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RESUMEN 

La OMS reporta que en el mundo, las enfermedades diarreicas se ubican entre las 

diez principales causas de defunción en niños menores de cinco años siendo más 

prevalente en niños de regiones con bajos recursos económicos. Los factores 

asociados a la diarrea dependen de la edad, del nivel socioeconómico, de la zona 

geográfica, de la estacionalidad, de los hábitos de higiene, del uso de antibióticos y 

del estatus inmunológico de los sujetos. Existen estudios epidemiológicos que 

demuestran que Salmonella, Escherichia coli enteropatógena atípica (EPECa) y 

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC), son los principales agentes etiológicos 

bacterianos asociados a diarrea en el estado de Yucatán (localizado en el sureste de 

la República Mexicana), en donde las infecciones intestinales son la segunda causa 

de morbilidad en niños menores de cinco años. Debido al riesgo que estos 

microorganismos representan para la población, es importante determinar si los 

sujetos en zonas endémicas producen anticuerpos contra estos microorganismos y si 

estos anticuerpos pudieran ser protectores.   

Considerando lo anterior, el objetivo de este proyecto fue determinar los títulos y el 

efecto bactericida de los anticuerpos específicos IgM e IgG contra S. Typhimurium, 

EPECa y EAEC en el suero de diez individuos pertenecientes a la comunidad de 

Buctzotz (ubicada a 89km de la ciudad de Mérida, Yucatán), que no habían 

presentado diarrea al menos en las últimas dos semanas. Los anticuerpos específicos 

se determinaron por ensayos de ELISA y la capacidad protectora de estos anticuerpos 

se determinó con el ensayo de actividad bactericida del suero dependiente de 

anticuerpos mediada por complemento.  

Los sueros evaluados presentaron títulos de anticuerpos específicos IgM e IgG contra 

S. Typhimurium, EAEC y EPECa; estos anticuerpos presentaron actividad bactericida 

dependiente de complemento. Lo cual había sido demostrado con anterioridad para S. 

Typhimurium pero no para EAEC y EPECa. Estos resultados indican que los sujetos 

pertenecientes a la comunidad de Buczotz, están permanentemente expuestos a 

estas bacterias; lo que pudiera estar induciendo un estado de protección contra estas 

tres bacterias. 
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INTRODUCCIÓN 

1. Enfermedades diarreicas 

Las enfermedades diarreicas representan un problema de salud pública a nivel 

mundial. La Organización Mundial de la Salud (OMS) reporta que en todo el 

mundo ocurren alrededor de 1,700 millones de casos de enfermedades diarreicas 

cada año, además son la segunda causa de muerte de niños menores de cinco 

años, siendo más prevalente en niños de regiones con bajos recursos 

económicos. La OMS reporta 760 000 millones de muertes infantiles cada año 

(OMS-WHO 2013). 

En México, en el Anexo Estadístico del Quinto Informe de Gobierno 2016-2017 se 

reportó que la tasa de mortalidad por enfermedades diarreicas en niños menores 

de 5 años fue de 7.2 por cada 100 mil niños, lo cual implica un descenso 

considerable en los últimos años. Sin embargo, es importante mencionar que, a 

pesar de la disminución en la tasa de mortalidad por diarrea, no se ha reflejado 

una disminución en la tasa de morbilidad. Esto puede deberse a que no se han 

mejorado las condiciones de vida de la población de bajos recursos económicos, 

ya que se sabe que en esta población, el número de episodios diarreicos en los 

infantes es mayor que en la población con un nivel mayor de ingresos económicos 

(Kosek y Guerrant, 2003). Es por esto que la reducción de las tasas de mortalidad 

y morbilidad de las enfermedades diarreicas continúa siendo un reto para la salud 

pública (Navarro y Estrada-García, 2010). 

Muchos de los factores de riesgo que contribuyen para contraer una enfermedad 

diarreica están asociados con condiciones socioeconómicas bajas, las cuales se 

relacionan con un difícil acceso de agua potable para consumo humano, así como 

a malos hábitos de higiene y malas prácticas en la preparación de los alimentos 

(Ahs et al., 2010); además de estar asociados otros factores como la zona 

geográfica, la estacionalidad, el uso de antibióticos y el estatus inmunológico de 

los sujetos (Monkemuller, 2001). 
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La diarrea se define como un desorden intestinal caracterizado por un incremento 

anormal en el líquido de las heces y en la frecuencia de las evacuaciones, lo cual 

es generalmente el resultado de la movilidad intestinal. Dichas evacuaciones 

pueden estar acompañadas de otros trastornos como cólicos, fiebre y vómito, cuya 

duración es usualmente de uno a dos días, además de que ceden normalmente 

sin ningún tratamiento con antibióticos. Sin embargo, la diarrea puede causar 

deshidratación, lo que significa que el cuerpo pierde suficiente cantidad de líquidos 

(agua y electrolitos), que son necesarios para el adecuado funcionamiento de las 

células. Si se pierde más del 10% del fluido corporal puede ocurrir la muerte 

(Giono et al., 1994).  

1.1. Agentes etiológicos causantes de diarrea en México  

Diferentes estudios epidemiológicos, en los que se realizó la búsqueda de agentes 

etiológicos causantes de diarrea en México, han mostrado la participación 

principalmente de virus (Rotavirus, Adenovirus, Astrovirus), parásitos 

(Cryptosporidium sp., Giardia sp.) y bacterias (Salmonella sp, Shigella sp, 

Campylobacter sp., Vibrio cholerae, Aeromonas sp., y los grupos de Escherichia 

coli diarreogénicos (GED)) (Cravioto et al., 1987; Sepúlveda et al., 1990; Flores et 

al., 1993; Velázquez, 2001; Cerna, 2003). 

2. Escherichia coli (E. coli) 

 

2.1. Características generales de E. coli 

El bacteriólogo alemán Theodore Escherich en 1885, fue el primero en aislar y 

describir a esta bacteria en heces de un niño sano al cual denominó Bacterium coli 

commune. Sin embargo, desde sus primeras observaciones Escherich propuso la 

posible participación de esta bacteria como un agente productor de diarrea, lo cual 

no se aceptó debido a que el microorganismo se aislaba tanto de las heces de 

niños sanos como de niños con diarrea (Cerna, 2003). En 1894 se demostró su 

presencia en orina de jóvenes con infecciones del tracto urinario, postulándolo 

como un agente oportunista. Y posteriormente en 1895, el nombre de Bacterium 

coli commune cambio por Escherichia coli (E. coli) en honor a Theodore Escherich 
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(Quiroz, 1992). Durante muchos años se consideró a E. coli como un 

microorganismo comensal del intestino grueso de humanos y animales, hasta que 

Massini, 1907; Dulaney y Michelson, en 1935 mostraron que podía ser la causa de 

diarrea en neonatos (Frenk et al., 2002). 

E. coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, filum proteobacteria; es un bacilo 

corto de 1.1-1.5 x 2.0-5.0 μm, Gram negativo, no esporulado, puede ser inmóvil, 

pero usualmente es motil con flagelos perítricos (Cerna, 2003; Toro, 2004). E. coli 

crece a temperaturas desde 2.5 a 45 °C y puede sobrevivir a temperaturas de 

refrigeración y congelación. El pH óptimo para su crecimiento es de 7.0 aunque 

esta especie crece en un intervalo de pH de 4.4 a 9.0; esta bacteria crece en 

medios de cultivos simples, donde utiliza glicerol o glucosa como única fuente de 

carbono y energía. Sobre medios sólidos las colonias son circulares y lisas, con 

bordes bien definidos (Rodríguez, 1994; Cerna 2003; Sussman, 1985). 

E. coli es el principal anaerobio facultativo de la flora microbiana que reside en el 

colon humano, coloniza el intestino del individuo pocas horas después del 

nacimiento, estableciendo una relación simbiótica con el hospedero durante toda 

la vida. Esta asociación conlleva a un beneficio mutuo; destacando el papel 

importante de esta bacteria que es mantener la homeóstasis del organismo 

(Nataro et al. 1998). 

E. coli posee una estructura antigénica compleja, esto ha permitido utilizar 

diferentes antígenos para su tipificación (Orskov et al. 1984). Para determinar el 

grupo patógeno al que pertenecen las cepas de E. coli, Kauffman en 1940 

desarrolló un esquema de serotipificación que es continuamente actualizado y que 

consta de 176 antígenos somáticos (O), 112 flagelares (H) y por lo menos 80 

antígenos capsulares (K) (Rodríguez, 2002). Por medio de este procedimiento ha 

sido posible establecer algunos serotipos asociados con la enfermedad diarreica 

(Orskov et al. 1984). El antígeno “O” es el responsable del serogrupo. La 

determinación del antígeno somático y flagelar (O: H) indica el serotipo, el cual en 

ocasiones se asocia con los cuadros clínicos en particular (Rodríguez, 2002), sin 

embargo en muchos de los casos no hay correlación. 
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A pesar de que E. coli es una bacteria comensal del colon humano, modificaciones 

genotípicas de ésta, a través de mecanismos de transferencia horizontal 

(conjugación, transducción y transformación) pueden hacer que esta bacteria 

adquieran factores de virulencia, expresando finalmente un fenotipo patógeno 

(Patzi, 2009). 

2.2. Mecanismos de patogenicidad de E. coli 

Las cepas de E. coli puede causar diarrea mediante los siguientes cuatro 

mecanismos de patogenicidad:  

1) Propiedades de virulencia que están codificadas en plásmidos y en cromosoma. 

2) Las adhesinas permiten que la bacteria pueda adherirse y colonizar el epitelio 

de ciertas áreas del intestino. 

3) Producción de toxinas que son liberadas una vez que la bacteria ha colonizado 

el intestino, dependiendo de sus características pueden tener un efecto en la 

estimulación de secreción de agua y electrólitos (enterotoxinas) y/o la destrucción 

celular (citotoxinas). 

4) La invasión donde la bacteria se introduce al citoplasma de las células 

epiteliales del intestino para posteriormente dividirse y pasar a las células vecinas, 

evadiendo así los mecanismos de protección del huésped.  

Las infecciones por E. coli pueden estar limitadas a la superficie de las mucosa 

intestinal o pueden presentarse en varios órganos o tejidos (Cerna, 2003; Ibarra, 

1994) 

Los grupos de Escherichia coli diarreogénicas se encuentran entre los principales 

agentes etiológicos bacterianos causantes de diarrea; pueden causar diarrea leve 

a severa y otros síntomas en los seres humanos. Estas cepas constituyen un 

grupo heterogéneo de organismos con diferentes propiedades de virulencia, 

epidemiología y asociación con la enfermedad. Basado en sus factores de 

virulencia específicos y rasgos fenotípicos, las cepas de E. coli diarreogénicas se 

dividen en seis grupos: E. coli enteropatógena (EPEC), E. coli enteroagregativa 
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(EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterodifusa o de adherencia 

difusa (DAEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) y E. coli productora de toxina shiga 

(STEC), que incluye el subgrupo conocido como E. coli enterohemorrágica 

(EHEC) (Kaper et al., 2004).  

3. Escherichia coli enteropatógena (EPEC) 

 

3.1. Características generales de EPEC 

A principios de la década de 1940 Varela y colaboradores, encontraron un grupo 

de E. coli asociado con diarrea infantil severa; más tarde en esa misma década 

Bray y colaboradores, en Inglaterra también describen un grupo de E. coli 

asociado a diarrea infantil (Moon, 1983). En 1956 estos organismos se 

denominaron E. coli "enteropatógenas" (EPEC). 

 Actualmente EPEC se define como aquellas cepas de E. coli que producen 

diarrea, no producen las toxinas parecidas a toxina shiga (Stx1, Stx2), no son 

invasivas y producen lesiones histopatológicas de adherencia y esfacelamiento 

(A/E) (Trabulsi et al., 2002), que es el fenotipo característico de estos organismos, 

donde las bacterias se adhieren firmemente al epitelio intestinal, lo que resulta en 

la pérdida de las microvellosidades adyacentes (Moon et al., 1983). 

 Varios años después se demostró que la formación de estas lesiones A/E eran 

producto de la unión intima entre la bacteria y el enterocito debida a la interacción 

de la proteína llamada intimina en la superficie bacteriana con su receptor Tir 

(“Translocated intimin receptor”) el cual es translocado por la misma EPEC hacía 

el enterocito a través de un sistema de secreción tipo 3 (SST3) (Kenny et al., 

1997). 

 La lesión se lleva a cabo mediante un mecanismo de virulencia complejo, que 

induce la movilización del citoesqueleto alterando la morfología normal de las 

microvellosidades y de la región apical del enterocito; esta alteración morfológica 

es debida a la acumulación de filamentos de actina polimerizada bajo el sitio de 

adherencia de la bacteria que conlleva a la formación de una estructura en forma 
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de pedestal sobre la cual se posa la bacteria (Nataro, 1998; Celli et al., 2000; 

Goosney et al., 2000).  

EPEC se ha dividido en dos subtipos con base en la presencia o ausencia de un 

factor de virulencia (Nisa, 2013). Las cepas que contienen el plásmido EAF 

(“EPEC adherence factor”) de 69 kb dentro del cual se encuentran los 14  genes 

involucrados en la producción de una fimbria tipo IV denominada BFP (“Bundle-

forming pili”) son nombradas cepas típicas de EPEC (EPECt), mientras que las 

cepas que carecen de EAF se denominan cepas atípicas de EPEC (EPECa) 

(Trabulsi et al., 2002). 

Hasta la década de 1990, las cepas de EPECt fueron aisladas más 

frecuentemente que las cepas de EPECa, pero estudios realizados en la última 

década han indicado que la prevalencia de las cepas de EPECt ha disminuido y 

que están siendo reemplazadas gradualmente por las EPECa (Trabulsi et al., 

2002). Estrada-García y colaboradores en 2009 reportaron que la prevalencia de 

cepas de EPEC atípica y las típicas aisladas de casos de diarrea en niños de 

México fue de 44.5% y 10%, respectivamente (Estrada-García et al., 2009). Del 

mismo modo, los estudios en Perú (Contreras et al., 2010), Brasil (Nunes et al., 

2012), Japón (Yatsuyanagi et al., 2003) y Australia (Nguyen et al., 2006) han 

informado un aumento de los casos de diarrea debido a EPECa. Lo que sugiere 

que EPECa es un patógeno diarreogénico emergente, no sólo en los países en 

desarrollo, sino también en los países industrializados (Canizalez et al., 2013). 

3.2. Patogénesis molecular de EPEC 

El modelo de patogénesis de EPEC se divide en tres fases: adherencia inicial, 

translocación de factores y transducción de señales; y por último el contacto íntimo 

y formación del pedestal (Vidal et al., 2007) (Figura 1).  

a) Adherencia inicial 

 La adherencia es un proceso fundamental en la patogénesis y de ella pueden 

distinguirse dos fases; la primera implica la adherencia inicial entre las mismas 
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bacterias en donde participa la fimbria BFP, a este fenotipo se le conoce como 

autoagregación; y la segunda involucra la adherencia de las bacterias a la célula 

del hospedero (Nataro, 1985).  

b) Translocación de factores y transducción de señales  

Luego del contacto inicial, la bacteria transloca a la célula una serie de proteínas 

“efectoras” mediante el SST3. La mayor parte de estas proteínas están codificadas 

en el cromosoma de EPEC, dentro de una isla de patogenicidad de 35 kb 

denominada LEE (“Locus of Enterocyte Effacecement”)  (McDaniel et al., 1995) la 

cual se encuentra organizada en cinco operones policistrónicos (LEE1 a LEE5)  

a) los operones LEE1, LEE2 y LEE3 codifican los genes de las proteínas del 

SST3, las cuales forman un complejo de aguja (CA) o inyectisoma (estructura 

cilíndrica hueca); 

 b) en el operón LEE4 se encuentran los genes de las proteínas que se secretan a 

través del SST3 las cuales se conocen de forma colectiva con el nombre de Esp 

(proteínas secretadas por EPEC de la familia SPATE (“Serine protease 

autotransporters of the Enterobacteriaceae”));  

 c) en el operón LEE5 contiene los genes eae y tir que codifican para una proteína 

llamada intimina y su receptor, llamado Tir (“Translocated intimin receptor”) 

respectivamente, porque es translocada por la misma bacteria a través del SST3 

hacia el interior de la célula del hospedero (Celli et al., 2000; Vinney et al., 1999). 

c) Contacto íntimo y formación de pedestales 

La última etapa de la infección por EPEC se caracteriza por la unión estrecha 

entre la bacteria y la célula del hospedero, así como la formación de los 

pedestales de actina (Vidal et al., 2007). La adherencia íntima entre la bacteria y el 

enterocito es consecuencia de la interacción de la proteína de membrana externa 

intimina con su receptor Tir (Kenny et al., 1997). Después de que Tir es 

translocado a la célula hospedera mediante una chaperona específica llamada 

CesT, se inserta en la membrana plasmática del eritrocito en donde adopta una 
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topología de asa en la que los extremos amino y carboxilo se mantienen 

citosólicos (Campellone, 2003), mientras que su región central permanece 

extracelular y actúa como un receptor para la intimina (Kenny et al., 1997; Croxen 

2013). Tir es fosforilado para después interactuar con la proteína adaptadora Nck, 

que a su vez recluta y activa a N-WASP (“Neural-Wiskott-Aldrich sindrome 

protein”) y al complejo Arp 2/3 (“Actin-related protein 2/3”). El reclutamiento de 

este complejo resulta en la nucleación de filamentos de actina debajo del lugar de 

adhesión de la bacteria y la formación de una estructura en forma de pedestal 

característica de la infección por EPEC, debida a la reorganización del 

citoesqueleto y la alteración de la morfología de la región apical de las células, lo 

que conlleva finalmente a la perdida de las microvellosidades intestinales. Los 

pedestales se componen sobre todo de actina polimerizada y otras proteínas 

relacionadas con actina, como actinina α, fibrina, miosina, talina y ezrina (Finlay et 

al., 1992; Goosney et al., 2000) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Patogénesis molecular de EPEC. 

 

A) Adherencia inicial. Representación del BFP de EPEC mediando la adherencia inicial 
entre las bacterias y entre la bacteria y el hospedero. B) Translocación de factores y 
transducción de señales. Representación de EPEC expresando el SST3, mediante el 

cual transloca proteínas efectoras hacia el citoplasma del hospedero, entre éstas se 
encuentra Tir que se inserta en la membrana. C) Adherencia íntima. Esquema de la 
adherencia íntima entre EPEC y el enterocito, la actina se polimeriza debajo del sitio de 
adherencia de la bacteria, originando una estructura en forma de pedestal. Tomada y 
modificada de http://www.fernness.com/science-15.htm 

http://www.fernness.com/science-15.htm
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4. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) 

 

4.1. Características generales de EAEC 

EAEC fue descrita por primera vez por Nataro, J.P., en 1983, cuando era 

estudiante en el laboratorio del Dr. James Kaper. En sus  estudios de adhesión de 

E. coli a células Hep-2 (carcinoma epidermoide de laringe humano) observó tres 

patrones distintos de adhesión que describió como patrones de adherencia  difusa, 

localizada y  agregativa. Sin embargo, la primera asociación de EAEC con la 

enfermedad diarreica fue publicada en 1987, como parte de un estudio prospectivo 

de diarrea pediátrica en Chile (Nataro et al., 1987). 

Poco después de su primera descripción, la infección con EAEC se asoció con  

diarrea  persistente en los niños de la India (Bhan et al., 1989), y más tarde se 

demostró que la infección con EAEC en niños con diarrea y en niños sin síntomas, 

tiene un efecto importante sobre niños desnutridos (Guerrant et al., 2008). Además 

EAEC es capaz de causar diarrea en adultos; es el segundo patógeno causante 

de diarrea del viajero superada sólo por ETEC (Shah et al., 2009) y ha sido 

implicado como agente etiológico causal de diarrea persistente (mayor a 14 días 

de duración) tanto en niños en países en vías de desarrollo como en países 

industrializados (Sheikh et al., 2002).  

EAEC  se define como una E. coli que no secreta toxina termoestable (ST) o 

toxina termolábil (LT), toxinas que caracterizan a Escherichia coli enterotoxigénica 

(ETEC) y que se caracteriza por presentar un patrón de adherencia particular, 

conocido como adherencia autoagregativa (AA) o en forma  de ladrillos apilados 

(“stacked bricks”) en cultivos de HEp2. (Boisen et al., 2013). 

4.2. Patogénesis molecular de EAEC 

La capacidad de adherencia, que contribuye a la colonización así como la 

producción de toxinas son propiedades que se consideran como los principales 

mecanismos de patogenicidad de la bacteria, se tienen reportados tres eventos 

básicos en la patogénesis de EAEC. 
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a) Adherencia inicial a la mucosa 

Involucra la adherencia inicial de la bacteria a la mucosa intestinal y/o a la capa de 

moco. El fenotipo de AA de las cepas de EAEC está asociado con la presencia de 

un plásmido pAA de 60-65 MDa, el cual codifica para fimbrias de 2-3 nm de 

diámetro, designadas fimbria de adherencia agregativa I (AFF/I), II (AFF/II) y III 

(AFF/III) (Girón et al., 1993). 

 AAF/I (Fimbria de Adherencia Agregativa I). Codificada por el gen aggA 

esta fimbria media la adherencia de las cepas de EAEC a las células HEp-2 

y al enterocito provocando un daño en el epitelio de la mucosa, manifestado 

por la exfoliación de las células epiteliales (Nataro, 1998; Cerna, 2003). 

 AAF/II (Fimbria de Adherencia Agregativa II). Codificada por el gen aafA y 

le permite a la bacteria unirse a la mucosa intestinal (adherencia 

agregativa) (Nataro et al., 1998; Navarro-García et al., 1998). 

 AAF/III (Fimbria de Adherencia Agregativa III). Codificada por el gen agg-3, 

y actúa como una adhesina (Guadarrama, 2010). 

AggR es un activador transcripcional, que regula la expresión de las fimbrias 

de adherencia agregativa, además de la expresión de la dispersina, la cual es 

una proteína exportada por un transportador ABC (“ATP Binding Cassete”), 

codificada por el gen aap y responsable de la dispersión de las bacterias por la 

mucosa del intestino permitiéndole una adherencia y agregación eficientes 

(Sheilkh et al., 2002). 

b) Formación de una biopelícula bacteria-moco en la superficie del intestino.  

Después de la adhesión, multiplicación y colonización de la superficie intestinal, 

las EAEC característicamente aumenta la secreción de moco por la mucosa 

intestinal, la bacteria se incrusta en el depósito de una capa gruesa de moco, 

formando una biopelícula. La colonización de EAEC podría aumentar por la 

interacción entre el moco y el patrón hidrofóbico de la fimbria de adherencia 

agregativa y por la elaboración de toxinas que puedan aumentar la producción de 

moco (Nataro et al., 1994; Nataro et al., 1998). 
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c) Producción  de toxinas y/o proceso inflamatorio 

Además de la formación de la biocapa de moco característico, muchas cepas de 

EAEC inducen efectos citotóxicos a la mucosa intestinal. La producción de 

enterotoxinas y citotoxinas, está relacionada con genes presentes en el 

cromosoma y en plásmidos de la bacteria. Varios estudios han demostrado la 

participación de diferentes toxinas, entre ellas: EAST1, Pet, Pic y  ShET1 (Nataro 

et al., 1998; Eslava et al., 1998). 

El plásmido llamado pAA, contiene los genes que codifican para la enterotoxina 

termoestable EAST-1 y para Pet la cual es integrante del grupo SPATE (Eslava et 

al., 1998). 

 EAST-1 (“enteroaggregative heat-stable enterotoxin 1”), es un péptido de 38 

aminoácidos (4.1 kDa) codificada por el gen astA en el plásmido pAA, 

produce un incremento en la secreción de iones en segmentos intestinales 

montados en cámara de Ussing (Navarro-García et al., 1998). 

 Pet (“plasmid-encoded toxin”) es una proteína de alto peso molecular (104 

kDa) codificada por el gen pet en el plásmido pAA. La proteína Pet 

purificada, tiene efecto citotóxico sobre células epiteliales a través de un 

mecanismo, en el que su sitio blanco de acción es fodrina, una proteína 

análoga de espectrina, la cual forma parte del citoesqueleto de la 

membrana citoplásmica. Fodrina y actina son proteínas que constituyen el 

citoesqueleto que requieren de proteínas accesorias para formar una red 

que se asocia con la membrana y la estabilizan. También se ha demostrado 

que Pet debe ser internalizada para inducir su efecto citotóxico, que 

involucra daño al citoesqueleto (Navarro et al., 2001). 

Además del plásmido pAA, algunas EAEC expresan otros factores de 

virulencia codificados por genes presentes en el ADN cromosomal como lo son 

Pic (mucinasa) y ShET1 (enterotoxina) (Herdenson et al., 1999). 

 Pic (“protein involved in intestinal colonization”) es una proteína de 116 kDa 

implicada en colonización intestinal, codificada en el cromosoma de EAEC 
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O42 y de Shigella flexneri 2457T. Pic se ha caracterizado como una 

proteína que provoca hemaglutinación, participa en la ruptura de la 

molécula de hemoglobina para la liberación de hierro y posteriormente en la 

captación del mismo y cataliza la degradación de mucina que es  

responsable de una de las características fisiopatológicas de la diarrea 

mediadas por EAEC (Henderson et al., 1999; Navarro et al., 2010). 

 ShET1 (“Shigella enterotoxin 1”) esta enterotoxina de 55 kDa, presenta una 

subunidad A (codificada por el gen set 1A) de 20 kDa y cinco subunidades 

B (codificadas por el gen set 1B) de 7 kDa. La subunidad A de ShET1 es 

responsable de la actividad secretora, mientras que la subunidad B está 

relacionada a la unión irreversible del receptor del  enterocito (Behrens et 

al., 2002).  

 

5. Salmonella  

 

5.1. Características generales  

Salmonella  fue descrita por primera vez en 1880 por Karl Joseph Eberth en cortes 

histológicos de bazo y nódulos linfáticos mesentéricos procedentes de personas 

fallecidas por fiebre tifoidea y se aisló por primera vez de cerdos muertos por 

peste porcina (Salmonella cholerasuis) por Smith y Salmon en 1885 (De la Torre 

Martínez, 2006). 

Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, no forman esporas y tienen 

forma de bastón, su diámetro es de alrededor de 0.7 a 1.5μm, con una longitud de 

2 a 5μm. Son bacterias anaerobias facultativas y presentan predominantemente 

motilidad perítrica. La temperatura óptima de crecimiento para Salmonella es de 

35 a 37°C pero puede crecer de 4 a 54° C, el pH óptimo de crecimiento es de 7 a 

7.5 y puede crecer a pH de 4.1 a 9 (De la Torre Martínez, 2006). 

El género Salmonella se clasifica de acuerdo al esquema de Kauffmann-White en 

dos especies, S. bongori y S. enterica. S. enterica se puede dividir en seis 

subespecies S. enterica subsp. enterica (I), S. enterica subsp. salamae (II), S. 
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enterica subsp. arizonae (IIIa), S. enterica subsp. diarizonae (IIIb), S. enterica 

subsp. houtenae (IV), y S. enterica subsp. indica (VI) (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Además, S. enterica se puede clasificar con base en el antígeno de superficie O 

(lipopolisacárido (LPS)) en 67 serogrupos y en 2 557 serotipos o serovariedades 

cuando se diferencian por los antígenos O y H (flagelar) (Fabrega, 2013). 

Más del 60% de los 2,557 serotipos identificados hasta ahora pertenecen a la 

subespecie enterica, en la que se encuentra el 99% de los serovares responsables 

de causar enfermedades en animales (Brenner et al., 2000).  

Salmonella enterica está ampliamente distribuida en la naturaleza y causa varias 

enfermedades en el hombre y en los animales, que pueden ocasionar varios 

síndromes tales como fiebre entérica, gastroenteritis, septicemia e infecciones 

focales. Las gastroenteritis son causadas por muchos serotipos considerados 

Figura 2. Clasificación del género Salmonella (Tomado y modificado de Swearingen, 2012) 
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Salmonellas no tifoideas (NTS). Los serotipos más comunes de NTS, respecto a la 

salud humana, son Typhi, Paratyphi, Typhimurium y Enteritidis (Calva, 2012). 

La gastroenteritis causada por NTS es una infección que se mantiene localizada 

en el intestino y en los ganglios linfáticos mesentéricos, no coloniza el hígado, el 

bazo ni la médula ósea. El inicio de la gastroenteritis es de 12 a 72 h con una 

duración menor a 10 días, y se manifiesta con fiebre, dolor abdominal, náuseas, 

diarrea y vómitos; el breve curso clínico sugiere el inicio de una respuesta inmune 

adaptativa resultando en eliminación de la infección (Reddy et al., 2010). 

Las infecciones con Salmonella ocurren en varios países del mundo, produciendo 

pérdidas económicas considerables en la economía pecuaria de los mismos. 

Estas infecciones cobran aún más importancia por el riesgo que representan para 

la salud  pública, puesto que son una de las principales causas de enfermedades 

entéricas en el ser humano. La OMS ha reportado que anualmente existen de 16 a 

21 millones de casos de fiebre tifoidea, con 200,000 a 600,000 muertes, y 93.8 

millones de casos de gastroenteritis y diarreas debidas a salmonelosis no 

tifoideas, que producen 155,000 muertes anuales, siendo éstas últimas las 

infecciones de origen alimentario más comunes a nivel mundial, generando un alto 

índice de morbilidad (Bhan et al., 2005; Majowicz et al., 2010).  

6. Salmonella Typhimurium 

Dentro del género Salmonella, existen serotipos específicos de un hospedero, 

como Typhi y Paratyphi, los cuales infectan sólo a humanos, y serotipos que 

infectan a varios hospederos, como Typhimurium, el cual afecta tanto a humanos 

como a diversos animales. Salmonella enterica serotipo Typhimurium (S. 

Typhimurium) puede ocasionar los dos tipos de infección, dependiendo de su 

hospedero (Haraga et al., 2008). Algunos factores de riesgo asociados al 

hospedero que predisponen a la gastroenteritis por NTS son: el estado nutricional, 

edad, enfermedades crónicas, tratamientos con inmunosupresores, cáncer, 

enfermedades reumatológicas, infección por VIH y defectos congénitos inmunes 

(Calva, 2012; Gordon, 2011).  
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En México se han presentado cepas de S. Typhimurium multirresistentes a 

antibióticos aisladas de pollos, cerdos y bovinos, que son los reservorios más 

frecuentes de diferentes serovares de Salmonella. El uso de antibióticos es la 

medida más frecuente para controlar a este patógeno, sin embargo, los casos de 

salmonelosis se han incrementado de manera alarmante ocasionando 

enfermedades graves y muerte en pacientes lactantes menores de 6 meses (Zaidi 

et al., 2006). 

6.1.  Factores de virulencia de Salmonella Typhimurium 

La trascendencia de la salmonelosis está determinada por los factores de 

virulencia empleados por la bacteria para interaccionar y evadir la respuesta 

inmune del hospedero, la cual depende del estado de salud del mismo. Los 

factores de virulencia comprenden adhesinas, flagelo, componentes esenciales 

para la formación del biopelícula y proteínas que constituyen un SST3 y las que se 

secretan a través de éste. Los genes que codifican para los factores de virulencia 

se localizan en el cromosoma o en el plásmido de virulencia pSLT (Marcus et al., 

2000; Coburn et al., 2007). 

 Islas de patogenicidad de Salmonella 

Las islas de patogenicidad (PI, de Pathogenicity Islands) son regiones del genoma 

de Salmonella de entre 10 a 200 Kb, en las que se encuentran codificados muchos 

de los genes necesarios para su virulencia. Se ha propuesto que Salmonella 

adquirió estas islas de patogenicidad mediante transferencia horizontal de DNA 

proveniente de otras especies bacterianas. (Porwollik et al., 2002). 

Hasta ahora se han reportado más de 10 SPIs; algunas se conservan entre los 

miembros del género Salmonella, mientras que otras son específicas de ciertos 

serotipos. Las SPI-1 y SPI-2 son las SPIs más estudiadas en Salmonella; ambas 

codifican para un SST3, así como también para varias proteínas efectoras y 

chaperonas que son esenciales en diferentes etapas de la infección y que son 

translocadas hacia la célula hospedadora mediante el correspondiente SST3 

codificado en cada SPI. (Ochman y Groisman, 1996; Marcus et al., 2000). 
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 SPI-1: La isla de patogenicidad 1 se localiza en todos los miembros del 

género Salmonella. Es una de las islas mejor caracterizadas, se 

encuentra en el centisoma 63 del cromosoma, consta de 39 genes y 

tiene un tamaño de 40 kb. Los genes que forman parte de esta isla 

codifican para proteínas que constituyen un sistema de secreción tipo 3 

(SST3), (Hensel, 2004; Ochman et al., 1996). El papel primordial de 

SPI-1 se da durante las primeras etapas de la infección por Salmonella, 

es decir, cuando la bacteria se encuentra en el lumen del intestino. Las 

proteínas codificadas en esta isla contribuyen a la invasión de la 

bacteria a las células del hospedero y a la respuesta inflamatoria 

intestinal (Galán y Curtís, 1989; Santos et al., 2003). 

 

 SPI-2: Se localiza en el centisoma 31, su tamaño es de 40 kb y consta 

de 44 genes los cuales regulan la supervivencia y la replicación 

bacteriana en los compartimientos intracelulares de los fagocitos y las 

células epiteliales. La SPI-2 también codifica para un SST3 que se 

activa cuando la bacteria se encuentra intracelularmente dentro de una 

vacuola. (Jones y Cols., 2001). 

Los dos SST3 que posee Salmonella translocan distintas proteínas efectoras a las 

células hospederas, en diferentes etapas de la patogénesis de esta bacteria 

(Jones y Cols., 2001). 

6.2. Mecanismo de patogenicidad. 

Los hospederos de Salmonella adquieren la infección por vía oral, al ingerir agua o 

alimentos contaminados con esta bacteria. Una gran proporción de organismos 

ingeridos son destruidos por el pH bajo del estómago, pero aquellas bacterias que 

sobreviven pueden llegar al epitelio intestinal. Las bacterias colonizan el intestino 

delgado e invaden células epiteliales no fagocíticas, logrando así el acceso al 

tejido linfático subyacente. La invasión está mediada por el SST3 codificado en 

SPI-1, ya que las proteínas que se translocan por medio de éste hacia la célula 

intestinal, provocan en ella una sucesión de cambios fisiológicos, entre los que 
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inicialmente se encuentran modificaciones en el citoesqueleto de actina, 

permitiendo así la internalización de la bacteria a la célula hospedera. Después de 

la invasión de las células del epitelio intestinal, Salmonella puede diseminarse a 

cualquier tejido, ya que la bacteria es capaz de sobrevivir y propagarse dentro de 

los macrófagos, un proceso que requiere del SST3 codificado en SPI-2. Las 

proteínas efectoras del SST3 de la SPI-2 llevan a cabo una serie de funciones 

cuyo objetivo es permitir la replicación de Salmonella en las vacuolas dentro del 

macrófago. (Hansen Wester y Hensel, 2001; Haraga et al., 2008) 

7. Epidemiología de la diarrea en México  

En México después de la llegada de la epidemia del cólera en 1991, se 

intensificaron las campañas de salud pública, lo cual provocó un cambio en el 

patrón de las diarreas. De esta manera, con el propósito de contar con estudios 

epidemiológicos para establecer la importancia e identificación de los 

microorganismos productores de diarrea aguda que requiere hospitalización, se 

llevó a cabo el proyecto “El estado actual de los enteropatógenos causantes de 

diarrea aguda grave en niños mexicanos” en el cual se realizó el análisis de las 

muestras de heces de 699 niños menores de cinco años hospitalizados por diarrea 

aguda en tres hospitales de segundo nivel del Instituto Mexicano del Seguro 

Social, en la Ciudad de México, durante los períodos de marzo de 1998 a febrero 

de 1999 y marzo de 2000 a febrero de 2001. 

Los principales agentes causales de diarrea aguda identificados en este estudio 

fueron: Rotavirus en el 42% de los pacientes, continuando con Shigella (13%), los 

grupos diarreogénicos de Escherichia coli (GED) (9%), Salmonella (5%), 

Adenovirus (4%), Campylobacter sp. (3%), Astrovirus (2%), Cryptosporidium sp. 

(1%), Aeromonas sp., Giardia sp. y Vibrio cholerae con menos del 1% y finalmente 

el  20.5% sin identificación del agente etiológico. De acuerdo a estos datos los 

GED fueron la segunda causa de diarrea bacteriana y Salmonella la tercera (ver 

tabla 1). 
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La caracterización molecular de los GED, en este estudio y en otros que se 

mencionan posteriormente, se realizó en el laboratorio a cargo de la Dra. Teresa 

Estrada-García, en el Departamento de Biomedicina Molecular del CINVESTAV 

del IPN, en este laboratorio Jorge Cerna y Oscar Luna en el año 2003 

establecieron  la prevalencia y la epidemiología de los cuatro principales GED 

(ETEC, EPEC, STEC y EIEC). El GED aislado con mayor frecuencia fue EPEC, el 

cual se identificó en el 35% de los pacientes en donde el 25% le correspondió a 

EPECa y el 9% fue para EPECt; el siguiente GED aislado con mayor frecuencia 

fue ETEC con el 30%, STEC con el 25% y EIEC con el 10%. En este estudio no se 

buscó EAEC y DAEC (ver tabla 2).  

En el año 2007 Leova Pacheco determinó la etiología de las diarreas agudas en 

niños menores de 5 años en Tabasco. Se estudiaron 482 pacientes menores de 

cinco años de edad con diarrea aguda que acudieron al Servicio de Urgencias del 

Hospital del Niño en Villahermosa Tabasco, de febrero de 2004 a febrero de 2006. 

Las heces de estos niños se procesaron para buscar enteropatógenos 

bacterianos, parásitos y Rotavirus. Los patógenos identificados con mayor 

frecuencia fueron Rotavirus (57%), GED (40%), Shigella spp. (5%) y Salmonella 

(2%). El resto de los patógenos, Giardia lamblia, Ascaris lumbricoides, 

Campylobacter spp., Cryptosporidium, V. cholerae, se encontraron en menos del 

1% de los casos. La prevalencia de los GED en este estudio fue del 49% para 

EAEC, 22% EPECa, 16% ETEC, 7% STEC, 5% EPECt, y el 1% EIEC. Con lo que 

se concluyó que Rotavirus continuaba siendo el agente causante de diarrea más 

común en este grupo etario y se demostró la importancia de los GED  como la 

primera causa de diarrea bacteriana, mientras que Salmonella se mantuvo en el 

tercer lugar. En este estudio el GED más prevalente fue EAEC, seguido de EPEC, 

sin embargo no se buscó DAEC (ver tabla 1 y 2). 

En México también se han realizado estudios de diarrea en comunidad. Estrada- 

García y colaboradores en el año 2009 publicaron parte de un estudio de cohorte 

en niños menores de 2 años de una comunidad conurbada de la Ciudad de 

México; reportaron el seguimiento durante 1 año de 76 niños, se determinó  la 
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infección asintomática y la diarrea aguda asociada a GED. Se analizaron 795 

muestras de heces, 125 (16%) fueron positivas para GED. La mayoría de las 

infecciones de un solo GED fueron asintomáticas, y de los 32 episodios de diarrea 

por GED, el 41% se asociaron con EPECa, el 37,5% con ETEC, el 9% EPECt, 9% 

con EIEC, y 3% con STEC. Una de las conclusiones a las que se llegó en este 

estudio fue que los GED son causas importantes de infección entérica y diarrea 

adquirida en la comunidad. En este estudio no se buscó EAEC y DAEC (ver tabla 

1 y 2). 

7.1. Epidemiología de la diarrea en el Estado de Yucatán, México 

El estado de Yucatán, se localiza en el sureste de la República Mexicana y al 

norte de la península de Yucatán, su clima es cálido y húmedo debido a su 

proximidad con el Golfo de México. La temperatura media anual máxima es de 

33°C, que van desde 28°C en enero a 36°C en mayo, pero las temperaturas a 

menudo se elevan por encima de 38°C. Las bajas temperaturas oscilan entre 18°C 

en enero a 23°C en mayo y junio. La temporada de lluvias es de junio a octubre. 

La precipitación media anual es de 115 centímetros, siendo más pesada durante 

los meses de verano (Patzi, 2015). 

En el año 2015, el INEGI reportó una población de 2 097 175 habitantes, de los 

cuales 84% pertenece a la población urbana y el 16% a la población rural (INEGI, 

2015). En este contexto, debido a sus condiciones climáticas y a la gran población 

rural con la que cuenta, Yucatán es uno de los estados del país que presenta un 

mayor número de episodios de diarrea anualmente. Estos casos están asociados 

al consumo de agua (Vázquez y Zapata, 1992), reportándose un incremento de 

4% en la proporción de niños y niñas con episodios de diarrea entre el 2006 y el 

2012 (Ferreira et al., 2013); de este porcentaje, las poblaciones localizadas en la 

franja costera presentan mayor vulnerabilidad (Alonso y Acosta, 2013). 

El Laboratorio de Investigación en Microbiología y la Unidad de Hidratación Oral 

(UDATHOS) del Hospital General O´Horan que recibe a niños con diarrea 

moderada a severa, de todo el Estado de Yucatán; junto con el Laboratorio de 
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Epidemiología Molecular del CINVESTAV Zacatenco, de la Ciudad de México, han 

realizado estudios epidemiológicos para determinar la prevalencia de los agentes 

etiológicos causantes de diarrea en niños menores de 5 años pertenecientes a la 

comunidad de Buctzotz y en niños hospitalizados por diarrea aguda grave en la 

unidad de rehidratación oral del Hospital General O´Horan de Mérida, Yucatán. 

Buctzotz es una localidad perteneciente al estado de Yucatán, que se encuentra a 

89 km de la ciudad de Mérida, con aproximadamente 8 887 habitantes (INEGI, 

2015), el clima es cálido subhúmedo y la temperatura media anual es de 26.3 °C. 

Buctzotz tiene una tasa elevada de diarrea por Salmonella Typhimurium y GED 

además de una elevada prevalencia tanto de Salmonella Typhimurium 

multidrogorresistente como no multidrogorresistente (MR y no-MR) en cerdos 

vivos y carne del mercado municipal que abastece a casi toda la población (Zaidi 

et al., 2006). 

Durante el periodo de octubre de 2006 a febrero de 2008 se colectaron muestras 

de heces en 337 niños de la comunidad de Buctzotz, Yucatán. Los GED se 

identificaron en el 12% de los niños, Salmonella en el 7%, Shigella en el 6% y 

Campylobacter 3%. En el 70% de los casos no se identificó ningún patógeno 

bacteriano. La distribución de los GED se presentó de la siguiente manera: EAEC 

en el 44%, seguido del 35% de EPECa, el 17% de ETEC y 4% de los casos fueron 

causados por EIEC (Patzi, 2009). No se buscó DAEC (ver tabla 1 y 2). 

En el año 2015 Patzi Vargas y colaboradores, publicaron un estudio en el que se 

determinó la prevalencia de enteropatógenos bacterianos en 831 niños menores 

de cinco años de edad con diarrea aguda que requieren hospitalización, durante el 

período de enero de 2007 a enero de 2009 y de enero de 2010 a diciembre de 

2011, en Yucatán, México. Uno o más enteropatógenos bacterianos fueron 

identificados en 463 niños (56%). Los GED fueron  identificados en 232 niños 

(28%), superando a Salmonella (12%) y Shigella (9%), mientras que Vibrio 

cholerae (2%) fue el menos frecuente. Los GED predominantes fueron DAEC 

(35%), EAEC (24%), y EPECa (16%), seguidos de ETEC (9%), EPECt (4%),  

EIEC  (0.4%) y STEC (0.4%) (ver tabla 1 y 2). 
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Los estudios antes descritos muestran claramente la importancia de los grupos 

diarreogénicos de E. coli y Salmonella como agentes causales de diarrea en los 

niños < 5 años en el estado de Yucatán, destacando la participación de EPECa y 

EAEC  (ver tabla 1).  

 

 
NE: No evaluado 

 

 
NE: No evaluado 
 
* Patzi 2015. En este estudio se evaluó la prevalencia de DAEC, la cual se presentó en el 
35% de los casos.  

 
Patógeno 

Identificado 

Cerna y Luna 
2003 CDMX. 

N=699 <5años 
Mar 1998-Feb 

1999 Mar 2000- 
Feb 2001 

Pacheco 2007 
Villahermosa, 

Tabasco. 
N=482 <5años 
Feb 2004-Feb 

2006 

Estrada-
García 2009 

CDMX 
N=76 <2años       
Ene- Dic 1998 

Patzi 2015 
Yucatán 

N=831 <5 años 
Ene 2007- Ene 

2009 
Ene 2010- Dic 

2011 

Rotavirus 42% 57% NE NE 

GED 9% 40% 16% 28% 

Shigella 13% 5% NE 9% 

Salmonella 5% 2% NE 12% 

 
Patógeno 

Identificado 

Cerna y Luna 
2003 CDMX. 

N=699 <5años 
Mar 1998-Feb 

1999 Mar 2000- 
Feb 2001 

Pacheco 2007 
Villahermosa, 

Tabasco. 
N=482 <5años 
Feb 2004-Feb 

2006 

Estrada- 
García 2009 

CDMX 
N=76 <2años    

Ene- Dic 
1998 

Patzi 2015* 
Yucatán 

N=831 <5 años 
Ene 2007- Ene 

2009 
Ene 2010- Dic 2011 

EPECa 25% 22% 41% 16% 

EPECt 9% 5% 9% 4% 

EAEC NE 49% NE 24% 

ETEC 30% 16% 37.5% NE 

STEC 25% 7% 3% 0.4% 

EIEC 

10% 1% 9% 0.4% 

Tabla 1. Epidemiología de los agentes etiológicos causantes de diarrea en México 

Tabla 2. Epidemiología de los grupos de E. coli causantes de diarrea en México 
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8. Importancia de los estudios de seroprevalencia 

Además de sugerir que las infecciones por los GED y por Salmonella son 

altamente frecuentes en México, los trabajos descritos con anterioridad ponen en 

evidencia la falta de estudios que nos indiquen la prevalencia de diarrea en 

población adulta y resaltan la importancia de realizar estudios en esta población 

en nuestro país, debido a que la prevalencia de los agentes etiológicos causantes 

de diarrea en la población adulta prácticamente no se conoce, lo cual puede 

deberse a que generalmente la población adulta no acude a los servicios de salud 

en casos de diarrea.  

Los estudios de seroprevalencia nos aportan información sobre las infecciones 

que se han tenido con un patógeno en un área geográfica.  A través de los datos 

obtenidos por esta vía, se puede identificar la presencia de anticuerpos 

específicos en el suero contra un patógeno. Cuando  hay anticuerpos específicos 

en el suero se interpreta como una señal de contacto previo con el patógeno. 

Estos anticuerpos pueden ser inducidos por la infección natural con el patógeno o 

por vacunación con vacuna atenuada o inactivada (Heras, 2001). 

8.1. Seroprevalencia de los grupos diarreogénicos de E. coli 

En general los estudios que existen de seropevalencia de los GEDs son escasos. 

En el año 2006 Zapata Quintanilla y colaboradores publicaron un estudio en el que 

se evaluaron los niveles de anticuerpos séricos IgG e IgM anti-EHEC O157: H7, 

anti-EHEC O111: H-, anti-EPEC O111: H- y los niveles de anticuerpos anti-LPS 

O111, LPS O157 y LPS O55 en adultos sanos que viven en Sao Paulo, Brasil. Se 

confirmó la presencia de anticuerpos séricos anti-bacterianos y anti-LPS. Las 

concentraciones de IgM anti-LPS fueron significativamente mayores que las de 

IgG, y las concentraciones de anti-LPS O157 fueron altas en vista del aislamiento 

poco frecuente de las bacterias O157 en Brasil.  Estos resultados sugieren que 

existe una inmunidad de reacción cruzada a EHEC en la población brasileña, que 

puede ser el resultado de la inmunidad a antígenos de EPEC (Zapata- Quintanilla 

et al., 2006). 
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David Huang y colaboradores en el año 2008 evaluaron la seroconversión en 195 

estudiantes estadounidenses durante un período de cuatro semanas después de 

su llegada y partida de Cuernavaca, México, utilizando como antígeno la proteína 

dispersina que es secretada por EAEC, encontraron que 36 de los 88 estudiantes 

que desarrollaron diarrea y 52 de los 107 estudiantes que no la presentaron 

incrementaron sus títulos de IgG contra dispersina al momento de partir de 

Cuernavaca. Además observaron que en contraste con la infección por ETEC, a la 

que los viajeros adultos son más susceptibles durante las primeras semanas de 

exposición, los viajeros siguen siendo susceptibles a la infección EAEC a lo largo 

de su estancia; el número de sujetos con colonización EAEC aumentó con el 

tiempo, mientras que el número de casos de diarrea EAEC disminuyó con el 

tiempo de estancia; y ninguno de los 16 pacientes que desarrollaron diarrea por 

EAEC tuvo un episodio repetido debido a esta bacteria. Estas observaciones 

sugieren que la inmunidad a la diarrea sintomática por EAEC puede haber sido 

adquirida de manera temprana durante el viaje, pero que la resistencia a la 

infección entérica asintomática no ocurrió en esta población adulta (Huang et al., 

2008; Estrada-García et al., 2014).  

En el año 2012 Quillan y colaboradores realizaron un estudio de seroprevalencia y 

factores de riesgo asociados con E. coli O157 en una población agrícola. 

Evaluaron anticuerpos anti-LPS O157 en una cohorte representativa de los 

trabajadores agrícolas de tres regiones geográficamente distintas del Reino Unido 

durante dos rondas de muestreo en un período de 2 años. Un total de 31/946 

(3,3%) muestras de suero contenían anticuerpos contra el LPS O157 de E. coli. 

Observaron mayor seroprevalencia asociada al contacto reciente con ganado 

vacuno, con el suministro de agua y en el grupo etario menor de 5 años. Sólo 

cinco personas seropositivas informaron síntomas leves de una infección del tracto 

gastrointestinal. Estos resultados apoyan aún más la premisa de la inmunidad 

adquirida a E. coli O157 asociada con exposiciones antigénicas prolongadas 

dentro del entorno agrícola (Quilliam, 2012). 
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8.2. Seroprevalencia de Salmonella 

MacLennan y colaboradores en 2008 publicaron un estudio en el que se 

identificaron anticuerpos contra Salmonella no Typhi (NTS) que se realizó en niños 

de Malawi, África. El objetivo fue establecer si los anticuerpos protegían contra 

bacteremia producida por NTS especialmente en niños menores de dos años, los 

cuales son más susceptibles a sufrir cuadros de bacteremia con excepción de los 

niños menores de 4 meses ya que en este grupo etario no se han observado 

cuadros de bacteremia. Se observó que todos los sueros de los niños sanos 

mayores de 16 meses contenían anticuerpos anti-Salmonella que tenían efecto 

bactericida sobre las NTS, mientras que los niños sanos menores de 16 meses no 

tenían anticuerpos específicos contra NTS y por lo tanto no había efecto 

bactericida contra estas bacterias, concluyendo que los niños de Malawi se 

exponen a las NTS después de los 16 meses de edad, lo que sugirió que los 

anticuerpos protegen contra bacteremia por NTS apoyando el desarrollo de 

vacunas que induzcan anticuerpos contra estas bacterias (MacLennan, 2008). 

Hasta el momento se han realizado pocos estudios de seroprevalencia en 

humanos para Salmonella y los grupos diarreogénicos de E. coli en poblaciones 

asintomáticas, realizar este tipo de estudios proporciona información sobre la 

cantidad de personas en un lugar y tiempo determinados que tienen anticuerpos 

contra alguna infección, lo que indica qué porcentaje de ellos han tenido contacto 

con un agente infeccioso específico sin ser necesario aislar al microorganismo. Es 

importante destacar que aunque se determine la presencia de anticuerpos, éstos 

no siempre son protectores. 

9. Anticuerpos protectores 

Se estima que los individuos que desarrollan anticuerpos protectores, ya sea por 

una infección clínica o por la vacunación, están protegidos contra la infección o la 

enfermedad. Para la mayoría de las enfermedades prevenibles por vacunación, 

los anticuerpos específicos pueden ser usados como indicador de protección 

contra la enfermedad (Cedré, 2012). 
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Los anticuerpos están formados por dos cadenas pesadas y dos ligeras, unidas 

entre sí por enlaces disulfuro; tienen una región variable y una región constante. 

Esta dualidad estructural le confiere el carácter bifuncional que los caracteriza. Por 

la región variable, responsable de su especificidad, se une con el antígeno (Fab de 

"fragment antigen binding"). La región constante, denominada Fc, es la 

responsable de sus funciones biológicas, tales como unir componentes del 

sistema del complemento o facilitar la fagocitosis de microorganismos al unirse el 

anticuerpo por su región Fc a los receptores presentes en la superficie de las 

células fagocíticas (Abbas et al., 2002). 

Se considera que los isotipos IgM e IgG (IgG1 e IgG3) son los responsables de la 

actividad bactericida presente en el suero humano. Estos isotipos llevan a cabo su 

función activando la vía clásica del complemento que se inicia cuando el 

componente C1q se une específicamente a la región constante (Fc) de un 

anticuerpo, unido a un antígeno de la superficie celular (Chatterjee et al., 2006). 

Tanto por la vía clásica como por la alternativa, la activación del componente C3 

inicia un sistema común con la formación de C5 convertasa y la progresiva 

activación de los factores C5, C6, C7, C8 y C9, hasta formar el complejo de 

ataque a la membrana (CAM), que tiene una estructura tubular transmembranal, lo 

que le permite anclarse a la membrana citoplasmática, produciéndole orificios que 

determinan el ingreso masivo de agua en la célula, la pérdida de los gradientes de 

concentración de iones y la salida de macromoléculas intracelulares, lo que trae 

como consecuencia la lisis celular (Rus et al., 2001) 

Prácticamente todos los géneros de bacterias Gram negativas son susceptibles a 

la acción bacteriolítica de los anticuerpos y el complemento. Este fenómeno puede 

ser detectado in vitro mediante el ensayo bactericida del suero (EBS) (Taylor, 

1983), este ensayo también es conocido como actividad bactericida de los 

anticuerpos mediada por la vía clásica del complemento. El EBS ofrece una 

medida de la capacidad funcional de los anticuerpos, en conjunto con el 

complemento, para lisar bacterias.  
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En el año 2010, Adriana Guadarrama determinó la seroprevalencia de Salmonella 

Typhimurium, EPECa y EAEC, en una población endémica, asintomática para 

diarrea, Buctzotz, Yucatán y evaluó el efecto bactericida de los anticuerpos 

específicos contra Salmonella Typhimurium. Utilizando la técnica de ELISA y 

FACS se estableció la prevalencia de anticuerpos específicos, de la clase IgM 

como IgG, contra 3 aislados clínicos: S. Typhimurium, EPECa y EAEC, en 109 

sueros de individuos que no habían presentado diarrea al menos en las últimas 

dos semanas, los cuales presentaron la siguiente distribución etaria (100 sujetos ≥ 

15 años, y 9 niños <1 año).  De los 9 sueros de los niños <1 año ninguno mostró 

anticuerpos IgM contra los 3 aislados clínicos probados, 6 de ellos tuvieron 

anticuerpos IgG específicos contra S. Typhimurium y EPECa y sólo 4 niños 

tuvieron anticuerpos IgG contra EAEC. Con respecto al grupo de sujetos ≥15 

años, más del 90% de ellos presentaron anticuerpos IgM e IgG específicos contra 

las 3 cepas bacterianas probadas. Sugiriendo que los sujetos de esta pequeña 

comunidad, están permanentemente expuestos a estas 3 bacterias, confirmando 

el hecho de que estos microorganismos son endémicos de esta región. 

Se ha documentado una prevalencia alta de Salmonella en Yucatán (Zaidi et al., 

2008) así como para el serotipo S. Typhimurium (Zaidi et al., 2007). Dado estos 

antecedentes, Guadarrama también evaluó si los anticuerpos específicos IgG 

contra S. Typhimurium tenían un efecto bactericida. Se evaluaron 45 sueros de los 

sujetos ≥ 15 años, divididos en grupos de 15 con base en sus concentraciones 

inferidas por ELISA (altas, intermedias y bajas) y los 6 sueros positivos para IgG 

del grupo de los niños <1 año. Observó que existe una correlación directa entre 

las concentraciones (altas, intermedias y bajas) de anticuerpos específicos y los 

títulos bactericidas.  

Esta información resulta importante para conocer la magnitud real de este 

problema en poblaciones específicas, identificar grupos con mayor ocurrencia del 

evento, generar conocimiento sobre posibles grupos de riesgo y orientar acciones 

para mejorar la efectividad de las estrategias de control de la transmisión de 

infecciones (Giraldo et al., 2013). 
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JUSTIFICACIÓN 

Varios estudios han mostrado que  Salmonella enterica serotipo Typhimurium, E. 

coli enteropatógena atípica y E. coli enteroagregativa, son unos de los principales 

agentes etiológicos bacterianos asociados a diarrea en el estado de Yucatán. 

Debido al riesgo que estos microorganismos representan para la población, es 

importante contar con estudios epidemiológicos de seroprevalencia en la 

población y caracterizar los anticuerpos contra estas bacterias para establecer si 

estos son protectores con base en su efecto bactericida. Realizar este tipo de 

estudios proporcionará información para identificar los grupos de mayor riesgo en 

poblaciones endémicas. 

 

HIPÓTESIS 

Los sueros de sujetos de zonas endémicas de Salmonella enterica serotipo 

Typhimurium, E. coli enteropatógena atípica y E. coli enteroagregativa tienen 

anticuerpos específicos contra las cepas bacterianas evaluadas y si estos 

anticuerpos tienen efecto bactericida sobre dichas bacterias. 

 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar los títulos y el efecto bactericida de los anticuerpos específicos IgM e 

IgG contra Salmonella enterica serotipo Typhimurium, E. coli enteropatógena 

atípica (EPECa) y  E. coli enteroagregativa (EAEC), en una población endémica 

de Yucatán.  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Determinar los títulos de los anticuerpos (IgM e IgG) específicos contra S. 

Typhimurium, EPECa y EAEC en sujetos de una zona endémica. 

 Establecer las condiciones adecuadas para realizar un ensayo bactericida 

en suero de los anticuerpos específicos  contra las bacterias estudiadas. 

 Evaluar la actividad bactericida dependiente de la activación de la vía 

clásica del complemento, de los sueros de sujetos de una zona endémica 

contra S. Typhimurium,  EPECa y EAEC. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Material biológico 

 

1.1. Cuadros clínicos de los tres pacientes de donde se obtuvo el aislado 

de S. Typhimurium, EPECa y EAEC. 

La cepa de Salmonella enterica serotipo Typhimurium multidrgoresistente (S. 

Typhimurium MDR) que se utilizó en este estudio fue recuperada del hemocultivo 

de un niño de tres meses de edad, que fue hospitalizado por diarrea aguda en el 

Hospital O’Horan de Yucatán en mayo del 2002. Pese a que el niño recibió terapia 

con ampicilina y gentamicina falleció a las 48 horas. Dicha cepa de Salmonella 

Typhimurium, llamó la atención de los clínicos ya que fue resistente a once 

antibióticos incluyendo cefalosporinas de amplio espectro. Posteriormente se aisló 

esta cepa multidrogorresistente de 44 niños hospitalizados por infecciones 

intestinales durante el período el periodo del 2003 al 2005 y dos de éstos 

fallecieron. 

La cepa de EPECa YUHE 273-B, que se utilizó en este estudio fue recuperada de 

las heces de una niña de 24 meses. La niña presentó un cuadro clínico de diarrea 

con sangre con una duración de un día, presentó 10 evacuaciones y fiebre mayor 

de 38.5°C.  

La cepa de EAEC YUHE 246-A fue recuperada de un niño de 9 meses con diarrea 

con sangre, cuya duración fue de  cuatro días, con 10 evacuaciones por día, fiebre 

mayor de 38.5°C, vómito el cual tuvo falla renal y hepática, choque y el cual 

finalmente falleció (Patzi 2009). 

1.2. Obtención de muestras de suero humano 

Al azar se seleccionaron domicilios distribuidos en todas las zonas de la 

comunidad de Buctzotz, Yucatán. Se seleccionaron individuos sanos mayores a 

15 años de edad que no presentaban diarrea. Para la obtención de las muestras 

de sangre se utilizaron agujas y tubos Vacutainer. El suero para la determinación 

de anticuerpos, se obtuvo centrifugando las muestras a 5000 rpm por 10-12 
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minutos (lo cual fue realizado en el Centro de Salud de Buctzotz) y se 

transportaron en neveras con geles refrigerantes a la ciudad de Mérida para ser 

enviados en un lapso máximo de 18 horas por servicio de mensajería al 

laboratorio de la Dra. María Teresa Estrada García en el CINVESTAV, Unidad 

Zacatenco de la Ciudad de México (Guadarrama 2010). 

 

2. Desarrollo experimental 

 

2.1. Cinéticas de crecimiento de cada cepa bacteriana 

Cada cepa bacteriana se sembró por estría cruzada en una placa de agar 

MacConkey y se incubó a 37°C durante 18 horas. Después se seleccionó una 

colonia de aproximadamente 2 mm de diámetro y se cultivó en un matraz 

Erlenmeyer con 5 mL de caldo soya tripticaseína estéril a 37°C durante 18 horas. 

Después se procedió a realizar la cinética de la cepa correspondiente, para esto, 

transcurridas las 18 horas de incubación del cultivo, se transfirió 1 mL de la 

suspensión bacteriana a un matraz Erlenmeyer con 50 mL de caldo soya 

tripticaseína estéril, se homogenizó, se tomaron dos alícuotas de 1 mL del cultivo, 

cada mililitro se colocó en una celda, y se leyó la densidad óptica en un 

espectrofotómetro (Smartspec 300, Bio-Rad) a una longitud de onda (λ) de 600 

nm, esta lectura se consideró como tiempo cero (t=0). El matraz Erlenmeyer con 

los 48mL del cultivo se incubó a 37°C con agitación constante a 180 rpm durante 

30 minutos. Trascurrido este tiempo se tomaron nuevamente dos muestras de 1 

mL del cultivo en condiciones de esterilidad, se procedió a leerlas en el 

espectrofotómetro y la lectura se consideró como el tiempo 1 (t=1), posteriormente 

se repitieron los pasos anteriores a los siguientes tiempos de incubación 60, 80, 

100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 260 minutos. 

Para cada una de las cepas bacterianas se realizaron tres réplicas del ensayo 

descrito anteriormente, en la primera se determinó el punto intermedio de la fase 

logarítmica de la curva de crecimiento, el cual se consideró como el punto más 

conveniente para determinar las UFC/mL por siembra en placa con varilla acodada 

(plaqueo), ya que en esta fase todas las bacterias están vivas. El plaqueo del 
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punto seleccionado se realizó tomando dos muestras de 100 μL del cultivo, se 

colocaron en tubos de microcentrífuga de 1.5mL que contenían 900 μL de solución 

salina al 0.085% estéril, esta dilución corresponde a 1:10, posteriormente se 

realizaron diluciones seriadas 1:100, 1:1000, 1:10 000 etc. por duplicado hasta la 

dilución en la que se obtenía un número teórico cercano a 1000 y 100 bacterias, 

de cada una de estas diluciones se tomó una alícuota de 50 μL y se sembró con 

varilla acodada en una placa de agar soya tripticaseína, las cuales se incubaron a 

37°C durante 18-24 horas. Finalmente se procedió a contar el número de colonias 

presentes en cada placa de agar y se realizaron los cálculos para determinar el 

número de UFC/mL (Ver Figura 3). 
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Figura 3. Diagrama de la metodología de las cinéticas de crecimiento de cada 

cepa bacteriana 
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3.  Producción de anticuerpos de conejo anti-eritrocitos de carnero 

(hemolisina) para utilizarlos en la valoración de la actividad hemolítica del 

complemento.  

Se le da el nombre de hemolisina a los anticuerpos dirigidos contra eritrocitos que 

son capaces de activar la vía clásica del complemento. La hemolisina se produce 

inmunizando a un animal (generalmente conejo) con eritrocitos heterólogos 

(generalmente de carnero). 

3.1. Obtención de hemolisina 
 

3.1.1.  Inmunización de conejo por vía intravenosa 

Para iniciar la inmunización del conejo se procedió a colocarlo en un cepo, 

posteriormente sujetando la oreja del animal con los dedos medio y anular, se 

localizaron las venas marginales de la oreja, se limpió la zona de inmunización con 

alcohol al 70% y finalmente se procedió a inyectar al animal con una suspensión 

de eritrocitos de carnero al 10% en solución salina. Se llevó a cabo una serie de 

inmunizaciones comenzando en el extremo de la oreja más alejado de la cabeza y 

procediendo a inyectar hacia la base de la oreja llevando a cabo el protocolo de 

inmunización indicado en la tabla 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inyección 
No. 

Tiempo 
(día) 

Dosis Vía 

1 0 1 mL Intravenosa 

2 2 1 mL Intravenosa 

3 4 1 mL Intravenosa 

4 6 1 mL Intravenosa 

5 8 1 mL Intravenosa 

6 10 2 mL Intravenosa 

7 12 2 mL Intravenosa 

8 14 2 mL Intravenosa 

9 16 2 mL Intravenosa 

Sangrado 21 ó 22   

Tabla 3. Protocolo de inmunización del conejo con eritrocitos de carnero. 

) 
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Colocar conejo 
en cepo

Localizar venas 
marginales de la 
oreja y limpiar 

la zona con 
alcohol al 70%

Inyectar con 
suspensión de 
eritrocitos de 

carnero al 10%

 Inmunización de conejo por vía intravenosa:

Realizar la inmunización e acuerdo al 
protocolo señalado.

Inyección 

No.

Tiempo 

(día)
Dosis Vía

1 0 1 mL Intravenosa

2 2 1 mL Intravenosa

3 4 1 mL Intravenosa

4 6 1 mL Intravenosa

5 8 1 mL Intravenosa

6 10 2 mL Intravenosa

7 12 2 mL Intravenosa

8 14 2 mL Intravenosa

9 16 2 mL Intravenosa

Sangrado 21 ó 22

 Sangrado de corazón:

Realizar la punción 
con una jeringa de 
20 mL con aguja de 

20x32 mm

Sujetar al conejo de las 
cuatro patas con el tórax 
hacia arriba y localizar el 

corazón con el tacto

Centrifugar durante 20 
min a 2800 rpm a 4°C 

Dividir el sobrenadante 
(hemolisina) separado en 

alícuotas  en  tubos de 
microcentrifugaAlmacenar 

en congelaor
a -20°C.

3.1.2. Sangrado de corazón 

Con la ayuda de otra persona se sujetó al conejo de las cuatro patas, colocándolo 

con el tórax hacia arriba, se colocó la mano en la zona del tórax para localizar el 

corazón con el tacto, se limpió con una torunda la zona localizada y se procedió a 

realizar una punción con una jeringa de 20 mL con aguja de 20 x 32 mm. La 

sangre extraída se centrifugó durante 20 min a 2800 rpm a 4°C, finalmente se 

separó el sobrenadante, el cual fue alicuotado y conservado a -20°C hasta su uso. 

  

Figura 4.Diagrama de la metodología de la producción de anticuerpos de conejo anti-

eritrocitos de carnero (hemolisina). 
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3.2. Obtención de suero de cobayo para su empleo como fuente exógena 

de complemento 

 

3.2.1. Sangrado de corazón 

Se sujetó al cobayo de las cuatro patas, colocándolo con el tórax hacia arriba, se 

colocó la mano en la zona del tórax para localizar el corazón con el tacto, se limpió 

con una torunda la zona localizada y se procedió a hacer una punción con una 

jeringa de 10 mL con aguja de 20 x 32 mm. La sangre extraída se centrifugó 

durante 20 min a 2800 rpm a 25°C, finalmente se separó el sobrenadante el cual 

fue alicuotado y conservado a -70°C hasta su uso.  

3.3. Titulación de la hemolisina con el suero de cobayo 

Se marcaron los tubos de ensayo de 13x100 numerados del 1-24 y se hicieron 

diluciones de la hemolisina con factor de dilución 2 en solución salina amortiguada 

de trietanolamina (TBS) en inglés “Tris- buffered saline” 1x y gelatina 0.05% (TBS-

gelatina), utilizando volúmenes de 125μL, en el tubo número 1 se adicionaron 

125μL de hemolisina más 125μL de TBS-gelatina, después al tubo número 2 se le 

agregaron 125μL de la dilución del tubo anterior más 125μL de TBS-gelatina, 

realizando el mismo procedimiento con diluciones en serie hasta el tubo 19. 

Posteriormente al tubo número 20 sólo se le adicionaron 250μL de TBS-gelatina y 

al tubo número 21 sólo 250μL de la hemolisina sin diluir. A continuación se 

agregaron a todos los tubos 125μL de una suspensión de eritrocitos de carnero 

(GRC) lavados previamente con  solución salina amortiguada de fosfato (PBS) en 

inglés “Phosphate-buffered saline” 1x y ajustados al 1% en TBS-gelatina; los tubos 

se incubaron a 37°C con agitación constante a 25 rpm durante 20 min. 

Transcurrido el tiempo de incubación se adicionó a los tubos del 1 al 20, 125μL de 

suero de cobayo, fuente de complemento, al tubo número 21 solo se le adicionó 

TBS-gelatina y nuevamente se incubaron a 37°C con agitación constante a 25 rpm 

durante 20 min. Posteriormente se agregaron 250μL de TBS-gelatina frío a todos 

los tubos para detener la reacción y se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min.   
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Los tubos 20 y 21 corresponden a los testigos del complemento y de la hemolisina 

respectivamente y al final de la reacción no deben mostrar hemolisis. 

El título se expresó como el valor inverso de la máxima dilución del anticuerpo que 

aún permite que se lleve a cabo la reacción. 

 

 

 

  

Figura 5. Diagrama de la metodología de la Titulación de la hemolisina con el 

suero de cobayo 
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4. ELISA para determinar la presencia de inmunoglobulinas IgG e IgM 

específicas contra S. Typhimurium MDR, EPECa y EAEC en sueros 

humanos 

 

4.1. Curva de calibración 

Para la realización de la técnica de ELISA se utilizaron microplacas de unión de 

alta afinidad (Corning inc. Costar 3590) de 96 pozos. Estas placas se 

sensibilizaron durante 18-24 horas a 4°C con 60 µL por pozo de un anticuerpo de 

captura: anti IgA, IgG e IgM humana (Jackson Inmuno Research No. Cat. 109-006-

064) tanto para la curva de IgG como para la IgM. Se probaron dos 

concentraciones de este anticuerpo de captura, 0.5 y 1 µg/mL en regulador de 

bicarbonatos (pH 9.6) para estandarizar las dos curvas de calibración, de estas 

dos concentraciones probadas se decidió utilizar 0.5 µg/mL debido a que se 

observaba una mejor señal al momento de leer la placa. 

Se destinaron los pozos 1 al 8 de las filas A y B de la placa para colocar el 

anticuerpo de captura; en los siguientes pozos 9A y 9B se colocaron 60µL por 

pozo de regulador de bicarbonatos (pH 9.6); en los pozos 10A y 10B se colocaron 

60µL por pozo de los anticuerpos secundarios anti-IgG (Zymed No. Cat. 62-7120) 

y anti IgM (Zymed No. Cat. 62-7520) marcados con peroxidasa de rábano (HRP) 

en inglés “horseradish peroxidase” diluido 1:1000 en regulador de bicarbonatos 

(pH 9.6) y finalmente en los pozos 11A, 11B, 12A, 12B se colocaron 60µL por 

pozo de inmunoglobulinas puras de humanos: IgG (Sigma Aldrich No. Cat. I2511) 

e IgM (Sigma Aldrich No. Cat. 18260-IMG) a una concentración de 0.5 µg/mL en 

regulador de bicarbonatos (pH 9.6) (Figura 7). 

Transcurrido el tiempo de sensibilización de las placas se decantó el regulador de 

bicarbonatos en un solo paso y se lavó la placa 6 veces con 100µL por pozo de 

PBS1x-Tween 0.1%, agitando levemente y decantando en cada lavado.  

Posteriormente se bloqueó la placa con 100 µL por pozo de una solución de 

albúmina sérica bovina (BSA) 0.1% en PBS1x-Tween 0.1% (solución 

bloqueadora), durante una hora a 37°C. Al cumplirse este tiempo se lavó la placa 
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6 veces con 100µL por pozo de PBS1x-Tween 0.1%, se agitó y se decantó. 

Para la realización de la curva de calibración se utilizaron inmunoglobulinas puras 

de humanos: IgG (Sigma Aldrich No. Cat. I2511) e IgM (Sigma Aldrich No. Cat. 

18260-IMG), para ambas inmunoglobulinas se realizaron diluciones seriadas 

iniciando en una concentración de 0.5 µg/mL hasta 0.0002 µg/mL, se colocaron 

por duplicado 60 µL por pozo de las diluciones correspondientes a las  

concentraciones de 0.03125 a 0.00024 µg/mL, en los pozos 1 al 8 de las filas A y 

B de la placa, debido a que en este intervalo de concentraciones se observó un 

comportamiento lineal en la curva de calibración. La placa se incubó durante 1 

hora a 37°C. Posteriormente, se lavó la placa 6 veces con PBS1x-Tween 0.1% 

agitando levemente y decantando.  

Posteriormente se colocaron por pozo 60 µL de los anticuerpos secundarios anti-

IgG (Zymed No. Cat. 62-7120) y anti IgM (Zymed No. Cat. 62-7520) marcados con 

HRP diluido 1:1000 en solución bloqueadora, según corresponda a la curva 

realizada. Nuevamente se incubó la placa durante una hora a 37°C. Después de 

este tiempo se lavaron los pozos como se describió anteriormente. Previamente 

se preparó la solución reveladora con 1.2 mg de ABTS (2,2’-azino-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-ácido-sulfonico) 98% (SIGMA, A1888-5G) y 1.2 µL de peróxido 

de hidrogeno al 30% (SIGMA, H1009-500 mL), por cada 2600 µL de solución 

reveladora. A los pozos se les adicionó 60 µL de la solución reveladora y la placa 

se incubó a temperatura ambiente 15 minutos, cubierta de la luz con papel 

aluminio. Transcurrido  el tiempo de incubación se adicionaron 60µL por pozo de 

una solución de paro de  dodecilsulfato sódico (SDS) al 1% y finalmente  la placa 

se leyó en un lector de ELISA (Tecan, sunrise) a una longitud (λ) de 405 nm.  
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 ELISA.    v       l        . 

60 µL por pozo del anticuerpo de captura a una 
concentración de 0.5mg/mL  

60 µL buffer 
de carbonatos 

60 µL anticuerpo anti 
IgA HRP diluido 1:1000 

60 µL anticuerpo puro 

Transcurrido el tiempo 
decantar el regulador de 

carbonatos y lavar la placa 6 
veces  con 100 µL de PBS- 

Tween 0.01% por pozo. 

Bloquear la placa con 
100 µL por pozo de 

solución bloqueadora 
durante 1 ha 37°C  y 

lavar 6 veces con  
PBS- Tween 0.01%  

Sensibilizar la placa de ELISA de 18- 24 hrs a 4°C de la siguiente manera: 

Realizar diluciones 
seriadads del anticuerpo 

puro de 0.5 µg/mL a 
0.0002 µg/mL 

500 µl Sol. Bloq. 
+ 

0.25 µl IgA 

0.25 0.125 0.0625 0.0312 0.0156 … 0000.24 

250 µL 250 µL 250 µL 250 µL 250 µL 250 µL 250 µL 250 µL 

0.5 
Concentración: 

µg/mL 

Diluciones seriadas Solución bloqueadora 

Incubar 1 hr. a 
37°C y lavar la 
placa 6 veces 

con PBS- 
Tween 0.01%. 

Colocar  60 µL del anticuerpo 
secundario marcado con HRP 

diluido 1:1000 en sol. 
bloqueadora 

Incubar 1 hr. 
a 37°C y lavar 
la placa con 
PBS- Tween 

0.01%. 

Adicionar 60 µL de sol 
reveladora de ABTS, incubar a 
temperatura ambiente 15 min 

cubierto de la luz.  

Adicionar 60 µL de sol 
de  paro de SDS al 1% y 
leer placa a λ=405 nm. 

 

  

Figura 6. Diagrama de la metodología de la técnica ELISA para determinar la presencia de 

inmunoglobulinas IgG e IgM específicas contra S. Typhimurium MDR, EPECa y EAEC en 

sueros humanos 
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4.2. Determinación de la presencia de inmunoglobulinas IgG e IgM 

específicas contra S. Typhimurium, EPECa y EAEC en sueros 

humanos 

Una vez estandarizadas las curvas de calibración se procesaron las muestras de 

sueros humanos. Para estos ensayos se utilizó un ELISA indirecto. Se colocó una 

concentración de 5x108 UFC de S. Typhimurium, EPECa o EAEC, pegadas 

directamente a la placa con regulador de bicarbonatos y se colocaron 60 µL por 

pozo de esta suspensión bacteriana, en las filas C a la H, la placa se incubó 1 

hora a 37°C. Después de este tiempo en las filas A y B de cada placa se realizó un 

ELISA tipo sandwich correspondiente a la curva de calibración como se describió 

previamente, la placa se incubó de 18 a 24 horas a 4°C para sensibilizarla. 

Transcurrido el tiempo de sensibilización se decantó el contenido de la placa, se 

lavó 6 veces con PBS1x-Tween 0.1% y se bloqueó con solución bloqueadora 

durante 1 hora a 37°C. Después del tiempo de incubación se decantó el contenido 

de la placa y se lavó 6 veces con PBS1x-Tween 0.1%.  

Se realizaron las diluciones correspondientes a la curva de calibración como se 

describió anteriormente y se hicieron diluciones seriadas de los sueros en solución 

bloqueadora, para IgM se utilizaron diluciones seriadas en el intervalo de 1:10 a 

1:1280 y para IgG se utilizaron diluciones seriadas en el intervalo de 1:500 a 

1:64000 y se colocaron en los pozos correspondientes. Nuevamente se incubó 1 

hora a 37°C. Transcurrido este tiempo de incubación se decantó el contenido y se 

lavó 6 veces con PBS1x-Tween 0.1% y se colocó el anticuerpo de anti IgG-HRP o 

anti IgM-HRP según corresponda en una dilución de 1:1000 en los pozos 

correspondientes a la curva y a los pozos problema. Se incubó durante 1 hora a 

37°C. Transcurrido este tiempo se lavaron nuevamente los pozos, se adicionaron 

60 µL por pozo de la solución reveladora y se incubó la placa cubierta de la luz a 

temperatura ambiente 15 minutos, posteriormente se adicionaron 60 µL por pozo 

de una solución de paro de  SDS al 1% y finalmente  la placa se leyó en un lector 

de ELISA (Tecan, sunrise) a una longitud de onda (λ) de 405 nm. 
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 D                A       íf     IgM   IgG        l                             

Colocar una 60 μL de 
una suspensión de 

5x10
8
 UFC de bacteria 

en las filas C a la H 

Incubar 
1 hr a 
37°C 

En las filas A y B colocar los 
reactivos para la primera 

parte  de la curva de 
calibración. 

Sensibilizar la placa 
de ELISA de 18- 24 

hrs a 4°C 

Transcurrido el 
tiempo decantar el 
contenido y lavar la 
placa 6 veces con 

100 µL de PBS- 
Tween 0.01% por 

pozo. 

Bloquear la placa con 
100 µL por pozo de 

solución bloqueadora 
durante 1 ha 37°C  y 

lavar 6 veces con  PBS- 
Tween 0.01%  

Curva de 
calibración 

Suspensión 
bacteriana 

Realizar las 
diluciones de la 

curva de 
calibración 

Realizar diluciones 
seriadas del suero 

en sol. bloqueadora 

IgM  
1:10 a 1:1280 

IgG  
1:500 a 1:64000 

Incubar 1 hr a 37°C 
y lavar la placa 6 
veces con PBS- 
Tween 0.01%. 

Colocar  60 µL del anticuerpo 
secundario marcado con HRP 

diluido 1:1000 en sol. 
bloqueadora 

Incubar 1 hr a 37°C y 
lavar la placa 6 veces 

con PBS- Tween 0.01%. 

Adicionar 60 µL de sol 
reveladora de ABTS, 

incubar a temperatura 
ambiente 15 min 
cubierto de la luz.  

Adicionar 60 µL de sol 
de  paro de SDS al 1% y 
leer placa a λ=405 nm. 

  

Figura 7. Determinación de la presencia de inmunoglobulinas IgG e IgM específicas contra 

las bacterias evaluadas 
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5. Ensayo bactericida de los anticuerpos específicos contra S. Typhimurium, 

EPECa y EAEC en los sueros humanos 

Para realizar el ensayo bactericida de los anticuerpos específicos contra S. 

Typhimurium, EPECa y EAEC en los sueros humanos, cada cepa bacteriana a 

evaluar se sembró por estría cruzada en una placa de agar MacConkey y se 

incubó a 37°C durante 18 horas. Después se seleccionó una colonia de 

aproximadamente 2 mm de diámetro y se cultivó en un matraz Erlenmeyer con 5 

mL de caldo soya tripticaseína estéril a 37°C durante 18 horas. Posteriormente se 

transfirió 1 mL de la suspensión bacteriana a un matraz Erlenmeyer con 50 mL de 

caldo soya tripticaseína estéril, y se homogenizó, después se tomaron dos 

alícuotas de 1 mL del cultivo, cada mililitro se colocó en una celda, se leyó la 

densidad óptica en un espectrofotómetro (Smartspec 300, Bio-Rad) a una longitud 

de onda (λ) de 600 nm. El matraz Erlenmeyer con el cultivo se incubó a 37°C con 

agitación constante a 180 rpm durante el tiempo en el que se determinó que cada 

cepa bacteriana alcanza el punto intermedio de la fase logarítmica de la curva de 

crecimiento, el cual garantiza que la mayoría de las bacterias están vivas en este 

punto. A continuación se descomplementaron los sueros a evaluar y un tubo de 

microcentrífuga conteniendo una dilución de suero de cobayo 1:10, incubándolos a 

56°C durante 30 minutos en un baño de agua.  

Posteriormente se realizaron diluciones seriadas del suero problema en el 

intervalo 1:200 a 1:32000 en solución salina equilibrada de Hanks’ (Gibco 14185-

052), se transfirieron 30 μL de cada una de estas diluciones por duplicado a tubos 

de microcentrífuga previamente etiquetados. Más tarde se adicionaron 

aproximadamente 300 bacterias en un volumen de 20 μL, de la cepa bacteriana a 

evaluar, para esto se colocó 1mL del medio de cultivo previamente incubado en 

cuatro tubos de microcentrífuga, se lavaron dos veces con solución salina 0.85% y 

se resuspendieron en 1mL de solución de Hanks’. A continuación se adicionó 

50μL de la fuente de complemento (suero de cobayo) diluido 1:10 en solución de 

Hanks’. Los tubos se incubaron durante 45 min a 37° y 25 rpm. Trascurrido el 

tiempo de incubación se realizó una dilución 1:5 de los todos los tubos tanto los de 
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reacción como los controles. Finalmente se vertió todo el contenido de cada tubo 

en placas con agar soya-tripticaseina, se incubaron a 37 ºC durante 14 horas.  Se 

procedió a la cuenta de colonias viables en las placas y se reportaron las unidades 

formadoras de colonias (UFC) en cada dilución. 

  

Figura 6. Diagrama de la metodología del Ensayo bactericida de los anticuerpos 

específicos contra S. Typhimurium, EPECa y EAEC en los sueros humanos. 
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Es importante mencionar que para detectar la sensibilidad bacteriana al 

complemento y confirmar la validez de la actividad bactericida, en cada ensayo se 

empleó como control positivo el suero de un ratón inmunizado con Citrobacter 

rodentium obtenido 14 días post-infección cuyo efecto bactericida fue determinado 

empleando la misma metodología descrita anteriormente. Además se emplearon 

cuatro controles negativos conformados de la siguiente manera: control de células 

viables (bacterias), control independiente de complemento (bacterias + suero 

problema), control de suero de cobayo (bacterias + suero de cobayo sin 

descomplementar) y control de suero de cobayo descomplementado  (bacterias + 

suero problema + suero de cobayo descomplementado). 

El porcentaje de  bacterias muertas se calculó con base al número de UFC del 

control negativo (bacteria + Solución Hanks’). Los títulos bactericidas se definieron 

como el reciproco de la dilución del suero a la que se lisan ≥ 50% de las células. 
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RESULTADOS 

1. Determinación del punto medio de la fase logarítmica de las curvas de 

crecimiento de cada una de las cepas bacterianas 
 

 

Se realizaron tres cinéticas de crecimiento de cada cepa por duplicado; las tablas 

4, 5 y 6 y los gráficos 1, 3 y 5, muestran la reproducibilidad en los ensayos de las 

cinéticas de crecimiento de cada una de las cepas bacterianas evaluadas.  

De cada curva de crecimiento se determinó por cuenta en placa, las UFC del 

punto medio de la fase logarítmica de los 3 ensayos que se hicieron por duplicado, 

para esto se calculó el promedio de UFC/mL de cada curva. Las UFC/mL 

cuantificadas en el espectrofotómetro el día que realizó la cinética fueron similares 

a las obtenidas en el plaqueo (ver tablas 4, 5 y 6). Las UFC promedio de los tres 

ensayos por plaqueo fueron: 1.19 X109 para S. Typhimurium, 1.12 X109 para 

EAEC y 1.21 X10
9
 para EPECa. Estos resultados nos indican que las bacterias 

estaban viables en este punto de la curva.  

 
 

 

 

 

Cinéticas de crecimiento de Salmonella Typhimurium 

  Cinética 1 Cinética 2  Cinética 3 Promedio 

Tiempo Concentración Concentración  Concentración  Concentración Concentración Concentración  Concentración  
 (min) (cel/mL) (cel/mL) (cel/mL) (cel/mL) (cel/mL) (cel/mL) (cel/mL) 

0 36500000 36550000 26200000 23850000 28950000 25000000 29508333 

30 69400000 72400000 64300000 56200000 56900000 56650000 62641667 

60 156500000 158500000 140000000 147000000 146500000 165000000 152250000 

80 276500000 273500000 325000000 262500000 271500000 259500000 278083333 

100 617000000 627000000 479000000 501000000 641000000 615500000 580083333 

120 802000000 795000000 696000000 702500000 947000000 942000000 814083333 

140* 1165000000 1150000000 1032000000 1050000000 1165000000 1205000000 1127833333 

160 1290000000 1350000000 1425000000 1415000000 1450000000 1515000000 1407500000 

180 1565000000 1605000000 1450000000 1455000000 1620000000 1685000000 1563333333 

200 1660000000 1690000000 1540000000 1565000000 1700000000 1680000000 1639166667 

220 1945000000 1955000000 1720000000 1815000000 1890000000 1890000000 1869166667 

240 2020000000 1905000000 1840000000 1855000000 2015000000 2010000000 1940833333 

260 1930000000 1950000000 1865000000 1825000000 1990000000 2035000000 1932500000 

 

Tabla 4. Cinéticas de crecimiento obtenidas a partir del espectrofotómetro a una λ=600nm 
y determinación del punto medio de la fase logarítmica de la curva de crecimiento de 
Salmonella Typhimurium. 

 

*Punto medio de la fase logarítmica de la curva de crecimiento de Salmonella Typhimurium. 
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Gráfico 2. Promedio de las tres cinéticas de crecimiento Salmonella Typhimurium 

realizadas por duplicado y determinación del punto medio de la fase logarítmica. 

 

El punto medio de la fase logarítmica de la curva de crecimiento para de Salmonella 

Typhimurium fue a los 140 min, en este punto de la curva las bacterias demostraron estar 

viables. 

 

Gráfico 1. Cinéticas de crecimiento de S. Typhimurium realizadas por duplicado. 
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Tiempo (min) 

Cinéticas de crecimiento con desviación estándar        
EPECa YUHE 08-273B 

Cinética 1
EPECa YUHE
08-273B

Cinética 1
EPECa YUHE
08-273B
Duplicado

Cinética 2
EPECa YUHE
08-273B

Cinética 2
EPECa YUHE
08-273B
Duplicado

 

Cinéticas de crecimiento de EPECa YUHE 08-273B 

  Cinética 1  Cinética 2 Cinética 3  Promedio 

Tiempo  Concentración Concentración  Concentración Concentración Concentración Concentración Concentración  
 (min)  (cel/mL)  (cel/mL)  (cel/mL)  (cel/mL)  (cel/mL)  (cel/mL) (cel/mL) 

0 47300000 50550000 33400000 34850000 35300000 37500000 39816667 

30 114500000 91850000 62150000 61250000 80350000 73850000 80658333 

60 188500000 195000000 134500000 136500000 158000000 156500000 161500000 

80 251000000 254000000 227500000 228000000 241000000 238500000 240000000 

100 517000000 576500000 434500000 457000000 352500000 353000000 448416667 

120 839000000 855000000 682000000 609500000 706500000 739500000 738583333 

140 * 1170000000 1210000000 1100000000 1170000000 945500000 1006500000 1100333333 

160 1585000000 1635000000 1305000000 1370000000 1270000000 1240000000 1400833333 

180 1760000000 1745000000 1625000000 1615000000 1520000000 1505000000 1628333333 

200 1890000000 1965000000 1830000000 1870000000 1675000000 1710000000 1823333333 

220 2115000000 2035000000 2130000000 2130000000 1950000000 2025000000 2064166667 

240 1975000000 1990000000 2010000000 2110000000 2160000000 2030000000 2045833333 

 

 

 

Gráfico 3. Cinéticas de crecimiento de EPECa YUHE 08-273B realizadas por duplicado. 

 

*Punto medio de la fase logarítmica de la curva de crecimiento de EPECa YUHE 08-273B. 

 

Tabla 5. Cinéticas de crecimiento obtenidas a partir del espectrofotómetro a una λ=600nm 
y determinación del punto medio de la fase logarítmica de la curva de crecimiento de 

EPECa YUHE 08-273B. 
 

*Punto medio de la fase logarítmica 
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Tiempo (min) 

Promedio de las Cinéticas de crecimiento 
 EPECa YUHE 08-273B 

Promedio de
las Cinéticas de
crecimiento de
EPECa YUHE
08-273B

Cinéticas de crecimiento de EAEC YUHE 08-246A   

  Cinética 1 Cinética 2  Cinética 3 Promedio 

Tiempo Concentración Concentración  Concentración Concentración Concentración  Concentración  

 (min) (cel/mL) (cel/mL) (cel/mL) (cel/mL) (cel/mL) (cel/mL) 

0 26200000 20780000 20780000 59400000 61450000 37722000 

30 90250000 44200000 44200000 131000000 132000000 88330000 

60 201000000 145500000 145500000 318000000 316500000 225300000 

80 346000000 280500000 277500000 655500000 644500000 440800000 

100 727500000 833500000 812000000 1060000000 1095000000 905600000 

120* 1035000000 1140000000 1150000000 1420000000 1425000000 1234000000 

140 1500000000 1625000000 1630000000 1660000000 1600000000 1603000000 

160 2055000000 1810000000 1790000000 1750000000 1850000000 1851000000 

180 2065000000 2000000000 2010000000 2035000000 1990000000 2020000000 

200 1995000000 2070000000 2120000000 2250000000 2175000000 2122000000 

220 2090000000 2090000000 2115000000 2155000000 2200000000 2130000000 

240 
 

2250000000 2215000000 2265000000 2385000000 2278750000 

Gráfico 4. Promedio de las tres cinéticas de crecimiento de  EPECa YUHE 08-273B realizadas 

por duplicado y determinación del punto medio de la fase logarítmica.  

 

El punto medio de la fase logarítmica de la curva de crecimiento para de EPECa YUHE 08-273B fue 

a los 140 min, en este punto de la curva las bacterias demostraron estar viables. 

 

*Punto medio de la fase logarítmica de la curva de crecimiento de EAEC YUHE 08-246A 

 

Tabla 6. Cinéticas de crecimiento obtenidas a partir del espectrofotómetro a una λ=600nm 
y determinación del punto medio de la fase logarítmica de la curva de crecimiento de 

EAEC YUHE 08-246A. 
 

*Punto medio de la fase logarítmica 
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Gráfico 5. Cinéticas de crecimiento de EAEC YUHE 08-246A realizadas por duplicado. 

Gráfico 6. Promedio de las tres cinéticas de crecimiento de  EAEC YUHE 08- 246A realizadas por 

duplicado y determinación del punto medio de la fase logarítmica. 

 

El punto medio de la fase logarítmica de la curva de crecimiento para de EPECa YUHE 08-273B fue a los 

120 min, en este punto de la curva las bacterias demostraron estar viables. 
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Titulación de la hemolisina con el suero de cobayo  

La capacidad funcional del sistema complemento se evaluó a través de su 

actividad hemolítica, para esto se realizó la titulación de la hemolisina obtenida al 

inmunizar un conejo con eritrocitos de carnero (ver sección de material y 

métodos). La titulación se realizó utilizando varias diluciones de hemolisina en 

presencia de cantidades fijas de suero de cobayo (fuente de complemento), (ver 

Tabla 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la figura 4 se muestran los tubos del ensayo de titulación de hemolisina con el 

suero de cobayo No.3, ya que este suero fue el único que demostró tener un 

complemento funcional. El título se expresó como el valor inverso de la máxima 

dilución del anticuerpo que aún permite que se lleve a cabo la reacción. Resaltado 

en un cuadro rojo, se muestra el último tubo en donde se observó reacción 

positiva, es decir hemólisis, correspondiente al tubo No. 8 con la dilución 1:256. 

Los tubos 20 y 21 corresponden a los testigos del complemento y de la hemolisina 

respectivamente observando que en el tubo testigo del complemento no presentó 

hemolisis y en el tubo testigo de hemolisina presentó hemolisis ligera y en los dos 

hubo formación de botón. 

T11 1:2048 

T12 1:4096 

T13 1:8192 

T14 1:16384 

T15 1:32756 

T16 1:65536 

T17 1:131072 

T18 1:262144 

T19 1:524288 

T20  

T21  

Diluciones realizadas 

T1 1:2 

T2 1:4 

T3 1:8 

T4 1:16 

T5 1:32 

T6 1:64 

T7 1:128 

T8 1:256 

T9 1:512 

T10 1:1024 

Tabla 7. Diluciones de hemolisina evaluadas en titulación con suero de cobayo. 

) 

Control suero de cobayo 

Control hemolisina 
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La realización de este ensayo demostró que el suero de este cobayo contiene 

complemento funcional, el cual se utilizó como fuente exógena de complemento 

en los ensayos de actividad bactericida. 

 

2. Títulos de las inmunoglobulinas IgM e IgG específicas contra S. 

Typhimurium, EPECa y EAEC en sueros humanos y su efecto bactericida 

Como se menciona en la sección de materiales y métodos con base en las 

concentraciones de IgM e IgG reportadas por Guadarrama Santillán en su tesis de 

maestría (Guadarrama Santillán, CINVESTAV 2010), se eligieron 10 sueros con 

concentraciones altas totales de inmunoglobulinas IgM y de IgG, las edades de los 

sujetos oscilaba entre los 38-77 años, su promedio fue de 57 años y la mediana de 

53.5  años.  A los 10 sueros se les determinaron nuevamente los títulos de IgM e 

IgG específicos contra S. Typhimurium, EPECa y EAEC sin lisar en una 

concentración de 1X108 por el método de ELISA. 

Figura 4. Ensayo de hemolisina. Se muestran los tubos del ensayo de titulación de 
hemolisina utilizando el suero del cobayo No. 3 y diluciones de la hemolisina (1:2-
1:524288) y los tubos 20 y 21 corresponden a los tubos testigos del complemento y la 

hemolisina respectivamente. 
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3.1 Títulos de las inmunoglobulinas IgM e IgG específicas contra la cepa de  S. 

Typhimurium MDR en sueros humanos y su efecto bactericida 

 

 

  

Suero 
AST 
09- 

 

Edad 

Títulos (ELISA) S. Typhimurium MDR 

Títulos de 
anticuerpos  
bactericidas 

Log 10 del 
inverso   

Títulos de 
anticuerpos  
bactericidas 

IgM 
específica 

Log 10 
del 

inverso 
IgM 

IgG 
específica 

Log 10 
del 

inverso  
IgG 

405 38 1: 320 2.505 1: 16 000 4.204 1: 12 800 4.107 

419 45 1: 160 2.204 1: 4 000 3.602 1: 4 000 3.602 

426 50 1: 640 2.806 1: 8 000 3.903 1: 4 000 3.602 

430 51 1: 320 2.505 1: 4 000 3.602 1: 3 200 3.505 

435 53 1: 320 2.505 1: 8 000 3.903 1: 6 400 3.806 

436 54 1: 80 1.903 1: 4 000 3.602 1: 2 000 3.301 

440 60 1: 160 2.204 1: 16 000 4.204 1: 4 000 3.602 

452 69 1: 320 2.505 1: 32 000 4.505 1: 12 800 4.107 

454 73 1: 640 2.806 1: 16 000 4.204 1: 6 400 3.806 

456 77 1: 320 2.505 1: 32 000 4.505 1: 4 000 3.602 

Tabla 8. Títulos de inmunoglobulinas IgM e IgG  específicas y bactericidas contra S. Typhimurium MDR. 

 

 

) 

Gráfico 7. Anticuerpos específicos anti-S. Typhimurium. Representación del logaritmo 

base diez del inverso del título de anticuerpos específicos anti-S. Typhimurium de las 

clases IgM e IgG de los 10 sueros evaluados. 
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En el gráfico 7 se observa que los títulos IgM específicos contra S. Typhimurium, 

fueron significativamente menores (p<0.001) que los títulos de IgG específicos. 

Destacan los sueros 426 y 454 por sus títulos altos de IgM; además 5 de los 

sujetos presentaron títulos de IgM iguales a la mediana, 1:320. Con respecto a los 

títulos de anticuerpos específicos IgG los sueros 452 y 456 fueron los que 

presentaron los títulos más altos, estos sueros también presentaron títulos de IgM 

iguales a la mediana; mientras que el suero 436 presentó el título más bajo tanto 

de IgM como de IgG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

En el gráfico 8 se observa que los diez sueros analizados mostraron tener efecto 

bactericida contra S. Typhimurium MDR. Los sueros 452 y 456 que presentaron 

títulos elevados de anticuerpos IgM e IgG, también fueron los que presentaron los 

títulos de anticuerpos bactericidas más elevados contra S. Typhimurium. Además 

los sueros 419, 426, 430 y 435 muestran títulos de anticuerpos IgG y bactericidas 

similares. El suero 436 que presentó los títulos más bajos de anticuerpos IgM e 

IgG, mostró tener los títulos de anticuerpos bactericidas más bajos.  

Gráfico 8. Títulos de anticuerpos específicos y bactericidas anti-S. Typhimurium 

de cada individuo. Representación del logaritmo base diez del inverso del título de 

anticuerpos anti- S. Typhimurium de la clase IgG e IgM específicos y bactericidas  
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3.2 Títulos de las inmunoglobulinas IgM e IgG específicas contra la cepa de 

EPECa YUHE 08-273B en sueros humanos y su efecto bactericida. 

 

 

  

Suero  

AST 
09- 

 

Edad 

Títulos (ELISA)  EPECa YUHE 08-273B 

Títulos de 
anticuerpos  
bactericidas 

Log 10 del 
inverso   

Títulos de 
anticuerpos  
bactericidas 

IgM 
específica 

Log 10 
del 

inverso 
IgM 

IgG 
específica 

Log 10 
del 

inverso  
IgG 

405 38 1: 640 2.806 1: 8 000 3.903 1: 6 400 3.806 

419 45 1: 1 280 3.107 1: 16 000 4.204 1: 12 800 4.107 

426 50 1: 1 280 3.107 1: 8 000 3.903 1: 4 000 3.602 

430 51 1: 320 2.505 1: 16 000 4.204 1: 12 800 4.107 

435 53 1: 320 2.505 1: 32 000 4.505 1: 8 000 3.903 

436 54 1: 1 280 3.107 1: 16 000 4.204 1: 8 000 3.903 

440 60 1: 640 2.806 1: 16 000 4.204 1: 6 400 3.806 

452 69 1: 640 2.806 1: 8 000 3.903 1: 3 200 3.505 

454 73 1: 1 280 3.107 1: 64 000 4.806 1: 12 800 4.107 

456 77 1: 640 2.806 1: 32 000 4.505 1: 8 000 3.903 

Tabla 9. Títulos de inmunoglobulinas IgM e IgG  específicas y bactericidas contra EPECa 
YUHE 08-273B 

 

 

) 

Gráfico 9. Anticuerpos específicos anti-EPECa.  Representación del logaritmo 

base diez del inverso del título de anticuerpos específicos anti-EPECa de las clases 

IgM e IgG de los 10 sueros evaluados. 
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En el gráfico 9 se observa nuevamente que los títulos IgM específicos contra 

EPECa, fueron significativamente menores (p<0.001) que los títulos de IgG 

específicos. Además la mayoría de los sueros presentaron títulos de anticuerpos 

específicos IgM en el intervalo de 1:640-1:1280, mientras que los títulos de IgG en 

el intervalo de 1:8000-1:16000. Asimismo destaca el suero 454 por tener títulos 

elevados tanto de IgM como de IgG; y los sueros 430 y 435 que tuvieron títulos de 

IgM por debajo de la mediana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el gráfico 10 se muestra que  los diez sueros analizados presentaron efecto 

bactericida contra EPECa YUHE 08-273B, destacando los sueros 454 y 456, que 

presentaron títulos elevados de anticuerpos IgM, IgG y bactericidas contra EPECa 

al igual que para S. Typhimurium. Por otra parte los sueros de los individuos 419, 

426, 430 y 435 presentaron títulos de anticuerpos IgG y bactericidas contra 

EPECa similares. 

 

Gráfico 10. Títulos de anticuerpos específicos y bactericidas anti-EPECa de cada 

individuo. Representación del logaritmo base diez del inverso del título de anticuerpos anti- 

S. Typhimurium de la clase IgG e IgM específicos y bactericidas  
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3.3 Títulos de las inmunoglobulinas IgM e IgG específicas contra la cepa de 

EAEC YUHE 08-246A en sueros humanos y su efecto bactericida 

 

  

Suero  

AST 
09- 

 

Edad 

Títulos (ELISA)  EAEC YUHE 08-246A 
Títulos de 

anticuerpos  
bactericidas 

Inverso  
Títulos de 

anticuerpos 
bactericidas 

IgM 
específica 

Log 10 
inverso 

IgM 

IgG 
específica 

Log 10 
inverso  

IgG 

405 38 1: 320 2.505 1:8000 3.903 1: 4 000 3.602 

419 45 1: 160 2.204 1.32000 3.505 1: 2 000 3.301 

426 50 1: 320 2.505 1:16000 4.204 1: 8 000 3.903 

430 51 1: 160 2.204 1:8000 3.903 1: 6 400 3.806 

435 53 1: 1 280 3.107 1:32000 4.505 1: 16 000 4.204 

436 54 1: 640 2.806 1:16000 4.204 1: 6 400 3.806 

440 60 1: 640 2.806 1:32000 4.505 1: 8 000 3.903 

452 69 1: 320 2.505 1:8000 3.903 1: 3 200 3.505 

454 73 1: 1 280 3.107 1:64000 4.806 1: 16 000 4.204 

456 77 1: 640 2.806 1:16000 4.204 1: 4 000 3.602 

Gráfico 11. Anticuerpos específicos anti-EAEC. Representación del logaritmo 

base diez del inverso del título de anticuerpos específicos anti-EAEC de las clases 

IgM e IgG de los 10 sueros evaluados. 

Tabla 10. Títulos de inmunoglobulinas IgM e IgG  específicas y bactericidas contra EAEC 
YUHE 08-246A 
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Gráfico 12. Títulos de anticuerpos específicos y bactericidas anti-EAEC de cada individuo. 

Representación del logaritmo base diez del inverso del título de anticuerpos anti-EAEC de la clase IgG 

e IgM específicos y bactericidas.  

En el gráfico 11 se observa de nuevo que los títulos IgM específicos contra EAEC, 

fueron significativamente menores (p<0.001) que los títulos de IgG específicos. 

Por otra parte más de la mitad de los sueros presentaron títulos de anticuerpos 

específicos IgM en el intervalo de 1:320-1:640 y de anticuerpos específicos IgG en 

el intervalo 1:8000-1:16000. Resalta el suero 454 por tener los títulos más 

elevados de anticuerpos específicos IgM e IgG. Además el suero 419 presentó los 

títulos más bajos tanto de IgM como de IgG.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se muestra en el gráfico 12  se observa que  los diez sueros analizados 

mostraron tener efecto bactericida contra EAEC, el suero 454 como se mencionó 

anteriormente presentó los títulos más altos de anticuerpos IgM, IgG y también 

bactericidas, al igual que sucedió para EPECa y S. Typhimurium. Además resalta 

los sueros 419, 436 y 430 por sus bajos títulos de anticuerpos IgM, IgG y 

bactericidas. 
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Gráfico 13. Títulos de anticuerpos bactericidas contra S. Typhimurium MDR, EPECa 

YUHE 08273-B y EAEC YUHE 08-246A de cada individuo. 

Representación del logaritmo base diez del inverso del título de anticuerpos bactericidas 

contra S. Typhimurium MDR, EPECa YUHE 08273-B y EAEC YUHE 08-246A de cada 

individuo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al realizar el análisis de los títulos de  anticuerpos bactericidas por individuo contra 

las contra S. Typhimurium, EPECa y EAEC (gráfico 13) se observó que los 

individuos 436, 440, 452, 454 mostraron títulos similares contra EPECa y EAEC 

(ver tablas 9 y 10). Sin embargo el individuo 419 presentó títulos de anticuerpos 

bactericidas muy diferentes para EPECa y EAEC de 1:12800 y 1:2000, 

respectivamente.  

También observamos que el individuo 426 mostró títulos bactericidas de 1:4000 

contra S. Typhimurium y EPECa. Mientras que el individuo 456 tuvo títulos de 

anticuerpos bactericidas de 1:4000 contra S. Typhimurium y EAEC. 
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                        PACIENTES 

Títulos de 
inmunoglobulinas 

 S. Thyphimurium 
Específica 

EPECa 
Específica 

EAEC 
Específica 

                IgM 

1:80 436   

1:160 419, 440  419,430 

1:320 405,430,435,452,456 430,435 405,426,452 

1:640 426,454 405,440,452,456 436,440,456 

1:1280  419,426,436,454 435,454 

                IgG 

1:4000 419, 430,436   

1:8000 426,435 405,426,452 405,430,452 

1:16000 405,440,454 419,430,436,440 426,436,456 

1:32000 452,456 435,456 419,435,440 

1:64000  454 454 

                   Anticuerpos Bactericidas 

1:2000 436  419 

1:3200 430 452 452 

1:4000 419,426,440,456 426 405,456 

1:6400 435,454 405,440 430,436 

1:8000  435,436,456 426,440 

1:12800 405,452 419,430,454  

1:16000   435,454 

Tabla 10. Resumen de los títulos de inmunoglobulinas IgM e IgG  específicas y bactericidas 

contra S. Thyphimurium, EPECa y EAEC. 
 

) 
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DISCUSIÓN 

Salmonella enterica serotipo Typhimurium, Escherichia coli enteropatógena atípica 

y Escherichia coli enteroagregativa, se encuentran dentro de los principales 

agentes etiológicos bacterianos asociados a diarrea en niños menores de 5 años 

en el estado de Yucatán (Patzi, 2015; Zaidi 2012; Patzi 2009; Zaidi, 2008). Sin 

embargo, se desconoce la epidemiología de estos patógenos en la población 

adulta de esta región. A pesar del riesgo que estos microorganismos representan 

para la población, los estudios epidemiológicos de búsqueda intencionada de 

estos patógenos en diarrea infantil son escasos y en diarrea de adultos son 

prácticamente nulos. Además hasta el momento no hay ningún reporte de estudios 

epidemiológicos de seroprevalencia en sujetos asintomáticos, contra estos 

patógenos en México, por lo que tampoco se ha determinado si los anticuerpos 

generados tienen efecto bactericida contra estas bacterias.  

En el presente trabajo se analizaron 10 sueros de sujetos adultos sanos de 

Buctzotz, una comunidad agrícola del estado de Yucatán. Se determinaron los 

títulos de los anticuerpos específicos IgM e IgG contra cada una de las bacterias, 

S. Typhimurium, EPECa y EAEC, las cuales fueron aisladas como agentes 

causales únicos, en niños yucatecos con diarrea aguda que requirieron 

hospitalización. Los diez sueros tuvieron anticuerpos de ambas clases contra las 

tres bacterias, indicando que los diez sujetos estuvieron expuestos a estos 

patógenos, ya que la presencia de anticuerpos específicos contra un 

microorganismo en el suero de un individuo es un indicador de que éste ha sido 

expuesto a una infección clínica o subclínica del patógeno (Abbas, 2004).  Los 

títulos de IgM e IgG contra estos patógenos en los individuos que no tenían 

enfermedad, siempre mostraron ser más elevados contra IgG sugiriendo una 

infección secundaria. Puesto que los niveles de anticuerpos IgM específicos en 

una infección primaria alcanzan un pico aproximadamente a las 2 semanas 

después de la infección y luego generalmente disminuye a niveles no detectables; 

y los títulos son significativamente más elevados a los de IgG,  debido a que los 

anticuerpos IgG específicos se empiezan a observar después de la primera 

semana de enfermedad e incrementan lentamente y su decaimiento es más lento 



 

 

Z 59 

(S. Vázquez et al., 2007, Sumalee Chanama et al., 2004). Mientras que en una 

infección secundaria los títulos de anticuerpos IgM específicos son 

significativamente menores a los de la respuesta primaria;  los anticuerpos de la 

clase IgG, muestran títulos de 100 a 1000 veces mayores comparados con la 

respuesta primaria, los cuales aparecen a tiempos más cortos que en la infección 

primaria, y generalmente son estos anticuerpos los que permanecen por tiempos 

más prolongados, incluso pueden llegar a ser detectados varios años después de 

la infección aunque en títulos más bajos (S. Vázquez et al., 2007, Sumalee 

Chanama et al., 2004, Cedré et al., 2012).  

Por otro lado los títulos de los anticuerpos específicos IgM contra EPECa fueron 

los más altos prácticamente en todos los sujetos, ya que el 70% tuvieron títulos 

≥1:640, y estos títulos sólo los presentaron el 50% y 20% de los sujetos contra 

EAEC y S. Typhimurium, respectivamente (Tabla 11). Estos resultados sugieren 

que a la bacteria a la que más recientemente habían estado expuestos estos 10 

sujetos era EPECa. Por otro lado el 70% de los sujetos tuvieron títulos de IgG ≥ 

1:16000 contra EPECa y EAEC; y 50% contra S. Typhimurium. Estos datos en su 

conjunto indican que a la bacteria que menos han estado expuestos recientemente 

estos sujetos es a S. Typhimurium. Por otro lado como se observa en los gráficos 

7, 9 y 11 los sueros que presentaron los títulos más altos de IgM específicos 

contra S. Typhimurium fueron los sueros 426 y 454, para EPECa 436 y 454; y para 

EAEC los sueros 436 y 454. El suero del sujeto  454 mostró los títulos más 

elevados de IgG contra las tres bacterias, lo cual sugiere que este individuo ha 

tenido una exposición reciente a estas tres bacterias. Anteriormente ya se ha 

documentado que esta zona es endémica para Salmonella, ya que ha reportaron 

que el 75% de la carne cruda que se vende para consumo en Buctzotz y el 4.5% 

de la comida rápida lista para su consumo están contaminadas con Salmonella 

(Zaidi et al., 2012). Así como, que la incidencia anual de gastroenteritis por 

Salmonella es del 17.8 por cada 100 niños menores de 30 meses de edad y  de 

7.9 por cada 100 personas mayores de 69 años (Zaidi et al., 2012; Zaidi et al., 

2008). Mientras que nuestro laboratorio puso en evidencia que los grupos de  E. 

coli diarreogénicos son los agentes patógenos recuperados con mayor frecuencia 
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en los niños con diarrea de Buctzotz  (10.3%), de estos grupos de E. coli 

diarreogénicos EAEC y EPECa fueron el segundo y el tercer patotipo más 

frecuentemente identificado en los niños con diarrea en Buctzotz (Patzi, 2009).   

Hasta el momento solo se han demostrado anticuerpos específicos contra algunas 

de las moléculas características de EPEC y EAEC. Para EAEC se han reportado 

anticuerpos específicos contra dispersina, y sus toxinas pet y pic en individuos que 

han cursado con una infección por esta bacteria; así como también anticuerpos 

anti-pet en niños sin diarrea (Bellini et al., 2005). Sin embargo, no se han 

reportado estudios que evalúen anticuerpos contra la bacteria completa. Los 

anticuerpos específicos en suero contra factores de virulencia de EPEC (pili BfpA, 

intimina, proteínas EspA y EspB) han sido reportados en población infantil de 

Brasil (Martinez et al., 1999) que ha cursado con una infección natural por EPEC. 

En México también se han determinado anticuerpos contra el pili BfpA, intimina, 

proteínas EspA y EspB en mujeres en puerperio mediato y en neonatos sanos 

(Parissi-Crivelli et. al., 2000).  

Solo los sujetos 405 y 454 (20%) mostraron los mismos títulos de IgM e IgG 

específicos contra EPECa y EAEC, el resto de los sujetos tuvieron títulos 

diferentes contra estas bacterias. Considerando que esto es una ventana en el 

tiempo y que se está evaluando contra cada bacteria el mismo suero bajo las 

mismas condiciones, se sugiere que en realidad los anticuerpos que se generan 

contra los dos patotipos de E. coli tal parece que no identifican los mismos 

epítopos, al menos no la mayoría de los inmunodominantes. En un estudio 

utilizando los sueros de niños y de adultos mexicanos sanos, se demostró que 

sólo el 20% de las muestras estudiadas reaccionaron simultáneamente a los LPS 

de E. coli O157, O7 y O116 (Navarro et al., 2003).   

Zapata Quintanilla y colaboradores evaluaron los niveles de anticuerpos séricos 

IgG e IgM anti-EHEC O157: H7, anti-EHEC O111: H-, anti-EPEC O111: H- y los 

niveles de anticuerpos anti-LPS O111, LPS O157 y LPS O55 en adultos sanos 

que viven en Sao Paulo, Brasil. Se confirmó la presencia de anticuerpos séricos 

anti-bacterianos y anti-LPS. Las concentraciones de IgM anti-LPS fueron 
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significativamente mayores que las de IgG, y las concentraciones de anti-LPS 

O157 fueron altas en vista del aislamiento poco frecuente de las bacterias O157 

en Brasil.  Estos resultados sugieren que existe una inmunidad de reacción 

cruzada a EHEC en la población brasileña, que puede ser el resultado de la 

inmunidad a antígenos de EPEC (Zapata- Quintanilla et al., 2006). Además se ha 

mostrado que la exposición a E. coli O157 con el entorno agrícola, en particular 

con el contacto constante con el ganado vacuno induce una inmunidad adquirida 

contra este patógeno (Quillan, 2012). 

Al realizar el ensayo de ELISA de los sueros de individuos pertenecientes a 

Buctzotz obtuvimos que todos los sueros estudiados tienen anticuerpos 

específicos contra S. Typhimurium, EAEC y EPECa, sin embargo, con el ensayo 

de ELISA no se pueden predecir las características funcionales de los anticuerpos 

específicos identificados (Montzouros y Howell, 2000). El ensayo de actividad 

bactericida del suero dependiente de anticuerpos mediado por el complemento, se 

considera el ensayo de elección in vitro para determinar la presencia de 

anticuerpos con actividad bactericida (Montzouros y Howell, 2000). Al evaluar los 

10 sueros de los sujetos sanos de Buctzotz en el ensayo bactericida se observó 

que todos los sueros tuvieron efecto bactericida contra las tres bacterias 

evaluadas. Los títulos de los anticuerpos bactericidas fueron menores que los 

títulos de anticuerpos específicos, esto nos indica que no todos los anticuerpos 

específicos tienen la misma actividad bactericida (Montzouros y Howell, 2000).  

Hasta el momento solo se han documentado anticuerpos bactericidas anti-S. 

Typhimuriumm (MacLenann et al., 2008, Trebicka et al., 2013; Guadarrama 2010) 

este es el primer trabajo en donde se demuestran anticuerpos bactericidas contra 

EPECa y EAEC. MacLenann y colaboradores en el año 2008 analizaron los 

sueros de 64 niños sanos de Malawi  y se observó que la mayoría de los niños 

mayores de 16 meses tenían anticuerpos séricos IgM e IgG específicos anti-S. 

Typhimurium con actividad bactericida dependiente del complemento, pero que la 

mayoría de los niños sanos por debajo de esta edad no presentaban anticuerpos 

específicos contra Salmonellas no-typhi (SNT) y no mostraron actividad 
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bactericida, contra S. Typhimurium (MacLenann et al., 2008). Trebicka y 

colaboradores en 2013, evaluaron en Estados Unidos, en donde se tiene una 

prevalencia de la enfermedad causada por un SNT considerablemente menor a la 

de Malawi (alrededor de 1,4 millones de infecciones y 400 muertes por año),  la 

actividad bactericida sérica contra S. Typhimurium en niños y adultos sanos en 

Boston, confirmaron algunas de las observaciones que ya se habían visto en los 

niños de Malawi, ya que mostraron una amplia prevalencia de anticuerpos 

específicos, con actividad bactericida y su incremento con respecto a la edad 

(Trebicka et al., 2013). Nuestro grupo de trabajo también demostró anticuerpos 

específicos contra S. Typhimurium, EPECa y EAEC, en un grupo más amplio de 

100 sueros de adultos y 9 sueros de niños sanos de Buctzotz, Yucatán; y la 

actividad de los anticuerpos específicos contra S. Typhimurium en 45 sueros 

(Guadarrama, 2010). De los grupos de E. coli diarreogénicos solo se ha reportado 

altos niveles de IgG anti-LPS O157 de E. coli con actividad bactericida en el suero 

de adultos y niños de 2 a 5 años, vacunados con el LPS O157 conjugado a una 

proteína acarreadora (Chen Szu & Ahmed, 2015).  

Considerando que la actividad bactericida en humanos esta mediada por los 

isotipos IgM e IgG (IgG1, IgG3 y en menor grado IgG2), estos isotipos llevan a 

cabo su función activando la vía clásica del complemento que se inicia cuando el 

componente C1q se une específicamente a la región constante (Fc) de un 

anticuerpo, unido a un antígeno de la superficie celular (Chatterjee et al., 2006). 

Con respecto a las bacterias se ha documentado que los anticuerpos que inducen 

lisis bacteriana de SNTs van dirigidos contra proteínas de membrana externa 

(PME) (Siggins et al., 2011) y que la PME OmpD de estas SNTs tiene una gran 

homología con: la porina OmpC de S. Typhi, la NmpC de E.coli (75%), la OmpC 

de S. Typhimurium (68%) y la porina Lc del bacteriófago PA-2 (75%); inclusive se 

ha reportado reacción cruzada de anticuerpos anti-OmpD con algunas de las 

proteínas ya mencionadas debido a que existen epítopos externos que están muy 

conservados en la familia Enterobacteriaceae (Singh 1996). Esto podría explicar 

que en nuestros resultados observamos que los individuos 405, y 454 mostraron 

los mismos títulos específicos para IgM e IgG  contra EPECa y EAEC, lo cual 
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puede sugerir que estas dos bacterias comparten antígenos, pero no todos ya que 

el 80% de los sujetos muestran títulos diferentes. 

Finalmente este proyecto destaca la importancia de realizar estudios 

seroepidemiológicos en poblaciones endémicas para bacterias diarrogénicas en 

nuestro país, debido a que particularmente la prevalencia de los agentes 

etiológicos causantes de diarrea prácticamente no se conocen en población 

adulta. Además los estudios de seroprevalencia nos aportan información sobre las 

infecciones que se han tenido debido a un patógeno en determinada zona 

geográfica y  a través de los datos obtenidos por esta vía, se puede identificar la 

presencia los factores de riesgo y las medidas preventivas para disminuir la 

frecuencia de infección. 
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CONCLUSIONES 

 Los sueros evaluados de individuos pertenecientes a la región de Buctzotz, 

Yucatán, presentan títulos de anticuerpos específicos IgG 

significativamente mayores que IgM contra Salmonella enterica serotipo 

Typhimurium, Escherichia coli  enteropatógena atípica y Escherichia coli  

enteroagregativa. 

 

 Los anticuerpos específicos IgM e IgG  contra las tres bacterias estudiadas 

tienen  actividad bactericida dependiente de la activación de la vía clásica 

del complemento. Lo cual había sido demostrado con anterioridad para 

Salmonella Typhimurium pero no para, Escherichia coli  enteropatógena 

atípica y Escherichia coli  enteroagregativa. 

 

 Los títulos de anticuerpos específicos IgM e IgG  contra Salmonella enterica 

serotipo Typhimurium, Escherichia coli  enteropatógena atípica y 

Escherichia coli  enteroagregativa no presentaron correlación con los títulos 

de anticuerpos bactericidas contra estas tres bacterias. 

 

 Los individuos pertenecientes a la comunidad de Buctzotz, Yucatán se 

encuentran permanentemente en contacto con Salmonella enterica serotipo 

Typhimurium, Escherichia coli  enteropatógena atípica y Escherichia coli  

enteroagregativa;  lo que pudiera estar induciendo un estado de protección 

contra estas tres bacterias. 
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