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RESUMEN 

La frecuencia de E. coH emeropatdgena (ECEP) asociada a diarrea fue determinada en 

-128 c:epu aislldas de nillos menores de dos allol alimeallldos al 1eno materno, durante episodiol 

. diarreicos en el periodo Abril a Sepliembre de 1993. Con la finalidad de burcar una metodologla 

alternativa a la adherencia celular propues!a por Cravio!o, se ulilim la sonda que detecta los 

genes que axlif"an para el Fact0r de Adherencia de ECEP (9Dllda EAF) como único m&ado de 

escrulinio. La sonda fue exuafda del plásmido pJPN 16, empleando un macrom6todo de lisis 

alcalina y utilizudo las endonucleasas de restricción Sal 1 y Bam HI, para posteriormente 

marcarla ron un ~ no radiactivo, digoxigenina (EAF-Dig). Las cepas fueron probadas con 

la sonda EAF-Dig en condiciones estricras de hibridación. Aquellas apu comideradas EAF+ 

fueron CU1ICleritadas por su perfil de adben:ncia. El 27lll de las cepas hibridaron con la sonda 

EAF y se distribuyeron en 4 perfiles de adhemlcia: adherencia agteptiva (AA), lldhcrcncia 

locali7.ada (AL), desprendimiento celular (DC) y .therencia negativa. w cepas de E. CDll EAF + 

fueron aisladas romo único patógeno en el S3lll de los CISOS, el resto presentó roinfección ron 

~ llilaolydca y Cmapylollliáer. No se enronuuon c:asos de diarrea crónica y el 

tiempo de duración promedio fue de S.3 dlas. Las edades de los paciellleS fluctúan entre 6 y 24 

meses. Debido a la variación enue los patrones de adherencia y que no concuerdan con la 

definición de ECEP, se concluyó que se trata de un grupo bacteriano muy ~neo y por lo 

tanto la sonda EAF no puede ser usada como único mo!todo de escrutinio, sino que debe utilizarse 

con un mo!todo complementario, dado que las características de virulencia esdn mediadas por un 

grupo de genes; 



INTRODUCCION 

Las enfermedades diarreicas son un problema de salud pública en nuestro país, así como 

en otros países en vías de desarrollo en donde la población infantil es la más afectada. 

La diarrea ha sido reconocida como una de las principales causas de morbi- monalidad 

y se ha estimado que de 5 a JO millones de muenes ocurren anualmente entre la población de 

Asia, Africa y América Latina, de los cuales 4.6 millones se presentan entre la población infantil 

menor de 5 años de edad (1). 

Eschcrichia coli se presenta como una de las especies de microorganismos anaerobios 

facultativos de flora normal de intestino y juega un papel imponante manteniendo la fisiología 

de este órgano. Denrro de esras especies, sin embargo, existen cepas patógenas que causan 

distintos síndromes de esra enfermedad diarreica (2). 

Hasra el momento se reconocen cinco categorías de cepas de E. coli productoras de 

diarrea: 

1 E. coli enterohemorrágica (ECEH) 

2 E. coli emeroinvasiva (ECEI) 

3 E. coll enterotoxigénica (ECET) 

4 E. coli enteropatógena (ECEP) 

5 E. coli emeroagregativa (ECEA). 

Las categorías están basadas en sus diferemes propiedades de virulencia, el tipo de 

interacción con Ja mucosa intestinal, tipo de síndrome clínico, epidemiología y serotipos (2). 
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A N T E e E D E N T E s H 1 s T o R 1 e o s. 

El año de 1985 man:ó el centenario de la primera descripción de Escbericbia coli por el 

pediab'a alemán Theodore Escherich, quien llamó a este microorganismo Bacterium coli 

commune para indicar la ocurrencia universal en el intestino de individuos sanos. 

Aunque muchos autores abibuyen el descubrimiento de E. coli diarreogénica a John Bray, 

la patogenicidad intestinal de E. coli fue primero sugerida por Laurelle, quien desde el año de 

1889 argumentó que este organismo podfa causar peritonitis si se liberaba en la cavidad 

peritoneal como resultado de la peñoración intestinal (3). 

Laurelle también aludió la posibilidad de que E. coli pudiera causar diarrea y vómito 

(cólera noSb'as). 

ECEP fueron los primeros organismos de E. coli conocidos como causantes de diarrea; 

en el año de 1945 John Bray identifica estas cepas como Bacterlum coll neopolllanum y 

demuesb'a que cepas aisladas de brotes nosocomiales y de brotes de una comunidad en una 

población de neonatos pueden ser aglutinados con antisueros de conejo que no reaccionan con 

E. coll aislada de niños sanos. Esas primeras investigaciones epidemiológicas recibieron un 

imponante adelanto con el advenimiento de la serotipificación de Kauffman (3). 

En 1955 Neter y colaboradores proponen el imnino de E. coll entcropal6gena para 

referirse a: 

"Aquellas cepas de E. coli de serotipos epidcmiológicamente asociados a enfermedad 

diarreica que no penenccen a ninguna de las otras categoñas" (es decir no producen cnterotoxinas 

tcrmolábiles o tcrmocstables o verotoxinas, ni invaden mucosa intestinal como E. coli 

enteroinvasiva)(4). 
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MANIFESTACIONES CLINICAS 

ECEP se ha asociado como una imponanre causa de diarrea infantil, principalmente 

diarrea aguda aunque también se han descrito casos en diarrea de tipo persistente (1). ECEP 

coloniza el inrestino delgado produciendo diarrea de tipo secretor, que puede estar acompailada 

de fiebre, vómito y Ja diarrea presentar moco sin sangre. Los niftos menores de 6 meses presentan 

Ja forma más severa de Ja enfermedad, raramenre afecta a nifios mayores de 1 afio, y el periodo 

de incubación es de 2 a 12 días. 

MECANISMOS DE PATOGENICIDAD 

Como el conocimiento de Ja patogénesis de ECEP ha avanzado, es visto que Ja 

serotipificación como único método de identificación ha caído en desuso, ya que no nos 

proporciona información acerca de Ja presencia de Jos factores de virulencia asociados a esta E. 

coU (4). 

Por tanto ahora es más apropiado definir ECEP con base en sus dererminanres genéticos 

que codifican propiedades patógenas características como son: 

1) Adherencia Localizada 

2) Adherencia íntima y Esfacelamiento. 

1) ADHERENCIA LOCALIZADA 

Cravioto y·col. reportaron que el 80% de las cepas de ECEP aisladas de brotes de diarrea 

en cuneros se adhieren a células HEp-2 en forma de microcolonias (5). Scaletsky y col. 

denominaron a este tipo de adherencia Adherencia Localizada (AL) Ja cual se caracteriza por la 

producción de microcolonias que más que cubrir uniformemenre las células de un cultivo 

monocapa lo hacen en una porción localizada de Ja célula (6). Esta propiedad se asocia a la 

presencia de un plásmido cuyo tamaño varia de 55 a 70 MDa llamado pEAF (7). 
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La cepa prorotipo E2341M9 (0127:H6) contiene un plásmido de 60 MDa (pMAR 2). Esre 

plúmido fue mapcado con endonucleasas de restricción: cuando un fragmenro que codifica para 

la resisrencia a kanamicina fue clonado en el sirio Sal 1 del plásmido, la propiedad de adhesividad 

se pcnlió. Es1os daros sugirieron que el fragmcn10 de 1000 bp Bam H1 - Sal 1, que flanquean el 

sitio crítico Sal I, contienen la porción del rnalerial genético que codifica para la adhesividad a 

~lulas HEp-2. Así, es1e fragmcn10 ha sido utilizado como sonda. Como aun no se sabe la 

naruraleza de la adhesina involucrada en esce fenómeno, al plásmido se le ha denominado EAF, 

o sea que codifica para el Fac1or de Adherencia de ECEP y a la sonda, sonda EAF (8). 

Girón y cols. han descriro que cuando ECEP es c=ida en un medio sólido conreniendo 

sangre o en presencia de células HEp-2, esre microorganismo expresa haces de filamentos, 

llamados Pilis Fonnadores de Haces o BFP, los cuales c~n una red de fibras que mantienen 

unidos a los microorganismos. Ellos han sugerido que esca propiedad pudiera ser una adapración 

que contribuye a su supervivencia en la superficie de la mucosa intestinal, ya que pcrmire la 

formación de colonias escables (9). 

Esca propiedad carnbién está asociada a la presencia del pEAF y el desa1TOll0 de 

adherencia de tipo localizado. Dicho pili está formado por unidades rcperitivas de 19 500 

Dalrons (Da). Recienrerncnre se desarrolló una sonda de 0.85 kb a la cu31 se le ha denominado 

sonda bfpA (10). 

11) ADHERENCIA INTIMA Y ESFACELAMIENTO 

Otra caracreñstica imporcanre en la parogénesis de ECEP es la de producir una lesión 

histopatológica intestinal en humanos o en modelos animales. Esca lesión fue descrira por Moon 

y col. (t 1) como una lesión de Adherencia y Esfacelamienro (EAE). que se caracteriza por una 

adherencia íntima de la bacreria a la superficie del enterociro, causando una desrrucción 

localizada de las microvellosidades para posreriormente ser parcialmente rodeada por 

proyecciones de la superficie del enlerociro (fenómeno conocido como formación de pcdesral). 

En las regiones de adherencia íntima se observa un rearrcglo de los elemenros del ciroesqueleto 

con una polimerización de filamcnros de acrina. 



Knuuon desarrolló un ~todo de detección de eSIC tipo de lesión, es la prueba de linción 

de Aclina Fluorescente (FAS), en donde el isotioclanato de Ouomcefna es conjupdo a la 

flloidina, la cull se une espc:df"icamente a f"alamentos de actina polimerizada y uf se derenninan 

llias concentnciones de actina en Cl!lulas epih:lilles (12). 

En contraste a la ~ncia localizada, la adhc:mteia y esfacelamiento ocurren en 

ausencia del pEAF, aunque en mlmero y ciJlj!tica rewdada ya que esta propiedld es1' codif"teada 

en el cromosoma bacteriano, en el cull se ha identificado un gen que se ha denominado ~ae 

(Adherencia y Esfacelamiento de E.coll),que fue ldentif"teado por mutag&lesis con TnphoA. Se 

han derectldo secuencias homólogas en todas las cepas ECEP FAS+. El gen ~consiste de un 

f111pnento de lc:ctura abic:na de 1817 bp. Este gen codifica pa111 una proleína de membrana 

externa de 94 kDa a la cull se le ha denominado "intimina" noconocida por antisuc:ros de la fase 

convaleciente de volunwios Infectados con ECEP (13, 14). 

ECEP se consideró durante mucho tiempo un microorganismo no invasivo. En estudios 

ralizados con el microscopio elc:caónico demuesUan becterias inlnll:dulara, Incluyendo 

espc:cfmc:nes clfnicos y una variedad de c<!lulas epiteliales. Sin embarao el significado de la 

invasividad en la patog~nesis de ECEP no es claro, ya que esta bacteria no causa disenteria (4). 

El modelo mts aceptado en la patog6iesis de ECEP es el de dos estadios: 

la. Fase: 

2a. Fase: 

Comprende el acercamiento y acumulación de las bactaias a las úlulas epileliales 

en un patr6n loclliudo mediado por la adbesina EAF. o n1's rsienlCmCllte, 

propuesto por Girón. mediado por BFP. 

Una vez fomwlas las microcoloniu se inicia la clesll'llCCión de lu 

microvellosidades intestinales, es decir el esf11eelamien10, que hasta el momento 

se desconoce como se produce. La falta de microvc:llosidades pc:nnitc: a lu 

bacterias adherirse en forma fntima a los rec:eptcns de lu mc:mlnnu plUClllCI 

en la Cl!lula epih:lial y los subsecuentes cambios en el citoc:lquelelo (4), Fipra l. 
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.,~ a 

Adherencia inicial Microvellosidades 

inractas 

2) 

Adherencia íntima Fonnación de pedestal 

Figura 1 Modelo de dos estadios de la patog~nesis de ECEP. 

EPIDEMIOLOGIA 

La diarrea neonatal nosocomial debida a ECEP actualmente es rara en paises 

desarrollados. En Estados Unidos los serolipos clásicos de ECEP no parecen ser una importante 

causa de brotes de enfennedad enldrica y su papel como agente causal es en casos esporádicos 

de diarrea infantil. En el Reino Unido, se reportan casos esporádicos (16) y la incidencia ha 

permanecido igual por más de 1.5 años; sin embargo, en países en vías de desarrollo la 

prevalencia de diarrea por ECEP es muy alta como se observa en la Tabla l. 
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JUSTIFICACION 

Las enfermedades diarreicas se presentan como un grave problema de salud en paises en 

vías de desarrollo, como el nuestro. ECEP es uno de los agentes causales de diarreas en niilos 

como ha sido demostrado en varios estudios epidemiológkos, sin imponar las esttategias para 

su detección, por lo tanto se hace necesario aplicar un ~todo diagnóstico rápido, sencillo y 

confiable. 

OB1ETIVO GENERAL 

Determinar la frecuencia de Escherichia coll enteropatógena (ECEP) en muestras de 

heces diarreicas en niños menores de dos años. utilizando la sonda EAF mediante hibridación de 

colonias. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Estandarizar las condiciones de extracción, cone y marcaje de la sonda EAF 

Estandarizar las condiciones óptimas de hibridación. 

Aplicar la sonda· EAF en cepas de E. coli aisladas de muestras diarreicas de nüios 

menores de dos años. 

Determinar el perfil de adherencia a células HEp-2 de las cepas de E. coll EAF positivo. 

9 



MATERIAL Y METODOS 

CEPAS DE REFERENCIA. 

VECTOR pCVD 315 clonado con el fragmemo de 1000 bp del Plásmido EAF (pMAR 2), 

en los sitios de restricción Bam HI - Sal 1 con marcador de resistencia a 

ampicilina. Al plásmido rcsultanle se le denominó pJPN 16, el cual fue insertado 

en Escherichia coli HB JO l. 

CEPA CONTROL (+): E. coli E2348\ 69 (0127:H6). Posee el plásmido pMAR2 de 60 

MDa. Originalmente fue aislada de un brote de gastroenteritis 

infantil en el Reino Unido, en 1969. 

CEPA CONTROL(-): 

EcEH 

EcEI 

EcEA 

E. coli HBJOl 

Cepas donadas por el Dr. J. P. Nataro (Center for Vaccine Development, University of 

Maryland School of Medicine, Baltimore) 

POBLACION DE ESTUDIO. 

128 cepas de E. coll aisladas de episodios diarreicos durante el período Abril a 

Septiembre de 1993, de niños menores de dos años alimentados al seno materno, pencnecicntes 

a la comunidad de San Pedro Mártir, Delegación Tlalpan, México, D.F. Se seleccionaron cepas 

Lacrosa ( +) con una morfología colonial característica de E. coli, la cual fue corroborada con 

pruebas bioqulmicas. 

EXTRACCION DEL PLASMIDO pJPN 16. 

El plásmido pJPN 16 fue extraído de la cepa E. coli HB JO 1 utilizando el macro método 

de lisis alcalina el cual es una modificación del mélodo de Bimboim y Doly (1979). 

10 



La cepa de E. coli que contiene el plásmido pJPN16 se cultivó en 30 mL de caldo Luria 

con ampicilina a una concentración de 50 µg/mL durante 18 horas en agitación a 37ºC. 

Posterionnente, con esos 30 mL se inocularon 500 mL de caldo Luria con la misma 

concentración de ampicilina, incubándolo nuevamente a 37ºC/l 8 horas en agitación para obtener 

una cantidad suficiente de plásmido. 

Con el fin de separar el paquete bacteriano, el cultivo se centrifugó durante 10 

minutos/4ºC/6000 rpm. el sedimento obtenido fue resuspendido en 4 mL de solución de lisis 

glucosa/tris/EDTA; a esta suspensión se le adicionaron 10 mg de lisozima disuelta en un mi de 

solución glucosa/tris/EDTA y al ténnino se agregaron 20 mL de solución NaOH\5DS, 

incubándose 10 minutos a 4ºC, se adicionaron 7.5 mL de acetato de potasio, se incubó 10 

minutos a 4ºC, y asl, el sobrenadante rico en plásmido, recuperado después de una centrifugación 

a 13 000 rpm\10 minutos/4ºC, fue decantado a través de una gasa estéril, a éste se le añadieron 

0.6 volúmenes de isopropanol para su precipitación.y se incubó 10 minutos a temperatura 

ambiente. El plásmido pCVD 315 en fonna de precipitado que se obtuvo al centrifugar a 11 000 

rpm/10 minutos/temperatura ambiente, fue lavado con 4 mL de etanol al 70% preenfriado a -

20ºC, se secó al vacío y se procedió a su purificación. 

La purificación del DNA plasmldico se realizó resuspendiéndolo en 1 mL de solución 

glucosa/tris/EDTA, añadiendo 2 mL de NaOH\SDS y se dejó a temperatura ambiente 10 minutos. 

Después se le adicionaron 1.5 mL de acerare de potasio y se incubó nuevamente 10 minutos a 

temperatura ambiente. 

La extracción del plásmido pJPN 16 concentrado en el sobrenadante resultado de una 

centrifugación a 11 000 rpm/10, minutos se hizo con un volúmen igual de una solución de 

fenoVclorofonno/alcohol isoamílico (25:24:1), se obtuvo la fase acuosa. Ja cual fue lavada 2 

veces más con una solución de clorofonno/alcohol isoami1ico (24:1). El DNA del plásmido se 

precipitó de la fase acuosa con acetato de sodio a una concentración final de 0.3 M y 2.5 

volúmenes de etanol absoluto y se incubó toda la noche a -20ºC; el plásmido, en forma de 

precipitado, se lavó dos veces con etanol al 70% preenfriado a -20ºC, eliminando así los 
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comaminantes; el stdimenro se secó al vacío y se resuspendió en solución amoniguadora TE y 

se almacenó a 4°C hasta su uso .. 

La de1ccción del plásmido pJPN 16 en la suspensión f'mal se iulizó con un conimienlo 

electrofon!1ico en agarosa al 0.7% a 9S vohs por un período de 90 minulOs aproximadamente; 

se usó DN A de fago lambda digerido con Hiltd 111 como marcador de peso molecular. 

CUANTIFICACION DEL DNA PLASMIDICO pJPN 16. 

Una vez exuafdo el plásmido pJPN 16, Ia cuantificación se realizó median1e un lnl!todo 

espcciofoiolnl!trico a una longilud de onda de 260 y 280 nm. La lectura ob1enida a 260 nm se 

multiplicó por el factor SO (Densidad Optica de 1.0 corresponde a aproximadamente SO pg/mL 

de DNA de doble cadena). La relación de O.O 260/280 nm fue un índice de la pureza del 

plásmido pCVD 3 IS oblenido. 

OBTENCION DE LA SONDA EAF DEL PLASMIDO pJPN 16 CON ENDONUCLEASAS 

DE RESTRICCION 

La sonda EAF se obtuvo del plásmido pJPN 16 al final de su digestión en los sitios de 

inserción con las enzimas Sal 1 (Suatagene IOU/mL) y Bam HI (Strai.gene 12 U/mL)como se 

indica a continuación: 

REACTIVOS CONCENTRACION 

DNA plasmldico 1 µg 

Sol. amortiguadora IOX 1.sx 

Sa/I 2.5 u 

BamHI 2.5 u 

Agua desionizada c.b.p. 20 pL 
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La mezcla fue incubada !oda la noche a 37"C o dos horas como mínimo . La sep.raci6n 

de la sonda EAF (f'ragmenio de 1000 bp) se raliz6 por elecll'ofornis en gel de aguosa al 0.7 

'll>, ldlido con bromuro de elidio para su visualizaci6n, usando como man:ldor de peso molecular 

DNA de tXl74 digerido con H~ m. El f'ngmen10 de gel conieniendo la sonda EAF se corló 

para extraer C51C DNA poseeriormc111e, Figun 2. 

EX'lllACCION Y PURIFICACION DE LA SONDA EAF A PARTIR DEL GEL DE 

AGAROSA 

La exiracción y purificación de la sonda EAF se llevó a cabo utilizando el equipo 

comercial geneclean 11 (DIO IOI Jnc.) de la siguienic manera: el f'ngmemo de gel conteniendo 

la banda de DNA corn:spondien1e a la sonda EAF, fue pesado para defenninar su vohlmen por 
peso (1 g equivale aproximadamenle a 1 mi de gel), y de esta manera qregar 3 volúmenes de 

Nal e incubar a SS"C para disolver el gel y liberar la sonda EAF. La caplllnl de la sonda EAF 

soluble se llevó a cabo añadiendo canlidad suficienie de mattiz de sflica e incubando en agitación 

dunnle IS a 60 minu1os a lemperalllrll ambienle; poslerionnenle esta suspensi6n fue cenlrifugada 

S minutos a 14 000 rpm para sedimentar la malriz con la sonda unida, con la finalidad de 

eliminar !Ocios los contaminanies de la sonda EAF; C5IC sedimenlO se lavó aes veces con solución 

de NEWWASH (NaCL,lris, EDTA, etanol y agua). 

La sonda EAF se eluyó de la mattiz de sJlica rcsuspendiáldola en un volllmen de agua 

igual al de la malriz de silica añadida.se colocó a SS"C'l.3 minuios, con lo cual el DNA de la 

sonda EAF quedó solubilizado en el sobrenadanle obtenido despuds de cenlrifugu. 
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Figura 2 Obtención de la sonda EAF con las endonucleaaea de 
restricción Sal 1 y Bam HI. 
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MARCAJE DE LA SONDA EAF CON DIGOXIGENINA (SONDA EAF-DIG) 

La sonda EAF fue marcada con digoxigenina (Dig), empleando el equipo Dig-ácidos 

nucleicos marcaje y detección (Bochringer Manheim), que es un método no radiactivo, Figura 

3. 

3 a 10 µg dela sonda EAF se lincarizó y desnaturalizó calentándolo a 95ºC /10 minutos 

e inmediatamente despues se colocó 30 segundos en hielo seco/etanol, posteriormente se pasó a 

un baño de hielo y se añadió: 2 µL de mezcla de hexanucleótidos, 2µL de dNTP (mezcla de 

nucleótidos que contiene los nucleótidos marcados), c.b.p. 19 µL de agua redestilada estéril y 1 

µL de enzima klenow (equivalente a 2 U de enzima) la mezcla se incubó a 37°C por más de 20 

horas. 

Una vez transcurrido este periodo la reacción fue detenida añadiendo 2 µL de EDTA 0.2 

M pH 8.0 y la sonda EAF-Dig se precipitó con 2.5 µL de LiCI 4 M y 75 µL de etanol absoluto 

a -20ºC, incubándose a -70°C /1 hora. Se centrifugó a 12 000 rpm/10 minutos y la sonda EAF

Dig precipitada se lavó con etanol al 70% frío para eliminar el exceso de reactivos; fue secada 

al vaclo, para posteriormente disolverse en SO µL de amoniguador TE por 30 minutos a 37 ºC. 
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Figura 3 Principio del marcaje de la sonda EAF·Dlg con el método 
"random primer". 
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FIJACION DE LA SONDA EAF-DIG A UN SOPORTE SOLIDO 

Con la finalidad de cuantificar la sonda EAF-Dig obtenida, 1 µL de cada una de las 

diluciones: 1 :5, 1 :50, 1 :500, 1 :5000 y 1 :50 000 se colocaron sobre una membrana de nylon. A 

continuación se prepararon diluciones iguales de un DNA-Dig de concentración conocida y 

también se colocó 1 µL de cada una de éstas, sobre la misma membrana nylon. El DNA se fijó 

a la membrana por exposición a luz UV duranie 3 minutos. 

CUANTIFICACION DE LA SONDA EAF-DIG 

La cuantificación se realizó utilizando un método comparativo de la iniensidad del color 

desarrollado por un DNA-Dig de concentración conocida y la sonda EAF-Dig. 

La detección de la digoxigenina unida a la sonda EAF y al DNA control se llevó a cabo 

de la siguiente manera: 

La membrana de nylon fue humedecida en solución amortiguadora Genius 1 y después 

se incubó en solución amoniguadora Genius 2 por 15 minutos con la finalidad de bloquear la 

membrana y evitar reacción de fondo. La siguiente incubación fue con el anticuerpo 

antidigoxigenina diluído 1:5000 en solución Genius 2 duranle 15 minutos, desp~s de esie 

período se lavó el exceso de anticuerpo dos veces, 15 minutos cada lavado con solución Genius 

1 y Ja membrana se colocó en solución amoniguadora Genius 3 por un período de dos minutos, 

ya que esta solución activa a la fosfatasa alcalina que está conjugada al anticuerpo. Pan el 

desarrollo del color se incubó la membrana en la obscuridad en IO mi de solución Genius 3 con 

45 µL de nitroazul de tetrazolio (NBn y 35 µL de 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (X-fosfato), 

que actúan como sustratos de la enzima fosfatasa alcalina. Todo Jo anierior se realizó a 

temperatura ambiente. Se determinó su concenuación comparando Ja intensidad de los punros del 

DNA-Dig control con los de la sonda EAF-Dig. 
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FIJACION DEL DNA PROCEDENTE DE LAS COLONIAS DE E. coli A UN SOPORTE 

SOLIDO 

Cada cepa de E. coli fue inoculada con la punta de un palillo de madera estéril en la 

superficie de agar soya iripticasa; después de incubar 18 horas a 37 ºC las colonias obtenidas se 

adhirieron a una membrana de nylon estéril (soporte sólido), colocándola sobre la superficie del 

agar durante 5 minutos. Posteriormente las colonias transferidas a la membrana nylon se lisaron 

con el objeto de liberar el DNA bacteriano. Esto se realizó como se menciona a continuación: 

Las membranas se colocaron primero sobre un papel filtro impregnado con una solución 

desnaturalizante (NaOH 0.5M, NaCI l .5M) durante 15 minutos, y después sobre un papel filtro 

impregnado con solución de pH 7.4 (tris 0.5M, HCI IM, NaCI l.5M) que actuó como 

neutralizante. Entre cada cambio de solución la membrana era colocada sobre un papel filtro seco 

por 5 minutos para eliminar el exceso de líquido. 

El DNA liberado de cada colonia de E. coli se fijó a la membrana exponiéndolo a la luz 

UV durante 3 minutos. Las membranas así procesadas fueron conservadas en sobres de papel 

filtro en un desecador a temperatura ambiente hasta su uso. 

HIBRIDACION DEL DNA DE LAS CEPAS DE E. coli CON LA SONDA EAF-DIG 

Las condiciones óptimas de hibridación entre el DNA de las cepas de E. coli y la sonda 

EAF-Dig se determinaron utilizando como control positivo la cepa E. coli E2348/69 y como 

controles negativos las cepas ECEH. ECEI, ECEA y E. coli HBIOI; el DNA proveniente de la 

lisis de las colonias de cada uno de estas cepas fue fijado sobre un papel de nylon por el método 

descrito anteriormente. Una vez determinadas estas condiciones, se probó hibridar cinco cepas de 

E. c:oli que presentaron un patrón de adherencia localizada. 
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La hibridación se realizó en las siguientes condiciones: las membranas de nylon con el 

DNA fijado, ianto de las cepas de E. coli problema como de los controles negativos y posi1ivo, 

fueron incubadas en solución de prehibridación en una proporción de 20 mL de solución por cada 

100 cm' de membrana, uiilizando para ello bolsas de plástico selladas y sumergidas en un baño 

de agua a 68ºC; con la finalidad de quiiar a las membranas los resios bacierianos que quedaron 

como residuo sobre éslas después de la lisis, se cambió la solución de prehibridación por solución 

nueva después de una hora de incubación continuándose por dos horas más. Posieriormente la 

membrana se cubrió con la solución de hibridación que contenfa 40 ng/mL de sonda EAF·Dig, 

y se incubó a 68ºC !Oda la noche. Al día siguienie la membrana fue lavada 10 minuios a 

lemperaiura ambienie con solución SSC 5X y dos veces 15 rninuios cada lavado a 68ºC con 

solución SSC O.IX. Se llevó a cabo la de1ección de la digoxigenina unida a la sonda EAF que 

hibridó con el DNA de las cepas de E. coll como se mencionó anieriormcnte. 

DETERMINACION DEL PERFIL DE ADHERENCIA A CELULAS HEp-2 PRESENTADO 

POR LAS CEPAS DE E. coli 

A las cepas de E. coli que hibridaron con la sonda EAF-Dig se les de1erminó el perfil de 

adherencia a células HEp-2, siguiendo la melodologfa dcscriia por CraviolO y colaboradores (5). 

Cada cepa a probar fue crecida duranie un período de 18 horas a 37°C en agiiación en 

un mi de caldo lrip1ona al 1 %, que conienfa D-manosa a una conceniración final de 1%; la 

lurbidez que se ob1uvo después de esla incubación fue comparable al cstandar O.S de McFarland 

que equivale a JO' Unidades Fonnadoras de Colonia/mL (UFC/rnL); el cullivo ob!enido se 

cenlrifugó 15 minutos a 3000 rpm, se descanó el sobrenadanie y el balón bacieriano fue 

rcsuspendido en un mi de SSAF; el inóculo se preparó adicionando 975 µL de medio núnimo 

esencial (MEM) sin suero y sin antibiólico más 25 µL de la suspensión bacleriana anterior. 
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La monocapa de células HEp-2 se preparó en una placa de polipropileno de 24 pozos, 

cada pozo con un cubreobjetos redondo estéril y sobre él células HEp-2, de manera que la 

monocapa quedara formada sobre el cubreobjetos; la placa fue incubada a 37ºC en atmósfera de 

5% de C01 y 85% de humedad durante 24 horas para obt.ener una monocapa del 90 al 95% de 

confluencia. Después de esta incubación, fue desechado el MEM de cada uno de los pozos y cada 

pozo lavado con un mL de SSAF; posteriormente se añadieron cada una de las suspensiones 

bacterianas preparadas, incluyendo un control positivo y un pozo con la cepa negativa a la 

adherencia. 

La placa fue incubada por tres horas a 37'C con atmósfera de 5% de CO,. después de este 

período de incubación se descanó el MEM, y se lavó tres veces cada pozo con un mL de SSAF, 

con la finalidad de quitar a las bacterias no adheridas a las células; las células se fijaron con un 

mL de metano!, dejando actuar el metano! durante 60 segundos, posteriormente se adicionó un 

mL de colorante Giemsa y se dejó teñir durante 20 minutos; cada pozo fue Invado tres veces con 

un mL de agua desionizada, para eliminar el exceso de colorante. 

Los cubreobjetos con la monocapa adherida a ellos se sacaron de los pozos y se pasaron 

por las siguientes soluciones: acetona; acetona; ncetona/xileno (voVvol); xileno; xileno, 30 

segundos en cada una de ellas. 

Para la observación al microscopio de los resultados obtenidos, 24 ponaobjetos se 

marcaron con la clave dada a cada cepa y sobre ellos fue puesta una gota de bálsamo de Canadá, 

sobre la cual se coloco el cubreobjeto redondo correspondiente, con la monocapa celular hacia 

abajo. Las preparaciones, una vez secas, fueron observadas con el obje1ivo de inmersión, 

considerando como positivas más del 40% de células con bacterias adheridas. 

Aquellas cepas que en este primer ensayo mostraron resollados de adherencia negativa. 

se les realizó un segundo ensayo con seis horas de incubación, en el cual se hizo un lavado 

intermedio a las tres horas con un mi de SSAF, para continuar incubando con MEM sin suero 

Y antibiótico durante tres horas más, utilizándose el mismo criterio para positividad. 
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OBTENCION DE LA SONDA EAF DEL PLASMIDO pJPN 16 CON ENDONUCLEASAS 

DE RESTRICCION 

La pureza del lJNA plasmídico permitió Ju digestión con las endonucleasas de restricción 

Sal 1 y Bam Hl (0.5 U/µg DNA de cada enzima). Con la finalidad de realizar Jos eones en un 

solo paso se utilizó una. concentración de solución amoniguadora a Ja cual las dos enzimas fueran 

activas; esta concentración fué de 1.5 X partiendo de una solución amortiguadora de IOX. 

kb 
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6.56-
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2.32_ 
2.03-

f 

sonda EAF 1.0 __ 

234511711 

kb 

._3.8711 pCVD 315· 
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- 0.872 

Figura 5 En el c;mil 3 se ohscrva el marcador de peso molecular lambda digerido con Utnd 111. 

el cual sir\'C pam dciccrur d vecror pCVD 315 c.1876 hp): los carriles 4. S,6 y 7 mueslran la soncb EAF 

de ({)()() hp. ohicnufa ;il Jig.crir 9 µg de plasm1c.lo pJPN 16 con 2.5 U de cnilil cn7.im:1 CBam HI Y Sul 1 por 

µg de pl:1smidn). El i:aml K mucsira el marcador oX 174 digerido con llae 111. usado como marcador de 

peso. molc~ular. Grl de ;i,g~ni.'kl al 0.7 'l. Tc1,1do con hromuro de Clidio. . 
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EXTRACCIO:'\ y PURJFICACION DE LA SO:\DA EAF A PARTIR DEL GEL DE 
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MARCAJE DE LA SONDA EAF CON DIGOXIGENJNA (SONDA EAF-DIG} 

El marcaje de la sonda EAF se realizó con el mé1odo de random primer. Una vez 

realizado este marcaje la cantidad de sonda ob1enida fue de S ng/µJ, cantidad suficiente para 

hibridar las membranas (el volúmen de sonda marcada obtenida es de SO µJ), Figura 7. 

A_ 

ªe_ 

º
E -

2 3 

-'ºº 
1 o 

0.1 

Figura 7 Las posiciones J y 2 corresponden a Ja sooda EAf·Dig con las siguien1es ~ilucioncs: A) 

J:5. B) 1:50. Cl 1:500. D) 1:50oo y E) 1:50 000. La posición J corresponde al control con bs 

con~cntracio~cs m~adas. Por col1lparaci6n Ja sonda EAF·Dig de L:a posición 1 1uvo una concenrraclón 

apmidinad.1 d~-5 ng/µL y la ~oda EAF·Dig.dc la posición 2 1uvo una concentración ap1mcimad.1 de 2.5 

ng/µL. 
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AJACION DEL DNA PROCEDENTE DE LAS COLONIAS DE Escherichia coli A UN 

SOPORTE SOLIDO. 

Se utilizaron como el sopone sólido dos tipos de membrana, una de ellas fue la membrana 

de nitrocelulosa, la cual no se utilizó debido a que su manejo era más difícil por ser quebradiza 

a la manipulación y tenía la desventaja de que era necesario someterla a un tratamiento previo 

a su uso. La membrana de nylon zeta-probc (BIO-RAD) fue la utilizada en este estudio, presentó 

la ventaja de ser resistente y de presentar menos reacción de fondo al llevar a cabo la detección 

de la digoxigenina unida a la sonda EAF. 

La lisis bacteriana de las colonias de las cepas de E. coli fue comprobada al realizar una 

tinción de gram y no observar células bacterianas completas. 

HIBRIDACION DE LAS CEPAS DE Escherichia coli CON LA SONDA EAF-DIG. 

Las condiciones de temperatura y concentración de sales a las cuales se llevó a cabo la 

hibridación se determinaron utilizando la cepa control positivo E2348/69 y las cepas control 

negativo ya mencionadas; una vez determinadas las condiciones óptimas, en las cuales sólo el 

control positivo mostraba hibridación con la sonda EAF-Dig, como se observa en la Figura 8. 

Se probaron seis cepas, de las cuales algunas pcnenecfan a los serotipos ECEP y que 

presentaron los siguientes resultados: 

CEPA No. 1 SEROTIPO ALJFAS HIBRIDACION DE 

LA SONDA EAF-DIG. 

OllJ:NM +/ + 

2 OJ26:NM -1-

3 Olllac:NM +/+ + 

4 0148:NM +/+ + 

5 055:H6 +/+ + 

6 Olll:NM +/-
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EAF-Dig. 



Figura 9 Monocapa de células HEp-2 en la cual se observan las microcolonias de 

E. coli lfpicas de la adherencia localizada. Técnica según Cravioro y col. (5). 
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Figura 10 Monocapa de c~lulas HEp-2 en la cual se observan las E. coll adheridas 

en palizada ranto a la superficie de la ~lula como al vidrio de la preparación. T~nica 

segun Cravioto y col. (S). 
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De las 128 cepas de E. coli aisladas de episodios diarreicos de niños menores de dos años. 

35 cepas, es decir el 27 % hibridaron con la sonda EAF-Dig, considerándose tres criterios de 

lectura para Ja hibridación: aquellas colonias cuya intensidad del color desarrollado por Ja 

detección de Ja digoxigenina unida a la sonda EAF era igual a Ja intensidad desarrollada por el 

control positivo se consideraron con una hibridación del 100 %, aquella intensidad que era menor 

a Ja del control positivo pero mucho mayor a la del control negativo se consideró con una 

hibridación del 75 % Y aquella intensidad un poco mayor a Ja del control negativo sin llegar a 

ser igual a ésle se consideró con una hibridación menor del 75 %, Figura 8. 

OETERMINACION DEL PERFIL DE ADHERENCIA OBSERVADO PARA CADA UNA 

DE LAS CEPAS DE Escherichia coli, 

Los perfiles de adherencia observados pam cada un.a de las cepas de E. coli que 

hibridaron con Ja sonda EAF-Dig fueron las siguientes: Adherencia Agregaliva (AA) para 

aquellas cepas que presentaron adherencia 1anto a las células corno al vidrio. Adherencia 

Localizada (AL) para aquellas cepas que preseniaron la formación de una colonia adherida en 

una porción localizada de la célula, Desprendimien10 Célular (OC) para aquellas cepas que 

provocaron el desprendimiento de Ja monocapa de células HEp-2 de la superficie del cubreobje1os 

redondo y por úl1imo, aquellas cepas que no se adhirieron a las células HEp-2 de la monocapa. 

Los perfiles de adherencia observados pam cada una de esias cepas •e dislribuyeron en 

los criterios de hibridación corno se muestra en Ja Tabla 2. 
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TABLA 2 CRITERIOS DE LECTURA EN LA HIBRIDACION 

EN RELACION AL PERFIL DE ADHERENCIA. 

PERFIL DE HIBRIDACION HIBRIDACION HIBRIDACION 
ADHERENCIA 100% 75 % <15% 

n (%) n (%) n (%) 

AA 2 (28.6) 3 (42.9) 2 (28.6) 

NEG 12 (50) 5 (20.8) 7 (29.2) 

DC o (0) 3 (100) o (0) 

AL 1 (100) o (0) O (O) 

TOTAL 

n 

7 

24 

3 

1 

La separación de cada uno de estos criterios en relación al perfil de adherencia se muestra 

en las tablas 3, 4, 5 y 6. 

CRITERIOS DE LECTURA CONSIDERADOS EN LA HIBRIDACION 

TABLA 3. HIBRIDACION DEL 100 % 

PERFIL DE ADHERENCIA n (%) 

AA 2 (13.3) 

NEG 12 (80) 

DC o (0) 

AL 1 (6.7) 

TOTAL 15 (100) 
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TABLA 4. HIBRIDACION DEL 75 % 

PERFIL DE ADHERENCIA n(%) 

AA 3 (27.3) 

NEG 5 (45.4) 

DC 3 (27.3) 

AL o (0) 

TOTAL II {100) 

11\.HL..I\ J, rn .n'I, MC.l'"'IVI\ ..,1,;. ..... f;J ~ 

PERFIL DE ADHERENCIA n (%) 

AA 2 (22.2) 

NEG 7 (77.8) 

DC o (0) 

AL o (0) 

TOTAL 9 (IOO) 

11\DLI\ O.~ '"" ~-- "" "" M1'» 
U1'L f::>.,., 

PERFIL DE ADHERENCIA n (%) 

AA 5 (I9.2) 

NEG 17 (65.4) 

DC 3 (11.6) 

AL I (3.8) 

TOTAL 26 (IOO) 
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El 47 % (9/19) de los pacientes en los que se detectó E. coli ,EAF+ presentaron un estado 

de coinfección, siendo Campylobacler sp y E. hlstolytica los patógenos encontrados además de 

E. coli EAF+. A Campylobacter sp se le encontró con una frecuencia del 36 % (7/19) y a E. 

histolytica con una frecuencia del 11 % (2/19) en dichos pacientes, Tabla 7. 

TABLA 7. RELACION ENTRE PERFILES DE ADHERENCIA Y COINFECCION 

CON OTROS PATOGENOS ENTERICOS. 

PERFIL DE Campylobacrer E. histo/ytica *E. coli TOTAL 

ADHERENCIA n ( % ) n ( % ) n ( % ) 

AA 1 (20) 1 (20) 3 (60) s 

AL o (0) 1 (100) O (O) 1 

NEG 6 (54.S) o (0) s (45.5) 11 

oc o (0) o (0) 2 (100) 2 

• patógeno único. 

El criterio tomado para considerar que un microorganismo patógeno diferente de E. coli 

estaba asociado al cuadro diarreico es que éste fuera encontrado en un periodo no mayor a 7 días 

antes o 7 días después de que se presentara la diarrea. 

Considerando que aquel cuadro diarreico con una duración mayor a 14 días sería tomado 

como una diarrea de tipo crónico, en ninguno de los pacientes se presentó un cuadro diarreico 

de este tipo, ya que sólo un paciente presentó un peñodo de 14 días. encontrándose en el límite 

del criterio considerado. La Tabla 8 presenta la duración de la diarrea y su distribución de 

acuerdo a cada perfil de adherencia. 
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TABLA 8. DURACION DEL CUADRO DIARREICO PARA CADA PERFIL DE 

ADHERENCIA 

PERFIL DE DURACION MEDIA INTERVALO 
ADHERENCIA (DIAS) (DIAS) 

AA 4.4 2-7 

AL 7.0 -
DC 3.0 2-4 

NEO. 6.0 4- 14 

Las edades en las cuales se detectaron E. coli EAF+ fueron desde 6 meses, que fue el 

único paciente al que se le aisló una E. coll con un perfil de adherencia localizado (AL) hasta 

tos 24 meses, edad límite para ser inclufdos en este estudio. Tabla 9. 

TABLA 9. DISTRIBUCION DE EDADES EN RELACIONAL PERFIL 

DE ADHERENCIA OBSERVADO 

PERFIL DE EDAD MEDIA INTERVALO 

ADHERENCIA (MESES) (MESES) 

(n) 

AA (S) 12.6 8 - 23 

AL(I) 6.0 -
DC(2) 11.0 8 - 14 

NEG(ll) 13.8 9 -24 
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DISCUSION 

En los estudios epidemiológicos realizados en países en vías de desarrollo ECEP se 

encuentra dentro de los cinco primeros lugares como agente causante de diarrea en niílos menores 

de dos años(17 - 23). Por tal motivo se han desarrollado varios métodos de detección, basados 

algunos de ellos en sus propiedades de patogenicidad. La característica de adherirse a células 

epiteliales in vitro en un perfil conocido como Adherencia Localizada, se ha utilizado como un 

indicador importante de su patogenicidad in vivo. Basándose en esta propiedad se desarrolló la 

sonda EAF de 1000 bp obtenida del plásmido EAF (60 MDa); dicha sonda fue utilizada en el 

presente estudio como método de detección de ECEP (8). 

Las condiciones de hibridación que se determinaron con los controles positivos y negativos 

se consideran condiciones estrictas, ya que la temperatura de hibridación fue alta y la 

concentración de sales baja, lo cual hace que la hibridación entre la sonda y er"DNA bacteriano 

se lleve a cabo únicamente entre cadenas de DNA estrictamente complementarias. El marcaje de 

fa sonda fue realizado con un método no radiactivo (digoxigenina) el cual, además de esta ventaja 

presenta una estabilidad mayor (1 año) y un manejo menos complicado de la sonda al descartar 

todos los cuidados que se deben de tener al manejar radiactividad. 

Al realizar fa hibridación con fas cepas problema se observó que el color desarrollado por 

la detección de fa digoxigenina unida a la sonda EAF (EAF-Dig) presentaba colonias sin color 

(negativas) y colonias con tres diferentes intensidades. Estas se consideraron E. cofi EAF+y 

fueron clasificadas en tres criterios de hibridación: hibridación del 100 3 (Intensidad igual al 

control positivo), hibridación del 75 3 (intensidad menor al control positivo pero mucho mayor 

al negativo) e hibridación < 753 (Intensidad mayor al control negativo), para posteriormente 

observar su perfil de adherencia y así conocer su comportamiento, ya que una de las criticas del 

uso de las sondas de DNA para propósitos diagnósticos es que las cepas detectadas puedan 

contener fragmentos de DNA homólogos pero no expresar el gen por alguna razón (26). Se 

obtuvieron como resultado cuatro perfiles de adherencia: AA, AL, DC y Adherencia Negativa. 
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Oc igual manera, Girón Y colaboradores {10) reponan diferentes intensidades de 

hibridación, sólo que descartan aquellas que presentan intensidad menor que el control positivo, 

ya que al realizar los ensayos de adherencia estas cepas no presentan adherencia localizada, y 

aquellas con hibridación igual al control positivo para algunas cepas es necesario prolongar los 

tiempos de incubación de las bacterias con la monocapa celular hasta nueve horas para que se 

exprese el fenotipo de AL. 

Si consideramos el total de cepas Y obtenemos Ja distribución del perfil de adherencia en 

cada criterio de hibridación (fabla 1), observamos que para AA un gran porcentaje (42.9%) está 

presente en Ja hibridación del 75 % así como todas las cepas con DC. Si nuestro interés es la 

detección de cepas ECEP con posible AL, de acuerdo con la definición de ECEP propuesta éstas 

se encuenuan dentro del grupo con hibridación del 100 %, además de que un porcentaje alto 

(50%) de cepas no adherentes también está considerado en este grupo. 

Si consideramos cada criterio de hibridación por separado y analizamos Ja distribución 

en cada perfil de adherencia, encontrarnos que la sonda presenta una baja especificidad en las 

condiciones de hibridación usadas, ya que aunque nuestro criterio sea el más estricto (hibridación 

del 100 %) el porcentaje de AL del total de cepas consideradas es muy bajo: 6.7 %, el de AA 

13.3 % y el mayor porcentaje será el ocupado por las cepas no adherentes 80 % y no se 

consideran las de OC. 

Si consideramos los dos criterios (hibridación del 75 % o hibridación menor del 75 %) 

quizas podríamos tener la ceneza de que en nuestro grupo no existan cepas con adherencia 

localizada o bien que no se expresen fenotípicamente en un alto porcentaje (45.4 % y 77.8 % 

respectivamente). 

El considerar Jos dos criterios juntos (hibridación del 100 % e hibridación del 75 %) Y 

excluir el tercero (hibridación sólo menor del 75 %) disminuimos el porcentaje de cepas con AL 

(3.8 %) y aumentamos el de AA (19.2 %), pero excluímos a las cepas con DC. 
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Sin embargo, no podemos inclinarnos hacia ninguno de los criterios antes mencionados, 

pues nos encontramos ante un grupo de cepas de E. coli muy heterogEnco, con una gran 

variabilidad gen~tica (22,23 Y 24), ya que las cepas que hibridaron con la sonda EAF y no 

presentan ningún tipo de adherencia, podemos asumir que poseen los genes que codifican para 

EAF y que estos fueron incorrectamente expresados o no se expresaron todos y por ello no fue 

posible observar el fenotipo de adherencia localizada (16). 

Se observó que la presencia del gen EAF no define los diferentes perfiles de adherencia 

y no se puede descartar la posibilidad de que las secuencias detectadas como complementarias 

de los genes comprendidos en la sonda sean constitutivos o bien sean reguladoies. Aún se 

desconocen los mecanismos de regulación y expiesión de los genes EAF; tan es as! que no se 

conoce si existe alguna adhesina involucrada y por tanto se le sigue denominando Factor de 

Adhciencia de ECEP. 

En este estudio otro tipo de adherencia reponado con gran frecuencia fue el peñll de tipo 

agregativo (AA), este no es el primer estudio en que se presenta este caso: Girón y colaboradores 

ya han ieportado este mismo fenómeno y propone que algunas cepas de ECEA puedan poseer 

el gen EAF (IO). 

La finalidad de probar esta sonda únicamente con cepas provenientes de niños menores 

de dos años con diarrea fue debido a que esta población es la más afecllda por csie pal6gcno Y 

se consideró que existía una probabilidad mayor de encontrar estas cepas Y comprobar la utilidad 

de la sonda como único método de escrutinio (8, 15; 19, 21). 

Por todo lo anterior a nuestras cepas las denominamos E. c:oll EAF+ Y el porcentaje de 

cepas positivas detectadas fue el 27 %; los ieponcs de estudios reafü:ados en M~xico varían 

desde un 13 % detectado en niños de 3 a 84 meses en Guadalajara. hasta un 4.5'l> reporPldD por 

Cravioto y colaboradores en un estudio realizado en Morelos (IS, 21). Esta diferencia tambim 

puede deberse a la metodología empicada. 
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Las cepas de E. coli EAF+ fueron aisladas como único patógeno del 53 % de Jos 

pacientes, presentando coinfección con únicamente dos patógenos, como son: Campylobacler 

y Entamoeba histolytica, en donde el mayor porcentaje fue encontrado con Campylobacler 

(37%). El porcentaje de aislamiento de E. coli EAF+ como único agente asociado con diarrea 

es imponante, y aunque este estudio no es de tipo caso-control, se puede pensar que estas cepas 

de E. coli pueden estar asociadas al cuadro clfnico presentado por el paciente y por tanto jugar 

un papel importante como agente causal de diarrea en esta población. 

Se ha reportado que ECEP puede asociarse a diarrea de tipo crónico (4); sin embargo, 

en este estudio no se encontró ningun paciente con una duración de más de 14 días del cuadro 

diarreico, ya que el paciente que presentó la mayor duración fue de 14 días encontrándose en el 

l.únite del criterio, y la menor duración presentada fue de dos días, con un promedio de S.3 días. 

Según el estudio realizado por Cravioto y colaboradores (15), la colonización por ECEP 

asociada a la presencia de diarrea presenta un incremento mayor durante los primeros 6 meses 

de vida que durante los segundos 6 meses, y se encuentra con menor frecuencia en el segundo 

año de vida; en este caso se encontraron pacientes infectados con E. coli EAF+ desde los 6 

meses hasta los dos años; estos datos concuerdan con lo reponado ya en otros estudios. 

No todas las cepas de E. coli hibridan con la sonda y aquellas que lo hacen no presentan 

la núsma intensidad; debido a ésto nosotros concluimos que nos encontramos ante un grupo muy 

heterogéneo de E. coli (ECEP) del cual aun se desconocen sus mecanismos de patogenicidad. 

La sonda EAF es un método que de alguna manera selecciona o diferencf; dos tipos de E. coli 

y podña usarse como un tamiz, pero como único método de detección es poco sugerida, ya que 

tiene la desventaja de ser una sonda muy grande y se desconoce la adhesina para la cual 

codifican sus genes, asf como también se desconocen los mecanismos de regulación de la 

expiuión de esos genes, por lo que se hace necesario Ja clonación y secuenciación de esta sonda 

en pequeños fragmentos y asf poder elucidar la función específica para cada uno de los genes. 
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Otro de los problemas ante los cuales nos encontramos al realizar este trabajo, es que cada 

grupo reporta sus condiciones de hibridación y en algunos casos no fue posible reproducir los 

resultados reportados. 

El objetivo de usar esta sonda fue el encontrar un método más sencillo que Ja técnica de 

adherencia a cultivo celular propuesta por Cravioto (S). A diferencia de otros trabajos es que en 

este estudio no se clasificaron y/o seleccionaron las cepas de E. call para definirlas dentro del 

grupo ECEP. utilizándose como único método de escrutinio la hibridacion con la sonda EAF. 

Considerando lo que hasta el momento se conoce de la patogenesis de ECEP, para 

producir daño deben llevarse a cabo dos fenómenos: 1 )presentar una adherencia inicial de tipo 

localizado codificada por los genes del pEAF y 2) producir la adherencia íntima y esfacclamiento 

de las microvellosidades intestinales con la polimerización de filamentos de actina. Una propuesta 

sería usar dos sondas la de EAF que detecta la presencia del plásmido y la sonda ~eA· que 

detecta la presencia de los genes cromosómicos que codifican para el fenómeno de adherencia 

y esfacelamiento. 

Sin embargo las investigaciones continúan y ya se ha propuesto una nueva sonda (sonda 

bfpA) Ja cual, a diferencia de la sonda EAF, se conoce la adhesina presuntamente involucrada 

en la adherencia, (pilis formadores de haces BFP). Ya se ha secuenciado Y es posible usar 

oligonucleótidos en lugar de la sonda completa; sin embargo, esto aun se encuentra en estudio 

y pronto quizás será posible comprobar su utilidad en estudios epidemiológicos (IO). 
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CONCLUSIONES 

ESTA 
SAUR 

TESIS 
DE U 

HO DESf 
BlBLIOIECA 

ECEP es un grupo bacteriano muy heterogeneo del cual se desconocen aun los genes 

involucrados que codifican para sus mecanismos de parogenicidad. 

2 La sonda EAF de alguna manera selecciona o diferencia un tipo de E. coll y podría usarse 

como tamiz, pero no como único método de detección 

3 Dado que las características de virulencia estan mediadas por un grupo de genes se debe 

usar un ~todo complementario a la hibridación de la sonda EAF, como sería la 

hibridación además con la sonda eaeA. 
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APENDICE: Preparación de Soluciones. 

SOLUCION DE GLUCOSA/I'RIS/EDTA. 

Glucosa 

Tris.HCI 

EDTA 

50mM 

25 mM (pH 8.0) 

10 mM (pH 8.0) 

Autoclavear y guardar a 4°C 

SOLUCION NaOH/SDS. 

NaOH 0.2 N 

sos 1 % 

SOLUCION DE ACETATO DE POTASIO 

Acetlto de Potasio 5 M 

Acldo Acl!tico Glacial 

·Agua 

60.0 mi 

11.5 mi 

28.5 mi 

SOLUCION AMORTIGUADORA TRIS/EDTA (TE). 

NaCL 0.1 M 

Tris.el 10 mM (pH 8.0) 

EDTA 1 mM (pH 8.0) 

SOLUCION SALINA DE CITRATO DE SODIO (SSC) 20 X. 

NaCI 

Citrato de Sodio 

pff 7.5 

0.1 M 

300mM 
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SOLUCION AMORTIGUADORA GENIUS 1 

NaCI 

Tris.HCl 

150mM 

100 mM (pH 7.5) 

Filtrar a ttavés de membrana de 0.45 µm. 

SOLUCION AMORTIGUADORA GENIUS 2 

A 80 ml de solución amortiguadora Genius 1, ailadir 2 g de reaclivo bloqueador (equipo 

para Marcado y Detección de Acidos Nucleicos Boehringer Manheim). Calentar a 60ºC y mezclar 

hasta disolver el reactivo bloqueante. Llevar a un volúmen de 100 ml con Genius l. Almacenar 

a 4°C. 

SOLUCION AMORTIGUADORA GENIUS 3 

Tris.HCl IOOmM 

NaCI IOOmM 

Ajustar el pH 9.5 

MgCI, SOmM 

Filtrar a trav6s de membrana de 0.45µm. 

SOLUCION AMORTIGUADORA GENIUS 4 

Tris.HCI 

EDTA 

Ajustar pH 8.0 

!OmM 

lmM 

SOLUCION DESNATURALIZANTE 

Na OH 

NaCI 

O.SM 

l.SM 
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SOLUCION NEUTRALIZANTE· 

Tris 

HCI 

NaCI 

Agua c.b.p. 

60.SSg (0.5 M) 

1 M 35ml (pH 7.4) 

87.66g 

IOOOml. 

SOLUCION DE PREHIBRIDACION 

sscsx 
N-lauroylsarcosinato al 0.1 % 

sos al 0.02% 

Reactivo bloqueante (Boehringer Manheim) al 1.0 % 

(A partir de una solución madre SX) 

SOLUCION MADRE DE REACTIVO BLOQUEADOR 5X 

Reactivo bloqueante al 10 % 

Maleato de sodio pH 7 .5 al 0.1 % 

A 80 mi de agua desionizada aíladir l.16gr de Acido maleico, ailadir NaOH para ajustar el pH 

a 7.5, agregar JO g. de reactivo bloqueador, calentar a 60ºC hasta su disolución. Autoclavear 

antes de usar. 

SOLUCION SALINA AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (SSAF) (CULTIVO CELULAR) 

NaCI 8.0 g 

KCI 0.2 g 

Na,HPO, 1.15 g 

Ajustar el pH a 7.2, aforar a 1000 mi y esterilizar. 
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