
c;í" 
~b 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 
DE MEXICO 

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPEruORE! 

ZARAGOZA 

"HIBRIDACION EN FASE SOLIDA "COLONY BLOT" 

PARA LA IDENTIFICACION DE Escherichia coli 

PATOGENA CAUSANTE DE DIARREA" 

T E s I s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 

p R E s E N T A 

MARIA GUADALUPE RINCON MENDEZ 

ASESORAS: M. en C. MARIA GUADALUPE RODRIGUEZ ANGElES 

O.F.B. LOURDES VEGA NAVARETE 

MEXiCO, D.F. 2001 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



P;",DAD NAqONAL 
\'VTotioMA DE 

ME:t.ICp 

FACULTAD DE ESTUDIOS 
SUPERIORES "ZARAGOZA" 

JEFATURA DE LA CARRERA DE QUíMICO 
FARMACÉUTICO BiÓLOGO 

ASUNTO: ASIGNACiÓN DE SINODALES 

ESTIMADOS MAESTROS: 

La Dirección de la Facultad de EstudioS Superiores "Zaragoza", ha nombrado a ustedes como 
Sinodales del Examen Profesional del (la) señor (ita): 

MARíA GUADALUPE RINCÓN MÉNDEZ. 

para obtener el Título de Químico Farmacéutico Biólogo 

Les agradeceré se sirvan revisar el trabajo escrito intitulado: Hibridación en fase sólida "Colony 

blot" para la identificación de Escherichia coli patógena causante de diarrea. 

y asistir en la fecha que después se les hará saber al Examen de RecepcIón Profesional 

PRESIDENTE Q F B MA DE LAS MERCEDES ZAMUDIO DURÁN 

VOCAL Q.F B PATRICIA VIDAL MILLAN. 

SECRETARIO Q F B RAQUEL RETANA UGALDE 

SUPLENTE Q F.B. LOURDES VEGA NAVARRETE 

SUPLENTE M en C MA GUADALUPE RODRIGUEZ ANGELES 

ATENTAMENTE. 
"POR MI RAZA HABLARÁ EL EspíRITU" 

Méx;co. D_~arl de 2001. 

~\...AA 
O.F.S. ROBERTO CR~LEZ MELÉNDEZ 

JEFE DE .0Q\RRERA> _ 



El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de Bacteriología Molecular de 

Instituto de Diagnóstico y Referencia Epidemiológica (InDRE), bajo la direccjón de la M. 

en c. M~lÍa Guadalupe Rodnguez Ángeles y la asesona de la Q F. B. Lourdes Vega 

Navarrete. 



AGRADECIMIENTOS: 

A Dios antes que nadie, por haberme permitido 
vivir y disfrutar de este maravilloso sueño como 
profesional y como persona. 

A mi mamá por ser una mujer ejemplar, que 
nunca dejó de mostrar su espíritu incansable para 
que mis hermanos y yo lográramos nuestros 
sueños y metas. 

A mi papá que también con su gran ejemplo de 
tenacidad y amigo incondicional me brindó la 
confianza suficiente para terminar esta etapa de mi 
vida. 

A cada uno de mis hermanos: José Alfredo, 
Víctor Manuel, Marco Antonio, Cristy, Paulo 
César, Tere y Moni, que en su momento me 
brindaron su apoyo y su tiempo, les dedico este 
trabajo y mis metas futuras. 

Un especial agradecimiento por su ayuda 
incondicional y ejemplo de disciplina y constancia 
a Eduardo mi primo. 

En fin a toda mi familia. Abuelita, tías, tíos, 
pnmos y pnmas que de alguna manera se 
interesaron y pusieron su granito de arena. 



A Lupita Rodríguez, mi directora de tesis que 
sin tu importantísima ayuda esto no hubiera sido 
posible ... Gracias. 

A todos lo muchachos y muchachas del 
Departamento de Biología Molecular por su 
amistad y por haberme permitido convivir con 
ustedes. 

A mis compañeros y amIgos de la FES 
"Zaragoza" : 
Alejandra González, Laura Ventura, Miriam 
Hinojosa, Elena Flores, Alina Machado, Sixto 
Espinosa, Angélica Otero, Marino Alcántara, Coral 
Lozano, Paty Palacio, Silvestre Ramírez, Víctor 
Chávez , Erika Nava, Antonio V ázquez, Gisela 
Reyes, Lourdes Espejel, Jaime Herrera, Lisset 
Nieto ...... . 

Gracias 



INDIO:. 

Abreviaturas 

Resumen 

Introducción 

EschenchlG ca/¡ enterotoxigénica (ETEC) 

1 1 

12 

Producción de toxinas LT y SI 

Factor de colonización 

2 Escherichia co/¡ enteropatógena (EPEC) 

2 1 Histopatología de la "adherencia y es[acelación" (AlE) 

22 

2.3 

Plásmido de 60 :rvtDa involucrado en la AlE 

Fimbria bfp 

3 l'-Scherkhia col! enteroinvasiva (EIEC) 

3 1 Invasividad 

3.2 Producción de la enterotoxina 

4 Eschenchia coli enterohemorrágica (EHEe) 

4.1 Producción de citotoxinas 

4 2 Plásmido de 60 MOa involucrado en la síntesis 

de la hemolisina 

5. lischenchta co/¡ enteroagrcgativa (EAEC) 

5.1 

52 

Estimulación de la producción de moCO 

Adherencia 

6 l',~w . .'/lenc¡lIa co/i cntcrodlfusa (ADEC) 

Páginas 

III 

3 

4 

4 

5 

5 

7 

7 

8 

9 

9 

10 

10 

11 

12 

13 

14 

15 



7 Técnicas moleculares de d1agnóstico para bacterias 

8 Ensayos de hibridación 

9 Variantes del procedimiento de hibridación 

9 1 

9.2 

Hibridaclón en fase líquida 

HIbridación in situ 

rI Fundamento de la hibridación en fase sólida "colony blof' 

III Planteamiento del problema 

IV. Objetivos 

V Hipótesis 

VI. Material y método 

10. Metodología de la hibridación en fase sólida "colony blo!" 

VII. Resultados 

VIII. Discusión de resultados 

IX Conclusiones 

X Anexo 1 

XI. Glosario 

XI!. BIbliografía 

17 

18 

21 

21 

21 

21 

23 

24 

25 

26 

30 

33 

50 

63 

64 

65 

67 



iNDiCE DE FiGURAS 

Figura 1 

Figura 2. 

Figura 3. 

Figura 4. 

Figura 5. 

Figura 6 

Figura 7. 

Figura 8. 

Figura 9. 

Figura 10 

Figura 11 

RCpícserrtación de ]05 mecúJlismos de patogeniddad de los diferentes 

grupos patógenos de Esd7ericl71a coh 

Diagrama de flujo de la hibridación en fase s6lida "colony 

blOl" 

Memebranas de nylon con cepas de Eschenchla cab hibridadas por 

"colony blot" 

Porcentaje de cepas de Escherichia coli patógenas y no patógenas 

aisladas durante el periodo de noviembre de 1999 a junio 

del 2000. 

Distribución estacional de Escherichia coli patógena en México 

durante noviembre de 1999 a junio del 2000 

Distribución del grupo ETEC 

Distribución del grupo EIEC 

Distribución del grupo EPEC 

Distribución del grupo EHEC 

Distribución de los cuatro grupos patógenos de I~scherh;hta cof¡ 

en México. 

Relación entre el sexo y la susceptibilidad a j',:'ichenchIQ col, 

patógena 

16 

29 

34 

35 

36 

38 

39 

40 

41 

44 

49 



ABREVIATURAS 

• ETEC enterotoxigénica 

• EIEC enteromvaslva 

• EPEC enteropatógena 

• EHEC. enterohemorráglca 

• EAEC: enteroagregat1va 

• ADEC: enterodtfusa 

• LT: termolábil 

• STo tennoestable 

• bjp: Pili en fonna de rizo (bundle-fomuug-pilus) 

• ¡al: Locus de invasividad 

• hylA: Gene de la hemolisina 

• cAMP:Adenosin monofosfato cíclico 

• cGMP:Guanosm monofosfato cíclico 

• CFA Factor de colonización 

• AlE Adherencia y esfacelaclón 

• EAF: Factor de adherencia y esfacelaclón 

• SLTX: "Shlga lIke toxms" o ttxma semejante a la producida por ~)'Illge"a 

disenteryae 

• VTEC. Escherichra coh productora de vcrotoxmas 

• SLTEC Shlga hkc toxin producida por 1'.'schericJua col! 



• SLT. "shlga hke toxm" 

o SUR: Síndrome Urémíco Hemolítico 

• PTT. Púrpura Trombocltopémca 

• MDa: Megadaltones 

• AAF JI Adherent-Agreggative-Ftmbnal-I 

o AA: Adherencia agregativa 

o DA. Adherencia difusa 

o O:MP Proteína de membrana externa 

o DNA ACIdo desoximbonuclelco 

• RNA. ACldo nbonuclelco 

• PCR. Reacción en cadena de la pohmerasa 

• mI' mihhtros 

• )ll' microhtros 

• nm nanómetro 

• KDa Kllodaltones 

• U.V ultravIOleta 

• SSC SolucIón salina citratos 

• TRIS. Tris-hidroxJn1cttl ammo metano 

• Nael: Cloruro de sodio 

• NBT. Nitro azul de tetra7oho 

• BCIP 5-bromo-4-c!oro-3-mdo¡\ fosfato 

• SDS Duodecd sulf:.ito de sodIo 

1J 



RESUMEN. 

Actualmente el diagnóstIco para E. coll y otras bactenas patógenas se está 

realizando con base a téCnICas que estudian los genes o productos de virulencia de cada 

cepa obteniendo pruebas con resultados específicos. Dichos estudios han penl1lttdo mostrar 

los mecanismos de patogenicidad de cada grupo de E coli causante de diarrea, de los 

cuales se han descrito seIS: enterotoxigémco, enteroinvasivo, enteropatógeno, 

enterohemorrágico, enterodifuso, enteroagregativo que son considerados potencialmente 

patógenos en los seres humanos. 

El método utilizado para el diagnóstico de los cuatro grupos patógenos de E. coli 

más importantes en México, ETEC, EIEC, EPEC y EHEC fue " colony blof' ea fase sólida 

para cepas aIsladas de casos de diarrea 

Se hIbridaron 4850 cepas de E. eoll de pacIentes de los diferentes Estados de la 

República MexIcana que reportaron cuadro diarreico durante los meses de novIembre de 

1999 a JuntO del 2000, se mocularon las cepas en una membrana de nylon Junto con los 

testigos de referencia, postenormente se desnaturalizó el DNA con hidróXido de sodio, 

quedando la cadena del DNA problema expuesta, se fiJÓ el DNA a la membrana con luz UV. 

se adicionó la sonda correspondiente de DNA marcada con digoxlgcnina y así formar una 

cadena de DNA estable, dándose de esta manera la reaCCIón de hibridación. Por úlllrno se 

reveló l;i membrana adIcionando el sustrato de la cnzil'na que fue una mezcla de NBT-

BClI' 
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Los resultados obtemdos mostraron una prevalencla importante de E. co/¡ ya que 

3005 cepas resultaron positlvas a alguno de los cuatro diferentes grupos patógenos de las 

4850 que se hibridaron. El grupo ETEC, fue el más diagnosticado con 2345 cepas y su 

mayor frecuencia fue en el mes de jumo, le SlgUlÓ el grupo EIEC con 424 cepas, presentó 

un incremento importante en el mes de marzo, el grupo EPEC con 206 cepas que también 

tuvo un incremento de casos en el mes de marzo y el grupo EHEC con 30 cepas, siendo 

noviembre el mes que más casos reportó 

Los mños menores de 5 años fueron los más afectados, sm encontrarse relación con 

el sexo de los pacientes 

El estudio epidemiológico sobre los cuatro Importantes grupos de E. co/i como 

agentes enológlcos de diarreas en la población mexicana mostró que existe un gran número 

de casos debido a la infección por alguno de estos grupos, principalmente ETEC y por lo 

tanto debe ser considerado como un verdadero problema de salud pública 

IV 



1. INTRODUCCION 

Las bacterias que causan enfermedades diarreicas pertenecen a una gran fam¡}m de 

bastones gramnegativos, la Enterobacteriaceae La famIlIa Enterobacteriaceae mcluye 

miembros de la -flora normal del colon así como a otros que resuitan patógenos A esta 

familia también se le conoce como mIcroorganismos entéricos abarcando gran número de 

especies que se diferencian sobre la base de sus características metabólicas, de serología y 

actualmente mediante diagnósticos que idenTIfican genes de virulencIa del 

microorgamsmo, utilizando para ello sondas de DNA, la reacclón en cadena de \a 

pohmeI)lSa (PCR) y otros métodosmolecuJares. (1,2) 

La Escherichia co/¡ es un microorganIsmo entérIco que pertenece a la famiha 

Enlerobacteriaceae, es el más abundante en las heces de personas. sanas. siendo un 

microorganismo anaerobiO facultatiVO que coloUlza el tracto gastrointestlOal del reCién 

nacido desde las primeras horas de vida. La E. co/¡ normalmente permanece confinada al 

lumen intestinal indefinidamente SlO causar daño, sin embargo cuando la persona está 

mmunodeprimtda., débil o bien cuando la bactena traspasa las barreras gastromtestlOales se 

desarrolla la infección mcluso de las bacterias no patógenas En ocasIones las personas 

sanas p.ueden ser susceptibles a IOfección por uno o vanos tipOS de E co/¡ que se hayan 

adaptado y que juntas hayan desarrollado la habilidad de causar cnfemledad (2,3) 



Los cuadros clímcos asociados a E. coli como agente causal son IIlfecc¡ón del 

tracto urinario, SepS1S, menmgitis y la dIarrea (2) 

En cuanto a su morfología individual la E. ca/¡ es un bacilo Gram negativo, 

capsulado, no esporulado, móvl1 que puede poseer o no flagelos peritncos (2) 

La identificación de la de E. col! se ha venido reahzando medIante su c.ultivo en el 

laboratorio de bacteriología, en medios de cultivo que permIten su mejor desarrollo, como 

agar MacConkey, donde sus colonias son Jisas, mucoides, convexas, cIrculares, bnllantes y 

dan una coloración rosa intenso debido a la fennentaclón de la lactosa Mientras que en 

agar EMB (Eosina y Azul de Mettleno), las colomas son violetas con bollo metálIco 

característico de E .coli (2,4). 

La identificación de la especie E colr por pruebas bioquímicas que detenninan su 

metabohsmo muestra que es catalasa pOSitiVO, cltocromo oxidasa negativo, además reduce 

Jos nitratos a nitritos, Iicúa la gelatina, es indol positivo, roJo de metIlo positivo, Voges 

Proskauer negativo, citrato negatwo y ureasa negativo También aCIdifica y produce gas a 

partir de glucosa, maltosa, mamtol, lactosa, xilosa, ramnosa y arabínosa (2). 
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La serología de H colf. permite Identificar a las diferentes cepas de este 

microorganismo con base a la presencia de sus tres antígenos, según el sistema Kauffman 

propuesto en 1944' el antígeno "O" que se encuentra en la pared celular también llamado 

somático, el "K" o capsular y el 'OH" que es la proteína flagelar Hasta ahora se conocen 

171 antígenos "0",103 antígenos "K" y 56 antígenos "H" (1,2,5) 

Actualmente el diagnóstico para E. coli y otras bactenas patógenas se esta 

realizando al nivel de genes o a los productos de vIrulencia de cada cepa obteniendo 

pruebas con resultados específicos, por otra parte, de acuerdo a su mecanismo de 

patogenicldad se ha clasIficado a laE coli en seis grupos' enterotoxlgénica, enteropatógena, 

enteroinvasiva, enterohe11lorraglca, enteroagregatlva y enterodifusa (2,3,4) 

A continuaclón se menClonan las pnncipales características de cada grupo: 

1. Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC). 

La ETEC es una causa común de diarrea en nIños que ongina deshidratación sobre 

todo en países en desarrollo y de la "d\arrea del viajero" en adultos de países 

mdustnaltzados que viajan a países en desarrollo (1) El agua y altmentos contaminados 

han sldp considerados los vehículos transmisores en la mayoría de los brotes que han 

afectado tanto a niños como adultos (5), 



1.1 Producción de toxinas LT y STo 

Las ETEC pueden smtetlzar dos enteroxinas, la tennolabil (L T) Y la termoestable 

(ST) La enterotoxÍna LT es una proteína de elevado peso molecular (85000 a 87000 Da), 

constItuida por una subumdad A y CinCO subumdades B, OHentras que la SI esta 

constituida por pequeños polipép!ldos de 1900 a 5000 Da. La L T actúa incrementando la 

concentración de adenosin monofosfuto cíclico (cAl\1P) y la ST aumenta la concentración 

de guanosin monofosfato (cG1v1P) en los enterocitos, lo que provoca una fuerte salida de 

agua y electrolitos allumen intestmal (3,5) 

Para que una BTEe pueda causar dlarrea, además de sintetizar enterotoxinas debe 

poseer un factor de colonización que le penuria adherirse y colonizar el epltelio del 

lOtestino delgado, evitando con ello la acción del lavado mecánico ejerc1do por el 

penstaltismo intestmal (5) 

1.2 Factor de colonización. 

El factor de colonización es un filamento protéico llamado pili o fimbna y se 

encuentran en gran cantidad a lo largo de toda la superlicie bactcnana. Las fimbrias que 

pueden ser rígidas o flexibles, constan de unas 1000 subunidades estructurales repetitivas y 

unas pOplS subuOldades funcIOnales, entre las que se encuentran las responsables de la 

adhesión. Dichos mctores han sido llamados CFAIl, eFA/II, CFA/lII, CFA/IV, según al 

scrotlpo al que pertenecen. (2,4,6) 
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2. Escherichia coli enteropatógena (EPEC). 

La EPEC es una importante causa de diarrea en niños de paises en desarrollo y aún 

causan casos esporádIcos y brotes ocasIOnales de enteritIs mfanttl en países 

mdustnaÍlzados. Antiguamente sólo se le definía sobre las bases de los serottpos O y H, 

EPEC es ahora identificada sobre sus características patogémcas. (1,2,) 

2.1 Histopatología de la "Adherencia y esfacelación" (AJE) 

Lo que marca o caracteriza las infecciones por EPEC es la histopatología de la 

"adherencia y esmcelación" (AlE), la cual puede ser observada en biopsias intestinales de 

paCIentes y animales mfectados que pueden ser reproducldas en cultivo celular (7). 

Este fenotipo parece estar caractenzado por la "adherencia" lntllna entre la bacteria 

y la membrana de la célula epitelIal de la microvellosidad (8). 

El citoesqueleto adqUiere cambios marcados. incluyendo la acumulación de actma 

polimenzada. que se ve directamente por debajo de la bacteria (8,9.10) La bacteria 

algunas veces se dcposi"k'l o coloca sobre un "ligero pedestal" o estructura de cáliz (11). 



Esta estructura en fonna de pedestal o cáltz puede extenderse desde IOjlm sobre la 

estructura epitelial en forma de seudópodos (11,12) Esta leSión es completamente diferente 

a la hlstopatología causada por la ETEC y V. cholerae, en las cuales los orgaUlsmos no se 

adhieren íntimamente y no se adhieren a las microvellosldades m polimenzan la actina 

(13) 

Aunque estudIOS recientes también han reportado esta histopatología Moon et al (9), 

qUlen asoció fuertemente este fenotipo con EPEC y le dlO el nombre de '<adherenCia y 

esfacelaclón", que conSIste en acortar, desprender o "rasurar" la ffilcrovellosldad del 

enterocito 

Así es como las cepas EPEC son el prototipo perfecto de las bactenas entéricas 

patógenas que producen lesIón AJE en las células epiteliales (14), eXisten múltiples pasos 

que Involucran la producción de la lesión hlstopatóloglca AJE característIca En 1992 

Donnerberg y Kaper (I 5), propusieron tres pasos en la patogénesls de EPEC 1) adherencia 

localizada, 11) sefial de transducción y iil) adherencia íntima 

La secuencia de estos eventos es inCIerta y seguramente, algunos cven tos pueden 

ocurrir conjuntamente SIO embargo estos modelos pueden aportar avances a la 

lIlveslteación de la patogénesls de EPEC 
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2.2 Plásmido de 60 MDa involucrado en E/A. 

La adherencia de EPEC a las células Hep-2 1 fue descnta primero por CravlOto et al 

(16), Baldmi et al (17), quienes mostraron que las cepas EPEC tIenen la habilidad de 

adhenrse y 10 hacen mostrando un patrón de adherencia localtzado que depende de ia 

presencia de un plásmldo de 60 tvIDa 

Este plásmido fue designado para EPEC como factor de adherencia (EAF), y un 

fragmento de I-Kb, fue desarrollado para pruebas de DNA como diagnóstico (prueba EAF) 

(18,19). 

2.3 Fimbria bJp. 

El factor involucrado en la adherenCIa localizada se reportó en 1991 por Glron et al. 

(I9), quien descnbló una fimbria de 7 nm de diámetro producida por cepas EPEC la cual 

tiende a agregarse y fonnar haces ondulados, por ello recibe el nombre de "bundle-forrnmg­

pl1us" (~fp) 

Esta fimbria es producida sólo baJO ciertas condicIOnes de CUltiVO. 
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3. E.";cherichia coJi enteroinvasiva (EIEC). 

Las cepas EIEC tienen características patógenas, bIoquímicas y genétIcas 

relacIOnadas con Shzgella spp (20,21), la semejanza de las cepas EIEC con ShIgella spp es 

que generalmente en las pruebas bioquímIcas resultan ser hsina descarboXl!asa negatIvas, 

no móviles y lactosa negativo (1) 

El grupo EIEC produce una dIsentería caracterizada por dlarrea acuosa con moco y 

sangre, afecta a adultos princIpalmente, y los brotes generalmente se dan por ahmentos 

contammados, es un grupo que se aísla poco como agente causal de dIarrea (1,2,5) 

En lo que respecta a su mecanismo de patogenicidad, el modelo preCiSO para 

describir a las cepas EIEe, no se tiene todavía bIen elucidado, sin embargo la patogénesis 

estudJada para ElEC sugiere factores de patogemcidad que son virtualmente IdénticoS a los 

de Sh¡gella '1'1' (22,23). 

Ambos mlcroorgamsmos han mostrado al mvadlry colonizar el epitelio, un fenotipo 

regulado por un plásmido y un locl cromosomal denominado mI Además, ambas EIEC y 

Shigella SP{J, elaboran una o más enterotoxmas secretoras y estas pueden jugar un papel 

Importante en la patogénesis de la diarrea (24) 
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3.1 Invasividad. 

El modelo admitido para la patogénesls de EIEC y Shlgella spp comprende 

Penetración a la célula epitelIal, \¡SIS de la vacuola endocÍtlca, multiplicación 

intracelular, movimiento direccional a través del citoplasma y extensión hacIa la célula 

epitehal adyacente (21,22) 

Cuando la mfección es severa, esta secuencia de eventos ponen al descubierto una 

fuerte reacción mflamatoria la cual se mamfiesta por una ulceracIón severa y el blanco o 

sitio de infección para EIEC y Shlgella es la mucosa del colon (22,23). 

3.2 Producción de la enterotóxina. 

Ambas infeccIOnes, tanto por EIEC como por Shigella son caracterizadas por un 

penodo de diarrea acuosa, precedida por evacuaciones con moco y sangre 

Nataro, et al (24), clonaron y secuenciaron un plásmldo que codifica para una 

proteína de 63 kDa. El papel de las enterotoxwas no es comprobable, pero su presencIa 

puede ser explicada por la característica diarrea acuosa acompañada por moco y a veces 

sangre atribuIda a EIEC 
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4. Escherichia coli enterohemorrágica (EHEC). 

Las EHEC son las responsables de dIarreas agudas y crólllcas en niños, 

generalmente los brotes prOVIenen de consumir alImentos contaminados (1,2) 

El mecamsmo de patogeUlC1dad ImCla con la adherencm de la bactena a los 

enterocitos por medio de sus fimbrias, además producen CItotoxmas semejantes a Shigella 

disenteryae tipo 1 (SLT) denominadas verotoxinas (25,26) 

4.1 Producción de citotoxinas. 

Las E. coli productoras de verotoxmas han recibido diferentes denommaclones 

según la bibliografia. E. coli vcrotoxlgémcas (VTEC) denommadas así por su capaCIdad de 

producIr efecto cltotóxico lfI vllro en células de nñón de mono verde africano (células 

Vero), E cob enterohemorrágicas (EHEC), E. col! productoras de toxmas semeJantes a 

shlga (SLTEC) y más recientemente se le da la denominación Shiga like toxm (SLTX) 

(27,28). 

EXisten dos tipos de verotoxmas, VTI o SLTXI y diversas vanantes de VT2 o 

SLTll, SLTX2, tales como la VT2vha y la VT2vhb SI bien la VT2 y sus vanantes tambIén 

son conSideradas "shiga likc toxins" sus actIvIdades bIológicas no son neutralizadas con un 

antlsucro para la tOxma shlga (28), 
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Las verotoX!n3S están constJÍl.!1das por una subu!1ldad enZ!mátlca A 

(aproxImadamente 33000 Da) y cinco subumdades B (aproximadamente 7500 Da) ql1e fIJan 

la toxina a receptores celulares compuestos por gllcolíp!dos (receptores Gb3 o Gb4). Estas 

toxinas inhiben síntesIs protéica al mact!var cataliticamente la subunlchd ribosoma160S. 

Las verotoxmas son liberadas en el intestIno y después de absorberse, pasan a la 

sangre causando lesiones en el endotelio vascular. Inducen una coagulación intravascular 

local y una acumulación de fibnna en el sIstema nervIOso central, en el tubo digestivo y en 

los nñones (26). Todo esto puede condUCIr a un daño intestinal, renal, cerebral o 

multislstémico. 

Las EHEC pueden provocar en Jos seres humanos colitis hemorrágica, el síndrome 

urémico hemolíuco (SUH), púrpura tromboclÍopénica (PTT) diarrea no sanguinolenta e 

mcluso lllfecciones smtomáttcas La manifestación clímca más común es la colitis 

hemorrágica, caractenzada por un cuadro severo de dolor abdoffimal y diarrea 

sangu1l10lenta (2,5,26). 

4.2 Plásmido de 60 MDa involucrado en la síntesis de la hemolisina. 

El plásmldo de 60 MDa comunmente encontrado en las cepas EHEC 0157 H7 

contlcne genes que codifican para una hemoltsina (27), Esta enterohemohsina está 

estrcchamente relacIOnada con todas las cepas O l57:H7 y dlstribUlda en menor cantidad 

entre las cepas no 0157 H7 productoras de "Shlga likc toxms" STX 
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El gen que codlf'íca para la hemolisma hlyA, se expresa generalmente en cepas de L 

col! patógena que ocasionan daño urémIco hemolítlco (28,29). El papel de la 

enterohemolisina esta todavía sUJeto a especulación, ya que solo se ha demostrado que lIsa 

a los entrocitos in VIVO, reemplaza al grupo "hem" y aumenta su desarrollo utilizando el 

hIerro como fuente nutrlciOnal dentro del mdlvIduo. 

S. Escherichia coli entert>agregativa (EAEC). 

Las cepas EAEC se han encontrado asociadas a diarreas persistentes (de más de dos 

semanas de duración) en numerosos países (1,2) La EAEC fue llamada así porque estas 

cepas se adhIeren a las células Hep~2 o HeLa en un patrón de adherencia agregativo, 

almeadas en filas paralelas y de manera inespecífica se adhieren en la célula y al vidrio 

(30) Las cepas EAEC no secretan enterotoxlnas L T o ST (31) 

Las diferencias en la patogenicidad de las EAEC en humanos ha Sido confumada en 

estudios con voluntarios en distmtos brotes (31,32,33) 

La patogénesis de la mfección por EAEC no esta del todo estudIada y se ha 

propuesto la presencia de una lesión hlstopatológlca característica, además de diferentes 

candidatos como factores de virulencia ~34) 

12 



5.1 Estimulación de la producción de moco. 

Un indicio Importante de la patogénesls de EAEC ha sIdo la exammación 

histopatológica de pacientes infectados y modelos anImales Las cepas de EAEC se 

caractenzan por estimular una gran cantidad de moco tntestinal, el cual atrapa a las 

bacterias formando una película fina de moco y bactenas (33,34). 

Tzipori; et al, (35), moculó una sene de cepas de EAEC, en cerdos, algunos de estos 

animales no expenmentaron dIarrea, sin embargo todos los animales probados 

desarrollaron un musual moco gelatinoso fuertemente adherido almtestmo delgado Una 

minuciosa exarnmacIón de este moco reveló la presencia de numerosos paquetes de 

bacterias agregadas 

La habilIdad de EAEC de '<envolverse" de moco ha sido demostrada In Vltro, ya que 

voluntarios a los que se les han admimstrado cepas de EAEC han desarrollado diarrea y es 

predommante la presenCIa de mucosidad (33,36) 

La fonnación caracteríshca de la biopelícula de moco, proporcIOna evidencias que 

sugIeren que la infección de la EAEC va acompañada por efecto CltOtÓXICO en la mucosa 

intestinal (36) 

Vial, et al (36), fueron los primeros en mostrar la IIlfecc¡ón por cepas de EAEC en asa 

ligada de conejo y rata en donde observaron una lestón demostrable en el microscopIO de 

luz 
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La lesión fue caractenzada por acortamiento de vellosidades, la necrosis hemorráglca 

en el extremo de la vellosidad y una leve mflamaclón responsable del edema y la 

infiltración mononuclear a la submucosa 

La destrucción de la mucosa ha sido demostrada en autopsiaS de mtestino de 

pacientes que han muerto por diarrea persistente provocada por EAEC 

5.2 Adherencia. 

El fenotipo adherencia agregativa (AA) de las cepas EAEC ha sido estudiado en 

detalle, Nataro et al, han identificado una estructura flexIble "bundle-forrnmg-fimbrial"de 2 

a 3 nm de diámetro que denommó "'Adherent-AgreggatJve-Fimbnal-r' (AAFII) (37). 

La AAFII facihta la adherencia a las células Hcp-2 y la hemagIutlnac¡ón en los 

cntcrocltos humanos con cepas del serotlpo 017 H2. Los genes para AAFII están 

orgamzados en dos grupos separados. El grupo 1 contiene un conjunto de genes que 

smtetlzan y ensamblan la fimbna, incluyendo la unidad estructural para la mIsma fimbna 

(38) 

La reglón o grupo 11 codltlca un actlvador transcnpclOnal de AAFII, expresión que 

muestra homología entre el DNA de miembros de la rnmiha de estas proteínas (39) 
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6. Escherichia coli enterodifusa (ADEC). 

El término "E. colt enteroadherente d¡fusa" fue mlcialemente usado para refenrse a 

algunas cepas de E ca/¡ que se adhieren a las células Hep-2, las cuales no formaban 

microcolonias semejantes a EPEC (2) Se da entonces el descubrimiento de ADEC 

como un grupo mdependlente y potencialmente patógeno causante de dJarrea (40). 

Son poco conocidos los factores de patogenicidad de ADEe diarrogénica Bilge et 

al (40), han descnto la clonación y caractenzación de los genes que codifican para la 

fimbria de esta cepa, cuyo fenobpo es adherencia difusa (DA) Los genes encontrados 

en esta fimbria son designados F1845 los cuales se pueden encontrar en el genoma de 

las bactenas o en un plásmido (41,42) 

Benz et al (42) describieron una proteína de membrana externa (OMP) de 100 kDa 

la cual está asocIada con el fenotipo DA en cepas del serotipo 0126 H27 

Yamamoto y Cookson (44), mostraron que estas cepas son capaces de inducir 

proyecciones semejantes a un dedo, en células Caco. Estas proyecciones aparentemente 

atrapan a la bactena, le proveen protección contra la gentamicina, pero sin penetrar o 

traspasar las mlcrovellosidades (43,44) 

En la figura 1 se Indican los mecantsmos de patogenicidad propuestos para los seiS 

diferentes grupos de F. colt. 
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Figura 1. Representación de los mecanismos de patogenicicad de los diferentes grupos de Escherichia coN: 
enterotoxigénica (ETEC), enterohemorrágica (EHEC), enteroagregativa (EAEC), enterodifusa (ADEC), 
entcropatógcna (EPEC) l' enteroinvasiva (EIEC). 
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7. Técnicas moleculares de diagnóstico para bacterias 

Algunas de las técnicas moleculares pueden emplearse para identificar al agente 

causa! de la mfección, aún antes de que el cultivo bacteriológico haya reportado el 

aislamiento del microorganismo patógeno. Sin embargo, las metodologías moleculares 

nunca van a sustituir al cultivo bacteriano, ya que la obtención de un microorganismo VIVO 

nos permite estudiarlo cuidadosamente en cuanto a sus características genéticas como la 

expresión de factores de patogenicidad por ejemplo adhesinas, enterotoxinas, hernolisinas y 

hemaglutininas, sobre todo en el campo de la investigación. Aunque si hay metodologías 

moleculares que no dependen del aislamiento del microorganismo para ser validas, es decir~ 

para ellas el cultivo no es una prueba confirmatoria, esto es, porque son pruebas capaces de 

evidenciar la presencia de un patógeno aún cuando ya no sea viable y no pueda ser aislado 

en el cultivo microbiano, por tal razón es muy importante que el análisis contenga los 

testigos adecuados, ya que estos son los únicos que pueden dar validez a este diagnóstico. 

En la actualidad se acepta la utilización de técnicas moleculares en el campo de la 

epidemiplogía, a lo que se ha denominado epidemiología molecular (45). 

Las técnicas de biología molecular permiten la identificación más que de los 

microors:anismos las de sus caracteristicas a nivel genético, siendo posible poner de 

manitlesto la presencia de un fragmento de DNA que contenga el mensaje de una 

subunidad pat a alguna toxina, o también la presencia de fragmentos de genes de resistencia 

a algunos medicamentos 
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Ya que estas metodologías se basan en la característica de homología y 

complementariedad que hay entre las cadenas del DNA de los ácidos nucleicos La 

molécula de DNA de doble cadena se puede desnaturalizar y separar en cadenas sencillas 

por calentamiento o por adición de sustancias químicas como el hidróxido de sodio y luego 

se renaturaliza bajo condiciones adecuadas (45,46) 

Las pruebas de biología molecular empleadas para estudios a nivel genético, se 

pueden clasificar en dos grupos que son: 

Los ensayos de hibridación 

2 Las metodologías que involucran la amplificación de secuencias nucleotídicas 

8. Ensayos de hibridación 

La hibridación es la unión de dos cadenas individuales complementarias de ácido 

nucleico de diferente origen, una de las cuales es de secuencia conocida y es previamente 

marcada, a la que se le denomina sonda, mientras que la otra es la cadena problema y se 

unen para formar una molécula de doble cadena estable (46) Se pueden unir las secuencias 

complementarias de cadenas de DNA-DNA, RNA-RNA Y de DNA-RNA. 
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Las cadenas cuyas secuencias de bases son complementarIas se unen entre SI, 

semejando el cierre de una cremallera y como tales pennanecen unidas La estabilidad de la 

hibridación depende de la homología entre la secuencia nucleotídica de las cadenas y las 

condiciones de la hibridación (46). 

Para fines diagnósticos la hibridación se efectúa entre el DNA blanco o molde que 

se encuentra en la muestra y un fr~omento de DNA de secuencia conocida, al que ya 

conocernos como sonda (46) 

En la hibridación el primer paso es a partir de cadenas dobles de DNA blanco que se 

desnaturalizan para poder trabajar con cadenas sencillas (46). 

La cadena sencilla por su parte es capaz de reasociarse con otra cadena de DNA o 

bien con un RNA de secuencia complementaria y así fonnar un híbrido 

Son cuatro los componentes de la hibridación para completar la reacción la sonda., 

el sitio blanco que está contenido en la muestra problema, la molécula reportera y el 

método de hibridación (45), 

Las sondas empleadas para el diagnóstico de E. co/l causante de diarrea, 

previamente son evaluadas con respecto a sensibilidad y especificidad empleando modelos 

de experimentación en asa ligada y en cultivo celular como se muestra en la tabla 1. 
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Tabla 1. Pruebas de referencia y estándares de- oro para demostrar el mecanismo de 

patogenicidad de los cuatro diferentes grupos de Escherichill coli patógena. 

Grupo Mecanismos de Pruebas más comunes 
patoo-enicidad 

ETEC Enterotoxinas L T Y ST Asa ligada de conejo, prueba 
de factor de permeabilidad, 
ensayo en cultivo de tejidos I 
(CHO* YI '*), ELISA, 
hibirdación de DNA con 
sondas moleculares. 

EIEC lnvasividad Pruebas mvasividad de 
cultivos celulares (HeLa***, 
Hep-2****), prueba de 
Sereny positiva 
( queratoconjuntivitis en 
cobayos o conejos), 
hibridación del DNA. 

EPEC Adherencia Pruebas de adherencia en 
cultivos celulares (HeLa, 
Hep-2), hibridación de DNA 

EHEC Citotoxinas SL TI y SLTIl Efecto citotóxico sobre 
(VTly VT2) cultivos celulares (HeLa, 

Yero), hibridación de DNA 

*CHO. Células de ovario de hámster chino 

**y 1: Células de tumor adrenal 

***HeLa. Células de carcinoma de cérvix. 

****Hep-2 Células de carcmoma laringeo 

Fuente: Eslava C, J Vdlascca, A Cravioto Cepas de J';sche/l"lclU co/¡ relacIonadas con 
diarrea. D13gnóstico de laboratorio de infecciones gaslromtcstina1cs Giollo e s, A 
Escobar, J. L. Yaldcspino (cd) México InDRE SSA 1994 pp 254 
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9. Variantes del procedimiento de hibridación 

9.1 Hib"idación en fase líquida. 

Es la llamada Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), que consiste en un 

procedimiento rápldo para la amplificación enzimática 1II \'ltro de un segmento especifico 

de DNA (47) Tanto el DNA a identificar como los iniciadores o "primers" se encuentran 

libres y en movimiento aumentando la probabilidad de que las secuencias complementanas 

se alinien y se unan, tiene la ventaja de que aquí la hibridación es de 5 a 10 veces mas 

rápida que en la fase sólida (48) 

9.2 Hibridación in situ. 

La hibridación m situ se realiza en tejidos fijados con fonnalina e incluidos en 

parafina. Esta técnica es ütil principalmente en microorganismos patógeno!'; intracelulares 

como los virus, además de que se puede observar simultáneamente la citopatología en el 

tejido, con la presencia del abrente infeccioso detectado con una sonda especifica marcada 

con la peroxidasa o fosfatasa alcalina (49). 
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U. Fundamento de la hibridación en fase sóljda"colony blot" 

La hIbridacIón en fase sóhda "colony blof', se fundamenta en la umón de dos 

cadenas mdlvlduales homólogas y complementarias de áCIdo nuclelCo de dIferente ongen 

que se unen para formar una molécula de doble cadena estable, que permanecen umdas, 

sobre una membrana de nylon O nitrocelulosa que sirve como soporte sóJ¡do_ 

A una cadena se le llama molde o blanco y está en la muestra y la otra cadena se le 

llama sonda y es de secuencia conocida, La muestra es la fuente de áCido nucleico por 

analtzarse y puede ser una suspensión de un orgamsmo desconocido (cepa pura para 

confirmación del cultIvo) o una muestra clímca como matena fecal o hiSOpo rectal (45,46) 

El áCido nucleico en la muestra es refendo como el DNA o RNA blanco, y la sonda 

marcada, cuya marca puede ser radiactiva (con un radlolsótopO) o no radiactiva (una 

enZima, digoxigemna o biotina) y es 10 que se conoce como molécula reportcla (46) 

En el diagnóstico, las herramientas de bIOlogía molecular se pueden emplear con 

tines epidemiológicos, como es el caso de la téctUca de hibndación en fase sól¡da "colony 

bloC, la cual es altamente sensible y específica por lo CjtlC fue ut¡ltzada con efectividad 

para dctcrrl1lt1ar los cuatro principales grupos patúgenos de h: ('oh causante:" de diarrea en 

MéXICO 



III. Planteamiento del problema 

La finalIdad de haber utilizado la técnica de hibndación en fase sólida" colony 

blof' en el presente estudIO fue para obtener mformación epidemiológIca confiable sobre 

los cuatro pnnclpales grupos patógenos de E. colr en algunos Estados de la República 

Mexicana, la cual no eXIste, así como también conocer el mecanismo de patogemcldad de 

cada uno de los grupos patógenos diagnostIcados, ETEC, EIEe, EPEC y EHEC, relacionar 

el conjunto de SIgnos y síntomas de los pacientes con cada grupo dIagnosticado, determinar 

de acuerdo a la edad qmenes son más vulnerables y a que grupo patógeno, relacIonar si hay 

más susceptIbilidad del sexo femenIDo o masculino a la mfección por E. colf patógena y 

hacer un balance de la distribucIón estaciona! en MéXICO 

Por lo que se propone que es necesano realizar estudios de diagnóstIco como la 

hibndacón en fase sóJ¡da "colony blof', que ayuden a conocer y reafinnar la Importancia de 

J~' colr como agente causal de diarreas en nuestro país ya que en MéXICO no existe 

mformaclón epidemIOlógica de sus cuatro principales grupos patógenos 
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IV. Objetivos 

GENERAL 

• Determmar el grupo patógeno al que pertenecen las cepas de J:', col! aisladas de casos 

de diarrea en MéXICO por medio de la hibndación en fase sólida "colony blof' 

PARTICULARES 

• Caracterizar cepas aisladas de E.coh utilizando la técmca de hlbndac¡ón en fase sólida 

"colony blof' 

o RelacIOnar los grupos ETEC, EPEC, EIEC y EHEC, con los casos de diarrea por E. ca/¡ 

reportados en la República Mexicana con fines epIdemiológicos 

• Determmar la distnbuClón esraclonal y etárea de cada grupo patógeno 

• Conocer la relación entre cuadro clíniCO y grupo patógeno 

• Estudiar la relación entre sexo y la susceptibilidad a E. co/¡ en la población 

meXicana, 
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v. Hipótesis 

Si se uttltzan sondas de DNA provenientes de genes de vlrulencla específicos para 

cada uno de los cuatro grupos patógenos de E ca/¡ ETEC, EIEC, EPEC y EHEC, en el 

diagnóstlco por hibridación en fase sóhda "colony blot" de las cepas aisladas, es posible 

establecer la relacIón como agente etiOlógico a uno de los cuatro grupos patógenos de F. 

coli con los epIsodiOS de dIarrea, así como tambIén obtener mfonnaclón sobre el cuadro 

clíniCO y si eXiste vínculo entre sexo y suscepttbilldad aE. co/¡ en la poblacIón mexIcana 



VI. MATERIAL Y METOOO 

Material biológico 

Se estudIaron 4850 cepas de Fschenchza col! aisladas de casos de diarrea en 22 

Estados de la República MeXicana 

Material 

• Placas de BAB (base agar sangre) 

• Soportes de cuadrícula enumeradas 

• Asas bactenológlcas 

• Mechero Flscher 

• Membranas de nylon "Millipore" 

• Pinzas de disección 

• Papel filtro 

• Recipientes de Vidrio O refractan os 

• Bolsas ChIcaS de plástico (al tamaño aproximado de la membrana) 

• Pipetas desechables estériles de 2, 5 Y 10 mI 

• Cajas de petn 

• Vasos de precipitados de 500 mI 

• I\1atraces erlenmeyer de 100,250 Y 500 mI 

• Probetas de 10, 50, 100,500 Y 1000011 

• Espátula 



• Charolas de plástico para pesar 

• Gasas 

• Tijeras 

• Lápiz 

• Guantes de látex desechable 

• Mlcropipeta de 100¡..t1 

Equipo 

• Estufa de incubación a 37°C, ><Thelco Model6" 

• Baño maria a 65°C, "Blue M' 

• Parrilla de agitación y calentamiento, "Corning" 

• Balanza analítica digital, "Chyo Balance" 

• Horno de luz ultraviOleta, "Sio-Rad 65 Gene Linker rnl
'. 

• Agitador eléctrico de movimientos oscilatonos y temperatura graduables, '"'Lab-Line 

Orba Envlron-Shake" 
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Reactivos y soluciones 

Para ltsar las colonIas y obtener el DNA 

• HIdróXIdo de sodIO al O 5 N 

• TRIS pH 8 al I M 

• Solución TRlS pH 8 al I M-NaCI 15M 

• SSC 2X 

Para la hIbrIdaCIÓn del DNA y revelado de la membrana 

• SolucIón de prehlbridaclón 

• Sondas de DNA: LT, ST, lal, Bfp y hlyA, marcadas con dlgoxlgenina 

• Solución de lavado 

• Buffer A 

• Buffer B 

• Buffer B + antidigoxigenma (anticuerpo conJungado a peroxidasa) 

• Buffer e 

• Buffer e + :'\Jaro Azul de Tetrazoho (NBT) + 5-bromol-4-c1oro-3--mdotl 

fosfato (BClP) 

Para sanJtlzar áreas y desactIvar desechos 

• SolucIón de etanol-bcnzal (1 1) 

• SolUCIón de hlpocloflto de sodIO al 13% 



Sembrar cepas de l .. : co/¡ en placas 
de BAB de manera ordenada 
Incluyendo testigos de referencia 

¡ 
Incubar de 4 a 5 horas a 37°C y después 
colocar una membrana de nylon y dejarla 
illcubando toda una noche 

Lavar las membranas con solución TRIS 
pH 8.0 1M, TRIS pH 8.0 lM- NaCl 
1.5M y SSC 2X 

¡ 
Dejar secar al aire la membrana y fijar 
con luz U.V a 250 Joules por 2 minutos 

¡ 
Prehlbndar la membrana con 2 5 a 3 O mI 
solución de prehibndación por una hora a 65°C 

Hlbndar la membrana con la sonda de ONA 
correspondiente ST,LT, ¡al, Bfp, hlyA, marcadas 
con dlgoxlgenina 

RcvcJar b.s membranas con NBT y BCIP 

Figunl 2. I)ia~nun'l de flujo de:- 1 .. hibridaciún e:-11 fase sólid~l "colollY blof". 



10. Metodología de la hibridación en fase sólida '4colony bloC' 

El diagrama de la figura 2 resume la metodología que se descnbe a continuación 

Se sembraron las cepas por quintuplicado sobre placas de agar base sangre siguiendo 

una cuadricula para sembrar 100 cepas en cada placa de manera ordenada incluyendo a 

las cinco cepas de referencia 

Se incubaron las placas de 4 a 6 horas a 37°C 

Sobre la superficie de cada una de las placas se colocó una membrana de nylon 

"Milhpore" 

Se dejaron incubando toda una noche a 37°C 

Se retiraron las membranas de las placas y se colocaron sobre papel filtro saturado con 

NaOH 0.5 N, para romper bacterias 

Las membranas reposaron 15 minutos sobre el papel filtro con NaOH con las colonias 

hacia arriba 

Posteriormente se transfirieron las membranas a papel filtro saturado con solución TRIS 

1 M pH 8 Y se dejaron 10 minutos, para neutralizar el pH 

Se transfirieron las membranas a papel filtro con una solución TRIS 1 M pH 8 Y NaCl 

1,5 M por 10 minutos 

Las membranas se enjuagaron en solución SSC 2X 

Las membranas se dejaron secar a temperatura ambiente 

El DNA después se fijó a la membrana con luz U Va 250 joules por 2 minutos 
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Las membranas se colocaron en bolsitas de plásttco y se les adlclonó 5 mI de solución 

de prehibndaclón y se dejaron mcubar a 65°C por una hora en baño de agua 

La solución de prehlbndaclón se desechó de cada una de las membranas 

Se adIc10nó 25 mI de líqUIdo de prehibridación con cada una de las sondas de DNA 

marcada con dlgoxlgenma a la membrana correspondiente y se dejaron hibndar toda la 

noche a 65°C en baño de agua 

Al día siguiente se prepararon 300 mi de solución de lavado manteniéndola a 65°C 

hasta su uso 

Se retiraron las sondas de DNA de cada membrana y se guardaron para su reuso 

Se colocaron las membranas por separado, con el DNA hacta amba, en recIpientes de 

pláshcO y se enjuagaron con 20 mI de solución de lavado 

Se desechó la solución de lavado y se le adicionaron otros 20 mi a cada membrana y se 

mcubaron a 65°C por 15 minutos 

Se desechó la solUCión de lavado de cada membrana y se repItió el paso antenor 

Después se agregaron 20 mI a cada membrana de buffer A y se agItaron por 1 rnmuto 

Se transfirió cada membrana a 20 mI de buffer B y se colocó en agitación por 30 

minutos 

Las membranas se colocaron en 10 mI de buffer B con 1 5~d de anticuerpo 

(antldlgoxlgenma), conjugado a fosfatasa alcalina y se dejaron Incubar por 30 mmutos a 

temperatura ambIente y en agitaCIón 
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Pasado este tiempo cada membrana se lavó dos veces con 20 mi de bufter A y en 

agitación durante 15 mmutos 

Se enjuagó cada membrana con 20 mi de buffer C y en agitación de 1 minuto 

Cada membrana se colocó en 10 mi de buffer C y se adicIOnaron los reactivos para 

revelar la hlbndación' 45p.1 de NBT y 35p.l de BeIP, que fueron el sustrato de la 

enZima 

Las membranas se dejaron incubando en un lugar oscuro y a temperatura ambiente 

hasta la apanción de color negro 

Las membranas después se enjuagaron con 20 mI de buffer e y se dejaron secar a 

temperatura ambiente 

Las membranas ya secas se guardaron en bolsas de plástico para su posterior 

mtcrpretaclón, 

Los resultados se registraron en la libreta de control. 



Vil. RESULTADOS 

Se estudiaron 4850 cepas de E colf aisladas de pacientes con diarrea 

provenientes de 22 Estados de la Repúbhca Mexicana durante el periodo de noviembre de 

1999 aJunio del 2000 

La figura 3 muestra la membrana de nylon somettda a hibridaCión en fase sólida 

«colony blof'. 

El análiSIS estadístico se realizó para determmar la importancia de cada grupo 

patógeno de E co/¡ en la población mexicana. En la figura 4 se puede observar que el 

porcentaje de distribución de las cepas que resultaron positivas a alguno de los grupos 

patógenos fue del 62% (3005 cepas), Siendo ETEC el más Importante y el menos frecuente 

EHEC y las que no resultaron patógenas fueron el 38% (I845 cepas) 

En MéxIco se cuenta con poca mfonnaclón epidemJOlóglca que 1I1dique la 

distribucIón estacional de E cob como agente patógeno, motivo por el cual con los 

resultados obtemdos se construyó la gráfica de la figura 5 y la tabla 2, que muestran que el 

grupo ETEC fue el más importante La figura 6 mdica que ETEC estuvo presente de 

manera Importante en el mes de junio, en tanto que los grupos [lEC y ErEe le sigUIeron 

en importancia y con un ligero incremento de casos en el me_" de marzo como IOdican las 

figuras 7 y 8, ffiiCntras que el grupo con menos casos fue EHEC cuyo mcrcmento de 

muestras fue en el mes de noviembre lo cual se ob~erva en la figura 9 



12. Membranas con cepas de E~cllerichill coli sometidas a la técnica hibridación en 

fase sólida ·"colony blof'. 
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l' , E CO/¡ positiva al grupo EHEC. 
2'. E. col! negativa 
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Figur.a 4. POI"ccntaje de cepas de Escherichia col; patógenas ,Y patógenas aisladas 

durante el periodo de noviembre de 1999 a junio del 2000. 
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Ta bla 2. Distribución estacional del total de cepas obtenidas de Escherichia coli en 

México durante noviembre de 1999 a junio del 2000. 

MES/GPO· ETEC EPEC EIEC EHEC NP TOTAL 
NOV I 104 12 35 16 98 265 

DIC 175 13 25 O 199 412 

ENE 341 39 77 O 260 717 

FEB 287 37 65 O 151 540 

MAR 350 76 122 5 222 775 

ABR 126 7 35 7 168 343 

MAY 173 16 31 O 184 404 

JUN 789 6 34 2 563 1394 

TOTAL 2345 206 424 30 1845 4850 

NP = No patógen<t 

:n 



800 
n 

Ú 700 

600 ! 
I 

d 500j 
e 

400~ 
I e 3001 a ¡ 

s 200; 
o 

1001 s 
o' 

NOV DIe ENE FEB MAR ABR MAY JUN 
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La frecuencia de casos de diarrea por grupo se presenta en la tabla 2. en la cual se 

observa que en orden de Importancia ETEC fue el grupo más frecuente con 2345 casos y 

EREe el que causó sólo 30 casos. Cabe aclarar que a las 30 cepas que htbridaron para 

EHEC se les reahzó serología para saber SI correspondían al grupo O 157 Y resultaron 

negativas a la serología Esto indica que en México hay cepas EREe no 0157 H7 

Por lo que respecta al panorama general en los Estados de la República MeXicana en 

la tabla 3 se muestran las cifras y grupo de las cepas que resultaron patógenas, así como la 

entIdad federativa de la que provenían. El mapa de MéXICO de la figura 10 Ilustra la 

distnbución de los grupos patógenos mdicando que hay Estados que tienen los 4 grupos 

patógenos básicamente en la zona del Golfo de México, en el DF y Mlchoacán Los 

Estados en los que se diagnosticó tres grupos patógenos ETEC, EIEC y EPEC, fueron del 

norte de la República como BCS, Chihuahua, del sur del país Chiapas, en el centro, Estado 

de MéXICO y Tlaxcala También hubo Estados en los que sólo se diagnosticaron cepas para 

EIEC y EPEC como en el caso de Nayarit y Sonora y donde sólo hubo cepas para EIEC y 

EPEC, fue en Nuevo León 

Además hubo Estados en los que solo se encontró un grupo patógeno, ETEC como 

en Jalisco, Querétaro, Oaxaca y Morelos, en tanto que ~n San LUIS Potosi solo se 

diagnosticaron casos de dJarrea causada por EIEC 



Tabla 3. Casos de diarrea causados por Esclzerichia coli patógena por entidad 

federativa en México. 

EDO/GPO ETEC EIEC EPEC EHEC TOTAL 
BCS 14 1 1 O 16 

CAMP 32 3 5 41 
CHIR 12 O 14 
CHIS 23 3 O 27 

DF ]]7 32 18 168 
HIDALGO ]]40 263 133 21 1557 
JALISCO 455 O O O 455 
MEX EDO 125 4 2 O 131 
MICHOAC 3 39 19 2 63 

MOREL 12 O O O 12 
NAYAR 92 2 O O 94 

NVOLEON O 12 5 O 17 
OAXACA 5 O O O 5 

QUERET 1 O O O 1 
SLP O O O 

SONORA O O 2 
TABASCO 25 5 5 36 

TLAXCAL 134 32 7 O 173 
VERACR 154 25 9 4 192 
TOTAL 2345 424 206 30 3005 
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Figura 10. Distribución de los cuatro grupos patógenos de Escherichia coli en México. 
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Los Estados que participaron activamente y enviaron al InDRE un numero 

consIderable de muestras fueron H¡dalgo, Tabasco y Veracruz 

Diez Estados no enviaron cepas al ¡nDRE razón por la que se desconoce que grupos 

patógenos están presentes 

De acuerdo a la edad de los pacientes diagnosticados la cual se muestra en la tabla 4 

se pudo observar que los niños menores de 1 año fueron los mas afectados, por los 4 grupos 

patógenos, ya que un número importante de los casos pertenecieron a esta edad, 

principalmente el grupo ETEC, también se observó que de solo 30 casos diagnosticados 

como EHEC en todo el estudio, 12 fueron en niños de 0-1 año. 

Siguiendo con los niños de 2 a 5 años que también mostraron ser importantes 

candidatos a los cuatro grupos patógenos De los 6 años en adelante se agruparon las edades 

en intervalos de 10 en 10 años de edad hasta los 85 años mostrando la tendencia a ser 

mayor el número de casos del grupo ETEC, seguido por EIEC, que también reportó cifras 

importantes sobre todo de los 6-15 años 

En lo que respecta al cuadro clínico, con la infonnación obtenida de los pacientes 

durante los episodios de diarrea se construyó la tabla 5, donde se aprecia que en el grupo 

ETEC los síntomas más frecuentes fueron la diarrea, vómito y deshidratación En los 

grupos EIEC y El-lEC la diarrea con sangre no fue con la frecuencia que se esperaba El 

grupo EHEC prinCIpalmente causó diarrea mientras que en EPEe la diarrea se presentó con 

vómito sólo en 19 de 206 casos y en ElEC la diarrea no presentó moco 
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Tabla 4. Distribución etárea de los casos diagnosticados de Esclrerichia coli patógena 

en México durante noviembre de 1999 a junio del 2000. 

EDAD/GPO ETEC EIEC EPEC EHEe NP TOTAL 
0-1 817 155 88 12 632 1704 
2 174 52 13 2 174 415 
3 126 20 12 O 86 244 
4 68 14 7 1 92 182 
5 87 9 5 O 55 156 

6a15 272 48 19 3 206 548 
16a25 156 29 7 2 113 307 
26a35 178 22 8 3 111 322 
36a45 131 16 14 2 102 265 
46a55 82 14 9 2 60 167 
56a65 37 6 7 40 91 
66a75 48 7 5 O 26 86 
76a85 17 O 5 18 41 

85amás 152 32 7 130 322 
TOTAL 2345 424 206 30 1845 4850 

Np:::: No patógena 



Tabla 5. Relación de los cuadros clínicos dUl"ante los episodios de- dian"e-a por 

EscJzericJzia coli patógena y no patógena en los pacientes diagnosticados 

durante los meses de noviembre de 1999 a junio del 2000. 

muro DS DIARREA \OVIIO F1Ji1lRE IlI'SIllOOtITAOO"I 

EJR: 7 2338 71 6 ro 
EIEC 5 419 l7 O 7 
mr 1 205 19 2 1 
EHEC O 30 O O 

NP 5 1840 48 9 28 

10fAL 18 4832 156 l7 96 

D/S :=: DialTC~l con sangre 

NP= No patógena 
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La figura 11 señala que en cuanto al sexo la distribución de casos de dIarrea es 

homogénea, sólo es ligeramente mayor en el sexo femenino en los casos debidos a EHEC. 
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Figura 11. Relación entre el sexo y la susceptibilidad a Escherichia coli patógena en 
la población estudiada. 

NR~ No reportado 

Np:::: No p~ltógen.a 

M= Masculino 

F"'- Fe-lI\ruino 
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Vl\I. DISCUSION DE RESULTADOS 

La importancia de diagnostlcar adecuadamente las enfermedades dIarreicas 

en una población radica en que en la mayoría de los casos el agente etiológlco es muy fácil 

de transmitir propiciando que se desencadene un brote, también porque a veces resulta ser 

resistente a los medicamentos más Comunes y lo más grave es que es causante de un alto 

índice de mortalidad sin que en su momento, se logre identificar adecuadamente al agente 

etiológico en muchos de los casos, como lo reportan Schaechter et al, Muhldorfer et al y 

Blanco el al en sus estudios (1,4,5). 

Las técnicas de diagnóstico molecular nos dan resultados específicos del agente 

etiológi¡:o, el tiempo para conocer el resultado es mucho menor que con las técnicas 

microbiológicas convencionales aislando al microorganismo en medios de cultivo, pruebas 

bioquímicas que suelen en ocasiones ser inespecíficas La serología tiene sus desventajas 

también, ya que debe obtener al microorganismo aislado y puro, además de que muchas 

veces sirve sólo como apoyo al diabT'flóstico 

Por lo tanto desde que se desarrollaron las técnicas de diagnóstico molecular, se 

pueden obtener resultados específicos, ya que por medio de los fragmentos de DNA de los 

microorganismos se desarrollaron las llamadas sondas, para fonnar híbridos con las 

muestras problema que correspondan, figueroa ct al (45) 

so 



Existen varias metodologías para identificar microorganismos por medio de bIOlogía 

molecular, en este caso se utilizó la hibridación en fase sólida "colon)' blof', para co!omas 

de ¡~. colf aisladas. Se utilizaron las sondas especificas para cada grupo, ST y L T para 

ETEC, /al para EIEC, ~fp para EPEC y hlyA para EHEC, al igual que las que utilizan 

algunos investigadores de enfermedades diarreicas causadas por E coh patógena, Nataro, 

Kaper (2) 

Cada una de estas sondas contiene los genes involucrados en la patogenicidad que 

caracteriza a cada grupo y que ha sido secuenciado para el diagnostico de E ca/¡ patógena 

y cuatro de sus principales grupos según los reportes de, Nataro y Kaper (2) 

En México se vienen realizando los diagnósticos de algunas enfermedades 

infecciosas por medio de técnicas de biología molecular, desde 1997, sin embargo no 

existen registros oficiales de los casos diagnosticados, a pesar de que en países como 

Estados Unidos desde el 1992 se vienen registrando casos de dIarrea por ETEC de personas 

que viajan a nuestro país y contraen la infección, según los datos reportados de estudios 

reahzados por Figueroa et al y Zhi- Dong et al (45,50). 
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En el presente estudio en orden de importancia, resultó ser ETEC el grupo más 

diagnosticado, con una incidencIa de 48%, datos de estudios realizados por Albert et al , 

Flores et al y Hoque et al (51,52,53), muestran que el porcentaje de casos endémicos por 

ETEC varía de 10 a 30% que prinCIpalmente abarca a la población infantil, en tanto que en 

niños de edad escolar y en adultos, la incidencia es baja quizá porque por lo general la 

infección es asintomática, Mangia et al y Tomieprth et al (54,55). 

En comparación con los resultados obtenidos de los 22 Estados de la República 

Mexicana la edad más afectada fue la de 0-1 año de edad con 817 casos de los 2345 para 

ETEC, seguido de 368 casos de niños entre 2 y 4 años y los pacientes de edad escolar que 

generalmente son de los 5 a 15 años presentó 359 casos, siendo por lo tanto los niños de 0-1 

año los más afectados 

El promedio de aislamiento reportado para ETEC es del 42% de los casos en 

América Latina, el 16% en Asia y el 36% en Africa, utilizando las técnicas de hibridación 

para su diagnóstico, según Abdul et al y Schultsz (56,57), dato que se confirma que en 

México también es el grupo que ocasiona más cuadros diarreicos con un 48% de casos en 

la población mexicana. 
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Así como alrededor del mundo, ETEC se encuentra más en zonas marginadas, 

existen reportes de mayor frecuencia de casos en zonas con condICiones hIglénicas bajas 

como es el caso de la zonas rurales, Nataro et al (2) 

En México la mayoría de los casos se dieron en zonas o Estados donde las 

condiciones ambientales favorecen la infección, como muestra la tabla 2, Hidalgo, Jalisco, 

Tlaxcala, Veracruz y Estado de México que presentaron el mayor número de casos en el 

orden de importancia El otro caso fue un desastre natural el que dió las condiciones 

propicias para que se desencadenara el brote diarreico, como fue el caso de Chalco que en 

el mes junio por las fuertes lluvias se inundó la zona y el vehículo de infección fueron las 

aguas negras estancadas, dando como resultado un número elevado de casos de diarrea por 

ETEC como se puede apreciar en la gráfica de la figura 6 

Nataro et al y Zhi-Dong et al (2,50) mencionan que ETEC es el grupo más 

diagnosticado principalmente en países en desarrollo y en personas de países desarrollados 

que adquieren la infección al visitar zonas o paises endémicos, donde los brotes de diarrea 

por este agente etiológico $011 muy comunes 



El grupo ETEC presenta un mecamsmo de patogenicidad que le permite mfectar 

fácilmente al ser humano, así como causarle enfermedad, sobre todo a personas 

inmunosuprimidas, niños de O hasta 5 o 6 años corno lo reporta Nataro et al (2), sm 

embargo personas adultas sanas también suelen ser ideales para que algunos de estos 

grupos patógenos provoque diarrea 

ETEC fue de los primeros grupos en los que se estudió bien su mecanismo de 

patogenicidad y la inmunidad que causa al exponerse la persona a cepas ETEe, 

ocasionando gran interés para la elaboración de vacunas para prevenir la infección, y por 

supuesto el diagnóstico rápido, Levine et al (58). 

Ya está definido que sólo por medio de la producción de toxinas LT (termolábil) y 

ST (termoestable) y diferentes factores de colonización ETEC puede provocal diarrea, 

mecanismo de patogenicidad estudiado por Nataro et al y Moseley et al (2, 3), dando como 
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resultado que en poco tIempo haya una fu ene salida de agua y electrolitos y por supuesto 

que el paciente se deshidrate de manera Importante, como muestran los resultados de la 

tabla 5 que indica los síntomas que predominaron durante el cuadro diarreico y en este 

caso fue la deshidratación con 60 casos. 

En el diagnóstico de ETEC las cepas tienen la caractenstlca de producir más la 

toxina ST en la mayoría de los casos endémicos, datos referidos por Albert et al y Flores et 

al (51,52). Lo cual concuerda con los resultados obtenidos de las cepas aisladas en el 

InDRE 

El cuadro clínico que se manifestó generalmente fue diarrea, el vómito en sólo 71 

casos, deshidratación en 60, fiebre en 6 casos y en 7 diarrea con sangre, cabe hacer 

mención que este tipo de información no resulta suficiente para apoyar al diagnóstico, ya 

que sería conveniente realizar las encuestas de manera que se obtenga la mayor 

información real sobre el cuadro diarreico en el paciente y ésta sea aplicada en toda la 

Repúbhca MexIcana, aunque no todas las personas reaccionen igual a la infección. 
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El estudio de la relacIón entre sexo y susceptibilidad a F coII patógena en la 

población mexicana nos mostró que es Igualmente importante en los dos ya que resultó ser 

muy homogéneo. La comparación de este factor no está reportado en la bIbliografía al 

parecer se considera que por igual puede afectar a mujeres como a hombres como lo 

describen los resultados obtenidos. 

El grupo EIEC resultó ser el segundo en importancia para este estudio con 9% de 

los casos en el periodo de noviembre de 1999 a junio del 2000. 

Estudios epidemiológicos sobre EIEe han mostrado que se dan brotes en personas 

que han consumido alimentos o agua contaminados en lugares o zonas delimitadas como 

por ejemplo restaurantes o banquetes, Nataro y Kaper (2), reportaron un brote de un 

restaurante en Texas enfennaron de diarrea 370 personas adultas 

En el caso de los 22 Estados de la República Mexicana se puede apreciar que los 

brotes están distribuidos en 18 Estados, concentrando el mayor número de casos en 

Hidalgo, pero esto es porque éste Estado fue el que mayor número de cepas envió al InDRE 

durante los 8 meses estudiados 



0Jataro y Kaper (2) reportan una incidencla alta en adultos en la mayoría de los 

casos, sin embargo es un dato que difiere con los resultados obtenidos y presentados en la 

tabla 3, que de 424 casos diagnosticados 155 fueron en pacientes de 0-1 año, mientras que 

de 6-l5 años reportaron 48 casos, siguiendo los pacientes de 85 años o más con 32 casos, lo 

cual nos dice que en México el grupo EIEC por orden de importancia atacó más a infantes 

de 0-1 año de edad seguido por los de 2 años y por último a los de 6-15 años, en el 

periodo de noviembre de 1999 ajunio del 2000 

La distribución del grupo EIEC en los 18 Estados de la República Mexjcana 

posiblemente es debida, a lo ya mencionado, falta de higiene y hábitos en la población, 

principalmente la rural, en cuanto a la edad mas afectada difiere a lo que detenninan 

Nataro y Kaper (2), en estudios sobre epidemiología de estas enfermedades infecciosas, 

suele ocurrir que, como la mayoría de las infecciones son transmisibles de persona a 

persona, alimentos o agua contaminada, no se descarta la posibilidad de que estos pacientes 

hayan adquirido la infección por alguna de estas vías. 

La importancia de diagnosticar adecuadamente al grupo EIEC corno agente causal 

de dIarrea es por que Su mecanismo de patogenicidad es similar al de S'hlgcfla .,¡p, Parsot y 

Nalaro (22,24) investigaron que ambos microorganismos tienen el fenotipo que causa 

enfermedad la invasividad del epitelio y la producción de una enterotoxina que provoca 

(harrea aCUOSa acompañada de moco y a veces sangrado, indicio que nos muestra el daño 
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que pueden causar estos microorganismos, por lo que el diagnóstico adecuado permitirá en 

algún momento dar el tratamiento adecuado y reestablecer la salud del paciente 

Sin embargo las cepas aisladas en el presente estudio no refieren estos signos, 

contrario a lo reportado por Nataro y Kaper (2) el cuadro clínico reportado por los pacientes 

que presentaron diarrea por EIEC advierte que de las 424 cepas aisladas solo 5 presentaron 

diarrea con sangre y ninguna refinó la presencia de moco, estos reportes concuerdan que en 

países en desarrollo los casos de diarrea por EIEC pueden ser semejantes a ETEC, Nataro y 

Seritawa (24). 

Otra posibilidad pudiera ser que quizá el dato no haya sido proporcionado por los 

pacientes, ya que es indicio importante de los signos en episodios de dlarrea para el apoyo 

en el diagnóstico de EIEC, según su mecanismo de patogeOlcldad 

Los resultados obtenidos de la distribucIón en los diferentes Estados de la República 

Mexicana, sin duda Hidalgo fue el que más casos de diarrea presentó por EIEC, seguido 

por Michoacán, Tlaxcala, el DF y Vera cruz, siendo los Estados con un número importante 

de casos, mientras que en los otros Estados se puede determinar que se pi escntaron brotes 

aislados de diarrea por este agente etiológico 
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Por lo que respecta a la susceptibllidad a este grupo la poblacion estudiada resultó 

ser homogénea al igual que en ETEC con un ligero incremento de casos en el sexo 

masculino. 

El siguiente grupo en importancia fue EPEC, aunque se aisló en mucho menor 

proporción que ETEC y EIEC, con un 4% mostró ser un agente causa! importante de 

diarrea en niños de 0, 1, 2 Y 3 años y de 6-15 años, lo que concuerda con los estudios 

epidemiológicos realizados por Levine y Edelman (58) muchos países muestran un 

panorama con el 17-20% de casos principalmente en niños de 2 afios a los cuales se les 

realiza el diagnóstico directamente de la materia fecal, resultando positivos al serotipo 

EPEC. Numerosos casos control han sido estudiados, por Nataro y Kaper (2) en los seis 

continentes encontrando a EPEC como el más frecuentemente aislado en infantes con 

diarrea 

EPEC provoca el tipo de enteritis infantil que ocasiona daños graves al mtestino 

debido a que posee un mecanismo de patogenicidad que le permite adherirse a las 

micro vellosidades para causar una lesión histopatológica la cual puede ser observada en 

biopsias de intestino, en necropsias de animales infectados y en cultivo celular donde se 

puede apreciar la adherencia localizada de las bacterias por medio del factor bfp, cuyo gene 

fue secuenciado como resultado de las invcstigacioncs de Donnenberg ct al, Cravioto et al y 

Baldini et al (15,16,17) para la obtención de la sonda en el chagnóstico del gmpo patógeno 

EPEe: 
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De su distribucIón en los 22 Estados reportados se halló el mayor número de casos 

en el Estado de Hidalgo con 133 casos, siendo en todo el estudio el Estado que más cepas 

refirieron al InDRE, después Michoacán con 19, DF con 18 y otros Estados se puede decir 

que su aislamiento fue ocasional pero estuvo presente en la mayoría de las entidades 

estudiadas 

Dado que se le clasifica como una enteritis infantil el mayor número de casos se 

diagnosticó a la edad de 0-1 año con 88 casos de los 206 aislados, 37 casos entre los 2 y 5 

años de edad, hablamos de que 125 cepas de 206 (60%), correspondientes a EPEC están 

distribuidas en la población infantil de 0-5 años, quiere decir que fue muy frecuente el 

grupo EPEC en niños menores al igual como lo reportan Nataro et al y Levine et al (2, 58) 

El cuadro clínico que predominó en este grupo fue la diarrea acompañada con 

vomito en 19 casos, la diarrea con sangre no fue importante. 

La susceptibilidad a EPEC fue más homogénea que en los grupos ETEC, EIEC, ya 

que tanto el sexo femenino como masculino mostraron ser susceptibles de igual manera a 

diarrea por EPEC, representado en la figura 11 

Al grupo EHEC se le responsabiliza de provocar el tipO de diarrea aguda y crónica 

en niños, princIpalmente cuando han consumido alimentos contaminados, Nataro y Kaper 

(2) 
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EHEC fue el grupo que menos casos presentó en el periodo estudiado, lo cual 

coincIde con los datos de un estudio rea\¡zado sobre un brote de diarrea sanguinolenta 

reportado en los EU por Jonson (59), involucró a 5 pacientes con ínfecclón por EHEC de 

234 diagnosticados y que el 20-25% de los casos que presentan el cuadro grave más común, 

Síndrome Urémico Hemolítico (SUH), resultaron ser causados por EHEC no 0157 H7, en 

otros países como Chile, Argentina, y Australia, Goldwater et al, Ojeda et al y Louie et al 

(60,61,62) registraron que el mayor número de casos de SUH por cepas EHEC no 

0157 H7 son también aisladas de pacientes con diarrea no sanguinolenta 

Un estudio en Bélgica realizado por Pierad et al (63), diagnosticó un porcentaje del 

62% de cepas de E. coli no 0157 H7 aisladas a partir de pacientes con diarrea no 

sanguinolenta comparado con un 32% que resultaron ser 0157-H7 

Dichos estudios muestran la similitud con los resultados obtenidos, ya que de las 30 

cepas EHEC que se aislaron, ninguna presentó dJarrea sanguinolenta, tampoco se tuvo el 

dato que fueran cepas provenientes de pacientes con SUH además resultaron negativas a la 

serotipificaclón lo quiere deCIr que el 100% fueron cepas no 0157 H7 

Por lo tanto el hecho de que no se hayan reportado pacientes con diarrea 

sangUlJlolcnta no es coincidencia ya que la serología nos confirmó que fueron cepas que no 

provocaron daño hcmolítico 



La mayoría de los casos de diarrea por EHEC se manifestó en niños de 0-1 año, ya 

que de las 30 cepas, 12 se presentaron a esta edad, mostrando que al igual que en los otros 

grupos diagnosticados los mejores candidatos a enfermar de diarrea por alguno de los 

grupos patógenos de E. coli fueron los menores de 0-5 años 

La susceptibilidad al grupo EHEC fue ligeramente elevada en el sexo fememno, 

mostrada en la figura 11, no hay reportes de que éste sexo sea mas vulnerable a EHEC 

Por lo tanto los resultados obtenidos en el presente trabajo tienen la finalidad de 

mostrar interés en este tipo de infecciones que por mucho son consideradas de tercer 

mundo, ya que en la mayoría de las investigaciones y reportes epidemiológicos, se habla de 

las enfermedades de primer mundo, como diabetes, hipertensión, enfermedades del corazón 

y los distintos tipos de cáncer, enfennedades virales como el VIH, por menCIOnar algunas, 

las cuales también se están incrementando de manera importante en países en desarrollo 

como México, mientras que la enfermedades infecciosas como la diarrea por F,~ co/¡ 

patógena se están quedando relegadas o bien solo se están realizando estudios a nivel 

investIgación 
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IX. CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados obteOldos del presente estudio se puede aprecIar que E 

co/¡ y sus cuatro pnoclpales grupos patógenos, ETEC, EIEC, EPEe y EHEC son agentes 

etiológicos causantes de un Importante número de cuadros diarreicos en la población 

meXicana 

En cuanto a la técmca de biología molecular "colony bloC se puede deCir que 

permitló determinar el grupo patógeno en las cepas de E. ca/¡ causantes de diarrea. De los 

cuales ETEC fue el grupo más importante en el dlagnósttco, pnncipalmente en el mes de 

Junio, mientras que EIEe fue el segundo en Importancia con una frecuencia alta en el mes 

de marzo 

EPEe presentó un número de casos que lo sitúan en el tercer lugar en Importancia, 

siendo el mes de marzo en el que más casos de aislaron, por último para el grupo EHEC 

se reportaron 30 cepas y nOViembre fue el mes en el que más casos se dlagnostlcaron 

El cuadro clínico más frecuente asociado al'.'. coll fue la diarrea y en nmgún grupo 

hubo asociación directa con un cuadro clínico en particular. 

En lo que respecta al grupo de edad más afectado a la infeCCión por 1:". coh patogena 

fueron los menores de 1 año de edad 

Por último, la infeCCIón por h.: coli estuvo dlstnbUlda de manera homogénea entre 

hombres y mUjeres 
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X.ANEXO I 

Soluciones para colony blot 

Solución de prehlbridaclón 

SSC 5X 

Reactivo bloqueador 1 % 

N-launlsarcosma 0, 1 % 

SDS 002% 

2 Solución de lavado 

SSC IX 

SDS O 1% 

3 Buffer A 

TRIS 100 mM pH 7 5 

NaCI150mM 

4 Buffer B 

Solución A 

Leche descremada 5% 

5 Buffer C 

TRIS 100 mM pH 9 5 

NaCIIOO mM 

MgC\! 50 mM 



Xl. GLOSARIO 

• Adhesmas plils o fimbnas mvolucradas en la adherencia 

• Antlcuerpo proteínas que produce el sistema mmunológlco cuando hay presencia 

de algún agente extraño al cuerpo 

• Antígeno sustancia que estimula la respuesta Inmune 

• Células Caco: células de lOestino de perro 

• Células Hep-2 o Hela: células de carcinoma 

• Citoesqueleto: estructura que le confiere ngidez a la célula 

• Clonar mtroduclr un gene o un fragmento de gene en una bacteria 

• Desnaturalizar: separar la doble hélice de DNA o RNA utlhzando medios fislcos y 

químIcos como el incremento de la temperatura o adlclón de 

hidróXido de sodio. 

• DIsentería: enfermedad que produce una dlarrea acuosa con moco y sangre 

• Edema acumulación de liquido. 

• Enterocitos. células dellOtestmo 

• Enterotoxmas' toxmas que producen las bactenas y cuya acción sé efectúa en el 

aparato digestivo 

• Factor de colonizaCión proteínas que ayudan a la bactcna a colonizar el mtestmo y 

causar daño 

• FenotIpo' característica notable en las bactenas conferida por los genes de 

VIrulenCia 

• Flmbna' estructura protélca de 70m de dIámetro que se encuentra en gran cantidad 

a 10 largo de la bactena 

• flagelos pentricos' flagelos alrededor de la bacteria 

• Genes' fragmentos de DNA con información especlÍ\ca 

• Hcmaglutmmas proteínas que aglutman a los entrocitos 

• Hcmo\isina' cnzlma que hsa los cntrOCltos 

• H¡\m(}ac¡on unión de dos cadenas de DNA o RNA de chfcfcnte origen pero que 

prc!>cntan homología 
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• H0111ología se habla de homología entre dos cadenas de DNA o RNA cuando 

tienen en común pares de bases o nuc1eótldos de su información 

genétIca 

• LIsis ruptura 

• Loci conjunto de genes que codifican para una proteína o algunas enzimas 

• Microvellosidad. estructura microscópica que forma parte de la mucosa del intestino 

• Perístaltismo: movimiento del intestmo para ejercer el lavado intestinal 

• Pili. filamento proteico que se encuentra a lo largo de la superficie bacteriana, 

también Hamado fimbria. 

• Plásmido: material genetico extracromosomal 

• Prehibridación' tratamiento previo que se le da a la superficie sólida en donde esta 

adherido el DNA o RNA, que se va a diagnosticar, con DNA o de 

esperma de salmón o timo de cabra, en solución, para evitar uniones 

inespecíficas durante la hibridación 

• Primers o iniciadores. secuencias especificas de nucleotidos 

• Pseudopodo prolongación o saliente 

• Renaturalizar. formar nuevamente estructuras de doble cadena 

• Secuenciar determinar la composición de bases puricas y pirimídicas que forman 

parte de un segmento de DNA 

• Sonda· fragmento de DNA o RNA de secuencia conocida. 

• Termolábil: que no es estable a altas temperaturas. 

• TennoestabJe- que es estable a altas temperaturas 

• Verotoxma. toxina quc ocasiona daño a las células Vero 
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