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RESUMEN

La Escherichia coli es una bacteria con patogenicidad cronica en el organismo humano:; una
de las mas letales es el serotipo O157: H7 de Escherichia coli enterohemorragica (ECEH)
que causan desde una simple diarrea a colitis hemorragica, que podria derivar en sindrome
urémico hemolitico (SHU), conocida por ocasionar insuficiencia renal en nifios y adultos.
Obijetivo: Identificar la cepa Escherichia coli Enterohemorragica 0157:H7 en adultos
mayores, mediante técnicas microbioldgicas y moleculares para su posterior diferenciacion
con otros grupos patdgenos. Métodos: se utiliz6 el método descriptivo para un caso clinico
que requirié la recopilacion de informacion bibliografica. Los métodos microbioldgicos
cualitativos y cuantitativos incluyen las técnicas de coprocultivo, aislamiento, deteccion del
agente causal y prueba de susceptibilidad, que requirio el uso del equipo Microscan®
Walkaway, ademas del método molecular (PCR). Resultados: la sintomatologia habitual en
pacientes pediatricos y geriatricos inicia con una diarrea sanguinolenta, nauseas y vomitos;
el estudio localizado de esta bacteria se lo realiza gracias al coprocultivo en medios
especificos o diferenciales y para el estudio molecular se utilizan técnicas como la reaccion
en cadena de polimerasa (PCR) y la electroforesis. Conclusion: A pesar de las diferentes
metodologias de siembra en diferentes medios y distintas técnicas moleculares para la
identificacion de esta cepa el medio ideal es el Agar MacConkey — Sorbitol y para la

identificacion molecular la técnica ideal es la PCR.

Palabras claves: Escherichia Coli Enterohemorragica, Cuadro Clinico, Sindrome

Hemolitico Urémico, Serotipo O157:H7.



ABSTRACT

Escherichia coli is a bacterium with chronic pathogenicity in the human organism1; One of
the most lethal is the enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) serotype O157: H7, which
causes from simple diarrhea to hemorrhagic colitis, which could lead to hemolytic uremic
syndrome (HUS), known to cause kidney failure in children and adults. Objective: To
identify the strain Escherichia coli Enterohemorrhagic 0157: H7 in older adults, using
microbiological and molecular techniques for its subsequent differentiation from other
pathogenic groups. Methods: the descriptive method was used for a clinical case that
required the collection of bibliographic information. The qualitative and quantitative
microbiological methods include stool culture, isolation, detection of the causative agent and
susceptibility testing, which required the use of the Microscan® Walkaway equipment, in
addition to the molecular method (PCR). Results: the usual symptoms in pediatric and
geriatric patients start with bloody diarrhea, nausea and vomiting; the localized study of this
bacterium is carried out thanks to stool culture in specific or differential media, and for the
molecular study techniques such as polymerase chain reaction (PCR) and electrophoresis are
used. Conclusion: Despite the different methodologies of sowing in different media and
different molecular techniques for the identification of this strain, the ideal medium is

McConkey-Sorbitol Agar and for molecular identification the ideal technique is PCR.

Key words: Enterohemorrhagic Escherichia Coli, Clinical Picture, Hemolytic Uremic
Syndrome, Serotype O157: H7.
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1. INTRODUCCION

El ser humano es propenso de contagiarse con bacterias 0 microorganismos patégenos, uno
de los mas comunes ya sea tanto en adultos mayores como en nifios es la Escherichia coli’.
A través de los afios la investigacion de este microorganismo a avanzado rapidamente a través
de métodos y técnicas microbioldgicas y moleculares gracias a esto el personal de salud ha
logrado diferenciar y asociar las manifestaciones clinicas con los diferentes serotipos de
Escherichia coli 2. En la actualidad el serotipo O157:H7 es una de las més patogenas para el
ser humano provocando manifestaciones clinicas de caracter complejo ademés si no se
identifica en un tiempo prudente podria llegar a ocasionar problemas sistémicos como el

Sindrome Hemolitico Urémico (SHU).

Es por ese motivo que ha despertado el interés de muchos investigadores siendo yo uno de
ellos; por tal motivo este trabajo tiene como método el investigar de manera general a
especifica todas las caracteristicas microbiologicas y técnicas moleculares empleadas en
diferentes partes del mundo a través de la recopilacion exhaustiva en diferentes revistas

cientificas.

De esta manera gracias a la recopilacion de datos y estudio de un caso en particular me eh
planteado el siguiente objetivo; Identificar la cepa Escherichia coli Enterohemorragica
0157:H7 en adultos mayores mediante técnicas microbioldgicas y moleculares para su

posterior diferenciacion con otros grupos patdgenos.



El presente trabajo esta organizado de la siguiente manera, una introduccion que va desde

lo general a lo especifico contiguamente de los objetivos y afianzando nuestra teoria en un
andlisis de un caso clinico que se sustenta con las siguientes preguntas ¢Cudl es el cuadro

clinico habitual relacionado con estas cepas, describir las técnicas microbioldgicas y

moleculares utilizadas para detectar las cepas?

Las bacterias son parte fundamental de todo ecosistema, no cabe duda de que sin ellas no se
podria realizar ciertas funciones fundamentales en el medio ambiente e incluso en el
organismo humano, pero, asi como hay bacterias que ayudan, también existen bacterias
patdgenas que causan dafios irreversibles en el ser humano. Una de ellas e incluso de las mas

comunes en pacientes geriatricos y pediatricos es la Escherichia coli.

En la actualidad es la bacteria que mas problemas de salud causa al ser humano y su
patogenicidad y toxicidad depende del serotipo de la bacteria, la mas patégena se la cataloga
como enterohemorragicas y tiene por serotipo O157:H7; su nombre completo, por asi decirlo,
es la Escherichia coli enterohemorragica O157:H7.

Es por eso que este trabajo se centra en realizar un estudio acerca de este serotipo de bacteria
Escherichia coli en donde se focalizan las técnicas microbiolégicas y métodos moleculares
mas relevantes y utilizados en diferentes partes del mundo esperando que el impacto de este

trabajo sea en beneficio de la investigacion.



2. OBJETIVO GENERAL

Identificar la cepa Escherichia coli Enterohemorragica 0157:H7 en adultos mayores
mediante técnicas microbioldgicas y moleculares para su posterior diferenciacion con otros

grupos patdgenos.

2.1 Objetivos Especificos
- Identificar el medio de cultivo 6ptimo para la siembra de Escherichia coli.
- ldentificar las pruebas adecuadas para las cepas de Escherichia coli

Enterohemorréagicas.



3. DESARROLLO

3.1 GENERALIDADES DE Escherichia coli

Es una bacteria de tipo Gram negativo con caracteristicas anaerobias forma parte de las
Enterobactereaceae, esta presente de manera frecuente en la flora bacteriana intestinal de los
seres humanos a igual que en los animales, aunque es parte y vive de forma comun en nuestro
organismo de ella se derivan cepas mas agresivas que pueden alterar de forma relevante la

salud del portador sea animal o humano?®.

Al igual que es caracteristico de las bacterias Gram, la Escherichia coli esta formada por una

cubierta estructurada por 3 formaciones:

e Membrana Citoplasmatica
e Membrana Externa

e Espacio Periplasmico formado por péptido — glucano

La tercera estructura es la que le da a la bacteria su morfologia y sostén para poder soportar
altas presiones presentes en el medio ambiente donde esta se desarrolla. Sumembrana celular
esta distribuida en una capa de peptidoglucano y una capa de fosfolipidos, proteinas,
proteinas grasas y polisacaridos grasos®.

Esta cepa produce una toxina llamada verotoxina, son cepas derivadas de la bacteria E. Coli

presente en las heces fecales y que provocan enfermedades en el Sistema gastrointestinal.

EHEC tiene como sintomas caracteristicos problemas de diarreas con presencia de sangre en

las mismas.



TAXONOMIA:

DOMINIO: BACTERIA

REINO: BACTERIA

FILO: PROTEOBACTERIA

CLASE: GAMMAPROTEOBACTERIA
ORDEN: ENTEROBACTERIALES
FAMILIA: ENTEROBACTERIACEAE
GENERO: ESCHERICHIA

ESPECIE: Escherichia coli

ESTRUCTURA MORFOLOGICA Y TINTORIALES DE E. coli

e Bacilo Gram negativo.

e No forma esporas

e Moviles (flagelos peritricos).

e Miden 0.5 p de ancho por 3 p de largo.
e Catalasa positivos.

e Oxidasa negativos.

e Reducen nitratos a nitritos.

e Producen vitamina By K.

ESTRUCTURA ANTIGENICA

e Antigeno capsular (antigeno “K”)
e Antigeno somatico (antigeno “O”)
e Antigeno flagelar (antigeno “H”)

e Antigenos menores como proteinas de membrana externa y fimbrias.
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3.2 GENERALIDADES DE Escherichia coli ENTEROHEMORRAGICA
Se da en paises de clima templado como USA, Canada, Inglaterra, Argentina y Japon.
Los serotipos involucrados mas comdnmente son:

e 026, 0111, 0121, 0145y O157.

La importancia clinica particular que tiene Escherichia coli 0157:H7 radica en que puede ser
portadora de uno o ambos genes que codifican a las verotoxinas, asi como el gen de la
intimina, que determina que la cepa sea considerada enterohemorragica. Esta clase de cepas
de E. coli forman toxinas shigoide a través de bacteriéfago, las toxinas tienen parecido al tipo
de toxina shiga que es resultado de la shigella dysenteriae de tipo 1. Esta cepa provoca dafios
en las células epiteliales y endoteliales es lo que se puede observar a través de la respuesta

inflamatoria provocada en el huésped®.

Se calcula que el tiempo de incubacion es de 12 a 60 horas, obteniendo como media de 48
horas, los sintomas que produce esta infeccion en este lapso son retorcijones abdominales
junto a deposiciones acuosas acompafiadas de sangre, en gran parte de los pacientes
infectados no se presentan estados febriles, estudios demuestran que un 10% de los casos
expuestos derivan en complicaciones mas severas como sindrome hemolitico — urémico o

trombocitopenia purpura °,

La colitis hemorragica puede afectar a seres humanos de cualquier rango de edad, pero esta

demostrado que afecta mas a nifios menores de 5 afios y van desapareciendo con la edad*?.

3.3 DIAGNOSTICO DE Escherichia coli ENTEROHEMORRAGICA (ECEH) EN
LABORATORIO.

Para diagnosticar infeccion por ECEH el método comun es el cultivo en heces o coprocultivo,
hemocultivo no se toma como opcion para deteccion de ECEH ya que los pacientes
frecuentemente no desarrollan bacteriemia entonces el examen en cuestion no seria de
utilidad®.

11



Para poder aislar e identificar la E. coli se procede a inocular las muestras en cado tripticasa
de sojay se le incubd a temperatura de 37° centigrados durante 6 horas, como siguiente paso
se selecciona el agar en donde se procedera a realizar la siembra debe ser un agar apto para
bacterias Gram Negativas anaerobias, agar Mc Conkey es el ideal para la proliferacion de
esta clase de bacterias®.

Realizada la siembra se procede llevarla a incubacién a temperatura de 37° centigrados
durante un periodo de 24 horas, hecho esto se tomd una colonia positiva de cada placa donde
se realizo la siembra para proceder a inocular en distintos procedimientos o pruebas
bioquimicas para identificar la Escherichia coli, una vez identificada la bacteria se pasa a

colocar en agar tripticasa de soja para su respectivo procedimiento de serotipificacion®.

3.4 METABOLISMO Y NUTRICION DE Escherichia coli
ENTEROHEMORRAGICA.
3.41 MEDIO DE CULTIVO ESPECIFICOS PARA Escherichia coli

3.4.2 Agar Mac Conkey

Este medio de cultivo es de seleccion usado para aislar bacterias como son los bacilos Gram
negativos entéricos que crecen con suma facilidad, enterobacteriaceae presentes heces
fecales, orinas, aguas servidas y residuales, alimentos. La siembra de la muestra se la hace

directo en el medio o al ser primeramente inoculada en un caldo de enriquecimiento®,

3.4.3 Composicion de Agar McConkey.

Fomula en gL

Agar bacterioldqica 15 Sales biiares 15
Cristal violgta 0001 Peptona de gelafina 7
Lactosa 10 Rejoneutro 003
Mezch de peptona 3 Clorurg sddico 5

Para el estudio de la sensibilidad a microorganismos de estas caracteristicas se necesita
realizar un estudio de sensibilidad preciso y fiable, una de las herramientas ideales para la
realizacion de estas es sin duda alguno el equipo MicroScan WalkAway que proporciona la

sensibilidad adecuada a las caracteristicas a esta bacteria®.

12



El equipo MicroScan Walkaway es necesario para realizar el analisis de resistencia
bacteriana, utiliza un sistema automatizado con informacién ambigua que permite comparar
las resistencias a farmacos a través de los afios. De esta manera asegura la sensibilidad para

el estudio de la resistencia bacteriana.

3.5 Epidemiologia

Esta bacteria puede transmitirse por contacto de heces fecales con la cavidad oral en mayor
parte el ser humano se contagia por el consumo de carne de bovino, pero también esta

demostrada la infeccion de persona a persona.

Se esclarece que en cierta estacion del afio como es el verano aumentan los casos de infeccién
por lo que la mayor parte de infecciones se producen en el verano y aparece esta

enfermedad®2.

El contagio por E. coli Enterohemarrica es producto de la falta de higiene en varios aspectos

como son.

e Elaboracion de alimento
e Lavado de manos
e Mal lavado de verduras

e Consumo de alimentos contaminados.

3.6 TRATAMIENTO

El tratamiento aplicado en infeccion por Escherichia coli Enterohemorragica es un
totalmente de soporte para el paciente, durante el tiempo de terapia se debe ingerir abundante
liquido, en casos extremos y completamente necesarios se debe realizar diélisis, tratamiento

antihipertensivo y transfusiones con concentracion de hematies o plaquetas®®.

No se recomienda farmacos anti motilidad para el tratamiento de ECEH ya que a estos se 10s

vincula con SHU o reacciones de caracter neuroldgico, puede producir un aumento de

13



sintomas como diarrea con sangre y prolongar el tiempo de duracion de la misma esto se ha

demostrado en varios estudios®®.

Esta recomendada evitar los antiinflamatorios de tipo no esteroideo ya que pueden
desencadenar dafio renal y un aumento de sangrado a nivel intestinal. Como medicamentos
de primera lineay de interaccién inmediata por la sintomatologia del paciente se le administra

Metronidazol y Ciprofloxacino intravenoso.

El Metronidazol es un medicamento antiparasitario del grupo de los Nitroimidazoles, esta
familia se la conoce debido a que actta en la inhibicién de la sintesis de los acidos nucleicos;

se lo utiliza para el tratamiento de infecciones por protozoarios y bacterias anaerobias™*.

La ciprofloxacino es un antibiético de amplio espectro que se utiliza para combatir bacterias
ya sean gram positivas como gram negativas ya que inhibe la secuenciacion de ADN girasa

impidiendo su replicacion®,

El tratamiento adecuado cuando se utiliza este tipo de medicamento suele ser de 15 dias por

via oral en pacientes que asi lo requieran.
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4. METODOLOGIA

4.1 CASO CLINICO

Mujer de 86 afios que acude al Servicio de Urgencias por presentar desde 15 dias antes un
cuadro de diarrea con 15 deposiciones al dia, rojo vinosas sin moco, que no cede durante la
noche. El cuadro se acompafia de nauseas con vomitos y dolor tipo retortijon antes de las
deposiciones, y se alterna con episodios de rectorragia. La paciente refiere sensacion
distérmica, aunque no fiebre termometrada. Se decide ingreso y se solicita analitica ordinaria,
colonoscopia, coprocultivo, parasitos en heces y estudio de Clostridium difficile toxigénico.
Se pauta antibioterapia con ciprofloxacino y metronidazol via intravenosa y dieta absoluta a
la espera de los resultados de laboratorio. La analitica no muestra datos de interés mientras
que en la colonoscopia se encuentran lesiones compatibles con colitis isquémica, apoyado
por el informe anatomo-patolégico posterior de la biopsia, y diverticulosis colénica. El resto
de pruebas complementarias son negativas, excepto el coprocultivo en el que se aisla una
cepa de Escherichia coli que no fermenta el sorbitol en agar MacConkey sorbitol (SMAC) y
que aglutina con el antisuero del serotipo O157:H7. Se realiza la identificacion y el estudio
de sensibilidad mediante el sistema Microscan® Walkaway (Siemens). La cepa, resistente a
ampicilina y cotrimoxazol, y sensible a ciprofloxacino, se remite al Centro Nacional de
Microbiologia (CNM) para estudio toxigénico. Desde el tercer dia de ingreso la paciente
refiere mejoria gradual de la sintomatologia gastrointestinal con cese de las deposiciones,
aungue en un coprocultivo de control 6 dias después se objetiva probable disbacteriosis, que

se trata con probidticos. Progresivamente se reintroduce dieta oral y a los 10 dias se retira el

15



metronidazol y se pasa a ciprofloxacino via oral hasta completar 14 dias de tratamiento. Tras
15 dias de ingreso se decide alta hospitalaria con control posterior donde muestra evolucion
satisfactoria con ausencia de sintomas.

¢ Cudl es el cuadro clinico habitual relacionado con esta cepa, describir las técnicas

microbioldgicas y moleculares utilizadas para detectar las cepas?

4.2 ANALISIS DEL CASO
¢ Cudl es el cuadro clinico habitual relacionado con estas cepas?

El cuadro clinico habitual de una infeccion por Escherichia coli Enterohemorragica (ECEH)
se caracteriza por una diarrea sanguinolenta no complicada, pero en pacientes
descompensados y pediatricos puede progresar a un Sindrome Hemolitico Urémico®®. El
SHU tiene un cuadro clinico definido por una anemia hemolitica no inmune que puede
originar la sepa O157: H7, trombocitopenia e insuficiencia renal aguda *°. Usualmente la
sintomatologia que las caracteriza son el dolor agudo del abdomen tipo calambre o retortijon,
diarrea sanguinolenta y voémitos que usualmente aparecen en los primeros dias de infeccion

acompafiada de fiebre °.

Los pacientes geriatricos que llegan a infectarse con este microrganismo por lo general
tienden a desarrollar enfermedades neurolégicas y son propensos a una mayor mortalidad por
sus condiciones, por tal motivo a este tipo de pacientes se les recomienda realizarse controles

anuales’.
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Describir las técnicas microbioldgicas y moleculares utilizadas para detectar las cepas

El método mas efectivo para el diagnostico de la infeccion por Escherichia coli es el
coprocultivo y para la determinacion eficaz del serotipo se recomienda sembrar en un medio

diferencial, en este caso el medio ideal seria el agar MacConkey — Sorbitol.

El serotipo causal de estas infecciones es el 0157:H7 8. Que tiene como caracteristica que
no fermenta en sorbitol, utilizdndolo como medio diferencial y selectivo al agar antes citado
que dard como resultado colonias incoloras *°. Y para la confirmacion del serotipo se utiliza

aglutinacion de particulas en latex con el serotipo seleccionado.

La identificacion bioquimica, necesaria por posibles falsos positivos o reacciones cruzadas
en la aglutinacion, y el estudio de la sensibilidad antibidtica se pueden realizar como en
cualquier otra cepa 2°.No obstante, algunas cepas, asi como el resto de ECEH no-0157,
fermentan tanto el sorbitol como la lactosa, y por tanto desarrollarian colonias rosas en agar

MacConkey — Sorbitol 2L,

La técnica ideal para la deteccion molecular de esta bacteria es sin duda alguna el PCR ya
que es la indicada para ampliar los fenotipos de las verotoxinas 1 y 2 ademas de la intimina
e intimina gamma; pero para el estudio complementario e identificacion de genes como la
enteronemolisina y plasmido ECEH es la electroforesis desnaturalizante en gel de

poliacrilamida.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Durante la investigacion realizada a cerca de Escherichia coli Enterohemorragica, se
determind que es una cepa directa de la E. coli ademas de que su transmision es cuando
materia fecal contaminada o heces fecales hacen contacto directo con la cavidad oral, durante
la investigacion se pudo constatar los sintomas que produce esta bacteria cuando ha
proliferado dentro del organismo, identificando sintomas como 22

Retorcijones y dolores abdominales, cuadros de diarreas cronicas, presencia de diarreas

sanguinolentas, cuadros febriles escasos

Todos estos estan expuestos en diferentes trabajos investigativos como es en la investigacion
de Zotta., et al., Teniendo coincidencias en los resultados del trabajo de investigacion que he

realizado con la literatura expuesta en la revista cientifica.

En cuanto a técnicas microbioldgicas respecta, el método ideal para la deteccidn de esta
bacteria es el coprocultivo®; en el presente caso clinico, el médico tratante solicita un
coprocultivo obteniendo asi el aislamiento de Escherichia coli; consecuentemente para la
identificacidn de que serotipo es esta bacteria se realiza una técnica rapida de aglutinacion
de particulas tipo latex con el serotipo 0157: H7 3. Por protocolo se exige derivar este tipo

de muestras a cualquier centro de toxicologia para determinacion molecular y toxigenico.

Las técnicas moleculares que usualmente se utilizan para determinar el gen exclusivo de estas
bacterias es la reaccién en cadena de la polimerasa a través de la ampliacion. Como cita
Garcia., et al*!. En este estudio se realiz6 amplificacion multiple por PCR para la deteccion
de patogenos en alimentos (E. coli 0157:H7 y Salmonella spp.), mostrando ser una técnica
rapida y efectiva de identificacion. La eficiencia demostrada por la PCR ha sido mejor al

compararse con los métodos microbioldgicos de referencia como son la electroforesis 1.
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6. CONCLUSION

Para poder concluir este trabajo puedo decir con certeza que el cuadro clinico habitual va a
variar dependiendo del tipo de pacientes, se debe considerar que el realizar deposiciones de
color rojo vinoso es indicio primordial para sospechar de la presencia de Escherichia coli

enterohemorragica O157:H7.

De tal manera mediante la investigacion bibliografica puedo decir que para la identificacion
de este tipo de bacteria se debe realizar un coprocultivo; que consta de una siembra en un
medio diferencial como el agar MacConkey — sorbitol y una vez aislada se realiza la
aglutinacion tipo latex por antisuero de ECEH O157: H7, aunque, es un método no muy

sensible, es ideal para la deteccion rapida.

Y que las técnicas microbioldgicas y moleculares pueden variar dependiendo del lugar en
donde se realiza. En Europa es muy comdn utilizar técnicas moleculares un poco mas
costosas que en Latinoamérica, gracias a este estudio me permito concluir que la
electroforesis es un método idoneo, pero la PCR es la técnica mas usada y menos costosa

para la determinacion del gen especifico y las verotoxinas producidas por esta bacteria.
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