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RESUMEN. 

E.o,;cherichia co/i es una bacteria de flora normal puede tener clonas patógenas Capaces de causar 

daño .. han sido agrupadas en seis grupos, de los cuales se· sabe· 1a preScncia en México de sólo 

cinco: ETEC. EJEC, EPEC. EHEC y EAEC pero poco se conoce de la sitW.ción epid.imioló¡,,.;ca. 

Por lo anterior el objetivo del estudio fue demostrar la pre~enci~-de'E.Co/i ente:roagregáti".'a'en la 

población mexicana de casos de diarrea por medio de técni~a5 '"d;, DiÓJ~¡ii~ )\,'Jolec'ular para 

determinar !-OU 11apel en la etiología de Jaco diarrea.e;. 
'· ' · .. ' 

con cuadfo,cliñicO de.-diarrea, en el Se estudiaron 748 cepas de E.coli aisladas de personas 

intervalo: enero a diciembre del 2001 .. las cuales··ru·e~~~/ri~g~~i~:_-Cn:J-~:---.~n~ri~~Íó~ para Jos 

grupos ETEC, EIEC, EPEC y EHEC. 

Las cepas se sometieron como ensayo de escrutinio a la hibridación en fase sólida por el método 

de colony blot con la sonda marcada con digoxigenina especifica para I!ACC, posteriormente se 

huscó por PCR la presencia del gene que c~difica para la fimbria de adherencia agregativa l., 

obteniéndose un fragmento de amplificación de 630 pb y finalmente a la prueba de adherencia 

en cultivo de células HEp-2 considerada la prueba de referencia o estándar de oro siendo la 

prueba de confirmación definitiva. 

Del 1=-rupo de cepas estudiadas 166 füeron positivas a Colony blot y al ser sometidas a PCR sólo 

47 cepas amplificaron el fragmento de 630 pb; y en el ensayo de adherencia 105 presentaron 

adherencia agregativa. 
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La estratificación de la edad en la población estudiada reveló que se encuentra principalmente en 

niftos de O a 1 ai"ios. y afecta por igual a hombres y mujeres; además el sintoma reportado con 

mayor frecuencia fue la diarrea líquida. 

La técnica de PCR mostró un 36% de sensibilidad y un 99% de especificidad. pero colony blot 

mostró una sensibilidad del 62% y una especificidad del 84'}~ comparado con el ensayo de 

adherencia. ~ugiriendo que co1ony blot puede ~uplir a PCR. 
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l. INTRODUCCIÓN. 

J.- Generalidades. 

Escherichia co/i es un bacilo Gram negativo pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son 

bacilos de J a 3 µm X O.S µm; se presentan solos. en pares, en cadenas cortas o agrupados; en 

general móviles por flagelos peritricos, aunque existen variantes inmóviles no flageladas .. 

generalmente son no capsuladas. 

Los microorganismos del género Escherichia son generalmente fimbriados y poseen pilis sexuales 

y fimbrias adhesivas; su metabolismo es respiratorio fermentativo por lo que se le considera como 

microorganismo aerobio o anaerobio facultativo. Genéticamente está constituido por una molécula 

circular de DNA con un peso molecular de 2 X _l OQ y alrededor de 5 X 106 pares de basesC 13). 

E.coU coloniza el intestino del hombre poco después de su nacimiento .. persistiendo en él durante 

toda su vida y tiene un papel impo.rtaritC en el mantenimiento de las condiciones fisiológicas 

nonnales, cuando sale de· su nicho ·ecológico se le considera como un patógeno oportunista 

relacionado con diversos síndrOmes y enfen:nedades .. 

E.coli crece bien en Jos medios comunes de laboratorio,.-en caldo siinple crece en abundancia 

formando una turbiedad uniforme, con fuene· olor ·Ie~~-Joideo; en agar, forma colonias circulares 

de 3 a S mm.. lisas, convexas .. de borde continuo o ligeramente ondulado, brillantes, de color 

blanco o ligeramente amarillentas. La temperatura de crecimiento es de 37° C y el pH favorable es 

de 7.0. En cuanto a su actividad bioquímica produce ácido y gas., f"ermenta Ja lactosa y un gran 

número de carbohidratos, es indol positivo .. rojo de metilo positivo .. VP negativo y no utiliza el 

citrato. tabla 1. 
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Tabla l. 

Principales caracterúticas bioquímicas de Escllericllla colL 

Jndol. 
RM 
VP 
Citratos. 

BU....uflnica .. 

Producción de Ac.sulfhidrico. 
Urca. 
LIA 
Arginina.. 
Omitina. 
~1otilidad a 37°C. 
Hidrólisis de gelatina. 
Producción de gas. 
Fermentación de; 
Glucosa. 
Lactosa. 
Sacarosa. 
D-ma.nitol. 
m-inositol. 
D-sorbitol. 
L-arabinosa. 
Rafinosa. 
Maltosa. 
0-manosa. 
ONPG. 
Oxidasa. 

'% de itivid•d. 
98 
99 
o 
1 
1 
1 

90 
17 
65 
95 
o 

95 

100 
9S 
so 
98 

) 

94 
99 
so 
9S 
96 
9S 
o 

Tomado de: Famcr. JJ .• y cols. ( 19 ) 
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El bacilo de E.coli tiene estructura antigénica bastante heterogénea y aJ igual que otros géneros 

pertenecientes a esta familia, se divide en grupos con base a un antígeno somático (0) 

termnestab1e., de naturale7.a 1ipopolisacá.rida. presente en la pared celular y en tiflClS por un 

antígeno proteínico flagelar (H) que se subdivide en B .. L y A. y el antígeno capsular (K) que son 

principalmente polisacáridos ácidos .. los cuales son tennolábiles. Además E.co/i puede formar 

antígenos de fimbrias que son de naturaleza proteic~ designados como antígenos K (K88 y K99) 

que se encuentran en la.o;; cepa.o;; asociadas con enfermedades diarreica.co03~'. 

Los 'factores de virulencia de E.coli son excepcionalmente complejos y están asociados con su 

capacidad para unirse al lugar de la infección y colonizarlo. 

F:.co/1 produce una.e;; su.c;;tnnciac;; hactericidac;; para otros microorganismos llamada.e;; colicinac;;" que 

son proteínas con un peso molecular que oscila entre 20 y 90 kDa y cuya síntesis está controlada 

por plásmidos .. las cuales se unen a receptores específicos de la membrana externa de las células 

susceptibles; tras esto. penetran en la membrana citoplásmica~ algunas actúan formando canales 

impcnneahles a los iones de la membrana, que coh111san el transpone de protones; otra.e;; penetran 

en el citoplasma e interrumpen la síntesis protei~ en algunos casos ¡x>r afinidad a ribonucleasa y 

en otros para actuar como endonucleasa de DNA<:.2..ls». 

En la tabla 2 se exponen los detenninantes que están. al parecer .. directa111ente 1elacionados con la 

viruJencia. 

Entre las especies predominantes de anaerobios facultativos de la flora normal del intestino. E.culi 

juega un papel in1portante en el mantenimiento de Ja fisiología del intestino. Dentro de estas cepas 

sin crnhargo~ hay cepa.e;; completamente 11atógenas que causan distintos síndromes de enfermedad 

diarreica'311• 

Las cepas de E.coli que causan diarrea al humano se dividen en seis aitcgorias con base en sus 

diferentes propiedades de "irulencia .. dif'erentes interacciones con la mucosa intestinal .. distintos 

síndrome.e;; clínicos. diferencia.e;; eridcmiológ:ica.c; y diferentes serotiflOS O:H, a.c;;i como por la 

presencia de diferentes plásmidos o genes cromosomales que codifican para los factores de 

virulencia en E.coli patógena que están ausentes en las cepas comensales; además también con 

base en su patrón de interacción con las células epiteliales y cultivo celular'<4. 3z. 4'11• 
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Tabla 2. 

Delerminantes de 1·irulencia en Esc/1eric/1ia col/. 

·-------···-¡·-·-----------, 
Adhesinas. Toxin'as. 

Antlgenos K de las limbrias. Enteroloxinas tem1ocstables. 
Factores antigénicos de colonimiún Enterotoxinas tem1olábiles. 
(CFAll y CFA/11). Citotoxinas. 
Fimbrias resistentes a manosa. 
Fimbrias sensibles a manosa. 
Adhesina1 superficiales no !imbricas. 

Agresinas. 
Antigenos capsulares K. 
Siderocromos y sistemas de transporte de 
hierro. 
Factores séricos de resistencia. 
Faclores de resisleneia al complejo 
anticuerpo-c11mplemento. 

Participan en la colonización Actúan sobre las células del epitelio Cuando E.coli invade los tejidos intervienen 
l.a adherencia de /:'.coli a las células inlestinal para causar diarrea, tienen los faclores de virulencia como rcsislencia a 
epiteliales está mediada por una o más espcr.ilicidad de área. la fogocilosis, acción baclericida del suero, 
de las adhesina~ enumeradas asl como la capacidad de captar el hierro 
anteriormente, en su mayoría de utili1.ado en los tejidos. 
naturaicla fimbria! y actúan en 
receptores especificos de las cdulas. 

Tomado de: Freeman (22) y Lcvinson (35). 

4 



Las seis categorlas de E.coli diarreagénica son: E.co/i enteropatógcna (EPEC). E.co/i 

enterotoxigénica (ETEC). E.co/i enteroinvasiva (EIEC). E.coli enterohemorrágica (EHEC). 

E.co/i enteroagregativa (EAEC). E.co/i de adherencia difusa (DAEC)"· 1"- '°· 521. 

Actualmente se sugieren dos categorías adicionales .. Ja E.co/i desprendcdora de células (CDEC) y 

E.co/i productora de toxina (CLDTEC)'''"· 

El estudio de Ja asociación entre ciertos serotipos de E.coli con procesos diarreicos ha conducido a 

Ja identificación de tres direrentes mecanismos por medio de Jos cuales este tipo de bacterias 

interactúa con la.e; células epiteliales del intestino: 

1.- Adherencia indispensable para que la bacteria pueda acercarse. pegarse y colonizar en el 

epitelio de ciertas áreas del intestino. 

2.-Producción de proteínas bacteriana (toxinas) que se liberan una vez que la bacteria ha 

colonizado el intestino. dando lugar n In estimulación de la secreción de agua y clectrolitos. 

3.- ID'\'asión 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'K '~- M). 

2.-Clasificación de E.coli. 

2. t.Escherichia co/i enteropatógena (EPEC). 

EPEC es responsable de un gran número de casos de diarrea infantil en diversos paises 

subdesarrollados .. tabla 3. Estas cepas corresponden a serotipos específicos y producen un patrón 

de adherencia característico en cultivo celular llamada adherencia 1ocali7..ada (LA). En el patrón de 

L~ la bacteria se une a áreas localiza.das de la superficie celular .. formando microcolonias 

compactas (bacterias agrupadas} y son visualizadas después de 3 horas de contacto de la bacteria 

con las cél ulas'62,. 
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Tabla No.3. 
Características principales de Escherlclda col/ enteropatógena .. 

Caractcristicas generales. 

Grupos sotruSticos 
asociados. 

Distribución gcogrifica. 

Grupos de edad af'cctados. 

. Modo de transmisión. 

Periodo de incub:i.ción. 

Mecanismo de 
pato~cnicidad. 

Cuadro clinico. 

Duración habitual. 

Diagnóstico de laboratorio. 

Tratamiento. 

EPEC f"ue la primera clase de E.co/i que fue reconocida como 
causante de diarrea en niftos. Las evidencias indican que Csta 
clase de E.c<>li se adhiere aJ cntcrocito en dos fases una inicial 
mediada por adhesinas (BFP) y una segunda fa.o;e de adherencia 
íntima. 

26. 44. ss. 86. 11 J. 114. ] 19. 125. 126. 127. 128. 142 y 158. 

Mundiatl. 

• Recién nacidos y lactantes. 
• Viajeros y turistas. 

• Alimentos contaminados . 
• Fómitcs y manos contaminadas. 

9-12 horas. 

• Adherencia· ·; a células epiteliales y csfacclanüento de 
microvcllosidadcs. 
• Producción de citotoxinas. 

• Diarrea con sangre. moco. PMN. 
•Fiebre. 
• Dolor abdominal. 
• Vónüto. 

1 semana. 

• Scrologia. 
• Cultivos celulares. 
• Microscopia de fluorescencia. 
• Hibridación de DNA. 
•PCR. 

• Rchidratación oral. 
• Cotrimoxazot. 

Tomada de: Cravioto (8). (9). (10). Levine (33).Nataro (44). 
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La adherencia de ti¡x> localizado de cepas EPEC al enterocito .. tiene dos fases: una inicial mediada 

por adhesinas de ti¡x> fimbriado pennitiendo a las bacterias acercarse a sus receptores celulares y 

una segunda de adherencia intima a la memhrana del enterocito. F_c;ta Ultima se relaciona con el 

esfacehuniento del epiteJio9 la pérdida de microve1Josidadcs y la formación de imágenes en 

pedestal en la célula epiteliaJ(6. 9 • 1º· ''2 '. 

La primera fase comprende el acercamiento de las bacterias a las células epiteliales y la 

acumulación en las mismas mediante la fonnación de haces de fimbrias. Este fenómeno es 

ac;nciado con la pre!">encia de un f.'lctor de adherencia de ce11as EPEC (EAF), presente en un 

plásmido; además esta el grupo de genes que codifica para el pili de forma rizada (BFP) que 

parece que interconecta a la bacteria dentro de las microcolonias y de esta manera promueve su 

estabilizaciónf621• 

Los BFP tiene una secuencia terminal de aminoácidos muy similar a la de fimbrias producidas por 

Vibrio cho/erac 01 y Neisseria gonorrlzoeae. lo cual indica que se trata de proteínas bacterianas 

que median adherencia fundamentalmente a célula.e; humana.e;. Estas fimhria.c;; penniten a las 

bacterias unirse con otras para formar microcolonias por medio de las cuales interactúan con las 

células epiteliales<60>. 

Una vez formadas estas microcolonias. comienza una segunda fase de adherencia.. con la 

destrucción de las microvellosidades intestinales. proceso al que se ha denominado como 

esfacelamicnto. La falta de microveJlosidadcs fK!nnite a la.e; bacteria.e; adherirse de manera intima 

a receptores de la membrana que se hallan en In célula epitelial. Esta segunda fase de adherencia 

está relacionada con la producción de una proteína de 94 Kilodaltoncs (kDa) denominada 

intimin~ cuya producción está controlada genéticamente por varios /oci en el cromosoma de Ja 

hacteria denominados eacA y eacH. Para la expresión de estos /oci se requiere estén presente!; 

ciertos genes en el plásmido EAP9
·b01• 

El proceso de adherencia intima da luyar a que en las células epiteliales se acumule actina por 

debajo de las cepas de EPEC .. la acumulación de estos componentes tiene relación qui2.á con un 
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aumento de calcio en las células epiteliales a partir de fuentes intracelulares. Además da Jugar a la 

polimerización de Ja actina del citoesquelcto de Ja célula epitelial como respuesta a la 

fosforilación de protcina5 que conducen a Ja elevación de calcio intracelular. a través del sistema 

de Ja enzima protcfna C cinasa,. lo cual da lugar a un incremento en la salida de agua.. cloro y 

potasio<9.Jo.,7.fo0>. 

El proceso de adherencia intima entre la bacteria y la membrana de las células del epitelio 

intestinal,. seguida por la destrucción de las microve1losidades con alteración del citoesqueleto en 

el sitio de unión de la bacteria, se denomina adherencia y esface1amiento (AIE)'Q· 1º· 1 ~>. 

El plásmido EAF no es esencial para la formación de lesiones AJE aunque su presencia aumentá la 

eficiencia con la que ocurre,. probablemente por la influencia de un ,grupo de genes reguladores 

(perA,.pcrB y perC). Los determinantes de la producción de la-; lesiones A/E están localizadas en 

el /ocu..-. de esfacelarniento del enterocito (LEE),. el cual contiene Jos genes que codifican para Ja 

intimina y otras moléculas de adhesión a la membrana; un sistema de secreción tipo 111,. un 

número de proteinas secretadas (Tisp) y el receptor translocado de intimina (Tir)16
:

1
• 

Los cambios bioquímicos relacionados con este proceso son los que inducen probablemente a la 

célula intestinal a secretar agua y electrólitos (cloro y potasio) al espacio intraluminal. El efecto 

fisiológico secundario a esta.o; alteraciones, a..c;1 como la deficiente ahsorción de líquidos por 1a falta 

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

cuadro de diarrea severa<MJ. 

EPEC es una causa irnponante de diarrea en recién nacidos y en lactantes. así como de brotes en 

cuneros. El cuadro clínico de Ja'-infec~ión se caracteriza por la presencia de dolor abdominal 

severos fiehre y las evacuaciones son frecuentes con mocos PMN y sangres la duración hahitual de 

la enfennedad es de una semana'ª>. 

8 

------- - - - - --- _____ , 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 



2.2.Escllericllia co/i enlerotoidgénica (ETEC). 

La segunda clase más imponante de E.coli asociada con diarrea es ETEC. Ja mayor causa de 

diarrea infantil en paises en dcsarroJlo y el agente más frecuentemente responsable de la diarrea 

del viajero. La inrección por ETEC e~ adquirida por inge!<t.tión de agua o comida contaminada, la 

bacteria co1oniz.a la parte proximal del intestino delgado. donde elabora una enterotoxina 

tennolábil (LT) y una enterotoxina tennoestable (ST)'·''-"'· 

La toxina tennolábil (LT) es una proteína dimérica de alto peso molecular (86 500 Da) similar en 

su estructura química, función y antigenicidad a Ja toxina producida por 1-'.cho/erae 01 .. se inactiva 

por calentamf~·~io ~·· 1 oó~C dúrante 1 O minuto~s tahla 4. 

~-· ,>·;· ., ': . : .· ·. '.' ·:: , ~· ~ .. - -

Estructuralm~lite ~8.;lo~~~a-~stá-_compuesta por dos subunidadt:s A y B. La primera consiste en una 

molécula de :A:\"c2.d'.id>~)'q~e tiene como función principal inducir una ribosilación del ADP 

dando luga~ ~i:i.~:~_i~~e':l:i~ ~:~:AMPc intracelular y otra de A: (S kDa). la cual panicipa en la unión 

de la subuni~d.A1 cori.-~~,1a- subunidád B. así como en el proceso de internaliz.ación de A a la célula 

intestinal; estás- subunidildeS están·unidas por un puente disulfuro y cada subunidad A está ligada 

en fonna no covalentc con Ja subunidad D. un pentámero con ta propiedad de unir Ja toxina a un 

gnngliósido (GM1) pre~ente en Ja ~uperficie de la célula epitelial intestinal. el cual actúa como su 

receptor para facilitar la intemalización de la subunidad A<7.w>. 

LT causa diarrea al estimular la acti"idad de una adenilato ciclasa ligada a la membrana. lo que da 

por resultado la conversión de A TP en AJvfPc. como sigue: 

A TP - Al'vfPc + Ppi 

Cantidades mínimas de AJ-..1Pc inducen la excreción activa de c1- e inhiben Ja absorción de Na·. 

creando nsi un desequilibrio de electrólitos a uno y otro lado de la mucosa intestinal. con lo que se 

pierde abundante cantidad de liquidou""'· 

El mecanismo por el cual la toxina L T estimula Ja actividad de la adenilato ciclasa es: 

1.- La subunidad B de la toxina se liga a un receptor especifico de la célula al gangliósido GM 1• 
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Tabla No.4. 

Caracteristicas principales de Escllericllia coli enterotos.igénica. 

P•uducc du:i. üpu:i. Je loAÍllü. LT y/u ST. Ja p1i111er• 11.cüv• al :!.i:th:J1ua 
Caractcristicas generales. adeni1ato ciclasa pr-ovocando una hipersecrcsión pr-olongada. la 

segunda acti.,.•a cJ siSlcma guanilato ciclas.a. 

C..rrnpn1'> '"1mitticos a~iarlQ!ii 6. R. 15. 20. 25, 27, 6:1, 7R. 114. 12R. 14R, 15'.l, 159, 167, 169 

Distn"bución geográfica. Paises en dcsan-ollo y áreas tropicales. 

Grupos de edad af"cctados. Menor-es de S años de edad y turistas. 

Modo de lraru.misión. • Agua y aJimcntor. conlanünados. 
• Persona-persona. 

Periodo de incuhaciñn. • 10-12 hn~ cnn t:q"l8$ prnductonuo de una !W'lla toxina. 
• 24-72 horas con ccpasLT .. ST. 

Mecanismo de patogcnicidad. Entcrotoxinas LT y/o ST. 

• De 8-12 evacuaciones al día. 
Cuadro clínico. • Dolor abdonünal. 

•Vómito. 
•Fiebre. 

Duración habitual. 4-S días. 

Diagnóstico de laboratorio. 

Tratamiento. 

• Asa ligada de conejo. 
"ELISA. 
• Aglutinación en partículas de latcx.. 
• Radioinmunocnsayo. 
• Cultivo celular. 
• Hibridación de DNA. 
• PCR múltiple. 

• Rehidrataclón oral. 
• Ciprofla\ina 
• Doxiciclina 

Tomada de: Cravioto (8). (9}, Lc"-ine (33). Nataro (44). 

10 

TESIS cot,T 
FALLA DE ORIGEN 



2.- La subunidad A 1 es liberada de Ja toxina y penetra en Ja célula. 

3.- La subunidad A 1 separa NAO en nicotinamida y ADP-ribosa y transfiere esta última a la 

proteína ligadora .. con lo cua1 hay una mayor estahilidad del complejo catalítico encargado de la 

actividad de la adenilato ciclasa.. ello ocasiona una mayor actividad {amplificada) de la ciclasa y 

un incremento correspondiente en la cantidad de AMPc producido«""'t. 

El incremento de los niveles de AMPc intracelular ocasiona un aumento en la secreción de agua y 

electrólitos en las células de las criptas intestinales? con una disminución concominante en Ja 

absorción de agua en células de la punta de las vellosidades intestinales. Ambos eventos conducen 

a un incremento en Ja secreción de líquido hacia el lumen intestinal. el cual se manifiesta 

clínicamente como diarrea< 1 s.: 1 ~1v.ton•. 

La toxina tennoestable (ST) comprende una familia de péptidos pequeños formados por 18 a 20 

aminoácidos. de 1500 a 2000 Da.. no se destruyen por calentamiento? no inmunogénicos. solubles 

o no en metano. Esta toxina se sinteti7..a en fonna de pretoxina, Ja cual se activa intrncclu1annente 

antes de ser secretada ¡x>r Ja bacteria<5111·<>0_,. ... ,_ 

La ST estimula a la enzima guanilato cicla.sa.. incrementando los niveles de monofosfato de 

guanosina cíclico (GMPc) inhibiendo el cotransporte de NaCI por la pared intestinal. por lo que la 

acción de Ja ST puede ser en forma primordial antiahsortiva; el cantrol genético de 1a producción 

de LT y ST esta localizado en plásmidos transferibles"'"°"·"''· 

Además las cepas ETEC tienen la propiedad de producir proteínas fimbriadas. por medio de las 

cuales se adhieren a receptores especificos presentes en las células del hospedero llamadas 

factores de colonización o CFA (CFAn, CFAnl, CFAnn. y CFAnV). La.• cepa.• de ETEC aislada.• 

de seres humanos producen dos tipos de antígenos, uno de tipo fimbriado y otros de tipo fibrilar. 

Dentro del primer grupo. se incluyen al CFA/I y los antígenos de superficie (CS) l, 2, 4 y 5, 

quedando el CS3 y el CS6 dentro del grupo de antígenos fibrilares. Al igual que las enterotoxinas. 

la producción de estos f"actorcs de adhesividad está controlado pc·n material ~enético presente en 

plásmidos'"">. 
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El cuadro cHnico que inducen estas bacterias es similar al observado en el caso de cólera. 

presentándose de ocho a doce evacuaciones al dfa por un periodo de cuatro a cinco dias. Las cepas 

F.TF.C son una causa importante de diarrea en niños menores de cinco años de edad y la causa má..c; 

imponante de diarrea del viajero<•>. 

2.3..Escherichia co/i enteroin•·asi•·a (EIEC). 

EIEC a diferencia de los demás grupos. puede producir dailo por su capacidad de penetrar e 

invadir Ja mucosa del colon .. aden1ás de que aparentemente no penetra Ja superficie del intestino 

deJgado<l-• 7 >_ 

EIEC produce un síndrome disentérico similar al causado por Shigclla. caracterizado por dolor 

abdominal severo y diarrea con moco y sangre. Aunque los signos clínicos de ésta enfermedad 

varían en cada paciente se Je ntrihuye fiehre, dolor de cahe:za, mialgia y diarrea.. ha.c;.ta di~nteria y 

en casos severos hipotensión<l•l. 

El mecanismo de invasividad producido por Shigcllu y E.co/i enteroinvasiva a las células 

epiteliales de la mucosa colónica es multifactorial. por lo tanto es muy dificil establecer al mismo 

tiempo todos los fenómenos que participan durante el evento~ pues existen múltiples 

interrelaciones entre los genes y las proteínas reguladas por el genóforo bacteriano y el plásmido .. 

lo que da lugar al fenotipo expresado durante el proceso invasivo .. tabla S. 

La invnsividad es una cualidad de la patogcnicidad relacionada con la entrada al hospedero. AJ 

contacto con el epitelio celular de la mucosa del colo~ la bacteria probablemente se adhiere a la 

mucosa a través de Ja.e; tres proteína.e; de rnemhrana externa (OMP) codificada.e; por el plá.c;mido de 

120-J40 MDa e histológicamcnte .. se observa la primera alteración: una degeneración localizada 

del borde de cepillo de Ja célula epitelial. Después que el microorganismo ha alcanz.ado la 

membrana celular epitelial, el gen t•1rF que codifica para la síntesis de una proteína de 30 kDa 

se dice que regula positivamente la expresión de los genes ipa dando lugar a Jo~ (lOli(léfttidns 
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Tabla No.5. 

Características principales de Eschericllia coli enteroiav•siva. 

Características generales. Estas cepas son capaces de invadir y penetrar células de la mucosa 
Jd colon e inJuccn un» erúc:nnWatl Jh1rreica hcmurnigica. 

Grupos somaticos. :?8ac. 1 t:!ae. 1:!4. 136. 143. 144. 1s2. 164 y 167. 

Pato~éncsis. Sindrome discntC:rico. 

Distribución geogr.ifica. Mundial. 

Grupos de edad aícctados. Todas las edades. 

f\1odo de transmisión. Alimentos eontrun.in.:idos. 

Periodo de incubación. 18 horas en brotes. 

l\1ecanismo de patogcnicidad. Invasión y multiplicación en células epiteliales. 

• Dolor abdominal severo. 
Cuadro ctinico. • Evacuaciones frecuentes con moco y sangre. 

• Ficbl"e. dolor de cabe.La. núalgia. 

• Prueba de Sercny. 
Diagnñ~ico de lahoratnñn. • Prueha de inva.<i.ividad en cultivn celular 

• Hibridación de DNA. 
•PCR. 

Tratamiento. • Rchidratación oral. 
• Amoicilina. 

Tomada de: Cr.1';010 (8). (9). Le,;ne (33). Nataro (44). 
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lpa A. B. C y D que están involucrados en el proceso de entrada a la célula y son considerados 

como invasinas; penetrando así Ja membrana celular del enterocito<:l::!t.l). 

En el citoplasma celular. se observa que se empiez.a a polimerizar la actina junto con la 

acumulación de la miosina directamente en el sitio por donde va a penetrar Ja bacteria. La célula 

se encuentra metabólicamente activa y por el1o va a fagocitar at microorganismo quedando éste 

atrapado dentro de una vacuola fagocitica. No se sabe con exactitud si la bacteria escapa 

rápidamente del fagosoma a través de exoenzimas hidrolíticas como fosfolipasas 9 lipasas y/o 

Jecitinasas o por medio de un cstaJJido respiratorio involucrando el incremento en Ja acidez de la 

vacuola por liheración de radicales de oxigeno. La hacteria induce la li:c;is de la rnemhrana 

fagocítica poco tiempo después de la entrada a la célula; cuando el microorganismo se encuentra 

libre en el citoplasma. el gen icsA controlado positivamente por los genes virl-~ y kcpA. Este gene 

codifica para una proteína de men1brana externa de 120 kDa que permite a la bacteria moverse 

dentro de Ja célula y reinfectar a Ja.e:;; células vecina.". Así, exhihe dos movimientos: el primero se 

ha designado fenotipo ]es (diseminación intra e intercelular). este es rápido y azarosamente 

orientado y conjuntamente con la multiplicación bacteriana en el interior de la célul~ el 

microorganismo es capaz de atravesar el citoplasma en 4 a 5 horas. Este movimiento. da lugar a la 

fonnación de protusioncs que se dan para infectar a la.e; células adyacentes. Se observan ac;í 

múltiples focos de nucleación en la célula y formación de pequeños filamentos de actina. cerca de 

la superficie bacteriana. Estos filamentos fonnan un saco polarizado en la superficie de la bacteria 

que promueve su Jocomoción'1 l'l.-""'·61 >. 

Las mutantes icsA (virG) pierden la capacidad de polimeriz.ar la actina. pueden adherirse. entrar a 

la célula y lisar a ta membrana fagosomal formando microcolonias cerca del núcleo de la célula 

infectada. La hacteria durante Ja coloni7..ación de ta célula infectada se desli7...a a lo largo del haz de 

actina moviéndose suave y unidireccionalmente a través de éstos filamentos'to 11• 

La infección inicial se produce en las células periféricas y ta colonización de las células centrales 

se da por el movimiento intracelular o por Ja diseminación entre célula a célula en la monocapa 

CJ1itCJiaJ~ e) proceso de COJOOÍ7.BCÍÓn C!; exclusivamente Íntra C intcrceluJar'UCJ. 
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Las manifestaciones clínicas asociadas con esta infección son evacuaciones en poca cantidad 

acompañadas de moco y sangre. dolor abdominal tipo cólico y fiebre. la enfermedad 

habitualmente es autolimitada y 1ac; muenes oca.c;ionadac; por ella son poco comunes••>. 

2.4.Escherichia coli enlerohemorrágica (EHEC). 

El término E.co/i enterohemorrágica (EHEC) fue propuesto por Levine en 1987 e incluye cepas de 

diferentes serotipos con características clínicas, epidemiológicas y patogénicas similares a los del 

serotipo 0157:H7~ considerado como prototiro del grupo144 J. 

Las cepas EHEC generan un tipo de citotoxinas y además tienen la habilidad para adherirse en 

fonna particular a la mucosa intestinal .. mediante la producción de proteínas codificadas por un 

plác;mido de 50 a 70 megadaltones (MDa) que induce una lesión caracteri7..ada por adherencia 

intima de las bacterias a las células epiteliales. después de destruir las microvellosidades, 

denominada adherencia y esfacelamiento«'°'· 

Las citotoxinas (STX) producidas por EHEC reciben dos nombres de acuerdo con sus 

caracteristicas antigénicas y por su actividad sobre cultivos celulares .. uno es citotoxina semejante 

a la de Shiga (SL T) y el segundo es de verotoxina (VT) por su efecto citotóxico (destTUcción total 

de la monocapa celular) sobre monocapas de células Vero. Se conocen tres tipos antigénicos de 

las cititoxinas, la VTI o SLT-1 y la VT2 o SLT-2. afectan especificamente a humanos y la Vte o 

SLT-Iiv; una variedad antigénica de VT2~ Ja cual afecta de modo exclusivo a animales .. tabla 6. 

Las tres citotoxinas pertenecen a una clase de proteínas bacterianas conocidas corno A-B; la 

estructura de todas estas toxinas es doble .. están formadas ¡x>r una subunidad A única la cual posee 

Ja actividad enzimática,. rodeada JXlf cinco 5uhunidades B> uniendo a la toxina con su receptor 

específico en la superficie celular'r.o1• 
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TablaNo.6 

Caracteristicas principales de Escltericllia co/i enterohemorr,gica. 

Elabora citotoxinas que son denominadas Vero o toxinas 
Shiga-like. que provocan ef"cctos citotóxicos en linea celular Vero y 

Características generales. actúan a nivel de síntesis de proteinas inactivando cC:lulas del 
huCspcd. 

Grupos somiticos asociados. 2. 4. 7. 26. 45. so. J 1., 113. 121., 125 .. 145 .. 157 y 173. 

• Diarrea sanguinolenta. 
PatogCncsis. • Sind.romc urCmico hemolítico. 

• Colitis hcmorl'Bgica. 

Distribución gcosnífica. Mundial. 

Grupos de edad afectados. Todas las edades. 

~fodo de transmisión. •Alimentos contaminados. 
• flersona-pcrsona. 

~1ecanismo de patogcnicidad. Producción de citotoxinas (tipo Shiga). 

Periodo de incubación. 12-60 horas. 

• Excremento sanguinolento. 
Cuadro clinico. • SUH. 

• Trombocitopenia. 
• Anemia hemolítica microangiopi.tica. 

• Sorbitol. 
• Serologia. 

Diagnóstico de laboratorio. • ELISA. 
• Hibridación de DNA. 
• PCR. 

Tratamiento • Rehidratación oral 

Tomado de: Cravioto (8) .. (9) .. Lcvinc (33) .. Nataro (44). 

16 

'rESlS CON 
YALLh DE ORIGEN 



La subunidad A de las toxinas VT tiene un peso molecular de 32 kDa,, mientras que cada una de 

las cinco subunidades B ¡x>seen un peso molecular de 7.7 kDa. 

Rl receptor especifico de1 pentámero R de amhac; citntnxinac; es c1 g1ucolipidn 

globotriosilcerámido (Gb3), el cual posee Ja secuencia especifica Gal (a 1-4) Gar (J} 1-4) Gle-Cer. 

Una vez unidas con su receptor por medio del pentámero B, la subunidad A de VTl y VT2 se 

intemaliza mediante un proceso de cndocitosis. mediado principalmente por el receptor. En el 

interior de Ja célula la !=i.uhunidad A se de!=i.dohla (lOr acción proteolitica~ dando lugar a un 

fragmento Al que conserva la actividad enzimática de la citotoxina. Este frabYTnento interfiere con 

la unión de la aminoacil-RNAt de la subunidad ribosomal 60 s .. impidiendo la síntesis de proteínas 

al actuar sobre el factor de elongación. además provocan hemorragias en la mucosa intestinal 

dehido a la actividad citotóxica y como efecto secundario activan al sistema adenilato ciclasa~ 

incrementando al A1vt:Pc'6()'· 

El aislamiento de cepas EHEC se ha relacionado con la presencia de diarrea esporádica... de colitis 

hemorrágica o febril. de síndrome urémico hemolítico y de púrpura trombocitopénica en niños .. 

adultos y anciano~. La colitis hemornigica asociada a infección por cepas EHEC es un 

padecimiento autolimitado., caracterizado por diarrea de inicio brusco con dolor abdominal. Las 

evacuaciones liquidas se acompañan de una descarga hemorrágica., Ja cual semeja un sangrado de 

tubo digestivo bajo(A.9 ....... M>. 

El síndrome urémico hemolítico (SUH) es una de las principales causas de daño renal en niños. se 

define por la presencia de anemia hemolítica microangiopática., insuficiencia renal aguda y 

tromhocitorenia,, cuadro de diarrea aguda con sangTe. El daño renal se caracteri7.a por edema y 

desprendimiento de las células endoteliales del glomérulo. con coagulación intravascular y 

presencia de depósitos de fibrina'1t.9 >. 
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2.S.Escherichia coli adherenlr dif"usa (DAEC). 

Las cepas DAEC. son definidas por su patrón de adherencia difusa sobre cultivo de células HeLa o 

HEp-2; ha sido asociada con diarrea persistente en niños grandes, pero no en infantes. Además 

algunas cepas DAEC han estado involucradas en infecciones uropatogénicas<2•.2$). 

La familia DAEC aparece como un grupo heterógeneo de cepas de E.coli. las cuales pueden ser 

una clase evolutiva de EAEC. Por otro lado un subgrupo de cepas DAEC ha sido nombrado E.co/i 

enteropatógena adherente difüsa (DA-EPEC) porque contiene un homologo del locus de 

patogenicidad de Ja isla de, patogenicidad de adherencia y esfacelamiento (PAi) y exhibe 

propiedades patógenas c~ct~rísticas de las cepas de E.coli enteropatógena':!4~~>. 

Poco se conoce acerca c;I~, las características de patogenicidad de las cepas DAEC que inducen 

diarrea. Los únicos IactorC~ de . .,virulen·c·ia de las cepas DAEC que se conocen son sus adhesinas. 

-- - - - -- -

Las cepas DAEC expresan adhesinas AfaE'.",l:y:'AfaE-11, las Dr adhesinas y la adhesina fimbria( 

F1845. El ensamble estructural, de los,gene~ql1e codifican para las adhesinas Afa/Dr son similares 

en organización, formados por operones. -Son , cinco genes. los genes A al D, codifican proteínas 

accesorias. y son alta.mente conservados entre·Jos miembros de la familia, mientras que el gen E 

codifica para la molécula de adhesión<~.-~-""'--' 1 > .. ~ 

Las adhesinas Af"a/Dr median la adhesión bacteriana en el patrón de adherencia difusa a los 

cnterocitos y células epiteliales, por unión a un receptor común, el factor CDSS. una proteína 

reguladora del complemento. 

La asociación de las cepas DAEC y casos de diarrea se encuentra solamente en niños grandes. 

pero no en infantes. El riesgo de adquirir DAEC y sufrir diarrea incrementa con la edad desde 

año hasta 5 aftos cuando se presenta el mayor número de casos1ª·c;i 1• 
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El modo de adquisición de la infección de DAEC, no ha sido determinado. La mayoría de los 

pacientes infectados con DAEC tienen diarrea acuosa sin sangre o leucocitos fecales. 

2.6.Esclrericlria coli enteroagregativa (EAEC). 

2.6.1.Generalidades. 

EAEC es una causa importante de diarrea en niftos en paises subdesarrollados y ha sido 

paniculannente asociado con diarrea persistente (más de 14 días) como una causa de enfermedad 

y muerte. Estudios recientes implican a EAEC como una causa de infección por alimentos 

contaminados en países industrializados. 

EAEC es un patógeno enterico definido por su distintivo patrón de adherencia agregativo (AA) a 

un cultivo de células HEp-2. con notable agrupamiento de bacterias a las células y al vidrio. 

describiendo una configuración de ladrillos apiladost51• 

Los mecanismos de diarregenicidad de EAEC no están caracterizados, pero diversos factores han 

sido reponados; la adherencia es codificada en un plásmido de 60-65 MDa (designado pAA) el 

cual también codifica otros diversos factores de virulencia~ tabla 7. 

pAA codifica varios factores, incluyendo la fimbria de adherencia agregativa (AAF/I y AAF/11), la 

enterotoxina tennoestable de cepas enteroagregativas (EAST-1) y una citotoxina de 104 k.Da 

designada como Pet (plásmido codificador de la toxina) 0• 1• Además del plásmido pAA. algunas 

cepas de EAEC expresan otros factores de virulencia codificados sobre el cromosoma, incluye 

una mucinasa secretada de l 16 k.Da designada Pie (Proteína involucrada en la colonización 

intestinal), una hemolisina termolábil, una enterotoxina semejante a Shigel/a (ShETI), además de 

una proteína de 108 k.Da que induce lesión destructiva(40~01• 

EAEC exhibe un patrón de transmisión~ en el cual un plásmido de virulencia es adquirido y 

entonces se mantiene estable entre los descendientes de clonas, además la transmisión horizontal 

' - -
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Tabla No. 7 

Caracaeristicas principales de Esclrericlrla coli entero•greg•tiva. 

Estas cepas se caracterizan por su adherencia agregativa en 
cultivo celular y al vidrio en forma de ladrillos apilados. por la 

Características generales. formación de una biocapa de moco y toxicidad en la mucosa vía Ja 
elaboración de citolox.inas. 

Grupos somá.ticos asociados. 44. 86. 11. 125 y 126. 

Distribución scogr&tica. Paises subdesarrollados. 

Grupos de edad afectados. Niños menores. 

Modo de transmisión. Alimentos y agua contaminados. 

Periodo de incubación. 2048 horas. 

Mccanjsmo de patogcnicidad. Estimula la producción de moco. Produce la toxina. EAST. y las 
protcina.s Pie y Pct. 

• Diarrea intermitente y crónica. 
Cuadro clínico. • Diarrea predominantemente sc:crctora. acuosa y mucoidc. 

• Bajo grado de fiebre. dolor abdominal poco o nulo vónüto. 
• Las heces contienen moco y a menudo sangre. 

Duración habirual. ~14 dias. 

•cultivo celular Hcp-2. 
Diagnóstico de laboratorio. • Colony blot. 

• PCR. 

Tomado de: Cravioto (8). (9). Levine (33). (34). Nataro (44). (45). 
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del plásmido entre distintos b'TUJ>OS cromosomales también ocurre. El mecanismo para Ja 

transmisión horizontal es presun1iblemente la conjugación; se ha observado que el plásmido de 

AA es trans.misihle<l2 >. 

Sin embargo aunque la patogenésis de la infección de EAEC no esta completamente entendida .. se 

ha definido un gran número de características. 

1) Adherencia inicial a Ja mucosa intestinal y/o la capa de moco .. mediada por la fimbria de 

adherencia agregativa (AAFs) y quizá otros factores9 pueden facilitar la colonización inicial. 

TT) Tncremento e_n la producción de moco. fonnando una hiocapa de hacteria-moco en la ~uperficie 

intestinal. 

lll) Toxicidad en la mucosa. marcada por exfoliación de las células epiteliales. mediada 

presun1iblemente por la elaboración de citotoxinas .. figura 1<~44 .41• ... "'· 

En los hospederos malnutridos puede producir un síndrome. 

2.6.2.Histopatologia. 

Importantes indicios de la patogenésis de EAEC pueden ser encontrados por la examinación 

histopatológica de pacientes infectados y modelos animales. Las cepas de EA..EC incrementan la 

secreción de moco característico de In mucosa. con implantación de la hactcria en una hioca¡ia de 

bacteria-moco. 

El papel de el exceso de producción de moco en la patogenésis de EAEC no es claro. sin embargo. 

la fom1ación de una pesada biocapa puede ser relacionado con la diarregenicidad de EAEC y 

qui7.á, esta habilidad .sen la causa de la colonización pcrsi~tente y diarreaf .. J.'41:>. 

Además de la formación de la biocapa de moco característico .. muchas cepas de EAEC inducen 

efectos citotóxicos a la mucosa intestinal .. provocando una lesión destructiva. La lesión se 

caracteri7.a por acortamiento de Ja.e; vellosidades. necrosis hemornigica de la punta de lo~ vello~ y 

21 
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una suave respuesta inflamatoria con edema e infiltración mononuclear de la submucosa. se 

observa una arquitectura microveJJosa nonnal y no hay invasión a los enterocitos. además la 

adherencia de la hacteria no provoca ta lesión de adherencia y esfacelamientocn."-'A5J. 

La citotoxicidad inducida por EAEC es evidenciada por su único fenotipo. empieza con la ruptura 

de la monocapa de microvcllosidades con la pérdida de estas por fonnación de vesículas. seguida 

de el aclaramiento de el citoplasma apical y suhsecuentemente desarrollo de la vacuolización 

subnuclear y el núcleo asume una posición más apical dentro de las células; las células 

severamente afectadas muestran ruptura y exfoliación de Ja monocapa<01• 

Se ha reportado que la formación de vesículas de la membrana se debe a una severa 

polimerización de la actina en presencia de concentraciones elevadas de calcio intracelular';?x1
• 

Las cepas de EAEC tienen la habilidad de adherirse al intestino delgado (ID) y grueso (IG); una 

enterotoxina actúa sobre el ID e induce un estado de diarrea acuosa seguido por la colonización de 

el JG, con la elahoración de una citotoxina la cual puede provocar daño a la mucosa, es la posihle 

explicación de la diarrea con sangre observada en algunos niños infectados con EAEC'29,. 

2.6.3.Adherencia. 

El fenotipo de AA de las cepas de EAEC está asociado con la presencia de un plásmido de 

60MDa, el cual codifica para un pili que es de 2-3 nm de diámetro, designado fimbria de 

adherencin agresntiva (AAFn)~ también ao;;ocindo con la hemaglutinación (HA) de eritrocitos 

humanos'"º>. 

Los genes para AAF/I están orgnniz.ados en dos regiones del plásmido. separadas por 9kb . La 

región 1 contiene un grupo de genes requeridos para Ja síntesis fimbrial y ensamblamiento. 

incluyendo la suhunidad estructural de la fimhria. 
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El análisis de la secuencia nucleotidica de los genes de la región 1 sugiere que AAF/I es miembro 

de la f'amilia de las adhesinas Dr .. así llamadas porque median la adherencia al antígeno del grupo 

de sangre nr11
·"

1·-«·4 "J. 

La región 2 codifica para un activador transcripcional de la región de AAFll llamado AggR. el cual 

muestra homología con los miembros de la familia Ara C de proteínas de unión a DNA. 

Una segunda estructura fimbria!. designada AAFffi. la cual es diferente morfológica y 

genéticamente de AA.Fil .. ha sido identificada. 

La.-. fimbrias AAF/JI son de 5 nm de diámetro y e~tán arregladas en filamentos agrupados 

semirígidos. Los genes que codifican AAF/U son también organizados en dos grupos separados por 

12 kb. El análisis de los genes AAF/11 indica que cada uno esta relacionado con los genes que 

Codifican para Ja f'arniJia de )as adhesinas Dr'll.J 4
.
4

l 4-l-ISI• 

El análisis del DNA sugieren que AAF/I y AAF/11 están presentes en solo una minoria de las cepas 

y que la colonización intestinal parece estar mediada por uno o más de los diferentes antígenos 

ñmhriales. 

En algunas cepas de EAEC. la AA puede ser dada por otros factores diferentes de las fimbrias de 

AAF. Una proteína de membrana ex1erna afimbrial o una proteína de .38 kDa pueden ser 

respon~hles de la AA en alguna.e; cepa.e;'...,."'",· 

2.6.4.Propiedades bemaglutinantes. 

Las cepas de EAEC poseen actividad hemaglutinante y existe .. una relación entre la producción de 

la fimbria de adherencia agregativa y la hemaglutinación (HA). 

La HA es una importante propiedad de EAEC y se demuestra para varia.e; especies incluyendo 

humanos. ratas .. ratón y ovejas. pero no conejos(41
·"

11
• 
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La producción del pili AAFll.. demuestra una cercana correlación entre la posesión de esta 

fimbria.. la AA y Ja HA de eritrocitos. Múltiples hemaglutininas y receptores están involucrados en 

la HA J'Or F.AF.C .. comruestos que contienen ácido sialico rueden ser los rece)"ftores ~hre los 

eritrocitos y posiblemente en el intestino'4 ª·521
• 

2.6.5.Enterotoxin• termoestable de cepas enteroagrcgativas (EAST-1 ). 

Savarino et.al (44) estudiando el plásmido de la cepa. identificó un fragmento que codifica para 

una molécula de 41 kDa. homologa de ST. designado EAST-1. El producto de este gen. 'EAST-1. 

es una proteína de 38 aminoácidos la cual se caracteriza por cuatro residuos cisteinicos. en lugar 

de 6 residuos característicos de la ST de E.coli. ·El papel de EAST-1 en la secreción no ha sido 

bien detenninado<44
•
45 >. 

2.6.6.Plásmido codificador de la toxina (Pet). 

Los sobrenadantes de cepas de EAEC contienen una proteína de alto peso molecular de J 04 k.D~ 

que induce acumulación de fluidos y efectos citotóxicos. El gen que codifica para esta toxina. se 

ha designado Pet (plá.c;;mido codificador de la toxina). y ha sido clonado y secuenciado. Pet mostró 

ser un miembro de la clase de proteínas de autotransportc. un grupo de determinantes de 

virulencia de las bacterias Gram negativas. La familia de autotranspone toma este nombre por su 

único mecanismo de secreción .. en donde Ja secuencia señal es el aminoácido N-tenninal el cual 

dirige ta secreción a través del interior de la membrana y suhsecuentemente la JlOrción C-tenninal 

del precursor forma una estructura f3-barril en la membrana externa de la bacteria . La porción 

N-terminal de la molécula (también llamado dominio pasajero), se cree que es transponado a 

través del P-barril a Ja superficie celular. aden1ás Pet corresponde a la subfan1ilia característica 

que conserva una serin proteasa. 

Pet causa alteraciones en tas células l-IEp-2 .. altera el citoesqueleto .. induciendo contracción del 

citoesqueleto. perdida de la tensión de las fibras de actina y liberación de los contactos Cocales 

celulares del vidrio. seguido de un completo redondeamiento y separación de las células del . 

vidrio( 16.Za . ..so.4aJ_ 
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Las células redondas sugieren que Pet rompe el citoesqueleto o las proteínas del citoesqueleto y 

que es intemalizado por Jas células HE~2 y esta intcmalización parece ser requerida para Ja 

inducción de los efectos citopáticos. 

Pet es una toxina que altera el citoesqueleto y su actividad de proteasa juega un papel en los 

efectos citopáticos y enterotóxicos14111
• 

2.6.7.Protein• involucr•d• en la colonización intestinal (Pie). 

El gen que codifica para una proteína secretada de 116 kDa. esta localiz.ado en el cromosoma de 

EAEC. el cual es llamado pie y cuyo producto es la proteína Pie (proteína involucrada en la 

colonización intestinal). Esta proteína es una serina proteac;a cxtracclular la cual muestra actividad 

mucinolftica. resistencia al suero y de HA,, la cual puede ser representativa para Ja unión a la 

mucosa. La proteasa es sintetizada como un precursor t."Tande .. el cual es procesado durante la 

secreción por el mecanismo de secreción de autotranspone. El gen que codifica la proteína Pie 

tiene un alto nivel de similitud con lac;; ¡iroteina.c;; de la familia de autotranspone'27·.w ... ~•. 

Pie media la resistencia al complemento. pero este efecto es dependiente de la actividad de 

protea...c;.a de la protefna. Un papel más importante para Pie en la patogenésis puede ser su actividad 

en la degradación de la mucina. Pie esta envuelta en Jac;; eta¡iac; tempranas de la patogenési~ y má.c;. 

probablemente promueve la colonización intcstina1c~7 '. 

2.6 .. 8.Enterotoxina termolábil de alto peso molecular .. 

Una pr-oteína de 108 kDa secretada por las cepas de EAEC es una enter-otoxina termolábil .. la cual 

parece inducir no solamente efectos enterotóxicos. sino también daño al tejido. inflamación y 

secreción de moco. E.c;ta proteína e~ codificada en el pJá.c;;mido de virulencia pAA y tiene actividad 

cntcrotóxicn y quizá actividad citotóxica. Esta cnterotoxina puede jugar un papel im)Xlnante en la 

diarrea producida por EAEC'"'· 

26 
TESIS CON 

r,i'A- - . ··-F, I' ·"'fGEN r \.LLA tJ .... d rí..L 



2.6.9.lnft•m•ción intestinal. 

Los niños con infección por EAEC tienen inflamación intestinal. la cual es determ.inada por la 

presencia de marcadores inflamatorios fecales, estos marcadores incluyen Jactoferrina un producto 

estahle de neutTótilos y un marcador muy sensitivo para neutrófilos fecales, interleucina 8 (JL-8), 

una citocina de neutrófilos, e interleucina 

poli funcional< 11
•
4 '·'ª'. 

113 (IL-113). una citocina proinflamatoria 

El origen de estos factores inflamatorios sigue sin conocerse, aunque puede ser resultado de ta 

estimulación directa de la liberación de citocinas del epiteJio. La liberación es aparentemente 

mediada ror una proteína codificada cromosomalmente, tennoestahle~ de alto peso molecular<'·"º,. 

La relación entre la liberación de Il...-8 y los síntomas de la infección de EAEC no se conoce. Sin 

embargo, se sugiere un papel hipotético en la liberación de IL-8 en la diarrea causada por EAEC. 

La liberación de TL-8 de Ja.~ célula.~ epiteliales en rcsruesta a EAEC puede actuar como el primer 

paso en una cascada secretora para reclutar neutrófilos. Los neutrófilos en e1 epitelio intestinal 

liberan 5 .. -monofosfato adenosina,. el cual es convenido por una 5-nucleotidasa en la superficie 

apical de los enterocitos .. a adenosina,. un agonista para la secreción de cloruro( .. ~}. 

2.6.10.Caracteristicas clínicas. 

La diarrea de EAEC es caracterizada por la fonnación de un gel espeso de moco sobre la mucosa 

intestinal y por daño a la mucosa. La diarrea de EADC es predominantemente de naturalez.a 

secretora ~ acuosa y mucoide con un hajo grado de fiehre y con poco o nulo vómito .. la~ cepa~ se 

relacionan con diarrea intermitente y crónica (mayor a 14 días). 

Las heces contienen moco y a menudo san!:,'TC pero generalmente no tienen leucocitos 

polimoñonucleares (P~fN). Los síntomas encontrados son dolor abdominal .. vómito .. flatulencia y 

fichre';?'.44..){•J. 
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2.6.11.Caracteristicas epidemiológicas. 

En la diarrea por EAEC la estratificación de la edad revela que esta asociación es marcadamente 

dependiente de la edad y se ha aislado principalmente de infantes y niños pequeños aunque se 

::ougierc que niftos en la edad escolar y adultos ::oon también su!'>ceptihlcs00·:K>·61 >. 

Las características epidemiológicas como reservorios de infección .. rutas de transmisió~ estación 

del afio en Ja que predomina son aUn desconocidos .. aunque se supone que su fuente de transmisión 

sea ror alimentos y agua contaminados"' 1·4 '·'•:il. 

Sin embargo, se ha visto que la coloniz.ación asintomática por EAEC puede llevar a la 

malnutrición causada por un incremento metabólico demandado por la innamación intestinal. 

daño per.:;,istente en la mucosa dado por citotoxina.co o la presencia de una harrera de: absorción de 

nutrientes impuesta por la biocapa moco-bacteria'11·q>. 

2.6.12.Diagnóstico de EAEC. 

Las cepas de E.cali que causan diarrea en humanos constituyen un grupo heterogéneo de 

organismos que se distinguen en sus propiedades de virulenci~ epidemiología y asociación con 

enfennedad. 

Las técnicas que emplean biolo~a molecular han mostrado ser altamente ef'ectivas en la detección 

e identificación de E.co/i enteroagregativa. 

Su patrón característico de adherencia agregativa está asociado con la presencia de un plásmido 

grande. Estos plásmidos están estrechmnente relacionados con sus mecanismos de virulencia ; los 

genes que Codifican rara Ja fimhri~ relacionada COO la adherencia y !=OU enterotoxina tennoe!=Otah)e 

han sido identificados en estos plásmidos<.a..s.o,_ 
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Además de su papel en Ja patógenesis de la enfermedad diarreagénic~ fragmentos del gran 

plásmido han sido usados como sondas de DNA en el diagnóstico de infecciones causadas por 

EAEC. 

La prueba de diagnóstico de EAEC comúnmente usada. consiste de un fragmento del plásmido de 

las cepas EAEC. 

A principios de la década de los años 80 se comenzaron a usar técnicas de biología molecular 

empleando sondas de DNA que determinan secuencias especificas en el material genético que 

ponen de manifiesto fragmentos de DNA que codifican para una propiedad en especial. Los 

ensayos de hibridación se fundamentan principalmente en la característica de complementariedad 

que existe entre las cadenas de DNA de Jos ácidos nuclcicos12º1• 

La prueba de hibridación del DNA es un método alternativo para la identificación de EAEC y se 

ha encontrado que es especifica y sensible. 

Las reacciones de hibridación pueden efectuarse en: 

a) fase sólida como el colony blot. 

b) fase liquida como el PCR. 

La hibridación en fase sólida se. realiza sobre una membrana o filtro de nylon o de nitrocelulosa. 

pudiendo ser Ja mues~ DNA de una colonia que se coloca directamente en el filtro. El 

microorganismo se lisa y el DNA es desnaturalizado por la adición de NaOH y fijado al soporte 

sólido con luz U.V .• la membrana es prehibridada con un DNA heterólogo. para evitar las uniones 

inespecificas de la sonda a la membrana. Después de la hibridación con la sonda marcada (no 

radiactiva) con digoxigenin~ los filtros se lavan a diferentes temperaturas determinadas por las 

condiciones de restricción de la reacción y las colonias que tienen el gene se identifican 

colorimetricamente(20>. 

En el procedimiento de hibridación en íase liquida tanto el DNA molde como la sond~ se 

encuentran libres y en movimiento. aumentando la probabilidad de que las secuencias 
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complementarias se alinien y se unan. La hibridación en solución se efectuará de 5 a 10 veces más 

rápido que en fase sólida. 

Un ejemplo de esta hibridación es la PC~ en donde se realiza in vitro el proceso de replicación 

del DNA. Está basado en la acción de la polimerasa que como se sabe es la enzima que dirige la 

síntesis del DNA. y desde una cadena simple de DNA sintetiza la complementaria. Para ello 

necesita al menos una pequefta fracción de cadena doble de DNA para iniciar la síntesis. Esto se 

hace posible, si se pone una pequeña fracción de oligonucleótidos que sean complementarios de 

una porción. se unirá después de la desnaturalización de la doble cadena y mediante el crecimiento 

hacia el extremo 3~ del DNA por Ja unión de los nucleótidos correspondientes suministrados y a 

través de la acción de la polimerasa se hace la amplificación del fragmento dcscado'w·~"J. 

En esencia un ciclo de amplificación está constituido por tres etapas que se hacen a temperaturas 

distintas. La primera etapa consiste en la desnaturalización del DNA. separándose las cadenas por 

ruptura de los enlaces de hidrógeno a temperatura de 95°C. La segunda reacción consiste en la 

hibridación de estas cadenas con los denominados oligonucleótidos. iniciadores o primers. que son 

fragmentos complementarios que se van a unir a cada una de las dos cadenas separadas del DNA. 

Para ello se baja la temperatura y las condiciones serán tales que se facilita la unión de los 

iniciadores a las cadenas. esta reacción suele hacerse alrededor de 50 y 60ºC. La tercera etapa se 

efectúa a los 72ºC. temperatura a la que. la polimerasa lleva a cabo su acción. concretamente la 

Taq DNA polimerasa que va a actuar uniendo los diferentes nucleótidos complementarios en el 

orden que le va indicando la cadena que actúa como molde<lo.~41• 

Para llevar a cabo Ja reacción se debe de aponar: el DNA a copiar o amplificar. denominado DNA 

molde. los iniciadores. que se hibridaran a las cadenas simples de DNA. grandes cantidades de los 

cuatro desoxinucleótidos trifosfatos necesarios para que el DNA se amplifique (dATP. dCTP .. 

dGTP y dTTP) y la Taq DNA polimerasa. 

Una vez que se ha sintetizado in vitro una secuencia de DNA. esta se debe reconocer. Para 

detectar el producto se ponen los fragmentos en un gel de agarosa en el que haremos que se 
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desplacen mediante electroforesis. Para visuali7.ar el DNA en el gel se le aftade bromuro de etidio 

que fluorece con luz ultra.violeta. Se utilizan controles de peso molecular conocidos que penniten 

reconocer los fragmentos sintetizados. En todos los casos se deben de incluir controles negativos y 

positivos<"'. 

La técnica de PCR pennite un diagnóstico más rápido de EAEC. además de ser altamente sensible. 

Otra técnica, la "prueba de oro" para distinguir EAEC. es el ensayo en células HEp-2 en donde las 

bacterias son incubadas por varias horas sobre una monocapa de células HEp-2. posteriormente las 

células son tei'lidas y se examina la adherencia bacteriana. Las cepas de EAEC son caracterizadas 

por su único patrón de adherencia a células HEp-2. la bacteria aparece como agrupaciones de 

ladrillos apilados Jos cuales se adhieren a las células HEp-2 y a Ja cubiena del vidriot.w.4~ 1 • 

Un esquema de tres pasos para la identificación de EAEC que puede ser práctico para el 

laboratorio clínico , en el primer paso, cultivos de toda la noche de las muestras son probadas por 

el método de PCR.. en el segundo paso, solo las muestras las cuales fueron PCR positivas pueden 

ser analizadas para la identificación de la cepa, esto puede ser por pruebas como cultivo celular o 

Ja prueba de colony blot. El tercer paso debe incluir la identificación de las especies por pruebas 

bioquímicas a las colonias positivas, esto puede ser seguido por la determinación del antígeno O y 

H(1'>. 
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11 • .JUSTIFICACIÓN. 

E. co/i es una bacteria de flora nonnal que puede tener clonas patógenas capaces de causar daño .. 

que han sido agrupadas en seis grupos de los cuales se sabe de la presencia de ETEC. EIEC. 

EPEC~ EHEC en México pero hay poca infonnación con respecto a Ja situación epidemiológica de 

EAEC. por otra parte se desconoce el cuadro clínico, la edad, sexo y áreas geográficas en donde 

se encuentra el mayor número de casos. 
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Ill. OB.JETIVO GENERAL. 

Demostrar Ja presencia de E.coli enteroagregativa en la población mexicana que presenta 

diarrea, empleando para esto técnicas de Biología Molecular para conocer su papel en la etiología 

de las diarreas. 

IV. OB.JETIVOS PARTICULARES. 

1. Comparar las técnicas moleculares colony blot y PCR con la prueba de referencia. cultivo 

celular para valorar su utilidad clínica. 

2. Determinar cual es la edad más afectada. 

3. Determinar cual es el género más afectado. 

4. Establecer los signos clínicos mas frecuentes en la diarrea por Escherichia coli 

enteroagregativa. 

S. Saber su frecuencia estacional. 

6. Conocer su distribución geográfica 
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V .J\IATERIAL 

•:• Material biológico. 

*E coli HI0407 

•F..cnli 25 611 

*Shigel/aflcxnery. 

*E.coli pMs207 

*F..cnli 01 S7:H7 

*E.coli 22 254. 

•una botella confluente de células HJJ:p-2 

•:• Medios de cultivo. 

• Agar base sangre (BAB). 

•Medio MF.M sin suero f'etal de bovino y sin penicilina e._c;fTeptomicina (PF.S). 

*Caldo de soya tripticaseína (TSB). 

•:• Material. 

•Membrana de nitrocelulosa.. 

•tJna placa de cultivo ce1u1ar de 24 pozos estéril con un fragmento de cuhreohjetos. 

*Tubos de 16X ISO con 3 rnL de TSB con 0.S mL de D-rnanosa. 

*Tubo No. I del nefelórnetro de Mac Farland (NFM). 

•cubreboca. 

*Microtuhos de 1.S, 0.S y 0.2 mL. 

*Micropipetas de 200, 20 y 2 µL. 

*Guantes. 

*J\.1aterial de vidrio~ el usual en un laboratorio de Bacteriología Médica. 

•!• Reactivos y soluciones. 

*NaOH. 

*Tris ba.c;e y Tris hidroclorado. 
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•cloruro de sodio. 

• Acido clorhldrico. 

•Cloruro de magne~io. 

*Dodecil sulfato de sodio (SOS) 

•N .. Jaurilsarcosina. 

•Leche descremada. 

•sonda marcada con digoxigenina. 

•Anticuerpo antidigoxigenina. 

*Nitroazul de tetrazolio 75 mg/mL (NBT) 

•5-bromo. 3-cloro indoilfosfato 50 mg/mL (DCIP) 

•Solución Salina fisiológica estéril. 

*PBS estéril. 

•Metanol absoluto. 

•colorante de Giemsa. 

*Enzima T3.q polimera.~ 

*MgCI,. 

*Regulador de la enzima 

*dNTP~s (adeni~ timi~ guanina,, citocina). 

•Iniciadores. 

*Agarosa tipo ll. 

•solución Tris Boratos EDTA (TBE) lX. 

*Bromuro de etidio. 

-:- Equipo. 

•Incubadora Tlielco a 37°C. 

*Raño Maria Rlue M. 

*Agitador orbital Lab-Line. 

*Balanza analítica CHYO. 

*Horno de luz U.V. Gene Linker. 

•Microscopio hinocular invertido Carl Zei~s. 
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•campana de flujo laminar Labconco. 

•incubadora de C02 VWR Scientific .. 

•Pipeteador automático Pipet -aid. 

•Tennociclador Perkin Elmer. 

•Microcentrifuga Hennle. 

*Agitador magnético Coming .• 

•Horno de microonda.e; Ciold~r. 

*Potenciometro Corning. 

•Fuente de poder Bio Rad. 

*Camara de electroforesis Bio Rad. 
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VI. METODOLOGIA. 

En este estudio se seleccionaron 748 cepas aisladas de personas de cuadro clínico de diarrea,. de 

Enero a Diciembre del 2001, los cuales previamente fueron negativos en la hibridación para los 

grupos ETEC, EIEC, EPEC y EHEC. Se incluyeron muestras que tenian encuestas con 

información completa como: edad. sexo. lugar de procedencia y cuadro clínico. 

6.1. Colony blot. 

Las cepas de trabajo se sembraron en agar BAB utilizando una cuadrícula para organizar las 

colonias, sembrando en los 6 últimos lugares los controles positivos y negativosc'~1• 

Después se colocaron sobre las placas membranas de nylon y se incubaron a 37ºC durante toda la 

noche. figura 2. 

6.1.1.Lisis. 

Las colonias adheridas a las membranas de nylon se lisaron con NaOH 0.5 N durante 15 minutos 

con las colonias hacia arriba. Posteriormente las membranas se saturaron con Tris 1 M pH 8.0 y 

posteriormente con Tris 1 M pH 8.0/NaCI 1.5 M durante 10 minutos cada proceso con la finalidad 

de neutralizar. 

Después las membranas se enjuagaron en una solución de SSC 2X~ se transfirieron a un papel 

filtro y se secaron a temperatura ambiente. Por último se colocaron en un horno de luz U.V para 

fijar el DNA y se guardaron en bolsas de plástico hasta la hibridación. 

6.1.2.Hibridación. 

Para realizar el proceso de hibridación se agregaron :?..5 mL de solución de prehibridación para 

bloquear la membrana donde no hay DNA bacteriano y evitar uniones inespecificas; y se 

incubaron a 65ºC por 1 hora en bai'io de agua con agitación .. con el DNA hacia arriba. 

Aproximadamente 20 minutos antes del término del tiempo de prehibridación. se preparó la sonda. 
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Sembrar las cepas en agar BAB. 
colocar las membranas de nylon 
sobre las placas e incubar a 37°C 

toda la noche. 

i 
Lisar las colonias utiliz.ando 
NaOH 0.5 M y neutralizar el 

proceso con Tris l .OM pH 8 y 
Tris 1.0 M pH 8/NaCI 1.5 M. 

~ 

1 Enjuagar con SSC 2X 1 

+ 
Transf"erir las membranas a papel 
filtro. secar. fijar en horno de luz 

U.V. 

C: Hibridación. :::::> 

Adicionar 2.5 rnL de la solución de 
prehibridación e incubar a 65"C por 1 

hora. 

¡ 

Retirar la solución de prehibridación y adicionar 2.5 
rnL de la sonda. incubar a 6S"C durante toda la noche. 

Revelar utilizando 
NBTyBCIP. 

Figura 2. Técnica de Colony bloL 
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Se puso la sonda en un tubo cónico con 6 mL de la solución de prehibridación. Los tubos se 

colocaron 15 minutos en baño de agua a ebullición y luego se pasaron a hielo durante 10 a 15 

minutos. 

Las membranas se· ret.iraron·del b~Ó.~de:·.~~.~::s~.:~e.nlO~i~ Ja solución de prehibridación y se 

agregaron 2.5 mL de la sonda. El proceso. de.~hibridación se llevó a cabo a 65°C en baño de agua 

con agitación por 24 horas. 

Al día siguiente las membranas se sacaron ·de J~·, bOls'a-·de plástico, guardando la sonda para ser 

reutilizada. 

Las membranas se colocaron en cajas de plástico y se les adicionó solución de lavado hasta 

cubrirlas, se incubaron a 6SºC .. durante 15 minutos, se eliminó la solución anterior y se repitió el 

paso anterior. 

6.t.3.Revelado de la rnembrana. 

Después las membranas se enjuagaron en solución A y se agitaron un minuto, posteriormente se 

transfirieron a cajas Petti con solución B durante 60 minutos con la finalidad de bloquear los sitios 

donde no se unió la sonda. Posteriormente se colocó la membrana en solución B con J .S µL de 

anticuerpo antidigoxigenina conjugada a fosfatasa alcalin~ incubando 30 minutos en agitación, 

llevándose a cabo la unión del anticuerpo a la sonda marcada con digoxigenina 

Se lavó el filtro con solución A agitando IS minutos, se eliminó la solución anterior y se repitió el 

paso anterior. Después se enjuagó el filtro en _._solución. C por 1 minuto, proporcionando pH 

alcalino, que es el pH óptimo de la enzima. además se adicionó el cofactor (MgCb). 

Finalmente se colocó la membrana en solución C adicionando 45 ~L de NBT y 35 µL de BCIP y 

se dejó incubando a temperatura ambiente protegido de Ja luz hasta aparición de color''•>. 

6.2.Pruebas de adherencia a cultivo celular HEp-2. 

El ensayo de adherencia se realizó utilizando la línea celular HEp-2 de acuerdo a la técnica de 

Cravioto modificada. referida por Levine y cols (34). considerando la preparación del inóculo 

bacteriano y del cultivo celular en microplaca., la inoculación de la monocapa celular y el tipo de 

adherencia9 figura 3. 
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Cultivo celu .. r. 

Tri~inizar una bolella 
cuúluente de células H~2. 

Hacer cuenta viable con azul 
tripano y ajustar suspensión 

celular a 1.2XlO'célubs/mL. 

Adicionar lmL de la 
suspensión cclular a cada pozo 
de la microplDc.a de 24 poza¡ 
con cubrcol?ictos en el fondo. 

Incubar por 24 homs a 3"1""C 

Eliminar medio de cultivo y 
lavar dos veces con medio. 
poner J mL de M-199 sin 

suero f"ct:al de bovino y sin PES. 

Incubar 3 horas a 3"rCICO, al So/D. 

Eliminar medio con bacurias y hacer 6 
lavadas con 1 mL de PBS estiril. 

Cultivo bacleri•no. 

Sembrar las t.cterias ISl tubos 
con modio TSB con D-manosa. 

1ncubar por 24 horas a 3"'rC. 

Ajustar el cultivo t.c:lcriano en 
medio TSB a la conccrmación 

del tubo 1 del NMF. 

Hacer una dilución 1 :20. 

lnocul..- la microptaca con 
500 ¡.al de la suspensión 
ajustam a1 cada pozo. 
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Realizar tinción de Giemsa.. montar en resina 
y obsen.-ar a inmersión. (AA. LA. DA). 

Figura 3.Técnic. de adherenci• en culti"'º de cilul•s HE~2-
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Primer día. 

6.2.l. Preparación del cultivo celular en microplaca .. 

A panir de un cultivo de células HEp-2 con 100'}~ de confluencia se realizaron los microcultivOs 

celulares en una microplaca de 24 pozos con una cuenta celular de 1.2 X tos ó t06células/mL. Se 

adicionaron 2 mL de Ja suspensión celular a cada pozo de la microplaca y se incubó por 24 horas a 

37"C. 

6.2.2.Preparación del inoculo bacteriano. 

Se sembraron las cepas de E.coli. 22254 (testigo positivo) y los testigos negativos en .3 rnL de TSll 

con D-mano~ (17º/n) y se incuharon JXlf 24 hora.e; a 37°C para obtener un cultivo en fa.coe 

logarítmica indispensable para la realización del ensayo de adherencia. 

Segundo día. 

6.2.3. Preparación del culti,.·o celular en microplaca .. 

Después de 24 horas de incubación. la microplaca se lavó dos veces con Solución Salina 

Fi•inlógica e.iéril (SSF) y se le adicionó 1 mL de medio MEM •in •uero fetal de bovino (SFB) y 

sin penicilina estreptomicina (PES) y se realizó un análisis de confluencia antes de proceder con la 

inoculación de la monocapa celular. 

6.2.4.Prcparación del inoculo bacteriano. 

Cada cultivo bacteriano se ajustó a la concentración del tubo 1 del Nefelómetro de Mac Farland 

(NFM) con medio TSB y se hizó una dilución 1 :20 (50 ¡tL de Ja solución y 950 ¡tL de TSB). 

6.2.S.Inoculación de la monocapa celular. 

Se inocularon por duplicado 500 µL de la suspensión bacteriaoa ajustada a cada pozo de la 

mic.rop1aca con el cultivo celular con 70-90~/o de confluencia. 

Se incubó a 37ºC por 3 horas en atmósfera de CO, al 5%. 

41 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



Pasado este tiempo se hicieron 6 lavados con 1 mL de PBS estéril y se adicionó una gota de 

metanol absoluto y se realizó la tinción de Giemsa. Se examinaron microscopicamente con aceite 

de inmersión y se clasificaron de acuerdo a los tres tipos de adherencia: localizada (LA)9 difusa 

(DA) y agregativa (AA). 

6.3.PCR. 

Las cepas de E.coli fueron estudiadas por 1;. reacción en cadena de Ja polimerasa (PCR) para 

detectar el plásmido para EAEC. paia el gen específico de Ja fimbria de adherencia agregativa I 

(AAF/I). 

La técnica de PCR fue usada para ~pÚficar el fragmento de el gen aagA-1 y aagA-2 el cual 

codifica para AAF/I localizado, e1,1tre los:'nucleótidos 55-72 y 506-523 respectivamente, usando 

dos iniciadores con las siguientes secuencias de oligonucleótidos, 5"-TTAGTCTTCTATCTAGG-3 

y 5'·AAATTAATTCCGGcATGG~"3 

6.3.1.Preparación de. la muestra., 

Cada cepa se se~,bró,~~rt.Pí~ca~(,de- medi~-BAB por estría-cruzada y se incubaron a 37ºC por 24 

horas. 

Cinco colonias aisladas.se res~spendieron en 200 µL de agua destilada. filtrada y estéril. 

Los tubos se sometieron _a ebullición en baño maria por un período de 15 minutos y después se 

colocaron en bai'io de hielo hasta su procesamiento. 

6.3.2.Condiciones de amplificación 

Por separado en un microtubo de 0.2mL para cada muestra se preparó la mezcla de reacción que 

cotcnía 1 O µL de agua. 2.5 µL de regulador de la enzima (Tris pH 8.3), KCJ 500mM, gelatina 

0.1 % p/v). 2.5 µL de MgCh (25mM) .4 µL de dNTP's (1 µM). 1 µL del iniciador 1 y 2 dilución 

1 :320 (15.6 pmoVµL) y 1:40 (125 pmoVµL) respectivamente, con 1 µL de Taq polimerasa (5U/µL) 

y se Je adicionaron 3 µL de DNA (J.5XlO' bacterlas/mL). Se homogenizó y centrifugó cada uno 

de Jos rubos. tabla 8. 
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Tabla 8. Condiciones en que se realizó la PCR. 

Reactivos. Concentración. 
Agua. -
Regulador. IOX 
MgCh 25mM 
dNTP's lµM. 
Iniciador 1. 15.6 pmol/µL 
Iniciador 2. 125 pmol/µL 
Taq polimerasa. 5U/µL 
DNA. 1 X 1o•uFC/mL 
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Volumen '"L). 
10 

2.5 
2.5 

4 
1 
1 
1 
3 
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La mezcla fué amplificada con el siguiente programa de PCR: 1 ciclo de 94ºC por 1 min. 30 ciclos 

de 94ºC por 25 seg. 54ºC por 30seg. 72°C por 1 min con una eA"tensión final de 72°C por 3.5 min. 

6.3.3.Análisis del producto. 

Los productos de DNA amplificados fueron revelados por electrororesis en geles de agarosa (2% 

p/v) conteniendo 20 µg de bronturo de etidio. 
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VD. RESULTADOS. 

Un total de 748 cepas de E.co/i aisladas de pacientes con diarrea., durante el afto 2001; las cuales 

fueron previamente negativas en la hibridación para los grupos ETEC. EPEC. EIEC y EHEC 

fueron sometida.e; independientemente a Ja.e; rrueha.c; de hihridación en fa.c;e sólida, el ensayo de 

PCR y la prueba de adherencia en cultivo de células HEp-2. 

De las 748 cepas probadas sólo 166 fueron positivas por Colony blot (22.2%) y 47 cepas rueron 

positivas para el ensayo de PCR (6.3%) y 105 (14%) para la prueba de adherencia en cultivo de 

célula.e; HEp-2. estos resultados se muestTan en la tahla 9. 

En la figura 4. se puede observar una de las membranas de nylon que se hibridó con la sonda 

derivada del plásmido pAA. elaborada para el gen aggA que codifica para AAFfl; aqul se 

ejemplifican muestra.e; y testigos positivos y negativos respectivamente. 

En la figura 5. se pueden observar los productos de PCR derivados de las cepas de E.coli. en 

donde se observa Ja banda de amplificación de 630 pb que corresponde a las cepas de E.co/i que 

fueron positiva.e;. 

En la tabla 10 se presenta la comparación de los resultados obtenidos en Ja hibridación en fase 

sólida y en el ensayo de PCR: 24 (3.3%) cepas colony blot positivo-PCR positivo. 22 (3.1%) 

cepas colony hlot negativo-PCR positivo, 141 (18.9%) cepa~ colony hlot positivo-PCR negativo y 

560 (74.9%) cepas colony blot negativo-PCR negativo. 

Se aplicó el teorema de Bayes. a los datos obtenidos en colony blot y PCR comparando cada 

método con la adherencia en células HEp-2 que es el estándar de oro, el cual nos permite calcular 

el valor de predicción de una prueha positiva y de una prueha negativa M>hre la sen!!tihilidad y 

especificidad diagnósticas, para valorar la utilidad clínica de una prueba de laboratorio. 

mostrándose los resultados en las tablas 11 y 12. 
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Tabla 9 .. Número de cepas posith·as y negativas en Colony blo'1, PCR y células HEp-2 .. 

j Prueba molecular/No.cepas .. 
1 

POSITIVAS. NEGATIVAS. TOTAL. 

1 Adherencia en células HEp-2. 
1 

105 (14%). 643 (86%) 748 (100%) 

1 Colony blot. 
1 

166 (22.2 %) 582 (77.8) 748 (100%) 

·PCR. ! 47 (6.3%) 701 (93.7%) 748 (100%) 
1 

PCR: reacción en cadena de la polimerac;a 

T·i7cil('I COf\l J.:J¡J i) , .J~ 
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Fh:.ura 4. '.\lemhr~111a de n~·lon con l>.:"'A dl• ccpns de E .... c.:l1t.:ric:ltit1 coli .sornctidns 
a hibridaciiln (.•n f:t~c ~úlid:t. 

t .-Cla,·c que indica el grupo que esta siendo hibridado y fecha_ :.-E.c:oli positi\'a al k?!"UPO 
EAEC. 3.-l.-.coll ncgati\·a ni grupo EAEC. 4.-Testigo pusiti,·o para la cepa EAEC. 5.-Testigo 
negativo parn In. ccpn E . .\.EC. 
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pb 2 3 4 5 6 7 8 9 JO 11 12 13 

l 078 ---llC:: 
872 

603 -630pb 

Fi~ura 5. Productos amplificados de PCR. en cepas de Escherichia coli aisladas de pacientes 
con diarrea. 

Carril 1.- Marcador de peso molecular Fago Fi 174. carril 2.- Cepa 22 254. testigo positivo .. carril 
3.- Testigo negativo. carril 4-13.- Cepas aisladas de casos de diarrea. 
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Tabla JO. Comparación entre Colony blot y PCR. 

Colony blot Colony blot Total. 
nositivo. neeativo. 

PCR positivo. 25 (3.3%) 22 (2.9%) 47 (6.2%) 

PCR negath·o. 141 (18.9%) 560 (74.9%) 701 (93.8%) 

Total. 166(22.2%) 582 (77.8%) 748 (100%) 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa. 
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Tabla 11 .. Datos obtenidos por Colony blot., a los cuales se les aplicó el teorem• de Bllyes .. 

Colony blot posith.·o. 

Colony blot ncgath-·o. 

Total. 

Sensibilidad 
Especificidad 

62% 
84% 

Cultivo celular 
oositivo .. 

65 

40 

105 

so 

1 
Cultivo celular TotaL 

neeativo .. 

1 
101 166 

542 582 

643 748 



Tabla 12. Datos obtenidos por PCR. a los cuales se les aplicó el teorem• de Bayes. 

1 

! PCR positivo. 

j PCR negativo. 

1 Total. 
1 

Sensibilidad 
Especificidad 

1 

1 

1 

1 

Cultivo cclu1ar 
E:Ositivo. 

38 

67 

105 

36% 
99% 

1 
Cultivo celular 

1 
Total. 

nec:ativo. 

1 
9 

1 
47 

1 
634 

1 
701 

1 
643 

1 
748 
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La estratificación de la edad en la población estudiada reveló una distribución dependiente de la 

edad (tabla 13 y figura 6): EAEC fue significativamente mas frecuentemente aislada de niilos 

menores de S aflos. y mao; notorio en niños menores de 2 arios (tahla 14 y fi!;,~ra 7). 

Con respecto a l~ presencia de E.co/i enteroagregativa en hombres y mujeres~ es ligeramente 

mayor en los hombres (0. 7%); estos resultados se muestran en la tabla 15 y figura 8. 

Los síntomas encontrados entre Jos pacientes de EAEC fueron: la diarrea liquid~ seguida de la 

diarrea pastosa; en algunos casos hubo vómito y deshidratación.,. estos resultados se muestran en la 

tahla 16. 

La prueba de adherencia tiene alto nivel de especificidad y es considerada la prueba de referencia 

o estándar de oro por lo que es recomendada para ser usada como una prueba de confinnación 

definitiva., es la prueha de referencia para la.e; pruehas moleculares; en la tahla 17 .. se pre~ntan lo!'O 

diferentes efectos de adherencia observados. con base a Jos patrones de adherencia y a los datos de 

las pruebas empleadas . 

• La figura 9. muestra el testigo negativo en el cual no se observó patrón de adherencia.. la figura 10., 

ejemplifica el efecto de adherencia agregativa., en donde se apreció a las bacterias fonnando 

agregados en fnnna de ladrillo~ apilado~ que ~e adhieren a las célula.e; HEp-2 y al vidrio., 

característicos de este grupo patógeno. 

La figura 11 corresponde a el efecto de adherencia difusa que se caracterizó por Ja presencia de 

bacterias adheridas a todo el citoplasma celular y la figura 12. a el efecto de adherencia localizada 

en donde las hacterias se adhieren en forma de microcolonia.o; a la.o; célula.o;; epiteliale!=>. 

Por otra parte en la figura 13 se observa que en los meses de Marzo y Octubre son más frecuentes 

los casos de diarrea por EAI!C. 
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Tabal 13. Distribución de Escl1erichia coli enteroaarec•tiva por edad. 

T ... L 
1 (E0d0~~-l 1 CB+PCR+ : CU+PCR+ 1 CB-PCR+ C~PCR+ CB+PCR· CB+pCR. CB-PCR· CO..PCR-

.,,. CC+ 1 ce- CC• ce- ce+ CC- CC+ CC-

~l ==~O-=-~s===:===1:2:===~===~1==----1~0'::_'::_'::_:'::.'::.'::.'::.-5~---_-_-:;_-_-_-~2~1_-_-~~~-----~-=5~8===~===~124===:==22~7~=2~_-_-_-;_-_-~~3~9~3:;_==~ 
1 6-10 o o 1 o 1 8 ., 53 65 

11-15 
1 ! 16-20 
i i 21-2S 

1 26-30 ! 
'-~1-3~ 

36-10 1 

2 1 o 
1 o 
2 o 
o o 
2~-~--=º-o 

1 o i o 
1 o ! o 
1 o l o 
1 o 1 o 

o o 
o 

~-!_!_-'~S~-'--~º-----~---i---------o o o 
~~O O o o o 

SI-SS o o o 

! 
! 

i 

6 
o 
4 
1 
o 
o 
1 
2 
o 

, S6-60 O O o o o 
, ___ 6J-6S ! º------- o o o o 
-¡¡(¡.70 -¡- o 1 o o o 

-
1 6 1 1 1 43 1 58 
! 5 1 o 1 17 1 23 

1 

_ _, 
1 1 1 1 15 1 23 
1 _, 1 1 ' 14 i 19 

4 o 9 IS 
3 o 12 17 
1 o 7 9 

o s 8 
2 7 11 
o 1 s 6 
o o _, 3 
o 2 3 6 

~ __ ]J..:_75 : --0---,===~======-----=---,----=--+--~~--+---=---+--0--+--~--+--=C-.---j 
__ 76-80_~--º---------~-----~--5----------------~------; 

o o 2 2 
o 3 4 

o o o 
o o o 

s/d 2 4 1 
~-T~~;-- 23 42 2 15 7 

Cl3: colony blot. 
PCR: reacción en cadena de Ja polimerasa. 
CC: cultivo celular con adherencia agregativa. 
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~ 
¡:¡ 
~ 

60 

1?-'.J 
so %~~ ....... 

}{ 
40 

30 

20 

JO 

O_jl_,,_jl_.JlLT,-1E'i~J_T¡_j~::¡it:~,:IE:=i:=ilE:~1 :1!t=,~lt:~,::IE':.~loc:T¡""'c:::::i1.:T,""'"""~ 
0-5 11-l!'i 21-25 31-35 41-45 51-55 61-65 71-75 

6-10 16-20 26-30 36-40 46-50 56-60 66-70 76-80 

Edad (años). 

fo~igura 6. Distribución por edad de los pacientes con diarrea cauuda por EAEC .. 
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Tabla 14. Distribución de Escherichia co/i enteroagregati'\·a de los pacientes de 0-S •ftos de edad .. 

I Edad (afh~) j CB~~~+ I CB~~R+ 1 CB-PCR+ CB-PCR+ 
CC+ CC-

1 7 1 5 2 
2 1 o 3 3 
3 2 o 1 o 

"' 2 o 1 o 
5 o o o o - Tutul. 12 1 10 5 

CB: colony blot. 
PCR: reacción en cadena de Ja poJimerasa. 
CC: cultivo celular con adherencia agregativa. 

55 

CB+PCR-
CC+ 

12 
6 
o 
1 
2 

21 

CB+PCR- CB-PCR- CB-PCR- T-L 
CC-

20 
16 
14 
4 
4 
58 

ce+ ce-
9 136 192 
2 63 94 
2 32 51 
1 24 33 
o 17 23 
14 272 393 
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~ ::i• 

'J 
~ 1!' 

EJ:iJ fmio .. ) 

Fi:;:ura 7. Oistrihucitin de frccuC"ncin de diurn."n causndn por EAEC 
en p:1cicntt.ªS de 0-5 nitos. 
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Aes. 
:nero. 

'ebrero 

.fat7.o. 

i.bril 
'1ayo 

uho. 
.gosto. 

eptu:mbrc 

>ctubre 

!ov1crnbrc 

>iciembrc 

·otal. 

Tabla l5e Distribución de Escherlchla col/ enteroaa;::regativa según el seso del p•ciente. 

CB+ PCR+ CB- PCR+ CB+ PCR- CB- PCR-
Masadino. Femenino ~1asculmo Femenino. l\ltasculino. Femenino Masculino. Femenino. 

1 1 2 3 2 o 2 2 
o o o o o o o o 
o 1 4 1 6 4 2 1 
2 1 o 1 o 2 3 3 
o o o o o o o o 
2 2 1 1 1 2 1 o 
1 2 o 1 4 4 1 o 
2 o o o o o o o 
o 1 1 o 5 6 o o 
2 3 o 1 1 2 7 1 
o 2 1 1 o o 1 1 
o o o o o o o o 
JO 13 9 9 19 20 17 8 

Nota: los resultados que se presentan en esta tabla son cultivo celular con adherencia agregativa .. 
CB: cofony blot. 
PCR: reacción en cadena de la poli1nerasa. 

Masculino 
Femenino 

55n4s (7.35%) 
son4s (6.68%) 

SO/SS (0.7%) 

S7 

Total. 
13 
o 
19 
12 
o 
JO 
13 
2 
13 
17 
6 
o 
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<~• 

"º 
.....: 41t 
~ e ~(I 
~ z. :!O 

111 

ti 
'.\1;i!'cu11no Fctncnino 

Sexo. 

Fi~urH 8. Distribución d(' E..-'\EC Sl'~lu1 
el ~éonero d('l pach.•nH·. --
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Tabla 16. Frecuencia de Eschericllia co/i entero•greu:•tiv• por signos clfnicos. 

Pruebas/signos clínicos. Diarrea liquida. Diarre. pastosa. 
n: número de acientes con EAEC 

Colony blor positivo. PCR positivo y 
cultivo celular positivo. 20 2 

Colony b1or negativo. PCR positivo y 
cultivo celular positivo. 

Colony blot positivo. PCR negativo y 

13 

cultivo celular positivo. 33 

Colony blot negativo. PCR negativo 
y cultivo celular positivo. 

Total. 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa. 

21 

87 

59 

Vómito. DeshidraUción. 
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Tabla 17. Efectos de adherencia para Escherichia coli. según las técnicas moleculares empleadas. 

Prueba/Adherencia. Agregath·a Difusa. 

Colony blot positivo y 23 2 
PCR positivo. 
Colony blot negativo y IS 1 
PCR positivo. 
Colony blot positivo y 42 30 
PCR ne{!ativo. 
~blot negativo y 2S 54 

PCR nei:ativo. 
Total. JOS 87 

PCR: reacción en cadena de la polirnerasa. 

60 

Localizada. 

o 

3 

JO 

21 

34 

Nr¡:ativa. Totlll. 

o 2S 

3 22 

S9 141 

460 S60 

522 748 
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teotigo •eg11tñro (ao 8dllerellle). Timci6• de G..._ ••-to 100 X. 
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Fi&wora 10. Micragrafia de .. -~ .. rep-. •dho._ HIEp-2. T-• de G-., 
•••-IOIOOX. 
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a .. 

Fig•ra 1 l. Micnsrafill de la .... ,_. dlf- a dl•laa HE~2. Timci6• de G...._ 
••-tolOOX. 
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-.. 

Fig11ra 12. Mic ......... 118 de la ... llere.ei9 locali:IM8 •di• ... llEp-2. Timd611 deG ..... 
••-lolOOX. 
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~ 104--+~~-#-~~4-~~--~~4-~~+-~~-\-~~--1 
~ 

o~-,~~~~-,~~....-~~i'-~-:-~~,.-~-,-~~,.-~-,-~~,.-~~~ 

Enero Marzo Mayo Julio Septiembre Noviembre 
Febrero Abril Junio Agosto Octubre Diciembre 

Meses. 

Figura 9. Distribución de EAEC por meses del allo. 
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La distribución geográfica de las cepas de EAEC en la República mexicana. se muestran en la 

tabla 18. 

En la figura 14 se observa que la distribución del grupo EAEC. está indicado solamente para 

algunos estados de la República que enviaron un número considerable de cepas al JnDRE ya que 

existen estados que no envian cepa.e;, razón (lOT la cual no se ruede saber si está pre~nte EAEC., 

por lo que se sugiere realizar un estudio epidemiológico .. que incluya todos los estados de la 

República Mexicana. 
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TablaJ8. Distribución geográfica de las cepas de Escllerichla coli eateroagregativ•. 

Estado. 1 Número de cenas. 
Campeche. 

1 

5 

Chiapas. 6 

Chihuahua. 

Hidalgo. 53 

Jalisco. 17 

Michoacán. 

Tamaulipas. 8 

Tlaxcala. 14 
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VIII. DISCUSIÓN. 

Las bacterias implicadas en brotes o casos aislados, han sido identificados por métodos 

tradicionales para obtener su género, especie, serotipo y resistencia a los antibióticos. Estas 

determinaciones fenotípicas se basan en el análisis de enzimas, toxinas y otros productos de los 

genes que pueden requerir largo tiempo, pero en ocasiones es preciso una identificación rápida del 

agente etiológico y su subtipificación con fines epidemiológicos por métodos moleculares, los 

cuales permiten identificar los genes que codifican para alguna característica en particular por 

medio de la biología molecular, ya que cada microorganismo tiene una secuencia única de 

nucleótidos en su genoma que los distingue de otras especies'"'). 

Las cepas de E.co/i diarreogénica se encuentran entre los primeros patógenos para los cuales Jos 

métodos de diagnóstico molecular fueron desarroJlados. Los métodos de diagnóstico molecular se 

encuentran entre las técnicas ~ás confiables para diferenciar las cepas diarreagénicas de los 

miembros no patógenos de la flora normal y además distinguir una categoría de otra<•"i. 

Asf la detección de E.coli diarrcogénica ha estado enfocada a la identificación de características 

que detenninan la virulencia de estos organismos; esto puede incluir ensayos fenotípicos jn vUro 

los cuales correlacionan con la presencia de características de virulencia específicos o detección 

de los genes que codifican estas caracteristicas<44J. 

Las diferentes categorías de E.coU, se han reconocido cada vez más como agentes imponantes que 

producen di~ea aguda en nii'los en paises en vías de desarrollo y actualmente se ha propuesto una 

nueva categoría la E.coli enteroagregativa. que produce un síndrome de diarrea persistente<"''\ 

Progresos importantes han sido realizados en el desarrollo de sondas de DNA especifico. para 

ETEC, EIEC, EPEC y EHEC, además el desarrollo de una sonda de DNA para identificar EAEC 

ha sido considerada con alta prioridad. 
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El uso de sondas de DNA para Ja detección de estos organismos permite al laboratorio clinico la 

identificación rápida directamente en una muestra obtenida del paciente. 

Por otra parte Ja PCR.. el mayor avance en el diagnóstico molecular de microorganismos 

patógenos. incluyendo E.coli, ha desarrollado iniciadores de PCR para diCerentes categorías de 

E.co/i diarreagénica, incluyendo EAEC. 

En todo el mundo el significado epidemiológico y la importancia de EAEC como patógeno 

diarreico y problema de salud pública esta empezando a ser evaluado. por ello. en el presente 

estudio, al eidstir poca información con respecto a la situación epidemiológica de EAEC, cuadro 

clínico. edad. sexo y áreas geográficas en donde se presenta el mayor número de casos; se 

procedió a evaluar Ja sonda y PCR para demostrar la presencia de EAEC en la población 

mexican~ empleando el ensayo de adherencia en células HEp-2 como el estándar de oro para el 

diagnóstico de EAEC. 

Se realizó la hibridación en fase sólida usando la sonda derivada del plásmido pAA elaborada para 

el gen aggA que codifica para AAFII. descrita por Baudry et al'"· 

Se encontró un 14% de EAEC, resultado semejante al que obtuvo Schmidt et al r551 quienes 

estudiaron una población de 468 cepas de las cuales 50 correspondieron a EAEC ( 11 %). 

Al comparar los reSultBdos obtenidos con la sonda .. PCR y la adherencia en cultivo celular. se 

encontraron algunaS diSCrepancias. 

Primero, 42 cepas de'·E.co/i_quc hibridaron con la sonda de DNA dieron un resultado negativo en 

el examen de PCR; una posible explicación es que estas cepas exhiban una variación en Ja 

secuencia de Jos sitios de unión de los iniciadores155>. 

70 



Segundo .. 2 de las 25 cepas que fueron colony blot y PCR positivos no se adhirieron a las células 

HEp-2, posiblemente debido a que alguna mutación en los genes evitó dicho efecto, aunque cabe 

señalar que estas cepas exhibieron adherencia difusa, lo cual contrasta con los resultados 

obtenidos por Baudry et al <1> en el cual 43 cepas con adherencia difusa fueron colony blot 

negativo. 

Tercero, 25 cepas de E.co/I que se adhirieron a células HEp-2 con el característico patrón 

agregativo fueron colony blot y PCR negativo, esto puede deberse a que la adherencia no solo esta 

dada por AAF/I y que no todas las cepas de EAEC presentan esta fimbria. Okeke et al "º' 
detectaron Jos genes de AA.Fil solo en el 63% de las cepas estudiadas. 

Además estudios previos han mostrado que no todas las E. co/i enteroagregativas hibridan con la 

sonda de_.EAEC!J Jo cual coincide con los resultados obtenidos en este estudio. La razón por la que 

no todas las cepas de EAEC hibrldan con la sonda no se conoce .. sin embargo cabe la posibilidad 

de que existan diferentes categorías de las cepas de EAEC .. considerando los diversos factores de 

virulencia y el desconocido mecanismo de patogenicidad< 0 • 

Cuarto, IS muestras fueron positivas para el examen de PCR y negativas en el colony blot.. una 

posible explicación puede ser que exista una mutación en la secuencia del sitio de unión de la 

sonda de DNA o que la temperatura y el tiempo de hibridación no haya sido el óptimot")· 

El ensayo de adherencia nos pennitió diferenciar las tres categorías de E. co/i adherente, 

observándose los diferentes tipos de adherencia: agregativa (figura 1 O). difusa (figura 11) y 

localizada (figura 12). 

Como se puede observar las cepas de EAEC se caracterizan por su modelo de adhesión a las 

células HEp-2. mostrando como las bacterias forman agregados en forma de ladrillos apilados que 

se adhieren a las células y a la superficie del vidrio<-4-41• 
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En otras cepas se observó el efecto de adhesión difusa donde las bacterias se adhieren a todo el 

citoplasma celular. 

Y por último, las cepas de adherencia localizada, que se caracteriza por la fonnación de 

microcolonias bacterianas que se adhieren a las células HEp-2. 

Esta prueba nos ayudo a valorar Ja utilidad clínica de las dos técnicas moleculares colony blot y 

PCR. 

La técnica de PCR usada mostró un 36% de sensibilidad y un 99% de especificidad. además 

pennite un diagnóstico más rápido de EAEC que otras técnicas, pero debido a su baja sensibilidad 

se sugiere probar otra secuencia de iniciadores. 

Sin embargo, la prueba de hibridación en fase sólida presentó un 62 % de sensibilidad y un 84 % 

de especificidad, comparado con el ensayo de adhesión sugiriendo que colony blot puede suplir a 

PCR. 

Al comparar Jos resultados de la figura 7 con los estudios realizados por Nataro et al 1'º' al 

estudiar EAEC, se puede observar una gran similitud con respecto al grupo afectado, ya que son 

los niños los que presentaron la mayor frecuenci~ sin embargo cualquier persona adulta puede 

estar expuesta a este patógeno. En contraste con lo que él repona • son los nii\os de 0-1 ai\os Jos 

más afectados y no los de S años''ºJ. 

Con respecto a Ja pn::sencia de E.co/i enteroagregativa en hombres y mujeres .. es ligeramente 

mayor en los hombres (0.7%), que coincide con los estudios realizados por Gi!Iigan et al r-6 , en 

donde EAEC puede afectar por igual a hombres y mujeres. 
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Además. Jas cepas de EAEC son causa de una diarrea secretora. el vómito se presenta en algunos 

casos al igual que Ja deshidratación. por lo que se debe considerar que las enfermedades diarreicas 

siguen siendo un problema de salud pública<::n. 

En cuanto a la frecuencia estacional se pudo observar que en los meses de Marzo y Octubre hubo 

un mayor número de casos de diarrea provocada por EAEC. esto puede ser debido a que altas 

temperaturas y la lluvia son factores benéficos para la reproducción de estos microorganismos. 

Es claro que se necesitan estudios adicionales para elucidar la epidemiología de la infección por 

EAEC en diferentes grnpos de edad. identificar factores de riesgo. modos de transmisión. signos 

clmicos, duración de Ja diarrea ya que en este estudio en las encuestas no se especificaba el tiempo 

de duración de la diarrea así como localización geográfica. en la figura l 4 • solo se muestran 

algunos estados que enviaron cepas al lnDRE. siendo Hidalgo el estado con el mayor número de 

casos de diarrea por EAEC debido a que este estado participa activamente en el envío de cepas. 

pero no se puede determinar con ceneza cual es la distribución de EAEC. porque no se incluyen 

todos los estados de la República Mexicana y además el número de cepas estudiadas por cada 

estado es diferente. 

En Ja actualidad la única prueba confiable para identificar EAEC es la prueba de adherencia en 

células HEp-2. pero es reducido el número de muestras que se pueden procesar .. además de estar 

sujeto a la variación del observador<H. 

Se encontró que la prueba deJ colony blot puede ser usada para probar numerosas muestras; es 

una técnica práctica y económica que puede ser usada en laboratorios no muy sotisficados y 

provee una herramienta de diagnóstico práctico. 
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IX. CONCLUSIONES. 

•!• Se encontró la presencia del grupo Escherichia coli enteroagregativa en Ja población mexicana 

estudiada. 

•:• El ensayo de PCR presentó un 36 % de sensibilidad y un 99 % de especificidad 

•:• La prueba de hibridación en fase sólida presentó un 62 % de sensibilidad y un 84 % de 

especificidad. 

•!• El grupo de edad más afectado por Escherichia co/i enteroagregativa fue el de los niftos de 

0-1 aí'los. 

•!• Escherichia co/i enteroagregativa afecta por igual a hombres que mujeres. 

•!• Las cepas de Escherichia coli enteroagregativa son causa de diarrea de tipo secreto~ con 

poco o nulo vómito y en algunos casos deshidratación. 

•!• Los meses de Marzo y Octubre presentaron un mayor número de casos de diarrea provocada 

por Escherichia coli enteroagregativa. 

•!• De los estados de Ja República Mexicana incluidos en este estudio, Hidalgo panicipa 

activamente en el programa de-diarrea y fue el estado que presento un mayor número de casos. 
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X. APENDICE. 

A.1. Soluciones y medios de cultivoC!Wl. 

A.1.1.Soluciones p•ra Colony blot. 

Solución de prebibrid•ció11 (300mL). 

SSC20X 
Reactivo bloqueador lo/o 
N-laurilsarcosina O. 1% 
SDS0.02% 

7SmL. 
3g. 

0.1%. 
0.6mL. 

Notas:•se adicionan primero los sólidos y después los líquidos. 
*Para disolver calentar la solución hasta ebullición. 
•La solución debe almacenarse a -20" C. 

Solución de l•v•do. 

JO mL SDS 10% 
SO mL SSC 20 X. 
En 960 mL de agua. 

Solución A. 

100 mL de Tris pH7.S. 
SO mL de NaCI 3M. 
En 850 mL de agua. 

Solución B. 

Solución A+ leche descremada al 5%. 
Se usan 20 mL por membrana. 

Solución C. 

100 mL deTris IM pH9.5 
33.3 mL de NaCI 3M. 
100 mL de MgCb. 
Aforar a 1000 mL 
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A.t.2. Soluciones para PCR'".,· 

Regulador IOX. 

Tris pH 8.3 IOOmM. 
KCI SOOmM. 
Gelatina 0.1%. 

MgCI. 25mM. 

0.0119 g de MgCh. 
Aforar a SO mL con asua destilada., filtrada y estéril. 

TBEIOX. 

108 g de Tris base. 
27.S g de Acido bórico. 
6.8 de EDTA. 

Aforar a 1000 mL. 

A.1.3.Soluciones para Cultivo Celular. 

Solución amortiguadora de fosfatos (PBS) completo pH 7.2. 

Reactivo A (IOX) 

NaCI 80.0g. 
KCI 2.0g. 
Na,HPO, 1 t.Sg. 
KH2PO, 2.0g. 

Agua destilada c.b.p 800 mL. 

Reactivo B. 

CaCb l.Og. 
Agua destilada c.b.p lOOOmL. 

Reactivo C. 

MgCb . 6H20 l .Og 
Agua destilada c.b.p 1000 mL. 

Nota: Esterilizar por separado cada solución en autoclave y mez.clar 
en frio las soluciones en la siguiente proporción. 
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80 mL del reactivo A. 
100 mL del reactivo B. 
1 00 mL del reactivo C. 
720 mL de agua destilada. 

Solución m•dre de colorante Giemsa. 

Giernsa en polvo 0.5 g. 
Glicerol 27 mL. 
Metano! 41 mL. 

Nota: Antes de usar se diluye 1 :50 con PBS o agua destilada. 

A.2.Medios de cultivo. 

Base de agar sangre. 
Gramos por litro de agua destilada. 

lnfusión músculo cardiaco sólido JO.O 
Peptona de carne 1 O.O 
Cloruro de sodio 5.0 
Agar 15.0 
pH final 7.3 

1.- Suspender 40 g del medio comercial en un litro de agua destilada. 

2.- Calentar agitando frecuentemente y hervir durante un minuto. 

3.- Esterilizar a 121 ºC (15 lb de presión) durante 15 minutos. 

4.- Enfriar y vaciar el medio en cajas peui. Dejar solidificar y posteriormente 

meter las cajas a prueba de esterilidad en Ja incubadora. 24 horas a 37°C. 

Caldo de Soya Tripticasrlna. 
Gramos por litro de agua dcstUada. 

Cloruro de sodio 5.0 
Dextrosa 2.S 
Fosfato dipotásico 2.5 
Peptona de caseína 17.0 
Peptona de soya 3.0 
pH final 7.3 

1 .- Rehidratar 30g del medio de cultivo comercial en un litro de agua destilada. 

2.- Mezclar bien9 calentar a punto de ebullición .. hasta la completa disolución del medio. 
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3.- Esterilizar a 121ºC (IS lb de presión) durante IS minutos. 

4.- Dejar enfriar y adicionar 3 mL del medio (TSB) a tubos de l 6XI SO. 

S.- Meter a prueba de esterilidad en la incubadora. 24 horas a 37"C. 

Medio 199. 

1.- Mezclar el medio en aproximadamente el 90°/o del volumen de agua final requerido. 

2.- Adicionar a la solución 2.2 g de bicarbonato de sodio y mezclar hasta disolver. 

3.- Ajustar el pH del medio a 7.0. lL<ando HCI 1 N o NaOH 1 N para ajlL';tar el pH. 

4.- Adicionar agua a la solución hasta alcanz.ar el volumen final. 

5.- Esterilizar inmediatamente por filtración usando una membrana de poro de 0.22 micras. 

6.- Almacenar en un recipiente limpio. poner a prueba de esterilidad y b'1Jardar en refrigeración. 

B.l\létodos. 

Mantenimiento de la linea celul•r llEp-2. 

1.- A un cultivo de células HEp-2 100% confluente en una botella de cultivo celular de 2S mL 

eliminar et medio de cultivo. 

2 .... Lavar dos veces con S mL de una solución de ver.:oeno. 

3.- Agregar 2 mL de la solución de tripsina al 0.0125%. 

4.- Observar en el microscopio hasta que las células se comiencen a hacer redondas y eliminar la 

tri psi na. 

S.- Cuando la tripsina ya disgrego la monocapa celular. neutralizar con 3 mL de SFB. 

6.- Resuspender con una pipeta de S mL. 

7.- Tomar J .5 mL de la suspensión anterior y colocarla en una nueva botella de cultivo celular. 

8.- Adicionar 8.5 mL de medio de cultivo suplementado con suero fetal hovino (SFB) al 14%. 

9.- Adicionar 3 gotas de HEPES e incubar las botellas a 37°C en atmósfera de CO, al Sº/o. 
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Cuentll celular. 

J.- Preparar una dilución 1: 1 O de Ja suspensión celular utilizando azul de tripano. 

2.- Para la cuenta celular se utiliza una cámara de Ncwbawer y se coloca una gota de la 

suspensión 1: 1 O en cada extremo. 

3.- Contar 8 cuadrantes y sacar el promedio. 

4.- Ajustar Ja dilución de acuerdo a Ja siguiente fónnuJa: 

Promedio de células contadas. X Factor de dilución X J 0000 = l: X 

Número de células deseadas/ mL 

Donde X= dilución. 
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