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RESUMEN 

Escherichia coli es un microorganismo catalogado inicialmente 

como componente normal de la flora, pero posteriormente como 

patógeno al encontrarse como el único agente etiológico productor 

de diarreas; por las características clínicas, epidemiológicas y de 

patogenicidad que presentan sus miembros se ha permitido su 

agrupación, siendo los grupos de EPEC (E. coli enteropatógena) y 

ETEC (E. coli enterotoxigénica), los más involucrados en la 

producción de diarreas en infantes. 

con el propósito de estudiar en cepas de E. coli 

pertenecientes a los grupos de ECET, ECEP y de E. coli no ETEC no 

EPEC la habilidad que presentan de adherirse a células HEp-2 así 

como el tipo de adherencia que describen, se trabajaron a doble 

ciego 142 

aisladas 

cepas que 

de cuadros 

comprendieron estos 

clínicos sintomáticos 

grupos y que fueron 

(diarreas) como de 

cuadros asintomáticos, el objeto de esta selección fue poder 

analizar si la capacidad y tipo de adherencia a esta línea celular 

es un buen modelo de estudio que de las bases para diferenciar a 

nivel de grupo a las E. coli y poder inferir el cuadro clínico de 

procedencia de las cepas. Se requirió partir de un ensayo de 

adherencia celular ya establecido que fue el de Cravioto 

et al. en 1979, el cual fue estandarizado para analizar la 

adherencia en el grupo ECEP, éste se modificó en la fijación y la 

tinción bajo el criterio de obtener cualitativamente mejores 

resultados al evaluar por observación microscópica ambos métodos 



con cepas prototipo del grupo ECEP. Al analizar los resultados se 

observó que la utilización del ensayo de adherencia a células HEp-2 

es un buen modelo de estudio para el análisis del mecanismo de la 

adherencia en la patogénesis de los grupos. Se evidenció que la 

capacidad de adherencia a esta línea celular por cepas de ECEP y 

ECET se relaciona significativamente al cuadro clínico del cual 

fueron aisladas. Al parecer no hay un patrón de adherencia (AD 

difuso, AL localizado y AA agregativo) que pueda caracterizar al 

grupo ECEP y no ECEP no ECET , presentándose más comúnmente en el 

grupo de ECET el patrón de adherencia AA. 
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INTRODUCCION 

Las enfermedades infecciosas ocasionan en México .y otros 

países subdesarrollados gastos destinados a su prevención, 

tratamiento y control. La diarrea infecciosa aguda y otras 

infecciones gastrointestinales constituyen un gran problema de 

salud pública, siendo factores importantes de morbi- mortalidad en 

la población infantil principalmente, que es la más susceptible 

para adquirir y desarrollar este tipo de infecciones. 

En países del Tercer Mundo se reporta de 5 a 10 millones de 

muertes al año por diarrea, presentándose del 15 al 25 % en los 

primeros 5 años de vida (1). 

En México, según estadísticas del Sistema Nacional de Salud, 

en 1990 las infecciones intestinales ocuparon el segundo lugar como 

causas de morbilidad general con aproximadamente 3 millones de 

casos anuales (17). 

Diferentes agentes enteropatógenos pueden producir diarrea, 

algunos sin invadir la mucosa intestinal alteran el mecanismo 

secretor de agua y electrolitos mediante toxinas y/o afectan la 

superficie de las membranas de las células epiteliales del 

intestino por su propiedad de adherirse y otros por la invasión 

directa de la mucosa intestinal, clasificándose a la diarrea como 

de tipo secretor e invasivo: 

3 



a) La diarrea de tipo secretor (no inflamativa), depende de 

mecanismos corno la adherencia de las bacterias a las membranas 

epiteliales, representándo este evento el primer paso en la 

patogénesis de la diarrea, lo que le permite permanecer en el lumen 

intestinal y posteriormente al producir toxinas alterar el 

mecanismo de la adenilato ciclasa y la bomba de sodio potasio, 

provocando así la profusa salida del agua y electrolitos. 

b) La diarrea de tipo invasivo o desinteriforrne es 

caracterizada por la presencia adicional 

provocada por enteropatógenos los cuales 

de moco y sangre, es 

además de adherirse 

invaden la mucosa y destruyen a las células epiteliales causando 

una reacción inflamatoria importante. 
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GENERALIDADES 

1.- Antecedentes históricos 

La bacteria Escherichia coli fué inicialmente descrita por 

Escherich en 1885, con el nombre de Bacterium coli commune, siendo 

entonces considerada como un organismo no patógeno, aunque se 

observó su presencia en infecciones del tracto urinario en niñas 

( 41). 

En la década de los 20's, E. coli se reportó como un agente 

etiológico causante de diarrea infantil (26). Posteriormente Bray 

en 1945, consideró como enteropatógeno a la E. coli al demostrar 

que una cepa antigénicamente diferente de las cepas E. coli 

aisladas anteriormente, era la responsable de los brotes de diarrea 

en niños lactantes y menores de cinco años en nosocomios y casas de 

cuna durante el verano ( 2 4) • Un año después Vare la et al. 

reportaron el aislamiento de E. coli de un caso mortal de diarrea 

( 40). 

Dada su creciente importancia en 1950 Kauffmann clasificó a 

E. coli dentro de un sistema de serotipificación, dividido en 

serogrupos sobre las siguientes bases: a) el lipopolisácarido 

termo-estable (antígeno O), b) antígeno flagelar termo-lábil 

(antígeno H) y c) el antígeno termo-lábil existente en la cápsula 

sobre la superficie bacteriana (antígeno K) (24). 
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2.- Características generales 

La familia Enterobacteriaceae es un grupo grande y heterogéneo 

de bacterias gram-negativas, que comprende en su mayoría a 

colonizadores normales del tracto intestinal del humano y animales, 

además incluye a gran parte de los patógenos intestinales del 

humano. La importancia de estos bacilos queda de manifiesto en la 

frecuencia de aislamientos en muestras clínicas y su incremento en 

la resistencia a los antibióticos, requiriendo así el máximo de 

experiencia y conocimiento para su identificación precisa. 

Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae y 

es el único miembro del género Escherichia. Es un bacilo Gram

negativo corto (0.5 x 4 µm), anaerobio facultativo, no esporulado 

provisto de flagelos perítricos, fimbrias y puede o no presentar 

cápsula. se ha subdividido en base a sus características 

bioquímicas (biotipos), antigénicas (serotipificación con los 

antígenos O, K y H), fimbriales, a la susceptibilidad a 

bacteriófagos (fagotipos), a la producción de colicinas y a sus 

mecanismos de patogenicidad (23,41). 

La colonización por E. coli se realiza inmediatamente después 

del nacimiento, es la especie predominante entre la flora normal 

anaeróbica facultativa del intestino con funciones importantes 

tales como: asimilación de nutrimentos del huésped, proveedor de 

vitaminas en algunos animales y como flora importante en el 

mantenimiento de la fisiología intestinal (15,41). Aunque la 

mayoría de las cepas se consideran no patógenas para el intestino, 
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algunas tienenurisigriif1cado clínico cuestionable para el hombre, 

debido a su papel. e.orno agente patógeno causante de infecciones 

intestinales~ Incluyendo infecciones del tracto urinario, 

bacteremia, diarrea relacionada a bacterias en turistas, meningitis 

neonatal y otra gran variedad de infecciones clínicas incluyendo la 

neumonia (26). 

E. coli se considera una causa importante de síndrome 

diarreico, reconociéndose cinco categorías principales 

Escherichia coli enteropatógena ECEP ( 7) 

Escherichia coli enterotoxigénica ECET { 7) 

Escherichia coli enteroinvasiva ECEI ( 7) 

Escherichia coli enterohemorragica ECEH ( 7) 

Escherichia coli enteroadherente ECEA (11,13) 

Que se distinguen por sus características patogénicas, 

clínicas, epidemiológicas y por su agrupación dentro de serotipos 

o H específicos (24), siendo las dos primeras las más 

involucradas en la diarrea infecciosa en infantes (Tabla 1). 
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PRINCIPALES AGENTES ETIOLOGICOS CAUSANTES DE DIARREA 
EN NIÑOS MENORES DE 2 AÑOS 

AGENTE ETIOLOGICO 

Campylobacter jejunÍ 

Rota virus 

E. coJj enterotoxigénica 

E. coJj enteropatógena 

ShÍgella 

Entamoeba hÍstolyUca 

Salmonella sp. 

GiardÍa Jam blia 

Etiología desconocida 

FRECUENCIA DE AISLAMIENTO 
( % ) 

16.21 

12.38 

(ECET) 11.48 

(ECEP) 10.53 

1.76 

1.59 

0.53 

0.17 

45.35 

DATOS OBTENIDOS DE LA CLINICA DE DIARREAS DEL INNSZ 
HASTA MAYO DE 1989. 

Tabla 1 



E. coli enterotoxigénica (ECET) 

ECET se considera un agente enteropatógeno importante 

principalmente de países en vías de desarrollo de Asia, Africa y 

America Latina, donde representa del 10 al 15% del total de 

diarreas producidas, siendo el 25% desarrollada en niños durante 

los primeros 5 años de vida, además ECET es la causa de diarrea en 

viajeros a dichos continentes (16). 

Sus mecanismos para causar enfermedad implican la colonización 

del intestino delgado mediante la producción de adhesinas 

fimbriales de colonización (AFCs) y la producción de enterotoxinas 

(termolábil TL y termoestable TE ), siendo ambos codificados por 

plásmidos (16). La diarrea líquida causada por ECET y la falta de 

atención médica producen la muerte por deshidratación de 

aproximadamente 800 000 niños por año (5). En estudios 

epidemiológicos se ha descritó la prevalencia de un número limitado 

de serotipos O:H de los cuales algunos elaboran ambas toxinas y 

usualmente poseen factores de colonización (40). 

Cheney y Boedeker en 1983 mostraron que la 

(serotipo 078:Hll) era patógena al ser aislada 

cepa Hl0407 

de muestras 

diarreicas de viajeros y observaron que era el resultado a su 

habilidad para sintetizar y secretar ambas enterotoxinas. 
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E. coli enteropatógena (ECEP) 

Escherichia coli enteropatógena ECEP fué el término utilizado 

por Neter en 1959 para referirse a serotipos de E. coli que fueron 

asociados epidemiológicamente con brotes de diarrea en infantes en 

los años 40's y 50's (24). 

ECEP se definió como la clase de serogrupos somáticos o de 

E. coli involucrados epidemiológicamente como patógenos, sin estar 

relacionados sus mecanismos de patogenicidad a la producción de 

enterotoxinas TL y TE, no invaden el epitelio intestinal, son 

negativas a la prueba de Sereny y no producen diarrea de tipo 

desinteriforme (23,45). 

Se considera a ECEP un agente causal de diarrea infantil 

principalmente en países subdesarrollados con pocas medidas de 

higiene, especialmente en las zonas urbanas dentro de cuneros y 

áreas cerradas y principalmente durante los 3 primeros meses de 

vida. 

Las ECEP se adhieren íntimamente a la superficie del 

enterocito provocando una lesión histopatológica característica. 

Observaciones al microscopio electrónico muestran que la bacteria 

en la superficie del enterocito se adhiere causando una destrucción 

localizada de las microvellocidades y también ésta modifica la 

aparencia de la membrana del enterocito dejándolo literalmente 

libre de sus microvellocidades (quizá por efecto tóxico), para 

posteriormente proyectarse la membrana sobre la bacteria en forma 

de pedestal; dichos eventos pueden llevarse a cabo de manera 
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independiente a la presencia del plásrnido pMAR2 de 60 MDa, al cual 

se pensó asociada esta propiedad (24). Lo anterior se demostró al 

extraerlo de una cepa del grupo ECEP (serotipo 0127:H6), la cual 

presentó aún la capacidad de adherirse y fue susceptible a 

promover la pérdida de las microvellocidades e inducir la formación 

del pedestal en los enterocitos. Esto sugiere que otros factores 

codificados en genes del cromosoma pueden estar relacionados a 

dichos eventos. Batt et al. en 1988 demostraron que un sólo 

plásrnido de 96.5 kb en la cepa ECEP Olllab:H contiene genes que 

expresan productos relacionados no sólo a la adherencia, sino 

también al daño característico producido en las microvellocidades 

intestinales (8). Estudios recientes realizados por Falkow 

et al.en 1991 demuestran que el plásmido FAE (factor de adherencia 

de ECEP) le confiere a la cepas la capacidad de adherirse de manera 

localizada a las células en ensayos in vitro y está relacionado a 

la rapidez de la formación de pedestal por el enterocito, pero no 

en sí a producir la clásica lesión histopatológica la cual se 

encontró que es codificada por el gen cromosomal eae que determina 

la producción del pedestal y la invasión de ésta al enterocito 

( 12). 

Aunque se reconoce a ECEP como un patógeno importante de 

gastroenteritis infantil, aún no se han dilucidado los mecanismos 

precisos por los cuales este organismo produce enfermedad. Es poco 

el conocimiento del fenómeno de la adherencia de este patógeno al 

epitelio intestinal así como de la estructuras celulares 

eucarióticas y bacterianas que participan en el evento. 
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a) Aislamiento 

Escherichia coli puede crecer en varios medios de aislamiento 

primario para la recuperación de enterobacterias corno son los 

siguientes: 

Agar Mac Conkey. Es un medio diferencial para la 

recuperación y selección de enterobacterias y bacilos Grarn

negativos entéricos relacionados, donde se reconocen a fuertes 

fermentadores de lactosa como es el caso Escherichia coli, que 

forma colonias rojas o rosadas. 

- Agar Eosina Azul de Metileno (EMB). Es un medio diferencial 

utilizado para detectar enterobacterias o bacilos coliformes 

relacionados de muestras mixtas, Escherichia coli crece y 

desarrolla un color negro verdoso con brillo metálico. 

- Agar Endo. Es un medio para aislamiento de coliformes y 

otros organismos entéricos de muestras clínicas, agua y 

alimentos; E. coli como fermentadora de lactosa forma colonias 

de color rojo o rosado, además de un brillo metálico por 

reacción de la fucsina básica (22). 

Las colonias de E. coli crecen de manera óptima a una 

temperatura de 37ºC en un período de 18 a 24 horas. 
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1 
b) Identificación 

1 
Las características fenotípicas del género Escherichia son las 

siguientes: 

Producción de indol +, rojo de metilo +, Voges-Proskauer -, 

~itrato de Simmons -, sulfuro de Hidrógeno (TSI) -, hidrólisis 

de urea (ureasa) -, crecimiento en KCN -, movilidad + o -, 

hidrólisis de gelatina ( 22 ºC) - , lisina descarboxilasa +, 

arginina dihidrolasa tardía, ornitina descarboxilasa + /-, 

fenilalanina desaminasa -, DNasa a 25ºC -, utilización de 

malonato -, gas a partir de O-glucosa +, ácido a partir de 

O-glucosa +, fermentación de lactosa +, fermentación de 

sacarosa+/-, fermentación de la rnelobiosa +, fermentación de 

D-manitol +, fermentación de dulcitol +/-, fermentación de 

salicina +/-, fermentación del adonitol -, fermentación del 

mio-inositol -, fermentación de D-sorbitol +, fermentación de 

L-arabinosa +, fermentación de rafinosa +/-fermentación de L-

ramnosa +, fermentación de trehalosa +, prueba de ONPG (B-

galactosidasa) +, fermentación de maltosa +, fermentación de 

D-xilosa +, fermentación de celobiosa -, fermentación del a-

metil-D-glucosido -, fermentación del erytritol -, hidrólisis 

de la esculina +/-, fermentación del D-arabitol -, 
fermentación del glicerol +, fermentación del mucato +, 

tartrato de Jordan's +, utilización del acetato +, lipasa -, 

reducción de nitratos a nitritos +, oxidasa Kovacs 
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fermentación de D-mannosa +.(2) 

Debido a que en el laboratorio de Infectología del INNSZ se 

estudia el uso de un micrométodo en uso estandarizado para la 

identificación del grupo ECEP, con el fin de evitar el realizar 

mediahte la aglutinación en portaobjetos utilizando los antisueros 

específicos de DIFCO Laboratories, Detroi t Mi ch. , que son los 

siguientes: 

Antisueros polivalentes A,B,C: 

bz6:K60, 055:K59, Olll:K58, 027:K63 

Bacto E. coli O,K antisuero set A: 

026:K60, 055:K59, Olll:K58, 0127a:K63 poly A 

Bacto E. coli O,K antisuero set B: 

086a:K61, 0119:K69, 0124:K72, 0125:K70, 0126:K71, 0128:K67 

poly B 

Bacto E. coli O,K antisuero set C: 

018a018c:K77, 020a020c:k61, 020a020b:K84, 028:K73, 044:K74, 

0112a0112c:k66 poly e 

Para identificar aquellas cepas de grupo ECET productoras de 

enterotoxinas se utilizan pruebas de ELISA: GMl-ELISA para la 

toxina TL y GMl-TE inhibición-ELISA para la toxina TE. 
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3.- Importancia Clínica 

Los grupos de E. coli ECEP y ECET se encuentran involucrados 

como productores de diarrea infecciosa en la población infantil. 

La di¡rrea producida en niños y turistas por el grupo ECET es muy 

semejánte a la producida por Vibrio cholerae y el grupo ECEP es el 

responsable de causar brotes esporádicos de enteritis infantil. 

a) Patogénesis de ECET: La fuente de contagio son los 

individuos infectados siendo el principal vector el agua y 

alimentos contaminados. Las toxinas y fimbrias de adherencia al 

enterocito son sus principales mecanismos patogénicos. La toxina TL 

activa a la enzima adenilato ciclasa promoviendo la acumulación del 

AMP cíclico promoviendo la secreción de agua y electrólitos con la 

consecuente disminución en la absorción de las células del epitelio 

ciliado intestinal. 

Patogénesis de ECEP: El recién nacido adquiere la infección 

de la madre por vía oral o por personal de enfermería que sean 

portadores asintomáticos. Una dósis de 10 8 bacterias provoca 

diarrea con una lesión inflamatoria a nivel del intestino delgado 

en la lámina propia por adhesión de la bacteria al enterocito. 

b) Manifestaciones clínicas de ECET: ECET provoca una 

enfermedad que se autolimita generalmente, aunque en recién nacidos 

y prematuros puede ser mortal por la deshidratación y el 

desequilibrio electrolítico. Las evacuaciones son líquidas, 

abundantes y explosivas, sin moco, sin sangre, con vómito 

ocasional, náusea, dolor abdominal y fiebre en bajo grado (19), 
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limitlndose la enfer~eda~ca º; o 5 días y rara vez más de. una semana 

( 1). 

Manifestaciones clínicas de ECEP: El período de incubación es 

de 2 a 12 días en el cual ECEP coloniza, pueden o ho presentarse 

evacuaciones líquidas y cuadro clínico diarreico, y si ésta se 

presenta las evacuaciones son escasas y sin cambio de consistencia, 

la infección se autolimita a los pocos días o bien a la cronicidad, 

en donde la infección se agrava con manifestaciones en otros 

órganbs y sistemas provocando una septicemia con un alto índice de 

mortalidad. Las evacuaciones se presentan con gases y 

ocasionalmente con sangre, siendo de 16 a 30 veces por día y con la 

presencia de vómito, distensión abdominal, rechazo a alimentos, 

fiebre no superior a 3 8. 5 ºC y pérdida de peso. En algunas 

ocasiones el cuadro clínico se prolonga por intolerancia secundaria 

a los disacáridos o por proliferación bacteriana en exceso con 

participación de otros enteropatógenos (1). 

4.- Mecanismos de patogenicidad 

a) Estr.ucturas antigénicas 

La membrana externa de los organismos Gram-negativos posee 

moléculas específicas que juegan un papel importante en la relación 

huésped parásito, así sus componentes pueden participar de manera 

selectiva en la adherencia e invasividad, resistencia a 

bactericidas y fagocitosis (25). 
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Los receptores son moléculas específicas de la membrana 

celular eucariótica que actúan como estructuras complementarias a 

las de la superficie bacteriana con actividad de similar a las 

lecti¡as llamadas ligandos o adhesinas. 

La naturaleza química de las adhesinas es diversa. Se conocen 

adhesinas de naturaleza proteínica, polisacárida, lipídica y en 

forma,compleja como glucolípidos y glucoproteínas. 

e naturaleza proteínica son las fimbrias o pili, proteínas de 

membr na externa y antígenos flagelares. Las fimbrias o pili son 

apéndices citoplasmáticos rígidos más cortos y delgados que los 

flagelos, que asemejan hebras que emanan a varios nanómetros de la 

superficie y que presentan especificidad, antigenicidad, 

composición, expresión, estabilidad y dimensión variada, 

asociándose su presencia en E. coli a la capacidad de adherirse y 

proliferar en mucosas del intestino, tracto urinario, respiratorio 

y genital (3). 

Las adhesinas de naturaleza polisacárida actúan en la 

colonización de las mucosas del huésped. El lipopolisacárido LPS 

de bacterias Gram-negativas confiere a algunos patógenos la 

capacidad de adherirse sin embargo, purificaciones del LPS de 

especies bacterianas no patógenas bloquean competitivamente la 

adherencia de cepas virulentas de organismos heterólogos, dando por 

tanto una reacción inespecífica (32,33). 

Las adhesinas son importantes en las infecciones a nivel de 

las superficies mucosas al inicio del proceso patogénico, aunque la 

presencia de éstas en la superficie celular bacteriana no es 
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suficiente para que causen enfermedad sí facilitan que otros 

factores que causan daño tales como el crecimiento, toxigenicidad, 

movilidad, quimiotaxis, resistencia a defensas del huésped como 

anticuerpos bactericidas, complemento, fagocitosis, etc., se lleven 

a cabo (3). 
1 

Se ha observado que la presencia de ciertos azúcares está 

involucrada en la adherencia de las bacterias a las células del 

huésped. Dugid et al. en 1957 observaron que la adherencia de 

bacterias piliadas es inhibida a bajas concentraciones de D-manosa, 

ésta es constituyente común de glucolípidos y glucoproteínas 

presente en la membranas célular de las células epiteliales (37). 

En la mayoría de las cepas de ECET la adherencia a la mucosa 

intestinal está mediada por fimbrias algunas de las cuales han sido 

denominadas factores de colonización, las cuales son antígenos 

específicos (11) (Tabla 2). Los más prevalentes en el humano son 

los AFCs: AFC/I,AFC/II y AFC/IV. AFC/I es un antígeno fimbrial 

pequeño y homogéneo, los AFC/II y AFC/IV estan compuestos por más 

de un componente antigénico es (antígenos coli asociados de 

superficie) (7,39,44). 

Las cepas AFC/II usualmente expresan CS3 sólo o en combinación 

de CSl y CS2 y las cepas AFC/IV expresan antígenos fimbriales CS4 

o CSS así como la CS6 no fimbrial ( 43, 44). También se han 

identificado a ECET que portan solamente cs2, css o CS6. Estos 

diferentes tipos de antígenos fimbriales son codificados por 

plásmidos, que en muchas ocasiones también determinan la producción 

de enterotoxinas (29,38,43). 
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Tabla 2 : Algunas características de los factores de colonización 

establecidos y putativos para E. coli enterotoxigénica. 

Factores de Morfologla de Diámetro de las Peso molecular 

colonización Subgrupos las fimbrias fimbrias (nm) de la subunidad 
prote!nica (KDa) 

CFA I 1 rígida 7 15.058 

CS1 rigida 7 16.800 
CFA / 11 CS2 rígida 7 15.300 

CS3 flexible 2 o 3 14.500 o 

15.500 
CS1 rígida 6 17.000 

CFA I IV CS2 rfgida 5 21.000 
CS3 no fimbria! 14.500 o 

16.000 
PCF0159:H4 rfgida 7 19.000 

CFA / 111 rígida 7 o 8 18.000 o 
24.500 

PCF0166 rígida 7 15.500 o 

17.000 

2230 no fimbria! 16.000 
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b) Adherencia: 

,' ·' - ' ; 

Laadherencia celular es un proceso dmportante en .los sistemas 

biológico~ y aunque se considera no cl~ñi~c/~a'.i~r~ce 1a interacción 

de factores de virulencia con sitios:b.C!l.ndi:>.eiií el huésped. 2>::. -·;::;''-: .. .. Ahora 

la adherencia de la bacteria . a la /~J~~~ficie de la mucosa 

intestinal del hospedero es un evento· Ímportarite para el estudio de 

la patogénesis los microorganismos- produ.ctóres de enfermedades 

diarreicas y un parámetro ·i1ti.l' ·en las estrategias para la 

prevención y control de ~nferm~dades infecciosas (3). 

La adherencia de= lo_~·~micf6'argariismos a: las membranas celulares 

del huésped tiene gran'i~~or~aJci~, dado que requieren subsistir en 

un medio adve;~·é),' ~b~~tié~clti~~. las superficies 'endoteli!l.les y 

mucosas a constantes- secreciones (saliva' orina' sangre - y moco) 

las cuales son ricas en sustancias bactericidas; funciones 

mecánicas (tos, movimiento ciliar, descamación, estornudo y 

peristalsis) que junto con productos metabólicos contribuyen a la 

eliminación de bacterias, y éstas se adhieren para contrarrestar 

dichos mecanismos normales de limpieza. 

La adherencia es un factor importante en la patogénesis de 

algunas bacterias; se necesitan estudios más detallados que 

permitan el conocimiento de receptores a nivel celular y bacteriano 

que intervengan en tal evento. 

La adherencia es un proceso selectivo e importante en la 

patogenicidad de las bacterias, las cuales colonizan y dañan los 
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tejidos del huésped al haber el reconocimiento entre las adhesinas 

y los r_eceptores 1 dicha .unión bacte.;ia~célula es mantenida por --_-_ .. -;:-, e;--~: --- ,,·:·~ _._ -.·-: -

medio de interacciones hidrofóbicas' determinadas por factores 

t'isicoquímicos propios de la na'tu¡;B.l'eza. ~uÍ.fui~a: de las membranas, 
•'" . ;·,.·:;_ .. 

la composición química· Y. l.a -:fisiol.ogia d:erlnícroambiente. 

Los me.canismos meictiB:nte' los c':üa:Ies · las células se unen unas 

con otras son: interacc:Í.on'es'·:e1e6.trostática:s ·e hidrofóbicas ,puentes 

de hidrógeno' fÜer~~~·i%e~-~a.~i'··d:á wilais e interacciones semejantes 

a las lectinaf; V:·d{yf)f~o~·;·~~~á~fd~l;'. 

observac~óiies J~~·~rR~~~,~ ;-~1:~-.~icroscopio electrónico de la 
·--·'/ 

mucosa int~~tlnai i~fe'6t~J~~i~-~J2E:6E:P revÚan _una íntima. adherencia 
.. - ·-. - ': . ~ - --, .. , 

. . . .·. . . -
que consiste en 2<eventos'.i;á'.¡ la _adherencia del microorganismo a 

:::· 
las microvel!ocidadés medíarite estructuras fimbriales de superficie 

o cadhes¡nas codit'i~ld~s ~o~- plásmidos y b) la formación de un 
--: --.; 

pedestal en la superficie del enterocito que deja con respecto a la 

bacteria un espacio de 10 a 12 nm, en las regiones de unión se 

presenta la p_érdida de .microvellocidades y de asociación con los 

elementos del"citoesqueleto con la acumulación bajo el pedestal una 

de una región densa de actina polimerizada. Aunado a éstos dos 

eventos se ha descritó un tercero relacionado a la infección de 

__ ECEP_y_es la capacidad de invasividad de algunas cepas de ECEP a 

los cultivos de células eucarióticas de mamiferos (13). 

Se han encontrado lesiones idénticas en biopsias de infantes 

con diarrea causadas por cepas de ECEP de los serotipos 0111, 0118, 

0125 y en infecciones animales causadas por ECEP 0126, 0111, 0114, 

0137, 0128 y 0142. Dicho fenómeno se ha observado más 
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frecuent~n;ente en ia adherencia in vitro a,las-lirieas celulares de 

HEp ... 2 y HeLa (21). 

Cravíoto et al.(1979) encontró de ECEP 

aislados de brotes epidémicos un 80% de &llos presentaron 

adherencia a la linea celular HEp-2. ( cé-lulas 'dé carcinoma laríngeo) 

( 8), asociando esta propiedad a la presencia del plásmido pMAR2 que 

codifica para la adherencia localizada caracteristica a la linea 

celular HEp-2, a este plásmido se le atribuye la propiedad induc{r 

el "Factor de Adherencia de ECEP" FAE (l!O). 

Estudios realizados por Cravioto et al. eri 1979-, cten!cis"t~aI;bn 
que el 1:1% de las cepas de ECET estudiadas fue5.<?n ae~~r~fa~#~-~~-l:s 
células HEp-l! en presencia de. D ... mariosa., q\JÍ~il-~~ña_1{,i_á,d,~.~~s)4;<iJ~~ios 
factores de colonización AFC/I o AFC!II d~ter~in~~/'¡a}o:i;:ci~Wcihcf~ 

.-, ·>;_~:o· '•·:«:.:,:z_: 

bacteriana irídependierite ded, pili tipo ]: (J!JL• --.·.- - • · ~;;:-/ 

Scaletsky et 81; (l!Í84 ). obser~arori que la adh~i-'e'ida de ECEP 
, - ' 'e·.: , . . 

a la células HeLa déscri~e '2 diferentes patrones de adherencia: 
-'· ,'• 

Adherencia difusa AD eri la cual las bacterias se distribuyen en 

toda La superficie de la célula y la adherencia localizada AL donde 

la unión está limitada a uno o varios sitios de La superficie 

celular ( 35). Na taro et al. en 1985, demostraron que dichos 

patrones estan mediados por plásmidos. Hay un tercer patrón de 

adherencia observado en el cual las bacterias tienden a agruparse 

entre si y de manera independiente a la superficie célular, al cual 

ha sido denominado agregativo AA. 

Baldini et al. ( 24) realizaron estudios de transferencia de 

plásmidos para conferir de este modo la habilidad de adherirse a 
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cepas no adherentes. Es~os trabajos dan la pauta para clonar lo• 

genes responsables de la adhesión. de ECEP a células HEp~2 en orden 
~ •" • ; ''e '• 

para desarrollar una pi:'uebadehibridiza~ión para identificar a 

E. coli co_n genes enteroa,clherentes. 

c) Citotoxina~· y:·~~~erotoxinas 
,, .. ·. 

~·~ -~·., "'; :\·, 

_.:·_:, ;.· _.:/:.t: ~· :~~:;.):. 
:~:;: "..!-·· 

Klipstein •et; >e.1{'~ ·-•~·~ {!Ji.~~ ~;eportaron que dit'er~ntes cepas 

aisladas de ~~~¡~~'.\ ~;f'.h·;¡;j_~~-~ ·{~e EciEP\ p~~d\ic¿ll toxinas de 

naturaleza t~;~61á'.6{'.f- if~t~rní~;~stab~~, .·a#~J~f kC> sfo~lares a la 

toxiria TL. y TE d~ ·~cE~ d~tecta-&a~-.pó;:~ e~-~~V~~]'."Co~v~~i:i'o~a:Í:es Ci!l J. 

Sin embargo. sCo.t.Lánd e~.·. al; -ell I.~8,l•·r~i?ó.rtaronk<lúe:.·ai_guna,s cepas 

de lo~ se~o~~~-~()~··&44, '.yi44~y oÜá ~bn''pfodüC:'toras~;de.•toxiÍui°sTL ó 

TE aunqu~ -~·¿< pJr ~1 métotio 'para ~1 gru~~ ~~ET l ~t)): O' Brien et al. 

en 1!!82 ; ~J.·~~h .. et~l~ e~~l!t85fd'~iohr~~onla producción de una 

citotoxína· similar a·>la toxina s~iga p;:ducida por ECEP, aunque su 

p;od~:ciÓn. iio;'~~ :~ni~e~~~l y ~u porcentaje en el rendimiento varia 

de c~pa a._6ep~, ~'.se sugirió su importancia en la patogénesis de 
• ' ¡, ·':', ·':'.'':.;: 

ECEP'. (ti ;·:n ¡_; ·• Se había determinado que la producción de toxina 

shiga, citoxina Vero y la adherencia eran los tres únicos 

marcadores de virulencia para ECEP. Después Falkow et al. en l!J!Jl 

realizaron investigaciones que han reveTado en algunas cepas de 

ECEP la capacidad adicional de invadir_ a las células 112). 

Uno de los factores de virulencia mAs importantes para ECET 

son sus enterotoxinas TL, TE o.ambas (23í4l). La toxina TL es muy 

similar a la toxina del. cólera tantc:l. en\ s~<e~~:l;uctura como en su 
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función, esta compuesta por una subunidad tóxica A lAl+A2) y cinco 

subuni_dades B, las cuales-adqll:i.eren uria- forma ·ani-llada-,po:r-c-medJo=fi=E!~--=·-

enlacies covalerites y sobre la cual descans_a_ si.Íbunidad· -A; a 
·r/ .:.\:':. 

diferenciii de la toxina dél cólera la toxina __ TL: se __ acumula __ en el 

. peripÜsrriá de la bacteria ECET y ésta_ no. se li~~:r~~ h'a.'stii. que él: 

organismo.muer:~ o .. se .lisa. Una vez en él citos~l :la --~u~unidad A 
~ "-.---_-?·-.-·: ... ::.:'>:,\?»;::'._e:._:?: 

activa el',corilpj;ejo de la adenilato cié11l.sa dilrició por resul tacto la 

acumufacJion:de'i'. A~~ óí~~¡ic~ int.rac_elular. que promueve la sal ida del 
·:. 

agU.~ y ~le6~r6íitos de. la célula. La< toxina_ TL es fuertemente 

in~u~~géni~a'} ésta pr~~iedii.dise ·ha· visto asociada a la subunidad 

B de la níolécuÍa ( 18 ), Lai:~o~i~~ Ti e~ta C:onsti tuída por pequeños 

polipéptidos de l\l ;ksfdu~'sd~-'~i~~á.l::Íctos ricos en cisteina, que 

activa a la guanilatc:> · é'c){61aE!a de'_ las células epiteliales 
··~' ,. 

intestinales prorrioyiendcfi3~ :·~1ii•dlljo de agua hacia el lumen 

intestinal l 231. La~to'X:hl~ TE ~-;,-:excreté.da de la bacteria durante 

eJ crecimiento Yc·n~t'es inmunogénica en su forma nativa (13, 34, 42). 

-~::.··, JUSTIFICACION 

La informaclon\~on respecto a la patogénesis del grupo ECEP 

que ha apórta,do _eF'rilétodo de adherencia a la línea celular HEp-2, 

sugiere que si'guiéndo la misma metodología para diferentes grupos 

de E.coli puede indicarse en base a la relación entre la capacidad 

adherencia y el tipo de adherencia, la patogenicidad de las cepas 

en una población abierta. 
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OBJETIVOS 

1 l Estandarizar un ensayo de adherencia a células· HEp-2 para.· 

cepas de· Escherich:Í.a .cól:Í. perteneCientes. a lo!ii grupos de 

ECEP, ECET y no ECEP no ECET. 

2) Validar. cualitativam.ente el ensayo de. adherencia utilizándo 

3) 

cepas de E. c'oii' de ·referencia (cepas prototipo de EPEC 

provenieni~s·del~i;~d 47152 y 42414). 

Determinar ·1a:~ti.tLlidad del método de adherencia a las células 

HEp-2 para definir la patogenidad en otros grupos de E. coli. 

4) Estudiar la·rE!la~Úón·cjueexisteentre ~1.grupo de E. coli y la 
-, .. - --,_ .. -·· .. - ·. 

capacidad .de a,dh~~enciii. ,füe .~r~.~entari a las células HEp-2. 

j . : '~.<'. . · .. ;"-\' . ' 

5) Asociar ú cuadro el¿¡~/ y• los .patrones de adherencia en la 
.. ,_.. "''• ' 

patogenicidad éie :i.os~grupos trabajados. 
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Aparatos 

MATERIAL 

Microscopio de luz invertido "Swift" 

Microscopio de campo clar.o ... Carl Zeiss" 

Incubadora "Ster:i.,:.cu¡t ·l!UO''. 

Campana de t'lujo lan{i.na'.~ /:.yecC>·· 
··:~( :•\o 

Microp ipetas "Labsyste;¡;~; Fl:riri)?ipette" 

Pipeta volúmetrica de 

Balanza analítica 

5 - 40 µ1 

Material de plástico : 

Microcámaras para ensayo celular "Lab Tek" 

Botellas para crecimiento celular 80 cm: ·"Nunclon'; 

Tubos cónicos graduados de 15 ml 

Pipetas serológicas 1, 2, 5, 10 y 25 ml 

Puntas estériles 

Jeringas desechables de 1 1 5 y 20 ml 

Material de vidrio 

Frascos graduados "Wheaton" 100, 250 y 500 ml 

Matraces Erlenmeyer 100 y 1000 ml 

Matraces aforados de 100 y 1000 ml 

Vasos de precipitados de 100, 200, 500 y 1000 ml 

Tubos de vidrio de 13 x 125 ml 

Jeringa hipodérmica de 50 ml con adaptador metálico. 



Probeta de 50 y 100 ml 

Jarras para atmósfera microaerofílica 

Pipetas Pasteur 

Porta y cubre objetos 

Cámara de Neubauer 

Reactivos y soluciones : 

Solución salina de amortiguadora de fosfatos para células 

(SSAFJ U.15 M y pH 7.2 

Solución de bicarbonato al 7.5 % 

Solución salina balanceada de Hanks (SSBHJ 

Solución de ácido etilendiaminotetracético (AEDT l, 

al U,03 % 

Solución de tripsina al 1 % 

Solución de AEDT U, 03 % con trips:i'ria al. 1 % en una 

dilución 1:40 

Solución de azul de tripano al U,05 % 

Solución de colorante Giemsa al 76 % 

Solución de formaldehido al 10 % 

L- Glutamina 

Sulfato de gentamicina 

Medios de cultivo 

Para cultivo celular: 

Medio minimo esencial (MMEJ 

Para cultivo del microorganismo: 

Medio de Mac Conkey 

Medio de gelosa especial 
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Caldo- de- soya tripticaseirta.- -¡ CST) con ·D~m·anosa-

Material biológico 

_Otros_ 

Se trab~jó_ con 142 cepas de E. coli obtenidas en el 

Inst~tutp Nficional de la Nutrición del banco de cepas del 
'.· ... ,,·, ·;:.:: .. 

Departa.mento de Infectología, formado en el proyecto 
. - -.· . . 

"Anáfisi~ del efecto protector de la leche materna a la 

_adquisición de enfermedades entéricas". 

Las g cepas prototipo de ECEP fueron donadas por el Dr. 

Al;eJandro · Cravioto del Instituto Nacional de Salud 

Púb.U.~a; _-- las cuales pertenecen a serotipos clásicos 

a'isladas de brotes de enteritis. 

Linéa celular HEp-2. 

Agujas desechables de 18 x 38 ml 

Membranas Millipore ( tamaño de poro de 0.22 µm 

Tubo No. 3 de Nac Farland Yx x 108 bacterias x ml) 



ENSAYO DE ADHERENCIA CELULAR 

DE E. coli A LA LINEA CELULAR HEp-2 

CRECIMIENTO BACTERIANO CRECIMIENTO CELULAR 

IHFECCIOH CELULAR 

MULTIPLICACION BACTERIANA 

FIJACIDH 

INTERPRETACIOH DE RESULTADOS 
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METODOLOGIA 

se utilizaron un total de 142 cepas (cuadro 1), obtenidas en el 

Departamento de Infectología del Instituto Nacional de la 

Nutrición, el número de cepas a trabajar se estableció en base a la 

capacidad personal para realizar los ensayos, reproducir en 

subsecuentes ensayos los resultados obtenidos en lectura al 

microscopio y la disponibilidad propia de material; las cepas de E. 

coli se aislaron de una cohorte de niños de la comunidad de San 

Pedro Mártir al sur de la Ciudad de México que presentaron cuadros 

clínicos sintomáticos y asintomáticos, 

Crecimiento bacteriano: 

Las cepas estuvieron almacenadas a una temperatura de -70°C se 

descongelaron y se sembraron en el medio de cultivo agar Mac 

Conkey con el objeto de determinar la viabilidad de las ellas, 

luego de ser crecidas se resembraron en un medio de gelosa especial 

que permitió mantenerlas durante un período de tiempo de 

aproximadamente 1 semana previa al ensayo. 

Para el ensayo cada cepa se creció en 1 ml de caldo de soya 

tripticaseína con D- roanesa al 1% (que se adicionó para inhibir 

adhesión mediada por el pili tipo I), incubándose a 37ºC por un 

período de 18 a 24 horas. La concentración bacteriana óptima 

determinada para el ensayo fué de 9 x 10 9 UFC/ml (que corresponde 

al tubo# 3 de McFarland), la que permitió observar a microcolonias 

bacterianas evidentemente circunscritas en la superficie de las 

células. Una cantidad de 200 ~ll de MME sin antibiótico se utilizó 

30 



para ajustar esta concentración bacteriana, la que foe utilizada en 

una cantidad de 100 µl para la infección celular por pozo de la 

microplaca para ensayo celular. 
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Figura 3: 

.. PATRÓN DE ADHERENCIA DIFUSO 

Fotografía microscópica en campo claro mostrando el patrón 

de adherencia difuso (AD) observado en de una cepa de 

E.coli monocapa de células HEp-2. 



PATRON DE ADHERENCIA LOCALIZADO 

Figura 4: Fotografía microscópica en campo claro mostrando el patró 

de adherencia localizado (AL) observado en cepa 42414 de 

la ATCC de ECEP a la monocapa de células HEp-2. 



PATRON DE ADHERENCIA AGREGATIVO 

Figura 5: Fotografía microscópica en campo claro mostrando el patrón 

de adherencia agrgativo (AA) observado en una cepa de 

E. coli monocapa de células HEp-2. 



Crecimiento celular: 

A) Se crecieron las células HEp-2 en botellas de poliestireno 

para crecimiento celular de 80 cm2 con 25 ml de MME de 

crecimiento. Se incubaron a 37ºC/ 5% C02 /85 % húmedad, 

renovando el medio según los requerimientos metabólicos 

durante el tiempo necesario hasta obtener una monocapa 

confluente. 

B) Se tripsinizó la monocapa celular de la siguiente manera: 

- Se virtió el exceso de medio y se agregaron 4 ml de solución 

AEDT/SSAF 0.03% impregnando la monocapa y desechando el 

exceso. 

- Se procede igual al agregar la solución de AEDT/Tripsina 

- Se incubó la caja de cultivo durante 5 minutos a 37ºC 

- Se requirió un golpe al extremo de la caja para el 

desprendimiento total de la monocapa. 

- A las células tripsinizadas se les agregó 5 ml de MME con 

antibiótico. 

C) Se realizó el conteo de células viables deseadas por el 

método de exclusión con azul de tripano al 1 % en SSAF¡ se 

hizó una dilución 1:10 (0.1 ml de células en MME y 0.9 ml de 

colorante) y se contaron las células vivas (no teñidas) en la 

cámara de Neubauer para posteriormente aplicar la siguiente 

fórmula: 
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No. células X dilución (10) }actor de conversión 
Dilución= Ño~-cüaor~~eae c~%\iid~eseadasde lf2 c~mr5~ 110000¡ 

D) Se colocó la dilución celular en microplacas para ensayo 

delular, colocándose 400 µl por pozo e incubándose a 

37ºC/85 % húmedad/ 5 % C02 / 24 H. Período en el cual las 

células se adhirieron a la superficie de la placa y se 

multiplicaron hasta formar una capa semiconfluente. 

E) Se lavaron las células con SSBH 3 veces. 

F) Las células fueron incubadas con 100 ~Ll de la dilución 

bacteriana en MME ya señalada y realizada para cada cepa, el 

control negativo se hizó agregando a las células únicamente 

100 µl de CST con D-manosa, para realizarse bien la infección, 

se incubaron las placas en jarras para atmósfera 

microaerofílica durante 3 horas a 37ºC. 

G) Se lavaron las placas con SSBH con el objeto de eliminar a 

bacterias no adheridas. 

H) Se adicionó 200 ~Ll de MME sin antibiótico por pozo y se 

incubaron a 37°C por 3 horas en jarras con atmósfera 

microaerofílica, como un período de multiplicación. 

I) Se lavaron las células 3 veces con SSAF estéril. 

J) Se fijaron con la solución de formaldehído en SSAF al 10%, 

agregándose 0.5 ml de formaldehído por pozo durante 24 horas. 

K) Se tiñeron las células infectadas con solución madre de Giemsa 

0.2 ml por pozo durante 30 minutos. 

L) Se retiraron los soportes de la microplaca de cultivo celular 
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para la la lectura de la adherencia bacteriana al microscopio 

con el objetivo de inmersión. 

M) La lectura se realizó contando 100 células elegidas al azar, 

determinando el porcentaje de células con bacterias 

adheridas y los patrones de adherencia manifestados en el 

ensayo celular por cada cepa. 
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RESULTADOS 

La adherencia es un mecanismo importante en la patogénesis de 

enteropatógenos como es el caso del grupo de ECEP, ensayos in vitro 

realizados usando diferentes líneas celulares han demostrado la 

utilidad e importancia que tiene el ensayo adherencia a células 

HEp-2 para el análisis de los mecanismos de patogénesis que 

presenta este grupo. La metodología del ensayo originalmente 

diseñado por Cravioto et al. en 1979 (8) se designó como estándar 

a seguir en estudios posteriores del grupo, realizándose en ella 

variaciones según el criterio del investigador. 

En este estudio dos criterios fueron principalmente tomados en 

cuenta para modificar al ensayo de adherencia estándar: 

a) Mejorar fijación de las células, al observarse que en 

comparación con el fijador originalmente utilizado (metano! al 

70 % durante 1 hora) el formaldehído (al 10 % por un lapso de 

18 horas) permitió teñir a las células después de un período 

de tiempo considerable (aprox. 18 horas) sin promover con ello 

desecación o alteración en la morfología celular adicional a 

la propiamente causada durante la infección bacteriana, 

también ésto constituye una ventaja tomando en cuenta el 

tiempo utilizado para el desarrollo del ensayo. 

b) Modificar la concentración del colorante de giemsa de un 10 % 

a un 76 % (denominada solución madre), que mejoró a nivel 

cualitativo la observación microscópica de la infección 

bacteriana a las células, facilitando así la lectura de las 

placas del ensayo. 
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DISTRIBUCION DE LAS 93 CEPAS ADHERENTES 
DE E. coli SEGUN SU CLASIFICACION 

ECET 
19% 

no ECEP no ECET 
47% 

Figura 1 
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Cuadro 1: Clasificación de las cepas de B. coll utilizadas 
para el ensayo de adherencia a célula HEp-2. 

Cuadro 
Grupo de E. coli No. total de cepas 

Diarreico 

• 
ECEP 4 o 4 o 

ECET 4 2 1 9 

no ECET no ECEP 6 2 2 o 

• Incluye cepas prototipo 
Obtenidas de banco de cepas del Departamento de Infectologfa 
del INNSZ. 

40 

c 1 r n i c o 

Normal 

o 

2 3 

4 2 



De 142 cepas en total trabajadas de E.coli, 93 (65 %) de ellas 

fueron adherentes a las células HEp-2, el concepto ya establecido 

de cepa adherente se designa para aquellas cepas que presentan la 

capacidad de adherirse con al menos una bacteria a un número ~ del 

40 % de un total de 100 células elegidas al azar. 

Dentro del total de 93 cepas adherentes, los grupos de E. coli 

presentaron una diferente frecuencia en cuanto a su capacidad de 

adherirse (ver figura 1). 

- El grupo ECEP presentó una capacidad de adherencia del 33 %. 

- El grupo ECET presentó una capacidad de adherencia del 20 %. 

- El grupo no ECET no ECEP fue capaz de adherirse en un 47 %. 

Con el propósito de analizar la frecuencia de la capacidad de 

adherencia a células HEp-2 mostrada por los diferentes grupos de 

E. coli, se utilizó la prueba de chi cuadrada (ver cuadro 2) la 

cual indicó que si existen diferencias estadísticamente 

significaticas entre los grupos en cuanto a la capacidad de 

adherencia a células HEp-2, siendo el grupo de las ECET el menos 

adherente (43 %) y el grupo de las ECEP el más adherente (77 %) 

respectivamente, la capacidad de adherencia que presentó el grupo 

de las no ECEP no ECET también fué grande (71 %). 
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Cuadro 2: Frecuencia de la capacidad de adherencia a células 

HEp-2, mostrada por las cepas trabajadas de los 

diferentes grupos de E. coli ( ECEP, ECET y 
no ECET no ECEP. 

GRUPO CEPAS CEPAS 
DE NO 

E. coli ADHERENTES ADHERENTES 

ECEP 18 (43 %) 24 (57 %) 

ECET 31 (77 %) 9 (23 %) 

no ECEP no ETEC 44 (71 %) 18 (29 %) 

Prueba de chl cuadrada 

chl cuadrada (exp) • 12.690 chl cuadrada (toerlca) • 5.99 p • 0.0017 gl • 2 

p • Probabilidad. 

gl • Grados do llborted. 

• Incluyo copas prototipo. 
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El análisis para los grupos ECET y no ECEP no ECET en relación 

a la capacidad de adherencia y el cuadro clínico sintomático .y 

asintomático mostrado en las cepas correspondientes, se realizó 

mediante dos pruebas estadísticas: Prueba exacta de Fisher y la 

prueba de "t" de student (ver cuadro 3 y 4); de ambas se obtuvó 

para el grupo de las ECET que la capacidad de adherencia a células 

HEp-2 es un factor de riesgo considerable ( R.M.=4.875) que está 

estrechamente asociado a la patogénesis del grupo (diarrea), siendo 

dicha asociación estadísticamente significativa (p=0.028), no 

obstante lo disperso del evento (1.09-22.36). El análisis mediante 

la prueba "t" de student indicó similares resultados en base a la 

obtención de un valor para "t" experimental (2.346) mayor al valor 

de "t" teórico (2.12) indicando que es estadísticamente 

significativa ésta relación. 

Para el grupo no ECET no ECEP la asociación a células HEp-2 no 

es al parecer un factor de riesgo que determine que la cepa sea 

capaz de producir diarrea. 
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Cuadro 3: Asociación entre la capacidad de adherencia a células 

HEp-2 de 42 cepas de ECET y 62 cepas de no ECEP 

no ECET y presencia de diarrea. 

cuadro clínico Parámetros 

CEPAS 
Sintomáticas Asintomáticas n R.M. 95 % l.C. p 

ECET 12 6 24 1 
sin ad herencia 

ECET 7 17 16 4.867 1.09-22.36 0.026 
con adherencia 

no ECEP 13 31 44 1 

no ETEC 
sin adherencia 

no ECEP 7 11 16 0.659 0.161-2.411 0.554 

no ETEC 
con adherencia 

Prueba exacta de Ffaher 

n • No. de copas; R.M. • Razón momios; l.C. • Intervalos de confianza; O.L. • Grados do libertad; 

p • Probabilidad. 
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Cuadro 4: Comparación del porcentaje de adherencia en cepas 

del grupo ECET y no ECET no ECEP, entre cepas 

aisladas de muestras con cuadro clínico diarreico 
y asintomáticas. 

-X del % de adherencia Parámetros 

CEPAS 
Diarreicas Asintomáticas n t (exp.) t (teo.) G.L. 

ECET 52 32 42 2.346 2.121 41 

no ECEP 67 60 62 0.631 2.000 61 

no ETEC 

Prueba •t• de Student. 

n • No. de mueatra; G.L • Grados de libertad 
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La relación que se encontró en cepas adherentes en cuanto al 

patrón de adherencia que mostraron en el ensayo a células HEp~2 

(ver figura 2 y cuadro 5) , indica que no hay la presencia de un 

patrón de adherencia que caracterice a las cepas adherentes de 

ninguno de los grupos de E. coli trabajados, lo anterior fue 

deducido mediante la prueba de chi cuadrada que aportó un valor de 

p= 0.432 que indica que no es estadísticamente significativa dicha 

relación. 
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DISTl!IUUCION DE 44 CEPAS ADHERENTES A 
CELULAS l!Ep-2 DEL GRUPO no ECEP no F.CET 

DE ACUERDO AL TIPO DE ADHERENCIA 

DWU:IO 
1139'.'( 

DISTR!DUCION DE LAS 18 CEPAS ADHERENTES 
A CELU!.AS llEp-2 DE ETEC DE ACUERDO A LOS 

TIPOS DE ADHERENCIA 

ACIUX:A'l1VO 

8 """ 

DISTR!DUCION DE 31 CEPAS ADl!ERENTES DE ' 
ECEP A CELU!.AS l!Ep-2 DE ACUERDO A TIPOS 

DE ADHERENCIA 

DWUSO 
18 b8%. 

ACH!:OATIVO 
828% 

Figura 2 
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Cuadro 5: Relación entre la capacidad de adherencia a las 

células HEp-2 y los diferentes patrones de 

adherencia observados en los grupos de E.coli 

(ECET,ECEP y no ECET no ECEP). 

GRUPO Cepas Tipo de adherencia (%) 

adherentes 
L D A 

ECET (n•42) 18 3 (17) 7 (39) 8 (44) 

ECEP (n•40) 31 5 (16) 18 (58) 8 (26) 

no ECEP no ECET 44 11 (25) 17 (39) 16 (36) 
(n•62) 

Pruoba do Chl cuadrada 

Chi cuadrada (exp.) • 3.812 ¡ Chl cuadrada (tea.) • 9.488 i P • O.o432¡ gl • 4 

p • Probabilidad; gl • Grados de libertad. 
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DISCUSION 

Los resultados aportados por el ensayo de adherencia 

modificado permitieron al visualizar cualitativamente lo acertado 

de éste por la lectura microscopica realizada a las placas, aunque 

no se observó en ambos métodos disminución en la especificidad y 

sensibilidad que tienen con respecto al grupo de las ECEP, lo 

anterior se evidenció con el uso de cepas prototipo de éste grupo 

que permitieron validarlo. Hay estudios revelan que este método no 

es el adecuado para evaluar la capacidad de adherencia del grupo 

ECET, pues este grupo de bact'erias requieren de un medio de cultivo 

diferente que les permita expresar bien sus factores de virulencia, 

se sabe ahora que el modelo más adecuado para el estudio de la 

adherencia de ECET utiliza en lugar de la línea célular HEp-2, la 

línea celular CaCo-2 (células de carcinoma colónico) la cual exhibe 

patrones estructurales y de diferenciación característicos para 

ECET(9); sin embargo aunque ECET no fue el grupo más adherente se 

pudo observar que la capacidad de adherencia que describieron las 

cepas de este grupo es un importante factor de riesgo para 

producción de diarrea (p=0.028), sin descartarse aquí el papel que 

tiene sus enterotoxinas, las cuales probablemente con su presencia 

evidenciaron la presencia de efectos citopáticos tales como la 

vacuolización y el desprendimiento celular que caracterizaron a las 

placas celulares infectadas con ECET, esto indica que probablemente 

éste modelo de adherencia deba realizarse para el grupo mencionado 

utilizando un tiempo de infección y/o incubación menor, de tal 
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el mecánismo . dei. adherencia y no 

de virulencia subsecuentes que enmascaren la 

observación del proceso de adherencia tal cual. 

No se observó igual comportamiento en adherencia por las cepas 

pertenecientes al grupo de las no ECET no ECEP, quienes mostraron 

un porcentaje de adherencia del 71 %, que indica de manera general 

que la metodología utilizada puede ser un buen modelo de estudio 

para la patogenicidad de éste grupo, aunque el análisis estadístico 

no indicó que sea la adherencia un factor de riesgo importante para 

la producción de diarrea en el grupo, ya que tal relación fue 

analizada por la prueba exacta de Fisher que indicó que la 

asociación no fue estadísticamente significativa ( p=O. 554). El 

grupo ECEP según un estudio realizado anteriormente en el 

Departamento de Infectología ( 14), señaló que los biotipos más 

comúnmente aislados de muestras diarreicas presentaron al ensayo de 

adherencia a células HEp-2, una mayor capacidad de adherencia que 

aquellos otros biotipos con frecuencia aislados en pacientes 

asintomáticos. Casi todos los estudios anteriormente realizados 

para determinar los mecanismos de patogenicidad en éste grupo han 

utilizado a cepas de ECEP prototipos, lo cual ha traído 

repercusiones tales como la idea errónea de considerar que sólo las 

cepas de éste grupo describen una gran capacidad de adherencia, un 

patrón de adherencia localizado y posteriormente la característica 

lesión histopatológica de formación del pedestal; ahora se sabe que 

no todas las cepas de ECEP describen un patrón de adherencia 

localizado, también que no todas las cepas son adherentes e~ 40%), 
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no todas llevan a cabo la producción del pedestal con la 

subsecuente alteración a nivel del citoesqueleto (acumulación de 

actina y miosina polimerizada) y la recientemente descubierta 

capacidad de invasión, tales eventos ni son generales para el 

grupo, ni necesariamente van ligados. Lo anterior podría en parte 

justificar la poca similitud entre los resultados obtenidos y los 

publicados en cuanto a capacidad de adherencia y tipo de 

adherencia, si Gnicamente se toma la relación de los serotipos 

trabajados, sólo 4 de 40 cepas pertenecieron a serotipos clásicos 

y por tanto sólo muy pocas cepas además de adherirse presentaron un 

tipo de adherencia localizado que probablemente iba acompañado de 

la formación del pedestal e invasión; si bien el patrón de 

adherencia más comGnmente observado fue el difuso, cabría entonces 

preguntarse que tan involucrados pudieran estar éste y otros 

patrones diferentes al localizado en la patogenicidad del resto de 

los serotipos que comprendieron al grupo de ECEP en éste trabajo, 

para futura aplicación en una población abierta que pudiera proveer 

de cepas provenientes de cuadros clínicos diarreicos y 

asintomáticos. 
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CONCLUSIONES 

1. - En relación a la observación microscópica, el ensayo de 

adherencia estandarizado mejoró cualitativamente al modelo ya 

establecido. 

2.- Este método mostró ser útil para definir la patogenicidad en 

el grupo ECEP y ECET. 

3. - En los grupos ECEP y ECET se demostró que la capacidad de 

adherencia es un factor de riesgo para la producción de 

diarreas. 

4 . - En los grupos ECEP I ECET y no ECEP no ECET no hay ningún 

patrón de adherencia que permita caracterizar su 

patogenicidad. 

5.- Este modelo fue útil para caracterizar la patogénesis en el 

grupo de ECET. 
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ANEXO PREPARACION DE REACTIVOS 

PREPARACION DE SOLUCIONES 

- Solución amortiguadora de fosfatos salinos (SSAF) 0.15.M a 

pH 7.2 

Fosfato monobásico de sodio 

Fosfato dibásico de sodio 

Cloruro de sodio 

Agua desionizada c.b.p. 

Se ajusta el pH a 7.2 con NaOH 3 M 

autoclave. 

Solución de bicarbonato de sodio 

Bicarbonato de sodio 7.5 g 

Agua desionizada 100.0. ml 

Solución Salina Balanceada de Hanks (SSBH) 

SSAF para ensayo celular estéril 90.0 ml 

SSBH (Microlab lOx) 10.0 ml 

Solución de ácido etilendiaminotetracético (AEDT) 

SSAF para ensayo celular 

AEDT (Sigma) 

Se esteriliza por autoclave. 

Solución de tripsina al 1% 

SSAF para ensayo celular 

Tripsina (Difco) 

La solución se esteriliza por filtración. 
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100.0 ml 

0.03 g 

100.0 ml 

1.0 g 



Solución de AEDT/ Tripsina al 1% 

Tripsina 1% estéril 

AEDT 0.03 % estéril 

Solución de azul de tripano o.os % 

Azul de tripano (Sigma) 

SSAF para ensayo celular 

Solución de formaldehído al 10 % 

Formaldehído (40%) 

SSAF para ensayo celular 

Solución madre de Giemsa 

dilución 1: 40 

2.s ml 

97;S ml 

o .os . g 

estéril 100.0 ml 

10;0 'ml 

30;0 · ml 

Colorante de Giemsa (Sigma) 1.0 g 

Glicerina QP 66.0 ml 

Alcohol metílico absoluto 66.0 ml 

Se mezcla el polvo con la glicerina, disolviéndola lentamente 

en baño María de 55 a 66ºC, se deja enfriar y se añade el 

alcohol metílico, se deja madurar la solución de 2 a 3 

semanas, al término de las cuales se filtra y guarda bien 

tapado y protegido de la luz. 

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO 

Caldo de soya tripticaseína (CST) con D-manosa 1% 

CST estéril 

D-manosa (Sigma) 

100.0 ml 

1.0 gr 

La D-manosa se esteriliza por filtración y se añade al medio. 

Medio mínimo esencial (MME) para el crecimiento celular 

MME liofilizado (Gibco) 

Agua desionizada 

S6 

1 sobre 

1000.0 ml 



Suero de ternera 

L-Glutamina 

Sulfato de Gentamicina 

Solución de bicarbonatos 

so.o ml 

10.0 ml 

1.0 ml 

5.0 ml 

Se disuelve el medio liofilizado en el agua desionizada y se 

coloca en frascos para su esterilización por autoclave, al medio 

tibio se le ajusta el pH con la solución de bicarbonatos gota a 

gota y con agitación constante hasta que vire el color del medio y 

alcance un pH de 7 verificándolo al colocar 1 gota de medio en 

papel pH; se agrega la glutamina, el suero de ternera y el 

antibiótico. Se pone el medio a controlar por 24 h a 37ºC antes de 

utilizarse. 
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