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RESUMEN

Uno de los mecanismos por medio de los cuales Escherichia
coli puede causar diarrea aguda en los mamiferos superiores
es par la produccion de enterqgtoxinas, siendo esta una
caracteristica dificil de  debtectar se han desarracllado
diversos ensayos para identificar a las cepas productoras de
enterotoxinas .

El cardcter genético de la produccion de toxinas debe
determinar por un lado, que los ensayos sean sensibles y
especificos, y por otro lado que se pueda estudiar el mayor
numero de cepas en el menor tiempo posible.

El objetivo de este trabajo fue utilizar la hibridizacidn del
ADN en colonia para detectar estas cepas enterotoxigénicas,
para lo cdal primero se obtuvieran los segmentos de ADN que
codifican para la toxina termoestable y la termoldbil, y asi
alaborar las sondas radicactivas, estos fragmentos habian
sido clonados previamente en vectores conncidaos. Far
hibridizacidén del ADN, se estudiaron 1000 cepas provenientes
de individuos con diarrea y 200 cepas de individuos
asintomdticos.

Los resultados obtenidos demostraron que el ensayo con saondas
radicactivas es especifico y mds sensible que los bioensayos
que emplean lineas celulares, o modelos animales, Yy aun mas
sensible que el ensayo molecular que emplea las sondas
enzimdticas. '



INTRQDUCCION

De acuerdo al Manual de Bergey, Escherichia coli = pertenece
al Reino Frocarytae, a la Division Bacteriae v a la Familia
Enterobactereaceaa.

El Género Escherichia estd constituido por bacilos Gram
positivos, no esporulados, mbviles por flagelos peritricos o
no maviles, anaerobios facultativos que crecen en medios de
cultivo simples o en medios eintéticos con glicerocl o glucosa
como Gnica fuente de carbono. Fermentan una gran variedad de
carbohidratos produciendo acido y gas. En medios de cultivo
s6lidos las .cmlonias son  circulares, lisas, convexas - de
bordes continuos; algunas cepas pueden ser mucoides( Bergey,
1974, Gross y Holmes, 1983).

El habitat primario de esta bacteria es el tracto intestinal
de mamiferos y aves, cuando se le eﬁcuentra an suelo o agua
es un indice de contaminacion fecal ( Sussman, 1783).

En los humanos, la colonizacidn con E.coli ocurre después del
nacimiento y las fuentes de eéta colonizacidn son la madre vy
el medio ambiente; una véz establecida permanece cﬁmo ticra
normal. De acuerdo a los estudins de Kauffman y Fetrch en 1943

(Sussman, 1985) la poblacidn de E.coli consiste en su
mayort parte de un serotipo y minorias de diferentes
serotipos; otras evidencias nos dicen que los  serotipos
‘cambién de tiempo en tiempo (Kennedy y cols., 196%) y que los

nuevos serotipos provienen de alimentos contaminados. Sin
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“embargo, E.coli es solo un miembro minoritario en la flora
total del intestino (Russell y Melwvaille, 1978).
En un principio se consideraba a E.co0li como una bacteria no
patogena, aunque Theodor Escheric ya la habia aislado con
trelativa frecuencia de pacientes con infeccidén en el Eracto
urinario. Reportes posteriores gue la relacionaban con otras
infecciones pernitieron considerar a E.coli como una
bacteria oportunista no solo capaz de ocasionar infecciones
gastrointestinales, sino también causante de peritonitis,

meningitis, neumonias y septicemias (Sussman, 1985).

Factores de Virulencia de E.coli.

a) Factores de colonizacidn. La colonizacidn intestinal es un
requisito para el establecimiento de la infeccion, ya que
los microorganismos que no se adhieren a la mucosa  son
facilmente evacuados. En el caso de E.coli se han descrito
diferentes adhesinas fimbriales, aunque también se han descrita
'cepas carentes de fimbrias capaces de adherirse a la mucosa

por medio de wmecanismos adn no  dilucidados ( Sussman,

1989) .

b) Endotoxinas. La membrana celular de lipopolisacaridos de
E.coli asi como la de todas las enterobacterias es causante

directa de fiebre y chogue endotdxico (Bradley,1979).

c) Exotorinas. Las cepas de E.coli son capaces de sintetizar
-diversas. toxinas; las mas conocidas son la termolabil vy la

termoestable que serén descritas mas adelante.
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«)  Invasividad. Ciertas cepas de E.coli son capaces de
Jinvadir las ceélulas de la mucosa intestinal produciendo un
‘sindrome semejante a la disenteria (DuFont y cols., 1974,

Guerrant y cols., 1973).

Relacidn de E.coli con la diarrea aguda infecciasa. Se
comprobd  plenamente por Bray en 194%, quién sncontrd que 42
de 44 cepas aisladas en un brote de diarrea infantil
pertenecian al mismo serotipo, para esza epoca, el estudio
sistemdtico par serologla pabla sido desarrollado poar
Kauffman en 1944 (Sussman, 1985, Clearly vy cols., 1984).

La  diarrea aguda infecciosa constituye la causa principal de
muerte en los niffos menores de § afips (42.74),y &5 una causa
significativa en la morbilidad de los adultos de acuerdo a la
informacidn estadistica del sector salud. De las
bacterias aisladas en los casos de diarrea, E.coli representa
del 10 al 40 % de tados los aislamientos

(DufFont, y cols., 1971).

De acuerdo al mecanisma de patogenicidad que han
desarrcolladoe, las cepas de E,.¢oli asociadas con la diarrea
infecciasa se  han separado en tres grupos. El‘grupo mas
'estud;ado cotresponde a las cepas - productoras de
enterotoiinas, el segundo grupo es el de las enteropatogenas
primeras en asuciarse con la diarvea en los niPlos, algunas de
elias pueden sintetizar citotowinas, y el tercer grupo es el
de las cepas enteroinvasivas causantes de un sindrome similar

a la disenteria (Sack y cols., 1975, Sussman, 31983).



Sin embargo no ez facil identificar estos tres distintos
mecanismos en las cepas de E.coli, 'ya que con las
pruebas bioguimicas gue las identifican no se determninan los
mecanismnos de patogenicidad. Fara identificar a las
enteropatdgenas es necesario efectuar reacciones de
aglutinacidn y asi identifiﬁar a aguellas cepas que
pertenezcan a los Serogrupos reconacidos como
enteropatdgenos (Gross y cols.,1985)3 para identificar a las
cepas de E.,coli reconocidas como enteroinvasivas

s€ utiliza un ensayo bioldgico desarrollado para Ghigella,
aungue en la actualidad se estd estudiando un ensayo
molecular, éste emplea una sonda especifica para estas cepas
fSethabutr y cols., 1986). Para estudiar las cepas
enterotoxigénicas se han desarrollado una gran variedad de
ensayos, desde los biolégdicos hasta los moleculares( Dean y
cols., 1972, Donta y cols., 1974, Evans y cols., 1977, Frantz y
cols.,1981, Sack y cols., 1980, Echeverria y cols., 1984,
Seriwatana y cols., 1987, Oprandy y caols.,1988).

For 1o anteriormente expuesto, ei objetivo de este trabajo
fué Rreparar sondas radinactivas a partir de los plasmidos ya
descritos en la literatura, para identificar las cepas
enterotonigénicas de E.coli provenientes de un estudio
epidemiolégico, pudiendose comprobar la especificidad vy

sensibilidad de estas sondas.
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ANTECEDENTES

La infeccion por cepas enterotoxigénicas parece prevalecer en
los palses tropicales en desarrollo, afecta principalmente a
los nifios menores de cinco afos (DuFont y cols., Guerrant

y cols., 1975, Nalin, 1975, Bross y cols.,1979), y a quienes
viajan a esos lugares (Rowe y cols.,1970, Sack y cols., 1977,
Shore, 1974, DuPdné, 1980, Rosenberg y cols., 1977).

Estudios Genéticos.

Estas cepas enterotoxigénicas poseen la informacidn genética
para la sintesis de dos touinas diferentes, una termolabil
(LT) y/0 una termoestable (5T) en plasmidos designados Ent
(8mith y cols.,1971a, 1%97ib, Gyles y cols.,1974, Elwell 1980 ).
Estos plasmidos Son autotransferibles (Smith y
cols., 19468, Gyles y cols, 1974, 1977 y 1978 ) y a veces
paoseen informacidn para resistencia a antimicrobianos (Gyles
y cols 1974 y 1978, Echeverria y cols, 1980, Mazaitis, 1980,
MeConnell vy cols., 1980, 1981, Scotland y cols., 1979 ),
aungque también se ha descrito la sintesis de toxina LT
causada par la presencia de un fago (Takeda y cols.,1978).,
Los plasmidos Ent pueden codificar para LT ( Gylgs Y COlS.,
1974,' McConnell vy cols, 1979), para toszina 8T ( Gyles Y
cols., 1974}, o .para ambas toxinas LT y ST_( Gylés y
cols., 1977, Scotland y cols, 1979 ).
Se sabe que los plasmidos Ent 57 son heterogénens tanto en su
tamatio como en la secuencia de nucledtidos ( Gyles y cols.,
1974)y esta heterogeneidad se puede deber a la naturaleza de

transposon del gene est ( Willshaw y cols, 1980 ), con un



&
tamafio de alrededor de 60 X 10 daltones y un contenido de G

+ C aproximadamente del 50 % ( Gyles vy cols., 1978 .
Algunos plasmidos Ent LT se han estudiado con detalle y se ha
demostrado que poseen un alto grado de homologla, 1la cual
varia dependienda del arigen del plasmido, este es si son de
origen humano o animal ( So y cols., 1975, Elwell y cols.,
1980).

Se ha demostrado que los plasmidos Ent LT pueden ser
agrupados de acuerdoe a sus propiedades genéticas y
moleculares como son 1la homologia en los nucledtidos

(S0 y cols., 1980). Los plasmidos de cepas pertenecientes a
diferentes serotipos y de diversas localidades geagraficas
pueden compartivr un 2% % o mas de homologia enlla secuencia
de nucledtidos del plasmido enteroa (McConnell y cols., 1979).
Los plasmidos LT/8T no estan relacionados con los ST ( So M.
y cols.,1979), y los Elasmidos ILT/8T y los LT estan
relacionados con los gtrupos de incompatibilidad FI, FII, vy

FIV (Willshaw vy cols.,1980).

Produccidn de Toxinas

Las dos towxinas producidas por estas cepas a su véz han sido
objeto de estudios detallados que empezaron a principios de
los afos 70, lo gque ha conducido a un conocimiento casi
completo de ambas torxinas ( Alderete y cols., 1978, Fielf y

cols., 1978, Holmgren y cols., 1974, Kapitanny y cols.,1979).

La toxina LT es una proteina con un peso molecular de

alrededor de 86,000 daltones, inmunologica y  funcionalmente



es similar a la toxina del cdlera; estd canstituida por una
subunidad A con actividad tdxica, y cinco subunidades E, las
cuales son reconocidas por receptores de los enterocitos de
la mucosa intestinal constituldos por ganglidsidos v
glicoprateinas relacionadas. fLa subunidad A induce la ADRF-
ribosilacidn de la enzima adenil cicléasa de los enterocitos,
activando la sintesis de adenosin monofosfato ciclico (AMFe)
lo gue provoca una hipersecrecién prolongada de liquidos, y
electrolitos hacia el lumen intestinal ¢ Gill y cols., 1981,
Clements y cols., 1979,. Klipstein y cols, 1978, Lindholm y
cals., 1985, Robertson y cols., 1983, Holmgren, 1985). Existe
una taxina similar a LT en su actividad bioldgica pero no
inmunoldgica, ‘reportanduse dos pesas moleculares para

esta  todina ( 11.8 y 20 KDal ) y lo mds interesante es que no
esta codificada en plasmidos, por lo gue se le ha denominado

LT I1 ( Picket y cols., 1984 ).

La  texina 8T posee un peso molecular entre 1,500 a §,000
daltones, no se han identificado subunidades ni receptores, no

2s inmunogénica en estado natural, y la enzima gque activa en

los enteracitos es la guanil cicléasa que aumenta los

niveles de guanosin monofosfato ciclico (BMPe), esto a su vés
ocasiona una hipersecrecidn de corta dur;cién de liquidos vy
electrolitos. Se han descrito dos tipos de toxina - 6T, una
producida sdlo por cepas aisladas de animales (STh) y la obra
aislada de cepas humanas y animales (8Ta).Ademas se ha reportado
gua dentro de estas dos clases existen diferencias  entre las

toninas producidas (Dreyfus y cols., 1983, Lallier y cols.,



198G, Takeda y cols., 1979, Wolk y cols., 1980, Holmgren,

1983) .

Los ensavos gque se han desarrollado para detectar estas cepas

enterotorigénicas son de cuatro clases:

a)Ensayos en Modelos Animales. Se basan en la inoculacidn
de asas de intestino ligadas, o0 de incculacion intragdastrica
con los sobrenadantes de cultivos bacterianos (Dean y cols.,

1972, Maon y cols., 1984 y 1970 ).

b) Ensayos en Cultivos Celulares. Estan basados en el cambio
morfoldgico que se produce en algunas lineas celulares
establecidas en presencia de la  toxina LT. Estas lineas
celulares son la de glandula adrenal de rata (Y1) y la dg
ovario de hamster chino (CHO). No se ha reportado este tipo
de ensayos para las towinas 8T ( Donta y cols., 1974,

Guerrant y cols., 1974, Sack y cals., 1975 ).

¢) Ensayos Inmunoldgicos. Tal véz los mas desarrollados,
comprenden desde la inmunodifusidn radial ( Honda y chls.,
1981), la hemdlisis pasiva(Evans 1977, Tsukamoto 1980) y 1la
coaglutinécidn ( Ronnberg y cols., 1983 ) para detectar
toxina LT; el ensayo Qnmunoenzimatica ( Frantz y cols., 1981,
Klipstein y cols., 1984, Sack y cols., 1980, Svennerholm y
cols., 1986, Thomsaon y cols., 1984 ) y el radioinmunoensayo ¢
Frantz y cols., 1981, Gianella y cols., 1981 ) para la

deteccidn de ambas toxinas.



d) Ensayaos Moleculares. Algunms. laboratarios de
investigacidn han desarrollade la hibridizacidn del ADN. con
sondas radiocactivas elaboradas con fragmentos de los genes
que cadifican para ambas toxinas ( Echeverria y cols., 1984,
1985, 1984, Lanata y coals., 1985, Moseley y cols., 1980,1982,
Patamaroj y éols., 198%, Seriwatana y cols., 1983, 1986 ),
también se han desarrollado las sondas sinteticas
radiocactivas ( Hill y cols., 198%, 1984, 1985, Sommerfelt y
cols., 1988 ). En 1la actuwalidad se han desarrollado las
sondas enzimaticas ( Georées y cols., 1983, Langer y cols.,
1981, Oprandy y cols., 1988, Romick y cols., 1987, Seriwatana
y cols., - 1987, Sethabutr y cols., 1986 ) las cuidles se

encuentiran ya en el mercado.

Consideraciones sobre estos ensayos

Los‘modeloa animales, los ensayos con cultivos celulares vy
los inmunoldégicos presentan serias desventajas e
incanvenientes., De una maneéra general consumen mucho tiempo y
son costosos  ya que requieren por un lado resembrar las
cepas en medios liquidos para obtener los sobrenadantes
necesarios en estos estudios, por otro lado los modelos
animales requieren de 4area y personal @ extra en un
laboratorin, y para los ensayos con cultivos cglulares es
necesario contar con las lineas celulares, equipo, medios de
cultivo y. sueros de animales muy especificos. Ademas para los
ensayns inmunolégicos es indispensable contar con las taaiﬁas
purificadas, obtener los antisueros especificos, y en el caso

de la toxina ST la dificultad aumenta debido a 1a poca
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antigenicidad que ésta posee .

Ventajas de loz Ensavos NMolecularas

La hibridizacidn del ADN es una metodologia que se
basa en el reconocimiento por complementariedad de bases .en
segmentos de ADM. Este método ha permitido la identificacidn
de los segmentos que contienen los genes que codifican para
la sintesis de las enterotoninas de algunas cepas de E.cqli

( Denhardt 1964, Pardue y cols., 12469, Grunstein y cols,

1975 y cols,, 1984, Eisenstein, 1986 ).

Ha sido empleada desde 1978 por So M, y cols, Dallas W. vy
cols,en 1979, Lathe R. y cols, en 1980, primero para el
estudio He laos segmentos Qque codifican para astas
enterotoxinas, lo que condujo a la clonacidn de los genes elt
( S0 M. y cols, 1979 y 1980, Yamamato T. y cols. 1980 y 1981,
Moseley 8. y cels, 1983,' Lee C. vy cols, 1983, Ficken R. y
cols, 1987, Picket €. y cols, 1986 ).

También ha sido utilizada paré la identificacidn de cepas
enterotoxrigénicas aisladas de ﬁacientes con diarrea
( Maseley S. vy cols, 1982 y 1983, Seriwatana T. y cols, 1983
y 1987, "Lanata C. vy cols, 1985, Sethabutr 0. y cols, 19864,
Samherfelt H. y cols, 1988, Thompson M. y cols, 1988 ) y
finalmente en estudios epidemiclégicas en donde se han.
identificado estas cepas al analizar muestras provenientes de
humanné, de animales y del ambiente ( Echeverria F. vy cols,
ie84, 1985, 1984, Georges M.y cols, 1983, Hill W. y cols,

1983,1984, 1985, Lee C. y cols, (1983, Dprandy J. y cols, 1988,
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Fatamaroj V. y cols, 1983, Sayler B. y cols, 1985, Wateson VY.
9 cols, 1988 ), lo que permitid conocer en estos casos la
probable diseminaciédn de los brotes.

Esta técnica ha facilitado la identificacidn de las cepas
enterotoxigénicas de E.coli, ya que es relativamente rapida y
permite el estudio de un gram numero de cepas al mismo tiempo
sin  perder sensibilidad ni especificidad. Al comparar esta
técnica con los ensayos tradicionales se habla observado la
misma especificidad, aungue con preoblemas de sensibilidad
relacionados con factores técnicos como lo son el uso de
fragmentos de ADN demasiado grandes o bién relacionados con
purificaciones defectuosas de los fragmentos ( Moseley S. y,
cals, 1982, Seriwatana J. y cols, 1983, Echeverria P. y cols,
1984 ), afortunadamente tales problemas se han subsanado. En
la actualidad es posible procesar un gran pdmero de muestras
al mismo tiempo con mayor sensibilidad y especificidad que 1la
que presentan los ensayos tradicionales. For lo tanto un
laboratorio de bacteriologlia en donde se lleven a cabo

estulios epidemiolédgicos debe contar con esta metodologia.



QBJETIVOS
Los Objetivos de este trabajo fueron i
1. Uso de las sondas de ADN clonado como herramienta para

identificar las cepas enterotomigénicas de E.coli.

2. Determinar la sensibilidad y especificidad de las sondas

radicactivas obtenidas .

13



MATERIAL Y METODOS.

ENSAYOS BIDLOGICOS.

Material Bigldégico, Cepa C 600 de E.coli con plasmido

EWD. 299 y Cepa C 600 de E.co0li con plasmido SLMOO4., Células
de glandula adrenal de rata (Y1), ratones blancos de 1 a 4
dias de nacidos y las cepas de E.coli provenientes del

estudio epidemioldygico.

Medios de cultivo. Caldo tripticaseina de soya(Difco), agar
McConkey (Rioxon), medio F12 adicionado de suero fetal de

ternera y suero de caballo (In Vitro, S.A.).

Reactivos. Los reactivos empleados fueron gradea analitico.

1.. Deteccidn de toxina termoldbil en cultivo de células

adrenales de rata (Y1).

El modelo fué diseffado por Dbnta,1974,1a presencia de LT se
pone de manifiesto por el cambio morfoldgico de las células’

en presencia de la toxina.

FPreparacidn de sobrenadantes de cultivaos bacterianos.

Las cepas a estudiar y los controles se inocularon en 5 ml de
o
caldo de tripticaseina de soya, se incubaron a 7 C por 18

a 24 horas en agitacidan (130 rpm). El cultivo se centrifugd a

14



6000 rpm durante 10 min, y el sobrenadante se esterilizd  por
filtracidn por membrana Millipore (Q.22 um)j el filtrado se

inoculd directamente al cultive de células.

Las células se mantuvieron en botella de cultivo de 25 t:m.=
con medio F12 adicionado de suero fetal de ternera (2.5 %) y
suero de caballo (12.9 %), la botella se incubd a 37DC en
atmésfera de § %4 de CO 3 cuando las células formaron

e}
monocapa, se les retir; el medio de cultivo, las células se
lavaron con amortiguador de faosfatos, se les affadié un ml de
“tripsinasverseno (0.125 %:0.2 %), el cual se retird después
de 2 minutos. La botella se incubo a 37DC durante 3 a 4
minutosy  cuando se empezaron a desprender las células se les
affadid 1 ml de medio de crecimiento, la suspensidn celular se
homogeneizd, y se retiraron 0.7 ml de la suspensidn para
descartar, se afMadieron & ml de medio de crecimiento y se

=]

volvieron a incubar a 37 C en atmédsfera de CO al § %,
2

<

este procedimiento se repitid una véz a la semana mientras se

trabajd con las células.

Ensava.

Una botella con células que han crecido durante una éemana -1=]
tripsinizd de acuerdo al procedimiento anterioﬁ, y se abtuvo
un  paquete celular por centrifugacidn a 1500 rpm, se
determind la concentracién celular del paguete, tifiendo con
colorante de Rappaport en un hemacitdmetro para preparar una

suspensidon celular en medio de cultivo de crecimiento con una

15



concentracidn. de 2.5 % 10 cel/ml. De esta suspensidn se
adiciond 0.2 ml a cada uno de los 96 pozos de una placa de
microtitulacidn para cultivos celulares, la cual se incubd
hasta que las células formaron monocapa (48-72 hrs). Antes
del ensayo, el medio de cultivo se reemplazd con 0.2 ml de
medio sin suero. Las muestras se inocularon por  duplicado
adicionando 2% ul del sobrenadante filtrado por pozo.

La placa se reincubd a 37DC gurante 24 hrs; después de este
tiempo se retird el medio de cultivo y se adiciond metanol a
cada pozo para fijar las células durante 9§ minutos. EIl
metanol se retird y se affadid colorante de Giemsa al 5 %,
dejando teffir durante 45 minutos. La placa se lavéd con agua
bidestilada hasta retirar el exceso de colorante y se dejd
secar a temperatura ambiente. Se examind al microscopio,
checando primere los controles positivos para reconocer el
redondeamiento ocasionado a las células ( Donta y cols.,

1974, Guerrant y cols., 1974, Sack D. 1975, Scotland Yy

cols.,1975) .

2.Deteccién de toxina termoestable en ratén lactgnte.

El maodelo fué diseffado por Dean, 1972, emplea ratones
lactantes de uno a cuaéro Jias de nacidos, a log que sa
inocula por via intragastrica con el sobrenadante de los
cultivos bacterianos; la presencia de la toxina se pone. de
manifiesto por la acumulacion de liquidos en el intestino del

ratén.

16



Freparacion de sobrenadantes de cultivos bacterianas.

Los sobrenadantes empleados fueron los mismos que se
uwbilizaron para la deteccidn de la toxina LT, solo se
adiciond a cada mililitro de sobrenadante uwna gota de

colarante azul de Evans al 2 %.

Ensavo.

Para gue el estdmago de los ratones fuera visible al estar
lleno de leche, #stos se separaron de la madre un poco antes
de ser inoculados por via intragdtrica con 0.1 ml de
sobrenadante, inoculando dos ratones por muestra a estudiar.

o

Los ratones se mantuvieron a 28 L, después de cuatro horas se
sactificaron con eter, se disectaron y se examind el
intestino delgado el cual se separd con pinzas y tijeras del
resto del cuerpa.

Se reunieron los intestinos de los dos ratones y por
separado los cuerpos, &e pesaron y se obtuvo el coeficiente
del beso intestinos/cuerpos para cada muestra, el cual

deherla ser de 0.09 o mayor para aguellas muestras gque

resultaran positivas (Dean A.G.,1972, Scotland y cols.,198%).

Caracterizacidn Electroforética de cepas donadoras  de

Plasmidos.

Material Biolégico. Cepa C &00 de E.coli con pldsmido
EWD 299, cepa C 400 de E.coli con plasmido SLMOO4. y cepa de

E.coli H 10407. Estas cepas fueron proporcionadas por el
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cepario del Instituto de Investigaciones Biomédicas y poﬁ al

Di. A. Cravioto del DIF.

fAislamiento de ADN de plasmido

Las cepas C&00 con los plasmidos EWDE?9 y SLMOO4 asi como la
H10407 se inocularon en tubos conteniendo 2 ml de caldo
tripticaseina, adicionado de tetraciclina (25 ug/ml) o de
ampicilina (15 uwg/ml) para los pldsmidos EWD299 y SLMOO4
respectivamente, la cepa Hi0407 no requiriéd de antibiotico.
Los +tubos se incubaron de & a 8 horas a 3700 en agitacidn
constante (75 rpm). Un ml de cada cultivo se pasd a tubos
Eppendorf de 1.5 ml de capacidad y se centrifugaron a - &Erpm
durante 10 minutos. El sobhrenadante se retird y a cada tubo
se le adicionaron 500 ul de una solucidn de dextrosa 2.5 %
adicionada de lisozima (5 ug/ml) en tris—base 0.025 M pH 8.0,
Los tubos se agitaron en vortex y se mantuvieran a 406
durante 20 minutos, se affadieron 100 ul de NaOH 0.2 N en 5DS
al 10 %y se dejaron 5 minutos a 4DC y finalmente se afadieron
50 ul de acetato de sodio .1 M pH 8.0 y 100 ul de RNasa (10
ug/ml). La suspensién se dejd 30 minutos a 40C, centrifugando
10 minutos a 4°C y 8—2000 rpm en centrifuga Sorvall.

A los sobrenadantes se les adiciond 2 volumenes de etanol y
se dejaraon - precipitando toda la noche. El precipitado se
rgcuperb por centrifugacién a 12 Krpm a ODC durante 15
minutos, desecando al vacio durante 4 hopas. Finalmente se

resuspendid en‘10 ul de Tris-HC1 10 mM pH 8.0, NaCl 10 mM y

E.D.T.A. 1 mM pH B.0 ( Birnboim y cols., 1979 ).
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Se prepard amortiguador de Tris—foratos ( Tris-base 0.089 M,
Acida borico 0,089 M y EDTA 0,002 M ) concentrado 10 veces,
el colorante indicador de corrimiento fué azul de bromofenol
(0.023 % en glicerina 7.9 4 y dextirosa 7 % ). Fara cada
corrimiento se prepard gel de agarosa al 1| %, disolviendo en
amortiguador de tris-boratos 1X, calentando hasta disolver
por completo,. evitando la evaporacidén de la solucidn. Una véz
que la solucidn de agarosa estaba fria y antes de gue
gelificara, se vacio dentro de la camara en la cual se habia
colocado el peine que daria origen a  los carriles de
corrimiento. Después de gue el gel solidificd, se retiro
con cuidado el peine humedeciendo los dientes previamente con
amortiguador.

A las muestras de ADN sé les adiciontd Z ul de colorante
aplicandose 10 ul de cada muestra en cada carril. Loz tangues
de los eleétrcdos se llenaron con amortiguador, de manera que
éste quedd en contacto tanto con la ﬁarte superior del gel
{polo negativo) como con la parte infTerior (polo positiva).
Se aplicd una corriente de 150V durante dos horas, al cabo
de las cuales, el amortiguador se retiréd y con mucho cuidado
se retird el gel pasandolo a un recipiente con -bromuro. -de
etidio (5 ug/ml) en agua desionizada. El gel se dejé tiftendo
durante 10 minutos, se lavd con agua desionizada y se 1llevd
al transiluminador de luz U.V. de onda corta para abservar

las bandas de ADN( Meyer y cols.,1976, Shaberg 1981, Yamamoto
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y cols., 1280, 1981, 1983 ).
Hibridizacidn de ADN.
A, Sondas radigactivas.

Material Bioldgico. Cepa C 600 de E.coli con plasmido EWD
299, cepas C 600 de E.colicon plasmido SLMOO4, cepa € &0O
con plasmido pBR322, cepa de E.coli H 10407, 1200 cepas de

E.coli provenientes del estudio epidemioldgico y ADN de fago

lambda como marcador de pesc molecular,

1. Purificacidn de Plasmidos.
Flasmido EWD299.

Este plasmido estd constituido dal plasmido pBR31S al cual le
fué insertado un. fragmento de 1.2 KDal en el sitio de
restriccidn Hind III. Este fragmento cadifica tanto para 1la
subunidad A como para la B de la toxina, y fué obtenido &
partir de una cepa productora de toxina termolabil ( Dallas

y cols., 1979, Bolivar y cols., 1977. Diag. Na.1).

La cepa E.cpli C &00 portadora del pldsmido EWD279 se cultive
inicialmente en S0 ml de caldo de tripticaselna de soyar
adicionado de 15 ug de tetraciclina par ml.,se incubd 18 hes.
& 37DC. A partir de este cultivo se inocularon 6 matraces
bafleados de 250 ml de capacidad, =on 7% ol de medio de

cultivo con tetraciclina, asl como wun matraz para

densitometiro con la misma cantidad de medio y tetraciclina.
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o
Los matraces se incubaron a 37 C con agitacidn constante de

75 rpm hasta que =1 crecimiento bacteriano alcanzo uwna D.O.
de 0.4 a 350 nm ( alrededor de cuatro horas ), a cada matraz
g2 le adiciond cloranfenicol a concentracidn final de 170
ug/ml, y se dejd incubando 18 hrs mas, al cabo de las cuales
los cultives se reunieron, se centrifugaron a B8-2000 rpm

durante 20 minutos en una centrifuga Sorvall.

El paquete celular se lavd con amortiguador de tris & mM,
cloruro de sodioc & mM y EDTA ©.2 mM (amortiguador &,6,0.2) vy

se  volvid a centrifugar. EIl paguete se resuspendid en una
solucidn de dextrosa 5 mM adicionada de lisozima (2 mg/ml) vy
RNasa (.05 mg/ml) en el amortiguador Gy b, 0.2, Esta
suspensidn se mantuva a 4DC durante 20 minutos, al cabo de

- los cuales se affadid NaOH G2 N con  SDE al 10 %

(50 ml) dejandose S minutos a la misma temperatura, finalmente se
affadid citrato de sodio 3 M (Z8 ml), la suspensién ahora 7
viscosa se dejd durante &0 minutos a la misma
temperatura. Después de este tiempo, la suspensifn se
centrifugo a. 8-? #rpm durante 20 minutos a 4DC. El
sobrenadante se filtrd pasando por una gasa triple y se le
adiciond un voldumen de etanol absoluto, llavandose a una
temperatura de —EODC durante 18 a 24 hrs.

- El  precipitado se recupero’por centrifugacidan a 15 Krpm
durante 20 min a QOC y se resuspendid en 6,56,0.2 llevandose a

un gradiente de cloruro de cesio y bromuro de etidio,

con Tris 1 M pH 8.4 ¢ 310 ul), Tris { M pH 9.4 (310 ul), EDTA

0.2 M (125 ul), sarcosyl al 10 % (125 ul), 2.5 ml. de la
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éuspensibn de ADN, cloruro de cesio ajustando el indice de
refraccion a 1.3 y bromuro de etidio (125 ul), en tubo de
palihaldmero mezclando hasta disolver las sales y después
centrifugandose a 40,000 rpm durante 20 hrs a temperatura
ambiente . La recuperacidn de ADN plasmido se llevé a cabo

dentro de un cuarto oscuro.

La banda gque contiene el ADN circular de doble cadena
(pldsmidos) se retird punciomnando la parte inferiar de los
tubos de polihaldmern, recibiendo por goteo 8n un tubpo de
palivinila. A cada tubo que se recuperd se le adiciond un
valtmen de agua bidestilada desionizada y dos valdmenes de
etanol absoluto. Esta mezcla se llevé a ~20QC durante 18 a 24
horas. El precipitado foreade se recuperd centrifugando a 12
Lrpm a ODC durante 1% minutos. El precipitado se secd al
vacio, se resuspendid en 6,46,0.2 y se le adiciond sarcosyl al
0. 2% (0.2 m1) y cloruro de litio 8 M (0.5 ml), se extrajeron
proteinas adicionando fenol saturada:cloroforao (1: 1)
agitanda biédn la mezcla en vortex y centrifugando & & Krpm
durante 5 minutos a temperatuwa ambiente, se recuperd la fase
acugsa y a ésta se le apadieron 2.5 vnlumengs de etanol
absoluto, precipitando a —ZOQC durante 18 a 24 hrs.El
precipitado recuperado por centrifugacidn y secado &l vacio
se resuspendiéd en S00 wl de 4,4,0.2 determinandose la
cantidad de ADN recuperada y la pureza de éstae al

espectrofotdmetro, para lo cual se hizo una diluciédn 1:50 y

se leyd al espectro a las longitudes de onda de 2460 y 280 nm.

8
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El bromura de etidio se retird mediante extracciones con
n-butanal saturado con agua, recuperandose la fase acuosa vy
repitiendose la extraccidn hasta que desaparecid el color
del bromuro, el ADN se precipitd con etanél absoluto a —EOéC
durante toda la noche, el precipitado se resuspendid en 400ul
de 46,6,0.2, se fracciond en alicuotas de 30 wl y se congeld

a =70 DC ( Bolivar y cols., 1977, Birnboim y cols., 1977,
Dallas y cols., 1979, Echeverria y cals., 1984, Maniatis y

cols., 1982 ).

Flasmido Sb 04

Este plasmido esta constituido por el pBR3I22 que contiene '
ademas un fragmento de aproximadamente B40 pares de bases del
gene que codifica para la toxina ST-H (Moseley S. Yy

cols., 1982, Maniatis y cols., 1982, Fig. 2).

El procedimiente para la purificacidn de este pldsmido fué el
mismo que - para el anterior , con la diferencia de gue el
antibidtico empleado para el crecimiento de la cepa fué

ampicilina a una concentracidn de 15 ug/ml.

[ 3]
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<. Obtencién de Fragmentos .
2.1 Fragmento LT del plasmido EWD 299

Digestidn con Hinec II,

Se prepard el amortiguador de reaccidn ( Tris-HC1 SO nifl pH

7.5, MgCl S mM, Ditiotreitol 0.5 mM, albumina  bovina

el
=

100 ug/ml) para la reaccidn se procedid de la siguiente

maneras

10 ul de ADN pldsmido (S5Oug).
2 ul de enzima Hinc II ( 100 W).

18 ul de amortiguador de reaccidn.

Fara determinar el tamafio de los fragmemtos generados, se
enpled ADN de lambda digerido con la enzima Hind III.

La mezcla se incubd en un tubo Eppendorf de 500 ul kde
capacidad a 37OC durante toda la noche, 1la reaccidn se  pard
con S ul de EDTA 0.5 M.

Se practicd una electrofordsis horizontal en agarosa de bajo
punto de fusidn al .75 Z en amortiguador de fris-baratos,
aplicando  una caorriente de 100 volts durante dos horas. E1
gel se tifo con bromuro de etidio ( & ug/ml ) y se procedid a
observar con ayuda del transiluminador de luz UW.V.

be écuerdo al diagrama de restriccion del pBR313, aobtuvimos
cinco fragmentos, el gue ocupd el quinto lugar (0.8
@egadaltones) fud @l que se recuperd del gel por extraccidn
fendlica.

Esta banda (quinta) se cortd con una navaja estéril,  se



desmenuzd an peguafos fragmentos, y con ayuda de una espidtula
asteril los fragmentos se pasaron a un tube Eppendor? de 1.5
ml de capacidad, s=se les adiciono 400 ul de amortiguador
h,6,0.2, incubandose en bafa maria a 65 ° durante cinco
minutas, al cabo de los cuales =21 tubo se agitd vigarosamente
y se adicionaron 400 ul de fenol saturado, la mezcla se agitd
an vortex y se centrifugd a & krpm durante cinco minutas. La
fase acuosa fué recuperada, Yy ésta se extrajo una véz
mas con fenol saturado:clorofarmo (1:1), repitiendose la
agitacion y la centrifugacidn. La fase acuosa se tratd
finalmente con claoroformo recuperandose la fase acuaosa, a la
que se le adicionaron dos volumenes de stanol absoluto y 18
ul de écetato de saodic 2 M, se dejd precipitando toda la
nache a - EDQC. El sabrenadante sa recuperad por
centrifugacidon a 12 Hrpm a DOC durante 15 minutos, el
precipitado se lavd una véz con etanol al 70 %, se sectd al
vacio y se resuspendid en 50 ul de amortiguadar 6,6,0.2.

FPara verificar qgue efectivamente se habla recuperado el
fragmento, se practicd una electrc?orésis horizantal en una
minicamara en agarosa al .7% %4 vy tris-boratos como
amortiguédmr, la electroforésis se corrid durante 45 minutos
a 80 volts., Se aplicaron 2 ul de la muestray 2 ul de
colarante ( azul de bromofenol 0.125 %4, glicerina 28 % ky
dextrosa 25 % ). El ADN asi obtenido se dividid en alicuotas
y se congeld a ~7DDC ( Moseley y caols., 1982, Echeverria vy

cols., 1984, 1985, 1986, Southern 1975, @ 1978, Maniatis y

cols., 1982).



2.2 Fragmento STa-H del plasmida SLMOO4,

Digestidn con Tag 1.

Se prepard el amortiguador de reaccidn ¢ Trig=—HC1 10 ab pH
8.4, NaCl 100 mM, MgCl & mM, 2-meircaptoetanol & mit ), la

composicién del voldmen de digestion fué la siguiente:

10 ul de ADN (S0ug) .
"2 ul de enzima Tag 1 (100U .

8 ul de amortiguador. *

Como control de digestidén se empled el plésmido pBRIZZ, la
~mezcla se incubd a 37DC durante toda la noche, adicionando

3 ul de EDTA d.S M para detener la reaccidn. Se corrid una
electroforésis vertical en gel de agarosa 0.75 % an
amortiguador tris-boratos y corriente de 100 volts durante
dos horas. El gel se tiffd con bromuro de etidio ( S ug/ml )
durante 10 minutos, y se obhservd el patrén de bandas obtenido
con ayuda del traﬁsiluminadar.

Se obtuvieron ? bandas en el pldsmido SLMOO4 y 8 en el
pBR322, la banda presente en el SLMOO4 vy ausente en pBRI2Z es
el fragmento de 840 pares de bases que es el fragmento. &T-H
insertado en el pBR3I22. I
Este fragmento se cortd con navaja estéril, se pahtia en

fragmentos mas pequefios y se extrajo y purificd de la manera

antes mencionada.
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Digestidn con Hpa II .

Teniendo en cuenta gue la cantidad de ADN se ha reducido al
16 4 (de 50 ug a * B ug ) se rednen los Tragmentos de varias
reacciones para obtener una buena cantidad de ADN,

preparandose el siguiente volumen de digestidn:

10wl ADN (10 ug).

8]

ul de enzima Hpa 11 (30 U).

6 ul de amortiguador .

8]

ul de agua desionizada.

El amortiguador empleade fué el recomendado por Maniatis. La
- mezcla se incubd toda la noche, se adiciond S ul de EDTA 0.5 M
para detener la reaccidn. En esta ocasidn la electroforésis
se corrid en gel de acrilamida al 8 %, en camara vertical,
con  amortiguador de tris-boratos y corriente de 80 volts
durante dos horas. El gel se tiffd con bromuro de etidio
(lug/ml), las bandas se visualizaron par medio del
transiluminador de luz UV.

Se oabtuvieron 4 bandas (V290, 240, 200, y 1146 pares de
bases), la tercer banda se retird cortando con wuna navaja.
Fara retirar la acrilamida se procedién de 1la siguiente
manera: el gel se desmenuzd y los pequefios trozos se pasaron

a un * tubo Eppendorft de 1.3 ml de capacidad, al cual se le
affadid S00 ul de amortiguador de extraccidon ( Tris-HC1 350 mM
pH 8.0, €EDS 0.2 %, acetato de sodio 0.3 M, EDTA 4 mM ), la

o]
mezcla se incubd 16 horas con agitacidn constante a 37 C. Se



centrifugd a B Krpm durante 10 minutos, el sobrenadante se

recuperd y la acrilamida se valvid a lavar con el mismo

amortiguador. Los sobrenadantes se reunieron Yy se
o
praecipitaron con etanol absoluto a - 20 C durante toda la
o
noche. El precipitado se recuperd por centrifugacian a O C

durante 20 minutos a 12 Krpm, y se lavé una véz con etanol al

70%, finalmente se resuspendid en S50 uwl de amortiguador, se
a

dividid en alicuotas de ™ 12 ul y se congelé a -70 C. For

electroforesis =1=] comprobd que el fragmento se habla

recuperado (Moseley y cols., 1982, Maniatis y cols., 1982 ).

3.Conjvgacidn a Compuestos Radiomarcados .

2.1 Fragmento Hinc Il (LT) y Fragmento Taq I + Hpa 11 (8Ta-H)
por “Nick Translation".

El material necesario para esta reaccion fud adquirido en un

juego 0 equipo (New England Nuclear) gque contiene los siguientes

componentess

Amortiguador ( Hepes pH 4.4, MgCl albdmina bovina y 2-

e

mercaptoetanol ), mezcla de desoxinucledtidos trifosfatados

en cgncentracidn de 100 uwM de dATP, dBTF,y dTTF, DNA

polimerasa 1 o fragmento de Klenow 2.0 U/ul en Tris-HC1  pH

. 7.8, Z2-mercaptoetanol y glicerol, desoxicitidina trifosfatada
30

marcada con Ph~ en posicidon alfa con OO0 Ci/mmol,

10mCi/ml, ademds otros reactivos como trietilamina 10 mM

en Tris-HCl para purificar el ADN en columna y n-propanol  al

20 %,



Fara desnaturalizar el ADMN obtenido de 1los plasmidos se
requirig calentar la muestra en bafio marlia a ebullicion
durante tres minutos y enfriar en hielo inmediatamente. - Se
affadic ADM en excesa, por ejemplo si se necesitaban S0 ng se
adicionaron 150 ng para asegurar que después de la
desnaturalizacidn hubiera ADN suficiente.
La mezcla para marcar consistid de lo siguiente:

12 ul de ADN desnaturalizado (150 ng).

4 ul de amortiguador.

6 ul de nucledtidaos trifosfa@ados no marcados.

& uwl de agua desionizada.

10 ul de dCTF marcado.

1 ul de polimerasa.

‘Losv componentes se incotporaron de acuerdo ai orden
presantado  en un tubo Eppendorf de 1.5 ml de capacidad,r él
cual  se centrifugd por 20 'a 30 Segundqs para que la muestra
quedara en el fondo del tubo, el tubo se dejo a temperatura
ambiente por tres horas. La reaccion fué detenida adicionando
400 ul de trietilamina. Mientras la mezcla estaba en
incubécidn, se activd el cartucho de purificacién ( Sephadex
‘B75 ) lavando primero el interior con 2 ml de metanol
utilizando una pipeta Pasteur, después con . ayuda del
adaptador de la columna y una jeringa de. 5 ml se hize bajar
el metanol por la columna, la velocidad de flujo fuéd de una
gota cada dos segundes, de la misma manera se pasardn 2 ml de
trietilamina y la columna se mantuvo todo el tiempo hidratada

con la trietilamina.



La mezcla radiomarcada se afMadid con una wmicropipeta (430
ul), y con la misma jeringa se aplicd un poco de presidén para
que la muestra bajéra por la caolwnmna. Se afadieron 2 ml de
trietilamina para lavar el exceso de nuecledtidos na
incorpdrados, el Flujo de elucidn fué el wnismo que el
anterior o un poco menor { una gota cada 4 segundos ). Fara
eluir la '"sonda" o sea el fragmento de ADN ya marcada, se
aplicd 1 ml de n—propanol al 20 % al tope de la célumna y se
hize pasar por la columna con ayuda de la jeringa. Se
colectaron fracciones de, 400 ul., Fara determninar el pico del
elﬁadn se tomd 1 ul de cada fraccivn y se absorbid sobre
membrana de fibra de vidrio, la membrana se pasd a un  vial
que cantenfa ligquido de centellen (2~3 difenil oxazol en
toluenn) vy se midieron las emigicnes en un cantador de
particulas ratdioactivas.

Una véz determinada la actividad especifica, las "sondas" se
mantuvieron a —20DC { Manual de Frocedimientos RFELS-NEF-103,
NEN DuPont, Maniatis y cols., 1973, 1982, Pardue 1949, Picken

y cols., 1983, Righy y cols., 1977, Sayler y cols., 1989 ).

3.2 Oligonucledtido Sintético (LT,ST-H)

Estos oligonucledtidos (Y21  bases) sintetizados por el  De.
W. Hill y amablemente propaorcionadas por el Di~. Cebula de la
Administracién de Alimentos y Drogas de EUA (FRA) y par el

Dr.. Cravioto del DIF, se utilizaron para estudiar todas las

L3
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muestras y as{ poder establecer la sensibilidad v

especificidad de las sondas clonadas.

Fara esta reaccidn se requiere del siguiente material:

ADN (75-125 ng). S ul.
2

¥ ATPQ— I000Ci/mmel z ul.

Cinasa de T4 (20U) 1 ul.

Amartiguador Denhardt 2.5 ul.

Agua bidest. desion. 13 ul.

Los componentes se mezclaron y se centrifugaron brevemente (2 a

3 ségundos ) se incubaron a 37DC durante una hora al cabo de la

cual se detuvé la reaccidn con 1.6 ul de acetato de amonio

4 M.

Una micreocolumna con DEAE-Celulosa se equilibrdé durante una

hora con acetato de amonia 0.25 M con flujo de una gota cada

dos segundos. La mezcla radioactiva ya incubada se aplice a

la columna, Yy ésta se lavd con 4 ml de amortiguadar = para
2

retirar el ATP- libre. Se afadieron 400 ul de acetato de

amonio 4 M y se colectaron fracciones de 200 ul. La actividad

de los eluados se comprobo en un contador de particulas

radivactivas.

4, Desnaturalizacién y Fijacidn de ADN.

Las 1200 cepas se obtuvieron de clinicas de Medicina Familiar
del Ingtituto Mexicano del Segura Social. Frovienen de
pacientes gue acuden a consulta médica a causa de la diarrea

aguda con menos de 15 dias de evolucién. Se seleccionaron



aquellos pacientes gue no hablan recibido tratamientor con
antibioticos por lo menos una semana antes del estudio. E1
grupd control o asintomatico, se selecciond muestreando un
individuo por cada 4 pacientes con diarrea, y consigtitd de
pacientes gque hablan asistido a la clinica por otras causas
diferentes a la diarrea.

Las muestras de materia fecal fueron tomadas por una
enfermera sanitarista durante los meses de mayo a agosto de
1988, hasta que se completd el namero mencignado. Las

colonias aisladas del  coprocultivo e idéntificadaa como
E.coli se utilizaron para esta parte del trabajo. Ademas
todas las cepas fueron estudiadas por serologia para
identificar aquellas cepas pertenecientes a los grupas

enteropatdgenos y enterotoxigénicos mas frecuentes.

El ADN de las colonias tanto de las cepas caonocidas como el
de las cepas del estudio epidemioldgico fué desnaturalizado y
fijado sobre papel filtro Whatmann 541 mediante el
procedimiento siguiente.

Las cepas se inocularon en picadura en medio de agar de
MacConkey (20 cepas por membrana ademas del conterol negativo
y del confrol pogitive),por duplicado y se dejarpn intubando
a 379C durante 18 a 24 horas. Un papel filtro de 9 mm se
.‘colocd sobre la superficie de cada placa con las colonias
crecidas a manera de hacer'una impresidén de eéfas, se dgju
durante una hora. Después de este btiempo los papeles filtro se
retiraron de la superficie del agar y se desnaturalizaran

_sobre la superficie de papel filtro Whatmann No. 1 impregnado

i
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con MaOH al 2 % en NaCl 1.3 M y a temperatura de

ebullicidn en bafo maria durante 3 minutos, al cabo de los
cuales se colocaron sabre una papel filtro Whatmann
Mo.1l saturado con Tris 1 M pH 7.2 en NaCl 1.5 M dejandose por
aspacio de 4 minutos, se retiraron y se secaron a temperatura
ambiente. Finalmente se almacenaron en desecador al wvacio

hasta el momento de ser utilizados (Maas R. 1985 ).

S. Hibridizacidn de ADN en Colonia.

Fara la hibridizacidn en colonia se prepard amortiguador SSC
20X (Citrato de Sodio 3.5 M Cloruro de Sodio 3 M) 139 ml de
salucidn Denhardt ( albdmina bovina 5% , polivinyl pirrolidona
5%, Sbs 10 % )y égua desionizada (28.9 ml), EDTA 0.5 M
(100 ul), ADN de timo de ternera sonicado y desnaturalizado
por ebullicidn durante 5 minutos (1 ml).

Esta solucidn se vacid en una caja de FPetri desechable
limpia, y con una micropipeta se adiciond la "sonda" ( la
clonada o la sintética, con una cuenta radibactiva minima de
1X 1oé cpm Yo Los filtros con el ADN desnaturalizado de las
coloniasAse metieron uno a uno en esta solucion, con una
rejilla de malla de alambre entre cada filtro. Se incubaron a
45 QC durante toda la noche.

Después de 18 horas de inﬁubacian, los filtros se lavaron con
una solucién &X de S8C precalentada é SOOC para LT y a 54°C

para ST-H. Los filtros se incubaran a estas temperaturas

durante una hora, el lavado y la incubacidn se repiten  una

£
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véz mas. Finalmente se  lavaron con 85C 2X a temperatura
ambiente. Se retird toda la solucidn de las cajas Fetri,

los filtros se secaron a temperatura ambiente colocandolos
sabre toallas de papel absorbente. Una vé:z secos se pegaron
con cinta adhesiva a una mica 0 un separador de mica, y ésta
mica asi "cargada" se metid dentro de un chasis o pantalla
intensificadora. Dentro de un cuarto oscuro se introdujo una
hoja de pelicula para rayos X dentro de la pantalla de
intensificacidon y sobre la mica donde fueron adheridos los
filtros. El chasis bién, cerrado se envolvid bién con. una
bolsa de plastico y se llevd al congelador de *7DDC durante
S0 a 72 horas. Después de este tiempo la pelicula se saco

(en cuarto oscuro) y se reveld de acuerdo a las instrucciones
del proveedor, Kodak de México (Denhardt 1964, Grunstein y
cols.,1975, Laskey y cols., 1977, HMeinkoth y cols., 1984,

Pardue v cols., 1969 ).

B.Séndas Enzimaticas.

Estag Sondas fueron desarrolladas y manufacturadas par
Molecular Biosystems, Inc. para' New England Nuclear: de
PDuFont. Los nucledtidos (15-35 bases) poseen una molécula de
fosfatasa alcalina en enlace covalente con el €-5 de una
timina. El nucledtido marcado se detecta por la adicidn de

sustrato que formard un precipitado de color en presencia de

la enzima.



rlaterial Biolagico, Cepa H10407 de E.coli, 1200 cepas de

E.coli provenientes del estudio epidemioldgico.

Medios de Cultivo. Agar ALD {(xilosa,lisina,desoxicolato}.

1. Preparacidn de Cultivos Bacterianos.

Las cepas control y las provenientes del estudio se
inoculan sobre membrana de nitrocelulosa y después de un
crecimiento de 4-3 horas las membranas se retiran vy se
procesan para desnaturalizar el ADN. Antes de inocular
primero se marcaron los puntos de referencia en la membrana
de nitrocelulosa con un lapiz 3IH, estos puntos serviran de
guia en la inoculacidn con palilla.

Después de marcar la membrana e idemtificarla, se procedid a
colocarla sobre la superficie del agar XLD conteniao en una
caja de Fetri, las cepas se fueron inoculando con los
palillos de madera estériles, teniendo cuidado de no romper
la membrana. Cada membrana incluyd 43 cepas con dos controles
positivos y un negativo, las membranas se inocularon por
duplicado.

Las placas de agar con las membranas inoculadas se incubaron
. o

a 37 C durante 4 -5 horas, dependiendo del desarrollo de las
colonias. Después de este tiempo la membrana se retird
caln;andola durante 9 minutos sobre un disco de papel filtro
impregnado con SDS al 10 % para lizar la pared celular.k La
membrana se retiro del SDS y se pasd a un papel filtro

saturado con NaOH @.5 N y NaCl 1.5 M para desnaturalizar - el

ADN.



Después de cinco minutos se retird la membrana y se coloca
durante 95 minutos en un papel filtro saturade con Tris base
0.5 M pH 7.9 en Nall 1.5 M. S hizo ofro pase de la membrana
a un papel filtro satuwrado con 1a misma solucidn anterior
durante cinco minutos para completar la neutralizacién. Al
cabo de este tiempo la membrana se retird, se dejd secar al
aire y se past a una estufa con vacio a BODC durante una hara
para fijar el ADN saobre la membrana, éstas se pueden

almacenar dentro de un desecador ( Protocealo, Universidad de

Ghatenburgh).

2. Hibridizaciéon de ADN.
El equipo para hibpidizar contiene:

Sonda marcada con fosfatasa alcallna, ADN control, nitroazul
de tetrazolio (NTR), S-bromo 4-clora— 3 indolil fosfato
(BCIF), amortiguador para la reaccidn enzimdtica y agua

degsionizada estéril.

En cada reaccitn de hibridizacidn se trabajaron das membranas
por bolsa, previa a la hibridizacidn se humede;ieron con BSC
ax, se introdujeron dentro de la bolsa adicionando 3 ml de
amortiguador de Denhardt, las burbujas de aire se retiraron
con cuidado antes de sellar la bolsa, de manera que la
solucidn estuviera siempre en contacto con las membranas y
se llevd a incubar en bafo maria a la temperatura
o ]

indicada por el praveedor (50 C pata LY y S0 € para 5T). La

. bolsa se retird del bafio despuds de 15 minutos y las
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menbranas se pasaron a otra bolsa a la cual se le adi&ioné

1 ml de amortiguador de Denhardt y S5 wl de la sonda
enzimatica.

La bolsa sin burbujas y bién sellada se 1llevd al batfo
metabolico a la temperatura indicada durante 15 minutos.
Despues de este tiempo se retird la bolsa del bafto, se
sacaron las membranas y se lavaron por separado dentro de
cajas de Petri desechables para evitar que se adhieran.

Para el lavado de las membranas se procedid de la siguiente

maneras

- 2 lavados de 3 minutos cada uno con S8C 1 X con SDS al 1| %,

la temperatura indicada ( 45D para LT vy SOD para ST ).

- 2 lavados de 5 minutos cada uno con S8C 1 X adicionado de

triton al 1 % a la misma temperatura.

- 2 lavados de 5 minutos cada uno con SSC 1 X adicionade de

tritdan al 1 % a temperatura ambiente con agitacidn.

~ 2 lavados de § minutos caaa uno en agitacidn a temperatura

ambiente con 88C 1 X. |

'Después de los lavados, las membranas se metieron a una bolsa

adicionaﬁdn 7.5 ml de amortiguador (Tris-HCl, NaCl, MgCl

ZnCl y acida de sodieo 0.02 % ), 33 ul de NTE ( Nitro azu% de
2

tetrgzalio Y}y 25 ul del sustrato S-bromo-cloro-3 indolil

fosfato ( BCIF). Se retiraron las burbujas de aire, la bolsa

se‘sellé muy bién, y ésta se dejd a temperatura ambiente

durante 4 a & horas. Después de este tiempo las membranas se

lavaron con agua desionizada y se determinaron reacciones



positivas a agquellas colonias gue hubieran fijado @ el
colorante NTR( Denhardt 1964, Georges y ;015., 1983, Kincaid
y cols., 1988, Langer y cols., 1981, Manual de Insttrucciones
NEN ESMAF] DuPomt, Oprandy y cols., 1988, Romick y cols.,
1987, Seriwatana vy cols., 1987, Sethabutr y cols., 1984,

S8mith y cols., 1988, Wateson y cols., 1988 ).

Identificacién Seroldgica

El  esquema para serogrupar E.coli estd basado en el descirrito
por Kauffman y depende de la identificacidn de los antigenos
somaticos ;D" constituidos por lipopolisacdridos.

La técnica basica utilizada para identificar el antigeno 0O es
la de aglutinacion en tubo. El procedimiento descrito agui se
enplea en el Laboratorio Central de Salud Pdblica de

Colindale en Londres, Inglaterra( Gross y cols.,1985 ).

Material Bioldgico

~Cepas de E.coli enteropatégenas control.
026,055,011,0127,086,0119,0125, 0125, 0126,y 0128

-Antisueros para grupos enteropatédgenos de E.colil (Difcu)rv:' 
026, 055,0111,0127,086,0119,0124,0125,0126,0128

~Antisueros para grupos enterotoxigénicos y algunos
enteropatogenos de E.coli proporciaonados por S.8.
“01Bab, 018ac, 044, 078; 06,08, 015, 020,025,027,063,0148 y 0159

-Cepaé provenientes de estudio epidemiologico.



“Medios de Cultivo. Agar de McConkey, tripticaselna de saya y

gelosa nutritiva.

Preparacion de Antigenns Control

Las cepas de E.coli enteropategena fueron proporcionadas par
el Dr. A. Cravioto y ademds de servir de control nos
permitieron obtener &1 titulo de trabajo de los antisueros.

Cada cepa se inoculd en 5 ml de caldo de tripticaseina
incubandose a 37DC durante 18 a 24 horas. Después de este
tiempao el cultivo se llevd a ebullicidn en bafio maria durante
una - hora. Los cultivos ze enfriaron y se les adiciond
formaldehido a una concentracion final de 0.06 %L. Esta

suspensidn se mantuvo en refrigeracidn constantemente.

Titulacidn de Antisueros

Esta titulacidn en ajedrez, se llevd a cabo para conocer no

solo la dilucidn de trabajo del antisuero sino para

detérminaP el titulo aproximado de Lé suspension de antigeno,

para asi determinar la D.0. de éste.

El 5uer5 se diluyo en solucidn salina adicionada de fenol

(Q.05%) practicando diluciones desde 1:9 hasta 1:160,

incluyendo 1:10; 1:20;5 1:40; 1:80 y 1:100. En una placa de

microtitulacidn se dispuso el antigeno ocupando 7 hileras con
7 pozos cada una, esto es una hilera can 7 pozos para cada

dilucidn de antigeno; las diluciones de antigeno utilizadas

fueron: 1:25 1235 1245 1:5; 1365 1:8 y 1210 . Se adicionaron



50 ul de dilucidn de antigeno por pozo ocupando una hilera
por cada dilucidn. Se adiciond el antisuero, tambien S0 ul en
cada pozo y- una hilera de pozos por cada dilucidn.

lLa placa se agitd durante 15 minutos a 100 rpm, se cubrid con
papel parafilm y se dejd incubando a EODC toda la noche.

Fara interpretar los resultados, se buscéd la dilucidn mas
alta del suero gue fué capaz de aglutinar el antigeno, asi
mismo se buscd la dilucidn de antigeno que aglutind por
completo.

uUna veéz que se conacid la dilucién de trabajo del antigeno,
se les determind la D.0O. a 460 nm, para ajustar a esta
densidad lasg suspensiones bacterianas del estudio
epidemiolagico.

Las cepas del estudio epidemioldgico fueron inoculadas vy
tratadas de la misma manera que las cepas control, ajustando
la D.0. a la establecida con las cepas control ( D.O.= 0,24~

0.32).

Determinacidn de Serogrupo

Una vé:z preparada la suspenéion del antigeno, 1las cepas se
aglutinaron primero con leos sueros polivalentes A y B; éstos
contienen una mezcla de antisueros para cada una de las cépaa
control. Todas aquellas cepas que aglutinaron con loé sueros
polivalentes s5€ 1levar6n a aglutinar con los suerns
monaovalentes de cada grupo; es decir si la cepa agluting con
el suero polivalente A, entonces solo se probd la segunda vel

con  aguellos antisweros monovalentes del grupo A, ésto es
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solo se aglutind con lo antisueros 026,055,0111 y 0127 para
deterninar a cual de ellos pertenece el antigeno 0 de la

cepa en cuestion.
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RESULTADOS

1. Ensayos Bioldgicos de las Uepas Donadoras.

Can. el objeto de determinar si realmente las cepas donadoras
producian  las toxinas, se realizaron los ensayos biologicos
con  células adrenalas de rata para la toxina LT, y para 1la

toxina 8T com ratongs lactantes.

El ensayo practicado a la cepa portadora del plasmido EWD2?9
dio el redondeamiento ca;acteristicn las células Yi.

Como controles paositivos se emplearan la toxina de cdlera
purificada y la taxina de esta cepa que se purificd en el
desarrollo de este trabajo (Figs. No. S y 6).

Como control negativo se usaron las cepas CA00 sin plasmido y
Cen0 con plasmido SLMOO4 que codifica para la toxina STa-H.
El ensayo del ratdn lactante practicado a la cepa portadora

del plasmido SLMO04 did el resultado siguientes

Frimer ensayo
peso intest. 0.53/peso cuerpos 4.62 Coeficiente = 0.114

Repeticion del ensayo
peso intest. 0,4&/peso cuerpos 6.89 Coeficiente = 0.0957

El pwﬁmedio de ambos resultados es de 0.104 el cual fué mayor
que el coeficiente de 0.0%9 considerado coma pusitiQa (Fig. ~

No. 7}



3.1 Hibridizacién con Sondas Clanadas Radioactivas

ey

Se estudio un total de 115) cepas provenientes de 232
individuos; 164 de ellos con diarrea de menos de 15 dias de
évolucién, 22 con diarrea con sangre y 4& individuos
asintomdticos para este padecimienta.

El primer ensayo practicado fué un tamiz para eliminar la
mayor parte de las cepas que resultarian negativas. Para ésto
‘s@ reunieron todas las cepas de cada indiviquo (2a8 por
individuo) de tal maodo que la colonia crecida y de la cual se
tomarian las impresiones scobre el papel filtro representarid
a todas las E.coli de cada individuo (mezcla).

‘De esa manera en este ensayo tamiz, se analizaron 232
colonias, 20 en cada filtro ademias de los Eontfules positivos
y los negativos.

En el segundo ensaya, 5; analizaron aguellas colonias que
resultaron positivas, en esta ocasidn las capas
pertenecientes a estas colonias se sembraron individualmente
para determinar cuantas cepas ﬁor paciente resultaraon
positivas{ Fig.No. 3).

Paﬁa esta sonda resultaraon positivos 42 casos para la toxina
LT y 25 para STa-H. A estas cepas les corresponde ei
siguiente fenotipo:

24 casas con cepas productaras de LT solamente, 7 casos con
cepas productoras de STa-H y 18 casos con cepas ptroductoras

de ambas toxinas LT/8Ta-H, el resto de los casos fueron

negativos.



3.2 Hibridizacién con Sondas Sintéticas Radioactivas

Para eliminar la mayor parte de los aislamientos que resultan
negativaos, se procedid de la misma manera que en el ensayo
anteriar, El primer ensayo con las sondas sintéticas
radioactivas, fué un tamiz, cada colonia sembrada representd

todas 1los aislamientos por paciente, aquellas colonias que
resul taron positivas fueron sembradas individualmente para

determinar las cepas positivas de cada mezcla.

Fara esta sonda resultaron positivas 38 casos para LT y 23
para 8Ta-H, el resto de las muestras resultaron negativasy
por lo tanto el fenotipo de las cepas resultd el siguiente:

20 casos con cepas productoras de toxina LT solamente, S de
§Ta~H y 18 casos con cepas productoras de ambas toxinas

LT/8Ta~H.

Era claro que los resultados obtenidos con esta sonda no
coincidieron con los resultados del ensayo con sondas
clonadas, se repitieron ambos ensayos dando el mismo

resul tado para LT y para STa-H dos casos fueron dudosos.

No.Casos LT STa~H LT/8Ta~-H
Sonda Clonada 232 : 24 7 18
Sonda Sint. 232 20 S 18

Esto nos indicéd claramente gque teniamos 4 ° casos falsos

positivos para LT y dos para STa-H, ninguna de estas falsos
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positivos paosela fenotipo LT/8Ta-H. . Esta diferencia se debid
probablemente a que para elaborar la sonda para la toxina LT,
s2 ubtilizd un fragmento demasiado grande y en el caso de los
falsos positivos para STa-H pudo deberse a una mala
interpretacidn o a una contaminacidn de las cepas.

Entonces tenemos que para determinar la especificidad de la

gsonda clonada respecto a la sintética

Sengibilidad = No.Verdaderos Fositivos - Falsos Negativos

X100
Verdaderos Fositivos

—————— X 100 = 100 %4 Fara ambas sondas LT y STa—H

y para determinar la especificidad tenemos:

Especificidad = No.Verdaderos Negs. — Falsos Fositivos

X 100
Verdaderos Negativos

m
1
-
~0
B
i
B

________ X 100 = 97,3 % para LT

-

E = 209 - 2
T e X 100 = 99,04 % para STa-H
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OTROS ENSAYDS
Hibiridizacién con Sondas Enzimaticas

Este ensayo se llevd a cabo para énmparar la sensibilidad vy
especificidad de la sonda cleonada con respecto a otra tipo de
sonda. No se pudo trabajar con las mezclas o pooles, donde se
reunian todos los asilamientos de cada paciente en una
colonia. Se hicieron dos intentos en los cuales los
resultados no fueron satisfactorios, pero cuando se trabajd
con cada una de las 'cblonias aisladas, los resultados
mejoraron.

Debido a que la disponibilidad de estas sondas encimdticas
fue escasa, sdlo se estuaiaron 68 cepas para toxina LT, 4 gue
habian sido positivas a las sondas radiocactivas y 34 que
reaultaron negativas; para 8Ta-a se estudiaron 54 cepas, de
estas  cepas, 20 habidn resultado positivas a la sonda
radicactiva y F4 negativas.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Para la taoxina LT las 34 colonias negativas para sondas
radioactivas resultaron negétivas en el ensayo de sondas
encimaticas; de las 34 cepas positivas para las sondas
radioactivas, solo 28 fueron positivas para el ensayo
enzimadtico de LT, 1lo que nos indicd que hubo un total de &
falsas negativas, y por lo tanto la especificidad de estas
sondas enzimaticas fué de 82.35 4 y la sensibilidad del

100 4.

Fara la toxina 8Ta—H las 34 colanias negativas para sonda
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readisactiva lo fueron tambi#n para la sonda enzimatica, lo
que nos indicd que la especificidad fué del 100 %, De lazs 20
cepas positiva a lazs sonda radicactiva, solo 16  fueron
positivas  al ensayo de sondas enzimdticas para STa-H, esto
nos indicd que tenlamos 4 falsas negativas, y por 1o tanta la

sensibilidad fué de 86,0 %,

Ensayos Biologicos

Ensayo de Células Adrenales de Rata Y31

Para la toxina LT se estudiaron todos los casos que habilan
tresultado positivos para las sondas radioactivas, Yy 37 casos
que habian resultado negativos. Fara este ensayo se  trabajo

con mezclas de aislamientos por cada paciente.

Todos  laos 37 casos gque hablan sido négativos para las sondas
radicactivas fueron negativos al ensayo con células Yi, vy de
los 37 casos positivos a las sandas radicactivas solo 29
fueron positivos al ensayo con células, de esta manera
tenjamos 8 casos falsos Hegativos o gue nos did una

sensibilidad para el ensayo bioldgico de 78.73 %.

Raton Lactante
Se estudiaron 23 casos en mezclas positivas a las sondas
radicactivas  para STa~H y 20 casos negativos, Todos los 30

casas negativos para las sondas radicactivas fueran negativas
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para el ensayo del ratén lactante; de los 23 casos positivos
a las sondas radicactivas solo 17 fueron positivos a raton
lactante, ésto nos did una sensibilidad de tan solo 73.91 %

para el ensayo con ratdn lactante.

Desde el punto de vista clinico los resultados nos indican

que:

Cuando  relacionamos cuadro clinico con la identificacidn de
E.coli enterotoxigénica,. tenemos gque en el grupo asintomatico
con 46 casos estudiados, se identificaron estas cepas en 9 de
ellos, lo que nos did un 19.56 % de incidencia para este
grupo. En el grupo de 164 individuos con diarrea se
identificaron cepas enterotoxigénicas en 32 casas,
correspondiendole a este grupo un 192.51 % de ipcidencia, y al
grupo de diarrea con sangre le correspondid un 2.09 %. En
forma global 1) identificaron 473 casns con cepas
enterotorigénicas de 232 estudiados, lo que representd wna
incidencia del 18.53 (Tabla No.1).

E1l porcentaje de cepas enterptoiigénicas identificadas en el
grupo asintomdtico fué similar al porcentaje del grupo de
pacientes con diarrea, esto nos sugiere que en el primer
gruhn encontramos cepas que poseen la  informacidén para
producir diarrea pero no la estan expresando, o bién se trata
de  partadores asintomaticos que en cualquier momento pueden
enfermar.

Cuando relacionamos grupo de edad y el cuadro clinico con lé.

identificacion de E.coli enterototigénica tenemos que en el
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arupo de los asintomdticos o grupo control se estudiaron 17
casos de menores de T afus encontrandose 3 positivos; en los
casos de 5 affos a menores de 1S se estudiaron i, resultando
QDS positivosy vy en los mayores de 19 afos fueron 18 los
casos estudiados con dos positivos., En el grupo de diarrea se
estudiaron 30 casos de menores de 5 afos, 22 casos de 5 aMos
a menores de 15, y 792 casos de mayores de 1§ aMos, resultando
11 positivos para los primeros, cuatro para los
segundos y 17 para los Gltimos. En el grupo de diarrea con
sangre se estudiaron 7 casos de menores de S afos, cuatro
casos de individuos de S afos a menores de 15, y 11 de

mayores de 15 aflos, identificandose un caso para los primeros

y uno para los Gltimos (Tabla No.2).

Cuando relacionamos el tipo de cepa enteroctoxigénica tanto
con el cuadro clinico como con el grupo de edad no existe
diferencias significativas (Tablas Na. I y 4).

En cuanto al predominio de cepas productoras de un seolo tipo
de toxinas, nos encontramos que no hubo diferencia entre el
numero de cepas que produjeron solo LT y las cepas que
produjeron ambas toxinas LT/S8Ta-H, las cepas productoras sdlo

de toxina STa-H fueron menos numerosas.

Serologia

Las cepas fueron estudiadas con algunos sueros comerciales vy

otros proporcionados por el laboratorio de bacteriologia del
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Centvo de Referencia de la Secretaria de Salud; estos sueros
estan preparados contra serotipos de E.coli reconocidos en el
laboratorio clinico como enteropatdgenos, cabe mencionar que
las cepas aun cuando poseen estos serotipos no s0n
reconocidas como patdgenas hasta que no se establezca qgue

poseen efectivamente un mecanismo de patogenicidad.

De las 1151 cepas estudiadas solo aglutinaron &0
pertenecientes a 21 casos, debido a gue de todas las cepas
aisladas por individuo (2-5) a veces solo aglutinaron una,
dos o tres de las cepas ae cada paciente.

De las cepas que aglutinaron sélo 1o hicieron con los
antisuerns pertenecientes al grupo de los enteropatdgenas, vy
de éstas unic;mente con los serogrupo 018ab, 018ac, 044, 055,
086, 0111, y 0126. Ninguna cepa aglutind con los serogrupos
enterotorigénicos probados. De los resultados obtenidos  se
puede apreciar que el mayor numero de cepas que aglutind
provienen de nifos menores de dos aflos (61.9%) y el siguiente
grupo (niflos de 2 a S affos) con el 28.5% de las cepas
idéntificadas. Destaca también el hechao de que el 746.19 % de
estas cepas pertenecen a niﬁbs con diarrea, mientras que al

grupo asintomatico solo correspondid el 19,04 %, (Tablas Na.

5y &).
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TABLA Na. 1l

RELACION DE CUADRO CLINMNICO CON IDENTIFICACION DE E.COLY

TOXIGENICA
Cuadro Casos Casos Forciento
Clinico Estudiados Fositivas
Control 44 9 19.56
Diarrea 164 . 32 19.51
Diarrea/sangre 22 2 .09
Total 232 : 43 19.53



TABLA No.2

RELACION DE GRUPO DE EDAD Y CUADRO CLINICO CON IDENTIFICACION

DE E.COLI TOXIGEMICA.

Grupo de
Edad

Menores
5 afios

5 afios a
menores 15

Mayores
15 aflos

Tatal

Control
No.Cagos/+

Diarrea
No.Casos/+

17/G

11/2

18/2

45/9

S0/11

3]
k)
~
=

2/17

164732

7/1

4/-

11/1

Diarvea/sangtre
No.Casas/+



TABLA No.Z

TIFO DE CEFA ENTEROTOXIGEMICA Y CUADRD CLINICO.

Cuadro LT S8Ta~H LT/STa~H Total

Clinice Na. /% No, /% No. /%

Control 2 (22.2) 2 (22.2) 5 (85.5 ?

Diarrea 17 (52,1 T 9.3 12 (37.5) 32

Diarrea 1 (50.0) - 1 (50.0) 2

con Sangte

Total 20 €46.5) S (11.8) 18 (41,86) =
TABLA No.4

RELACION DE TIFO DE CEFA ENTEROTOXIGENICA Y GRUFQ -DE

EDAD.

Grupo de LT STa~H LT/8Ta~H
Edad No. /(%) Na./ (%) Na./ (%)
Menores 9 (45) 1 (20) 7 (38.8)

3 aflos

5 aflos a 241, 1 (20 3 (16.6)
Menores 15

Mayores ? (45) T (60 8 (44.4)
15 aMas '
Tatal 20 (100) 5 (100) 18 (100
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TAERLA No. 5

RELACION DE GRUFOS DE EDAD Y SEROGRUFOS+ DE E.COLI

Grupo de Edad

Serogrupo 2 2a 3 S ato *13

aflos aflos affos affos
;D.Cepas No.Cepas No.Cepas No.Cepas
O18ab 4 2
018ac 2 i 1
D44 2 1 ’
055 1 1
086 - 1 1
0111 3
0126 1

Total 13(61.9%) 6(28.57%) i 1

% Serogrupos reconocidos como enteropatédgencos en laboratorios

clinicos,
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TABL.A Na.é

RELACION DE CUADRO CLINICO Y SEROGRUFPOS DE E.COLI

Cuadro Clinico

Serogrupo Asintomatico Diarrea Diarrea con Sangre
No.(Cepas No. Cepas No.Cepas
O18ab 2 4
018ac 1 2 1
044 3
058 2
u]=1. | 1 . 1
0111 3
0126 1
Total 4¢19.%) | 7 16{746.15%) 1

#* Serotipos reconocidos como enterapatdgenos en  laboratorios

clinicos.

*Serogrupos reconocidos como. enteropatdgenos en laboratorias |

clinicos.
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DISCUSION

Los resultados nos indican que las sondas obtenidas fueron
sensibles vy especificas para detectar solamente las cepas de
E.coli enterbtoxigénica y no otras cepas tanto de E.coli no
enterotoxigénica coma otras enterobacterias, ya que antes
ensayar las cepas provenientes del estudio epidemioldgico,
ensayaron cepas productoras de toxinas, cepas no productoras
toxinas y otras enterobacterias

For otro lado cuando ée compararon los resultados de las
sondas clonadas radiocactivas con las sondas sintéticas
radioact*vag se obtuvo una sensibilidad del 100 % para  las
sondas clonadas tanto la de toxina LT como la de toxina
S8Ta-H, con respecto a egpecificidad la sonda clonada patra la
toxina LT resultd con 97.3 % y la sonda para la touina STa-H
con 99.04 Y. Esta diferencia se debid probablemente a  las
falsas positivas encontradas ( 4 para LT y 2 para S5Ta-H). Sin
embargo estas cepas que dieron falsas positivas aun  son
susceptibles de ser estudiadas especialmente las dos cepas
para STa-H. 7

Cuanda se utilizaron otros ensayos, fué claro que no son tan
" sensibles como las sondas radicactivas; en el caso de las
sondas sintéticas marcadas con fosfatasa alcalina la
sensibilidad fue de 82.35 % para LT y 80.0%4 para STa-H.
Ademas con el inconveniente de tener gque analizar cepa por
cepa de cada paciente,ésto es, no se pueden reunir en mezclas

ya que se enmascaran facilmente las cepas positivas.
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Otro  de los  factores. gque pudo haber influido en la
sensibilidad tan baja para estas sondas enzimaticas, fug la
temperatura a la cual se llevd a cabo tanto la hibridizacion
como los lavados ( S0 y 450C iy Kincaid y cols., en 1988
encontraron una buena correlacidn con la sondas radioactivas
cuando se elevd la temperatura de incubacién y de lavado
principalmente para la sonda de STa—-H. En ensayos posteriores
en donde utilizamos estas sondas radioactivas en cepas de
otros estudios, se logrd una mayor especificidad elevando
la temperatura de incubacién para la sonda STa-H.

Cuando se analizaron los resultados de los ensayos biologicos
se vid que éstos nos dieron sensibilidades muy bajas, de
78.% 7 para el ensayo de células (LT) y de 73.91 para el
ensayo del ratén lactante (5Ta-H), que es lo esperado en este
tipo de ensayos. Echeverria P., ¥y cols, encontraron que salo
del 62 al 85 % de las cepas gue hibridizaron con sondas
radioactivas fueron positivas a los ensayos bioldégicos.

Aln  cuando  los ensayos bioldgicos resultan menos sensibles
para detectar a las cepas enterotoxigénicas que 155 sondas
moleculares, estos ensayos son considerados como estandar de
ara para determinar si las cepas estdn sintetizando touxinas
biolégicamente activas, por atro lado gue las cepas posean
los genes ent y no los esten expresandg podrian ser
estudiadas utilizando anticuerpos poli o monoclonales, para
asi determinar si 1la toxina se encuentra presente pero no es
funcional.

No se descarta la posibilidad de que algunas cepas de
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las detectadas por hibridizacidn con sondas radioactivas bién
pudieran no  estar sintetizando 1la toxina bioldgicamente

activa, por 1o gque no son detectadas con ensayos bioldédgicos.

Desde el punto de vista clinico los resultados obtenidos nos
indican por un lado que E.coli enterotoxigénica puede ser
aislada tanto de casos con diarrea como de casos
s5in diarrea, por lo que la identificacidn de estas cepas no

es muy significativa en los casos de diarrea aguda, por lo
que no es indispensable determinar este mecanismo de
patogenicidad en un lahoratorio clinico, y potr otro lado, que
los estudios transversales de la diarrea aguda no
proporcionan . informacidn adecuada respecto a los agentes
etioldgicos de la diarrea, por lo gque deben efectuarse
estudios longitudinales. En la literatura se encuentran
estudios como el de Calva J. y cols., guienes reportan una
incidencia alta de infecciones asintomaticas pot

Campylobactet jejuni en nifios mexicanos.

En cuanto a los resultados de serologia fué muy claro que
la identificacién de serotibos conocidos en laboratorios
clinicos fueron similares a los reportados con anterioridad;
la identificacidn de cepas con estos serotipos es mayor en el
grupo de menores de 2 afos(61.9 % en nuestro trabajo) y en el
siguiente grupo en donde también se identificd con frecuencia
alta fué en el de nifos de 2 a § ahos ( 28.9% ). Asi

mismo el hecho de que se identificara en el 76.19 % de los

niffos con diarrea y solo en el 19.04 de los controles,



establecid una relacidén de estos serotipos encontrados con

la diarrea de niffos menores de 3 afos, L.a ausencia de estos
serotipos entre las cepas aisladas de los grupos de mayor
edad podria estar relacionada con una posible inmunidad local

en estos grupos.
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CONCLUSIONES

—~ Las sondas clonadas abtenidas para la identificacion de
cepas enterotorigénicas de E.coli fueron tan especificas vy

sensibles come las sintéticas radicactivas.

- Las sondas radiocactivas fueron mds especificas y sensibles
que las sondas enzimdticas, Yy tal parece que los ensayos con
sondas enzimdticas requieren aln de estandarizacidn con

respacto a algunos parametros.

- Los ensayos biolégicos son menos sensibles y  especificos
que los ensayos moleculares con sondas radioactivas, pero no
deben ser sustituidos por los ensayos moleculares ya que
detectan la produccién de toxina biolédgicamente activa.

- E! inconveniente principal en los ensayos con sondas
radinactivas es el empleo de isdtopos con una vida media tan
corta, ademas del riesgo que conlleva el trabajar con éstos,
por lo tanto creemos que los ensayas con sondas  enzimaticas
deben ser optimizados, ya que estas sondas se pueden mantener‘
Ten- refrigeracidn hasta 6 meses sin menoscgbn de suU

sensibilidad y especificidad.

- El empleo de sondas radicactivas o enzimdticas solo es
recomendable para el estudio epidemioldgico de gran numero de
cepas, 'y no lo es para la identificacién de estas cepas en
laboratorios clinicos vya que resultarian demasiado onerosos

en este caso.
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- {.a identificacidn de serotipos reconocidos como patégenos
establecid una buena relacidn de éstas con la

diarrea aguda infecciosa en los niffos menores de 5 afos. Sin
embargn  siempre serd indispensable gue los sueros empleados
para la identificacidn de estas cepas, sean comprobados con
las cepas tipo especificas para evitar el utilizar antisueros
mal preparados que nos den resultados falsos .

- La identificacidn de cepas pertenecientes a serotipos
relacionadas con la diarrea aguda, no es suficiente para
establecer que astas cepas posean mecanismos de

patogenicidad.
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Diagresa No. 1 Plasmido EWD299 donde se sefialan algunos sitios de restriocidn.

Diagrama No. 2 Plaamido SIMIO4 donde ge mefialen 1os sitios de restriccidn pare Tag 1, y los

sitios de restriccion para Hpe IT dentro del fragnentn STa-H.
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Figmlb.lﬂectmﬁxﬁaismdelde@ﬁaalﬂ%.&nﬂll?e@ lambda + Hind I como
marcador de peac molecular. Carril 2 Pléemido EWDE9S + Hinc IT. Caryil 3 Plfmsido SIMIO4 +
Taq 1. Carril 4 Pléemido pBR322 + Taq 1.

Figura No. 2 Electroforésis en Gal de Acrilamida al 8 %. Carril 1 Fléemido pBR2 + Hpa II.
Carril 2 Fregmento Teq I de pléamido SIMI04 (3°) + Hpa I,
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Figura No. 3 Autorrediografia de la reaccién de hibridizacidn en papel Whatmemn,
A) Sanda LTy  B) Sanda STa-H.

Figra No. 4 Hitridizacidn oon sanda enzimitica sobre menbrena de nitrocelulosa.
A) Sonda LT y B) Sanda STa-H.
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Figura No. 5 Deteccidén de Toxina LT en células Yi.
Izquierda células normales, derecha : con sobrenadamte de
un cultivo de una cepa productora de toxina LT,

Izquierda, intestinos con 1liquido acumulado.
Tomado de Dupont H.L. 1979, ‘
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