
<9507-~ 

.-~r 
UNIVERSIDAD NACIONAL ~1 

AUTON OMA DE MEXICO 

Unidad Académica de los ciclos 
Profesional y de posgrado del 

Colegio de Ciencias y Humanidades 

FACULTAD DE OUIMICA 

FACTORES PUTATIVOS DE COLONIZACION DE 

Escherichía coli ENTE ROTOXIGENICA: 

DETECCION, FRECUENCIA Y HOMOLOGIA. 

T E s s 
Üue para obtener el Grado de: 
MAESTRA EN BIOTECNOLOGIA 

p e s e n m 

O. B. P. Ana Guadalupe Trujillo Maca! 

¡¡¡ Méxko, D. f. 
TESIS CON 

FAIJ.A Di. O~ 

1993 



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 está 

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.  

 



CONTENIDO 

Página 

RESUMEN •....•..........................•..•••............•..... 1 

ABREVIATURAS ......•.•.........•...................•••....•....• 2 

l. INTRODUCCION ........................•......•. ; •........... 3 

11. JUSTJFICACION DEL PROYECTO ................................ 17 

111. HIPOTESIS ..............................•........•........• 18 

IV. OBJETIVOS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . . • . . . . . . • . . . . . . . . . . . . 19 

V. MATERJAL Y METODOS ....................•......•........... 20 

VI. RESULTADOS ..........•.................................... 26 

VII. DISCUSION •....................•................. , . . . . . . . . . 45 

VIII. CONCLUSIONES •............................................ 51 

IX. BIBLIOGRAFIA ...............................•............• 52 



RESUMEN 

E.,·cherichia coli enterotoxigénica. ETEC, es una causa importante de diarrea en niños en países en 

desarrollo, y en turistas que viajan a t.'Slos países. La habilidad de ETEC para adherirse y colonizar el 

intestino delgado es esencial para su patogenicidad. Se ha propuesto que la adherencia es debida a una 

amplia variedad de adhesinao;; fimbria les y no fimbria les especfficas,dcnominadas Factores de Colonización 

y Factores Putativos de Colonización, (CFAs y PCFs). 

Los ohjetivos de este estudio incluyeron 1) conocer la prevalencia de factores putativos de colonización 

(PCFOJ59, PCF0166, 2230 y CFA/111), en cepa.< de ETEC aisladas de niños mexicanos menores de S 

años y de turistas americanos; estas cepas fueron negativas para CFA/J, CFA/Jl y CFA/JV: 2) describir 

Ja presencia de homología antigénica y la illentidad entre las secuencias de aminoácidos de las flmbrias 

de ETEC. 

Se utilizaron pruebas de escrutinio como hemaglutinación de diversas especies de eritrocitos y agregación 

con difi:rentes concentraciones de sulfato de amonio (hidrofobicidad). para Ja valoración, en estos grupos 

de cepas. de posibles candidatos para encontrar la presencia de factores putativos de colonización. Con 

los antígenos purificados por la metodología descrita por Evans y cols (28), y loo; anticuerpos policlonales 

uhtcnidos contra PCF0166, PCF0159, CFA/111 y 2230, fué posible utilizar el ensayo de CFA lnhibición­

ELJSA para la determinación específica de estos PCFs. La frecuencia con que los PCFs se encuentran en 

l11s 2 grupos <le cqJas estudia<las. provenientes de niños y turistas, es muy pequeña, el porcentaje de cepao; 

que poseen algún tipo de fimbria se incrementó únicamente en un 6.23 y un 83 en las dos poblaciones 

respectivamente. El que algún PCF esté mayormente asociado a cepas que procedan de cuadros de diarrea 

o de casos asintomáticos no es estadísticamente significativo. El CFA/Ilf no se encontró en ninguno de 

Jos dos grupos de cepas estudiadas. 

Para determinar la existencia de homología antigénica entre los factores de colonización de ETE~. se 

utilizó el ensayo de lnhihición-ELISA. Los sueros policlonales obtenidos en conejo contra los diferentes 

PCFs en su forma nativa, así como los anticuerpos monoclonales reaccionaron con sus antígenos 

homológos; sin embargo, los mismos sueros fueron capaces de reconocer formas desnaturalizadas de 

antígenos heterólogos, es decir, reconocieron antígenos de un tipo diferente al que había sidl.' utilizado para 

inducir la respuesta inmune. La más alta homología antigénica fué encontrada entre CFA/I, CS1 y CS3 

de CFA/11, CS4 de CFA/IV y PCFOl66. La reactividad antigénica correlaciona con la identidad entre las 

secuencias de aminoácidos de estas fimbrias, a excepción de CS2 y CSJ de CFA/U, Estos resultados 

sugieren que distintos tipos de fimbrias tienen epítopos comunes que dan lugar a una reactividad 

inmunológica cruzada. 
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l. INTRODUCCION 

1.1 La Adhemicla es mediada por Adheslnas y es altamente especifica. 

El potencial patogénico de una cepa de E.'icherichia co/i ó de cualquier microorganismo no puede ser 

atribuído a un solo determinante. Su potencial patogénico es un reflejo de una constelación de genes, con 

frecuencia de origen cromosoma! y plasmídico as( como de una multitud de factores del huésped. El inicio 

de la interacción entre el huésped y el microorganismo invasor depende de una combinación de factores 

de virulencia de este último, ej: la habilidad de producir toxinas. la resistencia a las defensas 

inmunolllgicas del huésped. la locallzación y colonización en el tejido apropiado por adherencia específica. 

En la.'i pasadas 2 décadas ha .sido evidente qui: la adherencia hacteriana, en muchos casos mediada por 

ctdhesinas que son fimbrias especfticas, es una característica prominente en la patogénesis de la gran 

mayoría de las bacterias que interactúan con las superficies epiteliales celulares (58). 

La colonlzación hacteriana de una superficie mucosa requiere que la bacteria (i) establezca un 

acercamiento cercano a la mucosa; (ii) evite ser eliminada; (iii) adquiera nutrimentos esenciales para 

crecer; (iv) se replique para mantener o expander su población; y (v) resista las defensas locales del 

huésped. Los mecanismos por los que la bacteria mantiene proximidad estrecha a una superficie mucosa 

puede ser categorizada como asociación, adhesión e invasión de acuerdo al grado de contacto o unión 

entre las superficies bacterianas y mucosas. 

Asociación es la forma menos íntima de interacción de superficies, implica un contacto débil, reversible 

o de localización de la bacteria a lo largo de una superficie (Fig. 1) (5). La asociación puede preceder a 

la adherencia especifica ó invasión. Adhesión es una unión más estrecha que la asociación, describe un 

contacto relativamente estable, irreversible mediado por moléculas complementarias especializadas de las 

superficies bacterianas y mucosas. La fonna más íntima de interacción bacteria-mucosa es la invasión, 

donde la bacteria patógena penetra la barrera mucosa para establecerse o bien transitar dentro de las 

células epiteliales o el tejido adyacente (5). 

Sin embargo, la adherencia no es necesariamente una característica exclusiva de las bacterias patógenas. 

La· adherencia de microorganismos a superficies epiteliales en animales superiores juega un papel 

importante en el mantenimiento de la flora normal de algunos ecosistemas e indirectamente protege al 



huéspeJ proporcionando competencia para patógenos. Así. los microorganismCJs patógenos deben superar 

las barreras de defensa locales inespecíficas del huésped antes de unirse a las células epiteliales. 

La adherencia bacteriana es un fenómeno altamente especffico. El término tropismo a tejidos ha sido usado 

para describir la preferencia de los ·microorganismos por cienos tejidos. esto ha sido apoyado por la 

observación de especificidad de especies, por ejemplo: las infecciones gonocúccicas están limitadas a 

humanos y chimpancés (9,56). 

Asociación 

COLONIZACION DE MUCOSAS 

, .-· . ,. . , . -· "· ~- - ,, 

Adhesión 

Fig. 1 Tipos de interacción bacteria-mucosa 

-. .. ... , 

Invac;ión 

Las bacterias patógenas han elaborado estructuras (adhesinas) que las capacitan para adherirse a sus 

huéspedes. Estas estructuras microbianas. que tienen función de adhesinas, están involucradas en uno o 

más de los siguientes puntos: 1) promueven Ja adherencia y por lo tanto inician Ja colonización de las 

superficies mucosas; 2) son responsables de la organización de comunidades microbianas: 3) ocasionan 

el contacto célula-célula; 4) y son imponantes en la liberación eficiente de toxinas a las células blanco 

(41). 

Cada tipo individual de adhesina interactúa con componentes paniculares expuestos sobre el epitelio 

animal. Esta interacción entre las adhesinas bacterianas y Jos tejidos del huésped en cuanto a especificidad 

ha sido comparada con el reconocimiento antígeno-anticuerpo (9). 
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La !<iuperticic imcstinal está cuhiena pnr una capa mucosa que protege al epitelio. Las glicnprotcfnas del 

moco (mucinas) son ricas en carbohidratos que i:stán presentes como oligosacáridos, algunos de los cuales 

se encuentran en los antígenos de los grupos sanguíneos. La capa de moco es gruesa comparatla al tamaño 

de una bacteria y los oligosacáridos proporcionan receptores potenciales para las adhesinas bacterianas. 

Así. la adherencia puede ser inhibida proporcionando un exceso del receptor en solución más que unido 

a la superficie. Jehido a la competencia por d número limitado de sitios activos. Para caracterizar la 

espccilicidad de un receptor de una nueva adht:!<iina, la hemaglutinación u otros ensayos deben ser 

realizallns en la presencia de inhibidores putativos, normalmente azúcares simples o compuestos 

glicosilatlus (48). Como resultado de estudios realizados investigando la unión de las fimbrias y la 

inhibiciiín de esta unión a eritrocitos las estructuras para los receptores de algunas adhesinas fimbriales 

han sido propuestai; (Tabla 1). 

1.2 Generalidades. 

Escherichia co/i habita normalmente en el tracto intestinal de mamíferos. Para resistir los mecanismos de 

limpieza del intestino como son el flujo de fluidos debido a movimientos peristálticos y/o secreción de 

mncn, Ja bacteria cuenta con adhcsinas espec(ficas. La colonización por E.coli toma lugar después del 

nacimiento y, una vez estahlecido, esta especie permanece como parte de la flora normal. E.coli es la 

bacteria más abundante dentro de las bacterias gram negativas aeróbicas facultativas en la flora fecal (63). · 

Existe una clara correlación entre las propiedades de adherencia de las cepas patogénicas de E.coli y Ja 

capacidad de estas cepas de causar enfermedad, incluyendo diarrea (34,40,41,54),pielonefritis. meningitis 

(62), septicemia e infección del tracto urinario (34,57 ,63,88). 

En tcxlos estos casos. la adherencia es el primer paso en la infección y existen múltiples evidencias que 

E.coli tiene una amplia variedad de adhesinas fimbriales y no fimbriales específicas que le permiten 

adherirse al epitelio (63). La especificidad de Jos diferentes tipos de fimbrias es resumido en la siguiente 

tabla (Tabla 1). 
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Tabla l. CARACTEIÚSTICAS DE LAS ADHESINAS R.'iBRIALES EXPRESADAS EN Esthtridlla coU E~TEROTOX1GE~1CA {ETEC) CAUSA.'íES DE DIARREA 

Adhcsina """"" KM c ..... 
K99 Tom<m 

bo"'im 
""'m 

f41 1 Trmom 
bo"'im 
='m 

987P ""'" 
CFAll Humanos 

CFA/U 
(CS1,CS2) """"""' CSJ) 

CFAllU l""~m 
CFAJIV Humanos 

PCF0166 """""' 
PCF01S9 """"""' 
2230 Humanos 

Tropismo 

lnlestinodcl¡aJo 

Dolo 

11'!atinod<l¡"lo 

Intestino delgado 

lnles1inodclgado 

lnltstinodclga:fo 

! Intestino dcl¡:ado 

Intcstinodcl¡;ado 

lntcstlnodcl¡ado 

lnt.tstinodcl¡:ado 

lntcslinodcl¡ado 

Rcccptotpuuitivo 

D-011act61idos 

Ac.SWico 

GM, 

N-Ac:ctilg1l1ctos.amina 

~do 

A.c. Siálico 

GM1 

Desconocido 
mbohidratos/ polil1ctosamioo-gluc.1no1 

Dcsc:onocido 

Asitlo-GM, 
D=>oocido 

Dcsa!oocido 

D=>oocido 

Desconocido 
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1.3 Clasificación de Escherichia coli causantes de diarrea. 

Entre las cepas de E.coli que causan diarrea en humanos, existen 4 clases diferenciadas entre sí por sus 

propiedades dc virulencia, su interacción con la mucosa intestinal, el síndrome clínico que producen, su 

epidemiología y los distintos scrotipos O:H a los que se a'iocian y éstas son las siguientes (69): 

Escherichia co/i cnterotoxigénica (ETEC) 

E.\"Clterichia coli cntcroinvasiva (EIEC) 

Escherichia coli entcropatogénica (EPEC) 

Esdierichia cnli enterohemurrágica (EHEC) 

Escherichia coli enteroagrcgativa (EAggEC) 

Estas bacterias, aunque si bien se diferencian por lo anteriormente mencionado, comparten cierta'i 

características con respecto a su patogénesis: 1) Los factores de virulencia son codificados generalmente 

por plásmidos; 2) Existe inleracción con la mucosa intestinal; 3) Producen enterotoxinas y/o citotoxinas; 

4) Las cepas se clasifican dentro de ciertos serotipos O:H 

Las cepas de E.cofi enterotopatogénica y cnterotoxigénica causan gastroenteritis en niños y en adultos, 

especialmente tm países en desarrollo, y son responsabll.-s de Ja mayoría de los casos reportados en la 

diarrea del viajero (1,26,91,94,IOl).Estudios realizados en México. en un área endémica, demostraron 

que ETEC se encuentra dentro de Jos 4 primeros agentes causales de diarrea en la población infantil menor 

de 2 años (20,21,93). Además, se ha descrito a E.coli como el agente causal de infecciones oportunistas 

en huéspedes comprometidos. En el campo veterinario, las cepas de E.co/ienterotoxigénica (ETEC) causan 

diarrea en animales jóvenes como terneras y lechones produciendo toxinas similares a las que infectan 

humanos (34,41,54). 

1.4 - de Tramml•lón y Patogenlcldad. 

La infección por ETEC es adquirida por ingestión de alimentos y/o agua contaminada. La bacteria 

coloniza el intestino delgado, el sitio crítico de interacción huésped-parásito donde elabora la enterotoxina 

termol~bil (LT) ó la enterotoxina tcrmoestable (ST). 

La LT producida en humanos (LTh) y en cerdos (LTp) son estructuralmente muy similares a la toxina del 

cólera producida por Vibn"o cholerae (17). Estas toxinas poseen un peso molecular de aproximadamente 

86 kDa y esthl compuestas de cinco subunidadcs B en un pentámero en la cual la subunidad A es unida. 

La diferenciación de estas toxinas es en base a su diferente punto isoelétrico, mign:.ción cletroforética y 

diferencias menores en la estructura primaria, ejemplo: cuatro residuos de aminoácidos difieren entre las 



subunidades B de LTh y LTp; 20 entre LTh y CT, la cual tiene 22 residuos diferentes de LTp. La 

heterogeneidad entre las subunidades A es más pronunciada. CT y LT: se unen a un receptor específico, 

el gangliósido GM 11 sobre el epitelio intestinal vía la subunidad B. Después de !a penetración en Ja 

membrana celular la subunidad A actua vía su péptido A 1 para activar la adenilato ciclasa resultando en 

niveles incrementados de AMP cíclico Jo que se traduce en incremento de la secreción de líquidos y 

electrolitos (35,37 ,49). 

La ST son péptidos pequ_eños de bajo peso molecular, aproximadamente de 1 a 6 Kda, que a diferencia 

de la LT no es inmunogénica. Actualmente, 2 clases de ST son conocidas: (STa) humana y (STh) porcina 

de acuerdo a su especificidad de huésped. Esta toxina termoestable (S'I) estimula la actividad de la 

guanidil ciclasa incrementando los niveles de GMP cíclico orlginando la salida al lumen intestinal de agua 

y electrolitos (35,37,49). 

Las características clínicas de la infección por ETEC son diarrea acuosa, náusea, dolor abdominal y en 

algunos casos .se acompaña de fiebre. 

1.5 Adhermcla de ETEC. 

Como en muchas otras infecciones intestinales, el primer evento en su patogénesis es la adhesión al 

epitelio mediante fimbrias, denominados factores de colonización (CFAs) (27,28,29,58), los cuales les 

permite mantenerse (6 protegerse) del mecanismo de defensa peristáltico del intestino delgado. 

La mayoría de CFAs han sido fimbrias ~semejante a pelo ó cabello, organelos fiJamentosos, notablemente 

m~ delgados que el flagelo sobre Ja superficie de E.coli. Son pocas las adhesinas que no están asociadas 

con estructura fibrilar y son llamadas "no fimbriales" o "afimbrial". estas pudiesen ser agregados 

irregulares sin una fonna claramente definida. Algunas veces se observan al microscopio electrónico como 

estructuras similares a cápsulas polisaclridas 6 simplemente fibrilas que debido a sus diimetros pequeños 

(generalmente menor de 3 nm) no presentan una buena resolución por las técnicas de tinción comúnmente 

utilizadas (48). Los factores fibrilares de colonización de cepas de ETEC provenientes de humanos son 

especie-específico, los cuales companen ciertas caracterfstiea.i: 

1) Son estructuras rígidas o flexibles de 6 - 7 run y de 2 - 3 nm en diimetro, respectivamente. 

2) Son codificaclos por plásmidos que generalmer.te son los mismos que codifican para la producción 

de ST y LT. 

3) Sus subunidades proteicas son de 14 a 22 kilodaltones (kDa) 



4) En la presencia de D-manosa, la mayoría de estos (CFAs) median la hemaglutinación a ciertas 

especies de eritrocitos (car;tctcr(stica diferencial del tipo de fimbria) 

5} Confieren una alta hidrofohicidad a las cepas que lo poseen 

6) Los CFAs se expresan en cultivos a 37cc pero no a tS"C 

7) Están restringidos a ciertos serotipos O:H 

(22.27.28.:Í3.36,43.51.69. 78,89.99). 

Han sido reponados otros factores putativos de colonización {PCF): CFA/111 {SI). PCFOIS9 (109), 

PCF0166{43,80),2230 (22), 8786 (6), CS17 (82), PCF09{46), CFA/V{76), aisladosdeccpasdeETEC 

que causaron cuadros agudos de diarrea en humano. Estos PCFs comparten muchas de las Características 

de los CFAs; sin embargo, la frecuencia con que son expresados por diferentes cepas dt: ETEC, as( coml.) 

su importancia en Ja colonización en modelos animales experimentales y en voluntarios humanos no ha 

sido bien determinada (83}. 

1.6 Métodos para detectar los ractott5 de colonización {CF As). 

Una de las primeras estrategias para clasificar las adhesinas de acuerdo a su L>speciticidad de adherencia 

en ensayos in vitro en las cepas de E.coli fue por el método de hemaglutinación (3,13,18,19,24,29).A 

través del uso de eritrocitos de diferentes especies, y por lo tanto de un amplio intervalo de receptor~. 

llega a ser posible la caracterización de las adhesinas presentes en la superficie de una cepa de E.coli. 

donde cada adhesina en panicular da un patrón característico de hemaglutinación (Tabla 2). Una 

observación temprana fue que Ja adherencia mediada por el pili tipo 1 6 pili común, presente en la mayoría 

de tanto enterobacterias patógenas y no patógenas puede ser inhibida por D-manosa (95). 

Duguid y cols. desarrollaron un esquema para la clasificación de fimbrias en 2 categorías: las que median 

hemaglutinación sensible a D-manosa (ej. tipo 1) y aquellas que median hemaglutinación resistente a D­

manosa. Sin embargo~ debe considerarse que no todas las especies fibrilares causan hemaglutinaci6n y 

que las hemaglutininas no fibrilares existen en E.coli (24). 

9 



Fimbria 

K88 

K99 

F41 

987P 

CFAll 

CFA/11 
CSI 
CS2 
CS3 

CFA/Jll 

CFA/IV 

Tabla 2. Patrones lle hemaglullnaclón de dlverSDs fimbrias de ETEC 
hacia dlrerenles especie! de erltrocllos 

E:;pecir:s de eritrocitos al 3 % que son Reforencia 
aglutinadados en la presencia t.lc 1 3 0-manosa 

Pollo, cobayo iones GW.1974 (57) 

Caballo, camero Ga,a.,tra W.1982 (38) 

Cuyo, humano, caballo, carnero GraafFK.1982(41) 

No Hemaglutina baacson RE 
1981 (54) 

Humanos, bovinos, pollo Evans OG.1977 (25) 

Bovino, pollo, humano Faris A.1982 (33) 
Bovino, pollo, gallina blanca Smith CJ. 1982 (98) 
Bovino Cravioto A.1979 (19) 

No ltemaglu1ina Honda T.1984(51) 

Humanos y bovinos Thoma.s LV.1985(111) 
(CS4,CS5,CS6) McConnel M.1986 (78) 

PCFOl66 Bovino McConnell M .1989 (80) 

PCF0159 No lfemaglulina Tacket C0.1987 (109) 

2230 No Hemaglutina Darfeui!le-Mlchaud.1986 
(22) 

Otro método sencillo, para cuantificar de manera relativa la hidrofobicidad de la superficie bacteriana, es 

la capacidad de agregación a diferentes conceniraciones de sulfato de amonio •salling outM (50,70). 

Los ensayos de hemaglutinación e hidrofobicidad son pruebas de escrutinio que han sido sus1itufdas por 

otras pruebas de tipo inmuno16gico para la determinación específica de la presencia de algún tipo de 

adhcsina. Algunos de estos métodos son aglulirución en portaobjetos con sueros policionalcs 6 

monoclonales a.nti-CFA (3,28,52,73,74,77),inmunodifusjón en agar (3,88), y CFA·inhibición ELISA 

(73,74,77). Recientemente, con la introducción de Ja biología molecular, se han diseñado sondas de DNA 

y oligoncleótidos para la büsqueda de los genes que codifican para estos CFAs (42,65). Estos métodos 

presentan diferencias en sensibilidad y especificidad y pueden ser utilizados de acuerdo a las necesidades 

de cada laboratorio (3). Las ventajas y desventajas de cada uno de los métodos e~istentes se observa en 

la tabla 3. 
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Tabla J. MÉTODOS DE DETECCIÓN DE CFAs 

MllOdos 

J .Hcmaglutim.ción 
(18,19.25) 

2.Aglutimci6n 

a)Amicuerpos policlonalcs 
(3,28,37) 

b)Anticutrpos monocJomfcs 
(IJ,74) 

3Jnm.unodifw:ión 
(18,88) 

4.Rcplicu de nitrocelulosa 
(12) 
a) hcmadsorción 

VtnlajaJ 

Méloda de escrutinio 
No necesita reactivos sofisticados 

Simple, rápido 

Ali.a avidez por los anticuerpos 
Reacciona con difcrcmes cpítopes de CFA 

Alta especificidad, 
cantidJdcs ilim.itadu de an1icucrpo 

AUa especificidad 

No requiere aislamiento prcVio de Lu colonias 

Simple, rápido 

b) ELISA i Alta especif~idad y sensibilidad 

5.ELISA 1 Afta especificid:td 
(77) 

6.CFA-Jnlübición ELISA (73,74) 1 Muy sensible; permicc dc1ermiruciones cuantitativas 

7 .Material genético 1 Alta cq«ificidad y sensibilidad 
Sondas de DNA 
Oligonucleótido 
(42,65) 
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Dtsl'tntajas 

Baja scnsibilid.ld 

Aglutimción csponlinea 

Riesgo de reaccioncs incspccificas 

Baja avidez de unión, reconoce únicamenre un cpítopc de la 
funbiia 

Consume tiempo~ baja sensibilidad 

Variación entre difcrcnte.s 1ipos de critrociios 

Anticuerpos: policlonaJes ó monoclonales específicos y 
co1tiugados cnzim!ticos necesarios 

Consume tiempo~ 
requiere anticUC!JlOS anti·CFA de diferentes tipos 

Consume tiempo, ~uiere reactivos UununoespeclficOf 

Alto Costo 
Consume tiempo, 
Únicamente algunas sondaJ están disponibles 
Requiere de ta validación e imerpn:1.1cíón de sus scsult&dos 



1.7 Prevalencia de Factores de Colonización (CFAs). 

La prevalencia de Jos factores de cnlonizacitín en las cepas de ETEC difiere considerahlt:mente en los 

distintos estudios realizados. Esta prevalencia parece variar con el tipo de población, en estudio y a las 

diferencias geográficas. Es importante mencionar que en la mayoría de los estudios de prevalencia de 

factores de colonilación llevados cabo, queda aproximadamente de un 40 a un 50% de cepas de ETEC 

en las que no se identifica algún CFA {I0,11,14,27,39,83,84,94,IOI). 

En estudiantes de Jos Estados Unidns de América, que viajaron a México y que presentaron diarrea por 

ETEC. se encontró que en un 743 de las cepas se identificó al menos un CFA, con una distribución de 

31 % para CFA/11, un 26% para CFA/I y para CFA/IV un 17%. Al 26% de las cepas no se les identificó 

ningún CFA de Jos anteriormente mencionados (92). As( mismo, i.:n un estudio epidemiológico realizado 

i.:n niños mexicanos que viven en un área endémica, determinamos la incidencia de infecciones entéricas 

por ETEC. asf como la frecuencia de ETEC con CFA/I, CFA/JI y CFA/JV, y establecer si la presencia 

di.: alguno de estos factores constituye un factor de riesgo para producir diarrea. 

Se detectó algún tipo de CFA en el 643 de todas las cepas de ETEC. El más fn.'Cucntemente identificado 

fue CFA/IV (32%), seguido por CFA/I (25%) y CFA/11 (7%). Aquellas cepas productoras de ambas 

entcrotoxinas fueron las que con mayor frecuencia se asociaron a Ja presencia de un CFA que aquellas 

cepas productoras únicamente de LT 6 ST. El 36% de las cepas no presentaron ninguno de Jos CFAs 

buscados. La asociación de la producción de enteroto:tinas se asoció a la capacidad de producir diarrea 

hasta en un 4.5 veces mayor con un 953 de IC~ mientras que los niños infectados con cepas de ETEC 

con algún CFA no presentaron un riesgo mayor a diarrea comparado con aquellos niños infectados con 

cepas de ETEC que no poseen alguno de los factores de colonización estudiados (75) (Figs 2 y 3). 
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No Identificadas 54% 

Flg.2 Frecuencia de CFA's en cepas de ETEC 
aisladas de niños 

1122% 

/V12% 

No Identificadas 48% 

Fig.3 Frecuencia de CFA's en cepas de ETEC 
aisladas de turistas 
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1.8 Inmunidad y Vncunas. 

Aún cuando ETEC es la causa más importante de diarrea en países en desarrollo y en turistas, no existe 

una vacuna para uso en humanos. El conocimiento acerca de los factores de virulencia y los antígenos 

protectores de ETEC sugiere qui! el desarrollo de una vacuna pueda llegar a ser posible. Se ha demostrado 

que la enfermedad natural por ETEC, CFA/I, y CFA/11 inducen tanto una respuesta Inmune sistémica y 

de mucosas (102). Estudios experimentales en animales y voluntarios humanos han mostrado que Ja 

infección por ETEC puede dar Jugar a inmunidad protectora contra el reto con organismos homólogos 

(102, 106, 108). Tanto los anticuerpos anti-toxina y anti-factores de colonización pueden 

independientemente uno del otro proteger contra la infección experimental de ETEC y cuando se presentan 

amhos t."Sta especificidad de anticuerpos coopera sinérgicamente en proteger contra la enfermedad. Aunque 

la inmunidad anti-bacteriana contra ETEC pueda ser debida a los factores de colonización, los anticuerpos 

contra el antígeno O pueden en parte proteger contra los grupos O homólogos de ETEC (2,4, l 7 .31). 

La inmunid;uJ anti-toxina es dirigida únicamente contra LT. dallo que la ST nativa no e.s inmunugénica. 

La n:spueMa inmune anti-LT es principalmente contra la subunidad B. de la molécula que cruza 

inmunológicamente con la subuunidad B de la toxina de cólera. 

Ec; interesante hacer notar que la inmunizacMn con cólera o la subunidad B de LT puede inducir 

protección contra la diarrea asociada a cepas de ETEC productoras de LT ó LT/ST. En contraste con Ja 

función protectora de anti·LT contra la enfermedad por ETEC, el significado protect~r de anti-ST 

permanece indefinido. Aunque ST en su estado natural no es inmunogénico, puede dar origen a 

anticuerpos neutralizantes cuando es acoplado a una proteína acarreadora, como albúmina sl!rica bovina 

(ASB) o Ja subunidad B de Ja toxina de cólera ó de LT (35,%, 105). 

Se ha demostrado que en la enfermedad natural por ETEC,CFA/I y CFA/11 inducen tanto una respuesta 

inmune sistémica y de mucosas (102). Cuando se administran oralmente los CFAs purificados se induce 

una respuesta inmune humoral, principalmente mediada por lgG. Aunque la segunda exposición de ETEC 

que expresa CFA/I o CFA/11 no lo protege de manera significativa (107,113). Se ha observado que los 

CFAs purificados han sido muy sensibles a la degradación proteolítica ea el tracto gastrointestinal humano 

y que posiblemente el tratamiento para neutralizar el ácido gástrico afecte adversamente la proteína 

fimbria! durante su tránsito a través del estómago. Esto podría sugerir que los CFAs purificados como 

antígenos no replicativos son pobres estimuladores de lgA secretora, ya sea por degradación de la 

molécula por el contenido gástrico; o porque el antígeno libre de células pueda ser menos efectivo cuando 
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alcanza las células M del epitelio que cubren los folículos linfoides (placas de Peyer), el cual se especializa 

en transponar antígenos del lumen <lel intestino al tejido linfoide: o bien porque los CFAs puedan ser 

eliminados después de Ja unión a receptores libres presentes en el lumen intestinal humano. Al 

administrarse los CFAs directamente en el duodeno vía tubo intestinal, se observa una respuesta 

significativa de IgAs. lo que enfatiza la importancia de proteger tas protcfnas fimbriales en su paso por 

el estómago. Adicionalmente, estudios realizados en conejos, utilizando antígenos puros CFA/I y CFA/11, 

demuestran un sinergismo en Ja repuesta inmune, lo que sugiere que la utilización de una vacuna 

polivalente podrla ser de gran éxito (113, l 14). 

Asf, una vacuna <lebe ser dada oralmente e idealmente evocar tanto una respuesta anti-colonización y anti­

tóxica en el intestino, contener una combinación de derivados celulares bacterianos y antfgenos derivados 

de la toxina. Los antfgenos somáticos más importantes para ser inclufdos en una vacuna son aquellos 

CFAs que se encuentran con mayor frecuencia en las cepas de ETEC aisladas en diferentes áreas 

geogr~ficas. Por lo tanto, el conocer la prevalencia de los CFAs y PCFs es importante para el desarrollo 

de vacunas (23,32,68, 107) 

Es evidente que el desarrollo de una vacuna efectiva contra Ja diarrea por ETEC, usando CFAs 

purificados. induce una alta respuesta de IgAs, consistente a estos agentes proteícos solubles no 

rcplicativos. pero que requiere una evaluación sistemática de régimenes de inmunización para encontrar 

la combinación óptima de forma del antígeno, dosis, ruta de administración y esquema de inmunización. 

Las vacunas utilizando bacterias vivas, expresando los CFAs miis prevalentes y productoras de 

enterotoxinas,deben de considerarse; ya que la bacteria al multiplicarse en el intestino puede proporcionar 

una estimulación antigénica del sistema inmune intestinal local (2,4, 17,23,31,32,68, 102, 106, 107, 108, l 13, 

114). 
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11. JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO 

E.rcherichia coli entcrotoxigénica (ETEC) es uno de los agemes etiológicos causantes de diarrea aguda más 

frecuentemente aislados en población infantil menor de 2 años y de turistas. Los Factores de Colonización 

(CFAs y PCFs) n:presentanel medio por el cual la bacteria se adhiere al epitelio intestinal llevando a cabo 

el primer evento en la patogénesis de la infección por esta bacteria. El interés que tiene el encontrar una 

vacuna efectiva contra la enfermedad causada pnr ETEC en el que estén incluídos los factores de 

virulencia mái; importantes de esta bacteria hace necesario conocer la frecuencia de los nuevos factores 

putativos de colonización (PCFs) reponados, ya que se desconoce la frecuencia con que estos PCFs se 

encuentran en las cepas de ETEC aisladas de casos sintomáticos 6 asintomáticos de humanos. El 

determinar que estos PCFs se encuentran presentes de manera imponante en los aislamientos de ETEC 

nos dejaría abierta la posibilidad de que pudiesen ser inclufdos en la utilización de una vacuna y que 

pudiesen ayudar a coaferir protección total contra la enfonnedad causada por ETEC. 

Con el incremento de los factores de colonización reportados para este tipo de cepas. se hace evidente el 

Interés de contar con técnicas que hiciesen más fácil ó accesible su determinadón, 

Serla interesante conocer si existe homología antigénica entre todos estos factores de colonización y si 

presentan en su secuencia de aminoácidos alguna región compar:tida para sintetizar un oligonucleótido, que 

codifique para aquella región conservada de estas estructuras, con el fin de ser utilizada en una prueba de 

escrutinio como una nueva estrategia que permita la detección y diferenciación de cepas de ETEC que 

presenten algún CFA. 
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m. HIPOTESIS 

Las cepas de Escherichia coli enterotoxigénica que no presentan algún Factor de Colonización (CFA) 

como CF A/I, CF A/11 y CF A/IV pueden poseer un Factor Putativo de Colonización (PCF) como PCFO 166, 

PCF0159, 2230 y CFA/111, que sea importante por la frecuencia con que se presente en este tipo de cepas 

y participe en la patogénesis de la bacteria. 

Los CFAs y PCFs presentan características similares en cuanto a su morfología y codificación genética, 

así como en Ja metodología empleada para purificarlos. Si tal similitud se refleja a nivel de homología 

antigénica e identidad de aminoácidos se podrá desarrollar nuevas estrategias en su identificació~. 
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IV. OBJETIVOS 

Conocer Ja prevalencia de factores putativos de colonización en cepas de ETEC aisladas de niños 

Mexicanos menores de 2 años y de los turistas Americanos. 

Describir la presencia de homología antigénica y la identidad entre las secuencias de aminoácidos de las 

fimbrias de ETEC. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

- Purificación de antígenos putativos de colonización CFA/III, PCF0159, PCF0166 y 2230 de ETEC 

- Producción de anticuerpos policlonales de conejo contra estos factores putativos de colonización de 

ETEC 

- Clasificar las cepas de ETEC a estudiar aisladas de niños menores de 5 años pertenecientes a una 

co?1unidad del sur de la Ciudad de México y de turistas mediante un ensayo de hemaglutinación e 

hidrofobicidad 

- Determinar la frecuencia de los factores putativos de colonización CFA/111, PCF0159, PCF0166y 2230 

en éstas cepas por PCF-lnhibición ELISA. 

- Búsqueda de la homología antigéniea (reactividad cruzada) de estos CFAs y PCFs de ETEC y la 

comparación de la identidad entre las secuencias de aminoácidos reportadas para estos factores de 

colonización. 
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V. MATERIAL Y METODOS 

Cepas bacterianas de rcrerencla. 

Tabla 4. Características de Factores de Colonlzaclón y Putativos ldentlncados en 
E.coli enterotoxlgénlca 

Cepa Fimbria Pérfil toxigénico Scrotipo 

HI0407 CFA/I LT/ST;ST 078:Hll 

EJ392-75 CFA/JJ LT/ST 06:H 

E8775 CFA/IV LT/ST;ST 025 

2230 2230 ST 025:H16 

3SOCJ PCF0159 LT/ST 0159:H4 

E7476A PCF0166 ST OJ66:H27 

260-1 CFA/Ill LT 02S:H· 

CFA=Factor de Colonización; PCF=Factor Putativo de Colonización; 
HARM =Hemaglutinación resistente a D-manosa 

Las siguientes cepas de ETEC fueron proporcionadas.gentilmente por: 

2230 Dra. Arlette Darfeuille-Michaud, Clermont, Francia: 

350CI (PCFOJ59) Dr. C. Tacket, Baltimore, Maryland. USA; 

E7476 (PCFOJ66), Dra. M.McConnell,London, UK; 

260·1 (CFAílll). Dr. T. Honda. Osaka, Japón. 

HARM 

Hum,Bov 

Bovino 

Hum,Bov 

Negativo 

Negativo 

Hum,Bov 

Negativo 

V.l Purificación de Factores Putativos de Colonlzaclón (PCFs) de Esclurlchia coü entcrotoxlgénlca 

V.1.1 Obtención de antígenos puriOcados. Se aplicó una metodología única para Ja obtención de los 

antígenos basándonos principalmente en la descrita por Evans y cols. (29). El método cstablecillo consiste 

en Ja homogeneización de la bacteria para liberar las fimbrias. seguida por precipitación con sulfato de 

amonio. 

El antígeno crudo se purificó por cromatogratla de intercambio iónico a través de una columna de DEAE­

Sepharosa con gradiente lineal de cloruro de sodio (Diagrama 1). 
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Diagrama 1.0btenclón y 
Purificación de PCFs 

Reau1~nd1r In PBS 
0.05M 

! 
/ D1a1;urcan1taPBSO.O!IM 1 

! 
Cromatogrllflade 
lntereamblolónlco 

cangradlontellneal 

! 
PCFpurincada 
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La pureza de los antlgenos se determinó por electroforesis SDS-PAGE usando el método de Lacmmli (64). 

Las preparaciones de antígeno se suspenden en solución amortiguador (Tris/HCL, SDS y 0-

MercaptoetamJI), se calientan a 100°C/5min y se somelen a corrimiento electroforético en Phast-System 

(250 V, 65 A, 20 min). 

V.2 Producción y Caracterización de los anticuerpos policlonales anti PCF (2230, PCF0166, 

PCF0159, CFA/111). Tltulaclón, Senslbllldad y Especlncldad. 

V .2.l Antígenos para Inmunización. Se utilizaron las diferentes cepas de referencia formalinizadas 

ajustadas a una concentración de lo~ UFC/ml. El procedimiento de formalinización consiste básicamente 

en suspender a la bacteria con una solución de fonnaldehfdo al 0.53, se deja aproximadamente 3 horas 

y después de una serie de lavados se resuspende Ja bacteria en la misma solución y se ajusta a la 

concentración deseada. 

V.2.2 Esquema de Inmunización. Los anticuerpos anti-PCF fueron producidos en conejos a los que se 

les administró 1 mi de bacteria formalinizada (10" UFC/ml) a intervalos de l semana, durante 1 mes. La 

primera inmunización fue administrada con adyuvante completo de Freund. Los animales fueron sangrados 

por punción cardíaca 1 semana después de la última inmunización (Tabla 5). 

Tabla 5. ESQUEMA DE INMUNIZACION CON ETEC FORMALINIZADA 
QUE EXPRESA PCF 

Tiempo Dosis Vía de administración 
(dlas) (UFC/ml) 

o 10' Intramuscular (500 ul) +(500 ul) 

7 10' Intravenosa (500 ul) 

14 IO' Intravenosa ldem 

21 10' Intravenosa ldem 

28 10' Intravenosa ldem· 

35 Sangría en blanco 

ACF=Adyuvante Completo de Freund; UFC=Unidades Formadoras de Colonias 
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V.2.30btend6n de mutantes. Para ohtencr varianlcs negativas que nos permitiese adsorber los sueros 

para hacerlos específicos (116) se utilizí1 un agenle químico mutagénico como el bromuro de ctidio; por 

otro lado, se buscaron mutantes espontáneas por subcultivos repetidos de las cepas de referencias y 

creciéndolas a ISºC. 

V .2.4 ELISA. La determinacilln de la dilución óptima de trabajo (titulación) para los diferentes 

anticuerpos se hizo mediante un ensayo inmunocnzimátko (ELISA) (77). 

V .2.5 lnmunodot. Para obtener un suero espec(fico se adsorbió con la mutante deficiente del PCF. Para 

determinar esta especificidad antes y después de la adsorción se utilizó el ensayo de inmunodot sohrc 

membranas de nitrocelulosa a los que se les aplicó los diferentes antígenos provenientes de las cepas de 

referencia (así se contaban con controles negativos y el control positivo). se dejan adsorber los antígenos. 

las membrana11 se bloquean con albúmina sérica hovina (ASB) seguido por varios lavados. Se aplica el 

anticuerpo a probar. se deja reaccionar; desputs de una serie de lavados, se agrega el conjugado marcado 

con peroxidasa para posteriormente revelar con°'-naftol + H::O?. La reacción se interpreta mediante Ja 

presencia de "mancha'i" que manifiestan que la reacción antígeno-anticuerpo se ha llevado a cabo. 

V .3 Cansderlzaclón de las cePas de ETEC. 

Población en estudio. 

Gropo J. En el Depanamento de fnfectologfa del INNSZ se cuenta con un banco de cepas de ETEC 

aisladas de 228 niños, pertenecientes a una comunidad del sur de Ja ciudad de México, que fueron 

seguidos en un estudio longitudinal realizado de Abril a Julio de 1987. 

De 241 cepas de ETEC identificadas, l IO de ellas, 46%, presentaron algún factor de colonización (CFA/I, 

CFA/11, CFA/IV), por lo que en este estudio se Incluyó el 54% restante, 131 cepas que no presentaron 

ningún CFA. (Fig. 2) (73). De las cepas, que se encontraban almacenadas a -20°C,pudieron recuperarse 

60 que son las que se refieren a continuación: 18 (30%) fueron aisladas de niños con cuadros agudos de 

diarrea (sintomáticos) y 42 (703) aisladas de niños asintomáticos. Se definió a un episodio diarreico 

como: a) al menos 1 día con 3 o má<i evacuaciones acuosas en 24 horas, b) al menos 2 más del patrón 

diario habitual con cambios en la consistencia de las heces. La infección por ETEC fue considerada 

asintomática cuando hubiervn al menos 5 días consecutivos libres de síntomas antes y después del 

aislamiento de ETEC en heces (73). 
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Grupo 2. De 145 cepas de ETEC aisladas de cuadros diarreicos en 191 estudiantes americanos, que 

asistían a la Universidad de Guadalajara durante los 2 meses de verano (Julio y Agosto de 1987), 81 de 

ellas (563) presentaron algún tipo de CFA (Fig. 3); del resto. 64 cepas. se recuperaron 21 que se 

incluyeron en este estudio para la búsqueda de PCFs. 

V ..3.1 ldentlficacl6n de toxinas. La detección de enterotox:inas se llevó a cabo por los ensayos 

inmunoenzimáticos GM 1-ELISA-LT e inhibición GM,-ELISA-ST (104,105). 

V ..3.2 Ensayos de Hemaglutlnnci6n (HA). Las características hemaglutinantes de las cepas de ETEC 

hacia diferentes especies de eritrocitos (Humano grupo A, pollo, cuyo y bovino) se llevó a cabo en 

portaobjetos, adicionando IO ul de Ja suspensión bacteriana ajustada a una concentración de 1010 

bacteria/mi + IO ul de Ja suspensión de eritrocitos en salina con y sin D-manosa al 13 

V .J.J Hldroíoblcldad (h). La prueba se efectúa en portaobjetos mezclando SO ul de Ja suspensión 

bacteriana con cada una de las diferentes concentraciones de la sal de amonio (de 0.05M a 3M). 

V .3.4PCF-lnhlbición ELISA. La identificación de los factores putativos decoloni7.ación para determinar 

su frecuencia fue realizada por PCF-Inhibición E LISA utilizando anticuerpos policlonales espccfficos para 

cada PCF.Lasplacasde ELISA fueron sensibilizadas con 2230,PCFOl59,PCFOJ66ó CFA/lll purificados, 

bloqueadas con ASB seguida por varios lavados.Los PCFs fueron detectados por su capacidad para inhibir 

Ja unión de los anticuerpos anti-PCF a los PCF purificados unidos a la fase sólida.Las placas fueron 

incubadas y después lavadas, un conjugado anti-Ig torales de conejo marcado con pcroxidasa de rábano 

(Dako Jnmunochemicals, E. U.A.)para posteriormente desarrollar la reacción con el sustrato de la enzima 

(77). 

V.4 Homología antlgénlca (Reactlvldad cruzada). La reactividad cruzada entre diferentes CFAsy PCFs 

fue determinada por ELISA-lnhibición. Anticuerpos monoclonales (MAbs) contra CFA/I, CS 1, CS2 y CS3 

de CFA/ll,CS4 y CS6 de CFA/IVy anticuerpos policlonales contra CFA/lll, 2230, PCF0166 y PCFOIS9 

fueron utilizados. El anticuerpo monoclonal CS5 no fue utilizado porque es de tipo lgA, siendo los demás 

MAbs de tipo lgG. Las placas de ELISA fueron cubiertas con Jos antígenos nativos (CFAs y PCFs 

purificados). Posteriormente se adicionaron los antígenos homólogos o heterólogos desnaturalizados junto 

con los diferentes anticuerpos. El porcentaje de inhibición de la unión de Jos anticuerpos a los antígenos 
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unidos a fase sólida indica el grado de homología. 

V.S Comparación de secuencias de nmlnoácJdos (aa) entre los diferentes PCFs de ETEC. 

Utilizando el análisis por computadora de secuencias de ácidos nucleícos y proteínas (PCGENE) (7). se 

capturaron las secuencias de aminoácidos (aa) reportadas de los diferentes CFAs y PCFs 

(6. 15.36.45.46.56.59.69.89}EI alineamiento entre las proteínas fue hecho por el método de Myers & 

Millcr (86) el cual compara y define por desplazamiento de los aa, hasta encontrar su máxima identidad 

las regiones homólogas existentes entre cada una de ellas. 
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VI. RESULTADOS 

VI.l Purlncaclón de Factores Putativos de Colonización de ETEC. 

VI.1.1 Obtención de antígenos. Purlncaclón y Rendimiento. Se utilizó una cromatografía con 

una resina de i~tercambio iónico que mostró un perfil de corrimiento como se observa en la Fig. 

4, donde el PCF' fue obtenido en el primer pico, el segundo pico son restos de fragmentos 

celulares, se muestra únicamente una figura, ya que en todos los procesos fue muy parecido para 

cada uno de los PCFs; 

1M 

PCF 
1.5 

0.5 

oi-...~~.-.~~~~__...~~~~1-~...L~~~4..,J 

o 100 200 300 400 500 

No. de fracción (1 ml) 

Fig. 4 Cromatografía en DEAE-Sephadex 
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El rendimiento 11lucnidn para cada Untl de lus antígenos purificados se mucstrn en la tahla 6: dichos 

rcnJimientos l'ucrnn calculados en hase a la wncentraci1ln de prolcfnas (Méwdo 1.Jt: Bradli:mJ) (12). al 

inicit1 y tcrminacilln del proceso de ohtcnch'ln y puriticaci1ln de los antígenos. 

Tabla 6. PURIFICACIÓN Y RENDIMIENTO DE ANTIGENO 2230, PCF0166, CFA/111 y 
PCFOl59 DE CEPAS PROTOTIPO DE ETEC 

PCF Ag crudo (ug/ml)* Ag purificado (ug/ml)* Rendimit:ntn (%) 

2230 1027.:! 132.8 12.93 

0166 810 325 40.12 

CFA/111 775 .150 45.16 

0159 595 290 48.74 

PCF=Facltlr Putativo de Cnlnniz;:1ciún: *=M~tndo de Bradford (12);(%)=Pon.:cntajc 

En las siguientes figuras se muestra la imagt:n ohtenida por electroforesis en gelt:s de SDS-PAGE al 12 3 

teñidos con Azul de Conmassie al 0.253 duran!e el pn1cesn de ohlt!nchfo y puritic:1ci(in de los Factort:s 

Putativos de Colnnizacilín. El pt:sn mokcular de los antígcnos purificados varía de 15.5 a 19 Kda. 

PM 
Kda 
97 '4 
66. 2 

45 

31 

14 .4 

Fig. SA Columna 1 marcadores de peso molecular; columna 2 y 3 sohrenadante de cultivo antes de la 
agregacilín dc la proteína: columna 4 precipitado desput!s de la agregacilln de la proteína; columna 5 
precipitado que se desecha desput!s del desprendimiento mecánico de la fimbria; columna 6 antígeno crudo 
concentrado para puriticación por cromatografía de intercambio iónico; columna 7 sobrenadame que se 
desecha después de la precipitación con sulfato de amonio. La flecha señala la posición en que migra Ja 
proteína limbrial de un PM de 15.5 a 19 Kda. 
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Fig. 5B Columna t marcadores de peso molecular; columna 2 antígeno crudo a purificar por cromatografía 
de intercambio Íl)nicn: columna 3 PCF purificado. La tkcha seiiala la posicil'm en que migra la protcfna 
limbrial. 

VI.2 Producción y Cnracterlzuclón de Anticuerpos Pollclonales de conejo anti PCF (2230, PCF0166, 

PCF0159, CFA/lll).Tltulaclón, Sensibilidad y Especincldad. 

Para llegar a producir anticuerpos policlnnalcs contra factores de colonizaciún es necesario cuidar !ns 

siguientes eventos para lograrlo. 

Vl.2.J Antígenos para Inmunización. El tipo de antígenos o inmuntlgenos utilizados para inducir una 

respuesta inmunológica en el animal seleccionado involucra la utilización de antígenos purificados, 

antígenos crudos n bacterias. Las cepas formanilizaJas de ETEC de referencia que expresen las limhrias 

en su superlicic sin alteración alguna, es una alternativa para la inducción de los anticuerpos. 

Las ventajas de este inmumlgeno es obviar la necesidad de utilizar el antígeno purificado y la fimbria es 

prest!ntada t!O su forma intacta. 

Vl.2.2 Esquema de inmunización. Existen diversos t!squemas de inmunización establecidos para la 

ohtt!nción de anticuerpos <lt!pcn<lit!nr.lo el tipo Je antfgt!no a utilizar. bacteria, proteína, lipopolisacárido 

(51.111). De acuerdo al esquema seleccionado (Tabla 5) éste se consideró adt!cuado para nut:stros fint!s. 

La respuesta inmunológica se incrt!menia conformt! al número dt! inmunizaciont!s rt!alizadas y respecto al 

tiempo (Fig. 6). 
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Vl.2.3 Obtención de mutantes Para llt:gar a obtener un antisuero específico, es necesario la adsorción 

del mismo con cepas mutantes, es decir la misma bacteria que se inoculó pero que no posee el antígeno 

de interés, en este caso el factor putativo de colonización; para lograr la mutación pueden emplearse 

tliferentes métodos. uno de ellos es la utilización de agentes químicos como el bromuro de t:tidio; sin 

embargo, la utilización de estos agentes implica que no solamente pierden el factor de colonización, sino 

que además se afecte toda su información genética. La mejor opción fue buscar mutantes espontáneas por 

subcultivos repetidos creciéndolas a 18°C.Se corrobora que ya no expresen la adhcsina por lnhibición-PCF 

ELISA. 

Vl.2.4 ELISA. Dada la alta sensibilidad y especificidad del método de ELISA fue utilizada para la 

titulación de los anticuerpos antes y después de la adsorción contra sus antígenos homólogos. La respuesta 

humoral de cada animal se incrementó en función del número de dosis del inmunógeno y por lo tanto 

respecto al tiempo. 

Los títulos de anticuerpos contra cada uno di! los PCF se encontraron en el intervalo de 2.796 (log de la 

dil 1: 1500) a 3.495 (log de la dil 1 :3125) como se muestra en las gráficas correspondientes (Fig. 7). 

Se puede observar también ta disminución de un Jogariuno en el título de la dilución después de la 

adsorción del suero hiperinmune con la variante negativa. 
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Fig. 6 Detección de anticuerpos por ELISA contra 
los diferentes PCFs de ETEC 
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Fig. 7 Titulación de sueros hiperinmunes pre (+)y post (*) 
por ELISA adsorbidos contra los diferentes PCFs de ETEC 



VI.2.S lnmunodot. Este ensayo se caracteriza por ser altamente específico, aunque póco sensible y fue 

utilizado para demostrar que los anticuerpos policlnnales obtenidos fueran específicos para cada antígeno 

para el que habían sido producidos una vez adsorbidos. El antisuero reacciona únicamente con el antígeno 

proveniente de la cepa que expresa el PCF homólogo. Ninguno de los policlonales presentó reacción 

cruzada con los antígenos heterúlogos (Fig. 8). 
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Flg. 8 Especificidad de Anticuerpos Pollclonales vs PCFs 
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l .antfgeno 2230; 2.anlfgeno CFA/111; 3.antfgeno PCFOl66; 4.antfgeno PCFOl59; A.anticuerpo 
anti-2230; B.anticuerpo anti CFA/111; C.anticuerpo anti PCF0166; O.anticuerpo anti PCFOl59 
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V 1.3 Caraclerlzaclón de las cepas de ETEC 

Vl.3.l ldentlncación de toxinas. De un total de 81 cepas de ETEC procedentes de turistas Americanos 

y de niños Mexicanos menores <le 2 aiios, d 523 (42) fueron productoras de ST, 273 (22) productorac; 

de LT y 21% (17) de ellas para amhas (Tabla 7). 

Poblaciiin 

Turistas 

Niños 

Total 

Tabla 7. 
Pérm loxlgénlco de las 81 cepas de ETEC Incluidas en el estudio 

provenientes de niños y turistas 

No. di! cepas Pérfil toxigénico 

LT ST 

21 5(24) 8(38) 

60 17(28) 34(57) 

81 22(27) 42(52) 

LT=Tnxina tcrmolábil; ST=Toxina termoestable; ()=porcentaje 
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LT/ST 

8(38) 

9(15) 

17(21) 



Vl.3.2 Ensayos de Hemaglutlnaclón (HA).A las 81 cepas de ETEC se estudió su capacidad 

hemaglutinante (HA); de las cepas aisladas de turistas sólo el 333 presentó llARM positiva y el 673 

restante no fue capaz de hemaglutinar ninguna de las especies de eritrocitos probados; se observaron 

porcentajes similares en las cepas de ETEC aisladas de nifios. en las que el 373 fue HARM positivo y 

el 633 fue HARM negativo (Tabla 8). En ambos grupos de cepas se encontró que independientemente 

de su perfil tox.igénico la mayoria de ellas no fueron capaces de hemaglutinar ninguna especie de 

eritrocitos. 

Tabla 8. Capaclud Hemaglutlnanle de 81 cepas de ETEC aisladas de nb1os y turistas en base 
al ,erfll toxigénlco 

Perfil toxigénico No. de cepas HARM 
y tipo de población n positiva negativa 

n(3) n(3) 

Turistas 
LT 5 1 (20) 4 (80) 
ST 8 4 (50) 4 (50) 
LT/ST 8 2 (25) 6 (75) 

Niños 
LT 17 4 (24) 13 (76) 
ST 34 15 (44) 19 (56) 
LT/ST 9 3 (33) 6 (67) 

Total: 81 29 (36) 52 (64) 

HARM=Hemaglutinación resli:;tente a D-manosa; ( )=porcentaje 
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Vl.3.3Determinaclón de la hldrorobic1dad (h). La hidrofobicidad de la superficie bacteriana fue medida 

determinando la concentración más haja de sulfato de amonio en que la bacteria se agrega. 

El 673 (14/21) de las cepas de turistas y el 803 (48/60) de las cepas aisladas de niños fueron 

hidrufóbicas. es decir fueron capaces de agregarse a una concentración < 1.0 M de sulfato de amonio 

(Tabla 9). La mayoría de las cepas sin importar su perfil toxigénico ni su procedencia fueron hidrofóhicas. 

Tabla 9. Porcentaje de hldrofoblcldad en 81 cepas de ETEC 
en hase al perfil toxigénico 

Pértil toxigénico 
en cepas de ETEC No. de cepas Hidrofohicidad 

Positiva Negativa 
n(3) n(3) 

Turistas 
LT 4 (80) l (20) 
ST 7 (78) 2 (22) 
LT/ST 3 (43) 4 (57) 

Niños 
LT 17 13 (76) 4 (24) 
ST 34 28 (82) 6 (18) 
LT/ST 9 7 (78) 2 (22) 

Total 62 (77) 19 (23) 

(%)=Porcentaje; n=número de cepas 
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Perfiles de asociación entre la capacidad de hemaglutlnaclón (HA) e hldroíoblcldad (h).EI perfil de 

asociación entre HA y h más frecuente fue HA"/h+en ti 483 de las cepas aisladas de turistas y en 45C'f 

de las ETEC aisladas de niños.El siguiente patrón fue HA+ /h+en 193 de las cepas aisladas de turistíl" y 

en 35% de las aisladas de niilos (Tabla 10). 

Es interesante hacer notar que la mayoría de las cepas se agruparon con características dt: hidrofobicidad 

positiva 67% para los turistas y d 80% en las cepas de ETEC tk los niños: el 76% de las cepas 

provenientes de turistas no hemaglutinaron ningún tipo de eritrocitos y el 633 de las cepas de ETEC 

prnvcnhmtes de niños tampoco lo hizo. Solamente un 243 de las cepas de ETEC provenlenlt!S de rnristas 

y un 37% para las cepas provenientes de niños aglutinaron al menos una especie de eritrocitos. 

Tabla 10. Asociación de los perfile• de hemaglullnaclón 
e hldrofoblclolad en 81 cepas de ETEC 

Pnhlaclón 

Turistas 

Niños 

Cc'Pas 
(n) 

(21) 

(60) 

Perfiles de HA/h 

HA"/h­
n % 

6 (28) 

11 (IS) 

llAº/h+ 
n % 

JO (48) 

27 (45) 

1 (S) 4 (19) 

1 (2) 21 (35) 

HA=Hemaglutinación; h=hidrofohicidad; O=porccntaje; n=número de cepas 
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Vl.3.4 Frecuencia de PCFs por lnhlhiclón-PCF ELISA. De las 60 cepas aisladas de poblaci<'m infantil 

solamente 15 de t:llas (6.23) presentaron algún factor putativo de colonización de Jos cuah:s el 2230 

estuvo presente en 8 cepas (J,J3); el PCF0166 en 6 cepas (2.53), el PCF0159 únicamente se presentó 

en 1 de ellas (0.43). y un 18.5% de cepas no presentaron ninguno de los PCFs estudiados (Fig. 9). 

Fig.9 Frecuencia de CFA's y PCF's en cepas de 
ETEC aisladas de niños 

En tas 18 cepas provenientes de diarrea en niños la frecuencia de los PCFs presentes fueron, 2230 en un 

1.33 y el PCF0159 en un 0.43 

En el grupo de cepas de asintomáticos la frecuencia de los PCFs encontrados fueron 2230 y 0166 en un 

2.0 y 2.53 respectivamente. 

Et que algún factor de colonización este mayonnente asociado a cepas que procedan de cuadros de dian:ea 

ó de casos asintomáticos no es estadísticamente significativo (X'=0.1058.p°=0.745). 

Existe una diferencia estadfsticamente significativa (X2=5.41,p=0.06)que las cepas que provienen de 

cuadros asintomáticos en niños t:Stén asociadas al antígeno 2230 que las que proceden de cuadros 

sintomáticos. 
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La búsqueda de asociación con la presencia de PCFOl66 y PCF0159 asociada con alguno de los grupos 

de origen de las cepas no se llevó a cabo debido a que en ambos casos uno u otro PCF no estuvo presente 

en alguno de los grupos de cepas. Los datos se pueden observar en la tabla 11. 

Tabla 11. Distribución de PCFs en las cepas de ETEC aisladas de población lnrantlJ 

Número de Sin 
aopas nmbrlas Flmbrladas 2230 016, 0159 111 

(n) n (%) n (%) 

Sintomáticos 18 14 (5.8) 4(1.7) 3(1.3) o 1(0.4) o 
Aslntom4tla>s 42 31(12.9) 11(4.6) 5(2.0)* 6(2.5) o o 

(n)=número de cepas;% =porcentaje:• =p=0.06 

De las 21 cepas de ETEC recuperadas del grupo de turistas que presentaron cuadros agudos de diarrea 

durante su estancia en la ciudad de Guadalajara 1986-1987. solamente en 11 cepas (7.5%) estuvo presente 

algún PCF. El antígeno 2230 y PCF0166 se presenraron en la misma proporción J% y el PCF0159 se 

encontró en 3 (2%) de ellas. En 10 de ellas (7%) no se encontró ninguno de los PCFs estudiados (Fig. 

10). La frecuencia de CFA/111 en los grupos de cepas de ETEC estudiadas fue nula (0%). Es importante 

hacer notar que los porcentajes encontrados de estos PCFs en ambos grupos de cepas son relativamente 

pequeños en comparación con los anteriormente buscados (CFA/I,11 y IV), datos reportados por diferentes 

autores. 

Fig.1 O Frecuencia de CFA's y PCF's en cepas de 
ETEC aisladas de turistas 
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Vl.4Corre1Klón entre Hldrofoblcldad y Presencia de PCFs. Tndos los CFAs y PCFs reponados ha.<ta 

el momento están relacionados con la hidrofobicidad de la superficie bacteriana de las cepas que los 

poseen, 

-·Se realizó un análisis de correlación de kappa, entre hidrofobicidad y la presencia de PCFs detectados por 

lnhihicitín~PCF ELISA en las 26 cepas de ETEC que fueron positivas para algún tipo de PCF, 

encontrándose una corrdación del 93.83% con un valor de kappa de 0.85 con una z=7.74con una 

p=O.OOOLa sensibilidad del método de hidrofobicidad asociado a la expresión de un PCF es del 80.7% 

con una especificidad del 100%, cuyo Valor Prcdiclivo Positivo (VPP) es del 100% y el Valor Predictivo 

Negativo es del 91.67%. 

Las cepas no hidrofóbicas que expresaron algún PCF estuvieron relacionados a 2230 y a PCFOJ59, esto 

posiblemt:nte se explique por la diferente expresión fenotípica de estos antígenos en la superficie 

bacteriana. 
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Vl.S Homología aiitlgénlca. Se demosm'1 la existencia de homología antigénica entre los diferentes 

factores de colonización de ETEC utilizando el ensayo de ELISA-lnhibición. Los CFAs y PCFs utilizados 

para determinar la presencia de homologia fueron CFA/I, CFA/11 (CSI +CS3, CS2+CS3); CFA/IV 

(CS4 + CS6.CS5 + CS6)(:F A/lll, 2230, PCFO 166 y PCFO l 59. Los sueros policlonales obtenidos en conejo 

contra los diferentes PCF en su fonna nativa, as( como los anticuerpos monoclonales reaccionaron con 

sus antígenos homólogos; sin embargo, los mismos sueros fueron capaces de reconocer formas 

desnaturalizadas de antígenos heterólogos, es decir, reconocieron antígenos de un tipo diferente al que 

habla sido utilizado para inducir la respuesta inmune. 

El grado de inhibición de la unión de los anticuerpos anti-CFAs 6 anti-CS a CFA~ unidos a la fase sólida 

por los antígenos desnaturalizados, el porcentaje de inhibición se estableció como significativo cuando fue 

mayor ó igual al 503, estos datos se pueden observar en la tabla 12. Así encontramos que entre CFAll 

existe reactividad cruzada con CSI y CS3 de CFA/11. CS4 de CFA/IVy PCFOl66; entre CSl y CSJ de 

CFA/11 enconuarnos una reactividad cruzada con CFA/I, CFA/111 y PCFOl66; para CS2 de CFA/11 se 

encontró que con CFA/I y PCF0166 reacciona cruzadamente: CFAJUI reacciona cruzadamente con 

CFA/I, CS2 y CS3 de CFA/11, CS4 de CFA/IV y PCF0166; CS4 y CS6 de CFA/IV reaccionaron con 

CFA/I, CSI de CFA/11, 2230 y PCF0166; CSS y CS6 de CFA/IV reacciona cruzadarnente con CFA/I, 

CSI y CS3 de CFA/11, 2230 y PCF0166; 2230 reaccionó cruzadamente con CSI y CS3 de CFA/11 y 

PCF0166; PCF016' cruzó con CFA/I, CS3 de CFA/11 y 2230; PCF0159 reaccionó cruzadamente con 

CS 1 y CS3 de CF A/11, CS4 de CF A/IV, CF A/III y PCFOl 66. La más alta homologia fue encontrada entre 

CFAll, CSl y CSJ de CFA/11, CS4 de CFA/IV y PCF0166. 

Debe hacerse notar que no utilizamos el anticuerpo monoclonal anti CS5 debido a que este anticuerpo está 

constitufdo por lgAs. a diferencia de los demás anticuerpos que son de tipo JgG. 
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Tabla 12. Homología anU¡éntca de los fadores de colon1zaclón en forma desnalurallzada de Escherichia coli enterotoxigénica: 
CFAJI, CFA/11 (CSl+CS3,CS2+CS3),CFAJllI,CFA/IV (CS4+CS6,CS5+CS6),2230, PCF0166 y PCF0159 

Anticuerpos Monoclonales Anticuerpos Policlonale!i 

ANTI GENO 1 CSI CS2 CS3 CS4 CS6 m 2230 0166 0159 

CFA/I 79 54 10 49 57 23 34 35 73 o 
CFA/11 52 69 30 99 36 o 68 33 60 o 
CSl+CS3 

CFA/11 56 o 52 o o o 42 49 65 o 
CS2 

CFA/111 61 o 75 68 64 o 90 41 67 o 
CFA/IV 52 59 33 11 89 99 41 57 75 o 
CS4+CS6 

CFNIV 63 63 19 79 7 54 42 52 80 o 
CS5+CS6 

2230 46 66 o 99 36 o 36 52 80 o 
PCF0166 61 44 41 99 48 o 38 55 89 o 
PCFOIS9 o 86 43 90 so o so 36 77 73 

Los antígenos fueron desnaturalizados y ajnstados a una concentración de 40 ug/ml 
Los números indican porcentaje de inhibición de la unión de los anti..CFAs ó anti-CS a sus antígenos homólogos ó heter61ogos unidos a fase sólida. 
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VI.6 Comparación de secuencias de aa entre Jos diferentes CFAs y PCFs de ETEC utillzando el 

an41isls por computadora de secuencias de ácidos nucleicos y proteínas (PCGEN). Una vez 

determinada experimentalmente la reactividad cruzada, nuestra inquietud fue determinar por programas 

de computación tales como PC~GEN si existía identidad ó similitud a nivel de las secuencias de 

aminoácidos conocidas para CFAs y PCFs de ETEC. 

Aún cuando diversos autores han reportado secuencias para las diferentes subunidades timbriales proteícas 

de ETEC, un an.álisis de su similitud se ve afectada. dado que en algunas de ellas sólo se cuenta con la 

secuencia correspondiente a la porción amino terminal; además en casos como el de los antígenos CS6 

de CFA/IV, PCF0159 y CFA/III no se ha reportado ninguna secuencia. El contar con un mayor número 

de secuencias reportadas nos pe1mitirá realizar un análisis de identidad más completo entre todas las 

subunidades fimhriales de ETEC conocidas. 

En la Tabla 13 se puede observar el grado de homología (identidad) existente entre las regiones amino 

terminales de las diferentes secuencias de las fimbrias. CFA/J, CSI y CS2 de CFA/II, CS4 de CFAnV 

y PCF0166 son las que presentan el mayor grado de homología entre ellas, que va del 70 al 80% de 

identidad en sus aminoácidos.El resto de las si;:cuencias presenta un grado de homología menor y muy 

variable que va del 5 al 25 3 

Cuando un aa puede ser sustitufdo por otro sin que afecte la actividad biológica de la proteína se le llama 

similitud, al comparar las secuencias por su similitud únicamente CSS presenta un porcentaje que podría 

ser significativo {del 32 al 353) con las secuencias de PCF0166, CS2 y CS4 (Tabla 14). La identidad 

en las secuencias de aa en las diferentes subunidades de los CFAs y PCFs son mayores que las similitudes 

entre los mismos. 
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Tabla 13. Identidad entre las secuencias de aminoácidos de los CFAs y PCFs de ETEC 

CFAI' CSI' cs2• CS3' CS4' cs5• 2230• 0166" PCF09' 8786' 

CFAI - 7'(51.7) 19(95) 17(11.6) 17(85) 25(17) 7(24.1) 21(84) 6(20) 18(12.3) 

CSI 75(51) - 14(70) 15(10.2) 14(70) 24(16.2) 5(17.2) 19(76) 5(16.7) 19(13) 

CS2 19(95) 14(70) - 5(25) 16(80) 5(25) 5(25) 17(85) 4(20) 1(5) 

CS3 21(14.3) 15(10.2) 5(25) -- 4(20) 21(14.3) 9(31) 4(16) 3(10) 18(12.3) 

CS4 17(85) 14(70) 16(80) 4(20) - 5(25) 1(5) 19(95) 4(20) 4(20) 

CS5 27(18.4) 24(16.2) 5(25) 21(14.3) 5(25) - 6(20.7) 5(20) 8(26.7) 23(15.8) 

2230 7(24.1) 5(17.2) 5(25) 9(31) 1(5) 6(20.7) -- 2(8) 4(13.8) 3(10.3) 

0166 21(84) 19(76) 17(85) 4(16) 19(95) 5(20) 2(8) -- 2(8) 5(20) 

PCF09 6(20) 5(16.7) 4(20) 3(10) 4(20) 6(20) 4(13.8) 2(8) - 8(26.7) 

8786 13(8.9) 15(10.3) 6(30) 19(13) 3(15) 23(15.8) 3(10.3) 5(20) 4(13.3) -

• =secuencia de aa completa; + =secuencia de aa amino tenninal;( ) = % de identidad 
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Tabla 14. Simllltud entre las secuencias de aminoácidos de Jos diferentes CFAs y PCFs de ETEC 

CFAl' CS!' CS2' CS3' CS4' css• 2230' 0166' PCF09' 8786' 

CFAI - 29(19.7) 0(0) 15(10.2) 1(5) 19(12.9) 3(10.3) 1(4) 3(10) 4(2.7) 

CSI 30(20.4) - 3(15) 14(9.5) 4(20) 19(12.8) 5(17.2) 4(16) 6(20) 7(4.8) 

CS2 0(0) 3(15) - 4(20) 1(5) 7(35) 3(15) 1(5) 4(20) 6(30) 

CS3 20(13.6) 14(9.5) 4(20) - 3(15) 7(35) 3(10.3) 4(16) 3(10) 13(8.9) 

CS4 1(5) 4(20) 1(5) 3(15) - 7(35) 1(5) 0(0) 4(20) 0(0) 

CS5 19(12.9) 19(12.8) 7(35) 18(12.2) 7(35) - 2(6.9) 8(32) 6(20) 14(9.6) 

2230 3(10.3) 5(17.2) 3(15) 3(10.3) 1(5) 2(6.9) - 0(0) 1(3.4) 4(13.8) 

0166 1(4) 4(16) 1(5) 4(16) 0(0) 8(32) 0(0) - 4(16) 5(20) 

PCF09 3(10) 6(20) 4(20) 3(10) 4(20) 6(20) 1(3.4) 4(16) - 3(10) 

8786 7(4.8) 10(6.9) 1(5) 14(9.6) 6(30) 14(9.6) 4(13.8) 5(20) 2(6.7) -

•=secuencia de a.a completa: +=secuencia de aa amino terminal; ()=%de similitud 
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VII. DISCUSION 

El evento inicial en la patogénesis de la infección por Eschericlzia coli enterotoxigénica, es la adherencia 

al epitelio mt.-d.iante una amplia variedad je adhesinas específicas (CFAs y PCF's}~ cuya expresión está 

cuantitativamente regulada para evitar el desgaste celular energético y de los recursos biosintéticos. Entre 

los mecanismos reguladort:s de la expresión de las adhesinas. se incluyen promotores de diferentes 

actividades. unidos a genes estructurales t:specfticos, y represores y activadores difusibles, que modulan 

la expresilm de la subunidad fimbrial y de otros genes. La síntesis de adhesinas también responde a ciertas 

condiciones cxtracclularcs como la temperatura, además se ha descrito una variación de fase en Ja que Ja 

bacteria cambia de fases de expresión y no-expresión aparentemente al azar (48). 

Para llevar a cabo la purificación de los factores de colonización es necesario. en primera instancia, que 

la bacteria exprese al máximo estos antígenos, por lo que es primordial establecer en el laboratorio las 

condiciones óptimas de producción, lo que se traduce en condiciones de crecimiento especiales como son 

la utilización del agar CFA y la adición de sales biliares a este medio para favorecer la expresión de Jos 

PCFs. así como la incubación de la bacteria a 37ºC (80). 

La utilidad de los diferentes métodos descritos para la obtención de antígenos purificados, depende en gran 

medida de la disponibilidad de equipo, reactivos y materiales en cada laboratorio, así como de Ja 

experiencia en el manejo de las técnicas de separación. Hasta el momento, las técnicas de purificación más 

utilizadas son la ultracentrifugación con gradientes de cloruro de cesio ó sacarosa (109) y la cromatografia 

de intercambio iónico (22,29,51,53).En este trabajo se utilizó la cromatografía de intercambio iónico para 

la purificación final, encontrándose que es un método excelente en la obtención de los antígenos de tipo 

fimbria! (CFA/Ill, PCF0166, PCFOl59), dado que los rendimientos fueron superiores al 403. En general, 

en los estudios donde se han utilizado estas técnicas de purificación no se reportan porcentajes de 

rendimiento y por ello no pudieron compararse los resultados (22,51,80,109). 

Fue posihle establecer una sola metodología, que se describe en el diagrama 1, para la purificación de 

todos los antígenos. Esto significó ventajas prácticas. ya que todas las cepas se manejaron de la misma 

manera, además de economía en cuanto a tiempo. La cantidad obtenida de cada antígeno fue adecuada 

para nuestros fines; sin embargo, los rendimientos obtenidos del antígeno 2230 fueron menores en 

comparación con los otros, es~o puede ser debido al tipo de morfología no fimbrial de esta adhesina. Por 
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tal razón se recomienda utilizar otras alternativas como centrifugaciones a muy aha velocidad, ó precipitar 

la proteína de acuerdo a su punto isocléctrico, y finalmente aplicar la cromatografía en la purificacilm. 

Otras alterriativas que podrían utilizarse son las técnicas descritas para la preparación de protdnas de 

membrana externa de microorganismos (22). En general, si comparamos la cromatograíla de intercambio 

iónico con el método de ultracentrifugación utilizando gradientes de cloruro de cesio ó sacarosa, la primera 

resultó ser más sencilla, más rápida, además de que pueden ser purificados grandes cantidades de antígeno, 

con altos rendimientos (22.29,109). El uso de este método de purificación, nos permitió conservar la 

capacidad antigénica de los factores putativos de colonización, característica fundamental para su 

utilización en métodos inmunoenzimáticos como ELISA. Podemos decir que la técnica descrita por Evans 

y cols (29), además de ser de bajo costo relativo, es aplicable en la purificación de diferentes antígenos 

timbriales y estructuras de superficie. 

La experiencia en la producción de anticuerpos policlonales, contra las diferentes fimbrias de ETEC ha 

sido muy diversa. Para ello se han utilizado antígenos puros. crudos y bacterias formalinizadas, en las que 

se ha descrito se mantiene Ja expresión de las fimbrias intactas, con sus características antigénicas 

(22,5t,80,109). Por tal motivo, decidimos utilizar bacterias formalinizadas para la producción de sueros 

po1iclonales anti-PCFs. Cada uno de los sueros obtenidos presentó un título alto de anticuerpos, lo que 

nos permitió utilizarlos en diversos ensayos inmunológicos (aglutinación, inmun·odiíusión, inmuriodot, 

ELISA) para la detección de estos PCFs (3,28,37). 

Se han descrito métodos de escrutinio como hemaglutinación con diferentes especies de eritrocitos 

(18,25,110), e hidrofobicidad (50,70), que han permitido relacionar de manera indirecta la presencia de 

adhesinas en los diferentes aislamientos de ETEC; al analizar estas características en las cepas de este 

.estudio, se encontró que el 77% de ellas fueron hidrofóbicas y el 64% no hemaglutinantes; estos datos 

sugirieron que existía una gran posibilidad de encontrar, entre ellas, cepas que expresaran los PCFs 

mencionados (22,51,80,109);sin embargo, existen algunas cepas que aglutinan aún en solución salina lo 

que hace imposible determinar la expresión de sus adhesinas por estos métodos. Estas cepas auto­

aglutlnantes requieren, para la determinación de la presencia de alguno de estos PCFs, de la utilización 

de otros ensayos como inmunodifusión en agar o ELISA (18,37,73,74,77,88). 

Así, al asociar estas dos propiedades, pudimos clasificar a las 81 cepas de ETEC en 4 grupos a) HA'/h', 

b) HA'/h+ ,e) HA +/h",d) HA +¡h+ Los perfiles mas frecuentemente encontrados fueron HAº/h+y HA+/h+en 
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un 48% y ei:i un 193 para las cepas provenientes de turistas: para las cepas aisladas de niños estos mismos 

perfiles se presentaron en un 453 y en un 35% respectivamente, 

Pocos han sido los grupos de investigadores que han estudiado la frecuencia de las nuevas adhesinas 

(PCFs) en aislamientos clínicos. una de nuestras principales metas fue detectar y determinar la frecuencia 

de atlhesinas diferentes a CFA/l, 11 y IV en las poblaciones de alto riesgo (niños y turistas). Con este fin 

produjimos anticuerpos policlonales contra los factores putativos de colonización de ETEC (2230, CFA/111, 

PCF0159, PCFOl66), que fueron utilizados en la prueba de PCF-lnhibición ELISA (80, 110, 111,112).EI 

ensayo de CFA-lnhibición EUSA es uno de los métodos más c:;pecfficos y sensibles. que pennite 

determinaciones cuantitativas, y es accesible para cualquier laboratorio que cuente con antisueros 

especUicos (3, 77). Esta técnica ya ha sido empleada en estudios epidemiológicos (75,84, 112), y puede 

aplicarse para seleccionar aquellas cepas qu~ expresen la mayor cantidad de CFAs ó PCFs para utilizarlas 

en el diseño de vacunas de ETEC conteniendo factores de colonización y factores putativos de 

colonización, así como para evaluar condiciones de cultivo óptimos para la expresión máxima de los 

mismos (4,17,23,32,68,107,113). 

Estudios previos de la búsqueda de los Factores de Colonización (CFAs) en Escherichia coli 

cnterotoxigénica, en diferentes pa(ses del mundo. han demostrado que la frecuencia es muy variable. 

debido quizás a las áreas geográficas, pérdida de plásmidos y a los métodos empleados para su 

identificación (39,75,91). Cabe hacer notar que la frecuencia con que 2230, PCFOl66 y PCFOl59 se 

presentan en cepas de ETEC provenientes de aislamientos clínicos es muy baja (0.6 a 3.3%) y que el 

CFA/UI no fué identificado en ninguno de los grupos de cepas estudiados. Se encontró que el antígt:no 

2230 se asoció con mayor frecuencia a casos asintomáticos; sin embargo. el número de cepas con las que 

se trabajó es pequeño. por lo que se recomienda llevar a cabo estudios epidemiológicos más amplios para 

determinar la prevalencia de estos antígenos en una población mayor: además, se cuestiona el papel 

patogénico que pueda tener 2230, puesto que no se han realizado estudios de patogénesis en humanos. El 

porcentaje de identificación de algún tipo de factor de colonización, entre las cepas estudiadas, se 

incrementó en un 6.23 entre las aisladas de población infantil; mientras que, para.las cepas aisladas de 

la población de turistas tal incremento fué del 83, disminuyéndose as( el porcentaje de cepas que no 

presentan algún tipo de fimbria en la población estudiada. 
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Nuestros resultados concuerdan con Jos estudios realizados por McConnell y cols (83), y por Viboud y 

cols (112). quienes encontraron que el porcentaje de identificación en cepas de ETEC provenientes de 

cuadros diarreicos se incrementaba en un 17 y 133 respectivamente; cabe hacer notar que en estos 

estudios se incluyó la búsqueda de otros antígenos como CS7, CSJ7 y PCF09 (75,83,112). 

Estos resultados nos indican que la frecuencia de los PCFs. en las cepas de ETEC. es menor en 

comparación con las frecuencias reportadas para Jos CFAs (CFA/I, CFA/ll y CFA/IV), y que sigue 

existiendo una considerable variación en las proporciones y tipos de factores de colonización encontrados 

en las diferentes áreas geográficas (J ,10, J 1,14,27,75,83,84,94). 

La existencia de un 15-273 de cepas en las que no se identifica algún CFA o PCF. de los estudiados, 

puede explicarse como la existencia de variedades entre las fimbrias de las cepas de ETEC, que no han 

sido aún reconocidas, y que podrían participar en la patogém:sis de la infección por ETEC. Sin embargo, 

no deben descartarse las posibles pérdidas de antígenos superficiales en cepas que hayan sido almaccnadali 

por largo tiempo y en condiciones inadecuadas, los suhcuhivos repetidos que pudieran implicar pérdida 

de plásmidos; o bien, que existan cepas que sean solamente productoras de enterotoxina y que realmente 

no expresen ningún tipo de factor de colonización. 

Cabe hacer notar que en nuestro estudio, aproximadamente el 30% de las cepas no fueron recuperadas 

después de su almacenamiento a -20-C. por lo que consideramos que es muy importante mantener un 

control estricto en el manejo y conservación de las cepas. 

Al realizar un análisis de correlación de kappa entre el método de hidrofobicidad y la presencia de PCFs 

detectados por PCF lnhibición-ELISA, se encontró una correlación del 93.83 % con un valor de kappa de 

0.85 con una z=7.74 con una p=0.000,ésto nos indica que el ensayo de hidrofobicidad se puede utilizar 

como una prueba de escrutinio confiable para Ja búsqueda de nuevos factores de colonización en cepas 

de ETEC (50,70). siendo un método sencillo para cuantificar las propiedades hidrofóbicas de la superficie 

bacteriana. 

Día a día surgen nuevos hallazgos y apan.'Cen en Ja literatura descripciones de nuevas adhesinas, 

identificadas en cepas de ETEC que provocan episodios diarreicos (6,46,82); por ello es evidente la 

necesidad de contar con métodos sensibles y específicos para detectar los diferentes CFAs y PCFs que 

expresan las cepas de ETEC, ya que se ha sugerido que una vacuna efectiva contra este microorganismo 
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dchc contener los factores de colonización más prevalentcs (107). de ah( que sea importante y primordial 

conocer la frecuencia y la distribución de tales factores en cepas de ETEC de <lifcrentcs áreas gcográfica'i. 

En los estudios de homología antigénica llevados a cabo se encontró que, al desnaturalizar las fimbrias 

y presentarlas en su configuración primaria. estos antígenos reaccionan de manera cruzada con anticuerpos 

heterlilogos, siendo CFA/I,CSI y CSJ de CFA/11, CS4 de CFA/IVy PCF0166 los que presentaron mayor 

porcentaje de homología. Esto sugiere la posibilidad de que al menos un eprtopo es compartido en las 

fimbrias previamente menciona<las (Tabla 12); que sean <letcrminantes antigénicos lineales los 

involucrados. y que quizás no se encuentran en la superficie, ya que esta reactividad solo se presentó al 

desnaturalizar los antígenos. Estos resultados concuerdan con observaciones previas rcaliza<la'i por 

McConncll y cols (81 ). done.le demuestran que una reacción cruzada entre diversos antígenos fimhrlales 

ocurre debido a las subunidades que constituyen a las diferentes fimbrias. Nuestros resultados también 

muestran que los anticuerpos policlonales son mejores que los anticuerpos monoclonales para el estudio 

de reactividad cruzada, puesto que reconocen más de un sitio antigénico de la proteína fimbria!; además. 

debe recordarse que t:stos fueron preparados contra suspensiones fonnalinizadas de la bacteria completa, 

asf que muchos de los anticuerpos deben estar dirigidos contra la fimbria intacta, 

La reactividad cruzada existente entre algunos de los CFAs y PCFs, se evaluó en porccntajt!S de identidad 

entre las secuencias de aminoácidos reportadas para las diversas subunidades fimbrialcs, encontrándose 

que CFA/I, CSI y CS2 de CFA/11, CS4 de CFA/IVy PCF0166 son Jos que presentan mayor porcentaje 

de identidad entre ellos (Tabla 13). Esto quiere decir que existe correlación entre los porcentajes de 

homología antigénica y los de identidad entre las secuencias de aminoácidos (aa); sin embargo. los 

porcentajes de reactividad cruzada existente con CS2 de CFA/11 y los de los demás antígenos es menor 

que los de identidad de aa. Esto puede deberse a que el anticuerpo monoclonal vs CS2 está reconociendo 

un solo epítopo en los diversos antígenos, mientras que en la búsquL-da de identidad de los aminoácidos 

se compara la secuencia amino tenninal ó la secuencia complt:ta según si:a el caso, y no sólo el sitio donde 

el anticuerpo monoclonal se une, que puede ser totalmente diferente a la secuencia de aminoácidos. 

En el caso de CS3, los porcentajes de identidad con los demás antígenos son menores que los porcentajes 

de reactividad cruzada. esto puede explicarse como qúe posiblemente el antígeno CS3 de CFAnI sea poco 

idéntico, pero repetitivo en toda su secuencia, lo que da Jugar a que el anticuerpo monoclonal reaccione 

fuertemente con los demás antígenos. 
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Podemos decir que Ja homología antigénica observada podrfa ser debida a la presencia de Jas zonas de 

homología en tas secuencias de aa, y que ésto apoye la posible existencia de relación genética entre los 

operones que codifican a estas fimbrias (42, 103). 

Sin embargo queda por determinar cuáles son los cpftopos involucrados en Ja reactividad cruzada, sí estos 

epítopos realmente son lineales y/ó conformacionales. Surge también Ja pregunta de si estos epítopos son 

importantes en la patogénesis y/o respuesta inmune a ETEC; de sí la respuesta que inducen es protectora 

y finalmente de que sr estos epítopos son responsables de la protección cruzada que varias cepas de ETEC 

son capaces de inducir; llegar a contestar estas preguntas sería útil en el desarrrollo de una vacuna contra 

este agente patógeno, que contenga fimhrias seleccionadas ó péptidos pequeños homólogos a secciones 

de un tipo de subunidad que confiera protección contra las diferentes fimbrias de ETEC. 

Dada la identidad en las secuencias de aa de CFA/I, CS 1 y CS2 de CFA/11, CS4 de CFA/IV y PCF0166 

(amino tenninal 6 completa), se propone el desarrollo de un método alternativo para el escrutinio de cepas 

de ETEC aisladas de humanos, como sería la síntesis de un oligonucleótido marcado basado en dicha 

región de identidad y valorar que sea capaz de diferenciar las cepas de ETEC fimbriadas de las que no 

lo son. Este logro. permitiría el análisis de un número menor de cepas para la determinación especffica 

de CFAs y PCFs expresados en ETEC, lo que se traduciría en costo, tiempo y trabajo menores para 

dethinar Ja frecuencia de estos antígenos en estudios epidemiológicos futuros. 
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VIII. CONCLUSIONES 

La utilización de Ja cromatograffa de intercambio iónico es un excelente método de purificacil)n para Jos 

antígenos putativos de colonización CFA/111, PCF0166. PCFOl59 y 2230 de ETEC. 

Los anticuerpos policlonales producidos contra los PCFs son útiles para determinar la frecuencia de éstos 

en cepas de Escherichia coli enterotoxigénica aisladas de niños y turistas. 

Los perfiles de asociación de las característica'i más frecuentemente encontrados en nuestras cepas de 

ETEC füt:ron HAº/h+ en un 453 para niños y en un 483 para turistas, y HA+/h+cn un 35 y 193 

respectivamente. 

Se demostró que existe una correlación del 93.833 entre las características hidrofóbicas de las cepas con 

Ja presencia de algún tipo de PCF. 

Los Factores Putativos de Colonización se encuentran en un porcentaje pequeño en las cepas de ETEC 

estudiadas (6.2 a 8%) 

La frecuencia de Jos PCFs varió en cada uno de los grupos, siendo el 2230 el más común en las cepas 

aisladas de niños, encontrándose mayonnente asociado a las cepas provenientes de cuadros asintomáticos. 

El PCF0166 y el antígeno 2230 fueron los más frecuentemente identificados en las cepas aisladas de 

turistas. El CFA/111 no estuvo presente en ninguno de los 2 grupos de cepas estudiadas. 

Existe homología antigénica (rcactividad cruzada) entre los factores de colonización de ETEC, siendo 

CFA/I, CS 1 de CFA/11, CS4 de CFA/IV y PCF0166, los que presentaron mayor porcentaje de homología. 

CFA/I, CSI y CS2 de CFA/11, CS4 de CFA/IV y PCF0166 son los que presentan mayor porcentaje de 

identidad entre sus secuencias de aminoácidos analizadas por el método de Myers & Miller. 

Existe correlación entre los porcentajes de homología antigénica y los porcentajes de identidad en las 

secuencias de aminoácidos para los diferentes CFAs y PCFs, a excepción de CS2 y CS3 de CFA/11. 
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