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RESUMEN

Se analizaron 107 cepas provenientes de diferentes regiones de Colombia de brotes diarreicos de pacientes pediatricos
distribuidas de la siguiente forma: 50 aislamientos de Escherichia coli enteropatégeno (ECEP), 44 de Salmonellasp
y 13 de Shigella sp. Los serotipos de ECEP mas frecuentemente aislados correspondieron a 0:111, 0:127, 0:124, 0:55
y 0:119. La susceptibilidad a los antimicrobianos se realiz6 empleando la técnica Bauer & Kirby. Los resultados
mostraron que las cepas de ECEP fueron resistentes a ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazole y tetraciclina. Las cepas
de Salmonella sp fueron resistentes a todos los antimicrobianos empleados incluyendo cloranfenicol, las cepas de
Shigella sp mostraron solamente susceptibilidad frente a furazolidona. El andlisis plasmidico demostré que todas las
cepas de ECEP presentaron plasmidos con pesos moleculares entre 4.2 y 21.2 Kb. En las cepas de Salmonella sp se
observaron 2 perfiles con 1 y 4 plasmidos de pesos moleculares entre 1.6 y 21.2 Kb. En las cepas de Shigella sp se
observaron 3 perfiles con 3,4 y 5 plasmidos con pesos moleculares aproximados entre 1.2 y 21.2 Kb. Salmonellasp
mostré perfiles de 1 y 4 plasmidos, mientras que los perfiles de Shigella sp revelaron la presencia de mayor nimero de
plasmidos con tamafios menores. El plasmido de 21.2 Kb aislado en cepas de ECEP, Salmonella sp y Shigella sp
podria ser utilizado como marcador epidemiolégico de la EDA en Colombia.
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ABSTRACT

107 strains were analyzed of different regions of Colombia of diarrheal out break of pediatric patient distributed as
follow: 50 isolates of enteropatogenic Escherichia coli (ECEP), 44 of Salmonella sp and 13 of Shiguella spp. The
serotipos gives isolated more frequent ECEP antimicrobial agents was corresponded at 0: 111, 0: 127, 0: 124, 0: 55,
and 0: 119. The susceptibility to the antimicrobianos carried out by using Bauer and Kirby method. The results
showed that the strains of give ECEP were resistant to ampicilina, trimetroprin-sulfametoxazole and tetracycline. The
strains of Salmonella spp were resistant to all of the antimicrobial including chloramphenicol, the strains of Shiguella
spp showed only susceptibility to furazolidon. The plasmid analysis demonstrated that all the strains of ECEP presented
plasmid with molecular weights between 4.2 and 21.2 Kb. In the strains of Salmonella spp 2 profiles they were
observed with 1 and 4 plasmid of molecular weights between 1.6 and 21.2 Kb. In the strains of Shigella spp 3 profiles
were observed with 3.4 and 5 plasmid with approximate molecular weights between 1.2 and 21.2 Kb. Salmonella spp
showed profiles of 1 and 4 plasmids, while the profiles of Shigella spp revealed the presence of bigger | number of
plasmids with smaller sizes. The plasmids of 21.2 Kb isolated in of ECEP, Salmonella spp and Shigella spp it could
be used as epidemic marker of acute diarrhoeal disease in Colombia the EDA in Colombia.
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INTRODUCCION

La enfermedad diarreica aguda (EDA) de etiologia
bacteriana ocupa en Colombia uno de los primeros
lugares en morbi-mortalidad, principalmente en la
poblacion infantil. En nuestro medio, Escherichia coli
enteropatogeno (ECEP), Salmonella sp. y Shigella
sp. son los agentes etioldgicos bacterianos méas co-
munmente aislados en pacientes con EDA (Brian et
al 1993) y la mayoria de ellas provienen de alimen-
tos contaminados. Estas bacterias se han identifica-
do con técnicas fenotipicas como son biotipificacion,
serotipificacion, perfiles proteicos de membrana ex-
terna, patrones de resistencia a antimicrobianos y
fagotipificacion (Lujan et al 1990).

La biologia molecular permite realizar estudios
epidemioldgicos mas precisos en las poblaciones
pediatricas (Lujan et al 1990, Luque et al 1994, Marco
1993). Una de las técnicas mas empleadas para este
fin es el analisis plasmidico (Lujan et al 1990), que
ha mostrado mas sensibilidad y especificidad que los
métodos fenotipicos (Lujan et al 1990, Maslow et al
1993, Mattat et al 1994). Estas técnicas se basan
en el empleo de moléculas extracromosomales de
ADN circular bicatenario (plasmidos). Los plasmidos
se identifican y caracterizan con propdsitos
epidemioldgicos ya que son marcadores Utiles en el
seguimiento de cepas bacterianas indistinguibles por
los métodos de tipificacion tradicionales (Méattar et
al 1995; Doughty S. et al 2002; Bernier C. et al 2002).
El andlisis plasmidico se puede utilizar para determinar
si una epidemia es producida por bacterias de igual
fenotipo en diferentes lugares o si se trata de aislamien-
tos similares pero no idénticos (Maurelli et al 1985).

El objetivo de este trabajo fue analizar bacterias
enteropatogenas aisladas de brotes diarreicos en pa-
cientes pediatricos desde el punto de vista de la
serotipia, resistencia a los antimicrobianos, caracte-
risticas de los plasmidos y la utilizacion de éstos para
intentar establecer un método de tipificacién
epidemioldgica.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron un total de 107 cepas de bacterias
enteropatégenas aisladas de pacientes pediatricos en
4 hospitales de Colombia. Los pacientes tenian eda-
des entre 0-5 afios con brotes diarreicos de enferme-
dad diarreica aguda EDA. Los episodios diarreicos
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estudiados se presentaron en las ciudades de Bogo-
t4, Cartagena, Florencia y Popayan. Todos los aisla-
mientos se realizaron siguiendo métodos convencio-
nales para tal efecto (Brian et al 1993). La identifi-
cacion se realizé utilizando el sistema API 20E (API
system S.A., Montalieu-Vercieu, France) y se realiza-
ron pruebas seroldgicas de aglutinacion con
antisueros monovalentes y polivalentes (BBL
Microbiology Systems, Cockeysville, MD, USA). Las
cepas fueron conservadas en 200 pl de una solucién
de leche descremada al 20% p/v y mantenidas a -
70°C hasta su empleo.

Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana: Se utili-
z6 el método de difusiéon en placa de Bauer & Kirby
(Riley et al 1984) para determinar la resistencia de
los aislamientos a los siguientes antimicrobianos:
ampicilina (20 ug), furazolidona (300 ug),
norfloxacina (10 ug), trimetropim-sulfametoxazole (25
ug), tetraciclina (30 ug) y cloranfenicol (30 ug). Los
resultados fueron confirmados con la concentracion
inhibitoria minima (CIM) (Riley et al 1984).

Extraccion del ADN plasmidico: Se utilizé el método
de lisis alcalina de Sambrook et al (1989). Luego de
cultivar en caldo BHI el microorganismo, se centrifug6
a 10.000 rpm/10 minutos/4°C, el sedimento fue
resuspendido en 200 ul de una solucidn de Tris-HCL
50 mM pH 7.5, EDTA 10 mM, RNAasa A 100 ug/ml
(Sigma Chemical Co. St. Louis Mo, USA). A esta sus-
pension se le adicionaron 200 ul de una solucion de
lisis celular (NaOH 0.2 M y SDS 1%). Luego se adi-
cionaron 50 pl de lisozima (20 mg/ml) y se mezcl6
por inversion hasta observar un completo aclaramien-
to de la solucion. Luego se agregaron 200 ul de una
solucion de acetato de potasio 1.32 M pH 4.8 y se
mezcl6 varias veces por inversion para precipitar to-
dos los restos celulares y ADN cromosomal. La mez-
cla se centrifugd a 10.000 rpm/10 minutos/4°C y el
sobrenadante con el ADN plasmidico fue separado
en un microtubo de 1.5 ml para la purificacion. Luego
se adicion6 1 ml de guanidina-HCL 7M (Promega
corporation, Madison WI, USA) y se mezcl6 por inver-
sion. Esta mezcla se filtré a través de una minicolumna
de sefarosa (CL-4B). El ADN plasmidico se eluy6 en la
minicolumna por adicion de 50 pl de buffer TE.

Cepa control y marcador de peso molecular: Como
control de la metodologia empleada se utiliz6 una
cepa de E. coli V517 con 8 plasmidos de pesos
moleculares: 1.8, 2.2, 2.5, 2.7, 4.5, 5.2, 7.7 y 48
Kb. Como marcador de peso molecular se utilizo el
Fago Lambda digerido con Hind Ill y EcoRI (Sigma
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Chemical Co. St. Louis. Mo, USA). La electroforesis
se llevo a cabo en un gel de agarosa al 0.8% p/v en
buffer TBE 1X. Las preparaciones de ADN plasmidico
fueron adicionadas al gel con 10 ul de solucién
indicadora de corrido. El minigel se sometié a una
corriente de 55 voltios y 20 miliamperios durante 4
horas, el gel se tifid durante toda la noche con una
solucion de bromuro de etidio.

RESULTADOS

Etiologia y serotipia: Las bacterias aisladas de pa-
cientes pediatricos con EDA fueron ECEP (n=50)
correspondientes a los serotipos 0:111 (n=26; 52%),
0:127 (n=8; 16%), 0:124 (n=6; 12%), 0:55 (n=6;
12%) y 0:119 (n=4; 8%). Salmonella sp (n=44) de
los siguientes serotipos: grupo E (n=18; 41%), gru-
po B (n=13; 29%), grupo C2 (n=7; 16%), grupo A
(n=2; 5%), y grupo D (n=4; 9%). Respecto a
Shigella, las cepas pertenecieron al grupo B (S.
flexneri n=6, 46%) y al grupo C (S. boydii n=7,
54%). Resistencia a antimicrobianos: Las cepas de
ECEP fueron resistentes a ampicilina (n=36; 72%),
trimetoprin-sulfametoxazole (n=44; 88%) vy
tetraciclina (n=50; 100%). Ninguna de las cepas de
ECEP mostré resistencia a furazolidona y norfloxacina.
Respecto a la resistencia de Salmonella, 48% de las
cepas (n=21) presentaron resistencia a ampicilina,
25% (n=11) a trimetoprin-sulfametoxazole, 25%
(n=11) a tetraciclina, 2% (n=1) a furazolidona, 4%
(n=2) a norfloxacina y 95% n=42) a cloranfenicol.

Las cepas de Shigella fueron resistentes a ampicilina
(n=4; 31%), trimetoprin-sulfametoxazole (n=7; 54%),
tetraciclina (n=11; 85%) y norfloxacina (n=2; 15%).
Todas las cepas fueron sensibles a furazolidona.

Perfiles plasmidicos: todas las cepas de ECEP presenta-
ron plasmidos. Las cepas ECEP de Bogota (n=28) pre-
sentaron 1 perfil plasmidico con 2 plasmidos de 4.2 y
21.2 Kb. Las cepas de Cartagena (n=22) presentaron
1 plasmido de 5.1 Kb. En las cepas de Salmonella sp se
observaron 2 perfiles plasmidicos: uno con 4 plasmidos
presente so6lo en las cepas de Cartagena de pesos
moleculares 1.6, 3.0, 4.5y 21.2 Kb presentes en 9% de
las cepas (n=4) y otro perfil con 1 plasmido de 21.2 Kb
presente en 66% de las cepas (n=29) de Cartagena y
Bogota. Veinticinco por ciento (25%) de las cepas de
Salmonella sp (hn=11) no presentaron plasmidos, co-
rrespondiendo estos aislamientos a las ciudades de
Cartagena y Bogota.
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Con respecto a Shigella sp se observaron 3 perfiles
plasmidicos diferentes de las cepas aisladas en
Cartagena, uno de 3 plasmidos de 2.5, 3.5y 21.2
Kb presente en 8% (n=1) de las cepas, otro de 4
plasmidos de 1.2, 1.9, 5.0 y 21.2 Kb presente en
23% (n=3) de las cepas y otro de 5 plasmidos de
1.2,1.4,2.5,3.5y21.2 Kb presente en 23% (n=3)
de las cepas. Las cepas aisladas en Bogota mostra-
ron 1 perfil con 3 plasmidos con pesos moleculares
de 1.6, 1.9y 21.2 Kb presente en 38% (n=5) de las
cepas. Ocho porciento (8%) (n=1) de las cepas no
presentaron plasmidos.

DISCUSION

Este estudio confirma una vez mas que las bacterias
enteropatégenas mas aisladas de brotes diarreicos
en Colombia son ECEP, Salmonella sp y Shigella sp;
como lo muestran los resultados obtenidos previa-
mente por Mattar et al (1994).

La presencia de plasmidos se considera como una
caracteristica genotipica que permite establecer dife-
rencias entre aislamientos de bacterias pertenecien-
tes a un mismo género y especie.

En este estudio las cepas de ECEP mostraron 2 per-
files plasmidicos diferentes de acuerdo a la region
geografica en la cual se aislaron (Cartagena 1
plasmido de 5.1 Kb y Bogota 2 plasmidos de 21.2 y
4.2 Kb). Asimismo los perfiles plasmidicos de
Salmonella sp y Shigella sp mostraron una distribu-
cion diferente. Esta variabilidad geogréafica de los
perfiles plasmidicos obtenidos en diferentes regiones
de Colombia (Cartagena, Popayan, Bogota y
Florencia) podria ser consecuencia de diferencias en
el uso de antimicrobianos en cada éarea y de factores
ambientales como lo refiere un estudio realizado por
(Rodrigue et al 1992). Un nimero elevado, de las
cepas analizadas (n=73; 68%) presentaron 1
plasmido de 21.2 Kb que podria utilizarse como
marcador epidemioldgico de la EDA en Colombia
ocasionada por ECEP, Salmonella sp y Shigella sp.

Por otra parte, la presencia de plasmidos asociada con
la resistencia a antimicrobianos ha sido demostrada en
varios estudios (Rodrigue et al 1992, Sasakawa 1986,
Chu C. et al 2001). Luque et al (1994), encontraron
cepas de Salmonella sp con 2 plasmidos de 1.8y 2.3
Kb resistentes a ampicilina, cloranfenicol y tetraciclina.
En el presente estudio las cepas de Salmonellasp aisla-
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das en Cartagena con este mismo patron de resisten-
cia presentaron plasmidos de pesos moleculares si-
milares de 1.6 y 3.0 Kb que podrian corresponder a
los obtenidos por estos autores sin embargo, son nece-
sarios estudios moleculares méas extensos para atribuir
la resistencia a estos plasmidos. Con respecto a los
plasmidos de Shigella sp nuestros resultados coinciden
con los de otros autores (Tenover 1985, Thornsberry
1991, Herrera S. et al 2002, Faruque S. et al 2002) que
demostraron plasmidos cripticos de 3.3 y 4.2 Kb ca-
racteristicos de la mayoria de cepas de Shigella sp. En
este estudio se encontraron plasmidos de pesos
moleculares semejantes de 3.5y 5.0 Kb.

Los plasmidos de virulencia de 180 y 210 Kb, descri-
tos por varios autores (Wachsmuth 1986, Woodward
1989), no fueron aislados en este estudio quiza de-
bido a su elevado peso molecular y por tanto poseen
pocas copias por célula, ademas porque el método
empleado por nosotros recupera plasmidos con pe-
sos moleculares entre 1y 50 Kb.
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Los resultados obtenidos muestran que las bacterias
méas comunmente aisladas de pacientes con EDA en
Colombia son ECEP, Salmonella sp y Shigella sp,
existiendo relacion entre la presencia de plasmidos y
la resistencia a antimicrobianos. Ademas la presen-
cia de un pldsmido comun de 21.2 Kb podria ser
empleado como marcador epidemioldgico en nues-
tro pais. Este estudio aporta elementos interesantes
al estudio de la EDA, se requieren trabajos méas am-
plios que permitan tener una mayor casuistica para
proveer datos mas precisos, el analisis de cepas ais-
ladas de animales es un punto importante a tratar en
el futuro. Aunque los plasmidos pueden perderse por
ausencia de presion selectiva, este estudio demues-
tra entre otras cosas los problemas del uso indiscri-
minado de los antibiéticos, tanto a nivel veterinario
como humano, los cuales se adquieren libremente y
se utilizan sin ningan control en los paises en vias
de desarrollo.
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