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RESUMEN 

Escher;ch;a coZ; es un excelente modelo para ei estudio de la patogénesis ya que en una sola 

especie se encuentran genes, grupos de genes en islas de patogénesis y plásmidos que codifican los 

detenrJnantes de un amplio espectro de virulencia. En este trabajo se utilizaron 122 cepas aisladas de 

diferentes mamíferos de México, tanto silvestres como domésticos, así como de seres humanos. Estas 

cepas fueron analizadas por PCR e hibridación tipo Southem para determinar la presencia de algunos 

genes pertenecientes a la isla patogénica LEE (del inglés, "Ioeus of enterocyte effacement"), ellocus de 

esfacelamíento enterocítico que está ubicado en el cromosoma de esta bacteria. En el estudio de peR, 

dos marcadores, los genes cesT/eae y el gen espB se encontraron juntos en 25.4% de las cepas 

estudiadas. El conjunto de genes cesT/eae se encontró en 8.2% de las cepas sólo, mientras que el gen 

espB se encontró en 15.6% de los casos sólo. Las pruebas de hibridación fueron realizadas con una sub

muestra de 25 cepas. Cuatro regiones del LEE fueron analizadas usando sondas específicas de DNA: En 

los resultados se encontró que las cuatro regiones estaban todas presentes (44%), todas ausentes (12%), 

o presentes en diferentes combinaciones (44%) en una cepa dada. Las regiones flanqueadoras del LEE 

mostraron la tasa más alta de hibridación (72%). Estos resultados indican que el LEE es una región muy 

dinámica tanto a nivel dellocus completo (ya que es adquirido por linajes independientes de E. coll), 

como a nivel de sus genes individuales (ya que éstos se presentan en diferemes combinaciones en las 

diferentes cepas). Es probable que los diferentes genes que componen esta Hisla patogénica" se 

adquieran o pierdan de m,mera independiente, y que quizá, en los liruljes no patógenos estén 

participando en otras funciones diferentes a la de la patogénesis. Eventualmente, mediante procesos 

graduales de transferencia horizontal estos genes son organizados para formar la isla completa, que junto 
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con otros elementos extracromosomales, como los plásmidos adquiridos por evolución pru:alela, 

completan el escenario patogénico de E. eolio 

ABSTRACT 

Eseherichia eoli is an excellent modeI for studying fue evolution of pafuogenicity since within 

ene species va.'"Íous genes, that cause VÍJ.,llence, can be found in pafuogenic islands and plasmids. A 

collection of 122 strains from dífferent rnammal hosts, including wid rnammals and humans, were 

analyzed by PCR a.r:td Southern hybridízation for the presence of sorne of the genes included in fue LEE 

(locus ofenterocyte effacernent). In PCR anaiysis, two markers (eesT/eae and espB genes) were found 

together in more stralns (25.4%) than alone, as CesT/eae gene by itselfwas less common (8.2%) than 

espB gene alone (15.6 %). Four regions ofthe LEE were analyzed in a sub-sample of25 strains usiug 

Southern hybridization. The four regions were eifuer aíl present (44%), all absent (12%) or in different 

combinations (44%) in a given straln . .The flanking regions ofthe LEE showed the highest rate of 

hybridization (in 72% offue strains). The results indicate that fue LEE is a very dynamic entity, bofu 

at the complete locus (as it is acquired by different independent lineages of E. eoli) and at fue single 

gene leve! (as it exhibited dífferent gene patterns ",ithin fue locus). The different genes fuat conforrn lo 

this locus seem to be horizont.,tlly acquired (or lost) in an independent way, perhaps serving ofuer 

functions in t.l}e non-pathogenic iineages when noí in tJ.¡e pathogenic island. In !bis way, horizontal 

transfer allows tJ.¡e gradual, step~se construction of gene cassettes facilitating coordínaíe regulation and 

expression of novel functions. 
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UNTRODUCCIÓN 

1.- Generalidades 

La clasificación taxonómica de Escherichia eoli ha estado basada principalmente en las 

características metabólicas y antigérücas de las bacterias, pero en los últimos años las técnicas 

moleculares, como por ejemplo la secuenciación de ácidos nucleicos, los métodos de PCR (reacción en 

cadena de la poíimerasa), e hlbridaciones han sido de gran utilidad para definir mejor la genealogía 

bacteriana y por consiguiente abrir a la Microbiología las puertas del estudio de la evolución 

(Woese,1987). E coli pertenece al género Escherichia. Este género está constituido por bacterias 

coliformes, Gram-negativas, anaerobias facultativas, móviles y con flagelos peritricos, capaces de 

fermentar lactosa y acetato. Este género consta de varias especies, E. eoli, E. hermannii, E. blattae, E. 

vulneris y E. fergusonii , pero la más conocida y estudiada es E. coli. Este género pertenece a la familia 

Enterobacteriaceae (Atlas,1990). 

E. eoli es un miembro común de la mic!obiota btestinal de mamíferos, aves.y reptiles Mucho se 

sabe de E. coli asociada a humanos, pero estudios de la hlstoria natural y genética de poblaciones de esta 

bacteria en animales silvestres son escasos. La colección estándar de referencia ECOR (Ochman y 

Selal1der, 1984) contiene un nú'rnero de cepas aisladas de cinco órdenes de mamíferos no hu.rnanos, 

obtenidos de a....umrues en estado de cautiverio (zoológicos). En un intento de ampliar el conocnniento de 

la lüstoría natural y estructura genética de poblaciones de E. coli asociadas a man1Íferos y aves 

silvestres, Souza y colaboradores (í 999) han colectado más de 2000 cepas en México, Venezuela y 

Australia. Utiiizando una sub-muest.ra de esta co:ección encontraron que !a diversidad genética de E. coli 

es de H = 0.682, la más alta reportada hasta ahora (Milkman, 1973; Selander y Levin, 1980; Caugant et 
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al., 198 ¡). La alta diversidad genética podría ser reflejo de la adaptación de las cepas a sus diferentes y 

variados hospederos. Además de vivir anaeróbicamente en el intestino grueso (en una concentración de 

106 células por grlh'110 de colon), E. coli puede vivir en ambientes seclUldarios como el agua, suelo, 

sedimentos y alimentos en concentraciones de hasta 104 células por ml en el caso de agua contaminada 

(Selander et al, 1987). 

El genoma de E. coli consta de un cromosoma circular de alrededor de 4 x ¡ 06 pares de bases, un 

contenido de G-C de 49-51 % Y un 2% de secuencias repetidas (Blattner et al., 1997). 

2.- Estructura genética y antecedentes evolutivos de Escherichia coli 

En general se considera qUe la estructura poblacionaI de E. coli es básicamente clonal. MiIkman y 

Bridges (1990), han estimado la tasa de recombinación como 10-10 por célula por generación, 5 veces 

menor que la de mutación, por lo que los procesos evolutivos (a corto plazo) operarían en esta especie 

mediante la erJnción estocástica de líneas celulares o mediante la selección periódica de mutaciones que 

afectan la adecuación (Levin, 1981). Esto traería como consecuencia una disminución en la variación 

genética de la especie y uu fuerte desequilibrio de ligamiento. Estudios recientes han cambiado este 

punto de vista, confirmando que las poblaciones bacterianas Huctúan entre ser relativamente panmíticas 

hasta ser básica.'11ente clonares a diferentes niveles poblacionaies (Maynard-Snúth et al., 1993), y que 

los eventos de recombinación son más frecuentes de lo estimado (Dykhuizen y Oreen, 1991 l. Los 

marcos clonales (Milkman, 1997) son un ejem.plo de la evidencia de eventos de recombin¡:ción en un 

pasado. También los eventos de transducción por bacteriófagos y la existencia de los sistemás de 

modificación y restricción del DNA son ejemplos de la inlportancia de este proceso en la estructuración 

y evolución de las poblaciones naturales de E. coll 
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La recombinación o transferencia horizontal ha jugado un papel muy imporümte en la evolución 

de la patogénesis en E. coli (pema el al., 2001). No está claro si el ancestro de E. coli era patógeno o no, 

pero se reconoce que la vin.!lencia bacteriana está sujeta a la evolución y que parte de la diversidad de E. 

coli patógena es producto de la adquisición, por transferencia horizontal, de elementos mÓviles como las 

islas patogénicas y los plásmidos que portan genes que le confieren cualidades de vin.!lencia (Levine el 

al., 1985). Así mismo, estos elementos novedosos pueden conJerirle a la bacteria que los posee, la 

capacidad de sobrevivir las barreras defensivas del orgauismo invadido y de explotar diferentes nichos 

(Falkow, 1996). 

3.- Pato génesis y epidemiología 

Escherichia coli es un miembro común de la microbiota comensal de malPiferos y aves. Sin 

embargo, es capaz de causar serias enfermedades en humanos y animales incluyendo diarrea, colitis 

hemorrágica, disentería, síndrome de uremia hemolítica, septiceIJ1Ja, infecciones de la vejiga y los 

riñones, neumonia, meningitis neonatal, bacteremia en pacientes con SIDA y pielonefritis (Nataro and 

Kaper, 1998). En base a los mecanismos patogénicos, E. coli diarreagénica se puede caracterizar en cinco 

categorías: enterotoxigénica (ETEC), enteromvasiva \'EIEC), enterohemorrágica (EHEe), 

enteroagregativa (EAEC) y enteropatogénica (EPEC) (Dormenberg y Kaper, 1992). Las cepas de E. coli 

que son capaces de colonizar eí tracto ur'illario se cíasifican en otra categoría (UTI). Estas categorías 

generalmente están asociadas a serogrupos especificas basados en los antígenos somáticos (O), 

flagelares (H) y capsulares (K) (Anexo A). Daa combinación específica de antígenos O y H definen el 

serotipo de una cepa que puede ser asociada a un determiaado síndrome clínico. Los antígenos 

serológicos per se no confieren la vin¡]enci3~ pero son marcadores que en buena medida se asocian con la 
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presencia de ciertos factores de virulencia (Natarc y Kaper, 1998). En esta investigación se utilizaron 

122 cepas de diferentes serotipos y asociadas a diferentes hospederos, sirviendo las cepas EPEC y 

EHEC como modelo para el estudio de la evolución de la pato génesis en E. coli, ya que éstas presentan 

genes asociados a procesos patogénicos que afectan las poblaciones humanas. 

Existen pocos dalos sobre el porcentaje de incidencia de los diferentes serotipos en México, pero 

al¡pmos estudios señalan que al menos en México, los niños son colonizados por bacterias patógenas 

durante los dos primeros años de vida (Cravioto el al., 1988) Existen algunos estudios que indican que 

los serotipos más comúril'l1ente asociados a EPEC y ETEC tienen una incidencia significativamente 

mayor en los niños pequeños y esta incidencia aumenta en zonas rurales donde las condiciones de 

salubridad son poco adecuadas (Cravioto et at 1988). 

a) Escherichia coli enteropatogénlca 

Las cepas clasificadas como E. coN enteropatogénica (EPEC) están adaptadas a hospederos 

hlLmanos y a otros mamíferos, y causan diarrea aguda en niños menores de 2 años en países en vías de 

desarrollo (Levine, 1987). La razón por la cual la incidencia en adultos es muy baja aún no es clara, pero 

podría deberse Pi la pérdida de receptores específicos con la edad (Nataro y Kaper, 1998). Raramente 

producen infecciones extraintestL11ales. Las epidenuas son esporádicas y suceden en hospitales o 

guarderías, Cuando son adultos los infectados, se supone que se debe a la ingestión d.e gran cantidad de 

inóculo o a individuos depauperados (Nataro y Kaper, 1998). 

La transmisión de BPEe es fecal-oral y generalmente a través de manos y otros objetos 

cO:.Jtarrlinadcs. Se han encontrado serotipos caracte;:ísticos de EPEe en aire, aguz, comida y en los 

excrementos de animales que pueden serrll como reservorios de estas bacterias (Nataro y Kaper, 1998). 
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Las EPEC han sido caracterizadas en base a su serotipo, a su histopatologia medifulte el análisis de 

biopsias del epitelio intestinal, y a la ausencia de la toxina de tipo "Shiga" (Jerse et al, 1990; Nataro y 

Kaper, 1998). La histopatología es conocida como "lesión de adherencia y esfacelamieto" AlE (del 

inglés: Attachment/Effacement) y será discutida a.'llpliarn.ente más adelante. 

La presencia o ausencia del plásmido EAF no había sido considerada como un marcador de esta 

cepa, ya que existen cepas EPEC que no lo poseen, sobre todo en cepas asociadas a animales (Rocha et 

al., 1999). Lo que sí está en debate es que si estas cepas sin EAF pueden considerarse como verdaderos 

patógenos para el hombre (Kaper, 1996). Finalmente, en el Segundo Simposio Internacional sobre 

EPEC se llegó a una definición consenso: " las cepas qüe producen la lesión AJE, negativas para la 

tOxL'la de tipo Slüga (Stx) y que poseen el plásmido EAF son consideradas como EPEC típicas, mientras 

que las que no tienen el plásmido son cepas EPEC atípicas" (Naturo y Kaper,1998). 

b) Locus de esfacelamiento enterocítico LEE 

Me Daniel et al.(1995) reportaron una región de aproximadamente 35 kb que codifica para todos 

los factores que producen el fenotipo AlE en varios patógenos entéricos como E. coli enteropatogénica 

(EPEC) y E. col; enterohemorrágica (EREC). Otros patógenos como Citrobacter rodentium y Ha/nía 

alvei una región similar (Shauer y Falkow, 1993). Aunque varios estudios previos al trabajo de Moon el 

al. (1983) reportaron esta Jüstopatología de la mucosa intestinal (CravlOto et al., 1979), fue gracias a él 

que se aCllñó el término AfE. Este fenptipo se caracteriza por el esfacelarriento \} bOrraiu1Gnto de 18.s 

microvellosidades de ía mucosa del intestino delgado y la adherencia íntima de la bacteria a la célula 

epitelial. 

Se han descrito varios genes que pertenecen a este. isla patogénica conocida con el nombre de locus 

LEE (del inglés "locus of enterocyte effacernent", locus de esfacelamiento enterocítico). El grupo de 
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genes eae, esp y ese (Fig.l) han sido estudiados ampliamente por diversos autores. Los genes eae 

codific211 para una proteína de membrana externa de 94 a 97 kDa llamada intÍ1rill8, la cual es responsable 

de la adl1crencia íntima de la bacteria al epitelio íntestllaL Este fue el prirr.er gen de virulencia que fue 

confirmado en EPEC (Jerse et al,1990). Los genes esp codifican para proteínas que son secretadas y 

transferidas a la célula epitelial dd hospedero donde son responsables de activar la trfu'lsducción de 

señales a través del epitelio(Foubister et al., 1994; Kenny y Finlay, 1995). El grupo ese codifica las 

proteínas responsables de la exportación de factores de virulencia que confirman la existencia de un 

sistema de secreción de tipo III en estas bacterias. Este sistema de secreción es homólogo al sistema de 

secreción de Yersin;a y es dependiente del contacto de la bacteria con la célula del hospedero (Jarvis el 

al., 1995). Las proteínas secretadas o proteínas efectoras tienen TII·1 efecto directo sobre la célula 

hospedera y la modifican para beneficio de! patógeno. Se ha visto que los genes que codifican el sistema 

de secreción están ubicados generahnente en islas patogénieas. Su origen no está ciaro, pero dada su 

homología con los genes flagelares, pod..ría ser que proceda."'1 de ese grupo de genes, o dado que casi 

siempre se ubican en un cassette de virulencia, podlía ser que tenga origen foráneo (Mecsas y Strauss, 

1996). Mutaciones de la cepa EPEe E2348/69 en la región del gen eae resultan en una virulencia 

atenuada. Sín embargo, mutaciones en el ¡oeus espB eliminan la formación de la lesión AlE (Jm-vis el al. 

1995). Recientemente se propuso la existencia de una proteína producida y exportada por EPEe que 

después de ser fosforilada es h"'1sertada en la meri1bra..'1a del epitelio intestinal, sirve como receptor de la 

intimina. Esta proteína ha sido llarr,ada Tir (Transiocated íntimin receptor). Anteriormente se le atnouÍa 

origen epitelial y se le conocía con el nombre de Hp90 (Kenny el al. 1997). 
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e) Plásmido EA!? (EPEC attachment factor) 

Además de los factores cromosónücos, se requiere de un plásmido para que se de la lesión 

completa de adherencia y esfacelarrJento en EPEC. Estas bacterias se adhieren a la superficie de la 

mucosa intestinal en grupos discretos, un fenómeno conocido como adherencia localizada (LA). En base 

a estas observaciones, parece evidente que las bacterias, además de interactuar eDn la superficie del 

epitelio, interactúan entre si. Girón y colaboradores (1991) identificaron unos filamentos en EPEC que 

se agregan formando un pilus, el cual se enmadeja de tal manera que fOTIna una estructura tridimensional 

donde se embeben las bacterias. La producción del BFP (del inglés BlL'1dle-F orming Pilus) se asocia con 

la presencia de un plásmido de aproximadamente 92 kb que codifica factores de adherencia en EPEC y 

que es lla...mado EAF (del inglés EPEe ¿tt ... d..1-¡erence Factor). Cepas EPEC que carecen de este plásrnido no 

son vi.'"lllentas en huma,.os o se adhieren pobremente a células HEp-2 (Oirón el al., 1991). En otro 

trabajo posterior se sugirió que en este plásllÜdo se encontraba la región reguladora del gen eae a la cual 

se le designó como la región per (Gómez-Duarte y Kaper, 1995) (Fig.l). Cepas EPEC curadas de este 

plásmido, o con mutaciones en la región designada como per, presentaban bajos niveles de intimina y 

deficiencia en producir la lesión AlE. Se ha demostrado que la regiónper también regula positivanlCnte 

otros genes que componen ellocus LEE (Gómez et al., 1994). 

Ei hecho de que parte de los genes reguladores del LEE se encuentren en un plásrnido, que el 

contenido ¿'c O-C es de 29.6% y que exista una homologia de nucieótidos entre la regién paD y ,m 

elemento lransponible, el Tn7, sugieren que esta región fue introducida en EPEC por algún transposón. 

Es probable, pero arrn. no ha sido comprobado, que ellocl..1s LEE completo tm-nbién haya sido 

introducido en la región selC del cromosoma de E. coli por elementos transpouib!es. Parece ser que selC 

es Q.na reglón del cromosoma de E. coli en la que ger.eralmente estos cassettes de virulencia son 
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insertados (Me Dwiel el al. 1995). La regulación codificada por elementos plasmídicos y la existencia 

de elementos móviles conservados en E. coli entérica, nos da¡l!uz acerca de los mecanismos evolutivos 

que han modelado la virulencia en esta especie bacteriana. 

d) Histopatología de la lesión AlE 

La inducción de la lesión AlE en EPEe ha sido descrita COI! un modelo patogénico de tres etapas 

(Doll..'lenberg y Kaper, 1992) (Fig.2). 

1 Etapa: Adherencia localizada 

Al comienzo de la infección. la bacteria se adhiere a las rnÍcrovellosidades del epitelio intestinal 

mediada por el BFP, que como se dijo anteriormente está codificado por los genes plasmídicos biP. A 

este priJIler paso se le conoce como adherencia localizada. Estudios recientes han conciuido que ei BFP 

es necesario para la adherencia entre bacterias, pero no existe prueba definitiva de que el BFP medie la 

adherencia directa a las células epiteliales (Nataro and Kaper, 1998). Sin embargo, cepas mutantes en el 

biPA, el gen que codifica para la subunidad principal de BFP, son avirulentas en voluntarios adultos 

(Bieber el al., 1998). Se han descrito i 4 genes en el plásmido EAF que se requieren para el ensamblaje 

del BFP (Sohei el al. 1996, Stone el al. 1996) (Fig. 1) Y que son regulados también por los genes per 

(biPTVW, Tobe el al. 1996) y por el gen cromosomai dsbA que codifica una enzima que cataliza la 

formación de enlaces disulfuro necesarios para la estabilidad de las fimbrias de tipo IV (BFP) (Zhang y 

Donnenberg, 1996). 

H Etapa: TratlsducCÍón de señales 

lThilediata:G1ente después de la aJJ1erencÍa inicial, EPEC libera lLl1a serie de señales moleculares 

cuyo blanco son las células epiteliales, promoviendo la fosforilación de la proteína Tir, que tiene como 

E,mción ser receptor en la lrcembrana de las células epiteiiales (Kenny el al., 1997). También se produce 
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un aumento en los flujos intracelulares de calcio ¡Ca2+¡ inducido por el inositol trifosfato (ITP), lo cual 

resulta en cambios importa..l1tes del citoesqueleto del enterocito debido al rompimie:1to o polimerización 

de la actina de las micro vellosidades. El ITP resulta del rompimiento del fosfatidil inosito! con la enzima 

fosfolipasa C, la cual parece ser que es activada por la bacteria (Baldwin el al. 1991). De esta forma se 

promueve la adherencia íntima de las bacterias al epitelio intestinal. Los gel'.es responsables de estos 

eventos son los de! grupo esp y los de! sistema de secreción, los ese. Mutaciones en estos genes 

elimi.= estas señales. 

III Etapa: Adherencia íntima 

Durante esta etapa la bacteria se une íntimamente al enterocito vía la intimina, la cual es codificada 

por el gen eae provocando la formación de una estructura de pedestal en la superficie de la célula 

epitelial característica de esta pato génesis (Fig. 2). 

Hicks et al. (1998) proponen lli"1 modelo de cuatro etapas en el cual la adherencia inicial no está 

mediada por el BFP, sino por otro tipo de adhesinas aún no determinadas. Las dos siguientes etapas son 

iguales que en el modelo descrito arriba y se propone en la cua..rta etapa, que las cepas típicas EPEC que 

expresan el BFP forman colonias tridimensionales capaces de expanderse a lo largo de! epitelio (Fig 3). 

Este modelo podría explicar la formación de la lesión AlE en cepas EHEC, las cuales poseen e1locus 

LEE pero no el plásmido EAF. 

Las ~ausas de la aparición de dialTea en individuos infectados con bacterias que perienecen a 

serotipos correspondientes 3. EPEC y BREe son multifactoriales. Por ejemplo~ pueden ser provocadas 

por la activación de dos cinasas, la PKC que induce cambios en la secreción de agua y electrolitos po: el 

epitelio, y la fosforilación de la miosin-cinaso'J crue conlleva a un aumento de la permeabilidad de la 
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membrana. Estos fenómenos, en conjunto con el esfacelamiento de las microvellosidades del epitelio que 

impiden la función de absorción, son los responsables de la aparición de la di<L'Tca ir;tensa (Nataro y 

Kaper, 1998). 

e) Regulación 

El LEE parece estar regulado sincrónicamente po, genes plasmidicos y cromosomales. El regulador 

pl<Lmídico per, activa la expresión de los genes bJP del plásmido y el eae del cromosoma (LEE) (Gómez

Duarte y Kaper, 1995). Estudios recientes han demostrado que per regula direct<L'llente la expresión de 

la región orf1 del LEE designada como ter (LEE encoded regulator) (Mellies et al., 1999). A su vez, Orfl 

(Ler) regula positivamente la actividad de dos operones policistrónicos del sistema de secreción de tipo 

III del LEE, el gen !ir, el gen eae y ü11 operón de la región de los genes de transducción de señales. Esta 

regulación de tipo cascada se activa por medio del regulador global IHF (integration host factor), el cual 

actúa directamente sobre ler (Friedberg et al., 1999). 

1) Eschericida coli enterohemorrágica EHEC 

Aunque las cepas que pertenecen a los serotipos EREC también poseen la isla patogénica LEE 

(Fig. 4), el síndrome patológico que producen es algo diferente al de las EPEC. Este síndrome se conoce 

con el nombre de colitis hemorrágica (He). EHEC produce la lesión AlE, aunque se 11&'1 observado 

algunas diferencias histopatológicas. Por ejemplo, EREe no induce la Íosforilación de la proteína 

receptora Tir (Ismaili el al., 1995)~ pero además produce tm daño caracterlstico en el epitelio intestin&l 

inducido por una toxina de tipo Shiga. Esta toxina está codificada por un bacteriófago Lnsertado en el 

crOinosoma. Las cepas EHEC tienen un plásmjdo de 60IVíDa (pOIS7) que coc!ifica una 

enterohernolisin~ toxina homóloga a la producida por E. colf lliopatogémca, UTI, y que lisa tos 

eritrocitos libera.'ldo la hemoglobina y el grupo hemo que contribuyen al crecimie:J.to de las bacterias. No 
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existen datos que sugieran su papel en la patogénesis de EHte (Nataro y Kaper, 1998). El gen 

responsable de la adberencia localizada es el gen eae, qne a diferencia de las EPEC codifica una intimina 

que solo es capaz de adberirse al intesti.llo grueso. Este hecho sugiere que la variación que existe en la 

secuencia C-tennina! del eae, donde se encuentra la secuencia encargada de la unión específica de esta 

proteína al epitelio (Oswald el al., 2000), es responsable de la diferencie que exisle entre los procesos de 

adberencia de ambos serotipos EPEC y EHEC (Yu y Kaper, 1992). 

Las bacterias con serotipo EREC producen fimbrias que favorecen la adberencia al epitelio, pero 

aún no se han :eportado los genes responsables, probablemente se encuentren en el plásnüdo p0157 

(Karch el al., 1987). 

La E. colf enterohemorrágica ha sido ili-:nplia.."'TIente estudiada debido a su h--npacto epidemiológico 

en países desarrollados. El serotipo 0157:H7 ha sido responsable de una gran cantidad de brotes 

epidémicos (Riley el al., 1983), pero también otros serotipos como 026:H11, 0103:H2, 0111 :NM y 

0113:H21 están asociados ta..1J.to a co~tis hemorrágica como a lL"'1 síndrome conocido como HUS, 

síndrome de uremia hemolítica (Nataro y Kaper, 1998). 

Las bacterias que pertenecen a los otros serotipos, no poseen la isla patogénica LEE y su 

histopatoiogía está detemunada por otros grupos de genes y p1ásmidos ajenos a este estudio. 
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n. OBJETIVOS 

El fácil manejo de E. coli en el laboratorio. el detallado conocimiento de su genoma (Blattner et 

al., 1997; Riley y Serres. 2000; Pema et al., 200]), junto con los diferentes grados de virulencia, la gran 

diversidad de pato génesis y el conocimiento de los mecanisnlos gcnéti~os de los genes patogénicos, 

hacen de este orgal1ismo un excelente modelo para estudiar la evolución de la pato génesis en bacterias. 

La mayor parte de los estudios realizados sobre patogénesis bacteriana se han basado en muestras 

clínicas de humanos, lo cual tiene una gra.'1 impor'úmcia en el campo de la epidemiología, perc no da 

necesaria,:nente información acerca de los mecanismos evolutivos involucrados. Nosotros consideramos 

que para un estudio evolutivo es necesa..rio incluir en la muestra cepas asociadas a ma.-rníferos silvestres, 

para así poder ampliar el conocimiento sobre la evolución de los genes asociados a la pato génesis. En 

este estudio se escogieron los genes cesTleae y espB dellocus LEE como marcadores de la patogénesis 

en 122 cepas de E. coli asociadas a huma.flOS y ma.rpiferos silvestres de rEferentes serotipos, para así 

entender cómo fue construido e110cus LEE y cuál es la forma más probable de transmisión en las 

poblaciones naturales de E. eolio 

Hipótesis de trabajo 

Ho: Si los genes dellocus LEE siempre estánjvntos COlno un cassette patogénico y éste fue 

adquirido por transferencia horizontal en una o n1ás ocaslon.es como Dna unidad funcional~ entonces 

observaremos que los elementos dellccus están ju~tos en la mayoría de las cepas que presentan estos 

genes. En el árbol de relacior..es filogenéticas se observaría uno o más linajes con la isla de pato génesIs, 

pero no tilla distribución aleatoria de sus elementos. 
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Hi: si los genes dellocus LEE no siempre form&'1 pa..rte de un cassette patogénico y son genes 

independientes que por eventos de recombinación y transferencia horizontal dieron lugar a lo que 

conocemos como LEE, entonces observaremos que cada uno de los elementos se presenta solo o en 

diferentes combinaciones en las diferentes cepas, y que su distribución en el árbol de parentesco es 

dispersa y aleatoria. 

Para probar la hipótesis nula va..'110s a determinar mediante los métodos PCR la presencia de dos 

de los genes patogénieos del locus LEE y mediante hibridación tipo Southern, la presencia de cuatro 

regiones de! ¡oeus en diferentes cepas de E. coli asociada a mamíferos silvestres y a humanos sanos y 

con diarrea. Si todos los genes están presentes con mayor frecuencia que la que se estima por el azar en 

las cepas patogénicas estu.diadas, entonces acepta..rnos nuestra hipótesis nula. 



m. MATERIALES Y J'dETODOS 

a) Cepas bacterianas 

Las bacterias flleron colectadas del excre:nento de mamíferos pertenecientes a once órdenes. Las 

cepas asociadas a humanos fueron donadas amablemente por el Dr. Alejandro Cravioto, director de la 

Facultad de Medicina de la Universidad Nacioncl Autónoma de México. Estas fueron recolectadas de 

excremento de pacientes sanos y ccn diarrea. 

Un total de 122 cepas fueron utilizadas en este estudio, 86 asociadas a mamíferos silvestres y 36 

asociadas a humanos (incluida la cepa EPEC E2348/69, donada por J. B. Kaper y usada como control 

positivo en este esttldio (cep2. 5063, ver l~Jlexo B). Todas las cepas fLleron recolectadas en n,1éxico, con 

excepción de las cepas 2381 y 2382 que fueron obtenidas en el zoológico "El Pinar" de Caracas, 

Venezuela, la cepa tipo EPEC E2348/69 donada por el Dr. Kaper (5063 en este estudio) y la cepa tipo 

EPEC B 171-8, donada por el Dr. Puente (5064 en este estudio, ver Anexo B). 

Las cepas se obtuvieron directamente de las excretas con un hisopo de algodón estéril y se 

transfirieron a un tubo estéril con medio de cultivo de soya (Casoy), etiquetado con la fecha, sitio de 

colecta, especie del mamífero, orden, dieta y nombre del co!ector. 

Aislarrjento de cepas bacterianas. Las muestras fecales en los tubos de transporte se 

suspendieron en LB (cald;J de Luria) y se incubaron 24 horas a 37°C para propiciar el crecimiento 

celular y así poder realizar las pll1ebas bioquimicas para identiñcar a E. coli (ver Anexo C). Alícuotas 

de este culti,/o se selnbr2Yon en los medios selectivos para obtener colonias aisladas. Prrrnero se 

sembraron en un. me¿jo mínimo en lactosa, luego, las colonias Lac+ se picaron en lL.lJ. medio mínimo ae 

citrato, y con el mismo palillo se picaron en un medio :tvIL para poder recuperarlas, ya que E. coli no 
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crece en citrato. Las colonias Lac+ y Cit- se sembraron en TSI (triple sugar agar) y se dejaron incubando 

por 24 horas. La reacción esperada es la transformación del medio a color amarillo debido a la oxidación 

de los azúcares, la ausencia de producción de azufre y la producción de burbujas debido al gas 

producido por la respiración anaeróbica. Las cepas que dieron resultados positivos fueron transferidas a 

un medio de urea de coJor anaranjado en el que se dejaron crecer pOI 4 días a 37 oC. La presencia de 

ureasa cambia el color r.a:ranja del medio a rosado, por lo que las cepas que no cambiaron el color PJeron 

recuperadas como E.coli. Las cepas elegidas se recuperaron del medio Tsr y se sembraron en medio 

sólido, Mac Cor.key o LB de donde colonias aisladas se guardaron e;:l un criotubo con lml de UL a 

-SO°e. 

b) Cepas de referencia 

Como cepas de referencia se utilizaron las cepas EPEC E2348/69 y B 171-8. Estas se usaron 

como control positivo en el PCR yen el Southem Blot (Anexo B). 

e) Tipificación serológica 

Las cepas de E. coli fueron tipificadas utilizando los métodos propuestos por Orskov y Orskov 

(1984). Para la tipificación de jos antígenos O y H de las cepas se obtuvieron sueros de conejo 

específicos los cuales se ÍP.mu:nzai:::m contra cada lLl10 de los 173 antígenos somáticos (O) y 56 

flagelares (H) de cepas de E. coli de Referencia Intemacional (proporcionadas p0f los doctores B. RO~le 

y T. Cheusty dellabora~oriD Central de Salud Pública en Londres, Inglaterra). 

La tipificación del fuitigeno O se realizó l:tilizandD 173 antisueros O del esquema aLIigéllicú. 

Primero se selnbraron las bacterias en aga: nutátivo cie soya y luego se incubaron a 37°C por 18 hcrás. 

El cultivo obtenido se calientó a 1 DOoe con vapor fluente dura..'1te una hora. Finalmente se ajustó el 

inóculo al tubo tres del nefelómetro de Mcfarland. En microplacas de titulación de 96 pozos, se 
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dist."Íbuyeron 50 ¡.LI de las diluciones 1:100 de los sueros de conejo. A cada pozo se le agregaron 50 ¡.Ll 

del antígeno O. Las microplacas se incubaron a 50°C durante 18 horas. Los sueros que reaccionaron con 

el antígeno se titúlan haciendo c.iluciones seriadas al doble para poder comparar el título obtenido con el 

título del antígeno homólogo. Finalmente se utilizaron sueros específicos para establecer con exactimd el 

antígeno O del cultivo. 

Para la tipificación del antigeno flagelar H se utilizaron 56 sueros. El antígeno H se obtuvo 

sembrando los cultivos de E. coli en LL11 medio semÍsó¡ido en tubos de Cragies, posteriormente se 

L>lOcularon en un caldo de cultivo y se formalinizaron. Procediendo como en la tipificación del antígeno 

0, en microplacas de timlación de 96 pozos, se distribuyeron diluciones de 1 :100 de los sueros H de 

conejo en una proporción de 50 ¡.tI de ,mtisuero y 50 flJ del fui.tfgeno H. Las microplacas se incubaron a 

50°C durante 2 horas. Los sueros que presentaron reacción con el antígeno H fueron titulados haciendo 

diluciones seriadas al doble para comparar el título obtenido con el título homólogo de! suero H. Se 

usaron sueros H especificos para detenninar Gon exactitud al antígeno H del cultivo. De esta forma se 

obtuvo el serotipo de cada cuitivo, que es la fórmula fL'ltigénica O-H (Anexo A). 

ti) Electroforesis de isoenzlmas 

Las 122 cepas fueron plateadas en medio sólido LB y se dejaron crecer por 24 horas a 37°C Del 

nJ.edio sólido se tomó una sola coloni~ que se inoculó en 15r..'11 de 111edio LB líquido y se Íncucó a 37°C 

por 24 hon:s en agitaciól" a 200 r.p.m. Los c:Jltivos se centrifugaron durante 5 minutos a 5000 r.p.ffi. Se 

desechó el sobrenadante y la pastilla. celular se resuspendió en 1.5 m! de b'uffer O.09IvI tris-RCl pES. 

Las bacter5as resu.spendidas se lisaron con lis0enzÍma, congelando y descongelando en dos ocasiones, 

Los lisados se glillídarcm en 11licrotubos de 0.5 mI a -80 oe. Las electrotoresis se realizaron en acetatos de 
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celulosa utilizando 8 ¡.tí. de cada uno de los lisados colocados en los pozos del aplicador Super Z-1 2 

(Laboratorios Helena) según la técnica descrita por Hebert y Beaton (1993). Se emplearon membranas 

de acetato de celulosa de la marca Titán III que fueron remojados por 20 rrúnutos previos a su 

utilización en buffer Tris-Glicina, el cual también es utilizado como buffer de corrida (o electrodo). Los 

acetatos se sacaron del buffer, se escurrieron y se secaron con papel secante. Cada uno se colocó en la 

base del sistema de aplicación con el lado del acetato hacia abajo y sobre el lado que tiene la película de 

celulosa se marcó el aplicador con las muestras de los lisados, 12lJor cada membrana. El acetato de 

celulosa inlpregnado con las muestras se colocó en la cámara de electroforesis y el circuito se cerró con 

dos tiras de pape! filtro que conectan a la membrana con el buffer. La cámara se conectó a una fuente de 

poder y las muestras corrieron del cátodo al ánodo por 15 minutos a 200 voltios. 

Cada membrana se probó para una enzima específica. Se probaron 1 O enzimas que son 

indicadoras de 11 diferentes loci dei genoma de E. coli : IDH (Isocitrato Deshidrogenasa), PEP 

(Peptidasa), PGM (Fosfoglucomlltasa)~ AR...K. (Argininaquinasf!), ME (Enzima Málica) ésta es 

indicadora para dos 10ci, MPI (Manosa 6-fosfato lsomerasa), ADH (Alcohol Deshidrogenasa), MDH 

(Malato Deshidrogenasa), 6GPDH (Gbcosa 6-fosfato Deshidrogenasa) y XDH (Xantina 

Deshidrogenasa) (Souza et al., 1999). 

Para la tineión de las enzimas el acetato de ~elu¡osa se colocó sobre un vidrio grueso y se vertió 

la mezcla específica de reactivos para cada reacción. (ver J."-'1exo D). Los acetatos se guardaron en la 

oscuridad durante el tiempo Que duró la tinción. Debido a eue este tiernco es variable oara cada enZh"'11a, .L -'- _ ~ 

los acetatos se revisaron CF~¿3 15 nmrutos. U:la ¡ez teñidos se enjuagaron con agua corriente y se 

procedió a su interpretación. Se observaron las b8.Ldas en las membnm.as y se determinaron las 

movilidades relativas asignfu"'1do números de acuerdo a la distancia recorrida por la proteína a pa..-1:ir del 
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sitio de origen, de modo que cada número o banda teñida sobre la membrana representa un alelo 

diferente de un mismo locus. La combinación de todos los números para cada enzL'11a representa el 

electrotipo (EY) de cada cepa (i\nexo E). Este procedimiento se aplicó dos veces a cada cepa analizada 

para así confirmar los datos. 

e) C",..,cte"¡zación de los gene" cesT/eae y esp B medi¡¡Ellte el métoc3 de PCR 

En microtubos con 250 ¡.tI de agua destilada se introdujeron 2 asadas de las bacterias que 

crecieron previamente en medio sólido Me Conkey. Los microtubos se calentaron a 95°C en un 

termociclador por 10 minutos, luego se transfirieron a hielo y finalmente se centrifugaron a 14000 rpm 

por 2 minutos. El sobrenadante se utilizó como fuente de DNA para el PCR. El PCR (Po!i,'11erase Chain 

Reaction) se utilizó para amplificar dos regiones dd locus LEE ell1as cepas asociadas a humanos y a 

matníferos silvestreso Para los genes cesT/eae se diseñaron litl par de oligonuc!eótidos que amplificar¡ 

una región de 333 pares de bases y que incluyen un segmemo de la región espaciadora entre el cesTy el 

eae y además un. segmento pequeño de la región S del gen eae. Para el gen espB se diseñaron lli'1 par de 

oligonucleótidos que amplifican un segmento interno de este gen de 387 pares de bases. 

Ei diseño de oligonucieótidos se hizo en el Centro para la Fijación del Nitrógeno, en Cuemavaca, 

Morelos, en base al programa OLIGO 500 Sequence Analysis Software y al programa del GENBA.~K 

(ref.NID g41305 Y g975875): Los oligonucleótidos fueron cODstruídos en los Laboratorios LaÍ<eside, 

USA. Para el gen cesT/eúe el par de oligonucleéticios son: 

51 GTT TGe AGA Gp-A TGG TGG cee 3i 

51 TAG C'I'T ATG CTT GTG CCO GGT 31 

Para el geTt espB el par c:e- cIlgoLuc1eótidos son.: 

5' GCC Gel CTG ATT GOi GGT GeT 31 

5' TGG CGT TGA P",CC GGA AAT CCT J1 
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La reacción del PCR se realizó utilizando el kit GeneAmp PCR Reagen1 Kit with AmpliTaq 

DNA Polymerase (Perkin-Elmer). Se usó una concentración de 25 pmol de cada oligonucleótido y í.5 

unidades de Taq Polimerasa por tubo de reacción, (ver 1L,exo F). 

Las condiciones d" la reacción fueron las siguientes: . 

90°C temperatura de desnaturalización durante 1 min l 
56°C temperatura de alineación lmin >- durante treinta ciclos consecutivos 

72°C temperatura de polimerización I min J 
Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en un gel de agarosa a 1.5% en 

buffer Tris-Acetatos, a 80 volts durante 1 hora y revelados con bromuro de etidia bajo una lámpara de 

VV. Como control positivo se utilizó la cepa de referencia EPEC E2348/69 donada por el DI. Kaper. 

f) Hibddación tipo SGutnerll 

Con el fin de probar la hipótesis de independencia de los componentes del LEE en nuestra 

muestra~ se utilizó una sub-muestra de 25 cepas tomadas al azar y se realizó la pnleba de hibridación de 

tipo Southem. Cuatro regiones delloeus LEE fueron analizadas: la región flaqueadora 5', que 

corresponde a los genes rorfl y rorf2 (sonda A), la región de! sistema de secreción ese-sep (sonda B), la 

región del gen eae (sonda C) y la regióII dd gen espB (sonda D)( McDa!1Íel et ai, í 995) (Fig.5), 

Pl..-Purincación de DNA total 

Para la técnica de Southem (1975) se utilizó lL'la submuestra de 25 cepas escogidas en base a la 

presen.cia o a'Jsencia de los genes cesT/eae y espB previarnente estudiados con el métoc.o de PCK. El 

D1-.JA tutal de leS cepas S~ extrajo mediante e~ mét:Jdo de fenol:clorofonnü:alcohol iso-amílico 

a) Se mocularon 5rnl de Inedio de cultive I)MIOOO con una asada de la cepa de interés. Se incubó duran~e 

14 ks. a 37°C en agitación a 200 r.p.m. 
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b) Se centrifugó eí cultivo en un microtupo de 1.5 mI durante 2' a 10 000 r.pm. (3 centrifhgaciones 

consecutivas a fro de recuperar la pastilia celular y descartar el sobrenadante). 

c) Se resuspendió la pastilla con vortex en lml de TE 50:20, pH=8.0 (ver anexo F para los reactivos). 

d) Se centrifugó por 2' a 10 000 r.p.m. y se descfu1:ó el sobrenadante. 

e) Se resuspendió en 400 ¡.tí. de TE 50:20, pH 8.0 

f) A esta suspensión se le agregó 50 ¡.tI. de una solución de pronasa (5 mglrnl) y 50 ¡.tl. de SDS al 10% en 

TE 50:20, pH 8.0 

g) Se mezcló por inversión y se incubó la mezcla por 45' a 37°C. 

h) El resuspendido se pasó tres veces con una jeringa a través de una aguja del no. 20 y otras tres veces por 

una del no. 25. 

i) Se le agregó una mezcla de 500 ¡.tI de Fenol:Cloroformo:Alcohol iso-amílico (24:24: 1) Y se mezcló con 

vortex y luego se centrifugó durante 10' a 10 000 r.p.m. a 4°C. La fase acuosa se recuperó y se vertió en 

lli"'1 microt'ubo. Este procedimiento se repitió dos veces y una vez con 500 ~l de cloroformo. 

j) A la fase acuosa se le agregó 1m} de etanol absoluto frío y se dejó precipitando durante 2 horas a -20°C. 

k) Se centrif<lgó el precipitado durante 15' a 10 000 rpm y 4°C. Se descartó el sobrenadantc. 

1) Se SEcaron les tubos en th"'1 rotoevaporador durante 10 lnin 

m) Se resuspendió en 500 ¡.tI de TE 10:1, pE 8.0. 

n) A la suspensión se le 8,ñadió 10 f.ll de RNAsa y se incubó por 1 hora a 37°C. 

oy Se repitieron los nasos i), j), k) Y 1) se resuspeudió en 60ml de TE 10:1, pE 8.0 Y se almacenó a 

-20°C. 
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p) Se evaluó el DNA purificado en un gel de agarosa al! % en buffer Tris boratos, donde se corrió por 1 

hora a 100 volts. 

Para poder obtener resultados homogéneos en la hibridación se procedió a medir mediante un 

fluorómetro las concentraciones del DNA purificado y se obtuvo un promedio de aproximada.'1lente 

150 ngl fll. Las muestras que presentaron concentraciones mayores o T:?cnores se ajustaron a l.ill 

estándar. 

B.- Digestión del UNA mediante er.ziInas de r:ostricción 

Para la digestión del DNA se utilizó 1 ¡.Lg de DNA!l U de la er.zima EcoRl que corta en el sitio 

5'G*AATTC3' 

3~C TTAA*G5' 

La digestión se llevó a cabo en un horno de microondas sU.tnit'lÍstrando pulsos de 10 seg. a poder máximo 

y descansos de 3 min entre los pulsos, para fu"J. total de 5 pulsos (l ¡.Lg de DNAll U de er.zima). 

Los patrones electroforéticos se obtuvieron en geles de agarosa al 1 % en buffer Tris-Acetatos IX, pI! 

8.0 a 50 volts, por 15 horas a 4°C. 

c.- Transferencia de DNA de los geles de agarosa a filtros de nitrocelulosa 

Esta técnica permite transferir lo~ patrones de restricción de DNA a membranas de nitrocelulosa para 

poder nevar a cabo la técnica de hibridación. 

Los geles con los patrones fueron tratados de la siguiente !llanera a 4° C: 

a) Lavado en Hel 0.25 ]\1 por 20 rrrin dos veces consecutivas. 

b) Lavado con NaOH 0.5 Iv1 y NaCll.5 M por 15 min, dos veces consecutivas. 

e) Lavado con TTis-HCl 0.5 M Y NaCl 1.5 M por 30 min dos veces consecutivas. 

23 



La transferencia fue nevada" cabo en fOTIna de Hsandvvich". Los filtros de nitrocelulosa se embebieron 

en lh'1a solución de SSC 6X y se pusieron en contacto directo con el gel (dos de cada lado). Encima se 

pusieron dos fiitros de papel Whatman de 3 min y 10 toailas de papel secante. Todo este paquete se 

colocó emre dos vidrios y se les colocó un peso de 1 kg encima. La transferencia se dejó por 20 horas a 

temperatura ambiente. 

Al término de la transferencia los filtros de nitrocelulosa se marcaron de acuerdo a la secuencia de los 

pozos del gel, se embebieron en una solución SSC 6X y luego se secaron en un horno por 2 horas a 

D.- Extracción de las sondas de los plásnüdos vectores 

Para la l-.ribridación se usaron 4 sondas que corresponden a cuatro regiones diferentes dellocus LEE. 

Estas sondas están insertadas en plásmidos vectores en cuatro cepas de E. eolio La sonda A 

corresponde a la región 5' dellocus LEE, la sonda B corresponde a una región del sistema de secreción, 

la sonda e al gen eae y la D al espB (N1cDaniel et aL, 1995) (Fig. 5). 

Las bacterias vectores se incubaron en 3 mI de LB líquido con 30 ¡.tI de una solución de 

ampicilicaa lOmg/rnl durante 12 horas a 370C en agitación. Los plásmidos vectores se extrajeron 

utilizando el kit Hig.l¡ Pure Plasmid (BoelIringer-Marillheim). Se morntorearon en un gel de agarosa aJ 

1 %, con buffer TB, pH 8.0. 

Una vez obtenidos los plásmidos proc:eclimos a extrE~er ~as sondas. Esto se ~ealizó segú_ll el protocolo del 

labor2.torio del Dr. Kaper. La sOTIc~a A de 2870 po que se eneuentr~ en ~n ins~rt0 de 3009 pe se extr"jo 

del plasm.ido pSPORT 1 mediante la digestión con las enzimas de rcst-icción BgI IIIlldluI. La sonda B de 

294Spb, debido a que es práctic8..-'TIente del mismo tam<LDO que su vector, el plásmido pBIEescript KS (-) 

se extrajo flleclifu'1te lma triple digestión con las enZhl1aS EccR IJSal IIPvu 11. Esta últi..ma enzhna corta al 
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vector en tres fragmentos distintos al de la sonda. La sonda e está clonada en el plásmido pUC 19 y 

mide 1050 pb. se exirajo mediaote la enzima Hind 1lI. La sonda D de aproximadamente 2.3 kb está 

clonada en el plásmido Bluescript KS (-) y se extrajo mediante la digestión con las enzima Sma I/Xbe; 1. 

Las digestiones de les plásmidos se realizaron a 3JOC por 2 horas con las enzimas conespondientes. 

Los patrones de restricción se corrieron en un gel de agarosa al 0.7% en TE IX. pH 8.0. La banda 

correspondiente a cadn sor,da se extrajo del gel directamente. Para ello se cortó el trozo de gel 

correspondiente a la sonda, se calculó la concentración aproximada de D:.JA y se utilizó el kit 

Sephaglass Braod Prep Kit (Pharmacia Biotech) para purificar el DNA de la senda. 

E) Marcado de las sondas con Dioxigenina 

Se utilizaron 7 ¡lI. de Dr.JA purificado (aprox. 2GOng. de DNA de cada una de las sondas) y se 

diluyeron en 16ltl. de agua destilada. Se desnaturalizó el DNA incubándolo a 96°C por 10 min y luego 

se puso en hielo. Se le añadió 4 ¡i!. de DIG-P...igh Prime 5X (Maonheim-Boehringer) se mezcló y se 

incubó durante 12 horas a 3 TC. 

F) Hibridación 

Mientras se marcaba la sonda, los ftitros de nitDcelulosa se colocaron cada uno en un tubo de 

hibridación" prehibridar en 50 n'.l de buffer de hibridació!1 (ver Anexo F) y en Lli1 horno con rotor sooe 

durante 2 horas. Se sacaron 20 rrJ de la soludó!!. de l-tioridación y se agregaron directo al tubo de 

hibridación la sonda llv¿cacia y previamenLe calentada por 10 min a 96°C. Se dejó incuba..f1do el1los 

tubos a 50°C. e~1 el horno COL. rotor durante ~od21a noche~ 
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G) Lavados 

Se retiró la solución con la sonda marcada y se guardó a -20°C. Los filtros se lavaron en tinas de 

lavado con las siguientes condiciones: 

Durante 15 min a 42°C con una solución de SSC 2X/SDS 0.1% y luego durante15 min a 42°C con una 

solución de SSC O.IX/SDS 0.1 %. Después de los lavados los filtros se incubaron en una solución 

a.mortiguadora de maléico IX (ver anexo F) durante i min a 55°C para remover el SDS. 

Se bloqueó el proceso con 100 mi de una solución de bloqueo 10X (se preparó diluyendo la solución de 

bloqueo Ix en buffer maleico). Se incubó en el rotor durante 1 hora a 37°C. 

Se descartó la solución de bloqueo y se le añadió 60 mJ de la solución del anticuerpo (1 en 10 000 de la 

solución de bloqueo). Se incubaron los filtros durante 30 min a 37°C. 

Se hicieron dos lavados de 15 ruin cada lli10 a temperatura ambiente con el buffer de lavado (ver Anexo 

F). Finalmente se incubaron íos filtros con buffer de equilibrar (ver Anexo F) por 2 min a temperatura 

ambiente Se colocaron los filtros sobre un acetato y se le añadieron 20 gotas de CSPD-ready Kit para 

provocar la reacción bioltiJ.~iscente. Se colocó otro acetato sobre los filtros y se incubaron 30 min a 

37°C. Se expusieron los filtros en una piaca radiográfica por 30 min y finalmente se revelaron mediante 

métodos convencionales, 

Para la reconstrucción filogenética se usó el método de matriz de distancia UPGlvIA 

(u.J.'1'Neighted paiy gronp fJ1ethüd vvh:h. arifr.: .. il1Edc aveIages)~ que se basa en un algor~1Tno qve agnlp::-: ;OS 

taxa de acuerdo a la disÍfu"1cia genética winurla media entre ellos. Caca OTU (Ui--;.idad taxonórmca 

opers.donat} del inglés oper¡;1.-::ioI1.al taxo::oihic unit), hace la misma con::::-ibución al cálculo de las 
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distancias medias. El dendrograma resultante está implícitamente enrraizado en el punto donde el último 

grupo se une. La suposición más importante sobre la que descansa este método es que la tasa de 

evolución en todas las ramás de! dendrogra.tna debe ser igual (Avise, 1994). 

L os datos recogidos en la lectura del gel de acetato de celulosa del M'LEE, fueron vaciados en el 

programa ETCLUS (v.2.1): Multilocus Diversity Analysis (Whittam, 1990). Este progra-'na registra la 

diversidad genética de la población, el número promedio de alelos, el número de electrotipos y 

construye un dendrograma o árbol genealógico basado en ei método de distancia lIPGMA. Se realizaron 

1000 bootstraps en el análisis de UPGMA, únicamente los valores mayores de cincuenta fueron 

tomados en cuenta. 

h) Análisis estadístico 

Pruebas de independencia felefOn realizadas utilizao,do el método de la ji-cuadrada para variábles 

discretas (tablas de contingencia) (Hamburg, 1979). Se realizaron cuatro pruebas de independencia para 

la presencia o ausencia de los genes del LEE (usZ',ndo los resultados de PCR) con respecto al serotipo y 

a la genealogía de las cepas, al orden y dieta del hospedero a la que están asociadas las bacterias. 
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IV. RESIJLTADOS 

a) SeTotipos bacterianos 

Los grupos patogénicos de cada cepa fueron determinados en base a su serotipo (Nataro y Kaper, 

1988) (AnexoB). De las 122 cepas de este estudio, 38.5% presentaron sefotipos patógenos, de éstos, 

26.2% provienen de aislados humanos y 12.3% de mllJl1iferos silvestres. Los serotipos patogénicos 

fueron más comunes en las bacterias asociadas al orden Carnívora (40%). 

El serotipo ETEC se encontró asociado con más frecuencia a los órdenes Xenarthra y Rodentia. 

Las cepas asociadas a humanos presentaron la mayor parte de los serotipos incluidos en este estudio 

(ver Anexo B). Esto no es sorprendente puesto que para este estudio fueron escogidas con el fin de 

estudiar la mayor pazte de los serotipos patogé!ücos de E. col!. El serotipo patogénico más común tanto 

en humanos como en animales silvestres fue el serotipo EPEC. Los serotipos UTI y EIEC se 

, presentaron exclusivamente en cepas de hu.T..atios. 

b) Reacción el!. cadena de la polimerasa (PCR) 

Esta prueba se realizó con .oí TI;:]. de monitorear la presencia de los genes cesT/eae y espB 

incluidos en la isla de patogénica LEE en 122 cepas asociadas a mar"úferos silvestres, así C017l0 a 

huma.110S sanos o con síntomas de diarrea, Los resultados de las a..-rnplificaciones de PC-rz se &naliZart)Il 

de acuerdo a los serotipos bacteTianos (Ta'01a 1), el orden de! hospedero (Tabla 2) y ~a dieta del 

, '(~' '1 ", E' '1" A PC~' ,., . . nOSpeQero 1 B.O a 5 J. 1 e...lfillS_,S ue i"' .. lilcnca que fu"1lbos genes no r..cecesarar:1Cl1te se enCl1enttanj\.I:!WS 

en una cepa dada (.A,J.iexo B). Casi le. mitUQ de las cepas (40.9%) amplificBIOl1 al menos uno de los ¿os 

marcadores, El gen cesT/eae se encontró solo en un 8.2% ele los c:::tSOS, ~nie:ltras que el gen espB se 
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encontró solo en un 15.6% de las cepas. Ambos genes se encontraron en un mayor porcentaje juntos 

(25.4%) que separados. 89.5% de las cepas EPEC presentaron a.':!lbos genes, 60.0% de las EAEC y 

42.9% de las EHEe. Únicamente 9.3% de las no patogérucas a.']].plificaron para ambos genes. Las cepas 

con serotipos ETEe y EIEe no amplificaron ningún marcador de PCR (Tablal). Se encontró una 

asociación entre los marcadores de patogénesis y el serotipo bacteriano (X2= 91.99, gl= 18~p< 0.00001, 

Tabla 5). Este hecho demuestra que el serotipo es un buen marcador de la patogénesis bacteriana, al 

menos para las cepas que producen la lesión AlE Así rrusmo, los productos de PCR para los marcadores 

de los genes cesT/eae y espB fueron encontrados en diferentes proporciones en las cepas asociadas a los 

diferentes órdenes. El gen cesT/eae se encontró en mayor proporción en los órdenes Carnivora, 

Chiroptera y Primates, mientras que el gen espB se enco:J.tró en mayor proporción er. el orden Rodentia. 

AIUbos marcadores juntos amplificaron en cepas asociadas al orden Carnívora (45%) y en el orden 

Primates (42.5%) (Tabla 2). Se encontró U¡1a asociación entre los marcadores del PCR y el orden del 

Los resultad:ls del PCR también se agruparon según la dieta de los hospederos (Tabla 3). 

Herbívoros y granívoros prese'1taron mayor porcentaje de cepas con el gen espB. La mayor proporci6n 

de cepas con el gen cesT/eae se encontró en el grupo de los hematófagos (aunque estadísticamente la 

~uestr2. de éstos no es significativa). La mayor proporción de cepas con ambos marcadcres se encon'Q'ó 

en offil1ivoros y carnívoros. Los piscívoro~ no presentaron nh"rlguno de los marcadores, éll..1"1que la 

111ues1ra es pequeña. 

Los resultados muestran que exL;te li..i(l relaciór: entre tener los genes o r.o, y los sistemas de 

digestión de los hospederos (X~ 44.29, gl= 21,p= 0.002; Tabl" 5). Hospederos con dietas de tipo 

herbívoros y/o grarJvoros, que incluyen animales del orden Rodentia ya los ungulados, presentfui. un 
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mayor porcentaje de cepas con el gen espB solamente. Hospederos con sistema digestivo carnívoro y/o 

omnívoro presentan un mayor porcentaje de cepas que tienen el LEE completo. Esto sugiere que las 

cepas están adaptadas a los diferentes tipos de intestinos (su hábitat natural), y que probablemente 

estos genes son genes adaptativos. 

En las Tablas 2 y 3 se puede ver que el porcentaje to!al de las 122 cepas usadas en este estudio 

que presentan ambos marcadores es de alrededor de 25.4%, el porcentaje de cepas que posee solamente 

el gen espB es de alrededor de 15.6% y 8.2% de las cepas sólo tienen el gen cesT/eae. 

e) Hibridaciól1 tipo Southerl1 

Las pruebas de hibridació~ en las 25 cepas toman::1S al azar, revela..l1 que en una cepa dada cada uno de 

los componentes del LEE puede estar presente independientemente de los demás. El nú!nero de las 

hibridaciones positivas va desde O hasta 4 para cada cepa (Tabla 4). Los resultados indican ocho 

diferentes patrones de hibridación: 12% de las cepas no presentaron hibridación alguna~ 4% hibridó 

únicamente con la sonda A, 4% con la sonda By 4% con la sonda D únicamente. 4% con las sondas A 

y B, 24% con las sondas A y D (regiones flanqueadoras), 4% con las sondas A, B Y D Y 44% con todas 

las sondas (Tab:a 4). Las sondas de las r~g¡ones flanqueadoras presentaron el pcrcentaje más alto de 

hibridación (72% de las cepas). En general los re5ul~a¿os del PCR y los de la hibridación SOfi 

congruent~s (r = O.57,p < 0.(05) (FIg. 68. Y 6 by. 

La falta de correlación perfecta pu("de ser el resultado ce varios hechos. Un fesultacto positivo pB.::a 

Soutr.e:i:n y negativo para PCR, puede deberse a q:¡e los sitios del primer SOl: muy :pol:~6:--fi(:os. L2 

si:uacÍón inversa es ITlás dificil de explicar, podria deberse a que estos genes tienen alelos muy 

divergentes. Los datos de secaencia del gen espB (V. Souza cmnunicación personal) apcyali esta ÚltLllfi 
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expiicación. Finaimente, errores de apreciación podrían obscurecer algunos resultados. Sin embargo, los 

:-esultados releVal'.tes que se derivan de este estudio son que ellocus LEE no neCeSanfu'11ente está 

completo, que los genes se ellcuentraí1 en diferentes combinaciones y que predomina la combinación de 

los cuatro genes patogénicos en cepas hum~'1as de origen clinico con serotipos patógenos EEEC y 

EPEC. 

d) Reconstrucción filo genética 

La presencia y ausencia de los marcadores de PCR [genes del LEE cesT/eae (e) y espB Cd)] y los 

resultados de la hibridación de tipo Southern (sondas A, B, C y D) de la sub-muestra de 25 cepas, se 

mapearon en un dendrograma (Fig. 7) con base a e1ectroforesÍs de isoera2imas. 

El dendrograma presentó tres grupos genéticos, !, II Y n. La mayoría de las cepas asociadas a 

humanos se encuentran en el grupo 1. El grupo II agrupa a la mayor parte de las cepas asociadas al orden 

Rodentia, mientras que el grupo III es el grupo lllás divergente e incluye cepas de pri..mates silvestres y 

de manatíes. Las demás cepas se encuentran distribuidas sin ningún patrón observable. Se observa que 

los caracteres patogénicos estáll distribuidos a lo largo de todo el árbol, sugiriendo que los genes 

patogénicos han aparecido independi.entenlente e:a va...'"i.as ocasiones en los diferentes grLlpOS genéticos de 

E. eolio Este hecho nos indica que la isla patogénica se est.á moviendo por transferencia horizontal, y que 

qu.izá el modelo clonar epi~_érnico sólo se da en cepa') humanas. 

r. ' •• ,' --~_.. .• - -.,7 ~~_r.".r 

~e encontro una aSOClaClCn er:tre 103 marc(;ldores del FCK y 1~ genezlog:m ce b. COSE (X-= i o.) 1, gl= u~ 

p= :1005; Tabla 5») detüda quizá, a la scbrerrepresen~ación de las cepas pz.t5genas en el grupo 1. 
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V. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

Contraria.J.1ente a lo descrito por otros autores (Enio! et al., 1998; Kaper, 1998; Nataro y Kaper, 

1998), nuestros resultados indican que eí LEE es una entidad genética muy dinámica, tanto a J1ivel de los 

genes que lo componen (ya que se presentan en diferentes patrones dentro dellocus), como a nivel del 

locus completo (ya que es adquirido por los diferentes linajes de E. coli). Estas observaciones sugieren 

que los genes del LEE podrían tener funciones distintas de la patogénesis cuando se encuentran soles. 

Por otro lado, los resultados nos pueden dar luz sobre el ensamblaje y evolución de esta isla patogénica. 

De acuerdo a esta interpretación, los diferentes genes que componen el LEE probablemente han 

evolucionado de fonna independiente, teniendo diversas f., .... ,.ldones en las bacterias no patógenas y 

fueron ensamblándose de una manera gradual y escalonada hasta su subsiguiente integración en Ul1a isla 

patogénica (Lawrence, 1997). La asociación encontrada entre el serotipo bacteriano y lOS genes de 

patDgénesis sugieren que una cepa dada debe de poseer un trasfondo genético esp~dfico para poder 

adquirir los genes patogémcos, como por ejemplo, sitios de inserción de bacteriófagos. 

Algunas cepas solanlente presentaron uno de los genes del LEE, s;.¡giriendo de nuevo que la isla 

no se form6 e):~" >~~ paso evolutivo S~::1G q~Ie sus genes fueron integrá"'1dose graduuhnente y adaptá..'1dose 

en una o más cepas ü especies jJ.ltermediarias (de la Cruz y Davies, 2000). Eventualmente, u...Yl¿:;, 

;;ombinación de varios genes pnede ser particularment.e efectiva en hacer que una sepa sea exitosarrieD,:e 

patogér:ica, y éstas luego se preden disp"::rsar en una población de fOffi1& epidérrJca (lviayns:td-Smhh, 

1992). Esta isla patogénica puede luego transf¡erlrse de ~"orma horizontal a otros linájes bacter:arros. 

/>¡ilálisjs de secuencia de los genes eae, tir y espB de estas cepas (Souza, comlli'1kación personal)~ jl:mt;) 

C0'110S datos del presente estudio, sugieren un modelo de evolución de la patogénesis donde la 
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tra..llsferencia horizontal juega R'f1 papel releva..l1te, tanto para la construcción ipicial de la isla, como para 

la dispersión de este complejo. Un posible mecarJsmo de transferencia horizontal podría ser por 

trac'1sducción ya que el LEE se encuentra ubicado en Uc"1 sitio de inserción de 1.1.11 bacteriófago, el sitio sele 

(IVÍC Daniel et al., ~_995). Este modelo de ensamb~aje gradual ha sido sugerido por diferentes autores para 

el ensamblaje de clones patogérncos catlsanles de enfermedades novedü3as (Lederberg, 1998; de la Crwz 

y Davies, 2000) y en particular para el ensambl?Je del complejo antigénico O (Reeves, 1992; 1993). 

Está claro que el origen y evolución del LEE se podria explicar con otros modelos. Una 

altemativa sería que la isla fue adquirída de fonna completa y que las cepas que sólo tienen uno o dos de 

sus genes perdieron por pr~cesos de deleción e rearreglos cromosor.o.ales los demás componentes del 

¡oeus. Su contenido de G-C de 38.36% (Elliot el al, 1998) que es diferente del contenido de G-C de 1.ma 

E. coli promedio (50.8%) (Blatt.'1er et al. 1997), sugiere que esta isla es relativamente nueva en ténninos 

evolutivos. El hecho de que el 72'% de la sub-m.uestra de las 25 cepas que se sometieron a las prJebas de 

hibridación tipo Southem presentaran las regiones flaxíqueadoras dellocus, sugiere la posibilidad de una 

disrupción del cassette. 

La asociación significativa entre los compcnentes del LEE y el orden y dieta del hospedero~ 

sugiere que los genes del LEE pu.eden tener fu"} papel adEptativO. Esto podría deberse a los diferentes 

tipos de epitelio del intestino erÁ bs dlferentes órdenes y/o dietas de los hospederos de E, colf, por 

ejeú"lplo, que la lesión A-E no pueda ser expresada en intestinos COTI10 los de los herbívoros. 

El dendrogr&"11ét indica que la il'layO! parte 1c.3 cepas asociadas a humanos, patógenas o no~ se 

er~C~Jentran en el gfUpO genealégico L SiIl eGl~argo" present&'1 diferentes comoL:mciones de los elemeE-los 

del LEE o En general, no se observó '.:in patrón claro en la distribución de los genes de pato génesis a lo 

largo del dendrograma. 
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Los datos indican que en E. coli la recombinación es un proceso irrlportru~te a vfu--iOS niveles, y 

sugie~en que el LEE es dispersado en diferentes trasfondos genotípicos por transferencia horizontal. 

Este modelo refü.erza el papel de la recombL.laclón. genética en rcoldee.r la estructura genética y la 

evolución de E. coli corno lo han sugerido diversos a'ltores (Dykhuizen y Green, 1991; Guttrnan, 1997). 

Este esradio, junto ca:1 olros (Reíd et al., 2000), indican que diversos lin?~es de E_ coLi han adquirido los 

mismos genes patogénicos varias veces, incluyendo la isla completa y los genes plasrnidicos, 

construyendo de esta fonna los mecanismos moleculares que prolTIUeVen la virulencia. En este caso, las 

caractensticas patogénicas son la suma de diferentes factores. Sin embargo, esta isla. patogénica podría 

ser inestable genéticari1cnte debido a las altas tasas de recombinac;ón interna que existe. Este hecho 

podría ser la causa de las gran variación observada en 10s genes eae (~vlcG:raw et al., 1999) y e1110S genes 

tir (Paton el al., 1998), pero también podría ser al causa de la dismpción dellocus LEE y la conversión 

de una E coZ¡ patogénica a una bacteria de la flora común de los mamíferos. 

Como conclusión, se rechaza la hipótesis nula qtle sostiene que el LEE es una entidad estable 

y se acepta la alternativa: el LEE es una entidad dinámica tanto a nivel dellocus como a nivel de sus 

componentes, por lo que se sugiere que su origen fue una cOEstr'J .. cción gradual. 
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Ti\.BLAS y FIGlJRAS 

Tabla lo Número y porcentaje (er:. paréntesis) de cepas de E. col! clasificedas por serotipos que 

amplificaron dos marcadores del LEE (genes cesT/eae y espBJ. 

Serotipo N cesTl:?ce cesT/eae 

solamente 

FAEC 5 5(100.0) 2(40.0) 

EAEC en animales 4 4(100.0) 2(50.0) 

EAEC en humanos 1 1(100.0) O 

EHEC 7 6(85.7) 2(28.5) 

EHEC en anhT,.ales 2 20. 00.0) 1(50.0) 

Eh~C en humanos 5 4(80.0) 1(20.0) 

EIEe (sólo en humanos) 4 o o 

EPEC 19 18(94.7) 1(5.3) 

EPEC en animales 6 6(100.0) o 

EPEC en humanos 13 i2(92.3) 1(7.7) 

ETEC en animales 3 o o 

ETEe en humanos o 

UTI (sólo en hlh"Yianos) 4 1(15.0) 1(25.0) 

J'VP (rlO patogénicos) 75 H(l4.7) 4(5.3) 

NP en anlf:1.2.~es 7~ lO(l~.l) 3(4.2) 

NP en l:lUIJanos 1(25.0) !(25.U) 

~-----_.---

Total Lit .[1(33.6) 10(32) 

LOS nÚJ::1ei"OS en negritas sea los totales 

42 

espB Ambos Ningún 

solfu"'TIente marcadores marcador 

3(60.0) O 

2(50.0) O 

1(100.0) O 

4(57.1) (l 

1(50.0) O 

3(50.0) O 

o 

17(89.5) (1 

6(100.0) O 

11(84.6) O 

o 

O 

o 
() 

o 

3(60.0) 

2(50.0) o 

1(100.0) O 

4(57.1) 1(14.3) 

1(50.0) o 

3(60.0) 1(20.0) 

4(100.0) 

17(89.5) 1(5.3) 

6{IOO.O) () 

11(84.6) 1(7.7) 

8(100.0) 

e 3(100.0) 

o 5(100.0) 

3(75.1;) 

26(34.7) 19(25.3) 7(9.3) 45(60.0) 

25(35.2) 18(25.4) 7(9.9) 43(6ZL6) 

1(25.0) 1(25.0) Ü 2(Se.O) 

511(40.9) 19(15.6) 31(25.4) 62(50.3) 



Tabla 2. Número y porcentaje (en paréntesis) de cepas de E. coli clasificadas por el orden del 

hospedero que amplificaron dos marcadores deí LEE (genes cesT/eae y espEJo 

Orden ¡.¡ cesT/eae cesT/eae espB espB Ambos Ningún 

solamente solamente marcadores marcador 

ArtiodactyJa 6 O O 3(50.0) 3(50.0) 0 3(50.0) 

Ca..rrtivora 20 J 2(60.0) 3(15.0) 11(55.0) 2(10.0) 9(45.0) 6(30.0) 

Cetacea 3 O O O O ro 3(100.0) v 

Chiroptera 7 3(42.9) 1(14.3) 3(42.9) , "' 43) 1\ 1 .. 2(28.6) 3(42.9) 

Lagomorpha 5 O O O O O 5(100.0) 

Marsupialia " 1(33.3) 1(33.3) O O O 2(66.7) j 

PenssodactyJa 6 O O l(í6.7) l(16.7) O 5(83.3) 

Primates 40 22(55.0) 5(12.5) )9(47.5) 2(5.0) 17(42.5) 16(40.0) 

Rodentia 28 3(10.7) O 13(46.4) 10(35.7) 3(10.7) 15(53.6) 

Sirenida 2 O O O O O 2(100.0) 

Xenarthra 2 O O O O O 2(100.0) 

Total 122 41(33.6) 10(8.2) 50(40.9) 19(15.6) 31(25.4) 62(50.8) 
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Tabla 3. Número y porcentaje (en paréntesis) de cepas de E. coli clasificadas s'Ogún la dieta del 

hospedero que amplificaron dos marcadores del LEE (genes cesT/eae y espEJo 

Dieta N cesT/eae cesT/eae espB espB Ambos Ningún 

solamente solfu'TIente 1:1.arcadores mareador 

Carnívoros 10 7(70.0) 3(30.0) 4(40.0) O 4(40.0) 3(30.0) 

Grarivoros 12 O O 6(50.0) 6(50.0) O 6(50.0) 

Hematófagos 2 2(100.0) 1(50.0) 1(50.0) O 1(50.0) O 

Herbívoros 27 3(1 J.l) 1(3.7) 7(25.9) 5(18.5) 2(7.4) 19(70.4) 

Insectívoros 2 O O 1(50.0) 1(50.0) O 1(50.0) 

Nectarívoros 3 1 (33.3) O 1(33.3) O 1 (33.3) 2(66.7) 

Omnívoros 63 28(44.4) 5(7.9) 30(47.6) 7(11.1) 23(36.5) 28(44.4) 

Piscívoros 3 O O O O O 3(100.0) 

Total 122 41(33.6) 10(8.2) 50(40.9) 19(15.6) 31(25.4) 62(50.8) 
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Tabla 4. Resultados del PCR e hibridación de tipo Soufuem en una sub-muestra de 25 cepas de E. col! 

asociadas a mamíferos silvestres y humanos. 

*PCR **Hibridación tipo SouthelTI 

, 
e d lA B e D 

N Hospedero ces T/ ,,,pB ¡ Regiór: Región Región Región T" ... lpO Serotipo 

(nombre común) 
i 

espB patógenic. eae ¡rorjl/ ese sep eae 
I 
Irort2 
! . 

36 Leptanycteris nivalis 1 1 ¡ 1 , 
1 BPEe 08:H-! 

(murciélago) ! 
68 Sigmodan máscotensis 1 1 ! 1 O O 1 NP 037:H21 

(ratón) 
i 

! O 90 Canis latrans 1 1 1 O O EAEC 077:H!8 
(coyote) ¡ 

95 Peramyscus megalops 1 1 
1

1 1 , 
EPEC 02:H6 , 1 

(ratón) i , 
97 Peromyscus boy/ii O 1 10 O O O NP 079:H! 

(ratón) I 
11 270 Panthera anca 1 1 1 1 EPEC O!59:H46 , 

(puma) I , 
271 Panthera onca 1 1 i 1 1 1 1 EPEC O159:H46 

(puma) i . 272 Urocyon cinereoargenteus 1 ¡ 1 j i O O EAEC 077:H18 
(zorm. gris) I 

I 

286 Dipodomys merriami O I 1 O O 1 NP 0132:H28 , ' 
(ratón) 

11 288 Dipodomys merriami O ¡ O O 1 NP O132:H28 
(ratón) ! 

808 Equus cabal!us O O I O O O NP 019:H-, 1 
(caballo) ! 

815 Bassaris::us astutus , I • 1 1 NP O145:H34 1 I 1 , 1 

(cornadreja) I 
i 

816 BassarisC"us GSfuius 1 \ 1 , 1 NP 0145:H34 
(comadreja) 

I 

I 
820 Perog:>1athus penicillarus O 1 ! 1 O O NP 088:H9 ! 1 

(ratón) i , 
830 Canis latrans 1 I 1 1 1 1 Ef-IEC 055:H7 

(coyote) I 
¡ 
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í 639 Alouatta paliiata 1 1 
, 

1 
, 

1 EPEC O127:H? 1 1 

(mOf.O aull8.dor) 
2055 Tayassu tajacu O 

, ,O O O O NP 08:Hl1 , 
(pecarí) 

11 2395 Dasypus sp O (l O O 1 ETEe 06:Hl6 v 

I (armadillo) 
3517 Hamo sapiens 1 lo O O 1 EPEe 0142:H? 

I 
1 

3645 Hamo sapiens O O 'O O O O un 075:H5 

3653 Hamo sapiens 1 ¡ 1 í O 1 EPEe O125:H? 

3681 Homo sapiens 
1 

O O I ' 
I ' 

O O 1 EREe O157:H7 
í 
I 

3689 Homo sapiens 1 I 1 , EHEe 04:H-I - 1 
I , 

3693 Homo sapiens 1 1 11 í 1 1 EPEC 055:H6 , 

I 
5063 Homo sapiens , , ¡ 1 EPEe O127:H6 1 1 

1
20 Total 25 cepas 16 21 14 11 19 

*Regiones amplificadas por PCR e (cesTleae) and ti (espB) miden 333 y 387 pb de largo. 

**Sondas del SouÜ¡em ft.., B, e a11d D miden 2870, 2948, i 050 and 2300 pb de largo respectivamente. 
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Tabla 5- Pruebas de independencia para encontrar posibles asociaciones entre 

íos marcadores de patogénesis del LEE y el serotipo bacteriano (Tabla 1), el 

orden (Tabla 2) y dieta (Tabla 3) del hospedero y la genealogía de E. colf 

(grupos genéticos I, II Y III). 

X2 G.L P 

LEE-serotipo 91.99 18 <0.00001 

LEE-orden hospedero 53.15 30 0.0057 

LEE-dieta hospedero 44.29 21 0.0021 

LEE-genealogía E. coli 18.57 6 0.0049 

47 



35 
kb 

rorfl escRSTU escCJesc V escN ti: cesT eae esp 

sistema de sec.:-ed6n de tipo m 

B 

~ntimba proteínas 
secretadas 

regulación 
~~rn¡¡rn¡¡~-----~ !!J ID--

bfpA G B e u D E F P H' 1 J K L perA B e 

Fig. 1 Genes asociados allocus LEE de E. colí (Nataro y Kaper, ¡ 998). 
A. - Genes cromosomales asociados allocus LEE. 
B.a Genes plasmfdicos a..<;ociados a la patogénesis d.e EPEC. 

48 



'1 I I I I i! I i 
I ' I I I I 
I 
i 

I 
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1 '1 l' ',i 1II ¡ I ¡ ~......r,\ i I11 I ',' I . ¡ I ! ,. l' LJ~- "->"1' ., i 

I I i I Hp90-P I ! 
, I 
\ t ITP 1 

! 4\ r~ \ ¡ 
¡ u \ ..... a) I 

1 I 2 : 3 

I Adherencia llUcrai medjada por BFP ! Transducc16n de señaJes \ Adherencia íntJma medIada por la 
¡ wtimind 

Fig. 2 Modelo en tres etapas de la patogénesis de EPEC (Nataro y 
Kaper, 1998). 
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Hp90-P 

tm 
t(Ca) 

2 

Adherencia nO mtima mediada por Tr811SnUCClón de señales 
adhesmas dIstintas al BFP 

3 

AdherenclIl. íntIma medJada por la 
intImula 

4 

Fonnación de 00101 mas· ¡ndim'"''''- I 
nales medIdas por EFP 

Fig. 3 Modelo en cuatro erapas de la pato génesis de EPEe (Hicks et al., 1998). 
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BREe 

Fig. 4. Genes &ociados allocus LEE de E. coli (Nataro y Kaper, 1998). 
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35.6 Kb 

Sonda A SondaB SondaC SondaD 

Ii ¡¡:; ~---~-~c Ilt ~ 
c::; :t::3 

rorfl escRSTU escCJ ese V eseN tir cesT eae espB 
roif2 

.. 
Sistema de secreción de tipo III Intimína Proteínas secretadas 

Fig. 5 Esquema del locus LEE mostrai1do los sitios de hibridación (barras sólidas) y 
los fragmentos de PCR (barras blancas). 

52 



Fig.6 

a. - Prcductos de PCR de 14 cepas de E. coli de mamíferos silvestres y humanos, a¡nplificados 

con los aligas para la región ( e) del LEE. El marcador de tamaño molecular (LA) es un ladder 

de 100 pb (Boehl1nger-Maunheim). 

b.~ Autoraciiografía de hibridización Southerr~ usando la sonda e (gen eae) para las mismas 

cepas usadas arriba. El marcador de tama.fío molecular (LA, la.mbda DNN HindIII, Gibco 

BRL) se dibujó sobre la fotografía utilizando el mismo patrón de los geles de agarosa. 
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Figura 6 a 
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Figura 6 b 
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Fig. 7 Dendrograma UPGMA mostrando las relaciones genealógicas entre las 122 cepas de E. coli 

asociadas a mamíferos silvestres y hllillanos. El dendrograma flle deducido a partir de distancias 

genéticas oe 11 loci alozimicos. Ivfarcadores de patogénesis de PCR e l-ibridaCÍón de tipo Southern se 

muestran en letras minúsculas y TIlayúsculas respectivamente. 
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ANEXOS 

ANEXO A Serotipc>s asociados a Escherichia coli diarreagénica 
(Nataro y Kaper, 1998) 

Tipo Seregrupo Antígeno H asociado 

ETEe 06 H16 
08 H9 
011 H27 
015 Hll 
02 NM 
025 H42,NM 
027 H7 
078 Hll, H12 
0128 H7 
0148 H28 
0149 HlO 
0159 H20 
0173 NM 

EPEC 055 H6,1\'M 
086 H34,NM 
0111 H2, H12,NlvI 
01I9 H6,NM 
0125 H2l 
0126 H27,NM 
0127 H6,NM 
0128 H2, H12 
0142 H6 
0159 H46 

Eh'EC 026 Hll, H32, NM 
055 H7 
r'\~ 1 1 
V~ll H8,NM 
0113 IDl 
0117 Hl4 
0157 H7 

EAEC 03 ID 
015 Hl8 
044 H18 
086 NM 
077 Hl8 
OlIl H21 
0127 ID 
O? H'('. 'v 

EIEC 028 NM 
029 N1vl 
0112 Ni";: 

0124 H30, Nl\1 
0135 :NM 
0143 N]li!: 
0144 NJlA 
0152 ]\;':'Vl 
0159 H2,NM 
0164 NM 
0167 H4,H5,NM 
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AJffiXO B Nombre, orden y dieta de los hospederos de las cepas de Escherichia colf usadas en este estudio. 

SeTotipos de E. coli y marcadores de peRo 

PCR' 

fIospedero Orden del Dieta del Serotipo Tipo cesTleae espE 

"ospedero hospedero patogénico (e) (d) 

~os taurus 2376' Artiodactyla Herb O18:H40 NP O 

7docoeileus virginiaus 1984« Artiodactyla Herb 07:H7 NP O 

7docoeiíeus virginiaus 1985' Artiodacty la Herb 037:H40 NP O O 

'Jdocoeileus virginiaus 63" Artiodactyla Herb 0141:H28 NP O O 

')vis aries 1967' Artiodactyla Herb O166:H15 NP O O 

rayassu tajacu 2055' Artiodactyla Herb 08:Hll NP O 

fJassariscus astutus 815' Carnivora, Omn 0l45:H34 NP 

'1assariscus asfutus 816' Carnivora Omn O145:H34 NP 

'3assariscus astutus 817' Carnivora Gilln O145:H34 NP 

~assariscus astutus 84' Carnivora Oma 08:H14 NP O 

~anis familiaris 1'" Camivora Omn O?:H- NP O 

7anis latrans 825" Carnivora Canl 055:H7 EHEC ¡ O 

7anis latrans 830' Carnivora Carn 055:H7 EHEC 

7anis iatrans 90" Camivora Carn 077:H18 EAEC 1 

7anis latrans 91' Carnívora Carn 077:H18 EAEC O 

7anis latrans 92" Carnivora Carn 077:HlS EAEC 1 O 

"elis catus lO' Carnivora Omn O?:H- NP 

'elis conc%r 26ft Carni'iora Carn Oll:Hl5 '\Jp O O 

"elis concolor 269* Carnivora Carn 08:H51 NP O O 

Ilasua narica 2352" Carnivo!s, Omn 039:H28 NP O O 

)anthera onca 65' Carnívora Carn O141:H28 NP O Ü 

Janthero onca 270" Canüvora· .'--"~- 0159:1146 EPEC 1 1 vÚ~O 

Janthera onca 271 Carnivora Can: OlS9:H46 EPEC 

Jrocyo7i cinereoargemeus 301" Carnivora Omn Ol12:H21 NP O O 

Jrocyon cinereoavgenteus 212~ Carnivora Omn 077:H18 EAEC 

Jrocyon cinereoargenteus 300~ Carnívora O:üTI 037:H21 NP O O 

r'ursiops truncatus 2025" C~tacea ?isc 0141 :H4 NP O O 

rursiops truncatus 2026' Cetacea Pise O141:H4 NP O O 
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Tursiops truncatus 2027" Cetacea Pise O141:H4 NP O O 

Desmo:1us rotundus 25' Chiroptera Hem 0149:H7 NP O 

Desmodus rotundus 26
x 

Chiroptera Hem 0149:H7 NP 

Leptonycteris nivalis 3C Chiroptera Neet 078:H49 NP O O 

Leptonycteris nivalis 33" Chiropter" Nee! 08:H- ETEC O O 

Leptonycteris nivalis 36
x 

Chirop!era Nect 0125:H- EPEC 1 

Myotis veiljer 85 Chiroptera Insc 07:H? NP O 

Tadarida brasilensis 266' Chiroptera Insc 0l25:H? NP O O 

Oryctolagus cuniculus 2357" Lagomorpha Herb 0\ 70:H7 NP O O 

Romerolagus diazi 23i2" Lagomorpha Herb 019:H16 NP O O 

Romerolagus diazi 2373' Lagomorpha Herb 019:H!6 NP O O 

Romerolagus diazi 2374" Lagomorpha Eero O19:HJ6 ND 1 '-,- O O 

Sy!vilagus sp. 80' Lagomorpha Herb 0155:H4 NP O O 

Didelphis virginiana 2050' Marsupialia Omn 054:H2 NP O {) 

Didelphis virginiana 79" Marsupialia Omn 08:H40 NP {) 

i4armosa canescens 64* ~,,1arsupiaHa Omn OR:H7 NP O () 

Equus cabal/us 807' Perissodac1yla Herb 019:H- NP O O 

Equus caballus 808" PerÍssodac1y]a Herb 019:H- NP O O 

Equus caballus ¡W<j" Perissodacty la Herb 021:H- NP O O 

Tapirus hairdií 1937' Perissodacty la Herb OB:H7 NP O 1 

Tapirus terrestris 23tH" Perissodactyla Herb OI53:H- NP O O 

Tapirus terrestris 2382" Perissodactyla Herb Oi53:H- NP O O 

Alouatta palliala 1631f Primates Herb O123:H? N D O ; , , , 
Alouatta palliata 1639 Primates Herb Ol27:H? EPEe , , 
Alouatla palliata Hí40- Primates Bero 0123:H7 NP 1 

Aleles geoffroyi 1669" Primates Herb 036:H40 NP O 

Hamo sapiens 45* Primates Omn 019:H25 NP O 1 

Homo sapiens 46' Primates Omn 078:H- ETEC O O 

Homo sapiens 47~ Pr~mates Orr..n O19:H25 NP O " v 

I-lomo sapiens 3517- Primates Omn 0142:H? EPEC 1 

Horno sapiens 3528 T 

?rima~es Oma 0126:H27 EPEC O O 

Flamo sapiens 3535- Primates Omn 08:H30 NP O 0 

Homo Sa¡;ienE 3566+ ?rirr;ates Om!: 086:H12 NP O 

Homo sapiens :; 63 5- Primates Omn O1l4:H2 EPEC 1 O 

Homo sapiens 3636- Primates OJ1il 0157:H7 EHEe 1 O 

Iíomo sapiens 3640"- Primates Omn 01 17:H27 UTI O O 
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Homo sapiens 3643' Primates Omn 06:HI0 UTl O O 
Horno sapiens 3645- Primates Omn 075:H5 un o o 
Horno saplens 3646~ Primates Omn 08:H- ETEe O O 

Hamo sapiens 3647+ Primates Omn OR:H- DiI O 

Hamo sapiens 3648- Primates Omn 08:H9 ETEe O O 

Homo sapiens 3652 T Primates Omn 027:H7 EiEC O O 

Horno saplens 3653- Primates Omn O125:H- EPEC , , 
Hamo sapiens 3654- Primates Omn 0l25:H- EPEC 1 

Hamo soplens 3657" Primates Omn O136:H- ElEe O O 

l--!omo sapfens 3659- Primates Omn Olll:H- EPEC 1 

Homo soplens 3660- P;-imates OL~n 0114:H2 EPEC 1 

Homo sapiens 3662" Prim~1es Omn O164:H- EIEe O O 

Homo sapiens 3663- Primates Omn 0167:H- EIEe O O 

Hamo saplens 3664- Primates Omn 0152:H- EIEC O O 

Homo sapiens 3667- Primates Omn 011 I:H- EPEC 
liomo sapiens 3681 - Primates Omn Ol57:H7 EHEC O O 

Hamo saplens 3682' Primates Omn O157:H7 EHEC 1 

Homo soplens 3689~ Prunates Omn 04:H- EREe 1 

Hamo sopiens 3693+ Primates Omn 055:H6 EPEC 

Homo sapiens 3698- Primates Omn 044:Hí8 EAEC 1 

Horno sapiens 3700+ Primates Odln 073:H12 ErEe O O 

Horno soplens 3701- Primates Omn 055:H- EPEC 

Horno saplens 3707' Primates Omn Olll:H- EPEe 

Horno soplens 3708- Primates Omn 026:Hl1 EHEe 

Hamo sapiens 5063(E2348/69) Primates OmE O127:H6 ErEC 

Horno sapiens 5 064(B 171-8) Primates Omn Olll:H- EPEC 1 

Baiomys musculus /5" Rodcntia Hem OlO3:Hl NP O O 

Dipo(lomys merriami 286" RodenlÍa Gran 0132:H28 NP O 

Dipodam:;s merriami 287" Roóentia Gran O132:H28 NP O 

Dlpodomys merriami 28S* Rodenti& Gran O132:H28 l\TP O 

Habromys sp. 88 
. 

Rocen tia Omn OlO3:H- NP O O 

Habromys sI'. 89" Rodentia Omn Olü3:H- NP O G 

Liomys pietus 19~ Rodentia· Grai1 022:H28 NP O O 

Liomys pictus 2Ü" Rodentla C-ran 022:H28 NP O O 

Liomys pie tus 21 Rodentia Gra..'1 022:H28 NP O O 

Liomys pictus 76* Rodentia Gran O?H2 NP O O 
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Liomys pictus 711" Rodentia Gran Oí í2:Hí2 NP O 

Neotoma albif5'Jla 296" Rodentia Herb 019:H? NP O 

Neotoma albigula 297* Rodentia Herb O19:H? NP O 

Neotoma albigula 2911" Rodenna Herb 019:H? NP O 

Nyctomys sp. 69" Rodentia Gran 037:H21 NP O 

Oryzomys sp. 58" Rodentia Omn OR:H5 NP O 

Oryzomys sp. 59" Rodentia Omn OR:H5 NP O 

Oryzomys sp. (1)" Rodelltia Omn OR:H5 NP O 

Perognathus penicillatus 820' Rodentia Gran 088:H9 N? n v 

Perognathus penicillatus 821" Rodentia Grah OS8:H9 NP A 
V 

Perog¡¡athus penicillatus 82::( Rodentia Gran 088:H9 NP O 

Peromyscus megalops 9S' Rodentia O:nn O?:H6 E""""" r1O,-, 

Peromyscus sp. 71" Rodentia Omn 08:H16 NP O 

Peromyscus sp.72* Rodentia Omn 08:Hl6 NP O 

Peromyscus boylii 96* Rodentia n_~ O?:H6 EPEC '-.JUUl 

Peromyscus baylii 97' Rodentia Omn 079:Hl NP O 

Sigmodon maseatensis 67" Rodelltia Omn 037:H21 NP O 

Sigmodon masco/ensis 6S' Rodentia Omn 037:H21 Ni' 

Trichechus manatus 1735' Sirenida Herb O?H? NP O 

Trichechus manatus 1736' Sirenida Herb O?H? NP O 

Dasypv.s sp. 2395' Xenarthra Omn 06:Hl6 ETEC O 

Dasypus sp. 2396" Xenarthra Omn 06:H!6 ETEC O 

Dieta del hospedero: Caro (carnívoros), Gra (gran!voros), Herr:. (hem.atófagos), Herb (herbívoros), Iuse 

(insectívoros), Nect (nectarivoros), Omn (omnívoros), Pise (pisclVoros) 

l\Aarcadores de PCR: O ausencia, 1 preseneia 
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ANEXO e Características bioquímicas de Escherichia coli utilizadas para su identificación 

r-c ,. I Respuesta I ¡ arsctenstlcas I 
I ! 1 i , 

Gas en TSI~ i 
I I + 
¡ J 

Acido en TSI* 
, 

+ 
I I 
I H,S en TS¡* ! 
I 

Rojo de metilo* 
1-

+ 1 
I 
I 

f 

V oges-Proskauer* 

IVlovilidad* + I 

1 Lactosa* + 
I 

I ¡ Citrato* 
!..... 

I I Ureasa* 

, Arabinosa* + I I 
hOrbitOI + I 

=t Maltosa + 

I manitol + 

I Adollitol I 
Inositol 1 

I Suerosa 
1--_-.--. ---- ; 

+ 
-1 , Llsma j 

I I I F enilala."1Ína I 1 , J 

Según Ewing, 1986 y manual nIFCO, 1984 

* ?ruebas reajizadas en este trabaJv 
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.A.NEXO D Reactvos específicos para la tmción de las enzimas (electrofores1s de Isoenzimas) 

A,lB (Aleol",¡ deslJ.¡drogenasa) 
0.6 mI Tris HC1, pH=7.0* 
1.5 rnl NAD 
5 gotas de MTT 
3 gotas de etanol 
5 gotas de PlVIS ~:.~ 
2 mide agar 

AlU{ (Arginina qu¡""sa) 
0.5 mI Tris HCl, pH=8.0* 
1.5 mI NAD 
5 gotas de MgCi 
5 gotas de fosfo-L-arginina 
5 gotas de solución de ADP 
5 gotas de MTT 
5 gotas de PMS 
10 mi de hexoquinasa * * 
lO mi de G6PDH** 
2 m.I de agz.r 

G6PDH (Glucosa-6-fosfat1l deshidmgenasa) 
0.6 mi Tris HCl, pH=8.0* 
1.5 mI NADP 
12 gotas de D-glllcosa-6-fosfato 
5 gotas de MTI 
5 gotas de PMS 
6 gotas de MgCl 
2 mi de agar 

mn (Isocitrnto deshidrogena.,,! 
1 mI Tris He!, pH=7.0* 
1.5 mi NADP 
i 5 gOi11.S de D L-ácido isodtrico 
8 gotas de MgCl 
5 gotas de M1T 
5 gotas de rlv1S** 
2 mi de agar 

rIDli (Malato de§hidrogen&sa) 
1 mi Tris HC1, pH=8.0* 
1.5 m1 NAD 
13 gotES de S'J.strato málico 
5 gotas de lViTT 
5 got11S de PMS *' 
2 ml de agar 

JVj¡E (Emdma málica) 
0.6 m! Tris Hel, pH=8.0* 
1.5 mI NADP 
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12 gotas de sustrato máHco 
5 gotas de I\1TT 
5 gotas de P~fS** 
2 gotas de MgCl 
2 mI de agar 

MPI (Manosa-6-fosfato ¡somerasa) 
1 mI Tris Hel, pH=8.0* 
1.5 mi NAD 
5 gotas de D-manosa-6-fosfato 
5 gotas de MTT 
5 gotas de PMS** 
5 mI de PGI** 
20 ml de G6PDH 
2 mi de agar 

PE? (pel'tidasa) 
2 m! de O.02M Na2HP04, pH=7.5 
4 gotas de peroxidasa 
8 gotas de o-dianisidina 
2gotas de MgCl 
2 nAtas ..-:1.,. ..,.ó. ..... 1·.;A'" 11"""_a',,) 
V' ó'-' .......... P""'P"~u-v \ ..... <->- ~ 

4 gotas de l-araino ácido oxidasa'* 
2ml de agar 

PGM (Fosfoglucom"tasa) 
1 mI Tris Hel, pH=8.0* 
1.5 mI NAD 
5 gotas de solnción de glucosa ¡-fosfato 
5 gotas de MTT 
5 gotas de PMS * * 
5 gotas de MgCI 
20 mi de G6PDH** 
2 mi de agar 

XDH (Xa"tina des¡'idroge"asa) 
1 mi Tris HCl~ pH=8.0* 
1.5 mi NAD 
20 gotas de hipoxantina 
5 gotas de MTT 
5 gotas de PMS ** 
2 mí de agar 
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Ai"'"EXO E Tabla de electrotipos 

Hospedero! 
No. de cepa 

IDH PEl PGiV ARK MEl ME: MPl ADHl M:mr 6G 

Odocoeileus virginiaus 63 
Ovis aries 1967 
Odocoeileu3 virginiaus 1984 
Odocoeileus virginiaus 1985 
Tayassu tajacu 2055 
Bos taurus 2376 
Canis familiaris i 
Felis catus 10 
P anthera onca 65 
Bassariscus astutus 84 
Canis latrans 90 
Canis latrans 91 
CÓnis latrans 92 
Felis concolor 268 
Felis concolor 269 
Panthera anca 270 
P anthera onea 271 
Urocyon cinereoar!!,enteus272 
Urocyon cinereoargenteus300 
Urocyon cinereoar!!,enteus30 1 
Bassariscus astutus 815 
Bassariscus aslutus 816 
Bassariscus astutus 817 
Canis lalrans 825 
Canis [atrans 83 O 
Nasua nartea 2062 
Tursiops truncatus 2025 
Tursiops truncardS 2026 
Tursiops truw.:at-us 2027 
Desmodus rotundv..s 25 
Desmodus rotundus 26 
Leptonycteris nivalis 31 
Leptonycteris nivalís 33 
LeptonyclZYis nivalis 36 
Alyofis veilfer 85 
Tadarida brasi/ensis 266 
Sylvilagus sp. 80 
OJycrolagus cuniculus 2357 
Romerolagus diazl 2372 
Romerolagus diazi 2373 
Romerolagvs diazi 2374 
Aiarmosa canescens 64 
Didelphis "Yirginiana 79 
Dide/phis virginiana 2050 
Equus caba!!us 807 
Eqw..ls cabailus 808 

2 
3 
5 
3 
1 
5 
2 
4 
3 
4 
3 
3 
3 
3 
J 
3 
3 
4 
4 
4 
2 
2 
2 
3 
O 
2 
2 
2 
~ .. 
4 
4 
3 
3 
3 
() 

4 
3 
2 
'2 
2 
2 
4 

5 
3 
3 
4 

2 
3 
4 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
4 
4 
4 
4 
3 
3 
3 
3 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
2 
2 
2 
2 

2 
J 
3 
5 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
2 
2 

3 
5 
4 
4 
3 
4 
3 
3 
4 
2 
4 
4 
4 
2 
3 
4 
3 
4 
4 
4 
3 
3 
2 
3 
3 
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Equus caballus 809 
Tapirus bairdii 1937 
T apirus terrestrfs 2381 
Topir'JS terrestris 2382 
Horno sapiens 45 
Homo sapiens 46 
Horno sapiens 47 
Alouatta palliala 1633 
Alouatta palliata 1639 
Alouatta palliata 1640 
Ateles geolfroyi 1669 
Horno saplens" 3 5! 7 
Horno sapiens" 3528 
lIomo sapiens * 3535 
llomo sapiens * 3566 
Horno sapiens * 3635 
Horno sapiens " 3636 
Horno sapiens * 3640 
Horno sapiens * 3643 
Horno sapiens '-' 3645 
Horno sapiens * 3646 
Horno sapiens "" 3647 
Horno sapiens" 3648 
Hamo sapiens '1' 3652 
Horno sapiens * 3653 
Horno sapien, " 3654 
Horno sapiens * 3657 
Horno sapiens " 3659 
Horno sapiens * 3660 
Horno sapiens " 3662 
flamo sapiens * 3663 
Horno sapiens" 36M 
Horno sapiens * 3667 
Horno sapiens" 3681 
Homo sapiens " 3682 
Horno sapiens >;': 3689 
Homo sapiens * 3693 
Homo sapiens" 3698 
Horno sople"s * 3700 
Horno sapiens " 3701 
1-¡omo sapiens * 3707 
Horno sapiens " 3708 
Homo sapiens :.:: 5063 
.lfomo sapiens .jo 5064 
Liomys pictus 19 
Liomys pictus 20 
Liomys pie!u,':; 21 
Oryzomys "p. 58 
Oryzomys sp. 59 
Oryzomys sp. 60 
Sigmodon máscotensfs 67 
Sigmodon máscotensis 68 
Nyctomys sp. 69 
P eromyscus sp. 7 ¡ 
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Peromyscus sp. 72 3 2 3 4 3 3 4 4 5 3 4 
Baiomys musculv.s 75 3 2 3 2 3 5 5 6 4 4 4 
Liomys pictus 76 

, 
2 3 3 2 6 1 3 5 3 4 o 

Liomys pictus 78 3 2 3 4 2 6 1 3 5 4 4 
Habromys sp. 88 4 3 3 2 4 4 5 5 5 4 4 
Habromys sp. 89 3 3 3 2 3 5 5 8 5 3 4 
Peromyscus megalops 95 2 3 3 3 2 5 6 3 5 3 4 
Peromyscus boylii 96 2 3 4 3 3 5 ti 5 6 , 4 
Peromyscus boyiii 97 ¡ 3 4 3 3 5 6 6 6 3 4 
Dipodomys mariami 286 3 2 3 3 3 6 3 5 5 2 3 
Dipodomys merriami 287 3 2 3 3 3 3 2 5 5 2 4 
Dipodomys merriami 288 3 2 3 3 3 3 3 5 5 2 4 
Ne%ma albiguia 296 4 2 4 2 3 7 7 5 4 3 4 
Neotoma albigula 297 3 2 3 2 2 8 4 3 < 3 2 ~ 

Neotoma albigula 298 6 2 3 2 2 8 4 3 5 3 3 
Perognalhus penicillatus 820 2 2 3 2 3 3 7 5 4 3 4 
Pero[;aathus penicillatus 821 2 2 :; 2 3 3 7 4 4 3 O 
Perugnathus penicillatus 822 2 2 3 2 3 3 7 5 4 3 O 
Trichechus manatus 1735 4 5 6 5 3 6 7 O 2 3 3 
Trichechus mana!us 1736 4 , 6 3 3 6 ~ O 2 3 3 " , 
Dasypus sp 2395 3 3 1 2 6 3 2 3 o 2 J 

Dasypus sp 2396 3 1 2 7 3 2 3 4 2 
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ANEXO F SOLUCIONES Y REACTIVOS 

Puriflcfld,(m de DNA total 

BUFFER TE (TRIS-EDTA) 
PfuQ. un volumen rmal de 1 lt. 

TRIS 1M, pH=3.D 
121.14 gr. de trisma base 
Aforar con ~O bidestilada a 1 lt. 
Ajustar el pH con Hd 
Filtrar y esterilizar en autocl~ve 

PRONASA 

EDTA O.25M, pH=8.0 
93.05gr. de EDTA(Na2) 
Aforar a lIt. con H20 
Ajustar el po con NaOH 
FihT&I y esterilizar 

5 rug. de pronasa en i m! de TRIS-EDTA 50:20. pH=8.0. Dige¡ir 1 hora 31°C 

RNAasa 
Disolver 30 mg. de RNAasa en 1 mI de agua F..PLC, digerir le' ti 95°C. 

SATURACION DE FENOL 
Adicionar a u."1a botella de fenollOO mI de TE 10:1 1 pH=8.0. dejar ~n agitación hasta obtener una emulsión. 

MEZCLA FENOL:CLOROFORMO:ft.LCOHOL ISO-AMlLICO 
Mezclar 24 mI de fenol, 24 mI de cio!ofonno y 1 mI de alcohol iso-amiHco. Almacenar en un frasco ámbar a 4cC. 

BUFFER TRIS-ACETATOS (TA) IX 
48.4 gr. de Trisma base 
i 1.42 mi de ácido acético 
20 ml de EDTA O.5M a pH=8.0 
Aforar con agua bidestilada a 1000 mi 

Digestiones con. enzimas de resti"iedón 

SONDAC 
Para rm volumen fmal de 50 ¡.ti. 
10 ¡tl de DNA (2ng) 
5 ¡.ú de buffer 
2 I.ü de Hind I!I (20 u) 
33 ¡.ti. de agua bidestHada y esterilizada 

SONDAD 
Para :J!l volumen rmal de 50 ¡.tl. 
5 ¡.tI de DNA (Zng) 
S ill de buffer Neo 4 (Biolab) 
2 fll de Sma 1 (21) u) 
2 fll de Xba 1 (20 n) 
36 jJJ. de 8gJa bidestilada y esterilizada 

HCl025M 
20.4 m1 de Hci 
Afc~:: con agua b~destüada a 1 cno :;21 

NaOH O.5M, NaO i.5M 
19.99gr. de }hOH 
87.6 gr de NaCl 

Aforar con agua bidesulada a 1000 
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Tris~HCl D5M, NaCl 1.5rvi, pH=7.4-
60.57 gr. de Trisma base 
87.6 gr. de NaCI 
Aforar con agua bidestílada a 1000 

SSC 20X 
88.2 gr. de citrato de sodlo 
J 75.2 gr. de NaCl 
Aforar cm: agua bidestilorla a 1000 

Southern b~ot ~cn :.Ho:idgeni~2 

SSX 20X 
SDS 

SOLUCIONES DE LAVADO 
l,-SSC 2X/SDS 0.1% (voL final de 20J mi) 
20 mi de SSC 20X 
2 m! de SDS a:!O% 
178 mI de agua bidestilada 

2.-SSC O.IX/SDS 0.1% 
1 mI de SSC 2ÜX 
1 mI de SDS all0% 
197 mI de agua bideslilada 

Bl.JFFER DE HIBRIDACION 
Para un volumen final de 100 m! 
25 mI de SSC 20X 
0.1 gr de n-lauril sarcosma 
10 mi de solución de bloqueo Díg High Prime (MaIL'1heim-Boehringer) 
64.8 m! de agua destilada e.téd! 
200 ml de SDS al 10% 

BUFFER DE MALEICO 
Para un volumen final de 500m! 
5.8 gr. de ácido m.leico 
4.38 gr. de Na el 
Aforar a 500 mI y ajustar el pE a 7.5 

BUFFER DE LAVADO 
400 m! de buffer de maleico 
1.2 ml de Tween 20v7v 

BUFiEl'. DE EQUlLlBRAR 
Para un volumen final de 200ml 
20 mi de Tris-büSe-RCI1M 
4- mi de NaCl 5!ví 
5 ~l de MgCl 1M 
Aforar a 200 rol con agu~. de-stil<:tcid 
Aj'_'sts: el pE a 9.5 
Prepare. al momento de usar 
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