
" ·.V::\ , 
'· .... , ; . 

'¡ •• 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 

FACULTAD DE CIENCIAS 

"DETECCION DE Escherichia coli PRODUCTORAS DE 

TOXINAS TERMOESTABLE. PRIMERA PARTE" 

T E S I S 

que para obtener el Titulo de 

B I O L O G O 

Presenta: 

AUGUSTO JOSE GONZALEZ CANTO 

MEXICO, D.F. 

1988 

¡ ·" : .. \ 

13 
0. 
'\ ~.~ . 

.. .. ' 

.':.' 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



C O N T E N I D O 

Página 

INTRODUCCION 1 

OBJETIVOS 29 

MATERIAL Y METODOS 29 

RESULTADOS 34 

DISCUSION Y CONCLUSIONES 40 

FIGURAS 43 

BIBLIOGRAFIA 47 



lNTRODUCCION 

Las enfermedades infecciosas constituyeri el problema 

más importante de salud pí1bl ica en el mundo (l). Dentro 

de este marco, las diarreas representan la primera causa 

de muerte en la población infnntil de los paises en vi.as 

de desarrollo. Uno ele los factores involucrados en tal si 

tuación es el socioeconómico, que determina condiciones 

ambientales especiales (2). Aunque es imposible citar d~ 

tos precisos de morbi lidud y mortalidad mtmdiaJ es por di~ 

rrea, se calcula que las diarreas de origen infeccioso 

son la tercera causa <le morbilidad y mortalidad en el mu_!! 

do y la primera causa de mortalidad infantil en pdises en 

vias de desarrol.J.o. Se registran más de J,000 millones de 

casos <le diarrea por aiio en menores de 5 aíios y aproxima­

damente 5 millones de muertes, de las cuales el soi ocu­

rre en menores de 5 afios. Este estimado se desprende de 

un estudio realizado en 1980, en el cual se sefiala que el 

grupo poblacional más afectado es el de nifios menores de 

un ano, donde ocurre un promedio de 22 muertes por cada 

1,000 habitantes, mientras que en ninos menores de 5 anos 

se registra un promedio de 13.6 muertes por .l,000 habitan 

tes (3). 

Los estudios <le morbilidad indican que el promedio. 

de casos de diarreas es de 2.2 epi.sodios por persona por 

afio en poblaciones con muestras de más de 1,000 nifios, y 

se eleva a tres episodios por afio en poblaciones con me­

nos de 600 nifios en estudio, donde se encuentra una fre­

cuencia de cinco episodios de diarrea por afio en el grupo 

de lactantes de 5 a 11 meses ele edad. Aunque esto pudie­

ra sugerir la existencia de mejores medidas sanitarias en 

las poblaciones de acuerdo a su tamnfio, en realidad este 
estudio no logró demostrar diferencias entre las poblaciE_ 

• 
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nes de áreas rurales, urbanas o suburbanas (3). En Méxi-

c o s e e a l e u t a q u e 1 a 111 o r t n 1 i el :i d el e l a p o h 1 n e i ó 11 i 11 r <111 U J 

por esta caúsa se eleva a más de Sü,000 muertes por aiio 

(4). 
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En 1885 el profesor Escherich de Viena, Austria, ais 
ló de algunos niños que presentaban un cuadro de "diarrea 
del verano" un organismo al cual llamó Bacterium coli; sin 
embargo, dos años más tarde el mismo Escherich demostró 
que esta bacteria constituía parte de la flora normal del 
intestino. En 1907, Massini demostró que las cepas aisl! 
das de pacientes con diarrea provocaban el mismo cuadro 
cuando se inoculaban intraintestinalmente en conejos, lo 

que no sucedía siempre si se inoculaban cepas aisladas de 
personas sanas. El papel etiológico de Escherichia coli 
(.!?_. coli) se estableció claramente a fines de la década 
de los cuarentas, después de que en 1944 Kauffmann hiciera 
una clasificación serológica basada en los antígenos de 
lipopolisacáridos O, flagelares H y los polisacAridos K, 
y por medio de sueros de referencia y estudios epidemial~ 
gicos adecuados se asoció este organismo con la diarrea 

(S). Durante la década de los cincuentas se estableció 
que las cepas que habitan el intestino como comensales 
son distintas de aquellas responsables de brotes de dia­
rrea en los hospitales (6). Finalmente, en la década de 
los sesentas se establecieron modelos animales en los que 
se reprodujeron los cuadros clínicos de diarrea con las 
cepas de.!?_. coli aisladas de pacientes (7,8,9). 

Actualmente se acepta que .!?_. coli puede causar dia­
rrea por tres diferentes mecanismos: adherencia 0 1altera-

1 

ción o destrucción del borde en cepillo de las ~élulas 
del epitelio intestinal, invasión a la mucosa intestinal, 
y producción de toxinas. Sin embargo, de acuerdo con sus 
distintas propiedades de virulencia, sus diferentes inte­
racciones con la mucosa intestinal, los distintos síndro­
mes clínicos, las diferentes epidemiologías y sus distin­

tos serotipos O:H, las E.· coli se agrupan en cuatro cate­
gorías principales:-ª.· coli enterohemorrágica (EHEC), .!?_. 
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coli enteroinvasiva (EIEC), E_. coli enteropatógena (EPEC) 
y~· coli enterotoxigénica (ETEC). Además, ha surgido 
una nueva categoría E.· coli enteroadherente (EAEC). 

Aunque estas distintas categorías tienen propiedades 
diferentes, poseen también semejanzas en cuanto a su pat~ 
genia, como son: 

a) Las propiedades críticas de virulencia están codi 
ficadas en plásmidos. 

b) Tienen interacciones características con la muco­
sa intestinal. 

e) Producen entero o citotoxinas. 

d) Cada categoría pertenece a ciertos serogrupos O:H 
(10,11,12,13). • 

Las principales propiedades de estas distintas cepas 
se resumen en el Cuadro l. 

E. coli Enteroinvasora (EIEC) 

Epidemiología 

El conocimiento de la epidemiología de cepas EIEC es 
muy limitado por la carencia de estudios diseñados para 

la búsqueda de este tipo de bacterias. La primera des­
cripción de diarrea asociada con el aislamiento.de cepas 
EIEC fue hecha en 1947 en soldados de los Estados Unidos 
de Norteamérica en servicio en la zona del Mediterráneo. 
Posteriormente, se encontraron cepas EIEC en brotes de 
diarrea en varios hospitales de la Gran Bretaña, fuentes 
de agua en Hungría y relacionadas con ingestión de queso 
francés contaminado en los EUA (14). Recientemente el 
grupo de Trabulsi en Brasil (15), ha informado la presen­
cia de EIEC en nifios de una comunidad rural con una fre­
cuencia aproximada del 2% durante los primeros cinco afias 
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coli enteroinvasiva (EIEC), É.· coli enteropatógena (EPEC) 
y É.· coli enterotoxigénica (ETEC). Además, ha surgido 
una nueva categoría E. coli enteroadherente (EAEC). 

Aunque estas distintas categorías tienen propiedades 
diferentes, poseen también semejanzas en cuanto a su pat~ 
genia, como son: 

a) Las propiedades críticas de virulencia están codi 
ficadas en plAsmidos. 

b) Tienen interacciones características con la muco­
sa intestinal. 

c) Producen entero o citotoxinas. 

d) Cada categoría pertenece a ciertos serogrupos O:H 
(10,11,12,13). • 

Las principales propiedades de estas distintas cepas 
se resumen en el Cuadro I. 

E. coli Enteroinvasora (EIEC) 

Epidemiología 

El conocimiento de la epidemioldgia de cepas EIEC es 
muy limitado por la carencia de estudios diseñados para 

la búsqueda de este tipo de bacterias. La primera des­
cripción de diarrea asociada con el aislamiento.de cepas 
EIEC fue hecha en 1947 en soldados de los Estados Unidos 
de Norteamérica en servicio en la zona del MediterrAneo. 
Posteriormente, se encontraron cepas EIEC en brotes de 
diarrea en varios hospitales de la Gran Bretaña, fuentes 
de agua en Hungría y relacionadas con ingestión de queso 
francés contaminado en los EUA (14). Recientemente el 

grupo de Trabulsi en Brasil (15), ha informado la presen­
cia de EIEC en niños de una comunidad rural con una fre­
cuencia aproximada del 2% durante los primeros cinco años 



En tero invasora 
(EIEC) 

Enterohemorrágica 
(EHEC) 

Enteropatógena 
(EPEC) 

Clase I 

Clase II 

Enteroadherente 
(EAEC) 

Enterotoxigénica 
(ETEC) 

*LT = Termolábil' 
**ST = Termoestable 

Cuadro 1 

CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS DE Escherichia coli . 

Patogenia 

Invasión y multi­
plicación en las 
células epitelia­
les, dependiente 
de plásmido de 140 
MDa 

Producción de ci­
totoxinas tipo 
Shiga 1 y 2, codi 
ficadas por plás= 
mido de 60 MDa 

Adherencia a célu 
las Hep-2 

Localizada 

Negativa o difusa 

Adherencia a célu 
las Hep-2 · 

Ente ro toxinas 
LT* 
ST** 

Factor de Grupos de edad 
adherencia afectados 

EAF 

+ 

CFA 

Todas las eda 
des 

Todas las eda 
des 

Todas las eda 
des 

Probablemente 
todas las eda 
des 

Niños menores 
de 5 años de 
edad, viajeros 

·o turistas 

Distribución 
geográfica 

Mundial-

Mundial 

Mundial 

Mundial 

Países en 
desarrollo 

Serotipos 
asociados 

028ac, 0124, 0136, 
0143, 0144, 0152, 
0164, 0167, 029 

0157:H7, 026:Hll 

055, 086, 0111, 0119, 
0125, 0127, 0128 ab, 
0142 

018, 044, 0112, 0114 

No definidos todavía 

06, 08, 015, 020, 
025, 027, 063, 078, 
080,085,0115,0128ac, 
0139,0148,0153,0159, 
0167 
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de vida. 

Las cepas de EIEC aisladas en estos estudios tienen 
características bioquímicas y serológicas muy semejantes 
a cepas de Shigella (14,15). Esta similitud explica en 
parte la sintomatología de estos cuadros. La enfermedad 
afecta tanto a niños como a adultos, lo que contrasta con 
la distribución de cepas EPEC y ETEC por grupos de edad, 
en países en desarrollo, donde se presentan fundamental­
mente en lactantes. 

En 1971 DuPont y col, describieron ciertas cepas de 

E. coli capaces de invadir la mucosa intestinal y de cau­
sar diarrea disenteriforme en voluntarios; los estudios 
sigmoidoscópicos realizados en estos individuos revelaron 
la presencia de úlceras hemorrágicas en colon, de donde 
fue posible aislar el microorganismo (16). En conejos y 
cuyos inoculados experimentalmente con cepas EIEC se ha 
demostrado que la ulceración del intestino se debe a inva 
sión y reproducción de estas cepas dentro del citoplasma 

celular. 

La capacidad invasiva de esta bacteria depende de la 
presencia de un plásmido de aproximadamente 140 MDa, que 

. codifica varias proteínas de la membrana externa caracte-. 
rizadas como los factores involucrados en la invasividad. 
La EIEC tiene predilección para colonizar la mucosa del 
colon. Clínicamente la enfermedad se caracteriza por f i~ 
bre, disenteria densa con heces escasas, sangre y moco, 
toxemia, malestar general e intensos dolores abdominales 
(17). Ante un paciente con disentería clínica la ausen­
cia de trofozoitos de Entamoeba histolytica en las heces 
fecales y la falta de aislamiento de cepas de Shigella de 
ben hacer pensar en EIEC corno posible etiología. 
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Diagnóstico de Laboratorio 

La identificación de cepas EIEC es difícil por va­
rias razones: la mayoria de estos microorganismos ti~nen 
características bioquímicas poco frecuentes en E_. coli; 
su crecimiento en medios habituales es lento y no fermen­
tan la lactosa o lo hacen muy tardíamente; son anaeróbi­
cos facultativos y no son móviles, por lo que frecuente­
mente se confunden con cepas de Shigella, además de que 
serológicamente cruzan con antígenos somáticos de este úl 
timo género. La falta de identificación de cepas EIEC en 

casos individuales puede tener poca importancia, dado que 
la sintomatología del cuadro clínico y el tratamiento de 
ambas enfermedades es igual; sin embargo, para estudios 
epidemiológicos la identificación precisa de estas cepas 
es de gran importancia para conocer su frecuencia real en 
relación con la diarrea. 

Las pruebas de laboratorio empleadas para detectar 

EIEC son caras y sólo se han utilizado en estudios de in­
vestigación. La más empleada consiste en inocular el ojo 
de un cuyo con un cultivo bacteriano y observar si en las 
siguientes 72 horas el.animal desarrolla queratoconjunti­

vitis ulcerativa. Para evitar el uso innecesario de ani­
males se han desarrollado pruebas de invasividad que uti­
lizan células en cultivo (16) y recientemente se han usa­
do sondas moleculares que detectan genes relacionados con 
la capacidad invasiva (18), quizá el avance más útil en 
este campo sea la prueba de ELISA para detección de las 
proteínas externas relacionadas con la capacidad invasora, 
publicada recientemente por un grupo húngaro (19). 

E. coli Enterohemorrágica (EHEC) 

En 1982, en un estudio epidemiológico de un brote de 
colitis hemorrágica, llamó la atención de algunos investi 
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gadores el que como organismo causante se encontrará E. 
coli del serotipo 0157:H7. Este serotipo no había sido 
descrito previamente como causa de diarrea en humanos; 
el síndrome clínico se caracteriza por diarrea copiosa 
con melena en pacientes afebriles y ausencia de leucoci­
tos fecales. Estas características la distinguen de la 
disentería clásica causada por Shigella o por EIEC 1 en la 
cual la diarrea cursa con fiebres y deposiciones escasas 

con sangre y moco conteniendo numerosos leucocitos feca­
les (20). 

E. coli 0157:H7 

Surgió como un enteropatógeno importante en países 
como Canadá y Estados Unidos de Norteamérica, con brotes 
de colitis hemorrágica y diarrea, además del síndrome ur! 

mico hemolítico; los brotes se presentaron en centros ma­
ternos infantiles, escuelas y en la comunidad en general. 
EHEC elabora citotoxinas potentes codificadas por un fago, 
las cuales tienen actividad en células vero y HeLa; una 
de estas toxinas llamadas Shiga-like o verotoxina 1 es 
aparentemente idéntica a la neurotoxina/citotoxina/entero 

toxina producida por la bacteria Shigella disenteriae ti­
po 1 y es neutralizada por anticuerpos dirigidos contra 

la toxina de shigella (21); otras cepas elaboran además 
otra citotoxina llamada Shiga-like tipo 2 ó vertoxina 2, 
la que no es neutralizada por anticuerpos dirigidos con­
tra la toxina de Shigella (22). EHEC posee un plásmido 
de 60 MDa que desempena un papel importante en su virule! 
cia; este plásmido codifica la producción de una nueva v~ 
riedad de fimbrias que aparentemente median la unión de 
EHEC a células Henle 407, células epiteliales derivadas 

·del intestino. Este plásmido es diferente de los genes 
que codifican para los factores de adherencia de EPEC (23). 

Aunque EHEC destruye las microvellosidades del epitelio 



intestinal, estas lesiones se pueden distinguir de las 
causadas por bacterias enteropatógenas cuando se usa el 
modelo de cerdos gnotobióticos. 

Las lesiones por EPEC afectan todo el intestino, 
mientras que las EHEC sólo involucran el ciego y·el co­

lon, además de que EPEC causa lesiones ligeras con algu­
nas infiltraciones de leucocitos, lo cual no se observa 
en las lesiones por EHEC. Los estudios epidemiológicos 
de las infecciones por EHEC se han dificultado, ya que se 
carecen de métodos para permitir la identificación de un 
n6mero grande de casos. Aparentamente 026:Hll puede tam­
bién clasificarse dentro del grupo de las EHEC, ya que 
producen verotoxina, contiene el plásmido de 60 MDa que 

tiene homología con el plásmido de la cepa 0157:H7 y se 
ha asociado en ocasiones con diarrea hemorrágica (24). 

Diagnóstico de Laboratorio 

La presencia de ~· coli 0157 y 026 en pacientes con 
colitis hemorrágica o síndrome urémico hemolítico puede 
detectarse por aglutinación con antisueros específicos 

contra los antígenos somáticos correspondientes. Sin em­
bargo, en el caso de cepas 0157 es necesario saber si ta~ 
bién poseen antígeno flagelar 7, pues solamente las bact~ 
rias de este serotipo producen citotoxina. En el caso de 
cepas 0157 las asociadas con enfermedad no son móviles 
(H-1). La incapacidad para utilizar sorbitol por cepas 
0157:1-17, característica poco frecuente en~· coli de la 
flora normal, ha permitido la detección rápida de este ti 
po de cepas en algunos estudios utilizando medio MacConkey 
con sorbitol en vez de lactosa (25). El método más direc 
to de detectar si una cepa es capaz de causar colitis he­
morrágica es investigando si produce VT por medio de la 
acción citotóxica sobre células Vero o HeLa en cultivo. 
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En ambos casos la presencia de la citotoxina debe confir­
marse mediante neutralización de este efecto con una anti 
toxina especifica (26). La sonda hecha con el plismido 
de la cepa 0157 tiene homología con el de la cepa 026, por 
lo que es probable que se pueda usar en estudios epidemi~ 
lógicos (27). 

E. coli Enteropatógena (EPEC) 

Como se había mencionado, en la etiología de los ca­
sos de "diarrea de verano" vistos en niños a principios 
de siglo, se establece claramente a fines de los años cua 
rentas, en que se informan casos aislados y epidemias de 

diarrea asociados con la presencia de cepas de ~· coli 
con características serológicas diferentes a las de la 
flora normal. Independientemente, en México y en lnglat~ 
rra se estudiaron niños con diarreas graves en quienes se 
.aislaron cepas de E. coli que posteriormente se cataloga­
ron como pertenecientes a los serogrupos 055 y 0111, se­
gún el esquema de Kauffman (5). A pesar de desconocerse 
originalmente la etiología de estos cuadros se pudo apre­
ciar que las epidemias se podían controlar mediante una 
buena esterilización de biberones, la pasteurización de 
la leche que recibían estos niños en las salas hospitala­
rias y el control estricto de medidas higiénicas del per­
sonal que los manejaba. El estudio de casos similares en 
otras partes del mundo y el uso de tipificación serológi­
ca de las cepas de E. coli aisladas de estos casos demos­
tró que existían ciertos serogrupos asociados con mayor 
frecuencia a procesos diarreicos (5). A estos serogrupos 
se les llamó enteropatógenos (EPEC). En los siguientes 
30 anos se continuaron observando epidemias de diarrea en 

cuneros de países industrializados, asociadas con cepas 

EPEC. 

En la dicada de los setentas se dudó de las cepas l 



clásicamente reconocidas como enteropatógenas, dado que. 
carecen de la capacidad de producir toxinas y factores de 
virulencia; sin embargo, en 1977, Levine demostró que ce­
pas con estas características y almacenadas en el labora­
torio durante siete afios son capaces de producir diarrea 
en voluntarios adultos sanos, por lo que se concluyó que 
las cepas clásicas EPEC son patógenas aunque se descono­
cía el mecanismo por el cual causan diarrea. 

En los países en vías de desarrollo las cepas EPEC 
continúan siendo una de las bacterias aisladas con mayor 
frecuencia de lactantes con diarrea. En un estudio re­
ciente realizado en forma longitudinal en un poblado del 
Estado de Morelos en México (28), se encontró que aproxi­

madamente el 20% de los casos de diarrea durante los pri­
meros 18 meses de vida estuvieron asociados con cepas 
EPEC. La falta de higiene en estas comunidades hace que 
los niños estén en riesgo de colonizarse a temprana edad 
por este tipo de gérmenes. Aunque existen reportes de ep! 
demias de diarrea en cuneros de países en desarrollo, la 
mayor parte de los aislamientos de cepas EPEC en cistas zo 
nas se hace de cas?s esporádicos de diarrea. 

A pesar del efecto protector que pudiera tener la le 
che materna en niños de países en desarrollo, la coloniza 
ción intestinal temprana por cepas EPEC continúa siendo 

muy importante. La relación entre el agente y el hosped! 
ro debe desempeñar un papel importante en este proceso de 
colonización y producción de cuadros diarreicos a tempra­
na edad. Los estudios con voluntarios humanos y turistas 

adultos que viajan a países con deficientes condiciones 
sanitarias han demostrado que EPEC es capaz de producir 
diarrea en individuos de diversas edades. La falta de 
sintomatologia en adultos de países en vías de desarrollo, 
a quienes se les aislan cepas EPEC, probablemente se deba 
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a la presencia de inmunidad local a nivel intestinal pro­
ducida por contacto temprano con este tipo de bacterias. 
En países industrializados, por el contrario, EPEC puede 
ser causa de brotes de diarrea en edad adulta asociados 
con la contaminación de alimentos o fuentes de agua por 
estos microorganismos (29). 

Aunque los estudios con voluntarios humanos han con­
firmado que las cepas EPEC son capaces de producir dia­
rrea, el mecanismo por el cual producen secreción a nivel 
intestinal permanece aQn sin esclarecerse en su t9talidad. 
Se sabe que EPEC destruye las microvellosidades sin inva­
sión (29), la bacteria muchas veces se encuentra fírmemen 
te adherida a la célula y cubierta parcialmente por su 

membrana. 

En 1979 Cravioto y col, describieron que el 80% de 

EPEC aisladas de epidemias de cuneros tenían la capacidad 
casi exclusiva de adherirse in vitro a células en cultivo 
tipo Hep-2 (30). Esta capacidad adhesiva de cepas EPEC a 
receptores de células epiteliales se confirmó en biopsias 
intestinales de niños con diarreas graves y prolongadas 

que presentaban microcolonias bacterianas adheridas focal 

mente al epitelio intestinal. Ulsheri y Rollo (31), y po~ 
teriormente Rothbaum y col (32), sugirieron que los cam­
bios inflamatorios en estos epitelios eran debidos al pro 
ceso de adherencia bacteriana. 

Recientemente el grupo de Levine en Baltimore ha de­
mostrado que existe una relación directa entre adhesivi­
dad de EPEC a células Hep-2 y la presencia de diarrera en 
voluntarios humanos inoculados oralmente con estas cepas 
(33). El control genético de esta capacidad adhesiva re­

side en genes presentes en un plásmido de aproximadamente 
60 MDa. La pérdida del plásmido que confiere capacidad 

para adherirse a células Hep-2 en la cepa EPEC del seroti 
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po 0127:H6 se ha asociado con la pérdida de capacidad pa­
ra producir diarrea en voluntarios humanos. Los genes en 
este plásmido codifican la producción de una adhesina no 
fimbriada que se encuentra en la parte exterior de la me~ 
brana celular de esta bacteria por medio de la cual prob! 
blemente se adhiere a receptores específicos de la célula 

intestinal (33). A esta proteína se le llama factor de 
adherencia a enterocitos (EAF). 

De los estudios epidemiológicos iniciales se despre~ 
de que EAF desempeña un papel importante en la patogenia 
de EPEC. Sin embargo, se han aislado cepas que definiti­
vamente causan diarrea pero no poseen EAF, por lo que las 
EPEC se refieren como cepas clase I o clase II de acuerdo 

a si poseen o no EAF (34). 

Por otra parte, se ha informado también que algunas 
cepas de EPEC elaboran cantidades pequeñas de citotoxinas 
similares o idénticas a la de Shigella disenteriae tipo 1 
y algunos serotipos clásicamente considerados ~PEC apare~ 
temente deben clasificarse dentro del grupo de las entero 
hemorrágicas (35). 

Clínicamente la enfermedad se caracteriza por fiebre, 
malestar general, vómito y diarrea con cantidades impor­
tantes de moco pero sin sangre, la enfermedad es más gra­
ve que otras infecciones y la diarrea persiste por más de 

14 días. 

E. coli Enteroadherente (EAEC) 

La otra cepa bacteriana de E. coli de interés es la 
que no tiene factores enteroadherentes ni pertenece a los 
serotipos clásicos de EPEC; esta cepa fue descrita por 

Mathewson e identificada únicamente por su propiedad de 
adherencia a células Hep-2, después de su descripción en 
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un estudio epidemiológico como bacterias que causan un 
cuadro poco grave de diarrea, definida por no contener 
sangre ni leucocitos. Los datos sugieren que estas cepas 
son identificables por un patrón peculiar de adherencia a 
células-Ilep-2 que es claramente distinguible de la adhe­
rencia localizada y la adherencia difusa. Esta bacteria 

no elabora toxina ni termolAbil ni termoestable, aparent! 
mente tampoco toxinas Shiga-like, no invade las células 

epiteliales y no posee plAsrnidos llamados EAF (36). 

Los factores enteroadherentes de EAEC son uno de los 

criterios utilizados para determinar su patogenicidad, e~ 
ta capacidad de adherencia a células Hep-2 puede esta.r r! 
lacionada a la presencia de ciertos plásmidos, pero los 

1 

datos a la fecha son bastante heterogéneos por lo cual no 
se ha podido establecer este grupo con claridad. 

Diagnóstico de Laboratorio 

La presencia de cepas EAEC en heces de niños con dia 

rrea se puede detectar con ptuebas de aglutinación en pl! 
ca, en colonias de E_. coli que crecen en medios poco se­
lectivos MacConkey o eosina azul de rnetileno (EMB), usan­

do dos sueros polivalentes comerciales. Una prueba posi- · 
tiva en placa debe confirmarse por aglutinación en tubo 
con los antisueros monovalentes correspondientes. La fal 
ta de aglutinación no significa que la cepa aislada sea 
incapaz de producir diarrea, sino 6nicarnente que no pert! 
nece a un serotipo de los considerados corno enteropatóge-

nos. 

E. coli ENTEROTOXIGENICA (ETEC) 

Las infecciones por cepas ETEC constituyen probable­
mente la causa más frecuente de morbimortalidad por dia­
rrea en niños menores de S años de edad de países en desa 
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rrollo, son la principal causa de deshidratación y se co­
rrelacionan con desnutrición (37). 

En México las cepas ETEC se han asociado con aproxi­
madamente el 40% de procesos diarreicos en niños menores 
de dos años de edad, tanto a nivel hospitalario como de 
comunidades (40). Aunque siempre se había pensado que el 
agua y los alimentos contaminados eran las fuentes y ru­
tas de transmisión de estas cepas, los cultivos de agua 
potable y alimentos en estudios realizados en México, 
Bangladesh o Filipinas no lograron identificar ETEC, por 

lo que a la fecha este renglón permanece ?bscuro (41). 

En países industrializados las cepas ETEC se aislan 

fundamentalmente como agente etiológico de tipo epidémico 

en cuneros y salas de hospitales pediátricos. A la fecha 
se han descrito tres brotes importantes de este tipo, uno 

en Estados Unidos y dos en la Gran Bretaña. En la pobla­
ción general de estos países las ETEC no constituyen una 
causa importante de diarrea, como lo demuestran estudios 
de prevalencia en Estados Unidos de Norteamérica, tanadi, 
Suecia y la Gran Bretaña (16). 

El brote epidémico mis grande descrito a la fecha 
asociado a ETEC fue el causado por una cepa 06:H16 en mis 
de 2,000 individuos que visitaron un parque nacional de 
los Estados Unidos de Norteamérica en 1975. En este caso 

la única fuente de agua potable se contaminó con el drena 
je del parque, infectando así a cientos de individuos de 
todas edades (42). 

La mejoría de las condiciones ambientales y de la n~ 
trición infantil han logrado eliminar casi por completo 
las diarreas por ETEC en los países desarrollados, de tal 
manera que cuando los habitantes de estos paises viajan a 
otros en vías de desarrollo, presentan cuadros llamados 

--------~------------------................. 1 ..... 1 .......................... .. 
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"diarrea del turista" (38). La enfermedad es de corta du 
ración (aproximadamente 5 días), se presenta en forma ag~ 
da afectando a más de la mitad de los individuos que via­
jan de ireas salubres a ireas insalubres del mundo, el 
cuadro se inicia aproximadamente a los 10 días de arribo. 

1 

Clínicamente se caracteriza por diarrea líquida, profusa, 

nauseas, cólicos, fiebre ligera, irritación anal, sensa­
ción de urgencia y vómito; los síntomas varían dependien­
do de la distribución de cepas de toxinas LT ó ST, edad 
de las personas y si la región es endémica o no. La dia­

rrea líquida profusa semeja a la causada por Vibrio 
cholereae. En zonas donde el cólera es endémico no es po 
sible hacer una distinción por sintomatología entre el 

cuadro causado por .cepas ETEC y aquel causado por los vi­

brios (39). 

En 1970 Ro~e y col aislaron una cepa ETEC del sero­
grupo 0148 como agente etiológico de diarrea aislada en 
el 50% de soldados britlnicos enfermos en Arabia Saudita. 
Esta misma cepa se aisló posteriormente en otros grupos 
de soldados con diarrea en servicio en Vietnam, Filipinas 

y·Corea del Sur (14). En 1975 Merson y col, estudiando 

un grupo de médicos y sus familiares que asistieron a un 
congreso·en la Ciudad de México encontraron que el 45% de 
los casos de diarrea estuvieron asociados con el aisla­
miento de cepas ETEC; los cultivos realizados antes de su 
arribo a M~xico no mostraron la presencia de este tipo de 

bacterias (43). 

ETEC posee al menos dos factores de virulencia: 

1) La presencia de pilis o fimbrias, que le permiten 
adherirse a las células de la mucosa intestinal y, 

2) La producción de dos clases de .enterotoxinas, una 
estable al calor (ST) y otra lAbil (LT). (Cuadro 

No. 2). 
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Cuadro 2 

LA PATOGENIA DE ETEC 

Ingestión de la 

l 
Bacteria 

Adherencia específica a células 
de la mucosa intestinal 

l Cepas porcinas: K88, K99, 987P 

Cepas humanas: CFA/I, CFA/II, 
PCF8775 

Colonización 

l 
~Producción de LT y/o ST~ 

Unión de LT al. gangliósido 
GMl 

l 
Activación intracelular de 
la ciclasa de adenilatos 

1 
Elevación de los niveles de 

cAMP 

J 
Hipersecreción de fluidos y 

electrolitos 

Unión de STlal receptor 

Activación intracelular de 
la ciclasa di guanilatos 

Elevación de los niveles 
cGMP 

J 
Hipersecrecion de fluidos y 

electrolitos 

1 . 
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Las cepas que tienen los plásrnidos que codifican pa­
ra los pilis y los que codifican para las toxinas coloni­
zan el intestino delgado y causan diarrea grave con alta 
mortalidad (44). 

Los pilis, a los que se conoce también corno adhesi­

nas, están codificados por genes que se encuentran en 
plásmidos (45), estos factores de colonización o pilis so 
bresalen de la superficie de la bacteria, se unen a receE 
tores específicos en la superficie de las células epite; 
liales y están compuestos de proteínas, puede~ ser visua­
lizados por microscopía electrónica, y como habíamos men­
cionado, existen diferentes tipos química y antigénicamen 
te definidos, que son los KBB, K99 y 987P, que se unen a 

los receptores específicos de las células epiteliales del 
intestino del cerdo y de los bovinos. 

En el humano se han descrito por lo menos dos facto­

res de colonización llamados de esa manera y se abrevian 
como CFA-I y CFA-II; (46,47,48), estos pilis determinan 
la especificidad de especie, de tal manera que las cepas 
de humanos no pueden causar diarrea en cerdos, y las ce­

pas de animales no pueden causar diarrea en humanos. Es­

tos pilis pueden también ser responsables de la enferme­
dad observada en el cerdo a diferentes edades, el K99 y 

987P, están asociados habitualmente, aunque esto no es 
absoluto, a la diarrea de lechones de menos de dos sema­

nas de edad (49). 

Aparentemente estos pilis dan cierta hidrofobicidad 
a la bacteria, por lo tanto se pueden establecer interac­

ciones hidrofóbicas para permitir la unión entre la bacte 
1 -

ria y la superficie intestinal, venciendo la carga negat! 
va neta que existe en la superficie de las bacterias an­
tes de la adherencia y la colonización. La importancia 
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de estos pilis en la patogenicidad se puede demostrar da­
do que: 

l. La pérdida de la información genética que codifi~ 

ca para estos pilis específicos causa pérdida de 
la virulencia, y 

2. Los anticue~pos dirigidos contra estos pilis blo­
quean su función y protegen al animal en contra 
de desafíos con cepas homólogas (SO). 

Se ha sugerido que una vacuna trivalente contra es­
tos pilis pueden proteger a los lechones contra la dia­
rrea, aunque la inmunización con LT y con formas inmunog~ 

nicas de ST en combinación con los antígenos de los pilis 

debería ser la forma más efectiva de protección. El anti 
geno O de estos bacilos muchas veces contribuye a la patQ 
genia, incrementando la resistencia a la fagocitosis y a 

la destrucción por complemento y por anticuerpos específi 
cos, o bien por anticuerpos naturales (reactividad cruza­
da) (51). 

Aun cuando existen más de 10,000 scrotipos en la cla 

sificación O:K:H, aproximadamente 12 son responsables de 
la mayoría de los cuadros diarreicos en el cerdo y se ha 
descrito también alguna dominancia en las cepas humanas; 
de tal manera que basados en la clasificación del antíge­
no O las cepas 06, 08, 078 y 0115 contendrían el 86% de 
las cepas aisladas en casos de humanos con diarrea. Ade­
más, existen ciertas combinaciones de antígenos O:H que 
pueden casi asegurar la presencia de plásmidos que codifi 

can para las toxinas y ~ue por lo tanto corresponderán a 
cepas toxigénicas, por ejemplo 078: Hll, 078: H12, 06, H16 
son siempre toxigénicas, mientras que otros serogrupos 

con otros antígenos H no son toxigénicas. Es posible tam 

bién en base a estas clasificaciones decir por ejemplo 
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que la cepa 06:Hl6 usualmente producen LT y ST, mientras 
que el serotipo Ol28:H ca~i siempre produce ST (52). Otros 
serogrupos en los cuales se ha observado la producción de 
enterotoxinas son los 044, 014, y 0128 muchos de los cua­
les se han aislado en países en vías de desarrollo y per­
tenecen clásicamente al grupo de EPEC (53). Se h~ demos­

trado también que el serotipo 078 posee el factor de col~ 
nización I mientras que el 06 y 08 están asociados fre­
cuentemente al factor de colonización II. Las cepas con 
K99 y 987P producen la enterotoxina termoestable· mientras 
que las cepas con K88 muchas veces están asociadas a la 
producción de LT. Estas observaciones probablemente pue­
den ser explicadas por incompatibilidad de plásmidos (54). 

Otro factor de virulencia de ETEC está dado por dos 
clases de enterotoxinas, una termoestable (ST) y otra te! 
molábil (LT). La LT es termolábil, es decir se inactiva 
cuando se somete durante 15 minutos a 65ºC, es una protei 
na de peso molecular aproximado de 86,500d; es semejante 
a la toxina de cólera en estructura, función y mecanismo 
de acción. LT está compuesta por dos subunidades, una 
subunidad A, a la cual se unen cinco subunidades B. La 

unidad monomérica B de LT difiere solamente por un número 
escaso de aminoácidos de la toxina del cólera. La toxina 
del cólera se une a su receptor GMI mientras que la LT se 
une tanto al gangliósido GMI corno a otro receptor formado 
por una glicoproteína. Después de unirse a su receptor 
por alguna de las subunidades B, la subunidad A es corta­
da en A1 y Az, penetra las células y activa en forma irr! 
versible a la ciclasa de adenilatos a través del difosfa­
to de adenosina (ADP) presente en los ribosornas, lo cual 
conduce a 4na acumulación de AMP cíclico; la acumulación 

intracelular de este nucleótido cíclico causa la secre­
ción al interior del intestino de fluidos ricos en elec­
trolitos lo cual se traduce clínicamente en diarrea (55). 
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Este aumento en la secreción se debe a incremento en el 
flujo de cloro y posiblemente de carbonato a nivel de la 
cripta intestinal, así como a reducción de la absorción 
de sodio a nivel de las microvellosidades del borde en ce 
pillo de la célula epitelial. 

1 

La otra toxina (ST) es termoestable, o sea que resis 
te el calentamiento a lOOºC durante 30 minutos; realmente 
se trata de una familia de polipéptidos pequeños con pe­

sos moleculares que van de 1980 a SOOOd. No son inmunogé­
nicas y al menos se han identificado dos clases: una la 
clase A, que es soluble en rnetanol y activa en el intesti 
no de ratones lactantes, y la otra la clase B, que es in­
soluble en metanol e inactiva en el intestino de ratones 
lactantes, pero tiene actividad en asas ligadas de intes­
tino de lechones. Ambas son capaces de producir secre­

ción en asas ligadas de intestino de conejo. La STa se 

ha encontrado fundamentalmente en cepas aisladas de huma­
nos, mientras que la STb la producen casi exclusivamente 
cepas ETEC aisladas de lechones y becerros. El papel que 
desempeña la STb en la diarrea en humanos se desconoce 

(56). 

El efecto de estimulación temprana de la respuesta 
secretora causado por cepas productoras de LT y ST está 

dado por la activación casi inmediata del monofosfato de 
guanosina cíclico (cGMP) por la ST. Aunque al parecer e~ 
ta enterotoxina no tiene un receptor específico en la me~ 
brana de la célula epitelial, sino que penetra al citopla~ 
ma sin cambios para activar el sistema de esta enzima, se 
supone la existencia de una proteína que funciona como r! 
ceptor para esta toxina; esta molécula estaría fuertamen­
te unida a una forma particulada de la ciclasa de guanil! 
tos, ambas unidas a componentes del citoesqueleto de las 
células del epitelio intestinal (57). Por este motivo, la 
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ST sólo es capaz de estimular el sistema de la ciclasa de 

guanilatos en c~lulas del intestino delgado. Esta carac­
terística reduce importanternente el n6mero de ens~yos pa­
ra su detección en el laboratorio, a diferencia de la LT, 
que estimula cualquier cGlula que tenga intacto su siste­

ma de la ciclasa adenilatos. 

Diagnóstico' de Laboratorio 

Existen varios modelos para analizar cuáles cepas de 
E. coli producen toxinas. 

Prueba de la Asa Ligada 

Se utilizan el ileon del conejo o el yeyuno del cer­
do, en los que se inyectan suspensiones bacterianas o pr! 
paraciones de diferentes grados de pureza, lo cual permi­

te también ensayar la neutralización por anticuerpos esp! 

cíficos. En general, las pruebas se hacen por duplicado, 
en secuencia y al azar en diferentes animales. Sin embar 
go, los falsos positivos y los falsos negativos son comu­

nes, por lo que se requieren mfiltiples controles que se 

deben de realizar al mismo tiempo. 

La acumulación del liquido en estas asas intestina­

les como respuesta a la presencia de LT alcanza su máximo 

en aproximadamente 18 horas y la relación de volumen a 
longitud en centímetros es aproximadamente de 2-2.S (58). 

Conejo Infante 

En el ensayo en conejos infantes la muestra se intr~ 

duce en el estómago por un tubo de plástico o bien se in­

yecta directamente en el estómago a través de una inci­
sión. Después que el animal se sacrifica se obtiene todo 
el intestino y los valores se expresan como la relación 
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entre el peso del intestino y el peso del cuerpo. 

Los conejos infantes exhiben un incremento de liqui­

do intestinal en respuesta a la LT que alcanza el miximo 
a las cinco horas; la acumulación de líquido determina una 
relación peso intestino - peso del cuerpo diferente a la 

de los controles. Los animales tienen que ser menores de 
14 días de edad dado que aparentemente después de esta 
edad el pH del estómago causa inactivación de LT (59). 

Perfusión en Rata 

La perfusión del intestino de la rata es un ensayo 

sensitivo para ambas toxinas de ~· coli, reproducible y 

exhibe una respuesta dosis dependiente; un solo segmento 
del yeyuno se perfunde con una solución de electrolitos 
balanceada 150 mM con esta misma solución conteniendo en­

terotoxina o con la solución de electrolitos conteniendo 
enterotoxina incubada previamente con antitoxina. Des­

pués de un tiempo para permitir el equilibrio, se, colec­
tan· fracciones a diferentes intervalos para medir el trans 

porte neto de agua (60). 

Modelo Canino 

El modelo canino permite estudiar la LT y distinguí~ 

la de la respuesta secretoria a ST; dado que el perro es 
un animal resistente a la toxina el ensayo 'permite estu­
diar la respuesta inmune local, pero este modelo realmen­

te ha sido poco utilizado (61). 

Ensayo de Permeabilidad en Piel 

La prueba de permeabilidad de la piel en c9nejos se 

disefió para la cuantificación de toxina colérica pero pu~ 

de utilizarse para la cuantificación de LT y su neutrali-
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zación por anticuerpos específicos; en este caso las mue~ 
tras deben estar en 0.1 ml, se pueden hacer de 40 a SO i~ 

yecciones por animal, después de 18 horas los animales r! 
ciben una inyección intravenosa de colorante de azul de 
Evans al 2% en PBS, se miden las áreas coloreadas o indu­
radas dos horas mis tarde. Esta es la prueba más sensi­

ble y también la más utilizada para detectar cepas de 
ETEC (62). 

Ensayo en Cultivo de Células 

Células Suprarrenales Y-1. Existen varios ensayos 
de cultivos de células para la cuantificación de enteroto 

xinas; uno de ellos se hace con células de un tumor supr!!_ 

rrenal de ratón (Y-1), que responden a picogramos de toxi 
na de cólera y a toxina de E_. coli (LT) con un cambio mo_!:. 
fológico en el cual la célula se redondea y se incrementa 

la producción de Delta 4-3-cetoesteroides, este aumento 

puede ser medido cualitativamente por el cambio morfológi 

co, y cuantitativamente por fluorometría de los esteroi­

des. 

1 

El inconveniente de esta prueba es que después de 8 
a 10 pases las células dejan de producir esteroides, des­
pués de 15 ó 20 pases ya no responden morfológicamente al 

estímulo de la toxina (63). 

Células CHO. Las células de ovario de hamster chino 

(células CHO) responden también a la presencia de toxina 
del cólera o de LT con cambios morfo~ógicos y con incre­

mentos intracelulares de cAMP. La sensibilidad de estas 

células es parecida a la de las células Y-1 y tienen la 
ventaja de que la respuesta de las células CHO a la toxi­
na es el desprendimiento de las mismas de la monocapa en 
la cual crecen, por lo que se facilita el contarlas (64). 
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Células Vero. Las células Vero, células de rifión de 
mono verde africano, también responden con cambios morfo­
lógicos a la LT. La dosis respuesta de las células Vero 
es parecida a las células Y-1 y células CHO, y tienen la 
ventaja de que pueden ser cultivadas rápidamente y en gra~ 
des cantidades (65). 

Células llenle. Las células Henle son células intes­

tinales de embriones de humanos que se cultivan en monoca 

pas, cuando están en presencia de LT se incrementa la ac­
tividad de la ciclasa de adenilatos por lo cual la prueba 

necesita la determinación de AMP-cíclico o de la activi­
dad de la ciclasa de adenilatos. Esta prueba puede ser 

usada para el estudio de los receptores a las enterotoxi­

nas (66). 

Ensayos Enzimáticos 

Lisa<lo de Eritrocitos de Pichón. El ensayo de lisa­
do de eritrocitos de pichones puede usarse para estudiar 
la presencia de LT en sobrenadantes de cultivos bacteria­

nos. El fragmeuto A de la LT reacciona directamente con 

una proteína asociada o unida a la GTP asociada a ciclasa 
de adenilatos, la activación de la ciclasa de adenilatos 

ocurre con la transferencia de la difosfato de ribosa y 

adenosida (ADPR) a la proteína unida a la GTP. El ensayo 

se hace en tres pasos, primero la activación de la cicla­
sa de adenilatos por LT, segundo el tiempo necesario para 
la acumulación de AMP cicl~co antes de que la reacción se 
pare con ácido diluido, tercero la determinación de AMP 

cíclico, ya sea en ensayo de una de las proteínas o por 
un inmunoensayo. Este ensayo (llamado PEI) se estimula 

con 20 ó 40 pl de sobrenadante de cultivo. Las dilucio­

nes del medio de cultivo se hacen habitualmente con SDS, 

lo que incrementa la estimulación de la ciclase de adeni-
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Ensayo en el Miocardio del Corazón del Gato. Este 
ensayo puede servir como el anterior, para probar la tox! 
na en diferentes grados de pureza y los títulos de antit~ 

xina en los sueros; aparentemente, el mecanismo de estimu 

lación de la ciclasa de adenilatos es igual a la de otros 

sistemas y la ribosilación de una proteína unida a GTP es 

tá involucrada en la regulación de la ciclasa de adenila­
tos (68). 

Actividad de la Hidrolasa y la ADP Ribosiltransfera­
sa. Esta actividad enzimática intrínseca a la subunidad 

A de LT puede medirse por la liberación del carbono 14 de 

la nicotinamida de NAD en la presencia o la ausencia del 
metil ester de la arginina, la cual actúa como un recep­

tor; la liberación de nicotinamida depende de la presen­
cia de ditiotreitol y arg1n1na. La utilidad de este ensa 

yo es muy limitada, dado lo caro del NAD radioactivo (69). 

Ensayos Inmunológicos 

RIA y ELISA. El radioinmunoensayo en fase sólida y 

el ELISA, son ensayos que se han elaborado gracias a la 

reactividad cruzada entre toxina del cólera y LT. En el 
inmunoensayo en fase sólida los antígenos se incuban en 

pozos de placas para microensayos, a los cuales previame~ 

te se les han acoplado los anticuerpos, y se sigue con 
una reacción con antitoxina del cólera marcada con 1251. 

El ELISA in~olucra el unir la antitoxina del cólera prov! 
niente de conejos o pozos de microplacas, aftadir las mue! 
tras de LT y posteriormente antitoxina proveniente de co­

bayos conjugada a fosfatasa alcalina e incubarla con el 
substrato adecuado. La sensibilidad de ambas pruebas es 

comparable a la de ensayo en células suprarrenales Y-1, el 
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ensayo puede modificarse cuando se pega a la placa el re­
ceptor Gml, lo cual ahorra tiempo para el ensayo material 
y reactivos (70). 

Hemolisis Pasiva. Los eritrocitos de borregos sensi 
bilizados con LT parcialmente purificada e incubados en 

la presencia de anti-LT o antotoxina del cólera se han 

utilizado para producir este ensayo de hemolisis pasiva 
( 71) . 

Aglutinación de Estafilococo. En la técnica de agl~ 

tinación de estafilococo la antitoxina se absorbe a la 
proteina A del estafilococo y estos gérmenes se aglutinan 
cuando se mezclan con el antigeno; el ensayo se lleva a 

cabo en tubos capilares aunque se necesita tener la anti­
toxina del cólera no se requiere equipo especializado, 
por lo que la prueba puede ser útil en países en vías de 
desarrollo (72). 

La Prueba de Biken. Esta prueba combina los princi­
pios de las pruebas de .Elek y de Oucherlony, las bacte­

rias se aplican al agar y se incuban 48 horas. Pueden co 

locarse filtros con polimixina B cercanos al área de cre­

cimiento para permitir la lisis de las células y la ex­

tracción de mayor cantidad de toxina; después de cinco ho 
ras de incubación a 37ºC se coloca un antisuero en pozo 

recortado en medio del agar y aproximadamente en 24 horas 

se forman líneas de precipitado (73). 

Aglutinación con Partículas de Latex. Es un método 

rápido, simple y económico en el cual las partículas de 

latex sensibilizadas con un suero anti-LT se mezclan con 
una emulsión de un extracto de colonias a las cuales se 
les ha colocado polimixina B y después de 3 minutos de in 
cubación la mezcla se observa para ver aglutinación utili 
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zando una fuente de iluminación oblicua. Para este ensa­
yo es necesario tener antisueros con anticuerpos específi 
cos de alta calidad, las partículas de látex deben ser 
también de buena calidad y se debe usar la polimixina B 
para permitir la liberación intracelular de LT, y titu­
lar adecuadamente el suero (74). 

Detección por Sondas Moleculares 

El uso de técnicas de biología molecular han permit! 
do el desarrollo de sondas moleculares para la detección 

de factores de patogenicidad en enterobacterias. Estas 
sondas están hechas de secuencias especificas de ácido de 
soxirribonucléico (ADN) marcado con fósforo radioactivo, 

que por un proceso de hibridación reconocen secuencias de 
ADN complementarias en las cepas problema. El reconoci­

miento de secuencia ADN complementarias en bacterias ais­

ladas de individuos enfermos significa que estos microor­

ganismos tienen información genética para elaborar facto­

res de patogenicidad iguales a los producidos inicialmen­
te por las cepas de donde fue aislado el AUN de la sonda 
molecular. Este tipo de ensayos permite el análisis rápi 

do y relativamente barato de gran número de cepas, si se 
tiene la facilidad para purificación de ADN y para el ma­
nejo de material radioactivo. A la fecha las sondas se 

han empleado fundamentalmente en estudios epidemiológicos 

donde es necesario examinar un número importante de bact~ 
rias lo más rápido y al menor costo posible. Existen in­
formes sobre sondas moleculares para detección de LT, STa, 
STb. El desarrollo de técnicas para obtener ADN sintéti­

co a partir de secuencias conocidas y el uso de marcado­
res no radioactivos permitirá en un futuro cercano el uso 
más generalizado de estas técnicas, dado que el marcaje 
con radioactividad del ADN crea la necesidad de contar 

con personal técnico y equipo especializado, por lo cual 
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se limita actualmente el uso de esta técnica (75). 

Aunque el objetivo final del proyecto es el desarro­
llar un método inmunológico que permita la identificación 
de~· coli productora de toxina estable (STa), para la 
presente tesis se fijaron los siguientes objetivos: 

Ü b j e t i V O S 

1.- Montar la técnica del ratón lactante para la identifi 
cación de cepas de ~· coli productoras de toxina esta 
ble STa. 

2.- Producción y purificación de toxina estable STa. 

MATERIAL Y METODOS 

Diseño 

1.- Obtención de una cepa de E. coli productora de toxina 

estable (ST). 

2.- Identificación del género y subgénero a través de 
pruebas bioquímicas. 

3.- Corroboración de que la cepa es productora de ST por 
medio de la prueba del ratón lactante. 

4.- Cultivo de la bacteria en volúmenes grandes. 

5.- Purificación de ST. 

6.- Certificación de la pureza obtenida. 



Cepa Bacteriana 

Para la purificación de toxina estable se utilizó la 

cepa de referencia H-10407, dicha cepa en forma liofiliz! 
da fue obtenida por intermedio del Dr. Carlos Eslava del 
Departamento de Ecología Humana de la Facultad de Medici­

na, UNAM. Esta cepa en especial tiene los plásmidos nec~ 
sarios para la síntesis de LT y ST, así como de CFA/I. P! 
ra corroborar el género y subgénero de esta bacteria se 

hicieron pruebas bioquímicas, para lo cual inicialmente 

la cepa fue resuspendida en solución salina isotónica y 

cultivada en medio de agar-soya-tripticasa. Las colonias 
obtenidas fueron homogéneas por lo que se tomó una mues­

tra para realizar las pruebas mencionadas. Los medios 

que se utilizaron para tal efecto fueron: 

EMB = Agar de eosina y azul de metileno 

VB = Agar verde brillante 

ST = Agar soya tripticasa 

LIA = Agar de hierro y lisina 

cu = Caldo Urea 

CM = Caldo de molonato de Ewing modificado 

SIM = Medio SIM 

MIO = Medio MIO 

es = Agar de citrato de Simmons 

VP = Medio MR-VP rojo de metilo y Voges-Proskaver 

KLIGER = Medio de Kliger 

El cultivo se desarrolló a 37ºC durante 24 hs. 

Prueba del Ratón Lactante 

- Se utilizaron ratones CD-1 de 3-4 días de nacidos, que 

presentaban leche en el estómago en forma evidente. 

- Se utilizaron cinco ratones por muestra. 
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- Las muestras a probar se diluyeron 1:2 con solución sa­

lina isot6nica amortiguada con fosfatos O.OlM (PBS) pH 
7. 4. 

- A 1 ml de la solución se agregaron 10 µl de azul de 
Evans al 1% en PBS. 

- A cada ratón se le inyectó intragistricamente 100 µl de 

la preparación, utilizando una jeringa desechable de 1 

ml, aprovechando que a esta edad el estómago lleno de 

leche es visible a trav~s de la pared abdominal. 

- Los animales se dejaron en reposo a temperatura ambien­

te durante 4 hrs. 

- Los animales fueron sacrificados colocándolos en un am­

biente de cloroformo. 

- El intestino se separó quirúrgicamente del cuerpo. 

- Se pesaron por separado los intestinos y los cadiveres. 

- Con los valores obtenidos se hizo una relación del peso 

del intestino entre el peso del cadAver. 

- Los valores arriba de 0.085 son arbitrariamente conside 

radas como positivos (76). 

Para purificación de la toxina, se siguió el m~todo 

descrito por Giannella (77), modificado por nosotros, bre 

vemente consiste en: 

A partir de los cultivos crecidos en agar soya trip­

ticasa se inoculan matraces con 100 ml de precultivo, uti 

lizando el siguiente medio: 

Cloruro de sodio 

Acetato de sodio 

2. 5 2 gr 

10.00 gr 



Fosfato de potasio dibisico 3H20 
Asparagina 
Sulfato de sodio 
Sulfato de magnesio 

Cloruro de manganeso (41120J 

Sulfato ferroso (6HzO) 
pH = 8.5 

Todos los reactivos fueron de la marca Baker 

32 

11. 42 gr 
5.0 gr 
0.14 gr 
O.OS gr 
0.005 gr 

0.005 gr 

Este medio fue esterilizado a 12 libras de presión 
durante 10 minutos. Con el precultivo se inocularon ma­
traces estériles de 4 litros de capacidad, los cuales te­
nían 2 litros de medio cada uno. 

Dicho cultivo se creció durante 36 horas a 38°C con 

agitación de 100 rpm y posteriormente se centrifu~aron a 

28,000 x g, durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se 
filtró en matraces estériles utilizando primero membranas 
(Millipore) con poros de 0.45 y posteriormente de 0.22 mi 

eras. 

Después de corroborar la presencia de toxina en este 

filtrado por medio de la prueba del ratón lactante, cada 
litro de medio se incubó en un matraz que contenía 100 grs. 

de esferas de poliestireno (Bio Beds de la Marca Bio Rad) 

a 4ºC con agitación ocasional. 

Posteriormente se filtró en un Büchner utilizando un 
filtro de papel Whatman No. 4. 

Finalmente las esferas fueron lavadas con las siguie~ 
tes soluciones: 

a) 2 x 100 ml de agua destilada 

b) 2 x 50 ml de Acido acético 1% y metanol 20% 
e) 1 x 50 ml de leido acétido 1% y metano! 99% 



d) 2 x SO ml de Acido acético 1% y metanol 80% 
e) 2 x 50 ml de dcido acético 1% y metnnol 99% 
f) 2 x 100 ml de agua destilada. 

La fracción C se reunió con las dos primeras frac.ci~ 
nes del paso D y se liofilizaron en un aparato Labconco 
Modelo 50648K. 

Extracción con Acetona 

El polvo obtenido de la muestra liofilizada fue di­
suelto en 10 ml de ácido acético al 25% y posteriormente 

se añadieron 10 ml de acetona (el volumen de acetona se 

incrementó hasta lograr la solubilización completa del 

material). La muestra fue posteriormente centrifugada a 
35,000 x g, a 4°C durante 20 minutos, para eliminar el ma 
terial insoluble, y el sobrenadante fue liofilizado nueva 

mente. 

Cromatografía de Filtración 

La muestra liofilizada se disolvió en 3 ml de solu­

ción amortiguadora de carbonato de amonio 12 mM con 0.6ml 

de 2-propanol y se colocó en una columna (46 x 1.4 cm) de 

Sephadex G-25 equilibrada y eluida con 10 mM de carbonato 

de amonio con 15% de 2-propanol (Sephadex G-25 superfino, 
Pharmacia). Se colectaron fracciones de 5 ml las cuales 
fueron leídas a 275 nm en un espectofotómetro Carl Zeiss, 
Modelo PMQ II. Estas fracciones fueron sometidas al ensa 
yo del ratón lactante y las fracciones con toxina se lio­
filizaron. 

Cromatografía de Intercambio Iónico 

El producto obtenido en el paso anterior se disolvió 
en 5 ml de solución amortiguadora de Bis-Tris HCl (Sigma) 
10 mM, pH = 6.5 y se fraccionó en una columna (24 x 1.4 



cm) de DEAE-Sephacel (Pharmacia). Esta columna se eluy6 
con 600 ml .LO mM Bis-Tris/llCl realizando un gradiente li­
neal de NaCl de O a 1 M. Se colectaron fracciones de 4 
ml, las cuales fueron nuevamente leidas en el espectrofo­
tómetro y sometidas a la prueba del ratón lactante. Las 

fracciones con toxina fueron liofilizadas y luego resus­

pendidas en 10 mM de carbonato de amonio pH 8.6, y sepa 
1 -

saron por una columna (35 x 2.5 cm) de Sephadex G-25 gru! 

so pH = 8.6 con 10 mM de carbonato de amonio con 15% de 
2-propanol. Se colectaron fracciones de 5 ml, se leyeron 
a 275 nrn y se sometieron a la prueba de ratón lactante, 

las fracciones con toxina se liofilizaron y se conserva­
ron a 4ºC para posteriormente resuspenderlas en PBS y ha­

cer una prueba de pureza utilizando la técnica de cromato 

grafía en capa fina descrita por Carnag y col. Se utilizó 

celulosa Munktell's No. 400, el eluyente empleado fue bu­

tanol/ácido acético/agua 200:30:75 v/v. Las placas fue­

ron incubadas en cubas de cristal dejando el tiempo nece­
sario para que el eluyente alcance el 90% de la longitud 

de la placa. Posteriormente las placas se colocaron du­
rante 30 minutos a temperatura ambiente en una cuba seca 

de vidrio que contenía iodo metálico. 

RESULTADOS 

La cepa liofilizada de É.· coli H-10407, al ser resus 

pendida bajo condiciones de esterilidad en solución sali­
na y cultivada en agar soya tripticasa, mostró un desarro 
llo abundante con colonias homogéneas, por lo que se toma 
ron algunas de ellas, las que fueron crecidas en medios 
especiales. Los resultados obtenidos por triplicado en 
tales medios se muestra en el Cuadro No. 3. 

En vista de los datos obtenidos se dicidió utilizar 



L I A 

Muestra Descarbo 
HzS xilacióñ 

1 + -

z + -

3 + -

Cuadro 3 

PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS DE 

E. coli H-10407 

K L I G E R s I M M I o 

Glucosa Lactosa HzS Gas Simmons Movi-
HzS Indol :iovi- Indol Ornitina RM Citrato lid ad lid ad 

+ + - + - + - + + + - + 

+ + - .¡.: - - - + - + - + 

+ + - + - + - - + - + -

VP lianitol Halonato Urea 

- + - -

- + - -

- - - -
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solamente las dos primeras muestras, que se corresponden 
con los cuadros descritos por Kauffmann (5). Después de 
crecer nuevamente estas ba~terias, se crecieron en un ma­
traz de precultivo y otra vez se tomaron tres muestras P! 
ra realizar las pruebas bioquímicas; asimismo, al reali­

zar el cultivo final de 30 litros, los cuales estaban cog 

tenidos en matraces de 4 litros con 2 litros de medio ca­

da uno, se tomaron muestras, se realizaron pruebas bioqui 

micas y frotis que se tiñeron con el método de Gram, para 
corroborar la cepa crecida. 

Los resultados siempre fueron satisfactorios, la tin 
ción de Gram invariablemente mostró crecimiento de baci­

los de tamaño uniforme y negativos, las pruebas bioquími­
cas también fueron satisractorias. 

En el cuadro 4 se proporcionan los valores obtenidos 

al muestrear los matraces de uno de los cultivos en volfi­
menes grandes, a cada matraz corresponde un valor. Los 

testigos se realizaron con medios de cultivo en el cual 

no se inoculó E. coli. En este estudio se descartaban los 

ratones mal inyectados, es decir el colorante azul de 

Evans funcionó muy bien para visualizar si la inyección 
de la muestra a estudiar se mezclaba con la leche conteni 

da en el estómago de los animales. Se tuvo también cuida 

do de eliminar aquellos ratones que murieron durfnte el 
desarrollo de la prueba. 

En el cultivo bacteriano nunca se tuvieron problemas 

de contaminación; sin embargo, se eliminaron algunos ma­
traces (4) donde el crecimiento fue nulo o escaso. 

En el cuadro 5 se presentan los datos obtenidos de 

la producción de toxina de las cepas 7115 y H-10407 en di 

ferentes medios de cultivo. 



Cuadro .4 

RESULTADO DE LA PRUEBA DEL RATON LACTANTE 

POR MATRAZ CON 2 LITROS DE MEDIO 

Relación Observa Lote Peso real intestino/ ciones cadáver 

1 Intestino 1.0085 0.095 Cadáver 10.5302 

2 Intestino 0.8503 0.090 l* Cadáver 9.4382 

3 Intestino 1. 3577 0.125 Cadáver 10.8013 

4 Intestino l. 0163 0.097 Cadáver 10.4333 

5 Intestino 1.1300 0.107 Cadáver 10.4900 

6 Intestino 0.5165 0.138 2* Cadáver 3.7412 

7 Intestino 0.8503 0.090 1* Cadáver 9.4382 

8 Intestino 1.2200 0.108 Cadáver 11. 2301 

9 Intestino 1.1786 0.103 Cadáver 11. 4386 

10 Intestino 1. 039 2 0.092 Cadáver 11.1862 

Tes- Intestino 1. 093 8 0.074 tigo Cadáver 14.7190 

Tes- Intestino 0.5742 0.053 tigo Cadáver 10.8340 

* Número de animales en los cuales al abrir, se demostró 
que la inyección se administró fuera del estómago, por 
lo que estos valores no se tomaron como reales 



Cuadro 5 

CULTIVOS BACTERIANOS EN DIFERENTES MEDIOS 

PARA LA EVALUACION DE LA PRODUCCION DE TOXINA 

C E P A S 
Medios de 

cultivo 7115 H-10407 Testigo 

CYE 0.064 o. 095 0.063 

CAYE o. 071 o .105 0.060 

PEPTONA 0.064 o. 097 0.062 

STAPLES 
No o. 089 0.069 

probado 

1 ' 
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Los resultados obtenidos de una de las cromatogra­
fías en Sephadex G-25 se muestran en la Figura l. Como 
se puede observar, la mayor concentración de toxina no 
corresponde a las fracciones que proporcionaron valores 
más altos en las lecturas a 275 nm; si11 embargo fue repe­
titivo, por lo que siempre se utilizaron tales fraccio­

nes. El hecho de encontrar la toxina en la primera frac­
ción de la cromatografía indica que la adsorción a las e! 
feras de poliestireno es de péptidos muy pequeños. En la 

Figura 2 se observan los resultados de la cromatografía 

de intercambio iónico, en donde se encuentra mayor heter~ 
geneidad que en la cromatografía de filtración (Figura 1), 
y la toxina interacciona fuertemente con la DEAE Sephacel, 

de tal manera que solamente es posible desprenderla con 

una molaridad de NaCl de 0.6 M. 

Finalmente, los resultados obtenidos en la segunda 

cromatografía en Sephadex G-25 muestran que la fracción 

obtenida en la cromatografía de intercambio iónico es ba! 

tante homogénea, obteniéndose una fracción principal con 

pocos contaminantes observados a 275 nm. Este resultado 

correlaciona muy bien con la prueba del ratón lactante, 

donde la principal actividad tóxica se localiza· exactamen 
te en el componente principal de la muestra (Figura 3). 

1 

La homogeneidad encontrada en la cromatografía en 

G-25 correlaciona perfectamente con los resultados obteni 
dos en la cromatografía en capa fina la cual muestra que 
la fracción obtenida al final del método de purificación 

contiene una sola especie molecular comparativamente a 

otras muestras .que se sometieron a la misma técnica, en 
las que se observan dos o tres componentes (Figura 4). 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Escherichia coli, reconocida como uno de los princi­

pales organismos que componen la flora normal del intesti 

no contiene dentro de sus miembros individuos que a su 

vez constituyen parte de los patógenos involucrados en un 

gran número de cuadros diarreicos y patologías en otros 

órganos y sistemas (S,6,10,ll,12,13,l4,15,40). 

A pesar de la importancia que tiene E_. coli como age.!!_ 

te patógeno para el humano, se desconocen aún muchísimos 

datos importantes en cuanto a sus mecanismos de patogeni­

cidad (17,29,33,34,36), se conoce poco también de la res­

puesta inmune local del huésped hacia este parásito (21, 

28,29-50), y algo importante también es que no se conocen 

todos los medios de transmisión del mismo (16,41,42). A 

lo anterior se suma el hecho de que a la fecha las técni­

cas que permiten detectar estas bacterias son tan sofist! 

cadas y caras (58,59,60,62,64,67,69,75), que la mayoría 

de ellas solamente pueden realizarse en laboratorios esp! 

cializados, dando por consecuencia el que no se pueda sa­

ber con certeza la etiología de la mayoría de los casos 

de diarrea que se presentan en un hospital. 

A pesar de todos estos renglones oscuros en la rela­

ción humano-E_. coli, la importancia de E_. coli como pató­

geno y asimismo de ST como factor de virulencia se pueden 

inferir fácilmente, dado que los datos epidemiológicos 

que existen son contundentes. De ahí se deriva la impor­

tancia de contar con una prueba de laboratorio para el 

diagnóstico de esta cepa, la cual sea sencilla, especifi­
ca y barata, existen distintas pruebas de laboratorio pa­

ra el diagnóstico de ETEC (58,59,60,62,64,67,69,75~. El 

que haya tantas pruebas es un indicio de que ninguna de 
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ellas satisface los requisitos mencionados; las más utili 
1 

zadas actualmente presentan todos los problemas inheren-
tes a las pruebas biológicas, en cuyos resultados influ­
yen grandemente factores tales como temperatura ambiente, 
tiempo de desarrollo de la prueba, edad de los animales y 
otros factores que no se han explorado corno son el pH de 
las muestras a probar, concentración de sales, etc. 

Desafortunadamente, la concentración de toxina que 
' elaboran estas bacterias es baja y por lo mismo se difi-

culta su purificación a homogeneidad, lo cual es un requ! 
sito importante y necesario para poder tener anticuerpos 
contra la toxina y desarrollar una prueba inmunológica 
con las características mencionadas. 

En el presente trabajo se seleccionó el medio de cul 
tivo más simple, que permitiese la síntesis de toxina, 

aunque la cepa inicialmente se creció en varios para ver 
cual permitía la síntesis mayor de acuerdo a la prueba 
del ratón lactante, finalmente se decidió por el más sim­
ple para facilitar el objetivo, aunque no fue el que en 
la prueba realizada en el laboratorio diera mejores rendi 

mientos (Cuadro 5). Posteriormente, los cultivos realiza 
dos dieron buenos resultados en cuanto a producción de to 
xina, corno se observa en el Cuadro 4. 

En el primer paso de la purificación, aunque no se 
pudo cuantificar la toxina obtenida por carencia de rato­
nes, las esferas de poliestireno funcionaron bien, de tal 
manera que la toxina se puede eluir con la solución de me 
tanol y esto permite reducir 30 veces los volfimenes de 

trabajo. 

Las características de las cromatografías realizadas 
difieren de las informadas previamente (77); es interesan 

te notar que al realizar la cromatografía en Sephadex 
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G-25, la toxina se eluye en los primeros tubos, por lo 

cual se concluye que los péptidos fijados por las esferas 

de Bio beds son realmente pequefios. Sin embargo, como 

puede observarse en la Figura 1, existen otros muchos co~ 
ponentes que se eluyen después de la toxina. Junto con 

la toxina se encuentran otros péptidos contaminantes (da­

do que no presentan toxicidad), los cuales se observan f!_ 
cilmente en la Figura 2, donde se encuentra también que 

la adsorción de los diferentes péptidos se realiza con di 

ferente intensidad, aunque por las características encon­

tradas en la prueba de toxicidad no se puede descartar la 

posibilidad de que las moléculas de ST se liguen de mane­

ra heterogénea a la DEAE; finalmente, la mayor cantidad 

de toxina se desprende con el gradiente salino de 0.6 M y 

después si se encuentra homogeneidad en la fracción obte­

nida, como se demuestra en las Figuras 3 y 4. 

Se concluye entonces que de acuerdo a la metodología 

usada es factible purificar STa y actualmente se ~stá en 

posibilidad de acoplarla a un acarreador para tenerla en 
forma inmunogénica, obtener anticuerpos contra ella y mon 

tar una prueba inmunológica que permita detectarla. 
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Figura 1 

PERFIL DE LA ELUCION DE SEPHADEX G-25 
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Figura 2 

PERFIL DE LA ELUCION DE DEAE SEPHACEL 
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Figura 3 

PERFIL DE LA ELUCION DE LA CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX 
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Figura 4 

CROMATOGRAFIA EN PLACA DE CELULOSA 

a) Muestra del eluyente de la columna de Sephadex G-25 fino 
g) Muestra del eluyente de la columna de DEAE Sephacel 
d) Muestra del eluyente de la columna Sephadex G-25 grueso 
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