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OBJETIVO GENERAL

Determinar la aplicabilidad de un PCR multiplex para la deteccién de Escherichia coli

enteropatogena (EPEC) y Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) en muestras de aguas

superficiales, a partir de la técnica nimero mas probable.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.Estandarizar un protocolo para la extraccion del ADN de Escherichia coli, partiendo de la

técnica de nimero mas probable.

2. Determinar el limite de deteccion de ETEC y EPEC a partir de los medios utilizados en la
técnica de NMP; caldo lauril triptona y caldo Escherichia coli.

3. Establecer el limite de deteccion de EPEC y ETEC en presencia de cepas no patogenas.

4. Determinar el limite de deteccién en muestras de aguas residuales inoculadas en el

laboratorio.



JUSTIFICACION

Las variedades de Escherichia coli patogenas, tales como la enterotoxigénica (ETEC), la
enteropatogena (EPEC), la enterohemorragica (EHEC) y la enteroinvasiva (EIEC) representan un
riesgo importante para la salud humana y han sido relacionadas, en mayor o menor grado, a
infecciones por consumo de alimentos o aguas contaminadas. Se ha determinado que el agua de
consumo es la principal fuente de microorganismos patogenos en paises subdesarrollados
(Ashbolt, 2004).

En América Latina y el Caribe, ¢l rotavirus, Escherichia coli enterotoxigenica, Shigella,
Campylobacter jejuni y Cryptosporidium parvum se encuentran entre los agentes causales,
transmitidos por agua, mas importantes de las enfermedades diarreicas y la deshidratacién. En
algunas areas, Salmonella y E.coli enteropatogena también se han reportado como agentes
importantes (Craun ez al, 1996).

En un estudio publicado en el afio 2003 se encontré a la E.coli O157:H7, una de las mas
importantes representantes del grupo de las E.coli enterohemorragicas (EHEC), en visceras de
pollo y leche no pasteurizada de Costa Rica (Reuben er al, 2003). La escasez de investigaciones
epidemiolégicas impide asegurar la importancia de cepas enteropatogenas de E.coli en nuestro
pais y su relacion con aguas de consumo y riego.

Las actuales medidas de calidad microbiana del agua dependen exclusivamente de
indicadores de contaminacion fecal (por ejemplo, coliformes fecales). Sin embargo, no se¢ ha
establecido una correlacion entre la prevalencia y concentracion de estos indicadores con los
patogenos, incluyendo EHEC (Shelton er al/, 2006). Lo anterior también podria ser aplicado a
otras variedades de E.coli patogenas.

Ademas, el desarrollo de una prueba mas rapida y menos costosa para la deteccion de
cepas patdgenas de Escherichia coli permitiria la realizacion de estudios epidemiologicos y
resultaria ventajosa, como prueba complementaria a la de coliformes, para determinar la fuente
de un posible brote. La manutencion de la calidad microbioldgica del agua y la rapida deteccion
de microorganismos patogenos representan desafios en la ecotoxicologia y en el mantenimiento
de la salud pablica (Maynard ez al, 2005).

En Costa Rica solo el Instituto Costarricense de Investigacion y Ensefianza en Nutricion y
Salud (INCIENSA) lleva a cabo los andlisis para la deteccion de las variedades de E.coli
patogenas, ya que, al tener que realizarlos utilizando métodos moleculares y en forma separada

para cada una de las variedades, el proceso se vuelve costoso y requiere mucho tiempo. Con el



desarrollo de un método que sea capaz de detectar los tipos de £.coli patogenas mas importantes
para nuestro pais, tal como un PCR miiltiplex, se reducirian los costos y el tiempo de deteccion,
con lo cual se volveria mas factible la identificacion de estos organismos en aguas de riego y

consumo humano.



INTRODUCCION

Generalidades de Escherichia coli

Escherichia coli es una especie del género Escherichia, que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae la cual contiene la mayoria de los bacilos gram negativos mdviles (Nataro y
Kaper, 1998). Ademas, £.coli es uno de los principales componentes de la flora intestinal normal
de humanos y otros mamiferos (Kuhnert et a/, 2000).

Algunas cepas especificas de E.coli son patdgenos primarios con potencial para causar
enfermedad. Estos patogenos han sido clasificados en dos principales categorias: los patogenos
entéricos y los patogenos extraintestinales (Kuhnert, 2000). De este modo las infecciones
producto de E.coli patégenas pueden estar limitadas a las mucosas superficiales o pueden
diseminar a través del cuerpo. Tres sindromes clinicos generales resultan de la infeccién con
cepas patogenas de E.coli: i) infeccion del tracto urinario, ii) sepsis y meningitis, iii) enfermedad
diarreica (Nataro y Kaper, 1998).

Los aislamientos de F.coli productora de diarrea se han clasificado en grupos especificos
que incluyen la FE.coli enterohemorragica (EHEC), E.coli enteropatégena (EPEC), E.coli
enterotoxigénica (ETEC), E.coli enteroinvasiva (EIEC), y E.coli enteroagregativa (EAEC) segin
sus factores de virulencia, mecanismos de patogenicidad, sindromes clinicos y serotipos
defimidos por una combinacion especifica de antigenos O y H (Nataro y Kaper, 1998; Chung et
al, 2006).

Estudios epidemiolégicos realizados en paises en vias de desarrollo, incluidos
Latinoamérica y México, han demostrado que ETEC y EPEC son dos de los principales

patogenos aislados en los casos de diarrea infantil (Vidal er al, 2007).

Escherichia coli enteropatégena (EPEC)

E.coli enteropatégena se refiere a ciertas cepas a las que se les atribuy6, por primera vez,
brotes de diarrea infantil epidémica y esporadica, en estudios epidemioldgicos de los afios 40’s y
50’s (Frankel et a/,1998).

EPEC produce una abundante diarrea acuosa y los brotes se han asociado al consumo de
agua contaminada y productos a base de carne (Feng y Weagant, 2001). Comunmente, los nifios
menores de 2 afios son los mds afectado por este patogeno (Kuhnert, 2000), sin embargo también
se han reportado casos en adultos. Se ha estimado que 1a dosis infectante de EPEC en adultos



sanos es de 10° organismos, mientras que otros reportan 103-10'° (Nataro y Kaper, 1998; Feng y
Weagant, 2001).

De acuerdo con datos epidemioldgicos obtenidos por diversos autores en México, se ha
determinado que esta bacteria causa de 17 a 19% de los casos de diarrea infantil en diversas
regiones de este pais, y se indica que uno de cada cinco nifios que enferman de diarrea puede
estar infectado con ella (Vidal et a/, 2007). En otras naciones en vias de desarrollo como Brasil y
Chile, la epidemiologia de EPEC es similar (Vidal et a/, 2007). Sin embargo, EPEC continua
siendo una bacteria cuya epidemiologia ha sido poco estudiada tanto en nuestro pais como en
otros de América Latina.

La adherencia es un proceso fundamental pagm la patogénesis de EPEC. Los pelos
formadores de penachos o BFP (bundle forming pilus, por sus siglas en inglés) permiten que las
bacterias se agrupen entre ¢tlas y formen microcolonias (un fenotipo conocido como
autoagregacion), esto corresponde a la primera fase del proceso patogénico de estas bacterias.
Los BFP son pelos o fimbrias de 7 nm de didmetro y 14 a 20 um de largo, cuya biogénesis
requiere 14 genes codificados en el plasmido de virulencia denominado factor de adherencia de
EPEC o EAF (Escherichia coli adherence factor, por sus siglas en inglés) (Vidal et al, 2007). La
segunda fase corresponde a 1a union de las bacterias a la célula del huésped. La principal
caracteristica histopatologica de la infeccion es una lesion que induce la EPEC en el intestino
conocida como la lesion A/E (attaching and effacement, adherencia y eliminacion) (Vidal et al,
2007; Nataro y Kaper, 1998). Las bacterias se adhieren a los enterocitos y permiten la
acumulacion de la actina del citoesqueleto en la region apical de la célula, hasta formar una
estructura de tipo “pedestal” y causar la eliminacion de las microvellosidades intestinales (Vidal
et al, 2007; Nataro y Kaper, 1998). Esta capacidad esta relacionada con la posesion de una isla de
patogenicidad conocida como locus de eliminacion del enterocito o LEE (locus of enterocyte
effacement) de 35 kb (Nataro y Kaper, 1998). La posesion de esta isla de patogenicidad esta
relacionada con la presencia de la secuencia eae que codifica por la proteina de membrana
externa llamada intimina y que permite un contacto intimo con el enterocito (Vidal et al, 2007 ;
Nataro y Kaper, 1998). Los blancos genéticos para identificar EPEC son una secuencia genética
del plasmido EAF que se emplea como sonda o la amplificacion por PCR de la subunidad
estructural de los BFP (bfpA) y el gen que codifica a la intimina (eae) (Vidal et al, 2007, Nataro
y Kaper, 1998).

Las cepas de £.coli enteropatégena se clasifican en dos grupos, el tipo I o cepas tipicas y

el tipo II o cepas atipicas, con base en la presencia o ausencia del plasmido EAF,



respectivamente, y el fenotipo de adherencia. Las cepas tipicas (de tipo I) presentan el patron de
adherencia localizada (LA, del inglés localized adherence)sobre cultivos de células epiteliales y
corresponden a los aislamientos mds caracterizados, mientras que las cepas atipicas (o de tipo II)
poseen adherencia semejante a la localizada (LAL, por sus siglas en inglés), adherencia difusa o,
en algunos casos, adherencia agregativa, y se han asociado a brotes y casos esporadicos de
diarrea en seres humanos (Vidal et al, 2007; Varela et al, 2007). Los grupos atipicos de EPEC
son eae positivos, bfp negativos y estan emergiendo como agentes prevalentes de gastroenteritis
(Vidal et al, 2007; Varela et al, 2007).

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

ETEC es la principal causa de diarrea en nifios pequefios de paises subdesarrollados y en
adultos de paises industrializados que viajan a esas regiones (diarrea del viajero). La
contaminacion fecal de alimentos y agua es la principal ruta de infeccién para el humano y
también se ha relacionado con brotes esporadicos en Estados Unidos (Kuhnert, 2000; Feng y
Weagant, 2001).

Se ha descubierto que las aguas superficiales en los paises subdesarrollados albergan
estos organismos y la transmision puede ocurrir durante el bafio o al utilizar el agua para la
preparacién de alimentos (Qadri ez a/, 2005). La enfermedad se caracteriza por una diarrea
acuosa y con poca fiebre o sin ella (Feng y Weagant, 2001). La dosis infectante de ETEC en
adultos se ha estimado en al menos 10® células; sin embargo esta dosis puede ser menor en
grupos mas susceptibles como nifios y ancianos (Feng y Weagant, 2001).

La incidencia de las infecciones por ETEC en paises subdesarrollados disminuye después
de los 5 afios de edad y vuelve a aumentar después de los 15 afios y cerca del 15% de la
enfermedad por ETEC se da en adultos (Qadri et al, 2005). Ademas los analisis han demostrado
que los adultos mayores también son susceptibles a las infecciones por ETEC requiriendo ser
hospitalizados (Qadri et al, 2005). La razon de porqué las infecciones por ETEC disminuyen
después de la infancia y aumentan en los adultos puede deberse a factores ambientales y
epidemiolégicos (Qadri et al, 2005), ademas de la respuesta inmune de la persona y la aparicion
de nuevas cepas de ETEC con caracteristicas diferentes.

ETEC pertenece a una familia heterogénea de E.coli fermentadora de lactosa, poseedora

de una amplia variedad de tipos antigénicos O, estos producen enterotoxinas, las cuales pueden



ser termolabiles y termoestables, y factores de colonizacion que permiten el asentamiento en el
intestino delgado donde causan diarrea (Qadri et al, 2005).

ETEC puede producir una toxina termolabil (LT) que es muy similar en tamafio (86 kDa),
secuencia, actividad antigénica y funcion a la toxina del célera (CT). También puede producir
una toxina termoestable (ST) de bajo peso molecular (4 kDa) (Feng y Weagant, 2001). La

prevalencia de cepas ST+, LT+ o ST + y LT+ varia deacuerdo al 4rea geogréfica.

Aislamiento e identificacion de Escherichia coli

Los coliformes totales y fecales han sido utilizados por muchos afios como indicadores
para determinar la calidad sanitaria de aguas superficiales, recreacionales y marinas (Scott ef al,
2002). El grupo de los coliformes se define de acuerdo a una serie de caracteristicas bioquimicas
y de crecimiento utilizadas en la identificacion de bacterias relacionadas con contaminacion fecal
en mayor o menor grado (Payment et a/, 2003). Como parte del grupo de los coliformes se
encuentra E.coli, esta bacteria se halla en heces tanto humanas como animales, es por esto que es
ampliamente utilizada como indicador de contaminacién fecal en aguas.

Para la recuperacion de microorganismos indicadores en aguas pueden emplearse tres
métodos diferentes, estos son: Ia filtracion a través de membranas, la prueba de presencia-
ausencia y la técnica de tubos miltiples de fermentacion o método de numero mas probable
(NMP) (Késter et al, 2003). La filtracion por membrana frecuentemente se utiliza para la
deteccion de indicadores o de bacterias entéricas en agua filtrando muestras de 100 ml a través de
membranas de nitrocelulosa de 0,45 pm de porosidad y sembrandolos en medios selectivos. Sin
embargo, la turbidez de las aguas superficiales puede ser un problema para este método por lo
que frecuentemente se utiliza la técnica de NMP (Koster et al, 2003).

E.coli es capaz de producir gas cuando crece en caldo EC a 44,5 °C (utilizando el método
de NMP) o forma colonias azules cuando crecen en agar m-FC a 44,5 °C (utilizando el método
de filtracion por membrana) (Eaton ef al, 1999).

La técnica de tubos miltiples de fermentacion es estadistica e indirecta, aplicada a
muestras con bajo numero de microorganismos (< 10UFC/g) o con bacterias dafiadas debido al
calor, acidez, congelacion, radiacion, entre otros, y donde se busca diluir a extincion el
organismo en cuestién. EI NMP proporciona un estimado de la poblacién y no identifica especies
en particular; incluye una fase de enriquecimiento llamada fase presuntiva y una de seleccién

llamada fase confirmatoria (Arias ef al, 2006). En esta prueba se hacen diluciones seriadas de la
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muestra, posteriormente se lleva a cabo la fase presuntiva o de preenriquecimiento, a partir de la
cual no se hacen interpretaciones, y por altimo se lleva a cabo la fase conffirmatoria. Esta puede
realizarse en medios liquidos o solidos y puede leerse con base en la deteccion de produccion de
gas, turbidez, deteccion de acido o base, con métodos de reduccion, entre otros (Arias et al,
2006). La prueba de NMP de coliformes fecales (utilizando el medio EC) es aplicable en
investigaciones de agua de consumo, contaminacion de arroyos, nuevas fuentes de agua, sistemas
de tratamiento de aguas, agua de mar, y monitoreo de la calidad de agua (Eaton et al, 1999). Es
muy usada especialmente en leche y agua, y para esos alimentos cuyas particulas puedan
interferir con un correcto conteo de colonias (Feng y Weagant, 2001).

Actualmente existen diferentes tipos de técnicas para la deteccion de E.coli patogenas,
tales como las pruebas serologicas, a pesar de esto las mas utilizadas son las pruebas
moleculares. Las cepas de F.coli patogenas fueron las primeras para las que se desarrollaron
métodos de diagnostico molecular. Estos métodos permanecen como los mas populares y de mas
confianza para diferenciar las cepas generadoras de diarrea de los miembros no patdgenos
(Nataro y Kaper, 1998). Los marcadores serologicos, en algunas ocasiones, correlacionan muy
bien con categorias especificas de F.coli productoras de diarrea; sin embargo, estos marcadores
raramente son suficientes por si solos para identificar las cepas como patégenas. Ademas de su
limitada sensibilidad y especificidad, la serotipificacion es tediosa y cara (Nataro y Kaper, 1998).
en contraste las técnicas moleculares resultan mas rapidas y sensibles, sin embargo, su
sensibilidad puede reducirse debido a la presencia de sustancias en las muestras que interfieran

con la polimerasa durante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés).
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MATERIALES Y METODOS

1. Deteccién de EPEC y ETEC a partir de NMP

1.1 Inoculacion de la muestra y NMP

La técnica de NMP se realiz6 con base en el procedimiento descrito por Eaton ef al en
1999. Por otra parte, en una placa de agar McConkey se sembré la cepa prototipo de
Escherichia coli enteropatégena (EPEC, eae positiva, bfp positiva) y se incubé a 37°C por 24
horas, lo mismo se hizo con la cepa prototipo de de Escherichia coli enterotoxigenica (toxina
estable positiva, toxina labil positiva). Con las colonias crecidas se hizo una suspensién de 5 ml
al estandar de McFarland 0,5 (1,5 x 10® bacterias/ml).

Posteriormente, esta suspension se inoculd en 45 ml de agua destilada estéril
correspondiendo a la ditucién 107 (1,5 x 107 bacterias/ml). Se procedi6 a hacer diluciones
seriadas 1:10 de la dilucion original, hasta llegar a 10 en agua destilada estéril. Luego se inoculé
1 ml de cada una de las diluciones, de 102 a 10, en 5 tubos con 10ml de Caldo Lauril Triptona
(CLT) con campana de Durham y se incubaron a 37°C por 24 horas.

Solo en el caso de EPEC, con los CLT en los que hubo crecimiento, se inocularon por
asada caldos Escherichia coli (EC) con campana de Durham y fueron incubados a 37°C por 24 h.
Para ETEC, los CLT que presentaron crecimiento no fueron subcultivados a caldo EC debido a

que, en la prueba con EPEC, se determino la presencia de sustancias inhibitorias en este medio.

1.2 Extracciéon de ADN

El método de extraccion empleado en este caso fue modificado de la técnica usada por
Campbell et al en el 2006. Todos los tubos de CLT que presentaron gas y turbiedad fueron
trasvasados a otros tubos de vidrio sin campana para ser centrifugados (centrifuga Eppendorf
5810R) a 4000 rpm, 4°C, por10 minutos. Se descart6 el sobrenadante y cada botén fue
resuspendido en 1 ml de agua destilada estéril y se procedié a trasvasarlos a tubos Eppendorf de
1,5 ml. Se centrifugaron (centrifuga Eppendorf 5417C) a 14000 rpm, 4°C, por 5 minutos y se
descarto el sobrenadante, los botones celulares se resuspendieron en 500 pl de agua destilada
estéril, se volvieron a centrifugar (14000 rpm, 5 min., 4°C), y se volvieron a resuspender en 250
pl de agua destilada estéril. Los tubos fueron puestos en bafio maria 100 °C por 20 minutos y,
luego, se centrifugaron (14000rpm, 5 min., 4°C). El sobrenadante se trasvaso a tubos Eppendorf
de 1,5 ml que se guardaron a 20 °C.
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A los tubos de caldo EC, inoculados con EPEC, que presentaron gas y turbiedad se les
aplic6 el mismo procedimiento para la extraccion del ADN, que a los tubos con CLT. Las

muestras también fueron guardadas a ~20°C.

1.3 Amplificacion del ADN

El ADN de ETEC y EPEC obtenido de los caldos CLT y EC fue amplificado por el
método PCR. La mezcla de reaccion consistio de buffer para PCR 1X, 1,5 mM de cloruro de
magnesio (MgCl,), 200 uM de dinucleotidos, los iniciadores, eacA-R, eacA-F, bfpA-R, bfpA-F
en ¢l caso de EPEC 0 LT1,LT2,ST-R, ST-F en el caso de ETEC (tabla 1), y 0,5 U de Taq
polimerasa (Fermentas).

Para la amplificacion del ADN de EPEC se empleo el siguiente perfil : una temperatura
de 95°C por 5 minutos para la desnaturalizacidn, seguida de 35 ciclos a 95°C por 45 segundos,
53°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto, y un ciclo para la extension a 72°C por 10 minutos. En
el caso de ETEC las condiciones de la amplificacion consistieron de un ciclo de
desnaturalizaciéon del ADN a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 54°C por 45
segundos, y 72°C por 45 segundos, con un ciclo final de 10 minutos a 72°C. Las reacciones se

realizaron en un termociclador Perkin Elmer PCR System 2400.

Tabla 1. Secuencias de los nucledtidos de los imprimadores para PCR

Subclase Imprimador Secuencia de los imprimadores Pesodel  Referencia
de E.coli producto
(bp)
EPEC eaeA-R  5’-CCACCTGCAGCAACAAGAGG-3’ 384 Lépez-
Saucedo et
caeA-F 5°-GACCCGGCACAAGCATAAGC-3’ 1 2003
a
bfpA-R  5°-GCCGCTTTATCCAACCTGGTA-3 324 Lopez-
bfpA-F  5-AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC-3’ Saucedo ef
al (2003)
ETEC LT1 5.TCTCTATGTGCATACGGAGC-3’ 322 Nguyenet al
LT2 5. CCATACTGATTGCCGCAAT-3’ (2005)
ST-R 5".CACCCGGTACAAGCAGGATT-3’ 190 Lépez-
ST-F 5 -ATTTTTCTTTCTGTATTGTCTT-3’ Saucedo et
al (2003)
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1.4 Revelado

Las muestras amplificadas se corrieron (130 V,110 mA, 45 minutos) en un gel de
agarosa (Fermentas #R0491) al 2% con buffer Tris-borato-EDTA (TBE) 0,5 X y bromuro de
etidio a 25 pg/ul. En el caso de EPEC se utilizo como control positivo el ADN de la cepa
prototipo de EPEC cultivada en caldo tripticasa soya (CTS), el cual se extrajo de igual forma que
el ADN de las bacterias crecidas en CLT, haciendo lavados y calentando en bafio maria por 20
minutos, para ETEC como control positivo se utilizo el ADN de la cepa prototipo de ETEC

cultivada en CTS, el control negativo utilizado para ambas cepas fue agua destilada estéril.
2. Deteccién de EPEC en competencia con Escherichia coli no patégena

2.1 Inoculacién de la muestra y NMP

Se hizo una suspension de 5 ml al McFarland 0,5 (1,5 x 10® bacterias/ml) con colonias
de la cepa de Escherichia coli ATCC y otra con colonias de la cepa prototipo de . coli
enteropatogena, ambas, crecidas en agar McConkey. A continuacion, estas suspensiones se
inocularon en 40 ml de agua destilada estéril. Se hicieron diluciones seriadas (1:10) hasta llegar a
10 en agua destilada estéril. Se inoculd 1 ml de cada dilucién, de 102 a 10%, en 5 tubos con
10ml de CLT con campana de Durham y se incubaron a 37°C por 24 horas. La extraccién de

ADN y la amplificacion, asi como el revelado, se realizaron como se describié previamente.
3. Deteccién de las cepas prototipo de ETEC y prototipo de EPEC en competencia

3.1 Inoculacion de la muestray NMP

Se hizo una suspension de 10 ml al McFarland 0,5 (1,5 x 10® bacterias/ml) con colonias
de la cepa prototipo de ETEC y otra con colonias de la cepa prototipo de EPEC, ambas, crecidas
en agar McConkey. A continuacion, de cada una de estas suspensiones se inocularon 5 m! en 40
ml de agua destilada estéril. Se hicieron diluciones seriadas (1:10) hasta llegar a 10° en H;O
destilada estéril.

Se inoculd 1 ml de cada dilucion, de 102 a 10°, en 3 tubos con 10ml de CLT con
campana de Durham y se incubaron a 37°C por 24 horas.

La extraccion de ADN y la amplificacion, asi como el revelado, se realizaron como se

describié previamente.
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4. Implementacién de un control interno para la técnica de PCR

4.1 Amplificacion del ADN

Se evaluaron dos volumenes diferentes, 0,3 ply 0,8 ul, de los iniciadores 16Sry 16Sf
correspondientes concentraciones de 104 y 147 pmol para el primeroy 39 y 55 pmol para el
segundo. Las secuencias utilizadas fueron: 16Sr 5’-TTCCCGAAGGCACATTCT-3’ y 16Sr
5’-GGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTC-3, que originan un fragmento con un peso de 584
bp. (Tsen et al ,2003) La mezcla de reaccion consistié de buffer para PCR 1X, 1,5 mM de MgCl,,
200 uM de dinucleotidos, los iniciadores 16Sry 16Sf, y 0,5 U de Taq polimerasa (Fermentas).

Las condiciones de la amplificacion consistieron de un ciclo de desnaturalizacion del
ADN a 94°C por S minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos, y 72°C por
30 segundos, y un ciclo de 2 minutos a 72°C para la extension.

El revelado se realizé como se indico en la seccion 1.4.

5. Deteccion de EPEC inoculada en muestras de agua contaminada

5.1 Inoculacion de la muestray NMP

En una placa de agar McConkey se sembro la cepa prototipo de Escherichia coli
enteropatogena (EPEC) y se incubé a 37°C por 24 horas. Con las colonias crecidas se hizo una
suspension de 5 ml al McFarland 0,5 en agua destilada estéril. Posteriormente, esta suspension se
inoculé en 45 ml de agua contaminada la cual fue recolectada y aportada por el laboratorio de
Acueductos y Alcantarillados.

Se procedi6 a hacer diluciones seriadas 1:10 de la dilucién original, hasta llegar a 10
en H,O destilada estéril. Luego se inocul6 1 ml de cada dilucion, de 102 a 10, en 5 tubos con
10ml de Caldo Lauril Triptona (CLT) y se incubaron a 37°C por 24 horas.

5.2 Extraccion de ADN

Protocolo 1
El método de extraccion empleado fue modificado de la técnica usada por Campbell ef
al en la literatura. La extraccion del material genetico se realizé de la misma forma que se

describe en la seccion 1.2
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Protocolo 2

El método utilizado fue el de "Holmes y Quigley 1981" modificado. Se tomo el boton
de bacterias (ya lavado con agua destilada estéril) se resuspendié en 350 ul de solucién tampas
STET y 25 ul de lizosima se coloco en bafio maria 20 minutos a 100 °C, se centrifugé 12 000 g,
10 min a 4 °C, posteriormente se descartd el sobrenadante y al boton se le agregé un volumen
igual de isopropanol y se dejo precipitar a -18°C por 10 min, luego se centrifugé a 12 000 g por
5 min a4 °C, se descarté el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 50 pl de agua destilada
estéril.

5.3 Amplificacion del ADN
La amplificacion del ADN de EPEC se llevd a cabo como se describe en la seccion 1.3.

Solamente se cambié la mezcla de reaccién ya que se utilizé el 2X PCR Master Mix #K0171, de
Fermentas.
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RESULTADOS

De las series de 5 tubos con caldo de enriquecimiento, caldo lauril triptona (CLT),
inoculadas con las diluciones de 10 a 10° de EPEC, correspondientes a las concentraciones }.%
x 10° a 10! bacterias/ml, presentaron gas y turbiedad los 5 tubos inoculados con la dilucion 10?2,
dos de los inoculados con la dilucion 10? y 10 y solo uno de los correspondientes a la dilucion
10”. Todos los tubos de caldo EC inoculados con las bacterias crecidas en CLT presentaron gas y
turbiedad.

Los productos de amplificacion del ADN, obtenido de las diluciones con
concentraciones de 1,5 x10° y 1,5 x 10*> de EPEC sembradas en CLT, presentaton las dos bandas
correspondientes a las secuencias eae y bfp con pesos moleculares de 384 bp y 324 bp
respectivamente, sin embargo, se observé una baja intensidad de la banda correspondiente al
producto de amplificacion de la secuencia bfp. Ademas, se obtuvo poco o ningln producto de

amplificacion del ADN extraido de las bacterias crecidas en EC (fig. 1).

M 3 +

Fig. 1. PCR del ADN de EPEC, obtenido de las diluciones sembradas en
CLT y EC M) marcadores de peso molecular, 1) 1,5 x 10° bacterias/ml
sembrada en CLT, 2) 1,5 x 10*bacterias/ml sembrada en CLT, 3) 1,5 x 10°
bacterias/m] sembrada en EC, 4)1,5 x 10* bacterias/ml sembrada en EC, +)

EPEC eae +, bfp +,— ) H,O destilada estéril

En la figura 2, también puede observarse los pocos o nulos productos de amplificacion

del ADN extraido de los medios EC inoculados con EPEC.
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Fig. 2. PCR del ADN de EPEC obtenido de las concentraciones 1,5 x 10*
y 1,5 x 10’ bacterias/ml sembradas en caldo EC M) marcadores, 1) 1,5 x
10%,2) 1,5 x 10°, +) EPEC eae +, bfp +, —) HO destilada estéril

La concentracion de los imprimadores bfpA-R y bfpA-F se aumento de 0,2 pg/ul a
0,3 pg/ul con el fin de permitir una optima amplificacion de esta secuencia. Tal y como se
observa en la figura 3 se obtuvo una cantidad adecuada de productos de amplificacion del
ADN extraido de todos los tubos de CLT que presentaron crecimiento de EPEC, con

excepcion de uno.
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Fig. 3. PCR del ADN de EPEC obtenido de las diluciones con concentraciones 1,5 x 10°,
1,5x 10* y 1,5 x 10° bacterias/ml sembradas en CLT. M) marcadores, 1,2,3y 4) 1,5 x
10°,5y6) 1,5 x 10*, 7y 8) 1,5 x 10° +) EPEC eae +, bfp +, —) H,O destilada estéril

A partir de la muestra de 45 ml de agua destilada estéril inoculada con 5 ml de ETEC al
McFarland 0,5, se realizé la técnica de NMP en series de 5 tubos con CLT. Se observo gasy
turbiedad en 5 de los tubos inoculados con las concentraciones 1,5 x 10°, 1,5 x 10* y 1,5x 10° de
bacterias, 3 de los inoculados con una concentracién de 1,5 x 10y 1 inoculado con una
concentracion de 1,5 x 10 de bacterias. Del ADN, extraido de todos los tubos con medio de
enriquecimiento que presentaron gas y turbiedad, se obtuvieron los productos de amplificacion

esperados, correspondientes a las secuencias de la toxina termoestable y la toxina termolabil
(fig.4).
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Fig. 4. PCR del ADN de ETEC obtenido de las diluciones con concentraciones
1,5x10°,1,5x 10, 1,5 x 10°, 1,5 x 10*y 1,5x10 bacterias/ml sembradas en
CLT. M) marcadores, 1) 1,5 x 10%,2) 1,5 x 10°,3) 1,5x 10°,4) 1,5x 103 5) 1,5 x
10, +) ETEC ST+, LT +, =) H,O destilada estéril

Con el fin de determinar si los niveles de deteccion de las cepas patégenas se mantienen
en presencia de competencia con otras bacterias inocuas o patdgenas, se aplico la técnica de
NMP a una mezcla de EPEC y £.coli no patogena, y a otra mezcla de EPEC y ETEC.

Se observo crecimieto en todas las series de 5 tubos de CLT, inoculados con diluciones
con concentraciones de 1,5 x 10°a 1,5 x 10 de la mezcla de EPEC y la cepa de E.coli ATCC
25922. Los productos de la amplificacion del ADN de EPEC obtenido se pueden observar en la
figura 5. De las dos pruebas de deteccion de EPEC realizadas, unicamente el ADN de las

bacterias de una de las diluciones, cultivadas en CLT, no presenté las bandas correspondiente.
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Fig. 5. PCR del ADN de las diluciones de la mezcla EPEC y E.coli ATCC
sembradas en CLT. M) marcadores, 1) 1,5 x 10°,2) 1,5x 10%,3) 1,5x 10%,4) 1,5
x 107 5) 1,5 x 10 bacterias/ml , +) EPEC eae +, bfp +, —) H,O destilada estéril

Se obtuvo gas y turbiedad en todas las series de 3 tubos con caldo de enriquecimiento
inoculadas con concentraciones de 1,5 x 10° a 1,5 x 10 de una mezclade EPECYE C.
Respecto a las muestras de ADN obtenidas de la inoculacion de las cepas prototipoE  Cy
EPEC en conjunto en CLT, las secuencias de ETEC amplificadas por PCR presentaron resultados
positivos para todas las diluciones inoculadas en los caldos (fig.6). Por otro lado, al hacer correr
la electroforesis de los productos de amplificacion de los genes eae y bfp de EPEC solamente una

de las muestras, correspondiente a la concentracion de 1,5 x 10%, dio resultado positivo (fig.7).
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Fig. 6. PCR del ADN de ETEC obtenidos de las diluciones con concentraciones 1,5 x 10°,1,5 x

104, 1,5 x 10%, 1,5 x 10%y 1,5x10 bacterias/ml, de la mezcla ETEC y EPEC sembradas en CLT M)

marcadores,1) 1,5 x 10%, 2) 1,5 x 10, 3) 1,5 x 10, 4) 1,5 x 102 5) 1,5 x 10, +) ETEC ST+, LT +, —)
H,0 destilada estéril

Fig. 7. PCR del ADN de EPEC obtenidos de las diluciones con concentraciones 1,5 x

10°,1,5 x 10%, 1,5 x 10%, 1,5 x 10%y 1,5x10 bacterias/ml, de la mezcla ETEC y EPEC
sembradas en CLT M) marcadores, 1) 1,5 x 10°, 2) 1,5 x 10%, 3) 1,5 x 10%, 4) 1,5 x 102, 5)
1,5x 10, +) EPEC eae +, bfp +, —) H,O destilada estéril
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Los marcadores 16S se probaron con el objetivo de confirmar que los resultados
negativos no fueran producto de la inhibicion de laPCR de E  C 0 EPEC, y que sirvieran
como un control interno de la presencia de ADN bacteriano.Como se observa en la figura §,
los imprimadores 16S-F y 16S-R utilizados en concentraciones de 0,3 pg/uly 0,8 ng/ul

permitiron la éptima amplificacion de las secuencias de interés para E.coli.

1 + M +

Fig. 8. PCR de ADN amplificado de EPEC utilizando 0,3 pg/uly 0,8 pg/ul de
los iniciadores 16S . M) marcadores, 1)DIn 102EPEC eae +, bfp + crecida en
CLT ,+) EPEC eae +, bfp +, —) H;O destilada estéril

Para evaluar la aplicabilidad en muestras complejas se inoculdo EPEC en muestras de
aguas residuales y se realizo la técnica de NMP empleando medio de enriquecimiento,

posteriormente se realizo la extraccion del ADN utilizando el procedimiento modificado de

Campbell et al y el de Holmes y Quigley. La figura 9 corresponde a una PCR realizada utilizando

los imprimadores eae y bfp con el fin de evaluar la utilidad del método de extraccion modificado

de Campbell ez al aplicado a muestras de aguas residuales.
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Fig. 9 PCR del ADN de EPEC inoculado en aguas residuales y extraido por el método
modificado de Campbell et al a partir de diluciones sembradas en CLT y utilizando iniciadore:
eae y bfp M) marcadores, 1y 2)Dilucién 107, 3 y 4) DiluciOn 107, 5 y 6)Dilucion 10, 7y
8)Dilucion 107, 9y 10)Dilucion 10°, +) EPEC eae +, bfp +, —) H,O destilada estéril

La figura 10 corresponde a otra PCR realizada con muestras de ADN obtenidas
empleando el método de extraccidon modificado de Holmes y Quigley con la intencion de
comprobar si es efectivo para eliminar inhibidores que puedan estar presentes en las muestras

de aguas residuales.



Fig. 10. PCR del ADN de EPEC inoculado en aguas residuales y extraido por el método
modificado de Holmes y Quigley a partir de diluciones sembradas en CLT y utilizando
imprimadores eae y bfp. M) marcadores, 1) Dilucidn 107, 2)Dilucion 10%, 3)Dilucion
10, 4)Dilucion 10, 5)Dilucion 10, —) H;O destilada estéril
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DISCUSION Y CONCLUSION

En los métodos de deteccion de E.coli patogénicas comunmente se utilizan filtros de
celulosa o nitrocelulosa para 1a remocion de las bacterias y eliminar posibles inhibidores de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Sin embargo, la presencia de un nimero elevado de
otras bacterias puede provocar que el filtro se sature y se reduzca la sensibilidad de esta prueba
(10°-10° por gramo de muestra) (Nataro y Kaper, 1998). En el presente estudio se aplico el
método de NMP como una alternativa en la eliminacion de interferentes en muestras de aguas
residuales para la aplicacion de la técnica de PCR.

A partir de CLT se obtuvo un limite de deteccion de 1,5 x 10° UFC/ml para EPEC y de
1,5 x 10> UFC/ml para ETEC. El medio de enriquecimiento utilizado no resulté inhibitorio para
la deteccion mediante la técnica de PCR. Por el contrario, al ser un medio rico no selectivo
permitié aumentar la poblacion bacteriana y la recuperacion de las células dafiadas aumentando
los genes blanco de interés. Por otro lado, si se observé inhibicion de la técnica de PCR por el
uso del medio selectivo, lo cual puede deberse a que ciertas sustancias contenidas en los caldos
EC, tales como sales biliares y NaCl' en una concentracion mayor a los 80 mM, se han reportado
como inhibidores de la Taq polimerasa (Al-Soud y Radstrom 1998). Sin embargo la
concentracion de esta NaCl tanto en CTL y caldo EC no es tan alta como para inhibir a la
polimerasa, por lo que la inhibicién pudo deberse inicamente al contenido de sales biliares.

En los tltimos afios, se han realizado estudios para determinar si en las cepas patogenas
de E.coli existen ventajas o desventajas evolutivas, que puedan afectar su crecimiento; estos
estudios se enfocaron en la E.coli 0157:H7. En un estudio reciente, se realizaron experimentos
de capacidad individual, bajo cuatro ambientes diferentes, que no revelaron diferencias en las
tasas de crecimiento entre E. coli comensal y la cepa patogena E.coli O157:H7 (Durso et al,
2004). Actualmente no existe informacion sobre la sobrevivencia y la competencia entre los
diferentes grupos patogenos de cepas de E.coli en fuentes de origen hidrico. En las condiciones
estudiadas no se observo interferencia en la deteccion de EPEC por parte de la cepa no patogena
de Escherichia coli. En la inoculacion combinada de ETEC y EPEC se lograron detectar los dos
grupos. En ambos casos, inoculacion individual e inoculacion mixtas, se observo una limite de
deteccion mayor para la cepa de ETEC que para la cepa de EPEC, esto puede asociarse con la
particularidad de cada grupo para responder a este ambiente. En las figuras 3, 5y 7 no se
presentaron todos los productos de amplificacion esperados o se obtuvieron bandas debilmente

positivas lo que podria explicarse por las caracteristicas probabilistica de la técnica de NMP, sin

' Concentracion de NaCl en la mezcla para PCR conteniendo 1 ng de ADN de L.monocytogenes
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embargo faltaron pruebas empleando un control interno como los iniciadores 16S para corroborar
que no se debiera a la presencia de alglin inhibidor o a un error personal.

Con el fin de contar con un control interno a la hora de realizar 1a PCR utilizando el ADN
extraido de E.coli patogena inoculada en muestras reales, se evalud la aplicabilidad de los
iniciadores 16S. En la prueba, realizada por duplicado, se determiné que al utilizar una
concentracion de 0,3 pg/ul se obtiene una amplificacion optima de las secuencia de interés.

Para la aplicacion del protocolo de deteccidn de E. coli patdgena en aguas residuales se
debieron probar dos métodos de extraccidn de ADN, con esto se busco evitar que sustancias
presentes en las aguas residuales pudieran inhibir a la polimerasa. Debido a la alta concentracion
de interferentes en las muestras de aguas residuales no resulté de utilidad un método de
extraccion sencillo como el de Campbell ef al modificado. Por el contrario el método de
purificacion de Holmes y Quigley modificado dio mejores resultados al eliminar los inhibidores
presentes en las aguas.

A pesar del descenso de enfermedad diarreica, la OMS sefiala que se siguen presentado
tasas elevadas de mortalidad y morbilidad (Priiss-Ustin, ef a/, 2008) (Durso et al, 2004 ). En
paises tropicales, ETEC y EPEC se mantienen como patogenos importantes de este cuadro que
afecta principalmente a nifios y turistas de zonas no endémicas. A nivel mundial, la presencia de
estos agentes en aguas superficiales ha sido reportada pero no se cuenta con datos a nivel
regional o local (Obi e al, 2004),

Aunque la aplicacion de métodos moleculares no se presenta como una alternativa
factible para el monitoreo de rutina, constituye una herramienta util para obtener datos que
permitan contribuir de manera significativa en esta area. Actualmente, la calidad microbiologica
del agua y la rdpida deteccién de microorganismos patdgenos representan desafios para la salud
publica (Priss-Ustiin, et al, 2008 y Pedley y Pond, 2003). En este trabajo se propone una
alternativa que aprovecha las ventajas de recuperacion del método convencional y una
identificacion rapida y menos costosa para la deteccion de los dos grupos patdgenos mds
comunes de £. coli.

Los resultados obtenidos en este trabajo son solo preliminares, por lo que requieren ser
validados con muestras de campo, sin embargo la utilizacién de la técnica de tubos miltiples
para la recuperacion de bacterias que sean analizadas posteriormente empleando la PCR
multiplex resulta ser una alternativa para la deteccion de cepas patégenas de £. coli en aguas de
riego y consumo de manera eficaz y rapida lo que contribuird a la realizacién oportuna de

estudios epidemioldgicos que contribuyan al control de la diseminacidn de estas cepas patogenas.
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APENDICE 1

LISTA DE ACRONIMOS

ADN Acido desoxirribonucleico

CLT Caldo Lauril Triptona

CTS Caldo Tripticasa Soya

EC Caldo Escherichia coli

EPEC Escherichia coli enteropatégena
ETEC Escherichia coli enterotoxigenica
NMP Numero mas probable

PCR Polymerase chain reaction
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APENDICE 2

AGARES Y CALDOS

Agar McConkey
Peptona

Peptona polipeptona
Lactosa

Mezcla de sales biliares
Cloruro de sodio

Agar

Rojo neutro

Cristal violeta

pH 7,1 +02

Caldo Tripticasa Soya
Peptona (tripticasa)
Phytona

Cloruro de sodio

Agar

H;O

pH73+0,2

Caldo Lauril Triptona
Triptosa

Lactosa

K,HPO,

KH,PO,

Sulfato lauril sodico
Cloruro de sodio

H,O

17g

3g
10g
15g

135¢

0,03 g
0,001 g

20g
275¢g
275¢g

0,1g

1L
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pH 6,8 +0,2

Caldo EC

Triptosa o tripticasa
Lactosa

Sales biliares

K HPO,

KH,PO,

Cloruro de sodio
H,O

pH 6,9 +£0,2

20g

58
15g

4g
15¢g

1L
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APENDICE 3
SOLUCIONES TAMPON

Solucién tampén STET
Sacarosa 8%

Triton X-100 5%

EDTA 50 mM

Trizma base 50 mM
pH7.9
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