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RESUMEN 

Las cepas de Es<'herichia ~ (J; coli) enteroagregativas IEAggEC) están 

epidemiológicamente asociadas con diarrea persistente y diarrea con sangre en 

niños menores de 5 años principalmente en países en desarrollo. Sin embargo, 

poco se conoce con respecto a sus mecanismos de patogenicidad. 

En este trabajo se presentan datos referentes a la identificación de dos 

proteínas de alto peso molecular ( 1 1 6 y 1 08 kDa) presentes en el sobren ad ante 

del cultivo bacteriano de diferentes cepas EAggEC. Estas proteínas fueron 

purificadas de la cepa EAggEC (O?:H 1 0). aislada durante un brote de diarrea 

persistente en un Hospital de Pediatría. Las proteínas se precipitaron con sulfato 

de amonio al 75 o/o de saturación, fraccionándose posteriormente con 

amortiguador de fosfatos de potasio (K 1 /K2) a 1.15 y 1. 75 M. Al precipitado 

obtenido en el último paso del fraccionamiento se le realizó cromatografía de 

intercambio iónico en DEAE-Celulosa y de manera alternativa en 0-Sepharose. 

El primer pico de elución de la cromatografía en 0-Sepharose mostró las dos 

proteínas, teniendo se un rendimiento de 4.4°/o al recuperar 28 mg de proteína de 

un total de 630 mg. Al realizar la caracterización de ambas proteínas, se observó 

que son termolábiles y sensibles a proteinasa K. El análisis por SDS-PAGE en 

condiciones reductoras, mostró que no están constituidas por subunidades 

unidas por puentes disulfuro. Al analizar estas proteínas por 

inmunoelectrotransferencia con anticuerpos de conejos contra las toxinas colérica 

(CT) y termoestable de J;. coli (L T); se observó que éstos reaccionaban contra la 

proteína de 1 08 kDa, no observándose la misma reactividad con anticuerpos 

preparados contra la hemolisina alfa de J;. coli (HlyA). Al evaluar la reactividad 

del suero de niños infectados naturalmente por EAggEC y el de voluntarios 

retados con estas mismas bacterias, se encontró que en ambos casos se 

presentaba una respuesta intensa contra ambas proteínas. 



Utilizando ei modelo in vivo de asa ligada de yeyuno de rata, se analizó la 

actividad de estas proteínas, el estudio histopatológico realizado mostró 

acortamiento y disminución de las vellosidades intestinales, necrosis, hemorragia 

de la mucosa y edema, acompañado de una reacción inflamatoria intensa. El 

ensayo in vitre en Cámaras de Ussing, con intestino de rata, mostró un efecto 

de tipo enterotóxico, manifestado por el incremento en la corriente de corto 

circuito y la diferencia de potencial, efecto que fue inhibido cuando las proteínas 

se incubaron previamente con gamaglobulina de conejo anti 1 1 6 y 108 kDa. 

El análisis de la frecuencia de expresión de las proteínas de 11 6 y 1 08 

kDa, para conocer su importancia como posibles factores de virulencia de 

EAggEC, mostró que 85 (76%) de 1 26 ( 1 00%) cepas aisladas de niños con 

diarrea, expresaban ambas proteínas, mientras que sólo en 7 ( 16.2 o/o) de 42 

( 1 00%) cepas EAggEC aisladas de niños sin cuadro clínico se identificaron tales 

productos. 

Estos resultados apoyan la participación de estas proteínas ( 11 6 y 1 08 

kDa) en la patogénesis de la diarrea por la infección de EAggEC. 



INTRODUCCION 

Las enfermedades infecciosas afectan al hombre durante todas las etapas 

de su vida, lo cual las hace relevantes, ya que constituyen la mayor causa de 

muerte a nivel mundial. Sabemos que todas son prevenibles. lo que las hace 

factibles de controlar primeramente y posteriormente tender a su erradicación. 

Para 1 990 la estimación mundial de muertes por enfermedades infecciosas y 

parasitarias fue de 50 millones de defunciones. En los países en desarrollo, una 

tercera parte de todas estas muertes fueron en menores de 5 años (cerca de 1 3 

millones) ( 1). entre ellas, las del tracto gastrointestinal representan un serio 

problema de salud pública especialmente en la población infantil y preescolar (2-

3). 

DEFINICION Y CLASIFICACION DE LA DIARREA 

La diarrea se define como el aumento en el número de evacuaciones y 

disminución de la consistencia de las mismas (4). La diarrea se puede clasificar 

en base al tiempo de evolución v por su fisiopatología. En función del tiempo, la 

denomina diarrea aguda es aquella cuya duración es igual o inferior a 13 días (5), 

mientras que la diarrea persistente es aquella que tiene una duración de 14 días 

o más (6). Desde el punto de vista fisiopatológico, la diarrea se explica por uno 

o varios de los siguientes mecanismos (4-1 1): 1) disminución en la absorción. 2) 

secreción aumentada v 3) exudación. 

1 .-Disminución en la absorción, ésta se produce vía tres mecanismos 

diferentes: a) mecanismo osmótico (4, 7), b) movilidad intestinal alterada (4, 8) 

y c) malabsorción específica (4). 
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a) Mecanismo osmótico (4, 7). Este tipo de diarrea está causada por la 

ingestión de solutos que se absorben poco, generalmente carbohidratos o iones 

divalentes. Por ejemplo, magnesio o sulfato. Dentro de las causas exógenas que 

la originan se encuentra el abuso en el consumo de laxantes (leche de magnesia 

y sulfato de magnesio), antiácidos y medicamentos diversos !neomicina y 

colchicina). Las causas endogenas que la producen pueden ser congénitas y 

adquiridas. Las primeras se han relacionado con trastornos en la absorción de 

hidratos de carbono por deficiencias enzimáticas (deficiencias de disacaridasas) 

y las segundas con enfermedades con absorción deficiente, como es la 

deficiencia de disacaridasas post-enteritis, insuficiencia pancreática (alcohol), 

sobrecrecimiento bacteriano, enfermedad celiaca, enteritis por rotavirus o 

secundaria a cirugía (vagotomía, piloroplastía, gastroyeyunostomla). 

b) Movilidad intestinal alterada (4, 8). Las diarreas relacionadas con 

trastornos de la movilidad se asocian principalmente a trastornos orgánicos. Esta 

puede ser secundaria a tres diferentes mecanismos: 1) aumento en el transito 

intestinal, en este caso se observa una disminución del contacto de la mucosa 

y el contenido luminal, en consecuencia malabsorción; 2) disminución en la 

peristalsis, en ésta se condiciona estasis y se favorece la sobrepoblación 

bacteriana que induce la diarrea; 3) vaceamiento colónico prematuro, se produce 

por anormalidad del contenido o por "irritabilidad" colónica, con la consecuente 

disminución en el contacto del líquido luminal y la mucosa, y por lo tanto, 

disminución en la absorción. 

c) Malabsorción especifica (4). Un ejemplo de este tipo de diarrea es la 

clorhidrorrea congénita, entidad en donde el paciente es incapaz de absorber 

cloro activamente, lo que da como resultado disminución en la absorción de 

líquidos, disminución en la acidificación y aumento en la concentración de cloro, 

por lo que, los pacientes sufren alcalosis metabólica y diarrea crónica (9). 
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2.- Secreción aumentada (4, 9). Esta diarrea resulta de una variedad de 

circunstancias y el mecanismo incluye un agente estimulador. que pueden ser: 

toxinas bacterianas, hormonas, o bien otros agentes como ácidos biliares y 

laxantes. Entre los inductores más importantes tenemos microorganismos que 

elaboran productos con actividad enzimática, como es el caso de las 

enterotoxinas de Vibrio cholerae (.Y:. cholerae) y g. rn!i enterotoxigénica IETECl. 

que alteran el sistema de la adenilato ciclasa (9). 

3.- Exudación (4, 1 O, 11 ). La ruptura de la mucosa intestinal debida a la 

inflamación y ulceración puede condicionar una descarga de moco, detritus 

celulares, proteínas séricas y sangre hacia la luz del intestino ( 10). El daño a la 

mucosa intestinal puede producirse a través de cuatro vías: al infección, como 

es el causado por rotavirus, g. coli enteropatógena (EPEC>. .!;_. coli enteroinvasiva 

(EIEC). Shigella, Salmonella, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, 

Entamoeba histolytica (.!;.. histolytica). Giardia, Criptosporidium, Ascaris, 

Trichinella y sprue tropical; b) hipersensibilidad, ésta es debida a infecciones por 

nemátodos, enfermedad celíaca (hipersensibilidad a las proteínas de la soya o de 

la leche), colitis inducida por medicamentos (alfa metildopa); c) idiotipica o 

autoinmune (colitis ulcerativa, colitis colagenosa, enfermedad de injerto contra 

huésped, linfoma, enfermedad de Crohn); d) agentes citostáticos (anticáncer). 

quimioterapia (mucositis) y radioterapia (enteritis por radiación). 

Independientemente del mecanismo fisiopatológico que induzca diarrea, los 

principales agentes etiológicos del padecimiento particularmente en los países en 

proceso de desarrollo son los infecciosos. 
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MAGNITUD Y TRASCENDENCIA DE LAS INFECCIONES GASTROINTESTINALES 

La transmisión de las infecciones gastrointestinales está asociada con el 

nivel de saneamiento y el desarrollo socioeconómico (3, 12-13). En 1990 se 

estimó la población mundial en 5,292 millones de habitantes, de los cuales, el 

77. 2 °.k. vivían en países en desarrollo, de éstos un tercio son menores de 1 5 años 

(2). Una quinta parte de la población mundial no dispone de abasto de agua 

potable ( 1 , O 1 5 millones), de los cuales el 80°/o viven en zonas rurales. Una 

tercera parte de la población mundial no dispone de ningún tipo de sistema 

higiénico de eliminación de las excretas y el 60% de la población total es 

analfabeta, elevándose en las mujeres hasta el 75º.k. (3). 

En 1 990 se estimó que la diarrea estuvo asociada en 3.2 millones de 

muertes en menores de 5 años, ocupando la tercera causa de mortalidad, 

después de las infecciones respiratorias agudas y las causas perinatales ( 1). La 

Organización Mundial de la Salud (OMS) estimó en 1 992, que los niños menores 

de 5 años (547 millones). que vivían en los países en desarrollo, presentaron en 

promedio 3 episodios diarreicos anuales (3, 12-14). 

En 1991, la OMS estimó que a nivel mundial, el 68º/o de los niños menores 

de 5 años de países en desarrollo, tuvieron acceso a la terapia de rehidratación 

oral (TRO). A pesar de esta medida, sólo el 38º'6 de los episodios de diarrea 

recibieron sobres de rehidratación oral ( 1, 1 3). 

En un estudio realizado por la OMS en 5 países en desarrollo, en el que se 

estudiaron niños de O a 36 meses de edad, se encontró que los 3 agentes más 

frecuentes de diarrea aguda fueron: rotavirus, Shigella y ETEC ( 1 5). De las 

parasitosis más frecuentes se encontraron: ascaris, uncinarias, Trichuris y Giardia 

lamblia (§. lamblia) ( 1 4). 
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SITUACION DE LAS !!f...;FERMEDADES DIARREICAS Y SU ETIOLOGIA EN 

MEXICO 

En los Estados Unidos Mexicanos, la población estimada para 1990 fue de 

80 millones de habitantes, de los cuales, 1 O millones eran menores de 5 años. 

El país se caracteriza por una amplia diversidad ecológica y sociocultural que 

determina grandes diferencias en las condiciones de salud. El porcentaje de 

analfabetismo en la población mayor de 1 O años fue de 12.4%; en el Distrito 

federal éste erá de 4~&. mientras que en Chiapas, Oaxaca y Guerrero, la 

proporción fue siete veces mayor. El piso de tierra de las viviendas como factor 

condicionante de geohelmintiasis es de 19.So/o y está presente en la mitad de las 

casas de Chiapas, Oaxaca y Guerrero. En todo el país, 20.6 y 26.4ºA> de las 

viviendas no tienen agua entubada y drenaje respectivamente ( 1 6). A partir de 

la introducción del cólera en México, el número de hectáreas de cultivos 

restringidos, regados con aguas negras es insignificante. Sin embargo, el uso de 

aguas negras no tratadas, para cultivos no restringidos, es todavía una práctica 

común en las áreas de riego aledañas a las grandes metrópolis 117). 

De acuerdo a los resultados de la Encuestas Nacionales de Salud de 1 985 

a 1991, se estima que en México ocurren 100 a 11 O millones de eventos 

diarreicos al año, de los cuales la incidencia en menores de cinco años es de 

cuatro episodios al año y de uno en los mayores de esta edad ( 1 8-20). En el 

9.5% de las diarreas estudiadas había evidencias de sangre en heces y 9.2% 

tenía diarrea persistente, por lo que 81 .3°/o correspondieron a diarrea aguda 

líquida ( 1 9). 

Las enfermedades diarreicas en México muestran variación estacional, con 

incremento en el número de casos en primavera-verano y descenso en los meses 

fríos {diciembre, enero y febrero) 121). 
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Las tasas de mortalidad por diarrea en nuestro país durante los últimos 

cincuenta años han descendido más de veinte veces y durante los últimos diez 

años se redujeron a la mitad (asociado al incremento del uso de la TAO); para 

1 990 se registraron 22, 1 96 muertes por esta causa, con tasa de 26. 5 muertes 

por 100,000 habitantes, representando el 5.2°A> del total de las defunciones 

registradas (22). 

Del total de muertes por diarrea en 1 990, el 63% ( 14,011 muertes) 

ocurrieron en menores de cinco años. Anualmente, en el país mueren por diarrea 

uno de cada 1 000 menores de cinco años (tasa de 133.3 muertes por 100,000 

habitantes) y una de cada seis defunciones, en este rango de edad, es debida a 

diarrea ( 1 6.4º/o) (22). 

Las muertes por diarrea en menores de cinco años disminuyó de 29,691 

en 1980 a 14,011 en 1 990. El mayor descenso se observa a partir de mediados 

de los años ochenta y está asociado al incremento del uso de los sobres de 

rehidratación oral (22). 

Entre 1 982 y 1 985, Cravioto y col. (23-24) estudiando una cohorte de 75 

niños de una localidad rural del estado de Morelos, encontraron ETEC en 33. So/o, 

rotavirus en 9.9%, EPEC 8. 1 %, Salmonella en 6.2%, Campylobacter 5.6º/o y 

Shigella 3.8%; como los principales agentes etiológicos de diarrea. 

Sepúlveda y col. (25) efectuaron en 1984 un estudio de casos y controles, 

en un área del sur de la Ciudad de México y encontraron los siguientes agentes: 

!;_ • .!<.QJi enteropatógena 28%, Campylobacter 15%, ETEC 13%, Shigella 9%, Q. 

lamblia 8%, rotavirus 6%, !;.. histolytica 1.6% y Salmonella 0.8% (25). 
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En 1991, Olarte y col. (15) trabajando con niños de O a 35 meses de edad 

en el Hospital Infantil de México, identificaron algún agente patógeno en el 70% 

de los casos de diarrea y en 31 % de los controles. Los agentes más 

frecuentemente identificados fueron ETEC ( 1 7o/o casos/7% controles). rotavirus 

( 1 3% casos/2 % controles), Camoylobacter ( 1 5% casos/ 1 0% controles), Shigella 

fil2. (11 o/o casos/1 º/o controles) y EPEC (10% casos/9.1 % controles). El virus 

Norwafk se identificó en 5%, Salmonelfa .liJ2. 4ºh, §.lambía 5%, adenovirus 3% 

y g. histofytica sólo en O. 7% de los casos. 

Las helmitiasis intestinales. en países como México, no son tan 

importantes como causa de diarrea líquida. a pesar de tener un impacto 

importante en el crecimiento y desarrollo de los niños ( 1 8). 

Escherichia coli (I;_. colil AGENTE CAUSAL DE DIARREA 

Durante las últimas décadas del presente siglo, un número considerable de 

trabajos de investigación han establecido que g. cofi constituye uno de los 

agentes etiológicos más importantes causantes de enteritis y otras infecciones 

intestinales. El bacteriólogo alemán Theodore Escherich fue el primero en 

describir a la bacteria, denominandola Bacterium cofi commune. Este investigador 

aisló la bacteria de las heces normales de un infante y aunque constantemente 

propuso su participación como agente causal de diarrea, no fue sino hasta la 

década de los años cincuenta del presente siglo, cuando se estableció 

plenamente su participación como patógeno intestinal (27). 

De acuerdo al manual Bergey's, el microorganismo se incluye en fa familia 

Enterobacteriaceae, dentro del género Escherichia. En fa actualidad se conocen 

cinco especies de este género: g. coli, f.. harmannii, g. bfattae, f.. vufneris y ,E. 

fergusonni (28-29). De acuerdo a estudios de hibridización de DNA, el género 
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Shigella está íntimamente relacionado con f.. J;;.Qli (30). Sin embargo. la 

separación entre las dos especies se han mantenido principalmente por razones 

prácticas . .!;.. &QJj es la especie mejor conocida como patógeno y las especies 

restantes se han empezado a estudiar respecto a su capacidad para prod"ucir 

enfermedad. 

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS. BIOQUIMICAS Y DEL CULTIVO DE .E. ~ 

.i;_... coli es un bacilo corto Gram negativo. no esporulado, generalmente con 

flagelos perítricos y fimbrias. Frecuentemente presenta una cápsula y algunas 

cepas producen colonias mucoides. Es un anaerobio facultativo, crece en medios 

de cultivo simples y sintéticos, donde utiliza glicerol o glucosa como única fuente 

de carbono y energía. Fermenta la glucosa para dar ácido y gas. El cultivo en 

medio líquido de cepas lisas producen una turbiedad uniforme, mientras que las 

cepas rugosas presentan un sobrenadante claro con un depósito granular de 

crecimiento. Sobre medios sólidos, las colonias son circulares y lisas, con borde 

bien definido. En medio conteniendo eritrocitos lavados se observa alfa o beta 

hemólisis, relacionados con la producción de hemolisinas (31 ). 

TIPIFICACION 

g__,_ coli es una especie formada por cepas variables fenotípicamente, por tal 

motivo. diversos antígenos pueden ser usados para su tipificación. Además de 

éste, existen otros métodos que son útiles para caracterizar y ordenar los grupos 

de cepas hasta nivel de especie, como es el caso de la tipificación por fagos (32), 

por colicinas (33), por sus antígenos fimbriales CF) y capsulares CK) (34). 
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Mediante la caracterización serológica de sus 1 73 antígenos somáticos (0) 

y 56 flagelares CH). se ha demostrado que sólo un pequeño grupo de estos 

gérmenes están asociados con la producción de enfermedad {35-38). 

MECANISMOS DE PATOGENICIDAD DE J;. coli CAUSANTES DE DIARREA 

La asociación constante entre ciertos serotipos de .!;.. ~ con procesos 

diarreicos, ha permitido plantear medidas de control a través de la búsqueda de 

los mecanismos de patogenicidad que comparten estas clonas bacterianas. Estos 

mecanismos corresponden fundamentalmente a tres tipos: 1) Adherencia, 

indispensable para que la bacteria pueda acercarse, pegarse y colonizar el epitelio 

de ciertas áreas del intestino; 2) Producción de proteínas bacterianas {toxinas). 

liberadas una vez que la bacteria ha colonizado el intestino. Siendo su efecto final 

Ja estimulación de secreción de agua y electrólitos lenterotoxinas) o Ja 

destrucción celular {citotoxinas); 3) Invasión y reproducción bacteriana dentro del 

citoplasma de las células epiteliales del intestino. lo cual permite a las bacterias 

evadir los mecanismos de protección del hospedero, una vez que se encuentran 

en el interior de la célula. 

El desarrollo de diversas técnicas de laboratorio han permitido clasificar a 

las cepas de g. coli, asociadas con procesos diarréicos, en cinco grupos 

principales {cuadro 1 ): Enteropatógeno CEPEC). enterotoxigénico (ETEC), 

enteroinvasor CEIEC). enterohemorrágico CEHEC) {39) y enteroagregativo 

CEAggEC) {40). 
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CEPAS ENTEROTOXIGENICAS DE !;.· coli (ETECI 

A partir de los estudios publicados por De y col. en 1956 (41 ), en los que 

se observó que al inocular asas ligadas de intestino de conejos con ultrafiltrados 

de cultivos bacterianos de cepas de g. cofi, éstas se distendían por la 

acumulación de f(quidos. Se demostró que algunas cepas de _E. cofi tenían la 

capacidad para producir exotoxinas, que al interactuar con las células epiteliales 

de la mucosa intestinal del hospedero, inducían aumento en la secreción de agua 

y electrólitos. 

Las cepas ETEC elaboran dos diferentes toxinas. La primera es una 

proteína dimérica de 86.5 kilodaltones (kDa) de peso molecular. similar en 

estructura química, función y antigenicidad a la toxina producida por y. cholerae 

01 CCT). Por su labilidad al calor (se inactiva a 100ºC durante 10 minutos) se 

denomina termofábil CL T). La toxina está compuesta por dos sub unidades 

conocidas como A y B; la subunidad A posee la actividad enzimática y tiene 

como función principal inducir una adenosindifosfato ribosifación CADP 

ribosilación). que da lugar al incremento en los niveles de adenosinmonofosfato 

cíclico (AMPc) intracelular. La subunidad B es un pentámero que tiene la 

propiedad de unirse a las células del epitelio intestinal a través de receptores 

celulares (gangfiósido GM1) de superficie (42). El incremento de los niveles de 

AMPc intracelular provoca que las células de las criptas intestinales aumenten la 

secreción de agua y electrólitos, con una consecuente disminución en la 

absorción en las vellosidades. Ambos eventos conducen a un incremento en la 

secreción de líquidos a nivel del fumen intestinal, que clinicamente se manifiesta 

como diarrea. 

La otra familia de enterotoxinas producidas por las cepas ETEC son 

termoestabfes (ST), estructuralmente son péptidos de bajo peso molecular, entre 

1 a 6 KDa, no inmunogénicas, pueden o no ser solubles en metanol y como su 
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nombre lo sugiere, resistentes al calentamiento (43-44). Aún no ha sido posible 

evidenciar como es que la toxina (ST) se pega a la membrana y penetra al 

citoplasma del enterocito. Sin embargo, lo que sí es conocido, es su capacidad 

para incrementar los niveles de guanosinmonofosfato cíclico (GMPc) al estimular 

la enzima guanilato ciclasa (44). 

Además de Ja elaboración de las toxinas L T y ST, las cepas ETEC producen 

proteínas fimbriadas con las cuales se adhieren a receptores celulares 

específicos. Hasta la fecha, se han descrito cuando menos 1 5 diferentes tipos 

de estos factores adhesivos (45-46). Al igual que las enterotoxinas, Ja producción 

de los factores de adherencia está controlada genéticamente por plásmidos (45-

48). 

Las cepas ETEC son causa frecuente de diarrea severa en lactantes en 

países en desarrollo (49-51), así como Ja causa más común de diarrea en 

individuos de países industrializados que viajan a zonas menos desarrolladas del 

mundo (52). 

CEPAS ENTEROPATOGENAS DE~. coli (EPECl 

La capacidad patogénica de cepas de f.. coli aisladas de niños con diarrea 

en Jos años 40 fue comprobada experimentalmente una década después por 

Neter y col. (53). cuando oralmente se inocularon voluntarios con dosis elevadas 

de bacterias (108 -109 /ml). Su virulencia se demostró por la diarrea que 

desencadenaron, así como por la respuesta inmunológica sistémica desarrollada 

por los voluntarios, contra los antígenos somáticos de las cepas con las que 

fueron desafiados. Neter propuso el término EPEC para designar a este grupo de 

bacterias aisladas de niños con diarrea, capaces de reproducir el cuadro clínico 

cuando se administraban a adultos humanos. 
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Estudios de necropsias de niños fallecidos a consecuencia de diarreas 

causada;; por EPEC mostraban lesiones de esfacelamiento en el intestino delgado 

(54), sin embargo, el mecanismo por el cual producían el daño no era conocido. 

Investigaciones posteriores, incluyendo estudios con microscopía electrónica, 

revelaron que las cepas EPEC se encontraban adheridas a la membrana del 

enterocito de manera íntima, observándose además destrucción importante de 

las vellosidades intestinales (55). 

Cravioto y col. (56) utilizando cultivos de células HEp-2, encontraron que 

80% de una colección importante de cepas EPEC se adherían a las células 

formando microcolonias sobre el citoplasma, característica que no era compartida 

por otros grupos de g. ~ asociados con la producción de diarrea. 

Estudios posteriores demostraron que existían cuando menos tres tipos de 

adherencia de g. coli, observados en células en cultivo HEp-2: 1) Localizada, 

caracterizada por la formación de microcolonias en la superficie celular; 2) Difusa, 

cuando las bacterias se adherían a toda la superficie celular y 3) Agregativa, 

cuando las bacterias formaban acúmulos. con una apariencia de ladrillos apilados 

tanto en la superficie celular, como en el vidrio de la preparación (57-58). 

Diferentes estudios señalan que las cepas de g. coli, con adherencia de 

tipo localizado, se aislan significativamente con mayor frecuencia de niños con 

diarrea secretora aguda (49, 59-60). 

Knutton y col. (55) han propuesto que la adherencia de tipo localizad_o en 

las cepas EPEC tiene dos fases: una inicial mediada por adhesinas de tipo 

fimbriado, que permiten a la bacteria acercarse a sus receptores celulares y una 

segunda fase de adherencia íntima. Esta última se relaciona con el esfacelamiento 

del epitelio, pérdida de las microvellosidades y la formación de imágenes en 

pedestal. 
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Hasta fecha reciente, no existía confirmación morfológica en relación a la 

primera fase de adherencia. Girón y col. (61) encontraron que cuando crecian 

repetidas veces en agar sangre una cepa EPEC, ésta expresaba haces de fimbrias 

parecidos a los que elaboran y. cholerae y Neisseria gonorrhoeae. La codificación 

genética para la producción de estos haces está controlada por genes presentes 

en un plásmido. previamente relacionado tanto con la capacidad de cepas EPEC 

para adherirse en forma localizada, como para causar diarrea en voluntarios 

humanos (62). 

La fase íntima de adherencia, posterior al esfacelamiento de las 

microvellosidades intestinales, está relacionada con la producción de una proteína 

de 94 kDa denominada intimina (63-65). La producción de esta proteína está 

controlada genéticamente por un locus en el cromosoma de la bacteria 

denominado eae (65). Para la expresión de este locus se requieren ciertos genes 

presentes en el plásmido antes mencionado, el cual tiene la información que 

codifica para la adherencia localizada y para la producción de haces de fimbrias 

en algunas cepas EPEC. 

Estudios realizados por Baldvvin y col. (66-67) han señalado que la 

adherencia Intima de las cepas EPEC da lugar a que se polimerice la actina del 

citoesqueleto, como respuesta a un incremento en Jos niveles intracelulares de 

calcio y la activación de la proteína cinasa C. El proceso de adherencia íntima 

entre la bacteria y la membrana de las células del epitelio intestinal, seguida de 

la destrucción de las microvellosidades con alteración del citoesqueleto en el sitio 

de unión de la bacteria, han sido denominados adherencia y esfacelamiento (A/E) 

(68-70). Los cambios bioquímicos relacionados con estos procesos son los que 

probablemente inducen a la célula intestinal a secretar agua y electrólitos (cloro 

y potasio); al espacio intraluminal. El efecto fisiológico secundario a estas 

alteraciones, asl como la deficiente absorción de líquidos por la falta de 

microvellosidades en segmentos importantes del intestino, son los principales 
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responsables del cuadro de diarrea. 

CEPAS ENTEROINVASIVAS DE J;. coli IEIECI 

Las cepas de f.. coli cuyo mecanismo de patogenicidad es la invasividad. 

se caracterizan por pertenecer a un número de serogrupos relativamente 

pequeño. Desde el punto de vista de su metabolismo, presentan características 

intermedias con el género Shjqel!a (71), y destaca su deficiente capacidad para 

utilizar la lactosa y la carencia de flagelos, por lo cual, al igual ~ue las shigellas 

son inmóviles. 

Estudios basados en el análisis de híbridos de una cepa de f.. coli K 1 2 con 

Shigella flexneri (§. flexneri) 2a, demostraron que por lo menos dos regiones del 

cromosoma de estas bacterias son indispensables para la virulencia: una es el 

locus .!s.l;;R. que se relaciona con la capacidad de §. flexneri para producir 

queratoconjuntivitis y otra es una regiones cercanas al operón de la histidina, que 

codifican para antígenos somáticos O (72). Para que estas bacterias invadan y 

se multipliquen en el interior de las células, se requiere que posean un 

lipopolisacárido liso, ya que las cepas rugosas son incapaces de producir 

queratoconjuntivitis en la cornea de cobayo (Prueba de Sereny) (73). 

Diversos estudios han concluido que además de los genes cromosomales 

involucrados en la virulencia de estas bacterias. son necesarios locus 

extracromosomales (74-75). Se ha podido establecer que un plásmido de 140 

megadaltones (MDa) presente en las cepas de EIEC y de Shigella, es 

indispensable junto con los genes cromosomales antes señalados para conferir 

el fenotipo invasivo a estos microorganismos. 
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La participación p.:togénica de la toxina de Shiga, en el caso de Shigella 

dysenteriae (.§. dysenteriae) tipo 1 o a toxinas semejantes en el caso de ~

flexneri y EIEC, no es muy clara. Estudios histológicos realizados por Hale y 

Formal (76) mostraron que las cepas de Shigella se establecen en las células 

epiteliales, causando destrucción de la mucosa y la formación de abscesos. Estas 

alteraciones fueron atribuidas a la acción de las citotoxinas, cuya actividad 

especifica es la inhibición de la síntesis proteica (77). Sin embargo, Sansonetti 

(78). al realizar estudios cinéticos de crecimiento intracelular, demostró que 

cepas de g. coli que tenían el plásmido de 140 MDa, pero que no producían la 

toxina semejante a la de Shiga, presentaron un crecimiento mucho mayor que 

una cepa altamente productora de esta toxina. 

Estudios epidemiológicos realizados por Cravioto y col. (49, 79) muestran 

que EIEC como agente responsable de diarrea se aísla con poca frecuencia, 

identificándose preferentemente después del 6° mes de vida. 

CEPAS ENTEROHEMORRAGICAS DE .1;. coli (EHEC) 

El término ~ coli enterohemorrágica propuesto por Levine (39) incluye 

cepas de diferentes serotipos que presentan las mismas características clínicas, 

epidemiológicas y patogénicas del serotipo 0157:H7; considerado como 

prototipo del grupo EHEC. 

Tzipori y col. (80) utilizan un criterio más amplio para definir a este grupo 

bacteriano, señalando Ja asociación de EHEC con la etiopatogenia de colitis 

hemorrágica y síndrome urémico hemolítico. Las cepas responsables de estos 

cuadros tienen Ja capacidad para elaborar una o más citotoxinas y son portadoras 

de un plásmido (50-70 MOa). y en modelos animales inducen distintas lesiones 

en la mucosa intestinal caracterizadas por el daño de A/E; semejante al causado 
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por cepas EPEC (68-70). 

En la actualidad existe evidencia sufiente que permite reconocer la 

participación tanto de genes cromosomales como plasmídicos presentes en estas 

bacterias (69-70). Se ha identificado un locus cromosomal llamado~. cuya 

expresión es regulada por genes presentes en el plásmido. Este locus codifica 

para una proteína de membrana externa (65), la cual confiere a la bacteria la 

capacidad para adherirse e inducir el efecto de destrucción de las 

microvellosidades (esfacelamiento) (69-70). 

Las citotoxinas que produce el grupo enterohemorrágico de_!;_. f;.Q!i, por sus 

características antigénicas v por su actividad sobre cultivos celulares; reciben dos 

diferentes denominaciones aceptadas en la actualidad: citotoxina semejante a la 

de Shiga (SL T), por la característica que tiene una de las variedades de cruzar 

antigénicamente con la toxina de Shigella dysenteriae tipo 1 v el término de 

verotoxina (VT), por su efecto citotóxico sobre monocapas de células Vero. 

Se conocen tres tipos antigénicos de las citotoxinas, dos de ellas afectan 

específicamente a humanos, refiriéndose como VT1 o SLT-1 v VT2 o SL T-11 (81 l. 

y una variedad antigénica de VT2, que afecta a animales denominada VTe o SL T

llv (82). 

Todas estas toxinas tienen estructura v mecanismo de acción similar. Son 

proteínas compuestas por dos subunidades, de las cuales la conocida como A 

tiene la función enzimática, la cual se encuentra unida al oligómero B, el cual es 

un pentámero que tiene como función específica: unirse a receptores presentes 

en la superficie celular (83-84). La actividad específica de estas toxinas consiste 

en inhibir la síntesis de proteínas a través de interferir con la unión del aminoacil 

t-RNA con la sub-unidad 605 del ribosoma (85). 
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Scotland y col. (86) inicialmente y posteriormente otros investigadores (87-

88), observaron que los genes que controlan la expresión de la citotoxina era 

mediada por fagos en estado lisogénico. En México, Eslava y col. (89-90) 

identificaron en diferentes cepas de .!; . .!<.QÜ productoras de citotoxina, fagos 

similares tanto estructural como genéticamente a los descritos por otros 

investigadores. 

Diferentes serotipos de EHEC se han relacionado con la etiología de la 

diarrea esporádica en adultos, colitis hemorrágica, síndrome urémico hemolítico 

y púrpura trombocitopénica ( 91-94). Estos padecimientos se han observado con 

mayor frecuencia en paises con climas templados como son: Estados Unidos, 

Canadá, Inglaterra, Argentina, Australia y Alemania; entre otros (91-95). Los 

serogrupos involucrados son diversos, encontrándose más frecuentemente: 026, 

0111, 0121, 0145 y particularmente 0157 (91-96). 

En México, Cravioto y col. (94) encontraron que este tipo de 

microorganismos sólo se relacionan con diarrea de tipo secretor, leve o 

moderada. Los serogrupos identificados en este estudio, incluyen algunos de los 

observados en otras partes del mundo, además de otros como son: 011 9 y 

0128. 

CEPAS ENTEROAGREGATIVAS DE);. coli (EAggECl 

Las cepas de EAggEC derivan su nombre por la forma de adherencia que 

presenta a células HEp-2 en cultivo (40). Esta adherencia se caracteriza por la 

formación de agregados bacterianos, con una apariencia de ladrillos apilados, 

observados tanto sobre las células como en la superficie del vidrio de la 

preparación. 
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El grupo EAggEC ha adquirido relevancia en los últimos años por 

considerarsele responsable de cuadros de diarrea persistente (con más de 1 4 días 

de duración) y diarrea con sangre en niños menores de 5 años de edad, de 

diversas regiones geográficas tales como: la India, Brasil, Chile y México (40, 97-

101 ). 

Algunas cepas de EAggEC aisladas poseen antígeno O no tipificable. 

Muchas cepas de g. coli que pertenecían a los serogrupos de EPEC: 044, 

O 11 1 ab, 086 y O 1 26; son enteroagregativas ( 102- 1 03). En el Reino Unido, el 

grupo de Scotland ( 1 03) aisló cepas EAggEC del se ro tipo 044: H 1 8 a partir de 

ancianos con diarrea. Además examinando 1 1 3 cepas de EAggEC aisladas de 

casos clínicos, de diversas regiones, encontraron que todos pertenecían al mismo 

serotipo 044:H18 (104). 

En México, Cravioto y col. (60) han reportado una estrecha asociación 

entre el aislamiento de cepas EAggEC y la presencia de diarrea persistente, y 

diarrea con sangre en niños menores de 5 años de edad. 

Para explicar el o los mecanismos por los cuales las cepas 

enteroagregativas de !;. coli causan diarrea, se han desarrollado estudios en 

modelos animales, en voluntarios humanos y modelos in vitro; de donde varios 

factores de patogenicidad han sido propuestos con el fin de explicar el daño 

intestinal producido por este grupo bacteriano. 

Tickoo y col. ( 1 05) demostraron que algunas cepas EAggEC vivas de 

origen humano, al ser administradas por vía oral a conejos fueron capaces de 

colonizar los intestinos delgado y grueso, causando diarrea, acortamiento 

moderado de las vellosidades y cariorrexis. 
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Estudios realizados por Vial y col. ( 1 06) demostraron que al inocular las 

cepas EAggEC 042 y 1 7-2 vivas de origen humano en asas ligadas de la porción 

ileal de intestino de conejo y rata. estas cepas producían lesiones 

histopatológicas semejantes a las causadas por cepas de g. coli productoras de 

SL T ensayadas en el mismo modelo. El daño observado se caracterizó por 

acortamiento y necrosis hemorrágica de las vellosidades intestinales, además por 

una respuesta inflamatoria intermedia, con edema e infiltración de la submucosa 

por células mononucleares. 

Tzipori y col. ( 107) realizaron estudios con un modelo animal en cerdos 

gnotobioticos, a los cuales se les administraron las cepas EAggEC JM221 

(aislada de un adulto con diarrea en México) y 1 7-2 (aislada de un niño con 

diarrea en Chile); los resultados obtenidos refieren la aparición de un cuadro 

diarreico e incluso la muerte de algunos cerdos. El examen histopatológico del 

intestino mostró hiperemia moderada de la porción distal del intestino delgado y 

del ciego, así como dilatación de las vellosidades del intestino delgado, en 

ausencia de una respuesta inflamatoria, además de agregados bacterianos junto 

con una matriz mucoide sobre el epitelio intacto. 

En un primer estudio realizado en humanos por Mathewson y col. ( 1 08). 

en un intento por identificar aislados de EAggEC patogénicos, voluntarios adultos 

fueron inoculados por via oral con cepas EAggEC, encontrando que la cepa 

JM221 fue capaz de producir diarrea en 3 de 8 individuos. 

En un segunndo estudio, Nataro y col. ( 1 09) inocularon 1 9 voluntarios 

adultos por vía oral, con la cepa EAggEC 1 7-2, a una dosis de 1 O'º unidades 

formadoras de colonias (cfu). encontrado que sólo un sujeto experimentó diarrea. 

El suero de 1 3, de los 1 9 individuos, mostró un incremento en anticuerpos hacia 

una proteína de 14 KDa en un ensayo de inmunoelectrotransferencia. El gen que 
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codifica para esta proteína está localizado en un plásmido en la cepa EAggEC 1 7-

2. 

En otro estudio realizado por Nataro y col. ( 110), al inocular cuatro grupos 

de 5 voluntarios adultos, cada grupo con una de 4 diferentes cepas EAggEC y 

cada individuo a una dosis de 1 O'º cfu, encontraron que sólo la cepas 042 

[JPN 1 O) causó diarrea en 3 de 5 adultos; los otros 3 aislados de EAggEC ( 1 7-2, 

34b y JM221) fallaron en la inducción de diarrea. Todos estos individuos fueron 

seleccionados para este trabajo por su condición de seronegatividad en contra 

de la proteína de 14 KDa. 

La adherencia de tipo agregativo ha sido asociada con un plásmido de 60-

65 MDa (106, 111), éste codifica para diferentes haces de fimbrias (AAF/I y 

AAF/11) de 2 a 3 nm de diámetro (109-110). 

Knutton y col. ( 1 02) encontraron que las cepas EAggEC expresan cuatro 

tipos morfológicos de fimbrias (observadas por microscopia electrónica). con las 

que se adhieren a la mucosa del colon humano en ensayos in vitre. A diferencia 

de lo observado en EPEC ( 1 01, 1 03, 11 2). estas bacterias no se adhieren 

íntimamente a la membrana de la célula. 

La simple adherencia de EAggEC a la superficie de las células epiteliales 

del intestino no explica el daño intestinal observado. Lo anterior sugiere que 

pudieran estar involucrados una o varias toxinas en el proceso de daño. Sin 

embargo, no elaboran toxinas como las enterotoxinas de y_. cholerae (CTl y de 

ETEC (L T y ST) o citotoxinas como las que produce.§. dysenteriae tipo 1 (SL T-1 

y SLT-11). No obstante que las lesiones histopatológicas descritas anteriormente 

en los modelos animales son similares a las producidas por cepas productoras de 

SLT, el DNA de cepas EAggEC no hibridiza con sondas específicas para SLT-1 o 

SLT-11 (106). 
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Savarino y col. ( 11 3-114) reportaron en una cepa EAggEC ( 17-2) una 

toxina termoestable de apro,..imad~mente 1 O kDa, la cual denominf!ron 

enterotoxina termoestable 1 de EAggEC (EAST1 ). El gen que codifica para esta 

proteína (.fil!!A) está localizado en el plásmido previamente mencionado ( 1 1 3-

114). EAST1 incrementa los niveles de GMPc y en el modelo in vitre de cámaras 

de Ussing produce un incremento en la corriente de corto circuito (debido a la 

secreción de líquidos). sugiriendo un efecto enterotóxico semejante al producido 

por la enterotoxina termoestable de ETEC (STa). sin embargo, no da reactividad 

cruzada con anticuerpos producidos contra STa. 

Baldwin y col. (115) encontraron que el sobrenadante del cultivo de 

diferentes cepa EAggEC. precipitado con sulfato de amonio. tenía la propiedad 

de incrementar los niveles de calcio intracelular en células Hep-2. Estos autores 

señalaron como posible responsable de tal efecto a una proteína de 1 20-140 

kDa, la cual mostró reactividad cruzada con anticuerpos preparados en contra de 

la porción carboxilo terminal (RTX) de la hemolisina alfa producida por f.. coli, la 

cual es una secuencia repetida de 9 aminoácidos rica en glicina (L-X-G-G-X-G

(N/0)-D-X). Los autores propusieron que esta proteína, semejante a la hemolisina 

alfa de f.. coli, induce la elevación del calcio intracelular libre por entrada de 

calcio extracelular, seguido de un proceso de fosforilación proteica, debida 

probablemente a la acción de cinasas calcio dependientes. 

Una actividad hemolítica por contacto ha sido reportada por Haque y col. 

(117), aunque este efecto posiblemente es debido a la hemolisina alfa de g. coli 

(HlyA) previamente reportada por Welch ( 11 7-1 1 8). Knutton ( 1 02) ha observado 

propiedades de una hemolisina alfa por algunas cepas EAggEC en ensayos de 

citotoxicidad en monocapas de células en cultivo HEp-2. Elliot y col. ( 11 9) han 

propuesto que varias cepas EAggEC produce hemolisina alfa, observaciones 

basadas en ensayos de hemólisis de eritrocitos, sondas de ADN y anticuerpos 

monoclonales. 
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Todo lo anterior indica que sólo algunas cepas EAggEC producen alguna 

de estas toxinas y ninguna de ellas ha sido asociada plenamente con la 

enfermedad entérica inducida por el microorgamismo. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se ha establecido epidemiológicamente que el aislamiento de cepas de 

EAggEC se asocia con casos de diarrea persistente y diarrea con sangre en 

humanos, experimentalmente se ha demostrado la capacidad de estas cepas para 

adherirse a la superficie de células en cultivo, a enterocitos humanos y de 

animales de experimentación a través de fimbrias, evento que es indispensable 

para la colonización del intestino ( 1 02, 106-1 07, 11 O, 1 20-1 21). Sin embargo, 

este último fenómeno no explica en su totalidad la patogénesis de EAggEC. Lo 

anterior sugiere que en el proceso de daño al intestino deben estar participando 

factores tóxicos como son la HlyA descrita por Welch (117-118). la EAST1 

descrita por Savarino ( 1 1 3- 1 1 4) y la hemolisina estimuladora de fosforilación de 

proteínas de Baldwin ( 1 1 5). De las dos últimas no se ha demostrado su 

participación en el proceso de daño al intestino, tanto en ensayos in vivo en 

animales de experimentación como en voluntarios humanos. De igual manera, no 

existe evidencia de una respuesta inmunológica en contra de alguno de estos 

factores en casos clínicos o en los individuos inoculados experimentalmente. 

Hasta el momento, aunque se han descritos diferentes factores bacterianos 

no se ha establecido la participación de alguno en la patogénesis de la diarrea. 

Conocer plenamente los mecanismos por los cuales la bacteria induce el cuadro 

clínico, permitirá proponer los procedimientos idóneos para el control de la 

infección por este grupo bacteriano. 
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OBJETIVO GENERAL 

Identificar y caracterizar componentes secretados al medio de cultivo por 

cepas EAggEC, que pudieran participar en el proceso de daño intestinal 

relacionado con la diarrea producida por este grupo bacteriano. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1 .- Obtener. purificar y caracterizar los componentes proteicos 

secretados por diferentes cepas EAggEC. 

2.- Obtener anticuerpos específicos contra las fracciones proteicas 

identificadas. 

3.- Evaluar la respuesta inmune contra los componentes identificados. 

en el suero de niños convalecientes de diarrea por EAggEC. 

4.- Determinar la actividad biológica de las fracciones proteicas 

identificadas utilizando un modelo animal. 

5.- Evaluar la actividad biológica de las fracciones proteicas obtenidas 

empleando el sistema in vitro de cámaras de Ussing. 

6.- Determinar la frecuencia de expresión de las fracciones proteicas 

secretadas por cepas EAggEC. aisladas de niños con diarrea y del 

ambiente. 
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HIPOTESIS 

Las cepas de EAggEC están relacionadas principalmente con diarrea 

persistente y diarrea con sangre. El simple proceso de adherencia bacteriana no 

explica los cuadros clínicos, por lo que, la patogénesis de las mismas debe estar 

relacionada además de la adherencia con productos con actividad tóxica 

secretados por la bacteria. 
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MATERIAL Y METODOS 

En el diagrama 1 se muestran los procedimientos metodológicos utilizados 

en el análisis de los factores secretados por cepas EAggEC durante el desarrollo 

de este trabajo. 

CEPAS 

Se utilizaron 191 diferentes cepas de _s. coli con adherencia de tipo 

agregativo a células HEp-2, algunas positivas en la prueba de hibridización con 

una sonda para EAggEC (cuadro 2). Las cepas fueron aisladas en estudios 

previos realizados por Cravioto y col. (23-24. 49. 60), y actualmente éstas 

forman parte del cepario del Laboratorio de Serología del Departamento de Salud 

Pública de la Facultad de Medicina de la UNAM. Del total de cepas EAggEC. 126 

fueron aisladas de niños con diferentes tipos de diarrea (aguda, persistente y con 

sangre), 43 fueron aisladas de niños sin cuadro clínico de diarrea y 22 aisladas 

de diferentes fuentes ambientales. Las cepas prototipo EAggEC utilizadas como 

control fueron: 1 7-2 (aislada de un niño con diarrea en Chile, productora de 

EAST1 ), 042[JPN1 OJ (aislada de un niño con diarrea en Lima, Perú. Productora 

de la proteína de 1 20-140 kDa que cruza antigenicamente con la hemolisina alfa 

de.!;_. coli y que induce fosforilación de proteínas). 34b (aislada de un niño con 

diarrea persistente en la India). JM221 (aislada de un adulto con diarrea en 

México). Las cepas 30651 y K 1 2 sin propiedades de virulencia como controles 

negativos; la primera aislada de un niño sin diarrea y la segunda que se utiliza 

como recipiente en ensayos de transformación en biología molecular. 

Todas las cepas fueron caracterizadas para los antígenos somático (0) y 

flagelar (H). mediante aglutinación en microplaca, utilizando anticuerpos contra 

los 1 73 antígenos O y 56 H ( ( 1 22-1 23). 

26 



Las cepas bacterianas se conservaron en medio de Dorset y su pureza se 

comprobó cultivándolas en medio de gelosa sangre y Mac Conkey. 

ENSAYO DE ADHERENCIA A CELULAS 

Se prepararon monocapas de células HEp-2 en lentejas de vidrio colocadas 

en placas de 24 pozos. Las células se cultivaron en medio mínimo esencial 

(MEM). éste fue suplementado con 1 0°/o (v/v) de suero fetal de ternera 

(in activado a 56ºC por 30 min). 2 mM de L-glutamina, 1 O mM de HE PES, 

0.075o/o (p/v) de bicarbonato de sodio y una mezcla de antibióticos (penicilina

estreptomicina a una concentración final de 1 00 U/µg/ml). Se crecieron en una 

atmósfera al 90% de humedad, en presencia de una mezcla de C0 2 :0 2 (5o/o:20º/o; 

[v/v)); a temperatura de 37 ºC. Previo al ensayo de adherencia, la monocapa 

obtenida fue lavada con PBS pH 7 .4 e incubadas con 1 % (p/v) de 0-manosa en 

MEM libre de suero fetal y antibióticos. 

Las bacterias se crecieron en caldo peptonado al 2º/o (p/v). con 1 º/o (p/v) 

de D-manosa y se incubaron a 37 ºC durante toda la noche. De este cultivo se 

inocularon 25 µI sobre las monocapas de células HEp-2 previamente preparadas. 

Las placas se incubaron durante 3 h, después se lavaron con PBS y se fijaron con 

metano! 1 O min. En seguida se tiñeron con colorante de Giemsa por 30 min, se 

lavó una vez más con PBS y se decoloraron las preparaciones obtenidas 

utilizando: acetona (100°/o; [v/v]). acetona:xileno; (50°/o:SOº/o; [v:v]), 

acetona:xileno (33%:66°/o; [v:v)) y xileno ( 1 00%; [v/vJ). Por último, las 

monocapas sobre las lentejas se montaron en un portaobjetos con resina (Depex) 

y se observaron las preparaciones al microscopio con el objetivo 1 OOX. Las cepas 

de g. coli se consideraron adherentes cuando el 40% de las células presentaron 

al menos diez bacterias adheridas. 
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OBTENCION DE PROTEINAS TO"!'ALES 

Para obtener las proteínas secretadas al medio de cultivo, las cepas de 

EAggEC se crecieron en caldo nutritivo (Difco Laboratories Cat. No 0003-01-6) 

a 8 g/I de medio. Tubos conteniendo 5 mi de caldo nutritivo fueron adicionados 

con las bacterias y se incubaron durante 4 ha 37°C; en agitación para obtener 

un preinóculo. De éste se tomaron 200 µI para reinocular matraces de 500 mi. 

conteniendo 200 mi del mismo medio, éstos se incubaron durante 1 8 h a 37 ºC 

en agitación continua. Los cultivos se centrifugaron a 1 2,000 g durante 30 min 

a 4°C, el paquete bacteriano se descartó y el sobrenadante se precipitó con 

sulfato de amonio a una saturación de 60 o 75°/o (350 y 470 g/I de sal 

respectivamente). El sulfato de amonio se adicionó lentamente al sobrenadante 

del cultivo bacteriano libre de bacterias, con agitación suave hasta su total 

disolución, dejándose en reposo durante toda la noche a 4ºC (124). El 

precipitado se obtuvo por centrifugación a 12,000 g durante 30 minutos a 4°C. 

Posteriormente fue resuspendido y dializado con solución amortiguadora de 

fosfatos de sodio 0.07 M pH 8.2. La muestra se dializó durante tres días, 

haciendo dos cambios de 4 1 por día (127). El producto dializado se estabilizó con 

glicerol a una concentración final del 20°/o v/v y se guardó en alícuotas a -20°C 

para su análisis posterior (diagrama 21. 

CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES 

La concentración de proteínas de los productos obtenidos se determinó por 

et método de Bradford (126). utilizando el microensayo en placa, empleando 

seroalbúmina bovina (fracción V) como estándar, la reacción colorida se midió a 

575 nm en un espectrofotómetro Oynatech MR 580. 
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ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA CON SOS (SOS-PAGEi 

Las proteínas obtenidas a partir del sobrenadante del cultivo de las cepas 

EAggEC se analizaron por electroforesis convencional en una dimensión, bajo 

condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida al 1 0°/o (p/vl con O. 1 % 

(p/v) de dodecil-sulfato de sodio (SOS-PAGEi. libres o en presencia de beta

mercaptoetanol ( 127-1 28). Las dimensiones del gel resolutor (separador) fueron 

de 1 O cm de altura por 1 . 5 mm de espesor ( 1 O X 1 . 5). La corriente aplicada al 

gel concentrador fue de 1 00 V y de 200 al gel resolutor. en ambos casos con el 

amperaje variable. La cantidad de proteína aplicada por carril fue de 1 O a 1 00 ug. 

La migración de las proteínas fue comparada con marcadores de peso 

molecular conocido preteñidos ( 1 29): beta-galactosidasa de g. coli, subunidad de 

116 kDa; fructosa-6-fosfato cinasa de músculo de conejo, subunidad de 91 .8 

KDa; piruvato cinasa de músculo de pollo. subunidad de 72. 7 KDa; fumarasa de 

corazón de cerdo, subunidad de 57 .8 KDa; deshidrogenasa láctica de músculo 

de conejo, subunidad de 48.8 KDa; triosafosfato isomerasa, subunidad de 34. 1 

KDa, (Sigma Kit No. MW-SDS-BLUE). 

Los geles se tiñeron con azul de Coomassie A (Coomassie Brillant Blue R. 

Sigma Chemical Co .• cat No B 0630) y con nitrato de plata (Sigma Chemical Co. 

Kit No AG-25, Silver stainl para analizar el perfil proteico de cada cepa ( 1 27, 

139). 
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GELES EN GRADIENTES DISCONTINUOS 

Como método alterno se analizaron los productos proteicos utilizando SDS

PAGE en gradiente ( 1 271. Este tipo de geles tienen las mismas características de 

los anteriores, con la diferencia que el gel resolutor se formó en dos fases: una 

inferior que abarcó cuatro quintas partes y una quinta parte superior, con 6 y So/o 

(p/v) de acrilamida respectivamente. 

ANTICUERPOS 

Se probaron diferentes antisueros y anticuerpos en contra de los 

componentes proteicos secretados por EAggEC: 

1 .- Suero de 11 6 niños que fueron hospitalizados en la Sala de 

Nutrición del Instituto Nacional de Pediatría (INP) de la Ciudad de 

México por problemas de desnutrición asociada con diarrea. de los 

cuales se aislaron cepas EAggEC. 

2.- Suero y fluido intestinal de yeyuno, proporcionados por Nataro J. 

P. del CVD en Baltimore. Obtenidos de 1 O voluntarios humanos, 

antes y después de la administración por vía oral con 1 0 10 cfu de la 

cepa EAggEC 1 7-2. 

3.- lgG de conejo anti-hemolisina alfa de .!;.. coli, molécula completa 

(anti-HlyA), purificada por cromatografía de afinidad (proporcionada 

por Welch). 

4.- Gamaglobulina de conejo anti-toxina colérica (anti-CT). 

5.- Gamaglobulina de conejo anti-toxina termolábil de.!;.. coli (anti-L T). 
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6.- lgG de conejo anti-toxina tetánica (anti-TT). 

7 .- Anticuerpo monoclonal de ratón ( 1 3C4) anti-citotoxina semejante 

a la de Shiga-1/Verotoxina 1 PR87-32 (anti-SL T l/VT 1 ). 

8.- Anticuerpo monoclonal de ratón (8C5 8812) anti-citotoxina 

semejante a la de Shiga-11/Verotoxina 2 PR87-32 (anti-SL T 11/VT 2). 

La detección de los anticuerpos anteriores combinados con el antígeno se 

llevó acabo mediante un segundo anticuerpo en contra del primero, estando el 

segundo anticuerpo conjugado a la enzima peroxidasa. Se utilizaron: 

1 .- Anti-lgG de conejo (Kinkergaard and Perry Laboratories, cat. No 

074-1516). 

2.- Anti-lgG de humano (Hy Clone, cat. No EA-1164-U). 

3.- Anti-lgA humana (Kinkergaard and Perry Laboratories, cat. No 14-

10-01). 

4.- Anti-gama globulinas de ratón: lgG, lgA y lgM (Sigma No A0412). 

DOBLE INMUNODIFUSION 

Los 116 sueros de niños convalecientes de cuadros diarréicos, internados 

en el INP, se analizaron por doble inmunodifusión en agar de acuerdo con la 

técnica descrita por Ouchterlony ( 1 30). El ensayo se realizó en portaobjetos, 

cubriendo éstos con 5 mi de agar al 1 º/o (p/v) en amortiguador de barbital 

conteniendo azida de sodio al 0.02% (p/v). En el pozo central se colocó el 
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antígeno bacteriano (precipitado proteico total) obtenido de la cepa 49766 y el 

precipitado cae una cepa K 1 2 coino control negativo, los sueros de los infantes 

se colocaron en pozos laterales. La reacción se llevó a cabo a 4°C en cámara 

húmeda por 48 h, las muestras se lavaron durante 72 h con PBS pH 7 .4 en 

presencia de azida de sodio 0.02º/o (p/v). Después se levaron con agua destilada 

durante un día y se secaron a temperatura ambiente. Por último. las laminillas se 

tiñeron con amida negro (negro amido 108 Sigma l.C. No.20470) al 0.5°/o (p/v), 

en ácido acético al 20º/o (v/v) durante 7 min, eliminando el exceso de colorante 

al lavar con ácido acético al 5°/o (v/v). 

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA 

Los productos proteicos obtenidos de las diferentes cepas bacterianas, 

sometidos a SDS-PAGE, fueron transferidos a membranas de papel de 

nitrocelulosa (lnmunobilon-N C, Millipore HAHY 304 FO). Para ésto se utilizó el 

método de Towbin y col. ( 131). El amortiguador de transferencia se preparó con 

0.25º'6 (p/v) de Trizma-base, 1 .2% (p/v) de glicina y 1 6.6°/o (v/v) de metano!. Las 

condiciones de transferencia fueron las siguientes: 200 mA constante por 3 h 

para geles normales de ( 1 O X 1. 5). mientras que en los geles en gradientes 

discontinuos se utilizaron 200 mA constante por 1 .5 h. La transferencia de las 

proteínas al papel de nitrocelulosa se comprobó mediante la tinción reversible con 

amida negro al 0.001 º/o (p/v) en 0.5°/o (v/v) de ácido acético glacial, éste 

posteriormente se eliminó lavando las membranas con un exceso de 0.5°/o (v/v) 

de Tween-20 en H 2 0 destilada, seguido de amortiguador 0.01 M Tris-HCI en 

O. 15 M NaCI pH 7.4 (TBS). Los sitios libres de las membranas fueron bloqueados 

durante 1 h a temperatura ambiente con leche descremada al 5°/o (p/v) en TBS. 

Al terminar se lavó tres veces (5 min cada uno) con Tween-20 al 0.05°/o (v/v) en 

TBS (TBS-Tween). Los antisueros y anticuerpos fueron diluidos en leche 

descremada al 5o/o (p/v) en TBS. Posteriormente se incubaron con las membranas 
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de manera independiente durante 1 h a temperatura ambiente. Después de 

il"'cuba~ con el primer anticuerpo. las memb~anas se lavaron con TBS-Tween 

como se describió anteriormente. Para la detección del complejo antígeno

anticuerpo se utilizaron anticuerpos marcados con peroxidasa diluidos en leche 

descremada al 5º/o en TBS: anti-lgG de conejo (1 :5000). anti-lgG humana 

( 1: 1 000). anti-lgA humana ( 1: 1 000) y anti-gama globulina total de ratón 

(1: 1000). En seguida se lavó con TBS-Tween y se incubó durante 5 minen 0.01 

M Tris-HCI pH 6.8 CTB). La reacción fue evidenciada por la degradación del 

substrato H 2 0 2 en presencia de 4-cloro-1-naftol, dando para una reacción 

positiva, bandas de un precipitado insoluble oscuro. La reacción se detuvo 

lavando con un exceso de agua corriente. 

PURIFICACION DE PROTEINAS 

Para la producción y purificación de las proteínas identificadas se utilizó 

la cepa 49766, empleando la siguiente secuencia: 

Se utilizó un cultivo bacteriano de 6 1 en caldo nutritivo para la obtención 

de los precipitados proteicos tal como se describió previamente ( 1 24). Las 

proteínas se precipitaron con sulfato de amonio al 75°/o (p/v) de saturación y se 

dializaron contra amortiguador de fosfatos de sodio 0.07 M pH 8. 2 ( 1 24-1 25). 

El precipitado obtenido se fraccionó con una solución de fosfatos de 

potasio 3.5 M pH 6.8 (K1/K21 (125), primeramente a 1.15 M durante 18 h. el 

precipitado fue separado del sobrenadante mediante centrifugación a 1 2,000 g 

durante 30 min a 4°C. El sobrenadante de la precipitación anterior ( 1. 1 5 Ml fue 

nuevamente fraccionado, ahora a 1. 75 M con K 1 /K2 también por 1 8 h. El 

precipitado fue separado del sobrenadante mediante centrifuga,ción a 12,000 g 

durante 30 min a 4°C. Las fracciones obtenidas (precipitados y sobrenadantes 
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a 1. 15 y 1. 75 M con K 1 /K2l se dializaron contra amortiguador de fosfatos de 

sodio 0.07 M pH 8.2. El prepecipitado a 1. '/5 M se sometió a cromatografía 

(127. 132, 134-135). la primera de intercambio iónico en DEAE-Celulosa (Sigma 

D 6418), seguida por otra de exclusión molecular en Sephadex G-1 00 CPharmacia 

Fine Chemicals No 17-0060-01 ). De manera alterna, el precipitado en 1. 75 M se 

sometió a cromatografía en columna de intercambio iónico C 1 27. 1 32-133) en 0-

Sepharose (Pharmacia Fine Chemical No 17-0510-01 ). 

Las dimensiones de las columnas y las condiciones de elución fueron las 

siguientes: 

1 .- DEAE-Celulosa 1.5 cm de diámetro por 50 cm de largo. Velocidad 

de flujo de 1 O ml/h. Fracciones de 5 mi. 

2.- Sephadex G-100 1 .2 cm de diámetro por 60 cm de largo. Velocidad 

de flujo 1 O ml/h. Fracciones de 2.5 mi. 

3.- Q-Sepharose 1 .4 cm de diámetro por 57.5 cm de largo. Velocidad 

de flujo 50 ml/h. Fracciones de 1 O mi. 

Todas las columnas fueron equilibradas con amortiguador 0.05 M Tris-HCI 

en 0.01 M EDTA.2Na a pH a.o. Algunas proteínas fueron eluidas en el mismo 

amortiguador. Las fracciones proteicas retenidas por las colunmas de intercambio 

iónico se eluyeron aumentando la fuerza iónica del sistema con 0.5 M de NaCI. 

Los perfiles de elución se determinaron por dos vías: 1) midiendo la 

densidad óptica de cada fracción con luz ultravioleta a 280 nm. utilizando un 

espectrofotómetro Zeiss CPM 2KJ. 2) por otro lado. una muestra de cada fracción 

se utilizó en una reacción colorida por el método de Bradford y se leyó en un 

espectrofotómetro Dynatech MR 580 a 575 nm. 
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Las fracciones proteicas obtenidas se estabilizaron con glicerol al 20°.-6 

(v/v). 

OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES DE CONEJO 

Para la obtención de sueros hiperinmunes en contra de las proteínas de 

11 6 y 108 kDa. obtenidas a partir de los sobrenadantes de los cultivos de las 

cepas EAggEC. se utilizaron conejos Nueva Zelanda blancos de 2 meses de edad 

bajo dos protocolos de inmunuzación: 

1 .- Un lote de cuatro conejos fueron inmunizados con las proteínas 

obtenidas por cromatografía en Sephadex G- 1 OO. Se administraron 7 dosis con 

1 00 µg de proteína en solución. Las cuatro primeras dosis se inocularon en 

presencia de adyuvante completo de Freund ( 1 36). en proporción de 1: 1 (v:v), 

cada 1 5 días. La vía de administración de la primera dosis fue por vía subcutanea 

en el dorso y en el cojinete plantar. de la segunda a la cuarta por vía subcutanea 

en el dorso. Las últimas 3 dosis se administraron por vía intramuscular, libres de 

adyuvante. cada 7 días. 

2.- Por otro lado, dos fracciones proteicas obtenidas de la cromatografía 

en 0-Shepharose se sometieron a SDS-PAGE en gradientes discontinuos (6 y 

8%; [v/v)). Las bandas de proteína se detectaron por tinción con azul de 

Coomassie, se cortaron y homogeneizaron. Cada bandas fue inoculada en un 

conejo. La vía de administración fue subcutanea en el dorso. administrandose un 

total de cinco dosis. con intervalos de 1 5 días. 

Previo a la inmunización se tomó una muestra sanguínea de cada uno de 

los conejos para emplear el suero como control negativo. 
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OBTENC!ON 

HOMOLOGA 

y PURIFICACION DE GAMAGLOBULINA HIPERINMUNE 

Los conejos inmunizados se sangraron a blanco, la sangre se dejó durante 

varias horas coagular a temperatura ambiente y se removió el coágulo con un 

aplicador de madera que permitió su contracción durante toda la noche a 4°C. 

Al día siguiente se centrifugó a 2000 g durante 30 min a 4°C y se recuperó el 

suero del sobrenadante. La fracción gamaglobulina del suero se obtuvo por 

precipitación con sulfato de amonio ( 1 24, 1 37), inicialmente al 50% (p/v) de 

saturación y posteriormente al 33% (p/v). La gamaglobulina precipitada se dializó 

contra PBS pH 7 .4 a 4°C para eliminar el exceso de sulfato de amonio, haciendo 

dos cambios diarios de cuatro litros cada uno, durante 3 días. Las muestras se 

guardaron en alicuotas de 50 µI a -20ºC hasta su uso. 

MODELO DE ASA LIGADA DE INTESTINO DE AA TA 

Se utilizó el modelo de asa ligada de intestino delgado de rata (106, 138) 

para evaluar la actividad de las fracciones obtenidas. Ratas Srague-Dawley de 2 

a 3 meses, mantenidas en ayuno durante 24 h, se les practicó laparotomia para 

exponer el intestino delgado, se localizó el duodeno y sobre éste se prepararon 

tres segmentos de aproximadamente 1 O cm de longitud, dejando entre ellos, un 

segmento de aproximadamente 2 cm. En cada segmento se inocularon 1 00 µg 

de cada una de las fracciones proteicas obtenidas de la cepa 49766. En este 

caso se utilizó como controles: solución salina en la que se diluyeron las 

fracciones y un precipitado de una cepa no patógena CK 1 2) obtenido en las 

mismas condiciones que el de la cepa 49766. Empleando el mismo sistema se 

administraron de manera independiente 3 X 1 0 8 bacterias vivas de cada una de 

las cepas EAggEC: 49766, 17-2 y JM221. También se utilizo la cepa no 

adherente 30651 como control. Una vez terminada la inoculación se introdujo el 
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intestino y se cerró por planos, dejando a !o,,. animales en reposo 6 h sin alimento 

(sólo con ingesta de agua). Al finalizar dicho tiempo, los animales se anestesiaron 

y posteriormente se sacrificaron para visualizar los segmentos inoculados. De 

cada segmento se tomó una porción de aproximadamnte 1 cm, el cual se colocó 

en formaldehido al 3º/o (v/v) en amortiguador salino. Los segmentos se incluyeron 

en parafina, se cortaron en microtomo y se tiñeron en hematoxilina eosina para 

su posterior observación al microscopio de luz. 

MODELO DE CAMARAS DE USSING 

La actividad biológica de las proteínas previamente identificadas se 

determinó empleando el sistema in :ll.Í.lLQ de cámaras de Ussing ( 1 1 3-1 1 4, 1 39). 

Se utilizaron fragmentos de yeyuno de ratas adultas Spregue Dawley. Las ratas 

fueron anestesiadas previamente con pentobarbital sódico. El tejido se conservó 

en solución Ringer, gasificado con una mezcla de 0 2 :C0 2 (95°/o:5º/o). Los 

segmentos se cortaron siguiendo el borde del mesenterio, se lavaron con solución 

de Ringar fría y se dividieron en dos fragmentos, uno de los cuales se utilizó para 

el ensayo y el otro como control. Estos fragmentos fueron colocados entre las 

aberturas circulares (6 mm de diámetro, 0.28 cm2> de dos hemicámaras de 

Ussing adyacentes. Cada hemicámara se llenó con 1 O mi de solución de Ringer 

gasificante y se mantuvo a 37 ºC con burbujeo constante de la mezcla 0 2 :C0 2 • 

La diferencia de potencial transmural !PD) y la corriente de corto circuito (lsc). 

expresadas en milivolts (mV) y en microamperios entre cada centímetro cuadrado 

(µA/cm 2 ) respectivamente, fueron determinados a intervalos de 1 min empleando 

un aparato fijador de voltaje. 

Las fracciones obtenidas por cromatografía en 0-Sepharose (del 

precipitado 1. 75 M de la cepa 49766) y el precipitado total de la cepa K1 2 

fueron ajustadas a la concentración de 2.5 µg/ml, para lo cual se utilizó como 
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diluyente solución de Ringer previamente calentada a 37°C. En seguida se 

agregaron 1 O mi (25µg de proteína) a la hemicámara que contenía la preparación 

con la porción mucosa del yeyuno de rata. Solución fresca de Ringer calentada 

a 37ºC se colocó en la porción serosa y ambas hemicámaras fueron sometidas 

a burbujeo con la mezcla 0 2 :C0 2 • Los valores de resitencia transmural (A), 

expresada en Ohm's por cm cuadrado (0cm2 ). se obtuvieron de los valores de la 

PD y lsc al utilizar la ecuación de la ley de Ohm. 

INACTIVACION 

Las fracciones obtenidas por cromatografía en 0-Sepharose (25 µg de 

proteína) fueron tratadas con calor a 75°C durante 15 mino con 200 µg/ml de 

proteinasa K {proteasa de Tritirachium album, Sigma cat. 2308) a 37ºC durante 

1 h, antes de ser adicionadas al lado luminal de las porciones de yeyuno 

montadas en las cámaras de Ussing ( 1 42). Los valores de PD e lsc fueron 

registrados 30 min después de la adición a la hemicámara, lo anterior fue con el 

propósito de determinar si es termoestable y de naturaleza proteica. 

Por otra parte, en el mismo modelo de cámaras de Ussing se evaluó el 

efecto neutralizante de los antisueros y anticuerpos siguientes: 1 l gamaglobulina 

hiperinmune contra las fracciones proteicas identificadas, 2) gamaglobulina 

contra toxina colérica (anti-CT) y 3) el suero de un infante del cual se aisló 

EAggEC. Las fracciones proteicas obtenidas por cromatografía en 0-Sepharose 

se incubaron durante 1 O min con cada uno de los anticuerpos antes de ser 

agregados a la porción luminal de Ja hemicámara de Ussing. Los antisueros y 

anticuerpos fueron calentados a 56ºC por 30 min previamente para inactivar 

factores del complemento) ( 1 43). 
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FRECUENCIA DE EXPRESION DE PROTEINAS SECRETADAS POR FAggEC 

Se analizó la frecuencia de expresión de las fracciones proteícas 

· secretadas por cepas EAggEC aisladas de pacientes con diarrea. Las cepas 

fueron aisladas en estudios previos realizados por Cravioto y col. (23-24. 49, 

60). Cada cepa EAggEC corresponde a un paciente, estos últimos presentaron 

diferentes características clínicas (diarrea aguda, diarrea persistentente y diarrea 

con sangre). Así también se estudiaron cepas EAggEC aisladas de individuos 

asintomáticos y de cepas EAggEC ambientales. Para este propósito se procedió 

a obtener precipitados con sulfato de amonio (75°/o (p/v) de saturación) de los 

sobrenadantes de los cultivos, a los productos obtenidos se les realizó SDS-PAGE 

e inmunoelectrotransferencia utilizando los antisueros hiperinmunes en contra de 

las fracciones proteicas. Para evaluar la significancia de los resultados obtenidos, 

se realizó un análisis estadístico utilizando el paquete estadístico Epi. lnfo. 

Versión 5. Utilizando ji cuadrada (X2 1. con un intervalo de confianza del 95º/o, 

para un riesgo relativo del 2.59, ignorando los controles. Las correcciones de 

Yates y Fisher fueron empleadas en datos menores de 1 O y de 5 respectivamente 

(144). 
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RESULTADOS 

ANALISIS DE CEPAS EAggEC 

Los serotipos identificados en las cepas en estudio resultaron muy 

heterogéneos, encontrándose en muy baja proporción el serotipos 044:H 18 

considerado como prototipo del grupo EAggEC. 

El cuadro 2 muestra las características de las cepas de referencia y de 

algunas de las cepas analizadas en el trabajo. Las cepas de referencia como las 

cepas aisladas de casos de diarrea mostraron un patrón de adherencia agregativo 

a células HEp-2 {figura 1). Las cepas K 1 2 y 30651 utilizadas como controles 

negativos no fueron adherentes. 

PERFIL ELECTROFORETICO DE PROTEINAS SECRETADAS AL MEDIO POR 

DIFERENTES CEPAS EAggEC 

El análisis por SDS-PAGE {en codiciones no reductoras) de los precipitados 

proteicos obtenidos con sulfato de amonio a partir del sobrenadante del cultivo 

de diferentes cepas EAggEC, mostró que tanto las cepas con adherencia 

agregativa como las no adherentes a células HEp-2 expresaban una amplia gama 

de proteínas de alto, mediano y bajo peso molecular. Entre las proteínas de alto 

peso molecular destacaron dos con pesos de 1 08 y 11 6 kOa, presentes 

únicamente en las cepas con adherencia de tipo agregativo aisladas de diferentes 

niños que presentaron diferentes tipos de diarrea: persistente, aguda y con 

sangre. Se observó que estas proteínas eran secretadas en mayor abundancia por 

la cepa EAggEC 49766 {probado por Bradford y SDS-PAGE), por lo que, se 

consideró como cepa prototipo (en la expresión de estas proteínas) y se empleó 
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en los experimentos siguientes. También se observó que en paticular la cepa 17-

2 expresaba una proteína abundante, ligeramente mayor de aproximadamente 

120 kDa pero ausento en las otras cepas EAggEC (figura 2). En la misma figura 

se puede observar que la cepa no adherente K 1 2 no expresa las proteínas de alto 

peso molecular antes mencionadas. 

RECONOCIMIENTO INMUNOLOGICO DE PROTEINAS DE 116 V 108 kDa 

(SECRETADAS POR CEPAS EAggECI POR EL SUERO DE NIÑOS 

CONVALESCIENTES DE DIARREA 

Utilizando el método de dobleinmunodifusión en agar se observó que el 

suero de 26 niños, de un total de 11 6 convalescientes de cuadros de diarrea, 

reaccionaron con los extractos proteicos obtenidos al precipitar con sulfato de 

amonio el sobrenadante del cultivo de la cepa EAggEC 49766. La mayoría de los 

sueros positivos mostraron sólo una banda de identidad, sin embargo, algunos 

presentaron más de un reconocimiento antigénico (figura 3). La identidad en 

algunos de los sueros fue total, mientras que otros presentaron reconocimiento 

parcial con el mismo extracto proteico. La respuesta de estos sueros contra 

extractos proteicos de cepas no adherentes ( K 1 2) obtenida con el mismo 

tratamiento fue negativa. 

La respuesta en el ensayo de inmunoelectrotransferoncia de los 26 sueros 

en el que dieron la prueba de Ouchterlony positivo mostró que algunos sueros 

reconocen únicamente proteinas de bajo peso molecular, otros además de las 

proteínas de bajo peso molecular reconocen una proteína de aproximadamente 

116 kDa y otros además de las proteínas antes referidas reaccionan con una de 

peso molecular aproximado de 1 08 kDa (figura 4). Ninguna de las proteínas de 

alto peso molecular fue identificada por los sueros que dieron la prueba de 

Ouchterlony negativa. 
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Con el mismo ensayo de inmunoelectrotransferencia se analizó la respuesta 

de una mezcla de sueros de los niños contra proteínas de alto peso molecular en 

diferentes cepas EAggEC (49766, 58275, 88142, 042 [JPN10). 17-2, 86978 

[ 1 Oe), 881 34 y 5931 91. Como puede observarse en la figura 5, reaccionan 

contra las moléculas de 1 1 6 y 1 08 kDa. En esta prueba el suero de los infantes 

no mostró reacción con el precipitado proteico de la cepa K 1 2 (figura 51. 

RECONOCIMIENTO INMUNOLOGICO DE FRACCIONES PROTEICAS 11 16 y 108 

kDa) POR SUERO Y FLUIDO INTESTINAL OBTENIDOS DE VOLUNTARIOS 

HUMANOS INOCULADOS CON LA CEPA EAggEC 17-2 

El ensayo de inmunoelectrotransferencia utilizando el fluido intestinal y 

suero de 1 O voluntarios humanos desafiados con la cepa EAggEC 17-2, contra 

los precipitados proteicos de las cepas EAggEC 17-2, JM221 y 49766, mostró 

que el fluido intestinal no contenía anticuerpos que reaccionaran contra las 

fracciones proteicas en estudio. Sin embargo, no se encontraron diferencias en 

la reacctividad de los sueros antes y despues del desafio contra una proteína de 

1 20 kDa, presente sólo en la cepa 17-2 (figura 61. Las dos fracciones proteicas 

presentes en las cepas JM221 y 49766 correspondientes a las proteínas de 1 1 6 

y 1 08 kDa (figuras 7 y 8 respectivamente) fueron reconocidas también por el 

suero de voluntarios. 

En la figura 9 se muestra la respuesta de los sueros de voluntarios 

posteriores al desafio en contra de los precipitados proteicos de las cepas 

EAggEC: 49766, 58275, 88144, 042 [JPN 1 0). 1 7-2, 86978 [ 1 Oe). 881 34 y 

5931 9. En ésta se observa que los sueros reaccionan contra tres proteínas de 

alto peso molecular, dos de ellas son de 11 6 y 108 kDa presentes en las cepas 

en estudio, así como una proteína de 1 20 kDa que se observa únicamente en la 

cepa 1 7-2. En la misma figura se puede observar además, que los sueros no 
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reaccionan contra fracciones de alto peso molecular ( 1 1 6, 1 08 y 1 20 kDa) en la 

cepa no adherente K12. 

PURIFICACION DE FRACCIONES PROTEICAS DE 116 V 108 kDa. 

Para la purificación de las proteínas identificadas se seleccionó la cepa 

49766 aislada de un niño con diarrea persistente, la cual resultó ser 

hiperproductora de las dos proteínas de 11 6 y 1 08 kDa. El precipitado obtenido 

con el tratamiento con sulfato de amonio del cultivo de la cepa sometido a 

precipitacion fraccionada ( 1. 1 5-1. 75 Ml con K 1 /K2, mostró enriquecimiento de 

las proteínas de 1 1 6 y 1 08 kDa a 1. 75 M. Este precipitado al ser sometido a 

cromatografía en columna en DEAE-Celulosa muestra cuatro picos en el perfil de 

elución (figura 1 0). En el primero se encontraron las proteínas de 1 1 6 y 1 08 kDa 

(figura 11: carril 9) libres de otras moleculas de menor peso. El perfil 

electroforético de las diferentes fracciones proteicas obtenidas durante el proceso 

de purificación de las proteínas de 1 1 6 y 1 08 kDa también se pueden observar 

en la figura 1 1. Para corroborar la eficiencia de la purificación de las proteínas de 

1 1 6 y 1 08 kDa se realizó inmunoelectrotransferencia utilizando una mezcla de los 

sueros de niños que fueron infectados por cepas EAggEC y que reconocen estas 

proteínas (figura 1 2). 

Con el propósito de obtener las proteínas de 11 6 y 1 08 kDa por separado, 

el producto obtenido de la cromatografía anterior se sometió a una cromatografía 

de filtración molecular en Sephadex G-100, en donde se obtuvo un sólo pico en 

el perfil de elución (datos no mostrados). Al realizar SDS-PAGE e 

inmunoelectrotransferencia del eluido anterior se encontró que las fracciones 

proteicas de 116 y 1 08 kDa no se pudieron separar (figuras 1 1 y 12: carril 10). 

El producto obtenido en Sephadex G-100 mostró que la proteína de 1 08 kDa se 

mantuvo, mientras que la proteína de 11 6 kDa desapareció, formandose 
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subproductos de 60, 40 y 35 kDa. Sin embargo por inmunoelectrotransferencia 

sólo se detectó la proteína de 1 08 kDa (figura 1 2: carril 1 0) 

En la SDS-PAGE e lnmunoelectrotransferencia que corresponden a las 

figuras 1 1 y 1 2 se aplicaron 100 µg de proteína por carril, a excepción de los 

carriles 9 y 1 O donde sólo se aplicaron 1 O µg de proteína, ésto se debió a que 

una mayor cantidad de proteína ( 1 00 µg) alteraba el corrimiento y resolución de 

las proteínas de 1 1 6 y 108 kDa. 

Tratando de obtener en forma individual las proteínas de 1 1 6 y de 108 

kDa, el precipitado a 1. 75 M con K 1 /K2 se sometió a una cromatografía de 

intercambio iónico en columna en 0-Sepharose. Como puede apreciarse en la 

figura 1 3 se obtuvieron tres picos del perfil de elución. En el primer pico se 

encontraron las proteínas de 116 y de 1 08 kDa libres de otras moléculas de 

menor peso, similar a lo encontrado con DEAE-Celulosa. Lo anterior se corraboró 

al realizar SDS-PAGE en gradientes discontinuos (6-8%) en condiciones no 

reductoras (figura 14). El análisis de estas proteínas bajo condiciones reductoras 

(en presencia de beta-mercaptoetanol) no mostró cambios en el perfil 

electroforético (figura 14). 

El cuadro 3 muestra el rendimiento del proceso de purificación de las 

proteínas de 1 1 6 y 1 08 kDa producidas por la cepa EAggEC 49766, utilizando 

como último paso la cromatografía en 0-Sepharose del precipitado a 1. 75 M en 

K 1 /K2. 

RESPUESTA DE ANTICUERPOS EN EL SUERO DE CONE.JOS INMUNIZADOS CON 

LAS PROTEINAS DE 116 Y 1 08 kDa 

Los cuatro conejos inmunizados con las proteínas de 11 6 y 1 08 kDa en 
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solución (en presencia de adyuvante de Freund) respondieron satisfactoriamente. 

La fracción gamaglobulina del suero obtenida por precipitación con sulfato de 

amonio (anti- 1 1 6 y 1 08 kDa), al ser probada por inmunodifusión mostró un titulo 

de 1 :32 y de 1: 1000 por inmunoelectrotransferencia cuando se utilizó el antígeno 

homólogo. La intensidad de la respuesta de la gamaglobulina anti 1 16 y 108 kDa 

hacia ambas proteínas ( 11 6 y 1 08 kDa) medida por inmunoelectrotransferencia 

fue similar (figura 1 5). 

La respuesta de los conejos inmunizados con de las proteínas de 1 16 o de 

1 08 kDa (obtenidas por SDS-PAGE en gradientes discontinuos) resultó también 

satisfactoria, mostrando un titulo de 1 : 1 000 cuando se probó por 

inmunoelectrotransferencia cuando se utilizó una mezcla de las proteínas de 1 1 6 

y 1 08 kDa como antígeno. No obstante haber inmunizado con cada una de las 

proteínas, la especificidad de las gamaglobulinas anti-1 1 6 y anti-1 08 kDa no fue 

satisfactoria, ya que mostraron reacción cruzada entre ellas. La gamaglobulina 

anti-1 1 6 kDa reconoció las proteínas de 1 1 6 y 1 08 kDa con intensidad 

semejante. Sin embargo, la gamaglobulina anti y 1 08 kDa mostró respuesta 

principalmente contra la proteína de 108 kDa (figura 1 5). 

La gamaglobulina de conejo anti 11 6 y 1 08 KDa se probó por 

inmunoelectrotransferencia contra los precipitados proteicos de diferentes cepas 

EAggEC: 49766 (cepa homóloga control positivo). 58275, 88142, 042 (JPN1 OJ. 

1 7-2, 86978 f 1 Oe), 881 34 y 5931 9. También se probó una cepa no adherente 

(K 12). La figura 1 6 muestra que las proteínas de 1 1 6 y 1 08 KDa secretadas por 

diferentes cepas EAggEC aisladas de casos clínicos son identicas entre si. En la 

cepa 1 7-2 no se detectó la proteína de 1 1 6 KDa aunque sí la de 1 08 kDa. 

También se pudo corroborar que las cepas K 1 2 y 86978 f 1 OeJ no expresan 

ninguna de las proteínas identificadas en las cepas EAggEC restantes. De igual 

modo, la cepa 30651 aisladas de un niño sin cuadro clínico de diarrea no expresó 

las proteínas de 1 16 y 1 08 kDa (datos no mostrados). El suero preinmune de los 
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conejos ensayado por con la misma técnica y con las mismas cepas no mostraron 

respuesta (datos no mostrados). 

HOMOLOGIA ANTIGENICA DE LAS PROTEINAS 116 V 108 kDa DE EAggEC 

CON OTRAS TOXINAS CONOCIDAS 

La respuesta de la lgG anti-hemolisina alfa de];.. coli (anti-HlyA) en contra 

de los precipitados totales de diferentes cepas EAggEC mostró que reconocen 

dos proteínas de 1 20 y 80 kDa presentes sólo en las cepas 1 7-2 y 86978 [ 1 Oe). 

pero ausentes en las demás cepas EAggEC (particularmente en la cepa 49766) 

(figura 1 7). 

Los anticuerpos anti-SL T 1/VT 1, anti-SL T 11/VT 2 y anti-toxina tetánica no 

tienen cruce antigenico con estas proteínas, sin embargo, los anticuerpos anti-CT 

y anti-L T reconocen principalmente la proteína de 1 08 kDa (figura 1 8). 

ACTIVIDAD DE LAS CEPAS EAggEC V DE LAS PROTEINAS DE 116 V 1 08 kDa 

EN EL MODELO DE ASA LIGADA DE INTESTINO DE RATA 

Los ensayos en asas ligadas de intestino de rata utilizando cepas EAggEC 

vivas y las fracciones proteicas de la cepa 49766 mostraron que éstas no 

inducen secreción de líquidos que sugieran actividad enterotóxica. Sin embargo, 

las asas ligadas de intestino de rata inoculadas con bacterias vivas de la cepa 

49766 mostraron alteraciones en la morfología de las vellosidades, acompañada 

de una enteritis aguda necrotico-hemorragica con inflamación transmural (figura 

19). Además se aprecia necrosis multifocal en el epitelio superficial apical, 

necrosis con microabscesos en el epitelio del fondo de las vellosidades, 

hemorragia e inflamación aguda en la muscular y un exudado fibrinopurulento en 
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la mucosa. Los resultados obtenidos con la cepa 17-2 fueron similares a los 

descritos con la cepa 49766 (datos no mostrados). La cepa .JPN 1 O mostró un 

efecto semejante al inducido por la cepa no adherente 30651 (figura 20). 

Cuando el inóculo administrado en las asas ligadas fueron las proteínas 

( 1 1 6 y 1 08 kDa) obtenidas a partir del sobrenadante del cultivo de la cepa 

49766. las alteraciones histológicas fueron semejantes a las inducidas por las 

bacterias vivas. corno el mostrado en la figura 1 9. 

Al ensayar las proteínas de 116 y 108 kDa (obtenidas de los picos 1 de las 

cromatografías en DEAE-Celulosa. 0-Sepharose y Sephadex G-1 001 en el mismo 

modelo. se observaron lesiones necrotico-inflamatorias, con ulceras en la 

muco&a, necrosis del epitelio de las vellosidades, además de un exudado 

fibrinopurulento transmural, hemorragia en la superficie mucosa, en la muscular 

y serosa (figura 21). En algunos casos se observa una inflamación focal de las 

glandulas en aquellos sitios con Placas de Peyer. Los resultados obtenidos con 

el precipitado total de la cepa K 1 2 no presentaron alteraciones en la morfología 

de las vellosidades intestinales. 

ACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS DE 116 Y 108 kDa EAggEC EN EL MODELO DE 

CAMARAS DE USSING. 

La propiedades eléctricas de las proteínas de 11 6 y 108 kDa juntas (25 µg 

del pico 1 en 0-Sepharosel respecto del tiempo, medidas en el modelo i..o. vitre de 

cámaras de Ussing mostraron que inducen un incremento en la corriente de corto 

circuito (lsc) y en la diferencia de potencial (PDI. sin observarse alteración en la 

resistencia eléctrica (figura 22). Esto se observó cuando se graficaron los valores 

antes mencionados con respecto del tiempo (figura 22). Mientra que el 

precipitado total de la cepa la cepa K12 mostró una disminución en lsc y PD, 
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manteniendose Je A constante {f;gura 23). 

Al realizar un ensayo de neutralización utilizando Jos anticuerpos de conejo 

anti 11 6 y 1 08 kDa se encontró que éstos inhiben el incremento en lsc y en PD 

inducidas por las proteínas EAggEC, permaneciendo constante la A {figura 24). 

Esto se observó cuando se graficaron los parámetros eléctricos respecto del 

tiempo. Un efecto semejante se observó cuando se incubaron las proteínas de 

11 6 y 1 08 kDa con gamaglobulina de conejo anti-CT, y con el suero de un niño 

infectado por cepas EAggEC {que reconoce las protelnas por 

inmunoelectrotransferencia). De igual 

proteinasa K también inhiben el 

manera, el tratamiento 

incremenento de los 

con calor y 

parámetros 

electrofisiológicos de Jsc y PD {cuadro 4). En este último ensayo se observa una 

inhibición de los valores de PD del 100 y 95% cuando se trata con calor y con 

proteinasa K de forma respectiva. Los valores de lsc también se inhiben al 95 y 

100% al ser tratadas de igual modo {cuadro 4). 

FRECUENCIA DE EXPRESION DE PROTEINAS DE 116 Y 108 kDa SECRETADAS 

POR EAggEC 

En el estudio de la frecuencia de expresión de las proteínas de 11 6 y 1 08 

kDa secretadas por cepas EAggEC. empleando el ensayo de 

inmunoelectrotransferencia, se encontró que de 1 26 cepas EAggEC aisladas de 

casos de diarrea, 85 de las cepas EAggEC (67°16) expresaron ambas proteínas, 

mientras que únicamente en 7 { 16.2º/o) de 42 niños sin cuadro clínico se 

identificaron tales productos {cuadro 5). Se encontró significancia estadística al 

analizar la expresión de las fracciones proteicas de 1 1 6 y 1 08 kDa de cepas 

EAggEC aisladas de niños con diarrea en comparación con bacterias obtenidas 

de niños sin cuadro_ clínico {P= O. 0001){cuadro 5). Cuando se considero de 

manera independiente las fracciones se observó que Ja de 1 08 kDa se presenta 
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en todos los cuadros de diarrea, mientras que la de 1 1 6 kDa se detecta 

preferentemente en los casos de diarrea con sangre con una significancia 

estadística de P< O. 0005. 

Al comparar las cepas de cuadro clínico con las de origen 

ambiental encontramos que unic9mente las cepas EAggEC aisladas de pacientes 

expresan las proteínas de 116 y 108 kDa (cuadro 6). 
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DISCUSION 

Estudios epidemiológicos han establecido la importancia de EAggEC como 

agente causal de diarrea persistente y diarrea con sangre en humanos. 

principalmente en niños menores de cinco años de edad (40. 97-101). Sin 

embargo, ni lo'.>s estudios con voluntarios ( 1 08-1 1 01. ni los ensayos con modelos 

animales ( 1 05-1 071 han logrado establecer plenamente los mecanismos de 

patogenicidad de las cepas EAggEC. implicados en el daño al intestino, que 

conducen al cuadro clínico. Experimentalmente se ha demostrado la capacidad 

de estas cepas para adherirse por medio de fimbrias a la superficie de los 

enterocitos del intestino humano y de animales de experimentación ( 1 02, 1 09-

1 1 2). Wai y col. ( 1431 describieron una proteína de membrana externa de 38 kDa 

en cepas EAggEC. con propiedades hidrofóbicas que puede estar participando en 

la agregación bacteriana, que favorece la colonización de grandes extensiones del 

epitelio intestinal. Sin embargo. el evento por si solo no explica en su totalidad 

el daño observado en las infecciones por EAggEC. Las lesiones observadas en 

diferentes modelos animales ( 1 05-1 07). sugieren la participación de algun factor 

con actividad toxigénica como responsable del daño intestinal descrito en dichos 

modelos. 

El peptido soluble con actividad enterotóxica denominado EAST1 ( 1 1 3-

114). es un compuesto de bajo peso molecular cuya actividad fue demostrada 

en el modelo de cámaras de Ussing, este factor no obstante que fue identificado 

en cepas EAggEC, se ha reportado que es elaborado por diferentes grupos 

patogénicos de.!;.. coli (144). Baldwin y col. (115) identificaron un segundo 

compuesto presente en el sobrenadante del cultivo de una cepa EAggEC (042 

[.JPN10)). Este compuesto es una proteína de 120-140 kDa que cruza 

antigénicamente con la hemolisina alfa de g. coli (HlyAI. e induce fosforilación 

de proteínas a través de la activación de proteínas cinasas calcio dependientes. 

Aunque existen datos de actividad biológica in vitre de la proteína HlyA y del 
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peptido EAST1, su participación en el proceso de daño ai intestino no ha sido 

demostrada en ensayos con modelos animales, ni en los estudios con voluntarios 

humanos que se han realizado. Asl mismo, tampoco existe evidencia de 

respuesta inmunológica contra estos productos, ni de casos cllnicos infectados 

naturalmente ni de los individuos desafiados experimentalmente. 

En este trabajo se muestran resultados referentes a la expresión de dos 

proteínas de alto peso molecular ( 116 y 108 kDa [SDS-PAGEJ>. presentes en el 

sobrenadante del cultivo de cepas EAggEC aisladas de diferentes casos clínicos 

(figura 2). También se observó que dichas proteínas no eran elaboradas por 

cepas de referencia no adherentes (K 1 2). En el trabajo también se observó que 

diferentes cepas EAggEC aisladas en otros estudios secretan las proteínas de 

116 y 1 08 kDa antes referidas (figura 5). 

El ensayo de doble inmunodifusión (figura 3), utilizando como antígeno el 

precipitado de la cepa EAggEC 49766 (O?:H 10) mostró que el suero de niños 

convalescientes de un cuadro de diarrea persistente, relacionado con la infección 

por esta y otra cepa EAggEC (044:H18), daba una reacción de precipitación, 

observación que sugiere la participación de estas proteínas en el proceso 

patogénico de las bacterias identificadas, ya que activan la respuesta inmune 

humoral. La reactividad específica de los sueros contra ambas proteínas se 

determinó por la prueba de inmunoelectrotransferencia (figura 4), observandose 

también respuesta contra proteínas de bajo peso molecular ( 1 O y 30 kDa), las 

cuales probablemente son componentes de proteínas de membrana externa 

(porinas). 

La respuesta especifica del suero de niños contra las proteínas 

identificadas se corroboró al analizar el suero de un grupo de voluntarios 

humanos, desafiados por vla oral con la cepa EAggEC 17-2 (109). Al respecto, 

es importante mencionar que la reactividad del suero de estos voluntarios fue 
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similar tanto con los sueros obtenidos antes del desafio, que con las muestras 

posteriores al reto (figuras 6, 7 y 8). Este hecho podría explicar los resultados 

obtenidos por Nataro y col. ( 1 09). quienes reportaron que sólo uno de los 

voluntarios desafiados presentó un cuadro de diarrea aguda de corta duración. 

Las cepas EAggEC (042 [JPN 1 OJ, JM221, 34b y 17-2) utilizada en el estudio de 

voluntarios de Nataro ( 11 0), fueron analizados con respecto a su capacidad para 

elaborar las proteínas identificadas, encontrandose que todas producen una ( 1 08 

kOa) o ambas proteínas (figura 9). Lo anterior sugiere que los individuos se 

infectan con estas bacterias en etapas tempranas de su vida y al llegar a la edad 

adulta poseen anticuerpos de tipo lgG capaces de neutralizar la actividad de estas 

toxinas. También se determinó por inmunoelectrotransferencia la reactividad del 

fluido intestinal de los mismos voluntarios contra las proteínas identificadas, para 

evaluar la respuesta local mediada por lgA, obteniendose resultados negativos. 

Las posibles explicaciones a estas observaciones podrían relacionarse con 

diferentes aspectos como son: 1) sensibilidad de la técnica empleada; 2) el 

número, la frecuencia y la cantidad de los estímulos antigénicos, que son 

necesarios para desencadenar una respuesta inmune local y sistémica, de células 

productoras de lgA secretora; 3) y la regulación de la respuesta inmunológica en 

la producción de anticuerpos del isotipo lgA en la mucosa intestinal ( 145). Con 

respecto a la primera posibilidad, ésta podrla probarse utilizando la técnica de 

radioinmunoanálisis, con la cual sería posible detectar lgA específica. En la 

segunda y tercera causas no existe información al respecto, por lo tanto, ésto 

sería motivo de nuevos estudios. 

Al purificar las proteínas de 11 6 y 1 08 kDa a partir de los sobrenadantes 

del cultivo de la cepa EAggEC 49766 y realizar su análisis por SDS-PAGE bajo 

condiciones reductoras, se encontró que estas moléculas no poseen subunidades 

que estén unidas por puentes disulfuro (figura 14). 
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Los anticuerpos obtenidos en conejo contra las proteínas de 11 6 y 1 08 

kDa, mostraron reactividad cruzada entre ambas en el ensayo de 

inmunoelectrotransferencia (figura 1 5). lo anterior sugiere que se trata de dos 

proteínas diferentes, probablemente con epitopes comunes. Al respecto, durante 

el estudio para evaluar la capacidad de cepas EAggEC para elaborar las proteínas 

de 1 16 y 1 08 kDa, se encontró que mientras unas cepas expresan ambas 

proteínas, otras alguna de las dos (figura 16). 

La respuesta de la gamaglobulina de conejo contra las proteínas de 116 y 

1 08 kDa fue especifica e intensa, cuando se analizaron precipitados de la cepa 

homóloga 49766, a partir de la cual se prepararon los inocules para inmunizar 

(figura 1 6; carril 2), observandose respuesta poco intensa contra otros 

componentes (figura 1 6; carril 2). sin embargo, cuando se probó contra otras 

cepas se observó que además de reconocer las proteínas específicas éstos 

reaccionaban contra otras fracciones que variaban entre 50 a 92 kDa (figura 1 6). 

El hecho de haber utilizado anticuerpos policlonales de animales que en el 

trascurso de su vida han estado expuestos a una gran variedad de antígenos, 

podría en cierta medida explicar la respuesta inespeclfica observada contra 

diferentes fracciones. La respuesta podría estar dirigida contra los residuos de 

azucares presentes en algunas proteínas (glicoproteínas con epitopes 

compartidos). La oxidación con meta-peryodato de sodio, podría abolir la reaccion 

cruzada entre los residuos de azucares y de esta manera, se podría aclarar 

mayormente el resultado obtenido ( 146). La generación de anticuerpos 

monoclonales en contra de las proteínas de 1 1 6 y 1 08 kDa ayudaría 

enormemente a la especificidad en la detección de estos factores ( 14 7). 

Las proteínas de 1 1 6 y 108 KDa identificadas en este trabajo se 

obtuvieron por un procedimiento semejante al descrito por Baldwin y col. ( 1 1 5). 

para obtener un producto proteico con peso molecular de 1 20-140 kDa. Lo 

anterior planteaba la posibilidad de que las proteínas identificadas pudieran ser 
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el mismo producto descrito por dichos autores. Esto se descartó al observar que 

ninguna de las dos proteínas ( 11 6 y 1 08 kDa) era reconocida por anticuerpos 

anti-hemolisina alfa de g. 5<..Q!l (anti-HlyA). tal y como lo describió Baldwin (11 5) 

con la proteína de 120-140 kDa identificada en algunas cepas EAggEC (figura 

1 7). La proteína de 1 20-140 kDa con homología antigénica con la hemolisina 

(HlyA), es producida por algunas cepas de EAggEC, sin embargo, no es 

constante su expresión, y no se ha observado respuesta inmune en individuos 

infectados naturalmente o desafiados experimentalmente contra esta proteína, 

por lo que hasta el momento no podría ser cosiderado como un posible factor de 

patogenicidad de EAggEC. 

Exixsten varios ejemplos de homología antigénica y de actividad biológica 

entre proteínas producidas por bacterias de diferentes géneros, al respecto se 

conoce la relación que existe entre la toxina de _l2. dysenteriae y la denominada 

semejante a la de Shiga de g . .!;;.Q!i enterohemorrágica (81, 83), en el grupo 

enteroagregativo de g. gQ!i se conoce la proteína de 1 20-140 kDa descrita por 

Baldwin y col. C 1 1 5) que comparte características con la hemolisina CHlyA) de 

otros grupos de s. coli. En este trabajo se encontró que la proteína de 1 08 kDa 

tiene homología antigénica con las toxinas de Y. cholerae CCT) y de g. coli CL T) 

(figura 1 8). Esta observación concuerda con el efecto de tipo enterotóxico 

identificado mediante el modelo de cámaras de Ussing (figuras 22, 23 y 24). falta 

por establecer si además de la homología antigénica existe homología en la 

secuencia de aminoácidos y en el mecanismo de acción. 

En este trabajo se pudo observar que además del efecto enterotóxico las 

proteínas de 11 6 y 1 08 kDa muestran actividad citotóxica identificada en el 

modelo de asa ligada de intestino de rata. El daño inducido por los precipitados 

conteniendo ambas proteínas fue similar al causado por las bacterias vivas 

(figuras 19 y 21 ). Estas observaciones brindan un apoyo más consistente, en 

relación a la participación de estos productos en la patogénesis de la diarrea. 
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Estudios previos, describen la presencia de respuesta inflamatoria intensa, 

hemorrágia y alteraciones de las microvellosidades del intestino en diferentes 

modelos animales desafiados con cepas EAggEC C 1 05-1 07). Alteraciones 

similares fueron identificadas en nuestro laboratorio, en necropsias del intestino 

de niños muertos a consecuencia de una infección severa por EAggEC (datos no 

mostrados). 

La posible activación de células linfoides y mieloides en el tracto intestinal, 

consistente al efecto estimulatorio de las proteínas de 1 1 6 y 1 08 kDa secretadas 

por las cepas EAggEC, podrfa ser una de las causas de la liberación de citocinas 

y de la respuesta inflamatoria ( 1 48), efecto que podría relacionarse con algunas 

de las alteraciones descritas en el estudio histológico de los cortes de intestino 

tanto de los modelos animales como el referente a los cortes de intestino de 

niños. La localización de las proteínas de 116 y 1 08 kDa en el sitio de la lesión, 

aportaría nuevos elementos que ayudarían a esclarecer el mecanismo de 

patogenicidad de estas proteínas. 

Recientemente Hicks y Nataro ( 149-1 50) trabajando en ensayos de 

toxicidad y adherencia de cepas EAggEC: JM221, 1 7-2 y 042 [JPN 1 01. en 

biopsias de yeyuno, íleon y colon de niños, reportaron un efecto citotóxico 

severo principalmente en colon, que incluye vacuolización de las vellosidades 

intestinales, ampliación de la apertura de las criptas, la formación de grietas entre 

las criptas y extrusión de las células epiteliales. En células polarizadas T84, 

derivadas de células epiteliales humanas, las cepas mencionadas produjeron 

sobre la membrana apical de las células vacuolización, subnuclear del citoplasma, 

y en algunos casos separación del núcleo del citoplasma que lo rodea y 

desprendimiento de las microvellosidades. Las proteínas de 116 y 108 kDa 

podrían estar participando en la inducción de tales efectos, ya que las cepas 

utilizadas por Nataro y Hicks (042 [JPN10J y JM221) fueron analizadas en este 

estudio y se determinó que expresan ambas proteínas. 
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La codificación de la información genética para la expresión de la proteína 

de 1 08 kDa se identificó que se encuentran en el mismo plásmido que porta la 

información para la expresión de las fimbrias (AAF/I. AAF/11). así como la toxina 

EAST1 (manuscrito en preparación). Tal hecho ha facilitado realizar la clonación 

del gen implicado en la expresión de esta proteínas. Al respecto. al realizar el 

análisis de la secuencia de bases se encontró que tiene homología con diferentes 

proteínas bacterianas relacionadas con virulencia. Entre las proteínas que se 

observó homología se encuentran la proteína EspC de EPEC (33o/o). cuya 

actividad no está aún determinada ( 1 51), SepA de -5_. flexneri (44º/o). proteína 

que participa en la invasión a los tejidos (152) y Tsh de .!;_. coli (39%1. una 

hemaglutinina de cepas patógenas de aves (1 53); todas ellas miembros de una 

familia de proteínas secretadas semejantes a proteasas para lgA (manuscrito en 

preparación). 

Otra observación interesante con respecto a las proteínas estudiadas se 

relaciona con la secuencia de 28 aminoácidos del extremo amino terminal en la 

proteína de 11 6 kDa. de estos. los 20 primeros aminoácidos mostraron entre 50 

y 75% de homología con diferentes tipos de colágenas. Del mismo modo. una 

secuencia de 24 aminoácidos del extremo amino terminal de la proteína de 1 08 

kDa, mostró homología con colágenas. Este resultado apoya el planteamiento de 

que ambas proteínas comparten algunas secuencias, lo que permite proponer que 

se trata de miembros de una familia de proteínas, una de las cuales ( 1 08 kDa) 

está codificada por un plásmido y cuya actividad es principalmente citotóxica. La 

otra proteína es probablemente es la responsable del efecto enterotóxico lo cual 

se apoya en observaciones preliminares no descritas en este texto. 

El estudios de la frecuencia de expresión de las proteínas de 1 1 6 y 1 08 

kDa permitió constatar que estas proteínas están implicadas en la patogénesis de 

la diarrea, al determinar que las cepas EAggEC aisladas de niños con diarrea las 

expresan en mayor proporción que las cepas aisladas de niños sin cuadro clínico, 
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las diferencias observadas al respecto mostraron diferencia estadisticarr1ente 

significativa. Lo anterior permite considerar que estos compuestos pueden ser 

utilizados como marcadores de virulencia y sugieren además que existen 

diferentes clonas de EAggEC, algunas de las cuales son patógenas causantes de 

diarrea. La obtención de sondas moleculares específicas, para la detección de las 

proteínas de 1 1 6 y 1 08 kDa en muestras de heces, ayudaría al diagnóstico 

oportuno de EAggEC y estudio de prevalencia de estos patógenos en la población 

susceptible. 

Es importante considerar que son diferentes factores de virulencia, los que 

actuan coordinadamente en la patogenesis de las cepas EAggEC. Los resultados 

obtenidos hasta el momento permiten vislumbrar parte del proceso, por lo cual, 

es importante continuar realizando estudios al respecto. Falta por estudiar 

aspectos relacionados con posibles receptores celulares, así como la respuesta 

del huésped, para poder entender mejor la patología del proceso, y así poder 

diseñar estrategias de control de la infección por EAggEC. 
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CUADR01 
CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS DE fschtrichia coli CAUSANTE DE DIARREA 

Enterotoxigénico Diarrea Diarrea en niños 8, 15, 20, 25, Se adhiere poi Terrnolábil (l T) JO. 75 mDa 
(ETEC) acuosa en paises en 27, 63, 78, 80, medio de y I o tt!rrnoes- (plásmido) 

desarrollo. 85, 115, 128, fimbrias CFAI, lablu(ST) 
Diarrea del 148, 159 CFAll 

viajero (adultos) 

Enteroinvasivo Diarrea Afecta adultos 28, 112, 124, Invade y se 140mDa 
(EIEC) con moco principalmente, 136, 143, 144, multiplica en (plásmido) 

y sangre a veces brotes 147, 152, 164 enterocitos; 
(disenteria) por alimentos inflamación 

contaminados porPMN 

Enterohemorrágico Diarrea Brotes de 157 Se adhiere al Citoloxina Fagos 
(EHEC) aguda y alimentos enterocito por semejante a lisogénicos 

crónica conlaminados fimbrias Shiga 1y11 
en niños (SLT) 

Enleropatógeno Diarrea Broles de diarrea 26,55,86, 111, Se adhiere 55-GOmDa 
(EPEC) aguda y en cuneros, 114, 119, 125, lntimamente (pl~smido) 

crónica diarrea epidémica 126, 127, 128, a enterocilos 
en niños y esporádica en 142 y deslruye 

comunidades, es microvellocidades 
rara en adullos 

Enteroagregalivo Diarrea Diarrea en 044 Se adhiere Hemohsina 60-65m0a 
(EAggEC) persistenle niños en serolipo formando agregados terrnolabil (plásmido) 

y con sangre paises en (044: H18) bacterianos por fosforilante 
en niños desarrollo medio de 

fimbrias Enlerotoxina 
AAFny lermoeslable 
AAFnl (EAST 1) 



CUADR02 
CARACTERISTICAS DE CEPAS EAggEC AISLADAS DE NIÑOS CON DIARREA 

PERSISTENTE Y/O CON SANGRE, Y UNA CEPA NO ADHERENTE 

K12 OR: H11 NEGATIVA NEGATIVA 

49766 O?: H10 AGREGATIVA POSITIVA 

58275 044: H18 AGREGATIVA POSITIVA 

88142 0105: NM 2 AGREGATIVA ND 3 

042 [JPN10] 044: H18 AGREGATIVA POSITIVA 

17 -2 03:NM AGREGATIVA NO 

86978 [10e] 051: NM AGREGATIVA NEGATIVA 

88134 OR: H30 AGREGATIVA NO 
59319 O?:NM AGREGATIVA 1 POSITIVA 

1. BAUNDRY B., & et al. 1990, J INFECT 015; 161 : 1249 -1251. 

2. NM = NO MOVILES. 

3. NO = NO DETERMINADA. 



CUADR03 

RENDIMIENTO DEL PROCESO DE PURIFICACION DE PROTEINAS 
DE 116Y108 kDa SECRETADAS POR LA CEPA 49766. 

riB~~~:I:~'. 7ist:,');''~! 
SN CULTIVO 6000 0.105 630 100 

PP (NH 4} SO 2 160 3.76 601.6 95.49 

PP 1.15 M 3.6 3.8 13.68 2.17 

SN 1.15 M 73 6.8 497.6 78.98 

PP 1.75 M 40.8 3.38 137.9 21.88 

SN 1.75 M 98.4 1.35 133.1 21.12 

PICO 1 Q-SEPHAROSE 50 0.56 28 4.4 

PP =PRECIPITADO; SN = SOBRENAOANTE 

PICO 1 Q-SEPHAROSE =FRACCIONES 7-11(PICO11 DEL PERFIL DE ELUCION DE LA CROMATOGRAFIA EN 

Q-SEPHAROSE DEL PRECIPITADO 1.75 M EN K1/K2. 



CUADR04 

PROPIEDADES ELECTRICAS (PD Y lsc) DE YEYUNO DE RATA MEDIDAS EN 
CAMARAS DE USSING, PARA EVALUAR LA SENSIBILIDAD Al CALOR 

Y A PROTEINASA K DE LAS PROTEINAS DE 116 Y 108 kOa, OBTENIDAS 
EN El PICO l EN Q-SEPHAROSE 

·,_,,,,:: 

.,.: < TRATAllENTO 

. ~ '" ·: , .. '" 
¡~~? .. "s; · .. "),j':·i ;1{: 

NINGUNO 

(SOLUCION RINGER) 

PROTEINAS 116Y108 kDa 

(PICO 1 EN Q-SEPHAROSE) 

NINGUNO 

NINGUNO 

CALOR b 

PROTEINASA K e 

'·' ~ ''. 

0.92 

2.20 

0.50 

0.98 

ªVALORES PROMEDIO REGISTRADOS 30 MIN DESPUES DE LA ADICIONA LA HEMICAM 

b 25 µg DE PROTEINAS DE 116 y 108 kDa PRECALENTAOAS A 75° e POR 15 MIN. 

3.89 

15.3 

4.49 

3.63 

e 25 µg DE PROTEINAS DE 116 Y 108 kDa PREINCUBADAS CON 200 pg 1 Ml DE PROTEINASA K 
POR 1 HORA A 37° C. 



CUADROS 
EXPRESION DE PROTEINAS DE 116 Y 108 kDa POR CEPAS DE 

E. coli ENTEROAGREGATIVAS, AISLADAS DE NIÑOS CON 
DIARREA Y ASINTOMATICOS. 

ASINTOMATICOS (43) 

DIARREA AGUDA (70) 

DIARREA PERSISTENTE (18) 

DIARREA AGUDA C/SANGRE (39) 

DIARREA PERSISTENTE C/SANGRE (6) 

TOTAL DE DIARREA C/SANGRE (45)' 

DIARREA INDETERMINADA (38) 

TOTAL DE CASOS CON DIARREA (126)" 

TOTAL DE CEPAS 169. 

; .. ' ; -~ . . :.~: .; . 

111.·· 
11&kDI .. · 

2 (4.6) 

28 (40.0) 

8 (44.4) 

15 (38.4) 

3 (50.0) 

18 (40.0) 

11 (28 9) 

47 (37.3) 

5 

18 

7 

7 

2 

9 

13 

38 

·PRC>TEINA '. . 
,, 

121 

108 llDa 
No(%)' 

(116) 

(25 7) 

(388) 

(179) 

(333) 

(20 O) 

(34 2) 

(30 1) 

' INCLUYEN LAS CEPAS DE DIARREA AGUDA Y DIARREA PERSISTENTE. 
" NO INCLUYEN PACIENTES ASINTOMATICOS 
(1) CEPAS QUE PRESENTAN LA PROTEINA DE 116 kDa 
(2) CEPAS QUE PRESENTAN LA PROTEINA DE 108 kDa 

11~;:"~ .:•·;y':.·· .. ~;i·~·: 
·.':'.,. ·~, << :.-:><.>.: (-~ ' 

o 

4 

5 

4 

2 

6 

7 

16 

(O) 

(5.7) 

(27.7) 

(102) 

(33.3) 

(13.3) 

(18.4) 

(126) 

(3) CEPAS QUE PRESENTAN AMBAS PROTEINAS (116 Y 108 kDa) QUE TAMBIEN FUERON INCLUIDAS 
EN (1) Y (2). 



CUADR06 

EXPRESION DE PROTEINAS DE 116 Y 108 kDa POR CEPAS DE 
~. coli ENTEROAGREGATIVAS AISLADAS DEL AMBIENTE Y DE 

CASOS CLINICOS CON DIARREA. 

FRACCION PROTEICA 

·:e;;'.·' GRUPO(n)· 116 kDa (1) 108 kDa (2) . ·· 116Y108 kDa:(3) .·· 

No(%) 

AMBIENTALES (22) O.O (O) O.O (O) O.O (O) 

CASOS CLINICOS (1?61' ._4?'___@_?_1L_ 3.§_ _ _(3QJJ _ 16 (12.6) 

TOTAL DE CEPAS 148 

*NO INCLUYE PACIENTES ASINTOMATICOS. 

(1) CEPAS QUE PRESENTAN LA PROTEINA DE 116 kDa 

(2) CEPAS QUE PRESENTAN LA PROTEINA DE 108 kDa 

(3) CEPAS QUE PRESENTAN AMBAS PROTEINAS (116Y108 kDa) QUE TAMBIEN FUERON INCLUIDAS EN (1) Y (2). 



Figura 1 .-
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Patrón de adherencia agregativo de f.. coli a células HEp-2 en 
cultivo. Se observan agregados bacterianos con una apariencia de 
de ladrillos apilados sobre las células. Ensayo a tres horas. Teñido 
con Gien1sa. 1 OOX. 



Figura 2.-
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Perfil electroforetico (SDS-PAGE 1 0°/o [v/v)) de las proteínas 
obtenidas a partir del sobrenadante del cultivo de cepas EAggEC y 
un control no adherente (K 1 2). precipitados con sulfato de amonio 
al 75°'6 (p/v) de saturación. Se aprecian dos bandas de proteínas de 
1 1 6 y 1 08 kDa constantes en las cepas EAggEC y ausente en la 
cepa K 1 2. Marcadores de pesos moleculares (carril 1), cepa K 12 
(carril 2). 49766 (carril 3). 58275 (carril 4). 88142 (carril 5). 042 
[JPN 1 O) (carril 6), 1 7-2 (carril 7). 86978 [ 1 Oel (carril 8). 881 34 
(carril 9) y 5931 9 (carril 1 0). Se aplicaron 1 00 µg de proteína por 
carril, libres de agentes reductores (beta-mercaptoetanol). Teñido 
con nitrato de plata. 



Figura 3.- Doble inmunodifusión (Ouchterlony) del suero de diferentes mnos 
infectados por cepas EAggEC contra las proteínas secretadas por la 
cepa EAggEC 49766. Los suero de niños (pozos laterales) contra 
las proteínas precipitadas con sulfato de amonio al 75o/o (p/v) de 
saturación a partir del sobrenadante de los cultivos de las cepas 
EAggEC 49766 (pozo central). Los sueros 13 y 18 muestran una 
reacción de identidad total, y los sueros 1 6, 1 7 y 1 8 una reaccion 
de identidad parcial contra el mismo antígeno. Los sueros 14 y 1 5 
fueron negativos en la prueba. Ensayo en agar 1 % (p/v). Teñido con 
amido negro. 
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Figura 4.- lnmunoelectrotransferencia de proteínas secretadas por Ja cepa 
EAggEC 49766, precipitadas con sulfato de amonio al 75% (p/v) de 
saturación, probadas con Jos suero de niños infectados por EAggEC 
(dilución 1 :25). Los sueros reconocen dos fracciones proteicas de 
alto peso molecular ( 11 6 y 1 08 kDa). Suero control Ouchterlony 
negativo (grupo Al. sueros Ouchterlony positivos (grupos B, C, y 
0). Los números superiores muestran el número del paciente. 
Marcadores de pesos moleculares (carriles 1 y 29), suero control 
con respuesta negativa (grupo A, carril 2). sueros que reconocen 
sólo las proteínas de bajo peso (grupo B, carriles 3 y 4). sueros que 
reconocen una proteína de 116 kDa y otras de bajo peso (grupo C. 
carriles 5 a 1 2), sueros que reconocen las fracciones proteicas de 
116 y 108 kDa, y otras de menor peso (grupo O, carriles 13 a 28). 
La separación electroforetica fue en SDS-PAGE al 10% (p/v). Se 
aplicaron 1 00 µg de proteína por carril libres de agentes reductores 
(beta-mercaptoetanol). 



Figura 5.- lnmunoelectrotransferencia de proteínas secretadas por diferentes 
cepas EAggEC y una cepa no adherente (k 1 2), precipitadas con 
sulfato de amonio al 75o/o de saturación a partir del sobrenadante 
del cultivos. Fueron probadas con una mezcla de sueros de niños 
infectados por EAggEC que reconocen las proteínas de 1 1 6 y 1 08 
kDa (figura 4, grupo 0). Los marcadores de pesos moleculares (kDa) 
se muestran a la izquierda. La mezcla de sueros no reconoce en la 
cepa K 1 2 proteínas de alto peso molecular (carril 1). En los carriles 
restantes se observa una respuesta preferentemente contra dos 
proteínas de alto peso molecular ( 11 6 y 1 08 kOa) semejantes a las 
producidas por la cepa 49766 (carril 2). Las muestras corresponden 
a las cepas 58275 (carril 3), 88142 (carril 4). 042 [.JPN10] (carril 
5). 17-2 (carril 6), 86978 [10e] (carril 7), 88134 (carril 8) y 59319 
(carril 9). La cepa 17-2 presenta una proteína ligeramente más 
pesada de 120 kDa. La separación electroforetica fue en SDS-PAGE 
al 10% (p/v). Se aplicaron 100 µg de proteína por carril libres de 
agentes reductores (beta-mercartoetanol). 



Figura 6.-
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lnmunoelectrotransferencia de proteínas secretadas por la cepa 1 7-
2. precipitadas con sulfato de amonio al 75% de saturación, 
probadas con sueros de diez voluntarios humanos desafiados con 
1010 cfu de la misma cepa (cuadro 3). A la izquierda se observa los 
marcadores de pesos moleculares (kDa). El números de paciente se 
indica en la parte superior. Los sueros previos y posteriores al 
desafio (carriles a y b respectivamente) reconocen principalmente 
una proteína de 120 kDa y otra de 108 kDa (esta última presente 
en los precipitados de otras cepas EAggECJ. Algunas proteínas de 
bajo peso son también detectadas. La diferencia en la respuesta de 
los sueros previos y posteriores al desafio fue min1ma. La 
separación electroforetica fue en SDS-PAGE al 1 Oo/o (p/v). Se 
aplicaron 1 00 µg de proteína por carril libres de agentes reductores 
(beta-mercaptoetano 1). 
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lnmunoelectrotransferencia de proteínas secretadas por la cepa 
JM221, precipitadas con sulfato de amonio al 75% (p/vl de 
saturación, probadas con los mismos sueros de voluntarios y bajo 
las mismas condiciones que la figura 6. Los sueros previos y 
posteriores al desafio (carriles a y b respectivamente) reconocen 
principalmente las proteínas de 1 1 6 y 1 08 kDa. Algunas proteínas 
de bajo peso son también detectadas. La diferencia en la respuesta 
de los sueros previos y posteriores al desafio fue mínima. Se 
aplicaron 1 00 µg de proteína por carril libres de agentes reductores 
(beta-mercaptoetanoll. 
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Jnmunoelectrotransferencia de proteínas secretadas por Ja cepa 
49766, precipitadas con sulfato de amonio al 759-b (p/v) de 
saturación, probadas con Jos mismos sueros de voluntarios y bajo 
las mismas condiciones figura 6. Los sueros previos y posteriores 
al desafio (carriles a y b respectivamente) reconocen principalmente 
las proteínas de 1 1 6 y 1 08 kDa. Algunas proteínas de bajo peso 
son también detectadas. La diferencia en Ja respuesta de Jos sueros 
previos y posteriores al desafio fue mínima. Se aplicaron 100 µg de 
proteína por carril libres de agentes reductores (beta
mercaptoetanol). 



Figura 9.-
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lnmunoelectrotransferencia de proteínas secretadas por diferentes 
cepas EAggEC y una cepa no adherente CK 12). precipitadas con 
sulfato de amonio al 75º/o (p/v) de saturación a partir del 
sobrenadante del cultivo. Fueron probadas con una mezcla de 
sueros de voluntarios posteriores al desafio con 1O10 cfu de la cepa 
1 7-2. Los marcadores de pesos moleculares (kDa) se muestran a la 
izquierda. La mezcla de sueros no reconoce en la cepa K 1 2 
proteínas de alto peso molecular (carril 1). En los carriles restantes 
se observa una respuesta preferenten,ente contra dos proteínas de 
alto peso molecular ( 11 6 y 1 08 kDa) semejantes a las producidas 
por la cepa 49766 (carril 2). 58275 (carril 3), 88142 (carril 4). 042 
[JPN 1 OJ (carril 5). 1 7-2 (carril 6). 86978 ( 1 Oe) (carril 7). 881 34 
(carril 8) y 5931 9 (carril 9). La cepa 1 7-2 presenta una proteína 
ligeramente más pesada de 1 20 kDa. La separación electroforetica 
fue en SDS-PAGE al 10°/o (p/v). Se aplicaron 1 00 µg de proteína por 
carril libres de agentes reductores (beta-mercaptoetanol). 



CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO 
EN DEAE-CELULOSA DE PROTEINAS 

DE 116 Y 108 kDa 

5 -r-~~~-O-.O~S~M~T,~is--H~c=-1-0.~o-,M,...,-~~~~--i-~~~~~~o~.~S~M,--~~~~~~ 

EDTA.2Na pH a.o NaCI 

4-- IV 

1 - 11 111 

1 1 o 20 30 40 50 60 70 80 90 1 00 
No de fracción 

Figura 1 O-- Cromatografía en DEAE-Celuloaa del PP 1-75 M con K 1 /K2-
EI pico 1 (fracciones 6-16) del perfil de elución contiene las 
proteínas de 116 y 1 08 kDa-
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Figura 11 .- SDS-PAGE 10°/o (p/v) de las fracciones proteicas obtenidas en el 
proceso de purificación de las proteínas de 1 1 6 y 1 08 kDa. 
obtenidas a partir del sobrenadante del cultivo de la cepa EAggEC 
49766. Marcadores de pesos moleculares (carril 1 ), precipitado con 
sulfato de amonio al 60°/o (p/v) de saturación de la cepa K 1 2 (carril 
2). precipitados con sulfato de amonio al 60 y 75~ó (p/v) de 
saturación de la cepa 4 7766 (carriles 3 y 4 respectivamente). 
precipitado y sobrenadante a 1. 1 5 M con K 1 /K2 de la cepa 49766 
(carriles 5 y 6 respectivamente), precipitado y sobrenadante a 1.75 
M con K 1 /K2 de la cepa 49766 (carriles 7 y 8). En el pico 1 de la 
cromatografía en DEAE-Celulosa se concentran preferentemente las 
proteínas de 1 1 6 y 1 08 kDa (carril 9). El producto obtenido en el 
único pico de la cromatografía en Sephadex G-1 00 no fue posible 
separ las proteínas de 11 6 y 1 08 kDa (carril 1 0), en este caso la 
proteína de 11 6 kDa desaparece y aparecen subproductos de 60, 
40 y 35 kDa. La cantidad de proteína aplicada fue 1 00 µg (carriles 
2 a 9) y 1 O µg (carriles 9 y 1 0) libres de agentes reductores (beta
mercaptoetanol). 
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Figura 1 2.- lnmunoelectrotransferencia de las fracciones proteicas del proceso 
de purificación de las proteínas de 1 1 6 y 1 08 kDa, obtenidas a 
partir del sobrenadante del cultivo de la cepa 49766. La separación 
electroforetica fue identica al mostrado en la figura 1 1 . Se utilizó 
como primer anticuerpo una mezcla de sueros de niños infectados 
por cepas EAggEC (figura 4, grupo 0). Marcadores de pesos 
moleculares (carril 1 ), precipitado con sulfato de amonio al 60% 
(p/v) de saturación de la cepa K 1 2 (carril 2), precipitados con 
sulfato de amonio al 60 y 75% (p/v) de saturación de la cepa 
47766 (carriles 3 y 4 respectivamente). precipitado y sobren ad ante 
a 1. 1 5 M con K 1 /K2 de la cepa 49766 (carriles 5 y 6 
respectivamente). precipitado y sobrenadante a 1. 75 M con K 1 /K2 
de Ja cepa 49766 (carriles 7 y 8). En el pico 1 de la cromatografía 
en DEAE-Celulosa se detectó únicamente las proteínas de 1 1 6 y 
1 08 kDa (carril 9). El producto obtenido en la cromatografía en 
Sephadex G-100 se encontró respuesta preferentemente con la 
proteína de 108 kDa (carril 1 O). Se aplicaron 1 00 µg (carriles 2 a 9) 
y 1 O µg de proteína (carriles 9 y 1 0) libres de agentes reductores 
(beta-mercaptoetanol). 
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Figura 13.- Cromatograffe en 0-Sepharoae del PP 1. 75 M con K 1 /K2. 
El pico 1 (fracciones 7-11) dal perfil da •lución contiene las 
proteína• de 116 y 108 KDa. 
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Figura 14.- SDS·PAGE en gradientes discontinuos (6 y So/o (p/v]) de fas 
proteínas de 1 1 6 y 1 08 kDa, obtenidas en el pico 1 de la 
cromatografía en Q-Sepharose. A la izquierda se indican los 
marcadores de pesos moleculares. La SOS- PAGE libre y en 
presencia de agentes reductores (beta-mercaptoetanol), no mostró 
cambios en el patrón electroforetico (carriles 1 y 2 
respectivamente). Se aplicaron 1 O µg de proteína por carril. Teñido 
con azul de Coomasie. 
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Figura 15.- lnmunoelectrotransferencia de proteínas secretadas por la cepa 
EAggEC 49766, precipitadas con sulfato de amonio al 75% (p/vl de 
saturación, probadas con gamaglobulinas de conejos inmunizados 
con las proteínas de 116 y 1 08 kDa. La respuesta de la 
gamaglobulina del conejo inmunizado con la banda de proteína de 
108 kDa, obtenida por SDS-PAGE, reconoce sólo la proteína 
homóloga (carril 1 ); la respuesta de la gamaglobulina de conejo 
inmunizado con la banda de proteína de 11 6 kDa, obtenida por 
SDS-PAGE, reconoce la proteína homóloga y la proteína de 1 08 
kDa, además otra de 80 kDa (carril 2); la respuesta de las 
gamaglobulinas de conejos inmunizados con las proteínas de 1 1 6 
y 108 kDa en solución, en presencia de Adyuvante de Freund, 
reconoce ambas proteínas de 11 6 y 1 08 kDa, y otra de menor peso 
(80 kDa) (carril 3). Los marcadores de pesos moleculares se indican 
a la izquierda. 
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Figura 1 6.- lnmunoelectrotransferencia de proteínas secretadas por diferentes 
cepas EAggEC y una cepa no adherente (k 12), precipitadas con 
sulfato de amonio al 75º/o (p/v) de saturación probadas con 
gamaglobulinas de conejo anti 1 1 6 y 1 08 kDa. Los marcadores de 
pesos moleculares (kDa) se muestran a la izquierda. Las cepas 
49766, 58275, 88142, 042 IJPN101. 88134 y 59319 (carriles 2, 
3, 4, 5, 8 y 9 respectivamente) expresan las proteínas de 11 6 y 
1 08 kDa. La cepa 17-2 expresa unicamente la proteína de 1 08 kDa 
(carril 6) y las cepas 86978 y K 12 no expresan las proteínas 
(carriles 1 y 7). La separación electroforetica fue en SDS-PAGE al 
1 0% {p/v). Se aplicaron 1 00 µg de proteína por carril. 
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Figura 17 .- lnmunoelectrotransferencia de las proteínas secretadas por 
diferentes cepas EAggEC y una cepa no adherente (k 1 2). 
precipitadas con sulfato de amonio al 75o/o (p/v) de saturación. a 
partir de los sobrenadantes de los cultivos. Fueron probadas con el 
anticuare lgG anti-HlyA observandose reconocimiento inmune en los 
precipitados de la cepa 1 7-2 (carril 6) contra una proteína de 1 20 
kDa y otra cercana a 80 kDa. También se encontró respuesta el en 
precipitado de la cepa 86978 [ 1 Oe) (carril 7) contra una proteína de 
120 kDa. Las cepas K12. 49766. 58275. 88142. 042 [.JPN10]. 
88134 y 59319 (carriles 1, 2, 3. 4. 5. 8 y 9 respectivamente), no 
mostraron reacción cruzada con anti-HlyA. La separación 
electroforetica fue en SDS-PAGE al 1 0°/o (p/v). Se aplicaron 1 00 µg 
de proteína por carril, libres de agentes reductores (beta
mercatoetanol). 
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Figura 1 8.- lnmunoelectrotransferencia de las proteínas de 1 1 6 y 1 08 kDa de 
la cepa EAggEC 49766, que muestran homología antigénica con la 
toxina colerica (CTI y la toxina termolábil de .!;.. 9.2.li (L T). Las 
proteínas fueron reconocidas por las gamaglobulinas de conejo anti 
1 1 6 y 1 08 kDa (carril 11, la anti-L T reconoce preferentemente la 
proteína de 1 08 kDa (carril 21 y la anti-CT también reconoce 
preferentemente la proteína de 1 08 kDa (carril 3). Las proteínas de 
1 16 y 1 08 kDa fueron obtenidas en el pico 1 de la cromatografía en 
0-Sepharose y separadas por SDS-PAGE al 1 0% (p/v). Se aplicaron 
1 O µg de proteína por carril libres de agentes reductores (beta
mercaptoetanol). 



Figura 1 9.- Corte de intestino de rata (duodeno) inoculad" con 3 X 1 O'º 
bacterias vivas de la cepa 49766; incubada por 6 horas. Muestra 
deformación y acortamiento de las vellosidades intestinales ( 1). 
inflamación (infiltrado celular ( 2]), necrosis del epitelio (3) y 
hemorragia transmural (4). Teñido con hematoxilin'1-eosina. ( 1 O X). 



Figura 20.- Cori:e de intestino de rata (duodeno) inoculada con 3 X 1010 

bacterias vivas de la cepa no adherente 30651; incubada por 6 
horas. Las vellosidades intestinales se observan conservadas sin 
alteraciones. Teñido con hematoxilina-eosina. ( 1 O X). 



Figura 21 .- Corte de intestino de rata (duodeno) inoculada con 1 00 µg de 
proteínas de 11 6 y 1 08 kDa (obtenidas en el pico 1 de la 
cromatografía en Q-Scpharose). Se observa acortamiento de las 
vellosidades intestinales ( 1), necrosis del epitelio ( 2), ulceras (3), 
edema (4), la presencia de un exudado fibrinopurulento (5), 
inflamación (infiltrado celular [6]) y hernorragia extensa en la 
mucosa, muscular y serosa (7). Teñido con hematoxilina-eosina. (40 
X). 
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Figura 22.- Propiedades eléctrica del yeyuno de rata medidas en cámaras de 
Ussing, después de inocular 25 µg de las proteínas de 11 6 y 1 08 
kDa obtenidas en la fracción 1 en Q-Sepharose (cepa EAggEC 
49766). Se observa incremento de la diferencia de potencial [POI 
(AJ y de la corriente de corto circuito [lsc) (BJ, sin alteración de la 
resistencia [R) (CJ. 
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Figura 23.- Propiedades eléctrica del yeyuno de rata medidas en cámaras de 
Ussing, después de inocular 25 µg de proteínas de 116 y 1 08 kDa 
de la cepa EAggEC 49766, y del precipitado total de la cepa K12. 
Para la cepa 49766 se observa incremento de la diferencia de 
potencial IPOJ fAJ y de la corriente de corto circuito (lsc) fBJ, sin 
alteración de la resistencia (RJ (CJ. mientras que para la cepa K 1 2 
los valore de PO y lsc se inhiben (A y BJ 
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Figura 23.- Propiedades eléctrica del yeyuno de rata medidas en cámaras de 
Ussing, después de inocular 25 µg de proteínas de 116 y 1 08 kDa 
de la cepa EAggEC 49766, y del precipitado total de la cepa K12. 
Para la cepa 49766 se observa incremento de la diferencia de 
potencial !PDJ (AJ y de la corriente de corto circuito [lsc] (B), sin 
alteración de la resistencia !Al (CJ. mientras que para la cepa K12 
los valore de PO y lsc se inhiben (A y BJ 
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Figura 24.- Propiedades eléctrica del yeyuno de rata medida en cámaras de 
Ussing, que muestra la respuesta neutralizante de anticuerpos 
obtenidos contra las fracciones proteicas de 1 16 y 1 08 kDa. Los 
anticuerpos inhiben el incremento de la diferencia de potencial [PDJ 
(A) y de la corriente de corto circuito [lscl fB), inducido por las 
proteínas de 116-108 kDa. La resistencia eléctrica [AJ permaneció 
constante (C). 



METODOLOGIA 
CULTIVO DE EAggEC EN CALDO NUTRITIVO 

CENTRIFUGACION l I> PAQUETE CELULAR 
DESCARTADO 

SOBRENADANTE DEL CULTIVO DE EAggEC 

J. 
PRECIPITACION DE PAOTEINAS CON SULFATO DE AMONIO 

J. 
PRECIPITACION A 1.15 M CON K1/K2 

l 
PRECIPITACION A 1.75 M CON K1/K2 

l 
CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA, SEPHADEX G-100 Y 0-SEPHAROSE 

l 
CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR BRADFORD 

ELECTROFORESIS (SDS-PAGE) E INMUNOELECTROTRANSFERENCIA 

IN VIVO 

IN VITRO 

OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES 

MEDICION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA 

J. 
-----• ENSAYO EN ASA LIGADA DE INTESTINO DE RATA Y 

EVALUACION DEL DAÑO HISTOPATOLOGICO 

:;. ENSAYO EN~ CAMARAS DE USSING 

DETERMINACION DE LA FRECUENCIA DE EXPRESION DE LOS FACTORES 
IDENTIFICADOS POR CEPAS AISLADAS DE CASOS CLINICOS Y DEL AMBIENTE 

Diagrama 1 .- Estrategias utilizadas para la 
obtención, purificación, ensayo de la actividad 
biológica y frecuencia de expresión de las proteínas 
identificadas como factores de virulencia de cepas 
EAggEC. 



OBTENCION DE PAOTEINAS TOTALES A PARTIR DE 
LOS SOBRENADANTES DE LOS CULTIVOS DE 
CEPAS EAggEC 

PREINOCULO DE EAggEC EN CALDO NUTRITIVO A 37ºC POR 4 HAS li 
EN AGITACION CONTINUA A 150 APM 

1 ¡' 
CULTIVO EN CALDO NUTJTIVO A 37°C POR '8 HORAS 1 

EN AGITACION CONTINUA A 150 RPM 

l 
CENTRIFUGACION A 12,000 g X 30 MINA 4ºC 

~.. PAQUETE CELULAR l DESCARTADO 

PROTEINAS DE SOBRENADANTE DEL CULTIVO PRECIPITADAS CON 
SULFATO DE AMONIO AL 75% DE SATURACION X 18 HAS A 4ºC 

l 
CENTAIFUGACION A r::~:IN AS::RENADANTE 

l DESCARTADO 

PRECIPITADO RESUSPENDIDO Y DIALIZADO CONTRA 
AMORTIGUADOR DE FOSFATOS DE SODIO 0.07M pH 8.0 

Diagrama 2.- Proceso de obtención de proteínas 
totales secretadas por cepas EAggEC. Las proteínas 
son obtenidas mediante la precipitación con sulfato 
de amonio. 
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