camara puede centrarse la foto y se ajusta al mayor tamafio posible.

Una vez tomada la foto se pasa a la computadora para documentar el resultado del

experimento.



ANEXO VI

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR COMO VOLUNTARIO EN EL ESTUDIO DE INVESTIGACION

“PATOGENOS ENTERICOS ASOCIADOS A DIARREAS EN NINOS MENORES DE 3 ANOS”

INVESTIGADORA PRINCIPAL
Dra. Lourdes Madrid, Profesor, Escuela de Microbiologia, Universidad Nacional Auténoma de Honduras
Dra. Annabelle Ferrera, Profesor, Escuela de Microbiologia, Universidad Nacional Auténoma de Honduras

Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoonéticas, Escuela de Microbiologia, Universidad Nacional Auténoma de Honduras, UNAH

PARA PROTEGER LOS DERECHOS Y EL BIENESTAR DE LAS PERSONAS QUE PODRIAN PARTICIPAR, ESTE ESTUDIO HA SIDO APROBADO POR EL COMITE DE ETICA
DE INVESTIGACION DE LA MAESTRIA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y ZOONOTICAS DE LA FACULTAD DE CIENCIAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE HONDURAS

Nombre del Participante: Codigo:

Entiendo que mi hijo(a) menor de edad ha sido invitados/as participar en el estudio de investigacion titulado “PATOGENOS
ENTERICOS ASOCIADOS A DIARREAS EN NINOS MENORES DE 3 ANOS”.

Yo doy testimonio que los entrevistadores me han explicado en detalle todos los aspectos del estudio en forma verbal y escrita en la
carta de invitacion del estudio arriba mencionado.

Yo aqui doy testimonio que he aceptado esta invitacion a participar en el estudio y/o he aceptado en nombre de mi hijo(a) menor.
Yo he tomado esta decision basado en la informacién que he recibido y/o leido. Yo he tenido la oportunidad de recibir los detalles
adicionales que he querido sobre el estudio y entiendo que puedo hacer preguntas en el futuro.

Yo entiendo que mi participacion es LIBRE Y VOLUNTARIA; que puedo rehusar a contestar algunas preguntas, dar informacién o
muestra de heces en cualquier momento del estudio y aunque inicialmente decida participar, yo puedo cambiar de parecer mas
adelante y puedo retirarme del estudio en cualquier momento, sin consecuencias negativas para mi o mi familia.

Yo entiendo que los investigadores me contactardn en un centro asistencial tal como me lo informaron en la carta de invitacién y
gue me hardn preguntas personales, sobre mi salud, y mi historia pasada en relacién a diarreas y daré una muestra de heces de mi
hijo a los investigadores la cual serd analizada en el laboratorio de la escuela de microbiologia de la UNAH, para saber cudl es la
causa de la diarrea.

Yo entiendo que si tengo mas preguntas sobre el estudio, puedo contactar ala Doctora Annabelle Ferrera llamando al nimero de
teléfono: 232-5836 o visitandola en la Escuela de Microbiologia, UNAH localizado en el Edificio CB 4to piso, Boulevard Suyapa,
Tegucigalpa.

Yo entiendo que recibiré una copia firmada del formato de consentimiento para mi propio registro.

Divulgacion de la informacidn de los registros médicos:

Yo aqui autorizo la divulgacion de la informacién de mis registros médicos a los investigadores que

hacen parte del estudio “PATOGENOS ENTERICOS ASOCIADOS A DIARREAS EN NINOS MENORES DE 3 ANOS” para el propésito de
la investigacion.

Yo he leido y entendido la informacidn contenida en éste documento.

Yo acepto voluntariamente participar en este estudio de investigacion.

Fecha

Nombre del Participante Firma del Participante

Fecha

Persona Autorizada que Acepta la Participacion Firma de la Persona Autorizada que Acepta la
Participacion




ANEXO VII

Hoja de Bioseguridad de Escherichia coli Enterotoxigénica

MATERIAL SAFETY DATA SHEET - INFECTIOUS SUBSTANCES
SECTION | - INFECTIOUS AGENT

NAME: Escherichia coli, enterotoxigenic
SYNONYM OR CROSS REFERENCE: ETEC, traveller's diarrhea, gastroenteritis

CHARACTERISTICS: Gram negative rod; motile, aerobic; produces a heat labile enterotoxin (LT)
and a heat stabile enterotoxin (ST)

SECTION Il - HEALTH HAZARD
PATHOGENICITY: Self-limiting cholera-like disease in infants and adults; profuse watery
diarrhea without blood or mucous; abdominal cramping, vomiting, acidosis, prostration, malaise

and dehydration can occur; fever may or may not be present; symptoms usually lasts fewer than
5 days

EPIDEMIOLOGY: Usually sporadic, particularly in underdeveloped countries; may cause
common source outbreaks; one of two major leading causes of diarrhea in children in developing
countries; has become the leading bacterial cause of gastroenteritis outbreaks on cruise ships;
accounts for 40-60% of all cases of traveller's diarrhea

HOST RANGE: Humans, livestock, most mammals; species specific, no known non - human
hosts for human ETEC

INFECTIOUS DOSE: 100,000,000 organisms to 10,000,000,000 organisms (108 to 10" ) by
ingestion

MODE OF TRANSMISSION: Fecal-oral route; poor sanitation; fecal contamination of food, water
or fomites; poor personal hygiene

INCUBATION PERIOD: 24-72 hours
COMMUNICABILITY: Communicable for duration of fecal excretion (several weeks)
SECTION Il - DISSEMINATION

RESERVOIR: Humans, animals; ETEC infections are largely species specific; humans constitute
the reservoir for strains causing diarrhea in humans

ZOONOSIS: No
VECTORS: None
SECTION IV - VIABILITY

DRUG SUSCEPTIBILITY: Sensitive to wide spectrum of antibiotics; quinolines first choice
treatment worldwide
DRUG RESISTANCE: tetracyclines, trimethroprim-sulfamethorazole approximately 40%

SUSCEPTIBILITY TO DISINFECTANTS: Susceptible to many disinfectants - 1% sodium
hypochlorite, 70% ethanol, glutaraldehyde, iodines, phenolics, formaldehyde



PHYSICAL INACTIVATION: Inactivated by moist heat (121° C for at least 15 min) and dry heat
(160-170° C for at least 1 hour)

SURVIVAL OUTSIDE HOST: Dust 4 to 27 days; feces - up to 84 days; fingertip - 45 min; soil - up
to 84 days

SECTION V - MEDICAL

SURVEILLANCE: Monitor for symptoms; confirm bacteriologically

FIRST AID/TREATMENT: Electrolyte fluid therapy (oral or 1V); antibiotics may be administered in
very severe cases

IMMUNIZATION: oral vaccine under development

PROPHYLAXIS: Short term antibiotic therapy with TMP-SMX or doxycycline for travellers going
to high-risk areas with no safe food or water

SECTION VI - LABORATORY HAZARDS

LABORATORY-ACQUIRED INFECTIONS: 2 reported cases of laboratory infections with E. coli
SOURCES/SPECIMENS: Feces; contaminated food, water, fomites
PRIMARY HAZARDS: Ingestion
SPECIAL HAZARDS: None
SECTION VII - RECOMMENDED PRECAUTIONS

CONTAINMENT REQUIREMENTS: Biosafety level 2 practices, containment equipment and
facilities for activities involving cultures and infected clinical materials

PROTECTIVE CLOTHING: Laboratory coat; gloves when contact with infectious materials is
unavoidable

OTHER PRECAUTIONS: Good personal hygiene and frequent handwashing
SECTION VIII - HANDLING INFORMATION

SPILLS: Allow aerosols to settle; wearing protective clothing, gently cover spill with absorbent
paper towel and apply 1% sodium hypochlorite, starting at perimeter and working towards the
centre; allow sufficient contact time (30 min) before clean up

DISPOSAL.: Decontaminate before disposal; steam sterilization, chemical disinfection
STORAGE: In sealed containers that are appropriately labelled
SECTION IX - MISCELLANEOUS INFORMATION

Date prepared: January, 2001
Prepared by: Office of Laboratory Security, PHAC

Although the information, opinions and recommendations contained in this Material Safety Data
Sheet are compiled from sources believed to be reliable, we accept no responsibility for the
accuracy, sufficiency, or reliability or for any loss or injury resulting from the use of the
information. Newly discovered hazards are frequent and this information may not be completely
up to date.

Copyright ©
Health Canada, 2001



ANEXO VI

Hoja de Bioseguridad de Escherichia coli Enteropatégena

MATERIAL SAFETY DATA SHEET - INFECTIOUS SUBSTANCES
SECTION I - INFECTIOUS AGENT

NAME: Escherichia coli, enteropathogenic

SYNONYM OR CROSS REFERENCE: EPEC, attaching and effacing E. coli (AEEC),
enteroadherant E. coli (EAEC), acute diarrhea, infantile diarrheal disease

CHARACTERISTICS: Gram negative rod; motile, aerobic; non - enterotoxin producing
and non - enteroinvasive; serogroups possess an antigenic adherence factor (bundle-
forming pili BFP); serotyping to determine somatic and flagellar antigens

SECTION Il - HEALTH HAZARD
PATHOGENICITY: Intestinal disease accompanied by watery diarrhea, fever, cramps
and vomiting; bloody stool in some cases; serious disease in infants

EPIDEMIOLOGY: Associated with outbreaks of acute diarrheal disease in newborn
nurseries; occurs sporadically as well; EPEC no longer an important cause of infant
diarrhea in North America and Europe; major agent of infant diarrhea in many developing
countries (South America, South Africa, Asia), infants < 1 year old

HOST RANGE: Humans, especially infants < 2 years, most mammals (livestock)

INFECTIOUS DOSE: highly infectious for infants, does unknown, presumably low; Adults
by Ingestion - 100,000,000 organisms to 10,000,000,000 organisms (108 to 10%°)

MODE OF TRANSMISSION: Fecal contamination of food, water or fomites; fecal-oral
spread; may be spread to infants during delivery or by contaminated hands; poor
hygiene and poor sanitation

INCUBATION PERIOD: 12-72 hours (9-12 hrs in adult volunteer studies)

COMMUNICABILITY: Communicable period not known, but presumably for the duration
of fecal excretion, which may be prolonged several weeks

SECTION III - DISSEMINATION

RESERVOIR: Infected persons, often asymptomatic; animals
ZOONOSIS: Yes - direct or indirect contact with infected animals and wastes
VECTORS: None

SECTION IV - VIABILITY

DRUG SUSCEPTIBILITY: Susceptible to ampicillin, TMP-SMX

SUSCEPTIBILITY TO DISINFECTANTS: Susceptible to many disinfectants - 1%
sodium hypochlorite, 70% ethanol, iodines, phenolics; glutaraldehyde, formaldehyde

PHYSICAL INACTIVATION: Inactivated by moist heat (121° C for at least 15 min) and
dry heat 160-170° C for at least 1 hour

SURVIVAL OUTSIDE HOST: Dust 4 to 27 days; feces - up to 84 days; fingertip - 45
min; soil - up to 84 days



SECTION V - MEDICAL

SURVEILLANCE: Monitor for symptoms; confirm bacteriologically, serologically

FIRST AID/TREATMENT: Electrolyte fluid therapy (oral or IV); antibiotics may be
administered in very severe cases

IMMUNIZATION: None
PROPHYLAXIS: Not usually administered

SECTION VI - LABORATORY HAZARDS

LABORATORY-ACQUIRED INFECTIONS: 2 reported cases of laboratory infections with
E. coli

SOURCES/SPECIMENS: Feces
PRIMARY HAZARDS: Ingestion
SPECIAL HAZARDS: None

SECTION VII - RECOMMENDED PRECAUTIONS
CONTAINMENT REQUIREMENTS: Biosafety level 2 practices, containment equipment
and facilities for activities involving cultures and infected clinical materials

PROTECTIVE CLOTHING: Laboratory coat; gloves when contact with infectious
materials is unavoidable

OTHER PRECAUTIONS: Good personal hygiene and frequent handwashing
SECTION VIII - HANDLING INFORMATION

SPILLS: Allow aerosols to settle; wearing protective clothing, gently cover spill with
absorbent paper towel and apply 1% sodium hypochlorite, starting at perimeter and
working towards the centre; allow sufficient contact time (30 min) before clean up

DISPOSAL: Decontaminate before disposal; steam sterilization, chemical disinfection
STORAGE: In sealed containers that are appropriately labelled

SECTION IX - MISCELLANEOUS INFORMATION

Date prepared: January, 2001
Prepared by: Office of Laboratory Security, PHAC

Although the information, opinions and recommendations contained in this Material
Safety Data Sheet are compiled from sources believed to be reliable, we accept no
responsibility for the accuracy, sufficiency, or reliability or for any loss or injury resulting
from the use of the information. Newly discovered hazards are frequent and this
information may not be completely up to date.
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