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Resumen

La Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es la causante de la diarrea del viajero, o diarrea acuosa, tan-
to en nifos como en adultos. Su transmision se relaciona con el consumo de alimentos contaminados
y mal cocinados, lo que provoca brotes epidemiolégicos en México con este patotipo hasta en 70% de
los casos. El mecanismo de patogenicidad de ETEC implica factores de colonizacion, produccién de ad-
hesinas y enterotoxinas, como LT y/o ST, y la fimbria longus. El Laboratorio de Patogenicidad Microbiana
de la BUAP cuenta con 156 cepas de E. coli aisladas —de diferentes ambientes— y muestras clinicas
de la ciudad de Puebla. En este trabajo se tipificaron estas cepas tomando como base la identificacion
de los genes LT y/o ST vy la proteina longus, para lo cual empleamos la técnica de PCR y Western Blot,
respectivamente. Los resultados mostraron que ETEC se encontré en 75% de las cepas de aire y agua,
en 73.52% de las cepas aisladas de ninos, en 61.11% en cepas obtenidas de alimentos y en 42.85%
en cepas aisladas de adultos. Del total de éstas, sélo 51.58% expresd dos factores de virulencia (gen
ST y longus) y 10.95% mostré el gen IT y/o longus. Se clasificaron como ETEC 63% del total de las
cepas. Esta investigacion sugiere fuertemente que esta bacteria fue el principal biocontaminante, quiza
por la poca higiene de las personas, la falta de inocuidad de los alimentos y la contaminacion de los

ecosistemas en general.
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Abstract

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) generate the travel diarrhea or watery diarrhea both children and
adults, its transmission is related by uncooked and contaminated food. This bacterium has caused epi-
demiologist outbreak in Mexico until 70% of the cases. The pathogenicity mechanism of ETEC involves
the expression of colonization factors, production of adhesina and enterotoxins like LT or ST and longus
pili. In the Pathogenesis Laboratory of Puebla University there are collections of 156 strains of £. coli
isolated from diverse environmental and clinical samples. In this investigation we typified the enterotoxi-
genic E. coli from the collection based upon the identification of L7 and/or ST genes and longus protein,
using for that the PCR and Western blot techniques respectively. Our results showed that ETEC was
founded in 75% of air and water strains, in 73.52% from children strains, in 61.11% from food strains
and in 42.85% from adult clinical samples. Of the total collection strains only the 51.58% expressed two
virulence factors (ST gene and longus protein) and the 10.95% expressed /7gene and/or longus protein.
We classified like ETEC to 63.0% of the total of the collection strains. This investigation suggests har-
dest that ETEC were the major biocontaminat perhaps for the lacks hygiene of the individuals, foods and

ecosystems pollution in general.
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Infroduccidon

Las enfermedades diarreicas representan un proble-
ma de salud publica y causan importantes niveles de
morbilidad y mortalidad infantil en muchos paises en
desarrollo. Su transmision y frecuencia se relaciona
con la falta de higiene y la pobreza, asi como con la
desnutricion y las malas condiciones sanitarias.’?® En
México, las enfermedades diarreicas ocupan uno de
los primeros lugares en la morbilidad de nifos meno-
res de cinco anos, generan 7.4% en la demanda de
consulta en los servicios de salud y 10% de las hos-
pitalizaciones pediatricas. De acuerdo con estudios
epidemiolégicos de enteropatégenos, en el cuadro 1
se observa la frecuencia de los agentes etioldgicos
mas aislados y su mecanismo de transmision.

Cuadro 1
Frecuencia y principales mecanismos de transmision
en pacientes que presentaron diarrea.

Mecanismo de

Frecuencia % Agente Iy
transmision
12-20 Rotavirus Contacto directo
y, posiblemente,
via aérea.
ALTA 10-22 Escherichia Aguay
coli alimentos
contaminados.
12 -15 | Campylobacter | Leche y otros
Jejuni alimentos, agua.
8-12 Shigella sp. Contacto directo

y alimentos
contaminados.

2-6 | Salmonella sp. Aguay
MEDIA alimentos
contaminados.
2-6 | Giardia lamblia Aguay
alimentos
contaminados.
1-3 Yersinia Aguay
enterocolitica alimentos
contaminados.
BAJA
1 Entamoeba Contacto directo
histolytica y alimentos
contaminados
por quistes.

IDENTIFICACION DE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI

La Escherichia coli es uno de los agentes causantes
de diarreas desde 1920.% Esta enterobacteria puede
presentarse por periodos cortos en el medio ambien-
te, sin embargo, para su transmisién requiere de nue-
vos individuos hospederos para que pueda persistir a
largo plazo.® Al igual que otras bacterias, ésta genera
cierto tipo de mecanismos bioldgicos que conducen
a un fenotipo de resistencia que les permite sobre-
vivir8 Estos mecanismos pueden ser: produccién de
enzimas, cambios de permeabilidad, modificacién de
las proteinas de unién, mutaciones ribosémicas y cro-
mosémicas, eliminacién de requerimientos de timina,
entre otros.”® Estas bacterias también han desarro-
llado ciertos factores de virulencia para causar dafo
al hospedero, ya que promueven la colonizacion vy
facilitan la sobrevivencia de las bacterias infectantes,
en la que destaca su adherencia mediada por pilis o
fimbrias, la presencia de enterotoxinas, las adhesinas
no fimbriales y las cépsulas.®

La £. coli enterotoxigénica (ETEC) es una de las cate-
gorias diarrogénicas reconocidas actualmente, causa
la diarrea del viajero —la diarrea acuosa— tanto en
ninos como en adultos.’ En México, esta bacteria se
ha aislado hasta en 70% de los casos y su desarrollo
se relaciona con zonas donde la higiene es precaria;
asimismo, en el ambito mundial es la categoria de
mayor aislamiento. La patogenicidad de eTeC involu-
cra factores de colonizacién, expresion de adhesinas
intestinales y la produccion de enterotoxinas, como
la termolabil (LT) cuyo mecanismo es semejante a
la enterotoxina de virbrio cholerae, también produ-
ce la enterotoxina termoestable (ST) que contiene
multiples residuos de cisteina que le confiere esta-
bilidad; ambas toxinas pueden manifestarse juntas
o sé6lo una de ellas, para causar dano en las células
epiteliales.” También contiene una fimbria denomi-
nada longus de 22kDa que presenta homologia con
la region N-terminal de la estructura de los pili tipo
IV clase b que incluye TCO (pilus corregulado con la
toxina colérica) de vibrio cholerae.

En este estudio se realizé la identificacion de los
genes LT y ST, asi como de la proteina longus en
cepas E. coli aisladas previamente del aire, agua, ali-
mentos y de pacientes (ninos y adultos) de la ciudad
de Puebla, para determinar la presencia de ETEC en
el ambiente.
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Material y métodos

Cepas y condiciones de cultivo. En el Laborato-
rio de Patogenicidad Microbiana de la BUAP se cuenta
con 157 cepas de E. coli que se recolectaron —en el
estado de Puebla— de agua (28 cepas), alimentos (18),
aire (28), muestras clinicas de nifos (34) y de adultos
(49). Estas muestras de E. coli se utilizaron para identi-
ficar el patotipo ETEC, caracterizado por la produccion
del pili longus y dos toxinas. La cepa E9034/A se usé
como control (+) y la E9034/P como control (-).

Identificacién de los genes LT y ST. Para
identificar estos genes se utilizd la técnica de PCR.
Se usaron primers especificos realizando una mez-
cla total de 25 ul (Buffer 10x, Mg2Cl, Tag Polimerasa,
dntp’s, 1 ul de cada oligonucleétido y 5 ul de ADN
problema), posteriormente dicha mezcla se sometid
a 37 ciclos de amplificacion, las muestras se corrie-
ron electroforéticamente en geles de agarosa al 1%
y por ultimo se tiferon con bromuro de etidio.

Identificacion de longus. Se realizaron extractos
proteicos de las cepas y también se corrieron electro-
foréticamente en geles de poliacrilamida al 12%, se
adicionaron 15 ul del extracto y se dejé correr a 120 V/2
hrs, después los geles se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa mediante campos semihimedos vy final-
mente estas membranas interactuaron con un antisuero
especifico durante 24 hrs y con una anti-lgG para ser
reveladas con una solucion diaminobencidina (DAB).

Resultados

Se demostré que del total de las cepas de E. coli
4.45% presenté una amplificacién de 696pb que
corresponde al gen LT (figura 1), siendo las mues-
tras clinicas de adultos las de mayor frecuencia con
10.20% (5/49); seguidas de las muestras de alimen-
tos con 5.55% (1/18); las de aire con 3.57% (1/28);
mientras que las de agua y las muestras clinicas de
ninos, no presentaron amplificacién de este gen.

Con respecto a la amplificacion del gen que expresa
ST, se encontrd que el 24.20% mostré una banda de
186pb (figura 2), el grupo que registré mayor porcenta-
je de amplificacién fue el de muestras clinicas de nifos
con 38.23% (13/34), seguidas por el grupo de agua
35.71% (10/28), el de alimentos que presentd 33.33%
(6/18), el grupo de aire con 17.85% (5/28) y las cepas de
muestras clinicas de adultos con 8.16% (4/49).

Figural
Amplificacién del gen LT en cepas de E. coli.
Carriles: 1 Marcador Molecular, 2 Control E9034A (+),
3 Control E934P(-), 4-8 Cepas de E. coli aisladas de
diferentes ambientes.
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Figura 2
Amplificacién del gen ST en cepas de E. coli.
Carriles: 1 Marcador Molecular, 2 Control E9034A (+),
3 Control E9034P (-), 4-10 Cepas de E coli aisladas de
diferentes ambientes.
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Comparando la presencia de ambas toxinas encontra-
mos que 1.91% del total de cepas presentd tanto el gen
de LT como el ST, de las cuales soélo las de los grupos
clinicos de adultos y la del agua contuvieron ambas toxi-
nas en 4.08% y 3.57%, respectivamente (grafica 1).

Grdfica 1
Presencia de los factores de virulencia en las
cepas de E coli aisladas
de diferentes ambientes.
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La proteina longus se demostré con una banda de
22 KDA mediante inmunotransferencia (figura 3), la
asociacion del gen LT-longus sélo se presenté en
el grupo clinico de adultos con 6.12%, la presencia
de ST-longus se registrd en todos los grupos, pero
fueron las cepas del aire las que mayor porcentaje
registraron (15/28), seguidas por las del agua (10/28),
las cepas clinicas de nifos (9/34), las de alimentos
(4/18) y, finalmente, las de muestras clinicas de adul-
tos (5/49). El 8.82% de las cepas de nifios y 4.08%
de las de adultos presentaron los tres factores de
virulencia de ETEC.

Figura 3
Membrana de nitrocelulosa con la proteina Longus de
las cepas E coli. Carril: 1 Control E?034A (+), 2 Control
E9034P (-), 3-7 Cepas de los diferentes ambientes.
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Grdfica 2
Comparacion de la presencia de factores de
virulencia en las cepas E. coli.
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Del total de cepas de E. coli aisladas de diferentes
ambientes, 63.03% tuvo por lo menos uno de los
tres factores de virulencia, de los cuales 24.20% per-
tenece a la amplificacion del gen ST, 4.45% presentd
la amplificacién para el gen LT y 1.91% pertenece a
cepas de E. coli que tienen ambos genes (ST y LT),
el resto de las cepas (36.94%) no mostraron ninguno

IDENTIFICACION DE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI

de estos genes; sin embargo, no se descarta la po-
sibilidad de que tengan otros factores de virulencia
gue no se buscaron aqui o que pertenezcan a otro
patotipo (gréafica 2).

Discusion

La elevada incidencia de la presencia del gen ST en
las cepas aisladas de nifios concuerda con lo hallado
por T. Vu Nguyen et al. (2005), quienes proponen que
las enfermedades diarreicas provocadas por ETEC
estdn mas relacionadas con infantes. Sin embargo,
Schultsz™ (1994) obtuvo mayor detecciéon de LT en
nifos debido a que son mas vulnerables a ETEC. En
este trabajo se encontré que esta bacteria estuvo
presente en todas las muestras como patotipo en
diferentes porcentajes, hecho que sugiere la biocon-
taminacion con ETEC de diferentes ambientes y la
falta de higiene de las personas. Los resultados re-
saltan la importancia de vigilar a los nifos y viajeros
de palses en desarrollo, como el nuestro. Con base
en lo anterior, se hace necesario buscar otros patoti-
pos de E. coli en el ambiente para esclarecer las vias
de infeccién hacia el humano.

A pesar de que existen investigaciones dirigidas a
la tipificacion serolégica de las £. coli diarrogénicas,
los resultados que se informan en esta investigacion
sugieren la busqueda de factores de virulencia espe-
cificos que expresan estos microorganismos en el
medio ambiente, ya que su presencia es resultado
de las interacciones celulares y las estrategias de
los microorganismos para adaptarse al ambiente e
infectar a nuevos hospederos.

Conclusidon

Identificamos el patotipo ETEC en toda la coleccion
bacteriana pero con diferentes porcentajes, lo cual
dependié del ambiente de donde se aisld. Fueron
las cepas del agua y las del aire las que expresaron
en mayor medida los factores de virulencia busca-
dos en este estudio. Del total, 63.03% de cepas
presentd por lo menos un factor de virulencia y la
amplificacién del gen ST con la expresion de longus
fue de 27.39%.
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