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RESUMEN 

Escherichia coli se clasifica en 6 patotipos, estos son definidos por sus factores de 

virulencia, el cuadro clínico que producen y su distribución epidemiológica, estos son E. 

coli enteroinvasiva (EIEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroagregativa (EAEC), 

adherencia difusa (DAEC), productora de la toxina de Shiga (STEC) y enteropátogena 

(EPEC). Por los factores de virulencia que presenta este último patotipo se puede 

clasificar como EPEC típica (EPEC-t) y EPEC atípica (EPEC-a). La finalidad de este 

trabajo consiste en caracterizar cepas de E. coli obtenidas de niños menores de 5 años 

que presentaron diarrea, de 5 zonas geográficas, así como cepas de E. coli obtenidas de 

hatos de bovinos. En este estudio se incluyeron 91 cepas de E. coli, de estas, 72 fueron 

obtenidas de heces de niños menores de 5 años y 19 cepas de ganado vacuno. Para 

confirmar la pureza de las cepas, se inocularon en agar MacConkey y se realizó la 

identificación bioquímica con pruebas estándar preparadas en el laboratorio. La 

tipificación serológica se realizó utilizando 187 antisueros obtenidos en conejo 

(SERUNAM) contra el antígeno somático (O) y 53 antisueros contra el antígeno flagelar 

(H). El DNA de las cepas se obtuvo por el método de ebullición. Se usó la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) para identificar el grupo filogenético mediante los 

iniciadores arpA, chuA, yjA, TspE, usando la misma técnica se identificaron genes de 

virulencia de los patotipos STEC y EPEC (stx1, stx2, eae universal, bfp, ehxA, eaf, espC y 

espP) y con el método de difusión en agar (Kirby-Bauer) se evaluó la sensibilidad a 

antimicrobianos. El análisis de las 72 cepas aisladas de casos de diarrea infantil de las 5 

zonas geográficas mostró que 2 (2.8%) fueron de Argentina, 2 (2.8%) de Egipto, 3 (4.2%) 

de Tailandia, 5 (6.9%) de Perú y 56 (77.8%) de México. De las cepas aisladas de bovinos 

16 (84.2%) fueron del Estado de México y 3 (15.8%) del estado de Jalisco. La tipificación 

serológica de E. coli identificó 20 serotipos. Los serotipos más frecuentes fueron: 

O26:H11 con 12 (16.6%) cepas; O111ab:NM (no móvil) 10 (13.9%) cepas; OR:NM y 

O157:NM con 8 (11.1%) cepas cada uno; O26:NM, 6 (8.3%) cepas; O103:NM y O103:H7 

4 (5.5%) cepas respectivamente. Los siguientes serotipos cada uno con 1 cepa OR:H11, 

O103:NM, O111ab:H12, O172:H27, O174:H2; O184 presentó 5 antígenos flagelares 

diferentes NM, H2, H7, H11 y H32, finalmente O187:NM, este grupo de cepas 

representaron el 28%. El estudio de los genes de virulencia de las cepas de México 

mostró lo siguiente: 27 (48.2%) presentaron eae, 11 (19.6%) ehxA, 9 (16.1%) bfp, 10 

(17.8%) eaf y 2 (3.57%) espP. El análisis anterior permitió agrupar a 8 (14.3%) cepas en 

el subtipo EPEC-t y 18 (32.1%) en el subtipo EPEC-a. Los grupos filogenéticos 



 
8 

identificados en las mismas cepas fueron, del grupo B1, 31 (55.4%); en A, 18 (32.1%); B2 

con 4 (7.1%) y en F, 1 (1.8%). En las 12 cepas del extranjero, se identificaron los genes 

eae, ehxA, y espP, con 1 (8.3%), 3 (25%) y 2 (12.5%) respectivamente y 6 (50%) cepas 

fueron negativas para todos los genes de virulencia. Estas cepas se ubicaron en los 

grupos filogenéticos B1 y B2, con 10 (87.5%) y 2 (12.5). Con respecto al análisis de 19 

cepas de bovinos, en 16 (100%) cepas del Estado de México, se identificó el serotipo 

O111:NM y se clasificaron en el grupo filogenético B1. Los genes de virulencia 

identificados fueron stx1 en 11 (68.8%) cepas, eae en las 16 (100%) y ehxA en 14 

(87.4%). Por lo que 11 (68.8%) de las cepas fueron clasificadas como STEC y 5 (31.2%) 

como EPEC-a. Con respecto a las 3 cepas del Estado de Jalisco, en esta se identificó el 

serotipo O157:H7, en las cuales presentaron los genes stx2, eae y ehxA, correspondiendo 

al patotipo STEC (EHEC), estas cepas se ubicaron en el filogrupo D. En las cepas 

aisladas de niños de México, se observó la coexistencia de EPEC-t y EPEC-a, y en 

bovinos cepas STEC. Los grupos B1 y A considerados como microorganismos de la 

microbiota intestinal de animales herbívoros fueron los prevalentes en las cepas 

estudiadas. Sin embargo, en los bovinos prevalecieron las cepas STEC, entre ellas E. coli 

O157:H7 del grupo D, patógeno importante para la población humana. Las cepas aisladas 

de bovinos y de niños mostraron en común resistencia a tetraciclina. En las cepas 

aisladas de niños de México, se observó la coexistencia de EPEC-t y EPEC-a y en 

bovinos cepas STEC. Los grupos B1 y A considerados como microorganismos de la 

microbiota intestinal de animales herbívoros fueron los prevalentes en las cepas 

estudiadas. Sin embargo, en los bovinos prevalecieron las cepas STEC, entre ellas E. coli 

O157:H7 del grupo D, patógeno importante para la población humana. Las cepas aisladas 

de bovinos y de niños mostraron en común resistencia a tetraciclina.  
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1. MARCO TEÓRICO 

1.1 Enfermedades diarreicas en niños <5 años. 

La diarrea se define como la evacuación de tres o más veces al día de heces 

sueltas o líquidas. La diarrea es un síntoma de una infección del tracto 

gastrointestinal, que puede ser ocasionada por diversos microorganismos como 

bacterias, virus y parásitos. La infección se transmite por una deficiente higiene del 

agua o por medio de alimentos contaminados. Las enfermedades diarreicas son la 

segunda causa de muerte de niños menores de cinco años (1) (Figura 1). 

Las enfermedades diarreicas presentan gran impacto en la población humana 

alrededor del mundo, especialmente en los países en vías de desarrollo y 

desafortunadamente alrededor del 90% de las muertes relacionadas con la diarrea 

se registran en niños menores de 5 años. De acuerdo con la Organización Mundial 

de la Salud (OMS) (1), cada año se producen alrededor de 1,700 millones de 

casos de enfermedades diarreicas en todo el mundo, de los cuales, 

aproximadamente 760,000 casos terminan siendo mortales en niños menores de 5 

años (Figura 2). A pesar de que el índice de mortalidad por diarrea ha mostrado 

una disminución a razón de 4 % al año, este índice aún continúa siendo alto (2). 
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Figura 1. Mortalidad global por diarrea en niños menores de 5 años en 2010. Las 
estimaciones de la mortalidad por diarrea específica entre los niños menores de 5 
años de cada país reflejan una elevada mortalidad en los países en desarrollo, con 
los porcentajes más altos en los países del África subsahariana y del Asia 
meridional. Varios agentes etiológicos, incluyendo E. coli patógena, son los 
responsables de la mortalidad relacionada con la diarrea en estos niños. OMS 2012 
(3). 

 

 

Figura 2. Mortalidad en el mundo en niños de 0-4 años OMS, 2016 (1).  
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1.2 Situación en México 

En la década de los 40´s en forma independiente Varela, Aguirre y Carrillo (4), 

asociaron a E. coli con casos de gastroenteritis infantil. En México las 

enfermedades gastrointestinales son uno de los principales problemas de Salud 

Pública. Se transmiten, principalmente por la vía fecal-oral o bien por el consumo 

de agua y/o alimentos contaminados. Afectan principalmente a la población 

infantil, por lo que su incidencia como su prevalencia depende del nivel 

socioeconómico de los pacientes.  

Estudios posteriores demostraron que los casos de diarrea en infantes eran 

causados por un grupo relativamente pequeño de serogrupos, los cuales se 

denominaron enteropatógenos. Durante varios años se creyó que solo estos 

grupos eran capaces de causar diarrea en niños y rara vez en adultos; O26, O111, 

O125, O126, 0148 principalmente (5).   

La búsqueda e identificación de patógenos, en los laboratorios clínicos, se enfoca 

principalmente a Salmonella spp., Shigella spp., E. coli, Vibrio cholerae, y 

Campylobacter spp. E. coli se presenta principalmente en niños menores de 5 

años y en el 42% de los casos de diarrea del viajero, de los cuales el 16% son 

STEC y el 4% EPEC y el resto ETEC. (6)  
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1.3 Familia Enterobacteriaceae. 

El nombre Enterobacteriaceae fue propuesto por Rahn en 1937, dicho nombre es 

derivado del latín “enterobacterium” cuyo significado es bacteria intestinal. Los 

miembros de esta familia se caracterizan generalmente por ser bacilos cortos 

Gram-negativos, carecen de oxidasa y ureasa, no forman esporas, son anaerobios 

facultativos y pueden ser inmóviles o móviles por medio de flagelos perítricos (7). 

Inicialmente esta familia comprendía un solo género llamado Enterobacter y 

numerosas bacterias que compartían la capacidad de fermentar glucosa y lactosa 

con la producción de gas, mismas que pertenecen a los géneros Erwinia, 

Escherichia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Serratia y Shigella. Actualmente la 

familia Enterobacteriaceae comprende al menos 44 géneros y 176 especies, 

Escherichia es el género tipo de esta familia (8).   

1.4 Escherichia coli 

1.4.1 Historia 

Theodor Escherich bacteriólogo alemán fue el primero en aislar y describir a E. coli 

como pequeños bastones presentes en las heces de los niños, las cuales 

denomino Bacterium coli commune en su publicación de 1885 (9). A pesar de que 

dicho microorganismo fue descrito ampliamente por diferentes investigadores, el 

nombre de E. coli fue reconocido 69 años después, esto fue en el año 1954 (10) 

como un microorganismo comensal e inofensivo presente en el tracto 

gastrointestinal de animales de sangre caliente.  

El género Escherichia y la especie E. coli han sido registrados por más de un 

siglo. En 1985, Farmer y colegas describieron otra especie en el género 
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Escherichia, la que nombraron E. fergusonii (11). En 2003, Huys y sus colegas 

refirieron la segunda nueva especie, E. albertii (12). Hyma (13) puntualizó la 

evolución de E. albertii con E. coli y su semejanza con los serotipos 7 y 13 de 

Shigella boydii.  

1.4.2 Características Bioquímicas. 

E. coli es un bacilo Gram-negativo, en forma de bastón (2.0 - 6.0 µm de longitud y 

1.1 - 1.5 µm de ancho), no formadora de esporas. Su motilidad es variable y las 

cepas van desde inmóviles hasta muy móviles, esto debido a la presencia de 

flagelos perítricos. Es una bacteria anaerobia facultativa, presenta un metabolismo 

fermentativo, adaptable a hábitats específicos, no requiere de factores especiales 

para su crecimiento en el laboratorio [ (14) (15)]. 

E. coli crece rápidamente en 24 horas en medios bacteriológicos comunes como 

Agar Sangre o Agar MacConkey, en un intervalo de temperatura que va de los 

20°C a 40 °C. Fermenta la glucosa, lactosa y maltosa, entre otros azúcares. Tiene 

un olor característico descrito como seminal, esto se debe a la fermentación de 

azúcares, a la producción de ácido láctico y en menor producción ácido fórmico y 

ácido acético. Es catalasa positiva, oxidasa negativa y anaerobio facultativo. La 

mayoría de las cepas son fermentadoras de lactosa. Rojo de metilo positiva 

debido a la fermentación de glucosa con producción de gas, Voges-Prokauer 

negativa, citrato de sodio negativa y la mayoría de las cepas son indol positivas 

(16). 
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E. coli se clasifica mediante pruebas serológicas en las cuales se consideran el 

antígeno somático O (formado por fosfolípidos y polisacáridos) y un antígeno 

flagelar, denominado H. Para determinar el grupo patógeno Kauffman en 1944 

desarrolló, un esquema de serotipificación. El antígeno O es el responsable del 

serogrupo; la determinación del antígeno somático y flagelar (O:H) indica el 

serotipo, en cual en diversas ocasiones se asocian con un cuadro clínico en 

particular [ (17) (18)]. 

El lipopolisacárido (LPS), es el antígeno somático O de la bacteria, es estable al 

calor, por lo que resiste el calentamiento a temperatura entre 100°C y 120°C (19). 

El antígeno O puede ser rugoso (R) esto significa que las cepas han perdido su 

especificidad antigénica, ya que presentan auto aglutinación en solución fisiológica 

y por lo tanto no se puede determinar un serotipo mediante procedimiento 

serológicos habituales (20). Los antígenos flagelares H representan distintos 

determinantes antigénicos encontrados en la flagelina, la proteína que constituye 

el flagelo de los organismos móviles. Existen más de 180 serogrupos O y 53 

flagelares que generan 10,000 posibles combinaciones, esto es por la asociación 

de antígeno somático con antígeno flagelar para obtener serotipos O:H (21). 

1.4.3 Grupos Patógenos-Patotipos. 

Debido a la diversidad que tiene E. coli para producir enfermedad, así como los 

factores de virulencia, patogenicidad y cuadro clínico que produce, esta se 

clasifica en seis grupos denominados patotipos, los cuales son:  

E. coli enteropátogena (EPEC) que es responsable de diarrea acuosa en los 

lactantes. Produce vómito, fiebre y diarrea acuosa, con moco pero sin sangre. 
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Coloniza las microvellosidades del intestino, produciendo una lesión denominada 

de adherencia y borrado (A/E) en el borde de cepillo de la membrana de las 

microvellosidades. 

E. coli enterotoxigénica (ETEC) responsable principalmente de la llamada 

diarrea del viajero, causa diarrea acuosa y con fiebre. Coloniza la mucosa del 

intestino delgado por medio de pilis o fimbrias, la contaminación fecal de agua y 

alimento es la principal fuente de infección. 

E. coli productora de la toxina Shiga (STEC) se presenta con diarrea con 

sangre, colitis hemorrágica (CH), síndrome urémico hemolítico (SUH) y dolor 

abdominal, es productora de una citotoxina denominada Vero nombrada así por el 

daño que causa en células de riñón de mono verde, el serotipo O157:H7 es el 

representativo de este grupo bacteriano. 

E. coli enteroinvasiva (EIEC) provoca fiebre y diarrea profusa con heces que 

presentan moco con presencia de sangre, invade las células epiteliales del colon 

adhiriéndose a las vellosidades de la mucosa por acción de mucinasas y 

adhesinas, para posteriormente multiplicarse y diseminarse a las células 

adyacentes. 

E. coli enteroagregativa (EAEC) se presenta con diarrea líquida, verdosa, con 

moco y sin sangre. Nataro y Kaper (22) fueron quienes describieron este patotipo, 

ellos encontraron cepas aisladas de pacientes con diarrea, las cuales presentaban 

una serología que no correspondía al grupo de EPEC, pero que presentaban un 

patrón de adherencia que denominaron agregativo y carecían del gen eaf (Factor 
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de adherencia de EPEC). El sitio blanco de EAEC se presenta en la mucosa del 

intestino grueso y delgado. 

Finalmente, E. coli con adherencia difusa (DAEC) se presenta con diarrea 

acuosa sin sangre y sin leucocitos. 

1.5 Escherichia coli enteropátogena (EPEC) 

1.5.1 Definición 

En la década de 1930, se usaron métodos serológicos para describir las 

infecciones por E. coli en lactantes, pero la importancia de E. coli en las 

enfermedades diarreicas no fue tomada en cuenta hasta 1945 (23). La primera 

información sobre las propiedades de las cepas perteneciente a E. coli que causan 

diarrea grave en infantes, se describieron en la literatura médica en la década de 

1940. Bray (24) en Inglaterra y Varela, Aguirre y Carrillo en México (4). La 

divulgación de una representación serológica para antígenos somáticos y 

flagelares de E. coli (25) consintió en poder clasificar a las cepas aisladas de un 

grupo de personas que presentaban diarrea como referentes a un grupo reducido 

de serotipos. El grupo de E. coli enteropátogena (EPEC) fue propuesto por Neter y 

Schumway (26) para diferenciar a estas cepas de E. coli presente en la microbiota 

normal del intestino. Bray asoció al grupo EPEC, que más tarde fue denominado 

como serogrupo O111, con casos de diarrea infantil y esto dio lugar rápidamente a 

la difusión por medio de publicaciones que establecieron la importancia de O111 y 

extendiéndose a otros serogrupos como O55, O26 y O119 (24). En la década de 

los 50´s, se implementó una metodología para pruebas serológicas aceptada 

internacionalmente, con la cual se llegó a la conclusión de que el patotipo EPEC 
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estaba distribuida mundialmente. Con estos hallazgos la OMS reconoció 12 

serotipos de EPEC, incluyendo EPEC típicas y atípicas (Cuadro 1) [ (27) (28)]. 

 Serotipos  

Grupo Móvil No-Móvil 

Típico  O86:H34, O114:H2, O127:H6, 

O127:H40, O142:H6, O142:H34 

O55:H6, O55:NM, O111:NM, 

O111:H2,0119:H6 

Atípico  O55:H34, O86:H8, O111:H25, 

0119:H2, O125ac:H6, O128ab:H2 

O26:H11, O55:H7, O111:H8, 

O111:H9 

Cuadro 1. Clasificación de serotipos de cepas típicas y atípicas de EPEC. En estos 
subgrupos se incluyen cepas con y sin movilidad. Cuadro realizado con 
información  de Croxen MA et al., 2013 (29).  

 

EPEC pertenece a un grupo de bacterias conocido colectivamente como 

productoras de la lesión A/E del enterocito, son patógenos basados en su 

capacidad de formar lesiones características en la membrana celular del epitelio 

intestinal (IECS). EPEC fue el primer patotipo que se identificó serológicamente 

con lo cual se establecieron serotipos de la bacteria. El termino EPEC fue usado 

por primera vez en 1955 (30) para describir la epidemiología de la cepas de E. coli 

relacionada con una serie de brotes de diarrea infantil en los años 1940´s y 

1950´s. [ (24) (31)] originalmente definido por el serotipo, las cepas EPEC se 

clasifican en función de sus características patogénicas siendo la adherencia su 

factor principal de patogenicidad. 
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1.5.2 Patogénesis. 

EPEC es el principal causante de cuadros de diarrea en humanos alrededor del 

mundo (32). La diarrea producida por EPEC no es mediada por la producción de 

toxinas a diferencia del patotipo STEC. Sin embargo, el gen que codifica para la 

enterotoxina east1 (toxina termoestable de E. coli) ha sido encontrado en diversas 

cepas de E. coli diarreagénicas así como en cepas comensales no patógenas 

(33). EPEC puede subsistir en el intestino delgado presentando resistencia a la 

fagocitosis (34) observándose una disminución de la respuesta inmune del 

huésped. El mecanismo exacto de la producción de diarrea de EPEC no se 

conoce con detalle y probablemente involucra una combinación de diferentes 

mecanismos.  

La rapidez con la que se presenta la diarrea implica la intervención de un 

mecanismo secretor en lugar de una mala absorción como la causa más probable 

de la diarrea. Sin embargo, la eliminación de las microvellosidades en los sitios de 

anclaje de la bacteria puede conducir a una disminución de las superficies 

absorbentes, alterando los canales de agua y de iones por acción de los efectores 

del sistema se secreción tipo 3 (T3SS) en el epitelio intestinal atribuyéndose este 

mecanismo a la diarrea inducida por EPEC (35) (Figura 3). 
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Figura 3. Modelo de patogénesis de EPEC. Figura tomada de Vidal et al., 2006 (36). 

(A) Los BFP (pili formador de penachos) favorece que las bacterias interactúen entre 

ellas, dando lugar a la formación de una microcolonia. Los flagelos establecen el contacto 

inicial de la microcolonia con la célula epitelial. (B) Una vez adherida a la célula, EPEC 

inyecta factores de virulencia (Esp) mediante el SSTT-translocón, entre ellos Tir, que se 

inserta en la membrana de la célula y expone una región en el espacio extracelular. (C) La 

intimina (una proteína de membrana externa) se une con firmeza a Tir y se induce el 

reacomodo del citoesqueleto, lo cual favorece la formación de los pedestales de actina y 

al borramiento de las microvellosidades; lo anterior da lugar a la formación de la lesión 

A/E (36). 

A lo largo de los años, se han logrado identificar diversos factores de virulencia 

comprobados que ayudan a facilitar la colonización del epitelio intestinal por 

EPEC. La expresión, secreción y translocación de las proteínas efectoras permiten 

a las bacterias intervenir en las vías de señalización de las células huésped 

causando enfermedad. Estos elementos se encuentran codificados en el plásmido 

eaf (factor de adherencia de EPEC) así como en la isla de patogenicidad del locus 

de borrado del enterocito (LEE) (37). El diagnóstico de EPEC tiene múltiples 

etapas, como en cualquier patotipo de E. coli, la bacteria es aislada de heces en 

medios selectivos y diferenciales. Sin embargo, cuando se sospecha de un brote 

epidémico se requiere diferenciar los aislamientos de EPEC de la microbiota 
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normal, para ello es necesario realizar pruebas adicionales a las bioquímicas 

utilizadas en los laboratorios clínicos (38) (39). Para el diagnostico de EPEC 

existen las siguientes metodologías: A) serotipificación, B) ensayo de adherencia 

con células HEp-2 (células de carcinoma Humano), C) Prueba de FAS (tinción 

fluorescente para actina) y D) técnicas de biología molecular [ (38) (40)]. 

La mayoría de las cepas EPEC pueden ser serotipificadas, pero la designación del 

serotipo actualmente no es suficiente para que la cepa sea considerada EPEC, si 

no que se requieren de conocer las características patogénicas y genotípicas que 

las distinguen de otros patotipos de E. coli y a su vez se permite clasificar a EPEC 

en típicas (EPEC-t) o atípicas (EPEC-a). Las cepas EPEC se consideran típicas 

cuando tienen los genes eae para la intimina, que participa en la producción de la 

lesión A/E, y el plásmido eaf que codifica el gen bfp (pili formador de penachos); 

se dice que son atípicas cuando solo presenta los genes eae pero no presenta el 

plásmido eaf (22). 

Cravioto y col. demostraron limitaciones del análisis serológico de cepas EPEC 

aisladas de infantes en México ya que las cepas aisladas no eran de patotipos 

comunes; sin embargo, las lograron identificar como EPEC mediante el ensayo de 

adherencia a células HEp-2 (41). El ensayo de adherencia desarrollado por 

Cravioto y col., consiste en desarrollar células HEp-2 en cultivo las cuales se 

infectan durante tres horas con cultivos de la bacteria y se fijan con metanol al 

70% y posteriormente son teñidas con Giemsa. Las células EPEC se diferencian 

por formar microcolonias sobre las células HEp-2 que le han llamado de forma 

localizada (LA) y dicha prueba se incluye para el estudio factores de patogenicidad 
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como el efecto de la lesión de adherencia y borrado A/E, la presencia de 

plásmidos y fimbrias [ (17) (42)]. 

El plásmido eaf tiene una longitud de 50-70MDa y se encuentra presente en las 

cepas EPEC típicas ya que es necesario para desarrollar la adherencia localizada, 

(Figura 4) (43) la secuencia para el análisis del plásmido eaf se hace en base a la 

cepa control de E. coli E2348/69, del serotipo O127:H6.  

                                

Figura 4. Adherencia localizada de EPEC. Tomada de Al-Mamun 2013 (44). 

 
Hay dos locus de patogenicidad importantes en el plásmido eaf, uno es el grupo 

de genes tipo IV (bfp) y el segundo el que codifica para los activadores 

transcripcionales. El plásmido eaf regula la expresión del gen eae (codificador de 

la intimina), localizado en el locus LEE (45), en el cromosoma de la bacteria. El 

BFP es de las fimbrias clase IV-B, que se presentan en bacterias patógenas Gram 

negativas como son ETEC, Salmonella Typhi y Vibrio cholerae. Los BFP´s forman 

agrupaciones tipo penacho que se extienden sobre la superficie celular de EPEC 

típicas (46). Los pilis son factores de virulencia necesarios para la adherencia 

localizada en las células epiteliales (47). El operón bfp consta de 14 genes los 

cuales son necesarios para su biogénesis (48), el primer gen de este operón es 

bfpA, que codifica para la subunidad principal de la bundilina, otros genes 
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importantes es bfpP, el cual codifica para una peptidasa necesaria producir un 

agrupamiento maduro del BFP.  

1.5.3 Otros factores de virulencia EspP y EspC  

EspC es una proteína secretada codificada en una isla de patogenicidad en EPEC, 

ésta es una proteína autotransportadora de proteasa de serina que actúa como 

enterotoxina, causando efectos citopáticos en cultivo de células. Dicha isla de 

patogenicidad, ha sido identificada en patógenos del tipo EPEC-t. Diferentes 

estudios muestran que el gen espC es uno de los genes de mayor prevalencia que 

codifica proteínas autotransportadoras en cepas EPEC típicas y atípicas (49). 

La regulación de espC esta acoplada al sistema global Ler (regulador global 

codificado LEE) presente en el locus LEE que es la que controla la expresión 

génica de factores de virulencia durante la patogénesis de EPEC incluyendo 

genes que codifican a las proteínas T3SS, EspC, Tir e intimina [ (50) (51)]. Uno de 

los genes más estudiados es Tir que codifica para el receptor translocado Tir. Tir 

se localiza en la cresta del pedestal, donde opera como receptor celular de la 

proteína bacteriana transmembranal intimina (52). La intimina interviene en la 

exclusión de microvellosidades, así como la incorporación de las proteínas del 

citoesqueleto para la formación de pedestales [ (35) (53)].  

Se ha demostrado que durante la infección por EPEC en las células epiteliales la 

primera proteína encontrada en el sobrenadante es espC (60 min) y T3SS (90 

min). EspC es ineficiente en el proceso de internalización cuando se encuentra 

como proteína purificada esto es en condiciones no fisiológicas, ya que no hay 

ningún receptor involucrado en su regulación y por lo tanto no requiere de tránsito 
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intracelular. Sin embargo, espC fisiológicamente secretada por EPEC, en cual se 

enriquece en medio de cultivo tisular y por contacto celular, se internaliza 

eficientemente durante la interacción EPEC con las células epiteliales (36).  

EspP (extracelullar serine protease plasmid-encoded) forma parte de las serina 

proteasas autotransportadas por las enterobacterias (SPATE) y son secretadas 

por un mecanismo cooperativo del T3SS y el sistema de secreción tipo 5 (T5SS) 

(29). 

Esta proteína están compuestas por tres dominios: 1) Una secuencia señal en el 

extremo amino terminal que promueve la secreción a través de la membrana 

interna; 2) Un extremo carboxilo terminal que forma un poro en forma de barril en 

la membrana externa y 3) un dominio central de la proteína que está al alcance de 

la superficie de la célula bacteriana [ (54) (55)]. 

EspP se ha encontrado principalmente en cepas de STEC. Sin embargo, ha 

habido estudios en los cuales EspP también se ha encontrado en cepas de EPEC-

a [ (49) (56) (57)]. Se ha encontrado que espC y espP causan efectos citotóxicos, 

incluyendo el daño al citoesqueleto, a la espectrina, pepsina y factor V de 

coagulación. Además de que se observa comúnmente adhesión y formación de 

pedestal (58). 

1.6 Escherichia coli productora de la toxina de Shiga STEC 

1.6.1 Definición 

E. coli O157:H7 se puede encontrar en el intestino de los bovinos siendo estos los 

reservorios naturales de la bacteria, aunque se puede encontrar con menos 

frecuencia en cabras, borregos, cerdos y pollos (18). También se ha logrado 



 
24 

recuperar de lechuga, rábanos, alfalfa; además de productos industrializados 

como mayonesa y jugos de naranja y manzana no pasteurizados. La transmisión 

de O157:H7 puede ser por ingerir carne cruda o mal cocida, leche bronca, agua 

contaminada (59). 

STEC presenta un cuadro clínico que va desde una diarrea acuosa leve hasta 

diarrea con sangre y representa un riesgo para el desarrollo del síndrome urémico 

hemolítico (SUH) (60). STEC se caracteriza por la producción de las toxinas Shiga 

(Stx1 y Stx2), codificada por un bacteriófago λ insertados en el cromosoma de la 

bacteria. La toxina Stx pertenece a una familia de proteínas estructural y 

funcionalmente relacionadas con la toxina Shiga sintetizada por la Shigella 

dysenteriae. Ellas son designadas por un número o una combinación de números 

y letras. La toxina Shiga tipo 1 (stx1) difiere en un sólo aminoácido de la toxina 

Shiga de S. dysenteriae, mientras que la tipo 2 (stx2) tiene solo 56% de identidad 

con stx. Además, algunas variantes de stx2 son más virulentas en humanos, tal es 

el caso de stx2c y ciertas formas de stx2d, que pueden ser activadas por la 

elastasa presente en el mucus humano. Si bien las infecciones por STEC están 

asociadas a stx1, stx2 o ambas, la producción de stx2 aumenta el riesgo de SUH 

(61). Las toxinas Shiga (stx1, stx2) actúan inhibiendo la síntesis proteica dentro de 

células blanco, después de entrar a una célula, la proteína funciona como una N-

glicosidasa, hidrolizando varios nucleotidos del ARN del ribosoma, deteniendo de 

tal modo la síntesis de proteínas (62). 

Las cepas STEC como las cepas EPEC, son capaces de unirse íntimamente a las 

células epiteliales, provocando el borrado de las microvellosidades y produciendo 
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la formación de pedestales que son compuestos de proteínas del citoesqueleto de 

dichas células. Además de las toxinas la bacteria es capaz de sintetizar un amplio 

número de factores de virulencia como la toxina citoletal distensora (CDT), 

cdtABC, la hemolisina de E. coli enterohemorrágica (EHEC) llamada EHEC-hlyA o 

ehx, una proteasas de serina autotransportadoras, espP, etc (38). 

Por el hecho de que STEC O157:H7 ha sido clasificada como un contaminante de 

la carne, el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) declaró 

recientemente 6 serogrupos más de EHEC, que incluye los serogrupos, O26, O45, 

O103, O111, O121, O145. Estos seis serogrupos son conocidos como los “6 

grandes”, debido a que fueron encontrados más comúnmente en el patotipo STEC 

no-O157 que son cepas asociadas con una infección grave en los humanos, 

muchas veces produciendo CH y SUH. Sin embargo, la prevalencia de las 

infecciones por cepas STEC no-O157 difiere geográficamente (63). (Cuadro 2). 

O Serogrupo H Antígeno eae Seropatotipo 

O26 

O45 

O91 

O103 

O111 

O113 

O121 

O145 

O157 

NM, H11 

NM 

NM, H21 

NM, H2 

NM, H8 

H21 

H19 

NM, H25, H28 

NM, H7 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

B 

B 

C 

B 

B 

C 

B 

B 

A 

Cuadro 2. Serotipos comunes de STEC: Cuadro modificado de Croxen MA et al., 
2013 (29). 
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1.6.2 Epidemiología 

STEC también es frecuente en países como Argentina que está en vías de 

desarrollo, ha sido detallado en la literatura con la incidencia mundial más alta de 

SUH en niños menores de 5 años (64). Esto se debe a una exposición excesiva a 

factores de riesgo conocidos asociados con infecciones por STEC, incluyendo el 

consumo de carne, agua recreativa y una higiene personal deficiente (65). En 

contraste, Brasil tiene una incidencia baja de SUH (66), y los casos de STEC 

O157: H7 son poco frecuentes (67). Aunque las infecciones por STEC se 

identifican en otros países en desarrollo [ (68) (69)], la vigilancia general y el 

diagnóstico clínico son escasos. 

1.6.3 STEC en México 

Otros estudios realizados en México, con el propósito de establecer la prevalencia 

de E. coli O157:H7 en nuestro país, han mostrado la presencia de la bacteria, en 

canales de reses [ (70), (71)] de rastros de los estados de México y Jalisco, 

respectivamente. En los estudios mencionado, reportaron el aislamiento de cepas 

de E. coli O157:NM y O157:H7 (5% y 2.7% el primero y 16% el segundo). Así 

mismo, un estudio realizado por Callaway [2004] (72), reportó el aislamiento de 

cepas de E. coli O157:NM en el 1.25% y 2.1% de muestras de heces de bovinos y 

cerdos respectivamente. Ninguno de los aislados referidos presentaba stx1 y stx2, 

genes relacionados con la expresión de las toxinas Shiga. Aunque, E. coli 

O157:H7 se ha aislado de bovinos de diferentes zonas geográficas del país, hasta 

el momento no se han reportado que cause enfermedad en la población mexicana. 
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1.7 EPEC y STEC, modelo de patogénesis. 

El efecto patogénico de una cepa particular de E. coli depende de variedad de 

genes de virulencia específicos que puede poseer. Las combinaciones específicas 

de los genes de virulencia determinan patotipos de E. coli y cada patotipo tiene 

una capacidad para causar una diversidad limitada de cuadros clínicos.  

La complejidad de la nomenclatura es producto de la relación entre los patotipos, 

así como del número de patotipos de E. coli, las similitudes de sus nombres, 

versatilidades en el uso en la literatura, la evolución, la patogénesis y la aparición 

de nuevos patotipos. La figura 5 representa las relaciones entre los patotipos de 

E. coli. 

Las cepas patógenas de E. coli pertenecen a dos grupos: las que causan 

enfermedades gastrointestinales y las que causan infecciones extraintestinales. 

Entre las cepas extraintestinales, parece probable que la mayoría, de las cepas 

pueden producir meningitis neonatal también pueden causar infecciones del tracto 

urinario. Entre los patotipos gastrointestinales, la situación es aún más compleja, 

dada la superposición de los atributos de EAEC y STEC (73). 



 
28 

 

Figura 5.  Diagrama de Venn. Tomada del libro Escherichia coli Pathotypes and 
Principles of Pathogenesis 2013 (74)  
Relaciones entre los diferentes patotipos de E. coli causantes de enfermedad en los seres 

humanos. También hay reportes de cepas de E. coli productoras de toxinas Shiga (STEC, 

verde) que causan infecciones del tracto urinario UTI y otras infecciones extraintestinales 

(75). STEC se define por la producción de toxinas Shiga, codificadas por bacteriófagos. 

Entre las STEC, algunas cepas también son capaces de unirse íntimamente a las células 

epiteliales, eliminando las microvellosidades, y produciendo la formación de pedestales. 

La capacidad de adherencia que es una propiedad que define a E. coli adherente y 

efectora (AEEC, rayas diagonales). Estas cepas se denominan EPEC típica (a cuadros), 

mientras que aquellos que no producen toxinas Shiga, ni BFP se conocen como EPEC 

atípica. Algunas cepas de EPEC atípica presentan adherencia difusa (74). 

1.8 Antimicrobianos. 

Los antimicrobianos son compuestos obtenidos de un microorganismo o 

producidos sintéticamente, utilizadas en el tratamiento de infecciones bacterianas. 

También pueden considerarse como ligandos cuyos receptores son las proteínas 

de la pared celular de los microorganismos. Las proteínas sobre las que ejerce 
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acción el antimicrobiano son fundamentales en las reacciones bioquímicas de los 

microorganismos y la interferencia en sus vías fisiológicas causa efectos que los 

elimina (76).  

Existen diferentes formas de clasificación de los antimicrobianos: 

 Efecto antimicrobiano: se diferencian entre bactericidas y bacteriostáticos, 

según se provoque la muerte de las bacterias o inhiban su crecimiento sin 

provocar su destrucción. 

 Espectro de actividad: se refiere al número de variedades bacterianas 

frente a las que sean activos; pueden ser de amplio espectro o de espectro 

reducido. 

 Estructura química: se agrupan en familias con propiedades similares, 

como -lactámicos, tetraciclinas, quinolonas, etc. 

 Mecanismo de acción: hay antibióticos que impiden el crecimiento 

bacteriano, la síntesis proteica, alterando la permeabilidad de la membrana 

celular y bloquean la síntesis de los ácidos nucleicos.  

1.9 Familias de antimicrobianos. 

Su descubrimiento ocurrió en la década de los cuarentas donde surgieron 

numerosas familias de antimicrobianos y actualmente son el principal grupo 

terapéutico; entre las cuales se encuentran: -lactámicos, macrólidos, 

aminoglucósidos, tetraciclinas, polipéptidos, polienos, sulfonamidas, carbapenos, 

monobactámicos, entre otras (77).  
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-Lactámicos: son antimicrobianos bactericidas, es decir, actúan bloqueando los 

procesos de síntesis y reparación de la pared bacteriana. Formando así una pared 

defectuosa incapaz de mantener el equilibrio osmótico provocando la lisis celular, 

actúan siempre en la fase de crecimiento celular.  

La penicilina es el primer antibiótico del cual se tiene registro; da origen a dos 

grupos de antibióticos: las penicilinas y las cefalosporinas. La penicilina se 

obtuvo por primera vez del hongo Penicillum y está formada por un anillo -

lactámico; actúa inhibiendo la síntesis de la pared celular bacteriana. Se clasifica 

en 1-Activas frente a Gram positivos, 2- Activas frente a Gram negativos, 3- 

Resistente a penicilinasa, 4-Penicilinas de amplio espectro, 5-Penicilinas con 

inhibidores de -lactamasas (78).  

Las cefalosporinas son un derivado semisintético de un antibiótico obtenido del 

microorganismo Cephalosporium acremonium. Las cefalosporinas poseen un 

anillo -lactámico-dihidrotiacina, su mecanismo de acción es idéntico a las 

penicilinas que actúan al nivel de la pared celular, en la última etapa de su 

síntesis. Se clasifican en 4 generaciones dependiendo de su espectro de acción 

(78). Las cefalosporinas de tercera y cuarta generación son las más eficaces 

contra bacilos Gram negativos, resistentes a las -lactamasas que producen, la 

ceftazidima y el cefepime son ejemplos de estos antimicrobianos (79).  

Los carbapenos son antimicrobianos bicíclicos afines estructuralmente con los -

lactámicos, poseen la propiedad de no ser inactivados por las -lactamasas 

plasmídicas de las enterobacterias. Presentan un mayor espectro de acción frente 



 
31 

a microorganismos anaerobios, el Imipenem pertenece a esta clase de 

antimicrobianos (80).  El aztreonam es el único antimicrobiano monobactámico, 

tiene su efecto en bacterias Gram negativas nosocomiales, su mecanismo de 

acción es similar a los -lactámicos: atraviesan la pared y la membrana celular 

para interaccionar con las proteínas de unión de penicilinas necesarias en las 

últimas etapas de las transpeptidación. Su dinamismo difiere de los -lactámicos y 

se asemeja a un aminoglucósido; presenta una elevada resistencia a las -

lactamasas [ (77) (81)]. 

Las tetraciclinas inhiben la síntesis de proteínas ya que se unen a la subunidad 

ribosómica 30S, lo que impide la elongación de la cadena peptídica. Tienen un 

amplio espectro de actividad que incluye una gran variedad de bacterias Gram 

negativas (82). Las sulfamidas (sulfametoxazol) son un grupo de fármacos 

sintéticos con efecto bacteriostáticos, impiden el crecimiento y desarrollo y 

multiplicación de las bacterias Gram negativas; en combinación con trimetropim 

(diaminopiridina) actúa sobre la reacción enzimática de la síntesis del ácido 

tetrahidrofólico mediante competitividad metabólica (78). 

Fluoroquinolonas a menudo llamadas quinolonas, son derivadas del ácido 

nalidíxico, un antiguo antimicrobiano. Estos agentes se unen a las DNA girasas 

involucradas en la regulación del superenrrollamiento del DNA bacteriano, un 

proceso primordial para la replicación y la transcripción del DNA interfiriendo en su 

actividad. Son agentes bactericidas potentes y tienen un amplio espectro de 

actividad (82). Quinolonas de acuerdo a la generación: 1a ácido nalidíxico, 2a 

norfloxacina, ciprofloxacina, ofloxacina (83).   
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1.10 Resistencia a los antimicrobianos. 

El término resistencia se refiere a los cambios que determinan que la sensibilidad 

del microorganismo a un antimicrobiano determinado sea inferior a la observada 

con anterioridad. Cuando la sensibilidad al antimicrobiano se perdió hasta tal 

grado que el fármaco ya no es eficaz para uso clínico se dice que el 

microorganismo alcanzo resistencia clínica. El desarrollo de resistencias es 

extremadamente variable. Existen diversos mecanismos de resistencia que 

incluyen: destrucción o inactivación del agente antimicrobiano (82).  

1.11 Mecanismo de resistencia de las bombas de eflujo en los 

antimicrobianos. 

Las bombas de eflujo son transportadores de membrana, organizadas en 

superfamilias y distribuidos ubicuamente, están involucrados generalmente en la 

extrusión de sustancias tóxicas desde el interior de la célula hacia el medio 

externo. Las bacterianas tienen variados sistemas transportadores de membrana 

con múltiples funciones vitales como ingreso de nutrientes, excreción de 

sustancias tóxicas y mantenimiento de la homeostasis [ (84) (85)].  

Es importante conocer el mecanismo de resistencia por las bombas de eflujo, ya 

que este afecta directamente la estructura, la regulación y el efecto en los 

antimicrobianos. Uno de estos mecanismos involucra la producción de enzimas 

hidrolíticas capaces de inactivar directamente al antimicrobiano como en el caso 

de la -lactamasas (86). Las bombas de eflujo pueden ser específicos para un 

sustrato, o bien pueden transportar una amplia variedad de compuestos 

químicamente diferentes, incluyendo antimicrobianos de múltiples clases.  
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Filogenéticamente las bombas de eflujo pertenecen a cinco superfamilias 

denominadas: (1) familia de casete de unión al ATP (ABC); (2) superfamilia del 

facilitador mayor (MFS); (3) familia de extrusión de multifármacos y tóxicos 

(MATE); (4) familia de resistencia pequeña a multifármacos (SMR); y (5) familia de 

resistencia a división por nodulación (RND) (87). 

Un ejemplo de este sistema es el demostrado por la bomba Tet bombea 

tetraciclina al espacio periplásmico de E. coli. Podría crear altos niveles de 

resistencia solamente por tener una velocidad de eflujo que supere altamente al 

retorno de la droga hacia el citoplasma (88).  

También la expresión de -lactamasas clase C confiere resistencia a 

cefalosporinas de primera y segunda generación. Las bombas de eflujo, generan 

resistencia a las penicilinas. Para el caso de las fluoroquinolonas, la resistencia 

resulta de una mutación puntual a nivel de DNAgirasa/topoisomerasa IV (89). 

1.12 Mecanismo de acción de las bombas 

Se han propuesto tres modelos para explicar las posibles rutas de los 

transportadores: 

La hipótesis de la aspiradora hidrofóbica asume que los transportadores están 

embebidos en los fosfolípidos de la bicapa membranosa, el sustrato se mueve 

libremente en la fase lipídica, desde allí alcanzan el canal central de la bomba 

proteica ya sea desde el lado interno o externo de la membrana y por último son 

aspirados (Figura 6). 
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La segunda hipótesis flipase es donde el sustrato alcanza la bomba proteica 

también desde dentro de la membrana y simplemente difunde al exterior pasando 

desde la porción interna hacia la externa. 

La tercera hipótesis poro acuoso asume que la traslocación incluye el transporte 

del sustrato desde el citoplasma hacia el medio externo a través de poros acuosos 

con sitios flexibles de reconocimiento de sustrato [ (84) (90)]. 

 

 

Figura 6. Algunos mecanismos de resistencia a los antibióticos que presentan 
algunas bacterias. Tomado de tesis José Molina 2011 (91) 
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1.13 Grupos filogenéticos. 

Existe una vasta variabilidad genética interespecie en E. coli, la cual nos da como 

resultado una diversidad en cuanto a patotipos. En estudios recientes se ha 

investigado la relación entre cepas en todo lo que se refiere a grupos filogenéticos. 

Estos han llevado a determinar los siguientes subgrupos en términos de acción en 

el hospedero: a) comensales, b) patotipos intestinales y c) patógenos 

extraintestinales. En estudios de análisis de isoenzimas (MLEE- Multilocus 

Enzyme Electrophoresis) en la colección de referencia de E. coli (ECOR- E. coli 

reference collection) se han categorizado a las cepas de E. coli en 4 grupos 

filogenéticos principales: A, B1, B2, y D. Las cepas comensales están incluidas en 

los grupos filogenéticos A y B1, las cepas patógenas extra intestinales en el grupo 

B2 y D, los patotipos intestinales están presentes en cualquiera de los filogrupos 

(92).  

También existe un filogrupo denominado E en el cual el patotipo O157:H7 es 

representante. Científicos han recocido la existencia de filogupos conocidos como 

C y F, las cuales están relacionadas con el filogrupo B1 y los filogrupos B2 y D 

respectivamente (93). En humanos los filogrupos más comunes son A y B2, los 

menos comunes B1 y D, mientras que en animales B1 es el más frecuente 

seguidos de A, B2 y D (94).  

Se han desarrollado técnicas para constituir las relaciones filogenéticas de esta 

bacteria. Existe un protocolo de PCR triple para permitir la clasificación de las 

cepas de E. coli en los cuatro grupos filogenéticos mayores A, B1, B2 o D. Esta 

técnica se fundamenta en la presencia o ausencia de los genes chuA (presente en 

las cepas de los filogrupos B2 y D, ausente en B1 y A) junto con yjaA (presente en 
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el grupo B2, ausente en grupo D) y el fragmento de ADN TSPE4.C2 (presente en 

grupo B1, y ausente en grupo A) (95).  

Recientemente (2013) la misma técnica de Clermont para ubicar cepas de E. coli 

en los cuatro grupos filogenéticos mayores tuvo una modificación y ahora permite 

ubicarlos en siete grupos (A, B1, B2, C, D, E, F) pertenecientes a E. coli sensu 

stricto y a un octavo clado críptico llamado I. Este método adiciona un gen aparte 

de los genes : chuA, gen requerido para transporte de hierro en E. coli O157:H7 

(96); yjaA, gen inicialmente identificado en la secuencia completa del genoma de 

E. coli K-12 cuya función es desconocida (95); TspE4.C2, es un fragmento de 

ADN que posteriormente se caracterizó como un gen esterasa lipasa (97); que es 

el gen arpA, que permite que las cepas pertenecientes al filogrupo F se diferencien 

de las pertenecientes al grupo D. El gen arpA está presente en todas las cepas de 

E. coli con excepción de las pertenecientes al filo grupos B2 y F. 

Propio de su investigación, se obtuvo que el 99 % de las cepas que estudiaron, 

pertenecían a los mismos filogrupos determinados por otras técnicas de referencia 

como electroforesis de enzimas multilocus (MLEE) o ribotipificación. En 

consecuencia, construyeron un árbol de decisión dicotómico (Figura 7) con los 

tres marcadores genéticos para determinar el grupo filogenético por medio de una 

PCR múltiple. Los patrones para otorgar las cepas del estudio dentro de los 

diferentes grupos filogenéticos son: filogrupo A (chuA(-) / TspE4C2(-)); filogrupo 

B1 (chuA(-) / TspE4C2(+)); filogrupo B2 (chuA(+) / yjaA(+)) y el filogrupo D 

(chuA(+) / yjaA(-). 
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Figura 7. Árbol de decisión dicotómico para la determinación de grupos 
filogenéticos de E. coli Tomado de Clermont 2013 (97). 
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2. JUSTIFICACIÓN 

En México los padecimientos intestinales son un problema importante de salud, 

sobre todo en infantes y lactantes. En proporción con su incidencia son escasos 

los estudios epidemiológicos que nos proveen información sobre la distribución 

tanto de STEC O157 como la no-O157 y de EPEC como causales de sucesos 

diarreicos en dicha población. 

Las enfermedades gastrointestinales son responsables de 1,700 millones de 

casos de los cuales 760,000 terminan siendo mortales en niños menos de 5 años. 

E. coli patógena se ha posicionado como uno de los patógenos principales 

causantes de diarrea infecciosa solo después del rotavirus. Además de ser uno de 

los agentes etiológicos causantes de la denominada diarrea del viajero. 

La comprensión de la patogénesis de STEC como de EPEC es primordial para la 

optimización, desarrollo y prevención de las infecciones por esta bacteria. Es por 

lo que, en este trabajo se estudia la caracterización fenotípica y genotípica de 

cepas de E. coli aislada en niños menores de cinco años de diferentes zonas 

geográficas, para identificar primeramente sí dichas cepas son STEC o EPEC, así 

como su clasificación en subtipos típicas o atípicas y mediante métodos 

serológicos conocer su identidad antigénica.  

2.1 Hipótesis 

Conocer si las cepas de E. coli aisladas de niños menores de 5 años y ganado 

lechero presentan genes correspondientes a los patotipos STEC O157 y no-O157 

y EPEC y su clasificación en típicas y atípicas. Así como sus patrones de 

resistencia a los antimicrobianos.  
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2.2 Objetivos 

2.2.1 Objetivos generales 

Mediante el uso de las propiedades fenotípicas y genotípicas caracterizar cepas 

de E. coli productora de la toxina de Shiga (STEC) y cepas de E. coli 

enteropatógena (EPEC) típicas y atípicas.   

2.2.2 Objetivos específicos 

 Por medio de un esquema de sueros contra los antígenos somático y flagelar, 

determinar los serotipos de las cepas en estudio (O:H) 

 Mediante la reacción con la polimerasa (PCR) e iniciadores específicos 

determinar si las cepas de E. coli presentan los genes stx1, stx2, eae, ehxA, 

bfp, eaf, espC y espP relacionados con la capacidad de virulencia de las cepas 

STEC y EPEC. 

 Realizar una PCR múltiple con iniciadores específicos para identificar los 

genes arpA, chuA, yjaA y TspE4C2 para establecer el grupo filogenético al cual 

pertenecen las cepas. 

 Determinación de los patrones de resistencia a los -lactámicos de amplio 

espectro y fluroquinolonas, mediante el método de difusión en agar (Kirby-

Bauer).  
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1 Flujograma de Trabajo 
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3.2 Origen de las cepas bacterianas 

En este estudio se incluyeron cepas de E. coli obtenidas de estudios 

epidemiológicos de diferentes áreas geográficas en los que se incluyeron México, 

Tailandia, Egipto, Argentina, Perú y como controles de las pruebas se usaron 

cepas de referencia. 

3.3 Confirmación bioquímica 

Para confirmar la pureza de las cepas, éstas se inocularon en agar MacConkey, 

se incubaron a 37°C durante 18-24h. Posteriormente se realizó la identificación 

bioquímica con pruebas preparadas en el laboratorio que incluyeron agar Kliger, 

Rojo de metilo-Voges Proskaguer (RM-VP), urea, sulfhídrico-indol-movilidad (SIM), 

caldo malonato, ácido glucónico y sorbitol (98). 

3.4 Preparación de antígenos somáticos (O) y flagelares (H) 

La identificación de los antígenos somáticos (O) y flagelares (H) de las cepas de 

E. coli se realizó utilizando el método previamente descrito por Orskov, que incluyó 

la obtención de antígenos de la bacteria (19). 

3.4.1 Preparación de antígeno somático (O) 

Las cepas se resembraron en medio de agar soya tripticaseína (TSA) para 

utilizarla como copia de trabajo. Para realizar la identificación del antígeno 

somático las cepas se resembraron en agar TSA, se incubaron a 37 °C durante 

18-24h. Una vez que en el agar TSA hubo crecimiento bacteriano se le agrego 

solución salina al 0.85% (NaCl 0.15 M) hasta cubrir el pico de flauta. El 

sobrenadante se colocó en otros tubos de ensaye de 16x150 mm y se llevó a la 

autoclave a 100°C con vapor fluente durante 1h. Posteriormente se le agregó 



 
42 

formalina (solución de NaCl 0.15 M con 0.6 % de formaldehido) y se conservaron 

a temperatura ambiente hasta su uso. 

3.4.2 Identificación de antígeno (O) 

Para este propósito, en tres microplacas serológicas de 96 pozos y fondo en U se 

distribuyeron 50 L de cada uno de los 187 sueros obtenidos en conejo 

(SERUNAM) anti-O del esquema antigénico de E. coli diluidos 1:100; en el 

esquema se incluyeron sueros anti-O1 hasta el anti-O187. Adicionalmente se 

incluyeron 50 sueros, también obtenidos en conejo, contra los antígenos de 

Shigella (15 de S. dysenteriae, 13 de S. flexneri, 20 de S. boydii y 2 de S. sonnei). 

Posteriormente las microplacas con las suspensiones suero/antígeno se incubaron 

a 50°C durante 18-24 h, al finalizar la incubación se registraron las reacciones de 

aglutinación. 

3.4.3 Preparación de antígeno flagelar (H) 

Las cepas de E. coli se inocularon en tubos de Craigie´s con medio semisólido y 

se incubaron a 30 °C de 1 a 14 días. Cuando en el medio semisólido hubo 

crecimiento bacteriano se procedió a inocular en el caldo biotriptasa y se 

incubaron a 30 °C durante 18-24h. Posteriormente se le agregó formalina y se 

dejaron reposar 1h.  

3.4.4 Identificación antígeno (H) 

En una microplaca serológicas de 96 pozos con fondo en U se distribuyeron 50 L 

de cada uno de los 56 sueros obtenidos en conejo (SERUNAM) contra el antígeno 

H de E. coli y se incubaron a 50°C durante 2h. Al final de la incubación se 

registraron las reacciones de aglutinación. 
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3.5 Obtención de ADN por el método de ebullición 

El DNA de las cepas de E. coli se obtuvo por el método de ebullición previamente 

descrito por Islam et al., (99). Los cultivos de E. coli fueron inoculados en 2 mL de 

caldo Luria-Bertani y se incubaron a 37 °C durante 18-24 h, posteriormente se 

tomó 1 mL del crecimiento bacteriano y fue colocado en un microtubo el cual se 

centrifugó a 13000 rpm durante 5 min. Después de la centrifugación, el 

sobrenadante se decantó, se les quito el exceso de agua con papel secante. 

Consecutivamente, a los tubos se les adicionó 200 μL de agua ultra pura y por 

agitación con vortex el pellet se resuspendió. Los tubos se sometieron a ebullición 

durante 10 min, fueron colocados rápidamente en hielo por 5 min, la suspensión 

anterior se homogenizó con vortex, se centrifugó a 13000 rpm durante 10 min y 

por último se tomaron 100 μL del sobrenadante y fueron congelados a -20 °C 

hasta su uso.  

Para observar la integridad del DNA que se obtuvo, se mezclaron 2.5 μL de azul 

de bromofenol con 8 μL del sobrenadante que contenía el DNA, la suspensión 

anterior se distribuyó en pozos de un gel de agarosa al 1.0 % dentro de una 

cámara para electroforesis (BIO•RAD) con buffer de Tris Borato etilendiamino-tetra 

acético (TBE) 0.5X y se aplicó corriente de 100 V. Finalmente, el gel se tiñó con el 

colorante Red-Gel (Biotium) y al término del tiempo el DNA fue visualizado con un 

programa digitalizador de imágenes Biosens SC805 Gel Imagine Sistems y se 

tomó una fotografía. 
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3.6 Determinación de grupos filogenéticos y genes de virulencia 

Mediante el ensayo de la reacción de la polimerasa (PCR) se determinaron los 

genes de virulencia y grupos filogenéticos. Se utilizaron condiciones e iniciadores 

previamente reportados por diferentes autores (Cuadro 3), en el primer renglón se 

encuentran los iniciadores delanteros y en el segundo los iniciadores reversos. 

En el caso específico de los grupos filogenéticos se utilizó la combinación de 

genes (arpA, chuA, yjaA y TspE4.C2) para establecer los grupos filogenéticos A, 

B1, B2, D y F de las cepas de E. coli (97). 
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Cuadro 3. Secuencia de nucleótidos de los iniciadores. 

Genes Secuencia de iniciadores 5´ a 3´ Peso del 
amplicón 

(pb) 

Referencia 

chuA ATGGTACCGGACGAACCAAC 288  
 
 
 
 
 
 

Clermont O, 2013 
(97). 

TGCCGCCCAGTACCAAAGACA 

yjaA CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211 

ATTGCGTTCCTCAACCTGTG 

 
TspE4.C2 

CACTATTCGTAAGGTCATCC 152 

AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 

arpA AACGCTATTCGCCAGCTTGC 400 

TCTCCCCATACCGTACGCTA 

arpA AGTTTTATGCCCAGTGCGAG 219 

TCTGCGCCGGTCACGCCC 

trpA CGGCGATAAAGACATCTTCAC  489 

GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 

stx1 GTACGGGGATGCAGATAAATCGC 209  
 

Scheutz F,  2012 
(100).  

AGCAGTCATTACATAAGAACGYCCACT 

stx2 
  

GGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGT 627 

ATTAAACTGCCACTTCAGCAAATCC 

CGCTGTCTGAGGCATCTCCGCT 625 

TAAACTTCACCTGGGAAAGCC 

ehxA CTCATAGGGGCCCCGATAAGC 495  
Schmidt H, 1994 

(101). 
TTCTCCTGGGGTAAATGTTGGTGT 

AGTTTTCCTGTTGCTGTATGCC  

eae CCCGAATTCGGCACSAGCATAAGC 864 Schmidt H, 1994 
(101). CCCGGATCCGTCTGCCCAGTATTC 

bfp AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 326 Gunzburg T S, 
1995 (102). GCCGCTTTATCCAACCTGGTA 

eaf CAGGGTAAAAGAAAGATGATAA 397 Franke J,    1994 
(103). TATGGGGACCATGTATTATCA 

espC TAGTGCAGTGCAGAAAGCAGTT  301  
Abreu A, 2013 

(49) 
AGTTTTCCTGTTGCTGTATGCC  

espP  GTCCATGCAGGGACATGCCA 547 

TCACATCAGCACCGTTCTCTAT  
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3.7 Condiciones de la PCR 

Para la identificación de cada uno de los genes, la PCR se llevó a cabo en 

microtubos de 200 L, en este tubo se preparó una suspensión que consistía de 

agua ultra pura, buffer, dNTP´s, iniciadores, Taq-polimerasa y DNA (Cuadro 4). 

En cada ensayo se utilizó como control positivo una cepa de E. coli de referencia, 

además se colocó un blanco el cual contenía todos los reactivos excepto DNA. 

Cuadro 4. Composición de la mezcla de reactivos utilizados para cada una de la 
reacción de PCR. 

 Genes 

Reactivo 
(Invitrogen) 

arpA, chuA, 
yjaA y 
TspE4.C2 

Grupos 

A o C 

stx1 stx2 ehxA eae bfp eaf espP 

/espC 

 (μL) 

Agua ultra 
pura 

6,00 8,7 10,47 7,92 10,02 10,11 10,41 

 

10,71 9,33 

Buffer 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 

MgCl2 0,45 0,45 0,45 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,45 

dNTP´s 1,5 1,2 0,6 1,5 0,6 0.6 0,3 0,6 0,6 

Iniciadores 4,35 2,4 1,2 2,4 1,2 1,2 1,2 0,6 2,4 

Taq 0,6 0,15 0,18 0,18 0,18 0,09 0,09 0,09 0,12 

DNA 
muestra 

0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 

TOTAL 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 
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3.7.1 Condiciones de la PCR en el termociclador 

Una vez preparada la mezcla de reacción, los microtubos se colocaron en un 

termociclador (Multigene Optimax) y para cada uno de los genes se establecieron 

las condiciones de los ciclos de extensión, alineamiento y elongación de la 

reacción de PCR (Cuadro 5). 

Cuadro 5. Condiciones PCR para la amplificación de cada uno de los genes. 

 

3.7.2 Electroforesis en geles de agarosa 

Al final de la PCR se tomaron 8 L de los amplicones obtenidos, se mezclaron con 

2.5L de azul de bromofenol y fueron distribuidos en los pozos de un gel de 

agarosa al 1.5%. El gel fue colocado en una cámara de electroforesis (BIO•RAD) 

con solución amortiguadora TBE 0.5X y se aplicó corriente de 100 V, en cada uno 

de los geles además de los amplicones se colocó un marcador de peso molecular 

y un blanco, que consistió en colocar todos los reactivos para la reacción de la 

                                         Genes 

Fase Grupo 

filogenético 

Grupo 

 A o C 

stx1 stx2 ehxA eae Bfp eaf espC/ 

espP 

  T(°C) / t(min) 

Desnaturalización 

inicial 

94 / 4 94 / 4 95 / 5 96 / 5 94 / 3 94 / 5 95/5 95/5 95/5 

Extensión 94 / 0,08 94 / 0,08 94 / 0,50 95 / 0,50 94 / 0,45 94 / 0,30 72/2 96/0,40 95/1 

Alineamiento 58 / 0,20 58 / 0,20 56 / 0,40 57 / 0,40 57 / 0,30 55 / 1 96/0,30 57/1 59/1 

Elongación 72 / 0,40 72 / 0,40 72 / 1 73 / 1 72 / 1,5 72 / 2 56/1 72/0,45 72/1,5 

Extensión final 72 / 5 72 / 5 72 / 5 73 / 5 72 / 10 72 / 5 72/8 72/10 72/10 

% Agarosa 1,8 1,5 1,5 1,6 1,0 1,0 1,5 1,2 1,2 
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PCR con excepción del DNA. El gel se tiñó con colorante Red-Gel y al finalizar se 

tomó una fotografía con el programa digitalizador de imágenes Biosens SC805 Gel 

Imagine Sistems, visualizando el producto amplificado con un transiluminador de 

UV. 

3.8 Resistencia a los antimicrobianos por el método de difusión en 

agar (Kirby-Bauer) 

De acuerdo a la recomendación del National Committee for Clinical Laboratory 

Standards 2010 (104), se utilizó el método de difusión en agar (Kirby-Bauer) 

utilizando sensidiscos (BD) y se empleó el medio de agar Müeller Hinton (M-H). 

Cada placa de M-H se preparó con 20 mL del agar fundido y enfriado a 50-55°C, 

para obtener una capa de 4 mm de espesor. El antibiograma se realizó a partir de 

colonias bien aisladas. El inóculo se realizó preparando una suspensión de las 

colonias, hasta obtener una turbidez correspondiente al tubo 0.5 del Nefelómetro 

de McFarland (Cl2Ba 0,5 %). 

3.8.1 Día 1 

Los sensidiscos se colocaron a temperatura ambiente antes de usarlos. Se 

utilizaron los sensidiscos de los siguientes antimicrobianos: 30 g ceftriaxona 

(CRO), 10 g norfloxacina (NOR), 1.25 g trimetoprim 23.75g sulfametoxazol 

(SXT), 30g cefoxitina (FOX), 10 g imipenem (IMP), 30 g cefotaxima (CTX), 30 

g ceftazidina (CAZ),  30 g ácido nalidíxico (NA), 5 g ciprofloxacina (CIP), 30 g 

aztreonam (ATM), 5 g ofloxacina (OFX), 30 g cefepima (FEP) y 30 g 

tetraciclina (TE). Se preparó la suspensión bacteriana que se usó como inóculo en 

el antibiograma. Con asa bacteriológica se tomó un inóculo del cultivo y se 

resuspendió en 2 ml de Solución Fisiológica (NaCl 8.5 %) hasta obtener una 
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turbidez correspondiente tubo 0.5 (Cl2Ba 0.5 %) de la escala de McFarland. Con 

hisopo estéril previamente embebido con el inóculo y escurrido en las paredes del 

tubo, se estriaron las placas de MH en tres direcciones. Las placas de agar M-H 

estriadas se dejaron estabilizar a temperatura ambiente, sobre la placa con pinzas 

se colocaron los sensidiscos con antibiótico. En cada una de las placas se 

colocaron 6 sensidiscos como máximo y se incubó a 37ºC durante 18-24 h.  

3.8.2 Día 2 

Se efectuó la lectura, para medir el diámetro del halo de inhibición alrededor de 

cada disco se utilizó un vernier.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Origen de las cepas bacterianas 

Se analizaron 72 cepas aisladas de casos de diarrea infantil en niños menores de 

5 años de 5 zonas geográficas que fueron Argentina, Egipto, Perú, Tailandia y 

México (Cuadro 6). De 72 casos, 2 (2.8%) fueron de Argentina y del mismo 

número para Egipto, 3 (4.2%) para Tailandia, 5 (6.9%) de Perú, en el caso de 

México 56 (77.8%)  

Cuadro 6. E. coli aislada de casos de diarrea infantil en 5 áreas geográficas. 

PAÍS N (%) 

ARGENTINA 2 (2.8) 

EGIPTO 2 (2.8) 

PERÚ 5 (6.9) 

TAILANDIA 3 (4.2) 

MÉXICO 56 (77.8) 

REFERENCIA 4 (5.6) 

TOTAL 72 (100) 

 

Asimismo, para comparación entre casos humanos y animales se incluyeron 19 

cepas aisladas de bovinos con episodio de diarrea del Estado de México 16 

(84.2%) y 3 (15.8) del estado de Jalisco. 

4.2 Confirmación bioquímica 

Con base en los resultados obtenidos de las pruebas bioquímicas se determinó 

que las cepas del estudio eran E. coli. El perfil bioquímico consistió en la 

fermentación glucosa y lactosa con producción variable de gas. Las pruebas de 

utilización de Gluconato y Malonato, además en la producción de ureasa fueron 

negativas. La reacción de Voges-Prokauer y deaminación de la fenilalanina fueron 
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negativas. Las pruebas de producción de indol y ácido de la fermentación de la 

glucosa (rojo de metilo) fueron positivas. 

4.3 Tipificación serológica 

La tipificación serológica de las cepas de E. coli provenientes de niños permitió 

identificar 20 serotipos. El análisis de los serogrupos de las cepas de las cinco 

áreas del estudio mostró que estos fueron reportados inicialmente como STEC. 

Los serotipos más frecuentes de STEC en humanos fueron: O26:H11 (16.6%) con 

12 cepas, O111ab: NM (13.9%) con 10 cepas, OR: NM y O157: NM (11.1%) con 8 

cepas cada uno, O26: NM (8.3%) con 6 cepas, O103: NM y O103:H7 (5.5%) con 4 

cepas cada uno. Los 11 serotipos restantes solo se presentaron 1-3 veces y 

representaron el 28% (Cuadro 7). 
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Cuadro 7. Serotipos de E. coli aislada de casos de diarrea infantil en México y otros 
países. 

 

Origen Serotipos N (%) Origen O:H N (%) 

O:H 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MÉXICO 

OR:NM 8 (11.1)  
ARGENTINA 

O26:NM 1 (1.4) 

OR:H11 1 (1.4) O26:H11 1 (1.4) 

O26:NM 3 (4.2)  
EGIPTO 

OR:NM 1 (1.4) 

O26:H11 3 (4.2) O187:NM 1 (1.4) 

O103:NM 4 (5.5)  
PERÚ 

O26:NM 2 (2.7) 

O103:H2 1 (1.4) O26:H11 3 (4.2) 

O103:H7 4 (5.5)  
TAILANDIA 

O26:H11 2 (2.7) 

O111ab:NM 10 (13.9) O184:H7 1 (1.4) 

O111ab:H12 1 (1.4)  
REFERENCIA 

O26:H11 3 (4.2) 

O111:NM 3 (4.2) OR:NM 1 (1.4) 

O126:H5 2 (2.7) TOTAL   72 (100) 

O157:NM 8 (11.1) 

O172:H27 1 (1.4) 

O174:H2 1 (1.4) 

O184:NM 2 (2.7) 

O184:H2 1 (1.4) 

O184:H7 1 (1.4) 

O184:H11 1 (1.4) 

O184:H32 1 (1.4) 

 

4.4 Grupos filogenéticos 

Para establecer los grupos filogenéticos de las cepas de E. coli se utilizó el 

esquema de Clermont [2013] de acuerdo, a la ausencia o presencia de los genes 

arpA, chuA, yjaA y al fragmento TspE4.C2, mediante una PCR cuádruplex (Figura 
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8). La distribución de los grupos filogenético fue la siguiente, de las cepas de 

México 31 (55.4%) se ubicaron en el grupo B1, 18 (32.1%) cepas en A, 4 (7.1%) 

B2 y una (1.8%) para F, respectivamente. Los grupos filogenéticos determinados 

en las cepas del extranjero 14 (87.5%) fueron del grupo B1 y 2 (12.5%) del grupo 

B2 (Cuadro 8).  

 

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1.8 % de los amplicones de arpA (400 
pb), chuA (288 pb), yjaA (211 pb) y TspE (152 pb). Carriles 1-4, cepas 92433, 3389, 
115535, 115615; carriles 7-9, cepas 46156, 89856, 89857; carriles 11-13, cepas 89858, 
89859, 95101, 95117; carriles 15-19 cepas 47148, 107728, 107730, 47767, 47993; Carril  
5 control positivo para arpA y TspE (C1) y carril 14, positivo chuA, yjaA y TspE (C2) y 
finalmente carril 20 blanco. 
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Cuadro 8. Distribución de grupos filogenéticos en cepas de E. coli aisladas de 
casos de diarrea en México y otros países. 

Origen N (%) Genes 

Filogrupo arpA chuA yjaA TspE 

 
 
 
 

MÉXICO 

 
 
 
 

56 (77.8) 

A 18   18   

B1 31     31 

B2   4 4   

A o C 1   1   

D o E 1   1 1 

F   1     

ARGENTINA 2 (2.8) B1 2     2 

EGIPTO 2 (2.8) B1 2     2 

PERÚ 5 (6.9) B1 3     3 

B2   2 2   

TAILANDIA 3 (4.2) B1 3     3 

REFERENCIA 4 (5.6) B1 4     4 

TOTAL N (%) 72 (100)   65 (90.3) 7 (9.7) 26 (36.1) 46   (63.8) 

 

 

En el Cuadro 9 tenemos representados los grupos filogenéticos, como se puede 

observar el grupo B1 es el que tiene mayor representación con un total de 45 

cepas que representan el 62.5% seguido del filogrupo A que representa el 25%. 

Teniendo una minoría en los filogrupos B2, C, D y F teniendo solamente el 12.5% 

esto es un cuarto de la totalidad de la cepas estudiadas.  
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Cuadro 9. Grupos filogenéticos determinados en las cepas de estudios.  

  Grupos filogenéticos 

A B1 C B2 D F 

18 31 1 4 1 1 

  2         

  2         

  3   2     

  3         

  4         

Total 18 (25) 45 (62.5) 1 (1.4) 6 (8.3) 1(1.4) 1(1.4) 

 

4.5 Genes de virulencia 

El análisis de la presencia de genes en las 56 cepas de México mostró lo 

siguiente: genes eae, 27 (48.2%); ehxA, 11 (17.8%); bfp, 9 (16.1%); eaf, 3 (5.4%) 

y espP 3 (5.4%). Haciendo mención que en este grupo de cepas no se detectó la 

presencia de los genes stx1, stx2, espC (Cuadro 10). Por lo que, aunque, los 

serogrupos determinados pertenecen a cepas del patotipo STEC, los genes 

identificados indican que pudieran ser del patotipo de E. coli enteropátogena 

(EPEC). En la Figura 9 se muestra los amplicones de cepas positivas para el gen 

eae.  
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Cuadro 10. Caracterización genotípica de E. coli aislada de casos de diarrea infantil 
en México 

Origen Patotipo Serotipo N Genes 

ehxA eae Bfp eaf espP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MÉXICO 

 

 

 

 

EPEC-a 

OR:NM 7 2 3    

OR:H11 1  1   1 

O26:NM 3  1    

O103:NM 4 1 2    

O103:H7 4  2    

O111ab:NM 2  2    

O111:NM 3 1 2  1  

O157:NM 8  5    

EPEC-t OR:NM 1  1 1 1  

O111ab:NM 8 4 8 8 8  

 

 

 

 

 

Sin 

Patotipo 

O26:H11 3 2     

O111ab:H2 1      

O103:H2 1      

O126:H5 2     1 

O172:H27 1      

O174:H2 1      

O184:NM 2 1     

O184:H2 1      

O184:H7 1      

O184:H11 1      

O184:H32 1      

TOTAL     56 

(100) 

11(19,6) 27(48,2) 9(16,1) 10(5,4) 2(1,1) 
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0 % de los amplicones del gen eae de 
E. coli. Carril 4, 6 y 7, cepas 110052, 106604/1; carriles 11-17, cepas 42659, 42984, 
47787, 68887, 69900, 29358, 48067. Carril 8 control positivo del grupo C1, eae (863 pb); 
carril 10 marcador de peso y carril 20 blanco.  

 
Por lo que respecta a las cepas del extranjero 4 (25%) cepas fueron positivas para 

ehxA, 3(18.7%) cepas eae y 2 (12.5%) cepas espP, y negativas para los genes 

stx1, stx2, bfp, eaf, espC (Cuadro 11). Las cepas provenientes de Argentina no 

mostraron factores de virulencia, las de Egipto y Tailandia fueron eae negativas al 

igual que lo fueron las cepas de Perú.  

Cuadro 11. Caracterización genotípica de E. coli aislada de casos de diarrea infantil 
en otros países. 

Origen Serotipo 
(O:H) 

N Genes   

ehxA eae espP Patotipo 

 
EGIPTO 

OR: NM 1     1   

O187:NM 1 1     

PERÚ O26:H11 3 1 1   EPEC-a 

TAILANDIA O26:H11 2 1   1   

REFERENCIA O26:H11 3 1 2   EPEC-a 

TOTAL N (%) 10 (62.5) 4 (25) 3 (18.7) 2 (12.5)   
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4.6 Determinación del subtipo EPEC 

Para determinar el subtipo EPEC-t de las cepas de México se tomó en cuenta la 

presencia de los genes eae, eaf y bfp, presentándose solo 1 (1.8%) cepas del 

serotipo O111ab: NM con filogrupo D o E. Mientras que para el subtipo EPEC-a se 

consideró la presencia del gen eae con ausencia de los genes eaf y bfp, así como 

la presencia de otro gen de virulencia, el análisis mostró que 27 (48.2%) cepas 

EPEC-a, donde el serotipo O111ab:NM fue el más frecuente y perteneciente al 

filogrupo B1 con 9 (16.1%) cepas, seguida del OR: NM con 4 (7.1%) cepas con 

filogrupo A. 

4.7 Patrones de resistencia 

En 30 (41.7%) de las cepas de E. coli se observó resistencia a los siguientes 

antimicrobianos FOX, TE, NA y SXT (Figura 10). Las cepas de México 

presentaron resistencia a TE 24 (56) los serotipos con mayor frecuencia fueron: 4 

(8%) OR: NM, 4 (4%) O103: NM y 5 (8%) O157: NM.  

En las cepas provenientes del extranjero, una de dos cepas de Egipto O187:NM 

presentó resistencia a FOX y TE; de Perú 2 cepas del serotipos O26: NM fueron 

resistentes a FOX y SXT y las cepas de referencia 3 (4%) del serotipos O26: NM 

fueron resistentes a FOX (Cuadro 12). 
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Figura 4. Halos de inhibición y de resistencia a SXT, NA y TE. Lado derecho se 
muestran los halos de inhibición del crecimiento bacteriano, esta cepa (90625) fue 
sensible los 6 antibióticos estudiados, del lado izquierdo se observan 4 halos de inhibición 
y 3 halos de resistencia a SXT, NA y TE.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Sensibles 

CAZ 

STX 

NA 

TE 

Resistentes 

CIP 

IMP 

ATM 

OFX 

FOX NOR 

CRO 

CTX FEP 
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Cuadro 12. Relación entre el serotipo y la resistencia a los antibióticos en cepas de 
E. coli aislada de diarrea infantil en México y en otros países 
 TIPO DE ANTIMICOBIANO 

 -
LACTAMICO

TETRACICLINA QUINOLONA SULFAMIDA 

 
   ORIGEN 

SEROTIPO Número 
de 

cepas 

FOX TE NA SXT 

(O:H) 

 
 
 
 
 
 
 

    MÉXICO 

OR:NM 8 1 4   1 

OR:H11 1 1 1     

O26:H11 3 1 1     

O103:NM 4   4 4   

O103:H2 1   1 1 1 

O111ab:NM 10   2     

O111ab:H12 1 1 1     

O157:NM 8   5   1 

O184:H7 1   1   1 

O184:H11 1   1 1   

O184:H32 1   1   1 

EGIPTO O187:NM 1 1 1     

 
PERÚ 

O26:NM 2 2     2 

O26:H11 3   1 1   

REFERENCIA O26:H11 4 3       

TOTAL N (%)   49 (100) 10 (20.4) 24 (48.9) 7 (14.3) 7 (14.3) 

 

4.8 Cepas de E. coli aislada de ganado lechero 

Para comparación se incluyeron 19 cepas de E. coli aisladas de bovinos del 

mismo serogrupo que de las cepas aisladas analizadas de los casos de los niños. 

De las 19 cepas, 16 (84.2%) eran de bovinos con episodio de diarrea del Estado 

de México y 3 (15.78) del estado de Jalisco (Cuadro 13). Los resultados de la 

tipificación serológica, mostró lo siguiente: en las 16 cepas del Estado de México 

se identificó el serotipo O111:NM 16 (100%), dichas cepas se clasificaron en el 

grupo filogenético B1, los genes de virulencia que estuvieron presentes en estas 
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cepas fueron stx1 en 11 (68.8%) cepas, eae en 16 (100%) cepas y ehxA  en 14 

(87.4%) cepas. Por lo que, 11 (68.8%) de ésta cepas se clasificaron como STEC, 

y las cinco (31.2%) restantes como EPEC-a.  Con respecto a 3 cepas O157:H7 

presentaron los genes stx1, eae y ehxA, estos genes correspondieron al patotipo 

STEC. 

Cuadro 13. Serotipos de grupos filogenéticos, factores de virulencia y patrones de 
resistencia de cepas de E. coli aisladas de bovinos del Estado de México y Jalisco 

BOVINOS   GENES Patotipo 

ORIGEN Serotipo Cepas FILOGRUPO stx1 stx2 eae ehxA EspP 

EDO. DE 
MEX 

O111:NM 16 B1 11   16 14   STEC 

JALISCO O157:H7 3 D   3 3 3 3 STEC 

TOTAL N (%) 19   11 
(57.9) 

3 
(15.8) 

 19 
(100) 

17 
(89.5) 

3 
(15.8) 

  

 

Resistencia a los antimicrobianos. Nueve (56.3%) de 16 cepas de E. coli O111: 

NM del Estado de México fueron resistentes a TE. 
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5. DISCUSIÓN  

Aunque se han hecho esfuerzos para disminuir la incidencia de las infecciones 

intestinales, la diarrea en la población menor a cinco años continúa siendo un 

problema importante de salud pública, anualmente en México se presentan 

alrededor de 1, 343,681 casos (105). En este estudio se abordó la caracterización 

fenotípica y genotípica de cepas de E. coli aislada en niños menores de cinco 

años de diferentes zonas geográficas y de diferentes años para establecer sí 

dichas cepas eran STEC o EPEC y su clasificación, conociendo, además, su 

identidad antigénica mediante métodos serológicos. Desde los inicios en que se 

relacionó a E. coli con las enfermedades diarreicas, la tipificación serológica ha 

tenido un papel muy importante dentro del diagnóstico clínico relacionando 

serogrupos y serotipos característicos de grupos patógenos específicos de esta 

bacteria. Como parte de la identificación y caracterización de las cepas en estudio, 

se utilizó la serología logrando identificar serogrupos y serotipos característicos de 

STEC y EPEC. Para las zonas geográficas (México, Tailandia, Argentina, Perú, 

Egipto) se encontraron cepas de los serogrupos clásicos STEC definidos como no-

O157 que incluyeron los serogrupos, O26, O45, O103, O111, O121, O145 (29). 

Sin embargo, el análisis e identificación de los genes de virulencia mostraron que 

las cepas de los niños los serotipos fueron clasificados como pertenecientes a los 

subtipos atípicos y típicos de EPEC. 

En las cepas México, el serogrupo que se encontró con más frecuencia fue O157 

en 8/40 cepas (20%), seguido por el serogrupo rugoso OR en 6/40 cepas (15 %). 

En contraste con las cepas de E. coli O157:H7, reportadas asociadas a CH y SUH, 

las cepas O157:NM de nuestro estudio fueron cepas no móviles, utilizaron el 
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sorbitol como fuentes de carbono, con la presencia del gen eae, además de este 

gen no se detectaron genes de stx u otros factores de virulencia. Sin embrago, en 

varios países europeos, este serotipo se ha reportado asociado CH y SUH, con la 

propiedad de presentar los genes de virulencia eae y stx (106). Interesantemente 

estas cepas O157:NM se clasificaron como EPEC-a, y no estuvieron asociadas 

CH o SUH. 

De manera similar, en las cepas obtenidas de Argentina, Perú, Egipto y Tailandia, 

se encontraron serogrupos reportados como pertenecientes a serotipos STEC de 

los cuales el más prevalente fue el O26:H11 en 10/15 (67%). Las cepas de dicho 

serogrupo, generalmente se les identifica como STEC formando parte las cepas 

de los grandes seis (29), en contraste con lo mencionado anteriormente, las cepas 

del estudio se clasificaron como EPEC-a. Otro serogrupo, que cabe destacar es el 

O111, en un estudio previo en nuestro laboratorio cepas de este serogrupo se 

encontró que este tipo de cepas fueron clasificadas dentro de los subtipos EPEC-t 

y EPEC-a, observándose una coexistencia de ambos subtipos (107), lo cual tiene 

correspondencia con nuestros resultados.  

Finalmente, 15 cepas del estudio no se ubicaron, dentro de los patotipos 

analizados, y estas fueron cepas en las que se identificaron 9 serotipos entre los 

que se incluyeron O26:H11, O111ab:H2, O126:H6, O172:H27, O174H2 y cuatro 

serotipos del serogrupo O184, al respecto de los serotipos O26:H11, O103:H2 y 

los serotipos del serogrupo O184 son clasificados como STEC (108), una 

posibilidad de no ubicar dichas cepas en los patotipos estudiados pudiera ser que 

pertenecen a otro patotipo o definitivamente que carecen de los genes de factores 
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de virulencia de E. coli diarreagénica. En México, son escasos los estudios que 

reportan el aislamiento de cepas STEC no-O157, uno de estos estudios es el 

realizado por Estrada-García [2005] (109) con el propósito de conocer la 

prevalencia E. coli diarreagénica en niños hospitalizados, en el estudio 

mencionado, se reportó que en 11 (18%) pacientes de 62 fueron aisladas cepas 

STEC no-O157, en el mismo estudio, en 13 (21%) pacientes se encontraron cepas 

del subtipo EPEC-a. Sin embargo, en ambos patotipos en el reporte no se 

presentaron datos de los serotipos de las cepas, por lo que una ventaja de nuestro 

estudio es que se determinaron las propiedades antigénicas (serotipos), lo cual 

permite conocer las variedades antigénicas que infectan a la población.  

Por otra parte, la mayoría de las cepas analizadas se ubicaron en los grupos 

filogenéticos A, B1 y B2, con menor proporción los grupos C, D y F. En particular 

las cepas O157:NM se ubicaron principalmente en los grupos filogenéticos A y B2, 

en contraste con las cepas O157:H7 aisladas de los bovinos se ubicaron en el 

grupo D. En un estudio realizado por Gireardeau [2005] (110) en cepas STEC de 

diferentes fuentes, reportó que las cepas STEC no-O157:H7 fueron ubicadas en el 

grupo filogenético B1 y se caracterizaron por presentar el gen eae, en las cepas 

de nuestro estudio este fue el gen más frecuentemente identificado. Por otra parte, 

las cepas de grupos filogenéticos A y B1, diferentes autores los reportan como 

cepas comensales, no patógenas pero propias del intestino de los humanos y de 

otros mamíferos como los cerdos y animales herbívoros, entre ellos las cabras, 

carneros y bovinos (111). Con relación a los grupos B2 y D, son considerados 

como patógenos extraintestinales causantes de infecciones intestinales en los 
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humanos, aunque fueron escasas las cepas que se ubicaron en estos grupos. Al 

respecto del grupo B2, en este se ubicaron los serotipos O126:H5, O157:NM y 

O26:NM, los tres serotipos con 2 cepas cada uno. En relación al grupo D, en este 

se ubicaron las cepas O157:H7 de bovinos. En el caso particular de las cepas 

O157:H7, estas fueron obtenidas de hisopo rectal de vacas lecheras de un hato 

del estado de Jalisco.  

Cabe destacar que las cepas STEC son clasificadas en los grupos filogenéticos A, 

B1 y D (110) lo que tiene correlación con nuestros resultados. 

Con respecto, al análisis de los patrones de resistencia a los antimicrobianos, las 

cepas de México, Egipto y Perú mostraron resistencia a una cefalosporina (FOX), 

TE, NA y SXT; Los antimicrobianos con los que se registró mayor resistencia fue a 

TE (48.9%) y FOX (20.4%), precediéndole NA y SXT (14.3%), estos resultados 

tienen coincidencia con un estudio con cepas de E. coli aisladas de hisopo rectal 

de corderos sanos del Estado de México (112), en dicho estudio se reportó la 

resistencia más frecuente a TE y NA, pero sensibles a cefalosporinas. Así mismo 

en cepas de E. coli aisladas de muestras de aguas de los canales de Xochimilco, 

se reportó la resistencia más frecuente a TE y NA (113) y con menos frecuencia a 

gentamicina y ciprofloxacina. Aunque otros estudios con cepas de E. coli aisladas 

de niños menores de cinco años reportaron resistencia a TE y SXT (109). Por lo 

anterior, la resistencia a los antimicrobianos de las cepas del estudio con respecto 

a cepas de E. coli aislada de diferentes fuentes de otros estudios realizados en 

México tiene común resistencia a TE, NA y SXT, e inclusive tiene coincidencia con 
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un estudio realizado en nuestro laboratorio con cepas de serotipos del serogrupo 

de E. coli O111 de diferentes fuentes (107).  

Un aspecto importante dentro de la clasificación de microorganismos patógenos 

es la agrupación en filogrupos mediante el cual se puede obtener información 

acerca de la procedencia de las cepas, así como información del tipo de cepas a 

las que pertenecen, comensales o patógenas. En primera instancia, se buscó 

clasificar las cepas de estudio dentro de los cuatro principales grupos filogenéticos 

descritos para E. coli y los relacionamos con los serotipos encontrados. En la 

literatura se hace referencia a que las cepas comensales, presentan menos 

factores de virulencia, de E. coli pertenecen en mayor medida a los filogrupos A y 

B1, en contraste, las cepas patógenas, contienen mayor número de factores de 

virulencia y se encuentran principalmente en los filogrupos B2 y D (114). Con el 

análisis de los resultados de la identificación de genes por la PCR se demostró, de 

una manera importante los resultados de la identificación antigénica de las cepas 

del estudio y la ubicación de las cepas analizadas en grupos patógenos: En este 

estudio se encontró que las cepas obtenidas de niños menores de cinco años se 

ubicaron en los subtipos  EPEC-t y EPEC-a con diversidad de serotipos, en 

contraste las cepas STEC fueron aisladas principalmente de bovinos, hecho que 

refuerza la observación de que los bovinos son reservorios naturales de cepas 

STEC.  
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6. CONCLUSIONES 

 

En este trabajo se logró caracterizar fenotípica y genotípicamente cepas aisladas 

de estudios de epidemiológicos de etiología de la diarrea en niños menores de 5 

años, de cinco regiones geográficas distintas. En las cepas aisladas de niños 

México prevalecieron los subtipos EPEC-t y EPEC-a, en contraste las cepas 

obtenidas de bovinos fueron STEC. Por lo que, estos animales pudieran ser fuente 

importante de cepas STEC. 

Los grupos filogenéticos determinados en las cepas se ubicaron principalmente en 

los grupos A y B1 con 52 cepas (88.1%) y B2 con 6 cepas (10.11%), considerados 

como componentes de la microbiota del intestino de los humanos y de animales. 

Las toxinas stx1 y stx2 como factores de virulencia tienen mucha importancia, en 

este estudio solo se identificaron en cepas obtenidas de bovinos. Sin embargo, los 

genes de virulencia eaf, bfp, eae y ehxA se obtuvieron en mayor número de cepas 

aisladas de niños. 

La importancia de estudiar los genes de virulencia eae y ehxA es por su capacidad 

de adherencia y daño al enterocito. Por medio de la caracterización fenotípica, se 

logró obtener una representación acerca de la distribución serológica que tienen 

las cepas STEC, incluyendo a los serotipos clásicos del mismo, y encontrando que 

gran parte de estas muestras pertenecen también a una gran diversidad de 

serogrupos y serotipos STEC no-O157.   
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Este estudio aporta evidencia que ayuda a conocer, de manera más detallada, a 

uno de los principales agentes etiológicos de la diarrea en la población infantil. 

Proporciona también, resultados que muestran la distribución antigénica y 

genética de las cepas que puede ayudar en estudios epidemiológicos posteriores. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

 Continuar con los estudios de caracterización fenotípica y genotípica de 

cepas de E. coli aisladas de niños menores de cinco años, lo que nos dará 

elementos para conocer la prevalencia de las cepas STEC y EPEC que 

circulan en nuestro país. 

 Proponer estudios, que incluyan la vigilancia epidemiológica continua de las 

infecciones por estos microorganismos en nuestra población. 

 Diseñar estudios, para conocer el papel de los alimentos de origen animal, 

entre los que se incluya los derivados lácteos, las carnes provenientes de 

los bovinos, corderos, cabras, etc., en la transmisión de estas bacterias 

hacia la población humana. 

 Contribuir al estudio del control de la inocuidad de los alimentos, utilizando 

metodologías empleadas en este estudio para la detección de cepas STEC. 
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