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RESUMEN 

Una de las mecanismos par media de los cuales Escherichia 
coli puede causar diarrea aguda en las mamiferos superiores 
es par la producción de enteroto::inas, siendo est;a una 
caracteristica dificil de detectar se han desarrollada 
diversos ensayos para identificar a las cepas productoras de 
en tero to:< i nas 

El carácter genético de la producción de toxinas debe 
determinar par un lado, que los ensayos sean sensibles y 
especificas, y por otro lado que se pueda estudiar el mayor 
n~mero de cepas en el menar tiempo posible. 
El objetivo de este trabajo fue utilizar la hibridización del 
ADN en colonia para detectar estas cepas enteroto:<i9énicas, 
para lo cLial primero se obtLtvieron los segmentos de ADN qLte 
codifican para la toxina termoestable y la termolábil, y asi 
elaborar las sondas radioactivas, estos fragmentos hablan 
sido clonados previamente en vectores conocidos. Por 
hibridización del ADN, se estudiaron 1000 cepas provenientes 
de individLtos con diarrea y 2~) cepas de individuos 
asintomáticas. 
Los resultados obtenidos demostraron que el ensayo con sondas 
radioactivas es especifico y más sensible q1..1e los bioensayos 
que emplean lineas cel1..1lares, o modelos animales, y aún más 
sensible que el ensayo molecular que emplea las sondas 
enzimáticas. 



INTRODUCCION 

De acuerdo al Manual de Bergey, Escherichia coli pertenece 

al Reino Procarytae, a la Division Bacteriae y a la Familia 

Enterobactereaceaa. 

El Género Escherichia está constituido por bacilos Gram 

positivos, no esporulados, móviles por flagelos peritricos o 

no móviles, anaerobios facultativos que crecen en medios de 

cultivo simples o en medios sintéticos con glicerol o glucosa 

como Qnica fuente de carbono. Fermentan una gran variedad de 

carbohidratos produciendo ácido y gas. En medios de cultivo 

sólidos las colonias 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 marniferos y aves, cuando se le encuentra en suelo o agua 

es un indice de contaminación fecal ( Sussman, 1985). 

En los humanos, la colonización con E.coli ocurre después del 

nacimiento y las· fuentes de esta colonización son la madre y 

el medio ambiente; una véz establecida permanecEJ como flora 

normal. De acuerdo a los estudios de l<auffman y Perch en 1943 

<Sussman, 1985) la población de E.col i consis;tei en sLt 

mayor parte de un serotipo y minarlas; de diferentes 

serotipos¡ ptras evidencias nos dicen que los serotipos 

cambian de tiempo en tiempo <f(ennedy y cols., 1965> y que los 

nuevos serotipos provienen de alimentos contaminados. Sin 
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embargo, E.colt es solo un miembro minoritario en la flora 

total del intestino rnussell '/ Melvtlle, 1978). 

En un principio se cor1sideri:1bc1 a E.r.ol1 como Llna. bacteria no 

patogena, aunque Theodor Escheric ya la habla aislado con 

relativa frecuencia de pacientes con infección en el tracto 

urinario. Reportes posteriores que la relacionaban con otras 

infecciones permitieron considerar a E.coli como Llna 

bacteria oportunista no solo capaz de ocasionar infecciones 

gastrointestinales, sino también causante de peritonitis, 

meningitis, neumonías y septicemias ISussman,19851. 

Factores de Virulencia de E.coli. 

al Factores de colonización. La colonización intestinal es un 

requisito para el establecimiento de la infección, ya que 

los microorganismos que no se adhieren a la mucosa son 

fácilmente evacL1ados. En el caso de E.coli se han descrito 

diferentes adhesinas fimbriales, aunque también se han descrito 

cepas carentes de fimbrias capaces de adherirse a la mucosa 

por medio de m.ecanismos aún no dilucidados Sussman, 

1985). 

bl Endotoxinas. La membrana celular de lipopolisacáridos de 

E.coli asi como la de todas las enterobacterias es causante 

directa de fiebre y choque endotó::ico <Bradley, 19791. 

cl E::oto:·:inas. Las cepas de E. coli son capaces de sinteti::ar 

-diversas to::inas; las más conocidas son la termolábil y la 

termoestable que serán descritas más adelante. 
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c) Invasivid<1d. Ciertas copas de E.coli son c<1paces de 

invadir las células de la mucosa intestinal producie~do un 

síndrome semejante a la disenteria <DuPont y cols., 1971, 

Guerrant y cals., 19751. 

Relación de E.coli c:on la diarrea aguda infecciosa. Se 

comprobó plenamente por Bray en 1945, quién encontró que 42 

de 44 cepas aisladas en un brote de diarrea infantil 

pertenecían al mismo serotipo, para esa epoca, el estudio 

6istemá.tico por serolo.gia habla sido desarrollado por 

Kauffman en 1944 (Sussman, 1985, Clearly y cols.,1986). 

La diarrea aguda infecciosa constituye la causa principal de 

muerte en los niNos menores de 5 aNos C42.7Xl,y es una causa 

significativa en la morbilidad de los adultos de acuerdo a la 

información estadistica del sector salud. De las 

bacterias aisladas en los casos de diarrea, E.coli representa 

del t(l al 40 de todos los aislamientos 

<OLtPont, y cols., 1971>. 

De acuerdo al mecanismo de patogen íc i dad que han 

desarrollado, las cepas de E. coli asociadas con la di<.~rrea 

infecciosa se han separado en tres grupos. El grltpo más 

eshtdiado corresponde a las cepas productoras de 

enteroto:dnas, el segundo grupo es el de las enteropatógenas 

primeras en asociarse c:on la diarrea en los nil'fos, algunas de 

ellas pueden sintetizar citotoxinas, y el tercer grltpo es el 

de las cepas enteroinvasivas causantes de un sindrome similar 

a la disenteria CSack y cols., 1975, Sussman, 1985). 
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Sin embargo no ea facil identificar estos tres distintos 

mecanismos en las cepas de E.coli, ya qLte con las 

pruebas bioquirnicas que las identifican no se determinan los 

mecanismos de 

enteropatógenas 

aglutinación 

pertenezcan 

patogenicidad. Para identificar a 

es necesario efec tLtar reacciones 

y asi identificar a aquellas cepas 

a los serogrupos reconocidos 

las 

de 

qLte 

como 

enteropatógenos CGross y cols.,1985); para identificar a las 

cepas de E.coli reconocidas como enteroinvasivas 

se utiliza un ensayo biológico desarrollado para Shigella, 

aunque en la actualidad se est' estudiando un ensayo 

molecular, 'ste emplea una sonda especifica para estas cepas 

CSethabutr y col s., 1986). Para estudiar las cepas 

enterotoxigénicas se han desarrollado una gran variedad de 

ensayos, desde los bioló~icos hasta los moleculares< Dean y 

cols. 1 1972 1 Danta y cols. 1 1974 1 Evans y cols. 1 1977, Frantz y 

col s. 1 1981 1 Sack y col s. 1 1980, Echeverria y col s., 1984 1 

Seriwatana y cols., 1987, Oprandy y cols.,1988). 

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo de este trabajo 

fu¡ preparar sondas radioactivas a partir de los plásm1dos ya 

descritos en la literatura, para identificar las cepas 

enterotm:igénicas de E.coli provenientes de Lln estudio 

epidemiológico, pudiendose comprobar la especificidad y 

sensibilidad de estas sondas. 
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ANTECEDENTES 

La infección por cepas enterotoxigénicas parece prevalecer en 

los paises tropicales en desarrollo, afecta principalmente a 

los nif't.os menores de cinco af'los <DL1F'ont y cols., Guer-rant 

y cols., 1975, Nalin, 1975, Gross y cols., 1979), y a quienes 

viajan a esos lugares <Rowe y cols.,1970, Sack y cols., 1977, 

Shore, 1974, DLIF'ont, 1980, Rosenberg y col s., 1977>. 

EstL1dios Genéticos. 

Estas cepas enterotoxigénicas poseen la información genética 

para la sintesis de dos to::inas di·ferentes, Llna termolábil 

<LT) y/o Llna termoestable <STI en plásmidos designados Ent 

<Smith y cols.,1971a, 1971b, Gyles y cols.,1974, Elwell 1980 l. 

Estos plásmidos son aL1totransfe1·ibles <Smith y 

cols., 1968, Gyles y cols, 1974, 1977 y 1978 y a veces 

poseen información para resistencia a antimicrobianos <Gyles 

y cols 1974 y 1978, Echeverria y cols, 1981), Mazaitis, 1980, 

McConnell y cols., 1980, 1981, Scotland y cols., 197'~ 1, 

aunqLle también se ha descrito la sintesis de toxina LT 

caL1sada por la presencia de un fago <Takeda y cols.,1978). 

Los plásmidos Ent pueden codificar para LT 1 Gyles y cols., 

1974,_ McConnell 

col s., 19741, o 

y cols, 19791, para toxina ST ( Gyles 

para ambas toxinas LT y ST < Gyles 

y 

y 

cols., 1977, Scotland y cols, 1979 ). 

Se sabe qLle los plásmidos Ent ST son heterogéneos tanto en su 

tamaf'lo como en la secuencia de nucleótidos Gyles y col s.,. 

19741; esta heterogeneidad se puede deber a la natL1raleza de 

transposon del gene est 1 Willshaw y cols, 1980 >, con Lln 
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6 
tamat'lo de al1·ededor de 60 X 10 dal tones y L1n contenido de G 

+ C apro:~imadament0 del 5(• :~ ( Gyles y cols., 1978 ) . 

AlgLlnos plásmidos Ent LT se han estudiado con detalle y se ha 

demostrado qL1e poseen Lln alto grado de homologla, la cL1al 

varia dependiendo del origen del plásmido, esto es si son de 

origen hLtmano o animal ( So y cols., 1975, Elwell y cols., 

1980). 

Se ha demostt•ado qL1e los plásmidos Ent LT pL1eden ser 

agrupados de acL1erdo a SLIS propiedades genéticas y 

moleculares como son la homologia en los nucleótidos 

(So y cols.~ 1980). Los plásmidos de cepas pertenecientes a 

diferentes serotipos y de diversas localidades geográficas 

pL1eden compartir un 95 X o más de homologiá en la secuencia 

de nucleótidos del plásmido entero <McConnell y cols., 1979). 

Los plásmidos LT/ST no estan relacionados con los ST ( So M. 

y col s., 1979), y los plásmidos LT/ST y los LT estan 

relacionados con los grL1pos de incompatibilidad FI, FII, y 

FIV IWillshaw y cols.,1980). 

ProdLtcción de To:dnas 

Las dos.toxinas producidas por estas cepas a su véz han sido 

objeto de estudios detallados que empezaron a principios de 

los at'los 70, lo que ha condL1cido a un conocimiento casi 

completo de ambas toxinas ( Alderete y cols., 1978, Fielf y 

cols., 1978, Holmgren y cols., 1974, l(apitanny y cols.,1979). 

La toxina LT es una proteina con Lln peso molecL1lar de 

alrededor de 86,000 daltones, inmL1nológica y fL1ncionalmente 
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es similar a la toxina del cólera¡ está constituida por una 

subunidad A con actividad tóxica, y cinco subunidades B, las 

cuales son reconocidas por receptores de los enterocitos de 

la ffiL\COSa intestinal constituidos por gangliósidos y 

glicoproteinas relacionadas. La subunidad A induce la ADP-

ribosilaci6n de la enzima adenil ciclása de los entrarocitos, 

activando la sintesis de adenosin monofosfato ciclico IAMPc> 

lo que provoca una hipersecreción prolongada de liquidas, y 

electrolitas hacia el lúmen intestinal e Gill y cols., 1981, 

Clements y cols., F/79, f<lipstein y cols, 1978, Lindholm y 

cols.,1983, Robertsan y cals.,1983, Holmgren, 1985>. Existe 

una toxina similar a LT en su actividad biológica pera no 

inmunológica, repartandose dos pesas moleculares para 

esta toxina 1 11.8 y 20 KDal y lo más interesante es que no 

está codificada en plásmidos, por la que se le ha denominado 

LT Il ( Picket y cols., 1986 l. 

La toxina BT posee un peso molecular entre 1,500 a 5,000 

daltones, no se han identificado subunidades ni receptores, na 

es inmLinagénica en estado natyral, y la enzima qL1e activa en 

los enterocitos es la guanil ciclása que aumenta los 

niveles de guanosin monofosfato ciclico IGMPc>, esto a su véz 

ocasiona una hipersecreción de corta duración de liquidas y 

electrolitos. Se han descrito dos tipos de toxina ST, una 

producida sólo por cepas aisladas de animales CSTbl y la ot;1•a 

aislada de cepas humanas y animales ISTal.Además se ha reportado 

qL1e dentro de estas dos clases e:dsten diferencias entre las 

toxinas producidas CDreyfus y cols., 1983, Lallier y cols., 
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1980, Ta~eda y cols., 

1985). 

1979, Wolk y cols., 1980, Holmgren, 

Los ensayos que se han desarrollado para detectar estas cepas 

enterotoxigénicas son de cuatro clases: 

a)Ensayos en Modelos Animales. Se basan en la inoculación 

de asas de intestino ligadas, o de inoculación intragástrica 

con los sobrenadantes de cultivos bacterianos <Dean y cols., 

1972, Moon y cols., 1966 y 1970 ) . 

b) Ensayos en Cultivos Celulares. Estan basados en el cambio 

morfológico que se produce en algunas lineas celulares 

establecidas en presencia de la toxina LT. Estas lineas 

celulares son la de glándula adrenal de rata CYll y la de 

ovario de hamster chino ICHO). No se ha reportado este tipo 

de ensayos para las tm:i'nas ST Danta y cols., 1974, 

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

c) Ensayos Inmunológicos. Tal véz los más desarrollados, 

comprenden desde la inmunodifusión radial ( Honda y cols., 

1981), la hemólisis pasiva<Evans 1977, Tsukamoto 19801 y la 

coaglutinación Ronnberg y cols., 1983 ) para detectar 

toxina LT¡ el ensayo inmunoenzimático ( Frantz y cols., 1981, 

1'1ipstein y c:ols., 1984, Sack y c:ols., 1980, Svennerholm y 

c:ols., 1986, Thomson y cols., 1984 y el radioinmunoensayo 

Frant:: y col s., 1981, Gianel la y col s., 1981 ) para la 

detección de ambas toxinas. 
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d) Ensayos MolecLllares. Algunos laboratorios de 

investigación han desarrollado la hibridización del ADN con 

sondas radioactivas elaboradas con fragmentos da los genes 

que codi.fican para ambas toxinas < Echeverria y cols., 1984, 

1985, 1986, Lanata y cols., 1985, Moseley y cols., 1980,1982 1 

Patamaroj y cols., 1983, Seriwatana y cols., 1983, 1986 ) , 

también se han desarrollado las sondas sintéticas 

radioactivas 

col s., 1988 

Hill y cols., 1'183, 1'184, 1985, Sommerfelt y 

). En la actualidad se han desarrollado las 

sondas enzimáticas < Georges y cols., 1983, Langer y col s., 

1981, Oprandy y col s., 1988, Romick y col s., 1987, Seriwatana 

y cols., 1987, Sethabutr y cols., 1986 ) las cuáles se 

encuentran ya en el mercado. 

Consideraciones sobre ~~ ensayos 

Los modelos animales, los ensayos con cultivos celulares y 

los inmunológicos presentan serias desventajas e 

inconvenientes. De una manera general coni;umen mucl10 tiempo y 

son costosos ya que requieren por un lado resembrar las 

cepas en medios liquidas para obtener los sobrenadantes 

necesarios en estos estudios, por otro lado lo• modelos 

animales requieren de área y personal entra en un 

laboratorio, y para los ensayos con cultivos celulares es 

necesario contar con las lineas celulares, equipo, medios de 

cultivo y sueros de animales muy especif icos. Además para los 

ensayos inmunológicos es indispensable contar con las toxinas 

~urificadas, obtener los antisueros especificas, y en el caso 

de la toxina ST la dificultad aumenta debido a la poca 
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ant1genicidad que ésta posee . 

Ve11 ta ¡as ele los Ensayo§. Moleculares 

La hibridización dei ADN es una metodologiá qL1e se 

basa en el reconocimiento por complementariedad de bases en 

segmentos de AON. Este método ha permitido la identificación 

de los segmentos que contienen los genes que codifican para 

la sintesis de las enteroto):inas de algunas cepas de ~ 

1 Denhardt 1966, Pardue y cols., 1969, Grunstein y cols, 

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

Ha sido empleada desde 1978 por So M, y cols, Dallas W. y 

cols,en 1979, Lathe R. y cols, en 1980, primero para el 

estudio de los segmentos que codifican para estas 

enterotoninas, lo que condujo a la clonación de los genes elt 

1 So M. y cols, 1979 y 1980, Yamamoto T. y cols. 1980 y 1981, 

Moseley S. y cols, 1983, Lee c. y cols, 1983, Picken R. y 

cols, 1983, Picket C. y cols, 1986 ), 

También ha sido utilizada para la identificación de cepas 

enterotoxigénicas aisladas de pacientes con diarrea 

Moseley S. y cols, 1982 y 1983, Seriwatana T. y cols, 1983 

y 1987, Lanata C. y cols, 1985, Sethabutr O. y cols, 1986, 

Sommerfelt H. y cols, 1988, Thompson M. y cols, 1988 l y 

finalmente en estudios epidemiológicos en donde se han 

identificado estas cepas al analizar muestras provenientes de 

humanos, de animales y del ambiente Echeverria P. y cols, 

1984, 1985, 1986, Georges M.y cols, 1983 1 Hill W. y cols, 

1983,1984,1985, Lee C. y cols, 1983, Oprandy J. y cols, 1988, 
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Patamaroj V. y cols, 1983, Sayle1' G. y cols, 1985, Wateson Y. 

y cols, 1988 >, lo que permitió conocer en estos casos la 

probable diseminación de los brotes. 

Esta técnica ha facilitado la identificación de las cepas 

enterotó~:igénicas de ~. ya que es relativamente 1·ápida y 

permite el estudio de un gran nOmero de cepas al mismo tiempo 

sin perder sensibilidad ni especificidad. Al comparar esta 

técnica con los ensayos tradicionales se habla observado la 

misma especificidad, aunque con problemas de sensibilidad 

relacionados con factot~es técnicos como lo son el uso de 

fragmentos de ADN demasiado grandes o bién relacionados l:on 

purificaciones defectuosas de los fragmentos ( Moseley S. y 

cols, 1982, Se~iwatana J. y cols, 1983, Echeverria P. y cols, 

1986 >, afortunadamente tales problemas se han subsanado. En 

la actualidad es posible procesar un gran nómero de muestras 

al mismo tiempo con mayor sensibilidad y especificidad que 10>. 

que presentan los ensayos tradicionales. Por lo tanto Llrl 

laboratorio de bacteriologia en donde se lleven a cabo 

estudios epidemiológicos debe contar con esta metodologia. 

12 



OBJETIVOS 

Los Objetivos de este trabajo fueron 

1. Uso de las sondas de ADN clonado como herramienta para 

identificar las cepas enterotonigénic:as de E.c:oli. 

2. Determinar la sensibilidad y especificidad de las sondas 

radioactivas obtenidas . 
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MATERIAL Y METODOS. 

ENSAYOS BIOLDGICOS. 

Material Biológico. Cepa e 600 de E.coli con plásmido 

EWD 299 y Cepa e 600 de E.coli con plásmido SLM004. Células 

de glándula adrenal de rata <Yll, ratones blancos de a 4 

di as de nacidos y las cepas de E. c.:oli provenientes del 

estudio epidemiológico. 

Medios de cultivo. Caldo triptic.:aseina de soya <Difcol, agar 

McConkey <BioHonl, medio F12 adicionado de suero fetal de 

ternera y suero de caballo (In Vitre, S.A.>. 

Reactivos. Los reactivos empleados fueron gl'ado analitico. 

1. Detección de toxina termolábil en cultivo de células 

adrenales de rata <Y1l. 

El modelo fué diseNado por Donta,1974,la presencia de LT se 

pone de manifiesto por el cambio morfológico d~ las células 

en p~esencia de la toxina. 

Preparación de sobrenadantes de cultivos bacterianos. 

Las cepas a estudiar y los controles se inocularon en 5 ml de 
o 

caldo de tripticaseina de soya, se incubaron • 37 C por 18 

a 24 horas en agitación <130 rpml. El cultivo se centrifugó a 
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6000 rpm durante 10 min, y el sobrenadante se esterilizó por 

filtración por membrana Millipore (0.22 uml; el filtrado se 

inoculó directamente al cultivo de células. 

Mantenimiento de Jas células !'.l.._ 

2 
Las células se mantuvieron en botella de cultivo de 25 cm 

con medio F12 adicionado de suero fetal de ternera (2.5 XI y 
o 

suero de cabal lo 112. 5 XI, la betel la se incubó a 37 C en 

atmósfera de 5 X de CO cuando las células formaron 
2 

monocapa, se les retiró el medio de cultivo, las células se 

lavaron con amortiguador de fosfatos, se les al'ladiO un ml de 

tripsina:verseno <0.125 X:0.2 XI, el cual se retiró después 
o 

de 2 minutos. La botella se incubó a 37 C durante 3 a 4 

minutos; cuando se empezaron a desprender las células se les 

al'ladió 1 ml de medio de crecimiento, la suspensión celular se 

homogeneizó, y se retiraron 0.7 ml de la suspensión para 

descartar, se al'ladieron 5 ml de medio de crecimiento y se 
o 

volvieron a incubar a 37 C en atmósfera de CO al 5 X, 
2 

este procedimiento se repitió una véz a la semana mientras se 

trabajó con las células. 

Ensayo. 

Una botella con células que han crecido durante una semana fie 

tripsinizó de acuerdo al procedimiento anterior, y se obtuvo 

un paquete celular por centrifL1gación a 1500 rpm, se 

determinó la concentración celular del paquete, til'lendo con 

colorante de Rappaport en un hemacitómetro para preparar una 

suspensión celL1lar en medio de cultivo de crecimiento con una 
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5 
concentración de 2.5 H 10 cel/ml. De esta suspensión se 

adicionó 0.2 ml a cada uno de los 96 pozos de una placa de 

microtitulación para cultivos celulares, la cual se incubó 

hasta que las células formaron monocapa 148-72 hrs). Antes 

del ensayo, el medio de cultivo se reemplazó con 0.2 ml de 

medio sin suero. Las muestras se inocularon por duplicado 

adicionando 25 ul del sobrenadante filtrado por pozo. 
o 

La placa se reincubó a 37 C durante 24 hrs; después de este 

tiempo se retiró el medio de cultivo y se adicionó metanol a 

cada pozo para fijar Las células durante 5 minutos. El 

metanol se retiró y se aftadió colorante de Giemsa al 5 X, 

dejando teNir durante 45 minutos. La placa se lavó con agua 

bidestilada hasta retirar el exceso de colorante y se dejó 

secar a temperatura ambiente. Se examinó al microscopio, 

checando p1•imero los controles positivos para reconocer el 

redondeamiento ocasionado a las células Danta y cols., 

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

col s., 1975). 

2.0etección de toxina termoestable en ratón lactante. 

El modelo fLté diseftado por Oean, 1972, emplea ratones 

lactantes de uno a cuatro dias de nacidos, ;a los que se 

inocula por via intragástrica con el sobrenadante de los 

cultivos bacterianos; la presencia de la toxina se pone de 

manifiesto ppr la acumulación da liquidas en el intestino del 

ratón. 
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Preparación de sabrenadantes de cul·ti.vos bacterianos. 

Los sobrenadan tes empleados fL\!;;ron los mismos que se 

utilizaron para la detección de la toxina LT, solo se 

adicionó a cada mililitro de sobrenadante una gota de 

colorante azul de Evans al 2 %. 

Ensayo. 

Para que el estómago de los ratones fuera visible al estar 

lleno de leche, éstos se separaron de la madre un poco antes 

de ser inoculados por via intragátrica con 0.1 ml de 

sobrenadante, inoculando dos ratones por muestra a estudiar. 
o 

Los ratones se mantuvieron a 28 e, despL1és de cuatro horas se 

sacrificaron con e ter, se disectaron y se e:·:aminó el 

intestino delgado el cL1al se separó con pinzas y tijeras del 

resto del cuerpo. 

Se reunieron los intestinos de los dos ratones y por 

separado los cuerpos, se pesaron y sae ob tL1vo el coeficiente 

del peso intestinos/cuerpos para cada muestra, el cual 

deberia ser de 0.09 o mayor para aquel las mLiestras que 

resultaran positivas IOean A.G.,1972, Scotland y cols.,1985>. 

Caracterización Electroforética de cepas donadoras de 

Plásmidos. 

Material Biológico. Cepa C 600 de E.coli con plásmido 

EWD 299, cepa C 600 de E.coli con plásmido SLM004 y cepa de 

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

Dr. A. Cravioto del DIF. 

Aislamiento de ADN de plásmido 

Las cepas C600 con los plásmidos EWD299 y SLM004 asl como la 

H10407 se inocularon en tubos conteniendo 2 ml de caldo 

tripticaselna, adicionado de tetraciclina 125 ug/ml) o de 

ampicilina 115 ug/ml> para los plásmidos EWD299 y SLM004 

respectivamente, la cepa,H10407 no requiriO de antibiótico. 
o 

Los tubos se incubaron de 6 a B horas a 37 C en agitación 

constante 175 rpm>. Un ml de cada cultivo se pasó a tL1bos 

Eppendorf de 1. 5 ml de capacidad y se centrifugaron a 61<rpm 

durante 10 minutos. El sobrenadante se retiró y a cada tubo 

se le adicionaron 500 ul de una solución de dextrosa 2.5 X 

adicionada de lisozima 15 ug/ml> en tris-base 0.025 M pH e.o. 
o 

Los tubos se agitaron en vorteH y se mantuvieron a 4 C 

durante 20 minutos, se al'fadie1•on 100 ul de NaOH 0.2 N en SDS 
o 

al 10 X, se dejaron 5 minutos a 4 e y finalmente se aNadieron 

50 ul de acetato de sodio . 1 M pH e.o y 100 ul de RNasa (10 
o 

ug/ml>. La suspensión se dejó ~50 minutos a 4 e, centrifugando 
o 

10 minutos a 4 e y e-9000 rpm en centrifuga Sorval l. 

A los sobrenadantes se les adicionó 2 volúmenes de etanol y 

se dejaron ·precipitando toda la noche. El precipitado se 
o 

recuperó por centri fw;¡ac ión a 12 Krpm a O C durante 15 

minutos, desecando al vacio durante 4 horas. Finalmente se 

resuspendió en 10 ul de Tris-HCl 10 mM pH e.o, NaCl 10 mM y 

E.D.T.A. 1 mM pH e.o < Birnboim y cols., 1979 >. 
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Electroforésis de ADN de E:.l_ásm:ido 

Se preparó amortiguador de Tris-Boratos ( Tris-bas~ 0.089 M, 

Acido bórico 0.089 M y EDTA 0.002 M 1 concentrado 10 veces, 

el colorante indicador de corrimiento fué azul de bromofenol 

<0.025 % en glicerina 7.5 X y dextrosa 7 % l. Para cada 

corrimiento se preparó gel de agarosa al t., disolviendo en 

amortiguador de tris-boratos 1X, calentando hasta disolver 

por completo, evitando la evaporación de la solución. Una véz 

que la solución de agarosa estaba fria y antes de que 

gelificara, se vació dentro de la cámara en la cual se habla 

colocado el peine que darla origen a los carriles de 

corrimiento. Después de que el gel solidificó, se retiró 

con cuidado el peine humedeciendo los dientes previamente con 

amort i gLlador. 

A las muestras de ADN se les adicionó 2 ul de colorante 

apl icandose 10 ul de cada muestra en cada carril. Los tanques 

de los electrodos se llenaron con amort igLlador, de manera que 

éste quedó en contacto tanto con la parte superior del gel 

lpolo negativo> como con la parte inferior !polo positivo>. 

Se aplicó una corriente de 150 V durante dos horas, al cabo 

de las cuates, el amortigLlador se retiró y con mucho cuidado 

se retiró el gel pasandolo a un recipiente con bromLtrO de 

etidio 15 ug/mll en agua desionizada. El gel se dejó tiNendo 

durante 10 minutos, se lavó con agua desionizada y se llevó 

al transiluminador de luz U.V. de onda corta para observar 

las bandas de ADNI Meyer y cols.,1976, Shaberg 1981, Yamamoto 
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y cols., 1980, 1981, 1983 l. 

Hibridización de ADN. 

A. Sondas radioactivas. 

Material Biológico. Cepa C 600 de E.col i con plásmido EWD 

299, cepas C 600 de E.colicon plásmido SLM004, cepa C 600 

con plásmido pBR322, cepa de E.coli H 10407, 121)0 cepas de 

E.coli provenientes dsl estudio epidemiológico y ADN de fago 

lambda como marcador de peso molecular. 

1. Purificación de Plásmidos. 

Plásmido EWD299. 

Este plásmido está constituido dal plasmido pBR313 al cual le 

fué insertado un. fragmento de 1.2 KDal en el sitio de 

restricción Hind III. Este fragmento codifica tanto para 1~ 

subunidad A como para la B de la tmdna, y fué obtenido a 

partir de una cepa productora de toxina termolábil Dallas 

y col s., 1979, Bolivar y col s., 1977. Diag. No. ll. 

La cepa E.col í C 6(1(1 portadora del plásmido EWD299 se cultivó 

inicialmente en 50 ml de caldo de tripticaselna de soya 

adicionado de 15 ug de tetrac:iclina por ml.,se incubó 18 hrs. 
o 

a 37 C. A partir da este cultivo se inocularon 6 matraces 

bafleados de 250 ml de capacidad, con 75 ml de medio de 

cultivo e.en te trae ic 1 ína, asl como un matraz 

densitómett>o con la misma cantidad de medio y tetraciclina. 

20 



o 
Los matraces se incubaron a 37 C con agitación constante de 

75 rpm hasta que el crecimiento bacteriano alcanzo una D.O. 

de 0.4 a 550 nm (alrededor de cuatro horas 1, a cada matraz 

se le adicionó cloranfenicol a concentración final de 170 

ug/ml, y se dejó incubando 18 hrs más, al cabo de las cuales 

los cultivos se reunieron, se centrifugaron a 8-9000 rpm 

durante 20 minutos en una centrifuga Sorvall. 

El paquete celular se lavó con amortiguador de tris 6 mM, 

cloruro de sodio 6 mM y EDTA 0.2 mM (amortiguador 6,6,0.21 y 

se volvió a centrifugar. El paquete se resuspendió en una 

solución de dextrosa 5 mM adicionada de lisozima (2 mg/mll y 

RNasa 10.05 mg/mll en el amortiguador 
o 

6, 6, o. 2. Esta 

suspensión se mantuvo a 4 C durante 20 minutos, al cabo de 

los cuales se aNadió NaOH 0.2 N con SOS al 10 X 

150 mll dejandose 5 minutbs a la misma temperatura, finalmente se 

aNadió citrato de sodio 3 M 138 mll, la suspensión ahora 

viscosa se dejó durante 60 minutos a la 

temperatura. Después de este tiempo, la suspensitln 

centrifugó 
o 

a 8-9 Krpm durante 20 minutos a 4 c. 

misma 

se 

El 

sobrenadante se filtró pasando por una gasa triple y se le 

adicionó un volOmen de etanol absoluto, 
o 

temperatura de -20 e durante 18 a 24 hrs. 

llevandose a una 

El precipitado se recupero'por centrifugación a 15 Krpm 
o 

durante 20 min a O C y se resuspendió en 6,6,0.2 llevandose a 

un gradiente de cloruro de cesio y bromuro de etidio, 

con Tris l M pH 8.4 1 310 ull, Tris M pH 9,4 1310 ull, EDTA 

0.2 M 1125 ull, sarcosyl al 1(1 {, 1125 ull, 2.5 ml de la 
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suspensión de ADN, cloruro de cesio ajustando el indice de 

refracción a 1.3 y bromuro de etidic <125 ull, en tubo de 

polihalómero mezclando hasta disolver las sales y después 

centrifugandose a 40,000 rpm durante 20 hrs a temperatura 

ambiente • La recuperación de ADN plásmido se llevó a cabo 

dentro de un cuarto oscuro. 

La banda que contiene el ADN circular de doble cadena 

Cplásmidosl se retiró puncionando la parte inferior de los 

tubos de polihalómero~ recibiendo por goteo en un tubo de 

polivinilo. A cada tubo que se recuperó se le adicionó un 

volt.'.tmen de agua bidestilada desíonizada y dos volt'.imenes de 
o 

etanol absoluto. Esta mezcla se llevó a -20 C durante 18 a 24 

horas. El precipitado formado se recuperó centrifugando a 12 
o 

l<rpm a O C dL1rante 15 minutos. El pc·ecipitado se secó al 

vacío, se resuspendió en 6,6,0.2 y se le adicionó sarcosyl al 

0.2·% C0.2 mll y cloruro de litio 8 M C0.5 mll, se extrajeron 

proteinas adicionando ·fenol saturado: cloroformo ( 1: 1) 

agitando bién la mezcla en vortex y centrifugando a 6 Krpm 

durante 5 minutos a temperatw·a ambiente, se recL1peró la ·fase 

acuosa y a ésta se le af'ladieron ? ~ 
__ ,_, 

volúmenes de etanol 
o 

absolL1to, precipitando a -20 e d~tran te 18 a 24 hr1;. El 

precipitado recl.tperado por centrifugación y secado al vacio 

se resuspendió en 500 ul de 6,6 1 0.2 determinandose la 

cantidad de ADN recuperada y la pureza de al 

espectro·fotómetro, para lo cual se hizo una dilución 1:51J y 

se leyó al espectro a las longitudes def onda de 260 y 280 nm. 

22 



El bromuro de etidio se retiró mediante extracciones con 

n-butanol saturada can agua, recuperandose la fase acuosa y 

repitiendose la extracción hasta que desapareció el color 
o 

del bromuro, el ADN se precipitó can etanol absoluto a -20 C 

durante toda la noche, el precipitado se resuspendió en 400ul 

de 6,6,0.2, se fraccionó en alicuotas de 50 ul y se congeló 
a 

a -70 C ( Bolivar y cols., 1977, Birnboim y cols., 1977, 

Dallas y cols., 1979, Echeverria y cal s., 1984, Maniatis y 

cals., 1982 ) • 

F'lásmida fil!!. QQi 

Este plásmida está constituida par el pBR322 que contiene 

además un fragmento de aproximadamente 840 pares de bases del 

gene que codifica para la toxina ST-H (Moseley S. y 

cal s., 1983, Maniatis y cols., 1982, Fig. 2l. 

El procedimiento para la purificacióp de este plásmido fué el 

mismo que para el anterior , can la diferencia de que el 

antibiótico empleado para el crecimiento de la cepa fué 

ampicilina a una concentración de 15 ug/ml. 
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2. Obtención de Fragmentos . 

2.1 Fragmento LT del plásmido EWD 299 

Digest"ión 9ID.. Hinc: .!L... 

Se preparó el amortiguador de reacción 1 Tris-HCl 50 nM pH 

7.5, MgCl 5 mM, Ditiotreitol 0.5 mM, albúmina bovina 
2 

100 ug/ml) para la reacción se procedió de la siguiente 

manera: 

10 ul de ADN plásmido 150ugl. 

2 Lll de enzima Hinc: I I ( 100 UI. 

18 ul de amortiguador de reacción. 

Para determinar el tamaNo de las fragmentas generados, se 

empleó ADN de lambda digerido con la enzima Hind III. 

La mezcla se incubó en un tuba Eppendorf de 500 ul de 
o 

capacidad a 37 C durante toda la noche, la reacción se paró 

con 5 ul de EDTA 0.5 M. 

Se practicó una electroforésis horizontal en agarosa de bajo 

punto de fusión al .75 X en amortiguador de tris-boratos, 

aplicando una corriente de 100 volts durante dos horas. El 

gel se tiNó con bromuro de etidio 1 5 ug/ml ) y se procedió a 

observar con ayuda del transiluminador de luz U.V. 

De acuerdo al diagrama de restricción del pBR313 1 obtuvimos 

cinco fragmentos, el que ocupó el quinto lugar 10.8 

megadaltanesl fué el que se recuperó del gel por extracción 

fenól ica. 

Esta banda <quintal se cortó con una navaja estéril, se 
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desmenu=ó en pequenos fragmentos, y con ayuda de una espátula 

estéril los fragmentos se pasaron a un tubo Eppendorf de 1.5 

ml de capacidad, se les adicí.olio 400 ul de amortiguado1· 
o 

6,6,0.2, inc:L\bandase en baf1o maria a 65 durante cinco 

minutos, al cabo de los cuales el tubo se agitó vigorosamente 

y se adicionaron 400 ul de fenol saturado, la me=cla se agitó 

en vortex y se centrifugó a 6 Krpm durante cinco minutos. La 

fase acL\osa fué recLtperada, y ésta se e:·:trajo Lma véz 

más con fenal saturado:cloroformo (l:ll, repitiendose la 

agitación y la centrifugación. La fase acuosa se trató 

finalmente con cloroformo recuperandose la fase acuosa, a la 

que se le adicionaron dos volOmenes de etanol absoluto y 15 

ul de acetato de sodio 3 M, se dejó precipitando toda la 
o 

noche a - 20 c. El sobrenadan te se recuperó por 
o 

centrifugación a 12 Krpm a O C durante 15 minutos, el 

precipitado se lavó una véz con etanol al 70 l., se ser:é al 

vacio y se resuspendió en 50 ul de amortiguador 6,6,0.2. 

Para verificar que efectivamente se habla recuperado el 

fragmento, se practicó una electroforésis horizontal en una 

minic:ámara en agarosa al • 75 % y tris-boratos como 

amortiguador, la electroforésis se corrió durante 45 minutos 

a 80 volts. Se aplicaron 2 L\l de la muestra y 2 ul de 

colorante ( azul de bromofenol 0.125 %, glicerina 25 X y 

dextrosa 25 l.). El AON asi obtenido se dividió en alicuotas 
o 

y se congeló a -70 C C Moseley y cols., 1982, Ec:heverria y 

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

c:ols., 1982>. 
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2.2 Fragmento STa-H del plásmido SLM004, 

Digestión i=.gn I.ª9. L.. 

Se preparó el amortiguador de reacción C Tris-HCl 10 mM pH 

8.4, NaCl 100 mM, MgCl 6 mM, 2-mei•captoetanol 6 mM ) , la 
2 

composición del volúmen de digestión fué la siguiente: 

10 ul de ADN C50ugl. 

2 ul de enzima Taq l <lOOUl • 

8 ul de amortiguador. 

Como control de digestión se empleó el plásmido pBR322 1 la 
o 

mezcla se incubó a 37 C dur<:mte toda la noche, adicionando 

5 ul de EDTA 0.5 M para detener la reacción. Se corrió una 

electroforésis vertical en gel de agarosa 0.75 % en 

amortiguador tris-boratos y corriente de 100 volts durante 

dos horas. El gel se tiNó con bromuro de etidio ( 5 ug/ml > 

durante 10 minutos, y se observó el patrón de bandas obtenido 

con ayuda del transiluminador. 

Se obtuvieron 9 bandas en el plásmido SLM004 y 8 en el 

pl3R322 1 la banda presente en el SLMOü4 y ausente en pBR322 es 

el fragmento de 840 pares de bases que es el fr~gmento ST-H 

inser'tado en el pBR322. 

Este fragmento se cortó con navaja estéril, se partió en 

fragmentos más pequehos y se extrajo y purificó de la manera 

antes mencionada. 
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Di9estión S.Q!1 Hoa l.l 

Teniendo en cuenta que la cantidad de ADN se ha reducido al 

16 X ( de 50 ug a ~ 8 ug ) se reGnen los fragmentos de varias 

reacciones para obtener una buena cantidad de ADN, 

preparandose el siguiente volúmen de digestión: 

10 ul ADN ( 10 ugl. 

2 L\l de enzima Hpa I I (30 Ul. 

6 ul de amortiguador . 
2 ul de agua desionizada. 

El amortiguador empleado fué el recomendado por Maniatis. La 

mezcla se incubó toda la noche, se adicionó 5 ul de EDTA 0.5 M 

para detener la reacción. En esta ocasión la electro·forésis 

se corrió en gel de acrilamida al 8 X, en cámara vertical, 

con amortiguador de tris-boratos y corriente de 80 volts 

durante dos horas. El gel se tiftó con bromuro de etidio 

( 1L1g/mll, las bandas se visual.iza ron por medio del 

transiluminador de luz UV. 

Se obtL1vieron 4 bandas ("'290, 240, 200, y 116 pares de 

bases), la tercer banda se retiró cortando con una nava.ja. 

Para retirar la acrilamida se procedión de la siguiente 

manera: el gel se desmenuzó y los pequeftos trozos se pasaron 

a un tubo Eppendorf de 1.5 ml de capacidad, al cual se le 

aftadió 500 ul de amortiguador de extracción ( Tris-HCl 50 mM 

pH a.o, SOS 0.2 %, acetato de sodio 0.3 M, EDTA 4 mM >, la 
o 

mezcla se incubó 16 horas con agitación constante a 37 C. Se 
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centrifugó a 8 Krpm durante 10 minutos, el sobrenadante se 

recuperó y la acrilamida se volvió a lavar con el mismo 

amortiguador. Los sobrenadan tes se 1'eLtn i e ron y se 
o 

precipitaron con etanol absoluto a - 20 e durante toda la 
o 

noche. El precipitado se recuperó por centrifugación a O C 

durante 20 minutos a 12 l(rpm, y se lavó una 0ez con etanol al 

70%, finalmente se resuspendió en 50 ul de amortiguador, se 
o 

dividió en alicuotas de ~ 12 ul y se congeló a -70 C. Por 

electroforesis se comprobó que el fragmento se habla 

recuperado <Moseley y cols., 1982, Maniatis y cols., 1982 l. 

3.Conjugación a Compuestos Radiomarcados • 

3. 1 Fragmento Hinc 11 (L Tl y Fragmento Taq l + Hpa 11 (STa-Hl 

por "Nick Translation". 

El material necesario para esta reacción fué adquirido en un 

juego o equipo INew England Nuclear) que contiene los siguientes 

componentes: 

Amortiguador Hepes pH 6.6, MgCl albúmina bovina y 2-
2 

mercaptoetanol l, mezcla de desoNinucleótidos trifosfatados 

en concentración de 100 uM de dATP, dGTP,y dTTP, DNA 

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

7.5, 2-mercaptoetanol y glicerol, desoNicitidina trifosfatada 
32 

marcada con P en posición alfa con 3000 Ci/mmol, 

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

en Tris-HCl para puri-ficar el ADN en col'Ltmna y n-p1·opanol al 

20 %. 
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Para desnaturalizar el ADN obtenido de los plásmidos se 

requirió calentar la muestra en baNo maria a ebullición 

durante tres minutos y enfriar en hielo inmediatamente. Se 

aNadió ADN en exceso, por ejemplo si se necesitaban 50 ng se 

adicionaron 150 ng para asegurar que 

desnaturalización hubiera ADN suficiente. 

después 

La mezcla para marcar con si st ió de lo siguiente: 

12 Lll de ADN desnaturalizado <150 ngl. 

6 ul de amortiguador. 

de la 

6 ul de nucleótidos tri fosfatados no marcados. 

6 Ll l de agua des ionizada. 

10 ul de dCTP marcado. 

ul de polimerasa. 

Los componentes se incorporaron de acuerdo al orden 

presentado en L\O tLtbo Eppendorf de 1.5 rnl de capacidad, el 

cual se centrifugó por 2o'a 30 segundos para que la muestra 

quedara en el fondo del tLtbo, el tubo se dejó a temperatura 

ambiente por tres horas. La reacción ·fué detenida adicionando 

400 ul de trietilamina. Mientraé la mezcla estaba en 

incubación, se activó el cartucho de purificación Sephade11 

G75 lavando primero el interior con 2 ml de metano! 

utilizando una pipeta Pasteur, después con ayuda del 

adaptador de la columna y una jeringa de 5 ml se hizo bajar 

el metano! por la columna, la velocidad de flujo fué de una 

gota cada dos segLmdos, de la misma manera se pasaron 2 ml de 

trietilamina y la columna se mantuvo todo el tiempo hidratada 

con la trietilamina. 
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La mezcla radiomarc:ada se af'ladió con una micropipeta (430 

ull, y con la misma jeringa se aplicó un poco de preaión para 

qLte la muestra bajára por la columna. Se af'ladiEwon 2 ml ele 

trietilamina para lavar el exceso de nLtc leót idos no 

incorp~rados, el flujo de elución fué el mismo que el 

anterior o un poco menor ( una gota cada 4 segundos ) . Parci 

eluir la "sonda" o sea el f1•agmento de ADN ya ma1·cado, se 

aplicó 1 ml de n-propanol al 20 % al tope de la columna y se 

hizo pasa1' por la columna con ayud<.\ de la jering<ll. Se 

colectaron fracciones de.400 ul. Para determinar el pico del 

eluado se tomó 1 ul de cada fracción y se absorbió sobre 

membrana de fibra de vidrio, la membrana se pasó a un vial 

que contenía liqLlido de centelleo <2-5 dif&nil o::azol en 

tolL1enol y se midie1•on las emisiont?s en un contador de 

particLtlas rcidioactivas. 

Una véz determinada la actividad especifica, las "srmdas" se 
o 

mantL1vieron a -20 C ( Manual de Proced imí en tos F~PELS-NE:F'-103, 

NEN DuPont, Maniatis y cols., 1975, 1982, Pardue 1969, F'icken 

y cols., 1983, Rígby y col s., FJ77, Sayler y col s., 1985 ) • 

3.2 ?ligonucle6tido Sintético <LT,ST-H) 

Estos oligonucleótidos <~21 bases) sintetizados por el Dr. 

W. Hill y amablemente proporcionados por el D1·. Cebule1 de la 

Administración de Alimentos y Drogas de EUA <FDAI y por el 

Dr. Cravioto del DIF, se utilizaron para estudiar todas las 
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mLtestra:> y asi poder establecer la sensibilidad y 

especificidad de lds sondas clonadas. 

Para esta reacción se requiere del siguiente material: 

ADN (75-125 ngl. 5 ul. 
32 

" 
ATF' 3000Ci/mmol ._;. Ltl. 

Cinasa de T4 (20LJ) Ll 1. 

Amortiguador Denhardt 2.5 ul. 

Agua bidest. des ion. 13 ul. 

Los componentes se mezclaron y se centrifugaron brevemente ( 2 a 
o 

3 segundos ) se incLtbaron a 37 C durante una hora al _cabo de la 

cual se detuvó la reacción con 1.6 ul de acetato de amonio 

4 M. 

Una microcolumna con DEAE-Celulosa se equilibró durante una 

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

dos segundos. La mezcla radioactiva ya incubada se aplicó a 

la columna, y ésta se lavó con 4 ml de amortiguador para 
32 

retirar el ATP libre. Se af'fadieron 400 ul de acetato de 

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

de los eluados se comprobó en un contador de particulas 

radioactivas. 

4. Desnaturalización y Fijación de ADN. 

Las 1200 cepas se obtuvieron de clinicas de Medicina Familiar 

del Instituto Mexicano del Seguro Social. Provienen de 

pacientes que acuden a consulta médica a causa de la diarrea 

aguda con menos de 15 dias de evolución. Se seleccionaron 
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aquellos pacientes que no hablan recibido tratamiento con 

antibióticos por lo menos una semana antes del estudio. El 

grupo control o asintomático, se seleccionó muestreando un 

individuo por cada 4 pacientes con diarrea, y consistió de 

pacient~s que 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 completó el ndmero mencionado. Las 

colonias aisladas del .coprocultivo e identificadas como 

E.coli se utilizaron para esta parte del trab¿1jo. Además 

todas las cepas fueron estudiadas por serologia para 

identificar aquellas cepas pertenecientes a los grupos 

enteropatógenos y enterotoxigénicos mas frecuentes. 

El ADl\l de las colonias tanto de las cepas conocidas como el 

de las cepas del estudio epidemiológico fué desnaturalizado y 

f i .iado 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 además del control negativo 

y del control positivol,por duplicado y se dejarbn incubando 
o 

a 37· C durante 18 a 24 horas. Un papel filtro de 9 mm se 

colocó sobre la superficie de cada placa con las colonias 

crecidas a manera de hacer una impresión de e~tas, se dejó 

durante una hora. Después de este tiempo los papeles filtro se 

retiraron de la superficie del agar y se desnaturalizaron 

sobre la superficie de papel filtro Whatmann No. 1 impregnado 
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con NaOH al 2 ~ en NaCl 1.5 M y a temperatura de 

ebullición en bano maria durante 3 minutos, al cabo de los 

cuales se colocaron sobre una papel filtro Whatmann 

No.1 saturado con Tris 1 M pH 7.2 en NaCl 1.5 M dejandose por 

espacio de 4 minutos, se retiraron y se secaron a temperatura 

ambiente. Finalmente se almacenaron en desecador al vacio 

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

5. Hibridización de ADN en Colonia. 

Para la hibridización en colonia se preparó amortiguador SSC 

20X (Citrato de Sodio 3.5 M Cloruro de Sodio 3 MI 15 ml de 

solución Denhardt ( albúmina bovina 5X , polivinyl pirrolidona 

5X SDS 10 /. ) , agLta des ionizada (28. 9 mll, EDTA O. 5 M 

(100 ull, ADN de timo de.ternera sonicado y desnaturalizado 

por ebullición durante 5 minutos (1 mll. 

Esta solLtción se vació en una caja de Petri desechable 

limpia, y con una micropipeta se adicionó la "sonda" < la 

clonada o la sintética, con una cuenta radioactiva minima de 
6 

1 X 10 cpm l. Los filtros con el ADN desnaturalizado de las 

colonias se metieron uno a uno en esta solución, con una 

rejilla de malla de alambre entre cada filtro. Se incubaron a 
o 

45 C durante toda la noche. 

DespLtés de 18 horas de incubación, los filtros se lavaron con 
o o 

una solución 6X de SSC precalentada a 50 C para LT y a 54 C 

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

durante una hora, el lavado y la incubación se repiten una 
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véz más. Finalmente se lavaron con SSC 2X a temperatura 

ambiente. Se retiró toda la solución de las cajas Petri, 

los filtros se secaron a temperatura ambiente colocándolos 

sobre toallas de papel absorbente. Una véz secas se pegaron 

con ci~ta adhesiva a una mica o un separador de mica, y ésta 

mica asi "cargada" se metió 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 

intensificación y sobre la mica donde fueron adheridos los 

filtros. El chasis bién.cerrado se envolvió bién con una 
o 

bolsa de plástico y se llevó al congelador de -70 C durante 

50 a 72 horas. Después de este tiempo la pelicula se sacó 

<en cuarto oscuro) y se reveló de acuerdo a las instrucciones 

del proveedor, l(odak de Mé:dco <Denhardt 1966, Grunstein y 

cols.,1975, Laskey y cols., 1977, Meinkoth y cols., 1984, 

Pardue y cols., 1969 ). 

B.Sondas Enzimáticas. 

Estas sondas fL1e1·on desarrolladas y manufacturadas por 

Molecular Biosystems, !ne. para New England Nuclear de 

DuPont. Los nucleótidos (15-35 bases) poseen una molécula de 

fosfatasa alcalina en enlace covalente con el C-5 de una 

timina. El nucleótido marcado se detecta por la adición de 

sustrato que formará un precipitado de color en presencia de 

la enzima. 
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Material Biolagico. Cepa H10407 de E. col i,, 120(> cepas de 

E.coli provenientes del estLtdio epidem1ológit.:o. 

11edios de Cultivo. Agar XLD (:dlosa, lisina,deso:dcolato). 

1. Preparación de Cultivos Bacterianos. 

Las cepas control y las provenientes del estudio se 

inoculan sobre membrana de nitrocelulosa y después de un 

crecimiento de 4-5 horas las membranas se retiran y se 

procesan para desnaturalizar el ADN. Antes de inocular 

primero se marcaron los puntos de referencia en la membrana 

de nitracelLtlosa con un lápiz 3H, estos puntos servirán de 

guia en la inoculación con palillo. 

Después de marcar la membrana e identificarla, se procedió a 

colocarla sobre la superficie del agar XLD contenido en una 

caja de F'etri, las cepas se fueron inocLtlanda can los 

palillos de madera estériles, teniendo cuidado de no romper 

la membrana. Cada membrana incluyó 45 cepas con dos controles 

positivos y un negativa, las membranas se inocularon por 

duplicado. 

Las placas de agar can las membranas inoculadas se incubaron 
o 

a 37 e durante 4 -5 horas, dependiendo del desarrollo de las 

colonias. Después de este tiempo la membrana se retiró 

colocandala durante 5 minutas sobre un disco de papel filtra 

impregnado con SDS al 10 X para lizar la pared celular. La 

membrana se retiro del SDS y se pasó a Ltn papel filtro 

saturado con NaOH 0.5 N y NaCl 1.5 M para desnaturalizar el 

ADN. 
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Después de cinco minutos se retiró la membrana y se colocó 

durante 5 minutos en un papel filtro saturado con Tris base 

0.5 M pH 7.5 en NaCl 1.5 M. Se hizo otro pase de la membrana 

a un .Papel filtro saturado con la misma solución anterior 

durante cinco minutos para completar la neutralización. Al 

cabo de este tiempo la membrana se 1·etiró, se dejó sec:ar al 
o 

air·e y se pasó a una estu·fa con vacio a 80 e durante una hora 

para fijar el ADN sobre la memb1·ana, éstas se pueden 

almacenar dentro de un desecador < Protocolo, UniverGidad de 

Ghotenburgh). 

2. Hibridización de ADN. 

El equipo para hibridizar contiene: 

Sonda marcada con fosfatasa alcalina, ADN control, nitroazul 

de tetrazolio <NTB>, 5-bromo 4-cloro- 3 indolil fosfato 

<BCIP), amortiguador para la reacción enzimática y agua 

desionizada e9téril. 

En cada reacción de hibridización se trabajaron dos membranas 

por bolsa, previa a la hibridización se humedecieron con SSC 

5X, se introdujeron dentro de la bolsa adicionando 3 ml de 

amortiguador de Oenhardt, las burbujas de aire se retiraron 

con cuidado antes de sellar la bolsa, de manera que la 

solución estuviera siempre en contacto con las membranas y 

se llevó a incubar en bafto maria a la temperatura 
o o 

indicada por el proveedor C50 C para LT y 50 C para STl. La 

bolsa se retiró del bafto despL1és de 15 minutos y las 
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membranas se pasaron a ott·a. bolsa a la. cual se le adicionó 

ml de amortiguador de Denl1ardt y 5 Ltl de la sonda 

en=imattca. 

La bolsa sin burbujas y bién sellada se llevó al baNo 

metabólico a la temperatura indicada durante 15 minutos. 

Después de este tiempo se retiró la bolsa del ba"º• 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 procedió de la siguiente 

manera: 

- 2 lavados de 5 minutos cada Llno con SSC 1 X con SOS al 1 'l., a 
o o 

la temperatura indicada< 45 para LT y 50 para ST ). 

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

tritón al 1 X a la misma temperatura. 

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

tritón al 1 X a temperatura ambiente con agitación. 

- 2 lavados de 5 minutos cada uno en agitación a temperatura 

ambiente con SSC 1 X. 

Después ~e los lavados, las membranas se metieron a una bolsa 

adicionando 7.5 ml de amortiguador <Tris-HCl, NaCl, MgCl , 
2 

ZnCl y azida de sodio 0.02 X 1, 33 ul de NTB C Nitro azul de 
2 

tetrazolio y 25 ul del sustrato 5-bromo-cloro-3 indolil 

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

se selló muy bién, y ésta se dejó a temperatura ambiente 

dL1rante 4 a 6 horas. Después de este tiempo las membranas se 

1 avaron con agua des ionizada y se determinaron reacciones 
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positivas a aquellas colonias que hubieran fijado el 

colorante NTB< Denhardt 1966, Georges y cols., 1983, l(incaid 

y cols., 1988, Langer y cols., 1981, Manual de Instrucciones 

NEN ESNAPJ DuPont, Oprandy y cols., 1988, Romick y cols., 

1987, · Seriwatana y cols., 1987, Sethabutr y cols., 

Smith y cols., 1988, Wateson y c:ols., 1988 l. 

ldentif icación Serológica 

1986, 

El esquema para serogr:upa1·· E. col i está basado en el descrito 

por t(auffman y depende de la identificación de los antigenos 

somáticos "O" constituidos por lipopolisacáridos. 

La técnica básica utilizada para identificar el antígeno O es 

la de aglutinación en tubo. El procedimiento descrito aqui se 

emplea en el Laboratorio Central de Salud Pública de 

Colindale en Londres, Inglat•rra( Gross y cols.,1985 l. 

-Cepas de E.c:oli enteropatógenas control. 

026,055,011,0127,086,0119,0125,0125,0126,y 0128 

-Antisueros para grLtpos enteropatógenos de E.cóli <Difc:ol. 

026,055,0111,0127,0B6,0l19,0124,0125,0l26,0l28 

-Anti sueros para grupos enterotoxigénicos y algLtnOS 

enteropatógenos de E.coli proporcionados por S.S. 

018ab 1 018ac,044,078¡ 06,0B,015,020,025,027,063,0148 y 0159 

-Cepas provenientes de estudio epidemiológico. 
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Medios de f;_ul tivo. A1~ar de McConkey, triptlcaseina de soya y 

gelosa nutritiva. 

Prep~wación ,Je Antígenos Control 

Las cepas de E.col i en teropa·togena fueron proporcionadas por 

el Dr. A. Cravioto y además de servir de control nos 

permitieron obtener el titulo de trabajo de los antisueros. 

Cada cepa se inoculó en 5 ml de caldo de tripticaselna 
o 

incubandose a 37 C durante 18 a 24 horas. Después de este 

tiempo el cultivo se llevó a ebullición en bano maria durante 

una hora. Los cultivos se enfriaron y se les adicionó 

formaldehido a una concentración final de 0.06 %. Esta 

suspensión se mantuvo en refrigeración constantemente. 

Esta titulación en ajedre=, se llevó a cabo para conocer no 

solo la dilución de trabajo del antisuero sino para 

determinar el titulo aproximado de ~a suspensión de antigeno, 

para as! determinar la O.O. de éste. 

El suero se diluyo en solución salina adicionada de fenal 

(0.05%) practicando diluciones desde 1:5 hasta l: 160, 

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

microtitulación se dispuso el antigeno ocupando 7 hileras con 

7 pozos cada una, esto es una hilera con 7 pozos para cada 

dilución de antígeno¡ las diluciones de antígeno utilizadas 

fueron: 1:2¡ 1:3¡ 1:4; 1:5; 1:6¡ 1:8 y 1:10. Se adicionaron 
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50 ul de dilución de antigeno por pozo ocupando una hilera 

por cada dilución. Se adicionó el antisuero, también 50 ul en 

cada pozo y una hilera de pozos por cada dilución. 

La placa se agitó durante 15 minutos a 100 rpm, se cubrió con 
o 

papel ~arafilm y se dejó incubando a 50 C toda la noche. 

Para interpretar los resultados, se buscó la dilución más 

alta del suero que fué capaz de aglutinar el antigeno, asi 

mismo se buscó la dilución de antigeno que aglutinó por 

completo. 

Una véz que se conoció.la dilución de trabajo del antigeno, 

se les determinó la D.O. a 660 nm, para ajustar a esta 

densidad las suspensiones bacterianas del estudio 

epidemiológico. 

Las cepas del estudio epidemiológica fueron inoculadas y 

tratadas de la misma 111ane1·a que las cepas control, ajustando 

la D.O. a la establecida con las cepas control ( O.O.= 0.24-

o. 32). 

Determinación de Serogrupo 

Una véz preparada la SLlspensión del antigeno, la5 cepas se 

aglutinaron primero con los sueros polivalente~ A y B; éstos 

cont'ienen una mezcla de anti sueros para cada Ltna de las cepas 

control. Todas aquellas cepas que aglutinaron con los sueros 

polivalentes se llevaron a aglL1tinar con los sueros 

monovalentes de cada grupa; es decir si la cepa aglutinó con 

el suero polivalente A, entonces solo se probó la segunda ve± 

con aquellas antisL1eras monovalentes del grupci A, ésto es 
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solo se aglutinó con lo antisueros 026,055,0111 y 0127 para 

determina1· a cual de ellas pertenece el antigeno O de la 

cepa en cuestión. 
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RESULTADOS 

l. Ensayos Biológicos de las Cepas Donadoras. 

Con el .objeto de determinar si realmente las cepas donadoras 

producian las toHinas, se realizaron los ensayos biológicos 

con células adrenales de rata para la toxina LT, y para la 

toHina ST con ratones lactantes. 

El ensayo practicado a la cepa portadora del plásmido EWD299 

dio el redondeamiento caracteristico las células VI. 

Como controles positivos se emplearon la toidna de cólera 

purificada y la toxina de esta cepa que se purificó en el 

desarrollo de este trabajo <Figs. No. 5 y 6l. 

Como control negativo se Ltsaron las cepas C600 sin plasmido y 

C60(1 con plásmido SLM004 qLte codifica para lé.\ to:dna STa-H. 

El ensayo del ratón lactante practicado a la cepa portadora 

del plásmido SLM004 dió el resultado siguiente: 

Primer ensayo 

peso intest. 0.53/peso cuerpos 4.62 Coeficiente 

Repetición del ensayo 

peso 'intest. 0.66/peso cuerpos 6.89 Coeficiente 

0.114 

0.0957 

El promedio de ambos res1..1ltados es de 0.104 el cual fué mayor 

que el coeficiente de 0.09 considerado como positivo CFig. 

No. 7l 
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3.1 Hibridizaci6n can Sondas Clonadas Radioactivas 

Se estudió un total de 1151 cepas provenientes de 232 

individuas; 

evalL1ci6n, 

164 de ellos can diarrea de menas de 15 dias de 

22 can diarrea can sangre y 46 individuos 

asintomáticas para este padecimiento. 

El primer ensayo practicado fué un tamiz para eliminar la 

mayor parte de las cepas que resultarian negativas. Para ésto 

.se reunieran todas las cepas de cada individua ( 2 a 5 por 

individua) de tal modo que la colonia crecida y de la cual se 

tomarían las impresiones sobre el papel filtro representariá 

a todas las E.coli de cada individuo (mezcla). 

De esa manera en este ensayo tamiz, se analizaron 232 

colonias, 20 en cada filtro además de los controles positivos 

y los negativos. 

En el segundo ensayo, se an~lizaron aquellas colonias que 

resultaron positivas, en esta ocasión las cepas 

pertenecientes a estas colonias se sembraron individualmente 

para determinar cuantas cepas por paci~nte resultaren 

positivas( Fig.No. 3), 

Para es~a sonda resultaron positivos 42 casos para la toxina 

LT y 25 para STa-H. A estas cepas les corresponde el 

siguiente fenotipo: 

24 casos con cepas productoras de LT solamente, 7 casos con 

cepas productoras de STa-H y 18 casos con cepas productoras 

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

negativos. 
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3.2 Hibridización con Sondas Sintéticas Radioactivas 

Para eliminar la mayor parte de los aislamientos que resultan 

negatiyos, 

anterior. 

se procedió de la misma manera que en el ensayo 

El primer ensayo con las sondas sintéticas 

radioactivas, fué un tamiz, cada colonia sembrada representó 

todas los aislamientos por paciente, aquellas colonias que 

resultaron positivas fueron sembradas individualmente para 

determinar las cepas positivas de cada mezcla. 

Para esta sonda resultaron positivas 38 casos para LT y 23 

para STa-H, el resto de las muestras resultaron negativas; 

poi' lo tanto el fenotipo de las cepas resL1ltó el siguiente: 

20 casos con cepas productoras de toxina LT solamente, 5 de 

STa-H y 18 casos con cepas productoras de ambas toxinas 

LT /STa-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 

resultado para LT y para STa-H dos casos ·fueron dudosos. 

Sonda Clonada 

Sonda Sint. 

No.Casos 

232 

232 

LT 

24 

20 

STa-H 

7 

5 

LT/STa-H 

18 

18 

mismo 

Esto nos indicó claramente que teniamos 4 casos falsos 

positivos para LT y dos para STa-H, ninguna de estas falsos 
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positivos posela fenotipo LT/STa-H. Esta diferencia se debió 

probablemente a que para elaborar la senda para la toxina LT, 

se utili:ó un fragmento demasiado grande y en el caso de los 

falsos positivos para STa-H pudo deberse a una mala 

interpretación o a una contaminación de las cepas. 

Entonces tenemos que para determinar la especificidad de la 

sonda clonada respecto a la sintética 

Sensibilidad No.Verdaderos Positivos - Falsos Negativas 
------------------------------------------XlOO 

Verdaderos Positivos 

s 43 - o 
X 100 100 'l. Para ambas sondas LT y STa-H 

43 

y para determinar la especificidad tenemos: 

Especificidad No.Verdade~os Negs. - Falsos Positivos 
-------------------------------------- X 100 

E 194 - 4 
-------- X 100 

194 

E 209 - 2 
-------- X 100 

209 

Verdaderos Negativos 

97.3 'l. para LT 

99.04 i. para STa-H 
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OTROS ENSAYOS 

Hibridización con Sondas Enzimáticas 

Este ensayo se llevó a cabo para comparar la sensibilidad y 

especificidad de la sonda clonada con respecto a otro tipo de 

sonda. No se pudo trabajar con las mezclas o pooles, donde se 

reunian todos los asilamientos de c:ada paciente en una 

colonia. Se hicieron dos intentos en los cuales los 

resultados no fueron satisfactorios, pero cuando se trabajó 

con cada una de las c'olonias aisladas, 

mejoraron. 

los resultados 

Debido a que la disponibilidad de estas •ondas enzimáticas 

fué escasa, sólo se <istL1diaron 68 cepas par.t\ to:dna LT, 34 que 

habian sido positivas a las sondas radioactivas y 34 que 

resultaron negativas; para STa-a se estudiaron 54 cepas, de 

estas cepas, 20 habián resultado positivas a la sonda 

radioactiva y 34 negativas. 

Los resultados obtenidos h1eron los sigL1ientes: 

Para la toHina LT las 34 colonias negativas para sondas 

radioactivas resultaran nei;¡at ivas em el ensayo de sondas 

enzimáticas; de las 34 cepas positivas para· las sondas 

radio'activas, solo 28 fueron positivas para el ensayo 

enzimático de LT, lo que nos indicó que hubo un total de 6 

falsas negativas, y por lo tanto la especificidad de estas 

sondas enzimáticas fué de 82.35 'l. y la sensibilidad del 

100 'l.. 

Para la toHina STa-H las 34 colonias negativas para sonda 
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radioactiva lo fueron también para la sonda en:imática, lo 

que nos indicó que la especificidad fué del 100 %. De las 20 

cepas positiva a las sonda radioactiva, solo 16 fueron 

positivas al ensayo de sondas enzimáticas para 5Ta-H, esto 

nos indicó que teniamos 4 falsas negativas, y por lo tanto la 

sensibilidad fué de SO.O %. 

Ensayos Biologicos 

Ensayo de Células Adrenales de Bfil.s. ti 

Para la to:dna LT se estudiaron todos los casos que hablan 

resultado positivos para las sondas radioactivas, y 37 casos 

que habian resultado negativos. Para este ensayo se trabajo 

con mezclas de aislamientos por cada paciente. 

Todos los 37 casos que habian sido negativos para las sondas 

radioactivas fueron negativos al ensayo con células Y1, y de 

los 37 casos positivos a las sondas radioactivas solo 29 

fLteron positivos al ensayo con células, de esta manera 

teniamos 8 casos falsos n'egativos lo que nos di6 una 

sensibil~dad para el ensayo biológico de 78.3 %. 

fil\.!.Qn Lactante 

Se estudiaron 23 casos en mezclas positivas a las sondas 

radioactivas para STa-H y 30 casos negativos. Todos los 30 

casos negativos para las sondas radioactivas fueran negativas 
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para el ensayo del ratón lactante¡ de los 23 casos positivos 

a las sondas radioactivas solo 17 fueron positivos a ratón 

lactante, ésto nos dió una sensibilidad de tan solo 73.91 X 

para el ensayo con ratón lactante. 

Desde el punto de vista cllnico los resultados nos indican 

que: 

Cuando relacionamos cuadro clínico con la identificación de 

E.col i ente1•oto:dgénica,. tenemos que en el grupo asintomático 

con 46 casos estudiados, se identificaron estas cepas en 9 de 

eilos, lo que nos di6 un 19.56 f. de incidencia para este 

grupo. En el grupo de 164 individuos con diarrea se 

identificaron cepas enterotoxigénicas en 32 casos, 

correspondiendole a este grupo un 19.51 X de incidencia, y al 

grupo de diarrea con sangre le correspondió un 9.09 Y.. En 

·forma global se identificaron 43 

enterotoxigénicas de 232 estudiados, 

incidencia del 18.53 <Tabla No.1). 

casos con cepa¡; 

lo que representó una 

El porcentaje de cepas enter0 toHigénicas identificadas en el 

grupo asintomático fué similar al porcentaje del grupo de 

pacientes con diarrea, esto nos sugiere que en el primer 

grupo encontramos cepas que poseen la información para 

producir diarrea pero no la están expresando, o bién se trata 

de portadores asintomáticos que en cualquier momento pLteden 

enfermar. 

Cuando relacionamos grupo de edad y el cuadro clinico con la 

identificación de E.coli enterotoxigénica tenemos que en el 
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grupo de los asintomáticos o grupo control se estudiaron 17 

casos de meno1·es de 5 al'fos encontrándose 5 p1.J$ltivos; en los 

casos de 5 artos a menores de 15 se estudiaron 11, resultando 

dos positivos; y en las mayores de 15 alias fueron 18 los 

casos estudiados con dos positivos. En el grupo de diarrea se 

estudiaron 50 casos de menores de 5 arras, 22 casos de 5 arras 

a menores de 15, y 92 casos de mayores de 15 alias, resultando 

11 positivos para los primeros, cuatro para los 

segundos y 17 para los últimos. En el grupo de diarrea con 

sangre se estL1diaron 7 casos de menores de 5 alias, cuatro 

casos de individuos de 5 alias a menores de 15, y 11 de 

mayores de 15 alias, identificandose un casa para los primeros 

y uno para los últimos <Tabla No.21. 

Cuando relacionamos el tipo de cepa enterotoxigénica tanto 

can el cuadro clinico como con el grupo de edad no existe 

diferencias significativas <Tablas No. 3 y 4l. 

En cuanto al predominio de cepas productoras de un solo tipo 

de toxinas, nos encontramos que no hubo diferencia entre el 

número de cepas qL1e produjeron solo L T y las cepas que 

produjeron ambas to:-:inas LT /STa-H, las cepas productoras sólo 

de toxina STa-H fueron menos numerosas. 

Serologia 

Las cepas fueron estudiadas con algunos sueros comerciales y 

otros proporcionados por el laboratorio de bacteriologia del 
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Centro de Referencia de la Secretaria de Salud¡ estos sueros 

estan preparados contra serotipos de E.coli reconocidos en el 

laboratorio clinico como enteropatógenos, 

las cepas aún cuando poseen estos 

cabe mencionar que 

serotipos no son 

reconocidas como patógenas hasta que no se establezca que 

poseen efectivamente un mecanismo de patogenicidad. 

De las 1151 cepas estudiadas solo aglutinaron 60 

pertenecientes a 21 casos, debido a que de todas las cepas 

aisladas por individuo 12-5> a veces solo aglutinaron una, 

dos o tres de las cepas de cada paciente. 

De las cepas que aglutinaron sólo lo hicieron con los 

antisueros pertenecientes al grupo de los anteropatógenas, y 

de éstas l.'.micamente con los serogrupo 018ab, 018ac, 044, 055, 

086, 0111, y 0126. Ninguna cepa aglutinó con los serogrupos 

enteroto:dgénicos probados. De los resultados obtenidos se 

puede apreciar que el mayor número de cepas que aglutinó 

provienen de niNos menores de dos aNos 161.9%) y el siguiente 

grupo lniNos de 2 a 5 aNos) con el 28.5% de las cepas 

identificadas. Destaca también el hecho de que el 76.19 X de 

estas cepas pertenecen a niNos con diarrea, mientras que al 

grupo asintomático solo correspondió el 19.04 %. <Tablas No. 

5 y ti>. 
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TABLA No.l 

RELAC ION DE CUADRO CLI NI CD CON IDENT IF I CAC ION DE E. COLI 
TOXIGENICA 

Cuadro 
Clinico 

Control 

Diarrea 

Diarrea/sangre 

Total 

Casos 
Estudiados 

46 

164 

22 

232 

51 

Casos 
F'osi ti vos 

9 

32 

2 

43 

Porciento 

19.56 

19.51 

9.09 

19.53 



TABLA No.2 

RELACION DE GRUPO DE EDAD Y CUADRO CLINICO CON IDENTIFICACION 
DE E.COL! TOXIGENICA. 

Grupo tje 
Edad 

Menores 
5 af'fos 

5 af'f os a 
menores 15 

Mayores 
15 af'fos 

Total 

Control 
No.Casos/+ 

17/5 

11/2 

18/2 

45/9 

52 

Diarrea 
No.Casos/+ 

50/11 

22/4 

92/17 

164/32 

Diarrea/sangre 
No.Casos/+ 

7/1 

4/-

11/1 

22/2 



--: 

TABLA No.3 

TIPO DE CEPA ENTEROTOXIGEl•IICA Y CUADRO CLINICO. 

CL1adro 
Clínico 

Control 

Diarrea 

Diarrea 
c::on Sangre 

Total 

2 

17 

1 

20 

LT 
No,/% 

<22 .. 2i 

(53.1) 

(50. 0) 

(46.5) 

2 

3 

5 

STa-1-1 
No./% 

(22.2) 

(9.3) 

(11.6) 

TABLA No.4 

LT/STa-H 
No./% 

5 (55 .. 5) 

12 (37.5) 

1 (50. (>) 

18 (41. 86) 

Total 

9 

32 

2 

43 

RELACION DE TIPO DE CEF'A ENTEROTOXIGENICA Y GRUPO DE EDAD. 

Grupo de LT STa-H LT/STa-H 
Edad No./ (f.) No./(/.) No./(/.) 

-----------------------------------------
Menores 9 (45) 1 (20) 7 (38.8) 
5 af'los 

5 af'los a 2 (10) 1 (20) 3 (16.6) 
Menores 15 

Mayores 9 (45) 3 (60) 8 (44.4) 
15 al'lcs 

Total 20 ( 101)) 5 ( 100) 18 (100) 
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TABLA No. 5 

RELACION DE GRUPOS DE EDAD Y SERDGRUF'DS* DE E. COLI 

Serogrupo 

018ab 

018ac 

044 

055 

086 

0111 

0126 

Total 

2 
al'f os 

No.Cepas 

4 

2 

2 

3 

13 (61. 9/.) 

Grupo de Edad 

2 a 5 
al'f os 

No.Cepas 

2 

6 (28. 57'l.) 

5 a 10 
af'fos 

No.Cepas 

.> 15 
al'fos 

No.Cepas 

* Serogrupos reconocidos como enteropatógenos en laboratorios 

el inicos. 
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TABLA No.6 

RELAC ION DE CUADRO CLI NI CO Y SERDGRUPOS DE E. COLI 

Cuadro Cl inico 

SerogrL1po Asintomático Diarrea Diarrea con Sangre 

No.Cepas No.Cepas No.Cepas 

018ab 2 4 

018ac 2 

044 3 

055 2 

086 

0111 3 

0126 

Total 4(19./.) 16(76.19i0 

* Serotipos reconocidos corno enteropatógenos en laboratorios 

clinicos. 

•Serogrupos reconocidos corno enteropatógenos en laboratorios 

clinicos. 
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DISCUSION 

Los resultados nos indican que las sondas obtenidas fueron 

sensib~es y especificas para detectar solamente las cepas de 

~ ente1-Óto:dgénica y no otras cepas tanto de E.coli no 

enterotoxigénica como otras enterobacterias, ya que antes de 

ensayar las cepas provenientes del estudio epidemiológico, se 

ensayaron cepas productoras de toHinas, cepas no productoras de 

toHinas y otras enterobacterias 

Por otro lado cuando se compararon los resultados de las 

sondas clonadas radioactivas con las sondas sintéticas 

radioacttvas se obtuvo una sensibilidad del 100 X para las 

sondas clonadas tanto la de toxina LT como la de toxina 

STa-H, con respecto a especificidad la sonda clonada para la 

toxina LT resultó con 97.3 X y la sonda para la toxina STa-H 

con 99.04 /.. Esta diferencia se debió probablemente a las 

falsas positivas encontradas ( 4 para LT y 2 para STa-H). Sin 

embargo estas cepas que dieron falsas positivas aün son 

susceptibles de ser estudiadas especialmente las dos cepas 

para STa-H. 

Cuando se utilizaron otros ensayos, fué cla1'0 q'ue no son tan 

sensi'bles como las sondas radioactivas; en el caso de lils 

sondas sintéticas marcadas con fosfatasa alcalina la 

sensibilidad fué de 62.35 f. para LT y 60.0% para STa-H. 

Además con el inconveniente de tener que analizar cepa por 

cepa de cada paciente,ésto es, no se pueden reunir en mezclas 

ya que se enmascaran faci lmente las cepas positivas. 
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Otro de los factores que pudo haber influido en la 

sensibilidad tan baja para estas sondas enzimáticas, fué la 

temperatura a la cual se llevó a cabo tanto la hibridización 
o 

como los lavados < 50 y 45 C I; Kincaid y cols., en 1988 

encontraron Lma buena correlación con la sondas radioactivas 

cuando se elevó la temperatura de incubación 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 logró una mayor especificidad elevando 

la temperatura de incubación para la sonda STa-H. 

Cuando se analizaron los resultados de los ensayos biologicos 

se vió que éstos nos dieron sensibilidades muy ba.ias, de 

78.3 f. para el ensayo de células (LT) y de 73.91 para el 

ensayo del ratón lactante <STa-Hl, que es lo esperado en este 

tipo de ensayos. Echeverria P., y cols, encontraron que solo 

del 82 al 85 f. de las cepas que hibridizaron con sondas 

radioactivas fueron positivas a los ensayos biológicos. 

Aún cL1ando los ensayos biológicos resultan menos sensibles 

para detectar a las cepas enteroto:d9énicas que las sondas 

molecula.res, estos ensayos son considerados como estandar de 

oro para determinar si las cepas están sintetizando toxinas 

biológicamente activas, por otro lado que las cepas posean 

los genes ent y no los esten expresando podrian ser 

estudiadas utilizando anticuerpos poli o monoclonales, para 

asi determinar si la 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 hibridización con sondas radioactivas bién 

pudieran no estar sintetizando la toxina biológicamente 

activa, por lo que no son detectadas con ensayos biológicos. 

Desde el punto de vista clínico los resultados obtenidos nos 

ind lean por un lado que ~·col i enteroto:dgénica pL1ede ser 

aislada tanto de casos con diarrea como de casos 

sin diarrea, por lo que la identificación 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 laboratorio clinico, y por otro lado, que 

los estudios transversales de la diarrea aguda no 

proporcionan información adecuada respecto a los agentes 

etiológicos de la diarrea, por lo que deben efectuarse 

estudios longitudinales. En la literatura se encuentran 

estudios como el de Calva J. y cols., quienes reportan una 

incidencia alta de infecciones asintomáticas por 

Campylobacter Jejuni en nif'fos me:dcanos. 

En cuanto a los resultados de serología fué mLIY claro que 

la identificación de serotipos conocidos en laboratorios 

clínicos fueron similares a los reportados con jnterioridad¡ 

la identificación de cepas con estos serotipos es mayor en el 

grupo de menores de 2 al'fosC61.9 X en nuestro trabajo) y en el 

siguiente grupo en donde también se identificó con frecuencia 

alta fué en el de nil'fos de 2 a 5 al'tos ( 28.5% ) • Asi 

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

nif'fos con diarrea y solo en el 19.04 de los controles, 
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estableció una relación de estos serotipos encontrados con 

la diarrea de niNos menores de 5 anos. La 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 obtenidas para la identificación de 

cepas enteroto:dgénicas de E.coli fueron tan especi·ficas y 

sensibles como las sintéticas radioactivas. 

Las sondas radioactivas fueron más especificas y sensibles 

que las sondas enzimáticas, y tal parece que los ensayos con 

sondas enzimáticas requieren a~n de estandarización con 

respecto a algunos parámetros. 

Los ensayos biológicos son menos sensibles y especif icos 

que los ensayos moleculares con sondes radioactivas, pero no 

deben ser sustituidos por los ensayos moleculares ya que 

detectan la producción de toxina biológicamente activa. 

El inconveniente principal en los ensayos con sondas 

radioactivas es el empleo de isótopos con una vida media tan 

corta, además del riesgo que conlleva el trabajar con éstos, 

por lo tanto creemos que los ensayos con sondas enzimáticas 

deben ser optimizados, ya que estas sondas se pueden mantener 

en refrigeración hastil 6 meses sin menoscabo de su 

sensibilidad y especificidad. 

El empleo de sondas radioactivas o enzimáticas solo es 

recomendable para el estudio epidemiológico de gran número de 

cepas, y no lo es para la identificación de estas cepas en 

laboratorios clinicos ya que resultarian demasiado onerosos 

en este caso. 
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- La identificación de serotipos reconocidos como patógenos 

estableció Lma bL\ena relación de éstas con la 

diarrea aguda infecciosa en los nihos menores de 5 ahos. Sin 

embargo siempre será indispensable que los sueros empleados 

para la identificación de estas cepas, sean comprobados con 

las cepas tipo especificas para evitar el Lttilizar antisueros 

mal preparados que nos den resultados falsos . 

- La identificación de cepas pertenecientes a serotipos 

relacionados con la diat•rea agL\da, no es suficiente para 

establecer que estas cepas posean mecanismos de 

patogenicidad. 
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Figura No. S Detección de Toxina LT en células Y1. 
Izquierda células normales, derecha : con aobrenadaate de 
un cultivo de una cepa productora de toxina LT. 

Fig~~- No •.. 6 .. Detección de Toxina Sf en ratones lactantes. 
Izquierda, intestinos con liquido acumulado. 
Tomado de Dupont H.L. 1979. 
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