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RESUMEN 

Escherichia coli como el anaerobio facultativo predominante de la biela 

humana, coloniza el tracto gastrointestinal de los infantes a las pocas horas de 

vida. Permanece en ellumen del intestino sin causar daño, sin embargo, en un 

huésped inmunocomprometido, o cuando las barreras gastrointestinales son 

violadas, incluso las cepas -no patógenas· de E coli pueden causar infección. 

Existen cepas patógenas que causan diarrea. Las cepas diarreogénicas se 

dividen en seis categorlas principales de acuerdo con sus mecanismos de 

patogenicidad , su interacción con la mucosa intestinal, síntomas y 

características epidemiológicas. Una de estas categorías está integrada por la 

cepas de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC). 

Entre las variedades patógenas de E. coN se ha descrito la secreción de toxinas 

que son responsables de varios padecimientos. Dentro de estos productos se 

encuentran las proteasas con un motivo de serina que como característica 

particular es el hecho de que son autotransportadoras, se conocen como 

SPATEs (Serin Proteases Autotransporter from Enterobacteriaceae, por sus 

siglas en inglés). Las SPATEs poseen el motivo GDSGS en el cual se 

encuentra la actividad de serin proteasas. 

En el 2000, Guyer y colaboradores, identificaron y caracterizaron una proteína 

autotransportadora de 107 kDa designada Sat, la cual es secretada por UPEC 

CFT073, una cepa altamente virulenta aislada de sangre y orina de una mujer 

con pielonefritis aguda. 

En México durante un brote de diarrea en un hospital pediátrico, durante la 

necropsia se aisló del intestino de un nif\o muerto durante dicho brote, una 

cepa de E. coli altamente virulenta. Dicha cepa designada como 049766 se 

identificó con el serotipo O?:H1 O y mediante un ensayo de adherencia a células 

HEp-2 se determinó que pertenecia al grupo EAEC. 

En el presente trabajo, se determinó que la cepa EAEC 049766 produoe la 

toxina Sat, protelna que se identificó previamente en una cepa UPEC. Se 

determinó la secuencia del gene obtenido del cromosoma de la cepa 049766, 

en ésta se identificó la existencia de 6 cambios en ~ aminoácidos cuando fue 

comparada con la secuencia reportada de la tox ina Sal de la cepa de E. coli 

CFT073. 
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INTRODUCCiÓN 

Escherichia coN es el anaerobio facultativo predominante de la biela humana. 

Este organismo coloniza el tracto gastrointestinal de los infantes a las pocas 

horas de vida.1 

E. coU usualmente permanece confinado sin causar dano en el lumen del 

intestino, sin embargo, en un huésped debilitado o inmunocomprometido, o 

cuando las barreras gastrointestinales son violadas, incluso las cepas -no 

patógenas· de E. coli pueden causar infección.2 

Aunque E. coli forma parte de la biota normal en el tracto digestivo de 

humanos, existen algunas cepas patógenas que causan diarrea. Las cepas 

diarreogénicas se dividen en seis categorlas principales de acuerdo con sus 

diferentes mecanismos de patogenicidad , su interacción con la mucosa 

intestinal, sfntomas diarreicos y características epidemiológicas, las cuales 

muestran al menos una propiedad relacionada con la virulencia en un plásmido, 

estas son: E. col; enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorrágica (EHEC), 

E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC) , E. coli de 

adherencia d~usa (DAEC) y E. coli enteroagregativa (EAEC). 

Las variedades patógenas de E. coli son responsables de diferentes 

padecimientos, entre los factores de virulencia de estos organismos, se ha 

descrito la secreción de toxinas. Dentro de estos productos se encuentran las 

proteasas con un motivo de serina que como caracterlstica particular es el 

hecho de que son autotransportadoras. Por lo anterior y por ser un componente 

común en la familia enterobacteriaceae se conocen como SPATEs (Serin 

Proteases Autotransporter from Enterobacteriaceae, por sus siglas en inglés) . 

Estas proteinas incluyen EspC de EPEC, EspP de EHEC, Pet y Pic de EAEC, 

Sat de UPEC, Tsh de E. col; patógena para aves, Pie y SepA de Shigella 

flexneri. Las SPATEs poseen el motivo GDSGS, en el cual se encuentra la 

actividad de serin proteasas.l 
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Las cepas de EAEC son reconocidas por su característico patrón de 

adherencia en forma de "tabiques apilados" en cultivos de células HEp-2 y 

HeLa,' 

La diarrea del viajero es debida a menudo por bacterias patógenas 

(principalmente ETEC), sin embargo, EAEC ha sido identificada como causa de 

diarrea aguda y persistente en países en vías de desarrollo y también ha sido 

asociada a la diarrea delviajero.5 

La infección del tracto urinario es una de las infecciones extra intestinales más 

comunes. E. coli es uno de los organismos que más comúnmente la causan . 

En general, las infecciones del tracto urinario son iniciadas por las cepas de E. 

coli uropatogénicas presentes en el colon. Tales cepas exhiben distintas 

propiedades que contribuyen a su habilidad para entrar en el tracto urinario, 

colonizar la vejiga y ascender hacia el rinón. Estas herramientas le permiten a 

la bacteria evadir los mecanismos de defensa del huésped y alterar su 

fisiologia . En el 2000, Guyer y colaboradores, identificaron y caracterizaron una 

proteina autotransportadora de 107 kDa designada Sat, la cual es secretada 

por UPEC CFT073, una cepa altamente virulenta aislada de sangre y orina de 

una mujer con pielonefritis aguda.6 

En México durante un brote de diarrea en un hospital pediátrico, en la 

necropsia se aisló del intestino de un ni no muerto durante dicho brote, una 

cepa de E. coli altamente virulenta. Dicha cepa, designada como 049766 se 

identificó con el serotipo O?:H10 y mediante un ensayo de adherencia a células 

HEp-2 se determinó que pertenecla al grupo EAEC, 

En el presente trabajo, se determinó que la cepa EAEC 049766 produce la 

toxina Sal, proteina que se identifICÓ previamente en una cepa UPEC. Se 

determinó la secuencia del gene obtenido del cromosoma de la cepa 049766, 

en ésla se identificó la existencia de 6 cambios en los aminoácidos cuando fue 

comparada con la secuencia reportada de la toxina Sat de la cepa de E. coli 

CFT073, 
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ANTECEDENTES 

E. coli es el agente etiológico más importante de diarrea infantil y representa el 

mayor problema de salud pública en países industrializados como en aquéllos 

en vlas de desarrollo.7 

En 1998, Eslava y cals., caracterizaron y secuenciaron el gene de la toxina Pet 

codifICada en el plásmido de 60 MOa aislado de la cepa de EAEC 042, sin 

embargo, al tratar de verificar la prevalencia de dicha toxina en otras cepas de 

EAEC, encontraron que los oligonucleótidos iniciadores diset'iados con la 

secuencia de Pet no identificaban la presencia del gene reportado por ellos en 

un buen número de cepas de EAEC ' 

En 2002, Sainz y cals., reportaron que en cortes de lIeon de ratones inoculados 

con la cepa de EAEC 042 se presentaban alteraciones histológicas 

caracterizadas por un aumento de la celularidad del epitelio intestinal así como 

un acortamiento de las vellosidades intestinales y edema presente en la 

submucosa.9 

En 2006, Sainz y cols., reportaron el darlo causado en ratones infectados con 

la cepa EAEC 049766, encontrando las mismas alteraciones histológicas 

reportadas en los modelos animales infectados con EAEC 042. Las lesiones 

producidas por la cepa 049 fueron mas severas que con la cepa 042.10 

Especies patógenas de E. coli son responsables de una variedad de 

enfermedades. Un factor común de estos organismos es la secreción de 

moléculas proteicas de alto peso llamadas serin proteasa autotransportadoras 

de Enterobacterias (SPATEs) ' 

En el 2000, Guyer y colaboradores, identifICaron y caracterizaron una protelna 

autotransportadora de 107 kOa designada Sat, la cual es secretada por UPEC 

CFT073, una cepa altamente virulenta aislada de sangre y orina de una mujer 

con pielonefritis aguda.6 
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MARCO TEÓRICO 

Enterobacterias 

Las enterobacterias pertenecen a la familia Enterobaeteriaceae, la cual consta 

de varios géneros. Se caracterizan porque no forman esporas, son capaces de 

crecer tanto en aerobiosis como en anaerobiosis (es decir, son anaerobios 

facultativos), fermentan la glucosa, no producen enzimas oxidasas, y tienen 

una movilidad variable (dependiendo de la presencia o no de flagelos) .11 

Las enterobacterias son organismos Gram-negativos que poseen una 

membrana interna (citoplasmática), una cubierta de peptidoglicano (pared 

celular) que la rodea, una membrana externa, que contiene lipopolisacáridos y 

porinas (canales para la penetración de antibióticos y nutrientes), y en algunos 

casos, una cápsula de naturaleza polisacárida que rodea completamente a la 

célula. El lipopolisacárido (LPS) de la membrana externa está relacionado con 

una zona más interna denominada core, que contiene la molécula dellípido A 

de la que depende la actividad biológica de la endotoxina la cual es 

responsable del choque séptico (choque endotóxico), caracterlslico de las 

bacterias Gram-negativas. La cadena lateral del LPS esta constituida por 

diferentes azúcares que dependiendo de su variación constituyen los diferentes 

tipos del antlgeno somático "O". El antígeno flagelar "H" de naturaleza protéica 

y el antlgeno capsular KK- compuesto por polisacáridos son los otros dos 

antígenos de la bacteria que junto el antlgeno 0 , son utilizados para realizar la 

caracterización de la enterobacterias mediante el empleo de sueros obtenidos 

en conejo. Durante mucho tiempo se utilizó la identificación de los antlgenos 0 , 

H Y K, para determinar si una bacteria pertenecla a algún grupo patógeno. En 

la actualidad este procedimiento se sigue utilizando pero en conjunto con 

métodos moleculares que identifican genes asociados para factores de 

virulencia , principalmente para estudios epidemiológicos. 12 

Entre los factores de virulencia se han identificado las fimbrias o pifi, que son 

prolongaciones filamentosas que permiten la adherencia de la bacteria a 

receptores especlficos de las células mucosas y epiteliales de las vías 
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respiratorias, digestivas y genitourinarias.13 Otros factores de virulencia que 

pueden tener las enterobacterias son protefnas de membrana extema 

involucradas en la adherencia, las toxinas que pueden ser enterotoxinas o 

citotoxinas, o factores que contribuyen en la capacidad invasiva de las 

bacterias. Muchos de estos factores están relacionados con la presencia de 

material genéticos extracromosómico como los plásmidos, transposones e 

induso conjuntos de genes integrados que conforman las islas de 

patogenicidad.1
'" 

Escherichia coli 

Eschen'chia coli es un bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo de la familia 

Enterobacteriacaae, tribu Escherichia.15 Figura 1. 

Fla¡eb 

"'~p~ 

&p.do periplilmico 

Pared «M .. 

MembGIIe. ex1Cma 

Figura 1. Estructura de Escherichia coli.11 

E. coli es el anaerobio facultativo predominante de la biota humana. Este 

organismo coloniza el tracto gastrointestinal de los infantes a las pocas horas 

de vida, y a partir de ese momento, el huésped y E. coli viven en un mutuo 

beneficio. 

Es una de las especies bacterianas más minuciosamente estudiadas, y no 

solamente por sus capacidades patogénicas, sino también como sustrato y 

modelo de investigaciones metabólicas, genéticas, poblacionales y de diversa 

[ndole' 

14 



Se trata de bacterias de rápido crecimiento y amplia distribución en el suelo, el 

agua, vegetales y gran variedad de animales. En conjunto, la importancia de 

las enterobacterias en patología humana puede cuantificarse constatando que 

constituyen el 50% aproximadamente de todos los aislamientos clrnicamente 

significativos en los laboratorios microbiológicos, y hasta el 80% de todos los 

bacilos Gram-negativos identificados.16 

E. coli usualmente permanece confinado sin causar dano en el lumen del 

intestino, sin embargo, en un huésped debilitado o inmunocomprometido, o 

cuando las barreras gastrointestinales son violadas, incluso las cepas ano 

patógenas ~ de E. col; pueden causar infección . 

También existen clonas de E. coli altamente adaptadas que pueden desarrollar 

la habilidad para causar un amplio espectro de enfermedades en el humano. 

Infecciones debidas a cepas patógenas de E. coli pueden estar limitadas a la 

superfICie de la mucosa o también pueden diseminarse por todo el cuerpo. 

En general, son tres sfndromes los que resultan de la infección con cepas 

patógenas de E. col; 1) infecciones del tracto urinario, 2) sepsis, meningitis y 3) 

enfermedades entéricas o diarreas.2 

La virulencia en E. coli es el resultado de la acumulación de una o varias 

propiedades especiales, o factores de virulencia (VFs), los cuales sirven para 

distinguir patógenos potenciales de las cepas inofensivas.1-4 

E. coli es el agente etiológico más importante de diarrea infantil y representa el 

mayor problema de salud pública en paises desarrollados como en aquéllos en 

vías de desarrollo.7 

Se ha propuesto que E. coli sigue una estrategia de infección; 1) colonización 

en el sitio de la mucosa, iI) evasión de las defensas del huésped, ;iI) 

multiplicación, y iv) dano al hospedero. La habilidad más conservada de las 

cepas diarreogénicas de E. col; es la de colonizar la superficie de la mucosa 

intestinal a pesar de la peristalsis y competencia por nutrientes de la biota del 

intestino. 
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La presencia de fimbrias de adherencia es una propiedad de todas las cepas 

de E. eoli, incluyendo las variedades no patogénicas. Sin embargo, cepas 

diarreogénicas de E. coN poseen antigenos fimbria les especificas que realzan 

su habilidad para colonizar permitiendo su adherencia a la mucosa. Una vez 

establecida la colonización, las estrategias patogénicas de estas cepas 

diarreogénicas pueden variar de una manera muy marcada.2 

Las cepas diarreogénicas de E. eoN han adquirido diferentes genes de 

virulencia y por lo tanto, difieren en la forma en que estos organismos residen 

en el colon .17 

Aunque E. coli forma parte de la biota normal en el tracto digestivo de 

humanos, existen algunas cepas patógenas que causan diarrea . Las cepas 

diarreogénicas se dividen en seis categorías principales de acuerdo con sus 

diferentes mecanismos de patogenicidad, su interacción con la mucosa 

intestinal, sintomas diarreicos y características epidemiológicas las cuales 

muestran al menos una propiedad relacionada con la virulencia en un plásmido, 

eslas son: E. col; enteropatogénica (EPEC), E. col; enterohemorrágica (EHEC), 

E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC) , E. col; de 

adherencia difusa (DAEC) y E. col; enteroagregativa (E.AEC) ' 

Escherich;a cali entarapatógena (EPEC) 

Ha sido ligada a la producción de diarrea infantil en paises en vlas de 

desarrollo. Se definió únicamente en base a su serotipo O y H, ahora se ha 

definido en base a sus características patogénicas. La principal característica 

de la infección debida a EPEC es la lesión de adherencia y eliminación (AlE) ' 

Dicha lesión es el proceso de adherencia intima entre la bacteria y la 

membrana de las células del epitelio intestinal, seguida de la destrucción de las 

microvellosidades, con polimerización de actina debajo del sitio de adherencia 

formando una estructura llamada pedestal, todo esto lleva a la alteración del 

citoesqueleto en el sitio de unión de la bacteria. Figura 2. 

La adherencia está mediada por pilis o fimbrias rizadas llamadas Bfp (bundle

forming pilus) cuya información genética está codificada en un plásmido de 60 
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MOa denominado EAF (Enteropathogen Adherent Factor) , asl como en algunos 

genes cromosoma les. En la adherencia es necesaria la slntesis de una 

proteína de membrana externa de 94 KDa llamada intimina, codificada por el 

gene cromosomal eae y que sirve como senal en la lesión AlE.15 La lesión AlE 

es completamente diferente de la histopatologia observada en cepas de ETEC 

y V. chafarae, en los cuales los organismos se adhieren en una forma no Intima 

y sin causar eliminación de microvellosidades o polimerización de aetina. 

Además de la actina , la lesión NE incluye otros componentes del citoesqueleto 

tales como a-aetina, talina, ezrina, y cadenas ligeras de miosina. En la punta 

del pedestal , debajo de la membrana plasmática está localizada la protelna Tir, 

que es fosforilada en residuos de tirosina en respuesta a la infección con 

EPEC. 

Adherencia iniciuJ 

"ía BFP 

EPEC 

Adherencia 
Intima 

Condensación 
de Actina 

Figura 2. Lesión caracterlstica AlE de EPEC.2 

Las cepas EPEC han sido el prototipo de una familia entera de patógenos 

entéricos que producen la lesión NE sobre células epiteliales. Una secuencia 

de múltiples pasos ha sido involucrada en la producción de la caracterlstica 

histopatologla NE, sin embargo, en 1992, Oonnenberg y Kaper propusieron un 

modelo de tres estados en la patogénesis de EPEC que consiste en 1) 

adherencia localizada, it) transducción de se"'ales, y iil) adherencia íntima.2 

EPEC puede ocasionar brotes o casos aislados de diarrea, afecta 

principalmente a ni"'os menores de seis meses. También puede aislarse en 
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adultos enfermos y sanos. La forma de transmisión de la enfermedad es fecal

oral por manos contaminadas en la manipulación de alimentos. El cuadro 

clínico que produce EPEC se manifiesta con diarrea aguda, la cual puede ser 

leve o grave, con vómito, fiebre baja y mala absorción. Para su caracterización 

se recurre a ensayos in vitro en cultivos celulares para definir su patrón de 

adherencia y la alteración del citoesqueleto de la célula, asl como al empleo de 

métodos moleculares para identificar los genes asociados a la expresión de 

factores de virulencia de la bacteria.15 

Escherichia coli enterohernorrágica (EHEC) 

En 1983, Riley describió y relacionó a EHEC con br01es caracterizados por 

dolor abdominal, diarrea acuosa con sangre con presencia o ausencia de 

fiebre, a este cuadro se le llamó colitis hemorrágica (HC). La transmisión de 

esta bacteria se asocia con la ¡ngesta de carne cruda o mal cocida, jugos de 

frutas no pasteurizadas y verduras que se consumen crudas. La bacteria que 

se aisló en todos los casos fue E. coli del serotipo 0157:H7. También en 1983, 

Karmali , la asoció con casos aislados de slndrome urémico hemolltico (HUS 

por sus siglas en inglés) caracterizado por un dano renal agudo, 

trombocitopenia y anemia hemolltica microangiopática , precedida por diarrea 

con sangre, con la presencia en heces de E. coli productora de una citotoxina 

con actividad en células Vero, por lo que se le llamó Verotoxina (VT), y a las 

cepas capaces de producirla se les denominó E. col; verotoxigénicas (VTEC) . 

Además, se observó que la citotoxina se neutralizó con antitoxina obtenida a 

partir de Shigella dysenteriae tipo 1, por lo que también se le llamó "Shiga-like 

toxin" o toxina semejante a Shiga (SLT) o "Shiga toxin" (Stx) y a las cepas de E. 

col; capaces de producirla se les llama STEC' Figura 3. 

La capacidad toxigénica de las cepas es necesaria para que el paciente 

desarrolle colitis hemorrágica y diarrea con sangre, ya que la citotoxina Stx es 

el principal mecanismo de patogenicidad de EHEC y su síntesis está 

relacionada con la presencia del bacteriófago Stx , que se encuentra dentro del 

cromosoma. Stx actúa a nivel de slntesis de protelnas ya que se une a la 

subunidad 60S de los ribosomas de las células intestinales o renales del 

hospedero. En las cepas aisladas de EHEC , se han encontrado las variantes 
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Stx1 y Stx2 que son inmunológicamente diferentes, de tal manera que se 

pueden aislar bacterias que sinteticen alguna de las toxinas o ambas. Además 

de esta toxina, las cepas de EHEC tienen otros mecanismos de patogenicidad 

como el fenómeno de adherencia y eliminación (NE), y presentan el gene 

cromosomal eae que codifica para la proteína de membrana externa de 94 KDa 

llamada intimina. 

Otro factor de patogenicidad es el plásmido p0157 de 60 MOa que codifica 

para la enterohemolisina. 

Condensación 
de Actma 

Adherencia 
Intima 

überación de TOllina Shiga 

EHEC 

Figura 3. Lesión caracterfstica de las cepas EHEC. Liberación de la toxina Shiga.2 

Actualmente hayal menos dos clasificaciones del grupo EHEC. Una es en 

función de la presencia de sus factores de patogenicidad : a) cepas típicas 

cuando tienen el fago, el plásmido de 60 MOa y presentan el fenómeno de NE, 

y b) cepas atípicas, cuando no producen lesiones de AlE y pueden presentar o 

no el plásmido de 60 MOa. 

La otra clasificación es en función del serotipo: a) cepas de E. coli 0157:H7, 

este serotipo no fermenta el D-sorbitol ni la ramnosa y no produce ~

glucoronidasa; esta bacteria puede producir principalmente sindrome urémico 

hemolitico (HUS) y colitis hemorrágica (He) y b) cepas no-0157:H7, cuya 

frecuencia de aislamiento es cuatro veces mayor que las 0157:H7. Estas 

cepas pueden ser sorbitol positivo y sus serotipos son diferentes de 0157:H7. 
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El cuadro clínico causado por las cepas no-0157:H7, se caracteriza por diarrea 

acuosa con dolor abdominal y colitis hemorrágica. El principal mecanismo de 

patogenicidad de tas cepas no-0157 es la toxina Stx, también causan la lesión 

AlE y pueden presentar el plásmido p0157. 

El periodo de incubación de EHEC es de 1 a 8 días; inicialmente produce 

diarrea sin sangre, con o sin vómito, dolor abdominal, fiebre, y después de 1 a 

2 días la diarrea se toma sanguinolenta y se identifica el dolor abdominal, de 

una duración de 4 a 10 dlas, con heces abundantemente sanguinolentas. Se 

cura o bien llega hasta el slndrome urémico hemolltico.'5 

Escherichía colí enteroinvasiva (EIEC) 

En 1971 , DuPont mostró que las cepas de EIEC fueron capaces de causar 

diarrea en un estudio con voluntarios. 

Las cepas EIEC están relacionadas bioqulmica, genética y patológicamente a 

Shigella spp. EIEC es generalmente lisina descarboxilasa negativa, sin 

motilidad y lactosa negativa.2 

El mecanismo de patogenicidad de EIEC es la invasión del epitelio del colon; el 

primer paso es la adherencia de la bacteria a las vellosidades de la mucosa por 

medio de mucinasa y adhesinas, después entra por endocitosis a la célula para 

posteriormente multiplicarse dentro de la célula y finalmente diseminarse a 

células sanas adyacentes.15 Figura 4. 

Cuando la infección es severa, esta secuencia de eventos provoca una fuerte 

reacción inflamatoria , la cual se manifiesta como una ulceración.2 
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Figura 4. Lesión caracterfstica de EIEC. Adherencia bacteriana, endocitosis y 

diseminación.2 

La información genética para este mecanismo se encuentra en el /oc; del 

cromosoma y del plásmido, además de tener la capacidad de elaborar una o 

más enterotoxinas que pudieran ser importantes en la producción de diarrea . 

Los genes necesarios para la invasión se encuentran en un plásmido de 140 

MDa llamado plnv, que codifica para protelnas, por ejemplo, las Ipa y otras que 

están involucradas en el proceso de patogénesis. 

Los síntomas caracterlsticos en personas infectadas por EIEC son diarrea 

acuosa , con sangre y moco, pero algunos casos sólo presentan diarrea , ésta 

en ocasiones no se puede diferenciar de la que produce ETEC. Las cepas de 

EIEC se asocian más con brotes que con casos aislados, en los cuales la 

transmisión puede ser de persona a persona , por ingestión de alimentos yagua 

contaminada, convirtiéndose en un patógeno importante en ninos mayores de 

seis meses. 

El diagnóstico de EIEC se hace por prueba in vivo como la prueba de Sereny, 

que es la inoculación de un cultivo puro de la bacteria en un ojo de un cobayo 

en el cual después de 24 a 96 horas se produce una ulceración en el ojo. 

También existen métodos inmunológicos y moleculares para su diagnóstico.15 
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Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) 

Coloniza la mucosa del intestino delgado por medio de pilis o fimbrias que 

tienen diversas formas denominadas CFA (Colonization Factor Antigens), 

siendo su principal mecanismo de patogenicidad la slntesis de alguna o ambas 

enterotoxinas llamadas toxina termolábil (L T) Y toxina termoestable (ST)." 

Figura 5. 

Entrada de 

enterotoxina L T o ST 

ETEC 

Figura 5, lesión característica de ETEC. Liberación de enterotoxinas L T o ST,2 

Las toxinas L T de E. coli son toxinas otigoméricas que se relacionan en 

estructura y función a la enterotoxina colérica (Cl) expresada por Vibrio 

cholerae. LT y eT comparten muchas caracterlsticas, entre las que se 

encuentran su secuencia de protefnas (60% de identidad), receptor primario 

idéntico, actividad enzimálica y actividad en ensayos con modelos animales y 

cultivos celulares. Los dos mayores serogrupos de L T: 1) LT-I es expresada por 

cepas de E. cofi que son patogénicas para humanos y animales, es una toxina 

oligimérica de 86 KDa compuesta de una subunidad A de 28 KDa y cinco 

subunidades B de 11 .5 KDa. Las subunidades B están arregladas en un anillo y 

están unidos fuertemente al gangliosido GM1 y de manera débil a GD1 b Y 

algunas glicoprotelnas intestinales. La subunidad A es responsable de la 

actividad enzimática de la toxina. Se han descrito dos variantes de LT-J, estas 

variantes son llamadas L Tp (L Tp-I) Y L Th (LTh-I). iI) LT-II se encuentra 

principalmente en cepas de E. coli aisladas de animales y raramente en 
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humanos. El serogrupo L T-II de la familia L T muestra 55 a 57% de identidad a 

L T-I Y CT en la subunidad A, pero no una homolog la con la subunidad B. Dos 

variantes antigénicas, L T-lIa y LT-lIb, las cuales comparten de 71 y 66% de 

identidad con las subunidades A y B respectivamente. LT-II incrementa los 

n;veles intracelulares de cAMP por mecanismos similares a los involucrados 

con L T-I, pero L T-II utiliza a GD1 como receptor en lugar de GM, . No se ha 

obselVado evidencia de que LT-II esté asociada a enfermedades en humanos o 

animales.2 

Las toxinas ST son pequenas, monoméricas, contienen múltiples residuos de 

cisleína, cuyas uniones disulfuro explican su estabilidad al calor. Las toxinas 

STa (también llamadas ST-I), son producidas por ETEC y otras bacterias 

Gram-negativas incluyendo Yersinia enterocolitica y Vibrio cha/erae. STa tiene 

alrededor de un 50% de identidad con la toxina EAST1 de EAEC Que también 

ha sido descrita en algunas cepas de ETEC y Que puede ser expresada junto 

con STa. STb ha sido reportada solamente en cepas ETEC. 

1) STa. Es un péptido de 18 o 19 aminoácidos con una masa molecular de 2 

KDa. Tiene dos variantes, llamadas STp (ST de porcino o STla) y STh (ST de 

humano o STlb), aunque ambas variantes pueden ser encontradas en cepas 

de ETEC aisladas en humanos. Estas dos variantes son casi idénltcas en los 

13 residuos que son necesarios y suficientes para desarrollar su actividad 

enterotóxica, y de estos 13 residuos, 6 son cistelnas las cuales forman tres 

enlaces disulfuro intramoleculares. 

i1) STb. Está asociada principalmente con cepas de ETEC aisladas de cerdos, 

aunque también se ha reportado que es expresada por algunas cepas aisladas 

en humanos. STb es una toxina con un peso molecular de 5.1 KDa. Su 

secuencia no tiene ninguna homologia con STa, pero contiene 4 residuos de 

cisterna para formar los enlaces disulfuro. A diferencia de STa, STb induce 

dano histológico en el epitelio intestinal. El receptor para STb todavla es 

desconocido, aunque se ha sugerido que la toxina puede unirse de manera 

inespecifica a la membrana plasmática por endocitosis. STb no estimula el 

incremento en las concentraciones de cAMP o cGMP intracelulares, aunque si 

estimula el incremento de los niveles de calcio intracelular proveniente de 

fuentes extra celulares, también estimula la liberación de PGE2 (prostaglandina 
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de la serie E) y serotonina, sugiriendo que el ENS (sistema nervioso entérico) 

puede también estar involucrado en la respuesta secretora a la toxina.2 

Los genes que codifican para las toxinas LT y ST, se encuentran en un 

plásmido que también puede contener información genética para los CFA's 

(colonization factors antigens), aunque algunos genes de ST se han 

encontrado en transposones.15 

Los mecanismos por los cuales ETEC se adhiere y coloniza la mucosa 

intestinal han sido sujetos a una investigación intensiva, se sabe que para 

causar diarrea , las cepas de ETEC primero se adhieren a los enterocitos, un 

evento mediado por fimbrias de superficie (también llamadas pili) . Un gran 

número de antigenos fimbriales de ETEC han sido caracterizados. Esta 

heterogeneidad antigénica muestra la existencia de múltiples antrgenos 

fimbriales, lo que representa un obstáculo para el desarrollo de una vacuna 

efectiva.2 

Las ETEC son importantes en lactantes, principalmente en niños menores de 

dos anos, y en particular durante los primeros seis meses de vida. La 

frecuencia de aislamiento de este grupo patógeno de E. cofi en niños con 

diarrea es de 10 a 30%. En los ninos en edad escolar y en adultos puede ser 

asintomática y poco frecuente o producir la diarrea del viajero. La enfermedad 

tiene un periodo de incubación de 14 a 50 horas. El cuadro cHnico se 

caracteriza por diarrea aguda, generalmente sin sangre, sin moco, sin pus y en 

pocos casos se presenta fiebre y vómito. La diarrea producida por ETEC puede 

ser leve, breve y autolimitada, pero también puede ser grave. La contaminación 

fecal de agua y alimentos es la principal fuente de infección , siendo la dosis 

necesaria de 10e UFC. 15 

Es cherichia coli de adherencia difusa (DAEC) 

El término "de adherencia difusaM inicialmente fue usado para referirse a la 

poca adherencia de estas cepas de E. coli a las células HEp-2, y no formar 

microcolonias como en el caso de EPEC. Figura 6. Con el descubrimiento de 
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las cepas de EAEC, muchos autores ahora reconocen a DAEC como una 

categorla independiente de E. coli diarreogénica potencial. 

Se sabe poco acerca de su mecanismo de patogenicidad para provocar 

diarrea. En 1989, Bilge describió la clonación y caracterización de una fimbria 

de superficie en esta cepa, la cual participa en el fenotipo de la -adherencia 

difusa", Los genes que codifican para esta fimbria (llamada F1845), se pueden 

encontrar en el cromosoma o en el plásmido. Los genes fimbria les de DAEC 

muestran homologla con los miembros del grupo Dr (adhesinas que reconocen 

el receptor del antígeno sanguineo Or (a")) de adhesinas bacterianas no 

fimbricas. 

Citoplasma oonnal 

DAEC 

Microvcllosidades 
alargadas 

Figura 6. Mecanismo característioo de DAEC.2 

En 1992, Benz y colaboradores, describieron una proteína de membrana 

e)(terna de 100 KDa que está asociada al fenotipo de adherencia difusa en una 

cepa de serotipo 0126:H27, El gen que codifica para este factor (llamado 

AIOA-I) ha sido totalmente secuenciado, El uso de pruebas de AON especificos 

para AIOA· I sugiere que este factor es expresado por una minorfa de DAEC 

aisladas. 

Yamamoto y colaboradores en 1994, as l como Cookson y Nataro en 1996, al 

realizar ensayos in vitro en células HEp·2 y Caco--2, mostraron que las cepas 
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DAEC tienen la capacidad de inducir la formación de estructuras protuberantes, 

semejantes a dedos, las cuales le confieren protección a la bacteria, pero la 

presencia de dichas estructuras aún no se ha demostrado in vivo. 

Varios estudios implican a las cepas DAEC como agentes de diarrea, mientras 

que otros estudios reportan que han aislado con mayor frecuencia cepas DAEC 

en pacientes control asintomáticos que en pacientes con diarrea. 

Las cepas de DAEC están definidas por la presencia del patrón de adherencia 

difusa en ensayos sobre células HEp-2. Un polinucleótido de 700 pb derivado 

del gene daaC ha sido usado para la hibridación con sondas en la identificación 

de DAEC, daaC participa en la expresión de la fimbria F1845. 

Aproximadamente, el 75 % de las cepas de DAEC que se encuentran en el 

mundo son positivas a la prueba con el gene de la fimbria F184S. Sin embargo, 

por la relación que existe entre F1845 y los miembros de la familia Dr, las 

reacciones en la prueba de adherencia difusa pueden ocasionar falsos 

positivos.2 

El grupo OAEC puede aislarse tanto de personas sanas como de personas con 

diarrea, siendo más importante en ninos de 4 a 5 anos. Los principales 

síntomas que se presentan son diarrea acuosa sin sangre y sin leucocitos.15 

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) 

Llamada asl porque en ensayos con células HEp-2 exhiben un patrón de 

adherencia agregativa. Su propiedad agregativa es dependiente de la 

presencia de un plásmido de 65 MOa. En varios estudios epidemiológicos , las 

cepas de EAEC han sido encontradas en mayor número en pacientes con 

diarrea que en pacientes control. Estudios en India, México y Brasil han 

involucrado a E. coli enteroagregativa como un importante agente de diarrea 

persistente en ninos con una duración mayor a 14 dlas.18 

La diarrea del viajero es debida a menudo por bacterias patógenas 

(principalmente ETEC), sin embargo , EAEC ha sido identificada como causa de 

diarrea aguda y persistente en paises en vfas de desarrollo y también ha sido 

asociada a la diarrea del viajero. Las bacterias pertenecientes a EAEC, tienen 
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la habilidad para encontrar un nicho microbtológioo en el intestino, este es un 

primer paso en el establecimiento de la patogénesis del organismo. En 1992, 

Knutton y colaboradores demostraron que las cepas de EAEC se adhieren al 

colon humano, y que son capaces de elaborar una toxina termoestable y una 

hemolisina termolábil. Esto sugiere que el sitio y grado de expresión dentro del 

intestino de estos u otros factores de virulencia es variable. También se piensa 

que algunos factores del huésped (receptores de toxinas por ejemplo) son 

requeridos para el desarrollo de la diarrea mediada por EAEC ' 

las cepas de EAEC son reconocidas por su caracterlstico patrón de 

adherencia en forma de ·tabiques apilados· en cultivos de células HEp-2 y 

Hela. Figura 7. 
Adherencia 
agrcgati\'8 

Liberación de 
ciloloxinas 

EAEC 

Biofilmdc 
mucus 

Figura 7. PatrOn caracterlstico de adherencia de las cepas EAEC.2 

Su fenotipo de adherencia está asociado con la fimbria BFP (bundle-forming 

pilus), AAF/l , la cual está codificada en un plásmido de 65MDa, y con la 

producción de una enterotoxina termoestable (EAST/l), que está codificada en 

el mismo plásmido. Benjamfn y colaboradores demostraron el potencial de las 

cepas de EAEC para internalizarse en células Hela, pero esta habilidad de 

¡nternatizarse en células no se puede considerar un factor de virulencia de las 

cepas enteroagregativas, aunque esta propiedad está presente en un gran 

número de ellas.' Figura 8.1 y 8.2. 
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A R 
Figura 8.1. Sección histológica de fleon de un ratón infectado con EAEC 049766. Se 

observó respuesta inflamatoria con edema e infiltración mononuclear (Tinción con 

hematoxilina y eosina). Ampliación ; A) x650, B) x1300. C) Ampliación Control x300.10 

B 
Figura 8.2. Se observó incremento en la secreción de moco, la lámina propia también 

presenta aumento celular. A) Tinción de Mac Manus. Ampliación x65O. B) Ampliación 

x1300. e) Ampliación Control x650.1D 

El mecanismo por el cual EAEC causa diarrea no se ha caracterizado 

totalmente, sin embargo, varios factores probables han sido reportados. Varios 

estudios con diferentes sistemas han demostrado que EAEC es capaz de 

causar la destrucción de la mucosa intestinal. En 1998, Vial y colaboradores 

fueron los primeros en demostrar que las cepas EAEC provocan severos danos 

sobre la mucosa utilizando el modelo de asa ligada en ratas y conejos. Tzipori y 

co/s., subsecuentemente reportaron que EAEC induce de manera más leve, 

pero significativa, cambios en la mucosa con modelos de cerdos gnotobi6ticos. 

Varios investigadores han establecido que tal dat"io a la mucosa también puede 

ser demostrada en tejidos humanos. En 1993, Eslava y cols. , demostraron el 

daflo a la mucosa en fleon de ninos muertos a causa de diarrea provocada por 

EAEC en México. Identificaron una probable citotoxina inmunogénica de 108 

KDa, la cual provocaba la toxicidad sobre la mucosa cuando era inyectada en 

el asa del fleon de rata.1Q 

Savarino y cols. (1993), reportaron que la cepa EAEC 17-2 producla una 

enterotoxina de 30 aminoácidos llamada EAST-1 . Aunque EAST-1 de EAEC y 
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STI de ETEC son genética e inmunológicamente distintas, EAST-l activa la 

guanilato ciclasa como STllo hace. 

En 1997, Yamamoto y cals., realizaron un estudio de comparación entre las 

secuencias de EAST-l en cepas de diferentes categorras (EAEC, OAEC, 

EPEC y EIEC), encontrando que la identidad entre los genes de EAST-l iba de 

un 6.7 a 53.3 %. confirmando la heterogeneidad que existe en cuanto a la 

virulencia entre las diferentes categorlas como también entre las mismas cepas 

agregativas, lo que habia sido reportado por Nataro y col. 20 

Muchas cepas enteroagregativas contienen el plásmido de 65 MOa llamado 

pAA, el cual es requerido para la expresión de las fimbrias de adherencia 

agregativa (AAFs). Estas estructuras median el fenotipo de adherencia 

agregativa (AA) a las células HEp-2. El plásmido pAA también es requerido 

para el desarrollo del dano a la mucosa en modelos in vrtro. El papel de las 

citotoxinas en enfermedades por EAEC ha sido sugerido basado en modelos in 

vivo e in vitra , los cuales muestran dano en el epitelio intestinal. En 1993, 

durante el brote de diarrea en México, Eslava y col. , identificaron dos protelnas 

(de 108 y 116 KOa), las cuales provocaban necrosis y lesiones hemorrágicas 

en lIeon de rata. En 1998, estas dos proteinas fueron purificadas de la cepa de 

EAEC 049766 (cepa implicada en el brote de diarrea en México, 1993), 

encontrando que causaban efectos citot6xicos y enterotóxicos en tejidos de 

yeyuno de rata montados sobre cámaras de Ussing. La toxina de 108 KOa 

induce efectos enterotóxicos, pero también provoca dano a los tejidos, 

inflamación y secreción de moco, por lo que se propuso que esta toxina juega 

un papel muy importante en la diarrea producida por EAEC. Estos datos les 

permitieron sugerir un modelo de infeccKm para EAEC, en el cual , la 

adherencia inicial está mediada por las fimbrias AAF, seguido de la secreción 

de la enterotoxina de 108 KOa y tal vez de EAST-1 , para continuar con el 

desarrollo de la citotoxicidad sobre la mucosa que también es inducida por la 

toxina de 108 KOa o por algún otro factor todavia no identiftcado.21 

Las cepas de EAEC difieren en su patogenicidad , muchas contienen el 

plésmido de 60 a 65 MOa (pAA), el cual codifICa varios factores de los 
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probables factores de virulencia, incluyendo la fimbria AA caracterizada como 

AAF/I o AAFIII . Para la biogénesis de AAF/I y AAFIII, se requiere la acción del 

activador transcripcional aggR. Sin embargo, muchas cepas contienen el gene 

aggR, pero no expresan AAF/I ni AAF/II. En muchas cepas enteroagregativas, 

dentro del plásmido existe un gene llamado aspU, el cual codifica una protelna 

secretora, pero ninguno de estos factores ha sido ligado directamente a la 

virulencia in vivo, aunque cada una podrla tener un papel dentro de la 

patogénesis por EAEC. 

También se ha reportado la producción in vivo de interleucina-S (IL-S) en 

células epiteliales infectadas con EAEC. 

Las cepas de EAEC pueden ser encontradas en alimentos contaminados, su 

infección por lo regular es asintomática. El huésped y los factores ambientales 

pueden influenciar el desarrollo de la diarrea (por ejemplo la dieta, tamano del 

inoculo, estrés) .22 

La adherencia agregativa (AA) a la mucosa intestinal, es el primer paso en la 

patogénesis de EAEC. EAEC se adhiere a la superficie de la mucosa, estimula 

la secreción de moco y la formación de una gruesa agregación llamada 

biopellcula. Después de la adhesión, multiplicación y colonización de la 

superfICie, la bacteria se rodea a si misma con sustancias exopoliméricas y 

recluta más bacterias para formar microcolonias intercaladas entre los canales 

de flujo , lo que le permite a las colonias embebidas dentro de la biopelicula no 

ser erradicadas fácilmente por antibióticos bactericidas y al mismo tiempo les 

permite ser protegidas del ataque del sistema inmune del intestino, provocando 

una infección prolongada. 

Varios factores de virulencia tales como aggA , aggR y aap (dispersina), son 

importantes en la adherencia de EAEC a la mucosa intestinal y en la formación 

de la biopellcula . 

En el 2001 , Sheik y col., reportaron que fis y yafK, a través de la activación de 

aggR, también son importantes en la formación de esta biopeliculalm. Otros 

genes, incluyendo aatA, pet, ShET1 (enterotoxina de Shigella) , irp2 (gene de 
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biogénesis de yersiniabactina) y shf se piensa que también podrlan estar 

involucrados en la patogénesis de EAEC." 

En 2002, Sainz y cals., reportaron que en cortes de lIeon de ratones inoculados 

con la cepa de EAEC 042 se presentaban alteraciones histológicas 

caracterizadas por un aumento de la celularidad del epitelio intestinal asl como 

un acortamiento de las vellosidades intestinales y edema presente en la 

submucosa.9 

En 2006, Sainz y cols., reportaron el dano causado en ratones infectados con 

la cepa EAEC 049766, encontrando las mismas aneraciones histológicas 

reportadas en los modelos animales infectados con EAEC 042. Las lesiones 

producidas por la cepa 049 fueron más severas que con la cepa 042.10 

Un gran número de estudios han respaldado la asociación de EAEC con 

diarrea en paises desarrollados, y de manera más predominante asociada a 

diarrea persistente. Varios estudios en ninos con diarrea han mostrado una 

significativa prevalencia de EAEC.25 

La patogénesis de EAEC es compleja, y las cepas son muy heterogéneas. 

Estudios en animales y humanos han demostrado que EAEC es capaz de 

unirse al yeyuno, íleon y colon. Estudios de microscopia electrónica de 

fragmentos de mucosa intestinal infectada extraída de ninos de entre 3 y 190 

meses, revelan que la bacteria se encuentra embebida en una gruesa capa de 

moco. Numerosas enterotoxinas y citotoxinas han sido identificadas como 

probables factores de virulencia, pero su implicación cllnica sigue sin ser 

aclarada. El factor de virulencia mejor estudiado es AggR, el regulador maestro 

de la virulencia de EAEC, el cual controla la expresión de los factores de 

adherencia, una protelna dispersina y un gran número de genes codifICados en 

el cromosoma de EAEC. Los sinlomas cllnicos por una infección de EAEC 

pueden variar de un estudio a otro. Los sintomas más comúnmente reportados 

son diarrea acuosa con o sin sangre, moco, náusea, vómito, dolor abdominal y 

leve fiebre. El periodo de incubación de la diarrea causada por EAEC va de 8 a 

18 horas. Las variaciones en los sintomas cllnicos por infección de EAEC 
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pueden deberse a factores tales como la susceptibilidad genética del huésped, 

su respuesta inmune, la heterogeneidad de la virulencia entre las cepas EAEC, 

asl como a la cantidad de bacteria ingerida por el huésped para provocar la 

infección.26 

Sistemas de Secreción 

La secreción de protefnas hacia ambientes extracelulares es importante para la 

mayoria de las bacterias, as! como también para la interacción patogénica o 

simbiótica de las bacterias con su huésped eucari6tico. Tres sistemas son 

responsables de la secreción de protelnas a través de la membrana 

citoplasmica bacteriana: Sec, SRP y Tal. 27 

Los sistemas de exportación de protefnas están presentes en todos los 

organismos vivos, incluyendo bacterias Gram-negativas y eucariontes. En 

contraste a otros organismos, las bacterias Gram·negalivas contienen 

numerosos y aparentemente independientes sistemas de exportación de 

protelnas. Estos incluyen sistemas que median el cruce o inserción de 

protelnas dentro de la membrana interna y otros que especfflcamente 

intervienen en el cruce o inserción de protelnas dentro del lipopolisacárido 

contenido en la membrana . 28 

Las bacterias secretan un gran número de proteinas al medio extracelular entre 

las que se incluyen toxinas, adhesinas y diversas enzimas hidrolfticas que se 

requieren en diferentes aspectos del ciclo de vida bacteriano, como por 

ejemplo, en la biogénesis de organelos, la adquisición de nulrientes y la 

expresión de factores de virulencia. Se sabe que en las bacterias Gram

negativas, las protelnas a translocarse tienen que atravesar dos barreras 

lipldicas separadas por el espacio periplasmico y la capa de peptidoglicano: la 

membrana citosólica o membrana inlerna (MI), y la membrana externa (ME), 

que es una membrana asimétrica cuya cara exterior está compuesta 

principalmenle por lipopolisacaridos. A pesar del número, la diversidad y la 

amplia variedad de funciones que desempenan las protelnas secretadas 

l2 



(prote6lisis, hem6lisis, citotoxicidad, reacciones de fosforilación, etc.), éstas son 

translocadas utilizando un número limitado de mecanismos.29 

Las bacterias Gram-negativas patógenas usan al menos seis tipos de sistemas 

de secreción (referidos como tipo I-VI, o SST1-SST6) para el transporte de 

protelnas a través de las multicapas que envuelven a la célula, y en algunos 

casos, dentro de célu las blanco del huésped. Estos sistemas de secreción 

están diferenciados en parte por los componentes estructurales conservados 

que los definen, pero también por las caracterlsticas de los sustratos y vlas que 

estos sustratos toman durante el proceso de exportación. 29 

La clasificación sobre las vfas de secreción en las bacterias Gram-negativas se 

basa en la naturaleza molecular de las maquinarias de transporte y las 

reacciones que éstas catalizan. Sin embargo, estos grupos se pueden aún 

subdividir en dos grandes clases dependiendo del mecanismo que se utilice 

para el transporte a través de la membrana plasmática. Las vlas Sec

dependientes, que utilizan el sistema de secreción denominado Sec, en el que 

las proteínas a secretarse presentan una secuencia serial o péptido Hder en el 

extremo amino terminal; y las Sec-independientes, en las que los sustratos se 

pueden translocar directamente desde el citosol hasta el exterior celular sin que 

exista un intermediario periplásmico, ni una secuencia senal en el amino 

terminal.29 

Sistema de Secreción Tipo 1 (SSTI) 

Es utilizado por un gran número de bacterias para la secreción de toxinas, 

proteasas y lipasas. Es una vía Sec-independiente, por lo que no se requiere 

del procesamiento de un péptido IIder para atravesar la membrana 

citoplásmica ; la secreción proteica se da en un solo paso desde el citosol hasta 

el exterior celular. los sustratos a exportarse por este sistema presentan una 

senal de secreción en el extremo carboxilo terminal, que sin embargo no es 

procesada. El SSTI está constituido por tres componentes: un canal en la 

membrana externa denominado PME (protefna de membrana externa), un 

transportador ABe (ATP binding cassette) en la membrana interna (MI) y una 
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protelna periplásmica que también esta anclada a la MI y que se denomina PF 

(protelna de fusión) . Figura 9. 

El prototipo para ejemplificar este sistema es la secreción de la toxina a

hemolisina (HlyA) en E. coli. Dicha toxina se produce principalmente en cepas 

de E. coli que causan inlecciones del tracto urinario (E. coli uropatógena), y es 

un importante factor de virulencia debido a su actividad citolftica y citotóxica.211 

HlyA es una protelna lipldica modificada con un dominio compuesto de 11 a 

179 aminoácidos repetidos, los cuales se unen al calcio y se piensa que 

interactúan con las células huésped. Esta interacción estimula la inserción de 

HlyA dentro de la membrana plasmática de las células eucariontes causando la 

formación de un poro y liberando su contenido. Otros miembros bien 

estudiados de este grupa incluyen la metaloproteasa de Erwinia chrysanthemi, 

la leucotoxina de Pasleurena haemolitica y la adenilato cidasa de Bordetella 

pertussis.30 

• 
Periplasma 

Figura 9. Componentes del Sistema de Secreción de Tipo 1. La protelna periplásmica 

de fusión PF interactúa con el transportador ABC en la Mly con la proteina PME que 

forma un canal en la ME.29 
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Sistema de Secreción Tipo 2 (SSTII) 

Este sistema es responsable de secretar una gran cantidad de enzimas 

hidrollticas y toxinas, como la toxina del cólera (Figura 10). Ocurre en dos 

etapas, primero, la maquinaria Sec transloca el sustrato con péptido IIder a 

través de la membrana plasmática , por lo que el SSTII es una vla Sec

dependiente. En una segunda etapa , la protelna pierde el péptido senal y 

adqulere su conformación nativa en el espacio periplásmicQ, para 

posteriormente ser secretada a través de la ME por un complejo sistema 

multiproteico llamado tipo 11 o secretón. Una de las caracterlsticas únicas de 

esta vla es su capacidad de transportar protelnas plegadas.29 

El SSTlI puede ser ejemplificado por la secreción de Pululanasa (PulA) de 

Klebsiella oxytOCB. PulA es una lipoprotelna, la cual forma micelas una vez que 

ha sido secretada dentro del medio ambiente externo. Desde el descubrimiento 

del SSTII en K. oxytoca, esta vla ha sido identificada en una gran variedad de 

otras especies bacterianas que exportan un atto numero de protelnas con 

diversas funciones, incluyendo, como ya se habla mencionado, la toxina del 

cólera de Vibrio cho/erae, también la exotoxina A de P. aeruginosa y varias 

enzimas que degradan la pared celu lar. 30 

Medio Extracelular 

ME 

Citoplasma 

Figura 10. Modelo de secreción de la toxina del cólera por el 55TII. Primera etapa, las 

subunidades A y B de la toxina son translocadas a través de la MI como precursores 
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monoméricos utilizando la vla Sec. Segunda etapa, las subunidades se pliegan y 

ensamblan en el periplasma en un complejo ABs. El complejo es dirigido al poro de la 

ME para su translocaci6n.21 

Sistema de Secreción Tipo 3 (SSTIII) 

Es una vla Sec-independiente en la que la secreción ocurre en un solo paso 

desde el citosol hasta el exterior celular, que desempena un papel central en la 

patogenicidad de muchas bacterias Gram-negativas.29 

•• 

• 

Complejo 
Aguja 

Biogénesls Flagelsr Translocación de Factol'M 
de Virulencia 

Figura 11 . Modelos de secreción tipo 111 ejemplificados por la biogénesis flagelar y la 

translocación de factores de virulencia en Yersinia. Se muestran los componentes del 

cuerpo besal del flagelo bacteriano que son homólogos a los del complejo aguja del 

sistema de translocación de factores de virulencia. N 

Este sistema se constituye por aproximadamente veinte protefnas situadas en 

las membranas externa e interna , aunque otras moléculas proteicas conocidas 

como ·chaperonas· también desempenan papeles crlticos como por ejemplo; 

unirse en el citoplasma al producto a secretarse, a fin de estabilizarlo, evitar su 

plegamiento e impedir su asociación a otras protefnas.31 

El SSTIII fue identificado por primera vez en Yersinia spp., en la secreción de 

las protefnas Yop. También ha sido identificado en varios patógenos de 

animales y plantas incluyendo Salmonella enterica, Shigella f/exneri, E. coli, 
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Ralstonia solancearum, Pseudomona syringae y Ch/amydia trachomatis.30 

Figura 11 . 

Sistema de Secreción Tipo 4 (SSTIV) 

Es una vla homóloga a los sistemas de conjugación y al sistema VirS de 

Agrobacterium tumefaciens que facilitan la lranslocaci6n de DNA. Este sistema 

es un transportador versátil que secreta tanto ácidos nucléicos como protelnas. 

La noción general aceptada para esta vla es que no requiere de intermediarios 

periplásmicos, por lo que la secreción es Sec-independiente.29 Figura 12. 

1 

Núcleo 
peripLtilmico 

Figura 12. Modelo de secreción a través del SSTlV. Se propone que se lleva a cabo 

una asociación entre los componentes generadores de energla en la MI y la 

maquinaria de secreción (núcleo periplásrrico). las estructuras en la superficie celular 

pueden iniciar el contacto con la célula hospedera. sin embargo, la vla de 

translocación del sustrato es aún desconocida.2t 

Sistema de Secreción Tipo 6 (SSTVI) 

Muy poco se conoce del mecanismo de transporte de proteínas a través de 

este sistema, los genes del SSlVl están altamente conservados y se 

encuentran presentes en varias especies bacterianas Gram-negativas como P. 

aeruginosa, Y. pestis, E. coli, S. enlerica , A. tumefaciens, Rhizobium 

leguminosarum, FranciselJa lularensis, Burkholderia mallei, y algunas especies 

de Edwardsiel/a. 
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Puka!zki y colaboradores (2007) , encontraron que genes que codifICan para el 

SSTVI , están ampliamente distribuidos en bacterias Gram-negativas 

patOgenas. En Vibrio cho/erae, el SSTVI secreta tres protelnas extracelulares, 

VgrG-l , VgrG-2 y VgrG-3." 

Sistema de Secreción Tipo 5, Autotransportadoras (SSTV) 

Muchos patógenos bacterianos ejecutan una selección de complejas funciones 

para sobrevivir, multiplicarse y diseminarse dentro del huésped. Sus 

determinantes de virulencia son principalmente de naturaleza proteica.33 

A través del SSTV se exportan protelnas con diferentes funciones, incluyendo 

proteasas, toxinas, adhesinas e invaginas. En general , el SSTV o 

Autotransportadoras representa una vla Sec-dependiente ya que utiliza la 

maquinaria Sec para atravesar la MI; sin embargo, las protefnas no requieren 

de factores adicionales para transitar del periplasma hacia el exterior celular, 

como su nombre lo indica, dirigen su propia exportación . El extremo carboxilo 

terminal de la proteína dirige la secreción de la región amino terminal a través 

de la ME." 

En esta vla de secreción se incluyen tres sistemas; el Sistema de 

Autotransportadoras (Tipo Va o AT -1 ), la vla de secreción del doble compa~ero 

(Tipo Vb) y el recién descrito sistema tipo Ve, también llamado AT-2. Las 

proternas secretadas por estas vías son similares en su estructura primaria , asr 

como también en su proceso de biogénesis.32 Figura 13. 

Sistema de secreción de autotransportadoras (Tipo Va) 

En 1987, Pohlner y colaboradores fueron los primeros en describir y proponer 

un modelo de secreción Tipo V. Mostraron la relación entre el gene que codifica 

la inmunoglobulina gonococal Al (lgAl) Y su producto extracelular. La 

secuencia de ADN de un fragmento clonado (4.6 Kb) mostró un gene que 

codifica para un precursor de la proteasa IgA 1; el precursor contiene tres 

dominios funcionales: la región amino terminal (la cual se asume que inicia el 

transporte del precursor a través de la membrana interna), la proteasa 

extracelular IgA1 , Y un dominio carboxilo terminal (el cual es requerido para la 
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secreción a través de la membrana externa). Los autores proponen el concepto 

de que el precursor de la proteasa IgA 1 contienen todos los determinantes 

necesarios para dirigir su translocación desde el periplasma hacia el medio sin 

la participación de protelnas accesorias. Por la falta de acoplamiento 

energético, por la falta de factores accesorios que son requerktos para la 

translocación en otros procesos y por su improbable inserción dentro de los 

sistemas de secreción I a IV, las proteínas que son secretadas por este 

proceso, reciben el nombre de autotransportadoras. Muchas protelnas que 

siguen esta vla de secreción han sido identificadas en un gran número de 

Gram-negativas. En general, las protelnas autotransportadoras consisten de 

tres dominios funcionales; la secuencia senal (también llamada péptido senal o 

secuencia IIder), la cual está presente en la región amino terminal de la 

protelna, el siguiente es el dominio pasajero (también llamado dominio a), el 

cual confiere las funciones efectoras de varias autotransportadoras, y por 

último, el dominio principal, localizado en la región carboxilo terminal de la 

protelna, es la unidad de translocación, también es conocida como dominio ~ o 

dominio autotransportador. Consiste de una pequena región de unión con una 

estructura secundaria a-hélice y un eje-f3 que adopta la estructura terciaria de 

p-barril cuando se encuentra embebida en la membrana externa, y con esto 

facilita la translocación del dominio pasajero a través de la misma por la 

formación un poro.32 

Vla de secreción del doble campanero (Tipo Vb) 

En esta via de secreción, como en la via de secreción de autotransportadoras, 

el dominio pasajero posee una secuencia senal que dirige su translocación a 

través de la membrana interna. Después de ser exportada dentro del 

periplasma , el dominio pasajero se inserta dentro de la membrana externa por 

el poro formado por el f3-barril . Una vez en la superficie de la bacteria, el 

dominio pasajero puede sufrir proteólisis para conseguir su función fisiológica. 

Sin embargo, en contraste a la via de las autotransportadoras, donde la 

proteina es producida como un polipéptido simple, el dominio pasajero o 

exoprotelna y el dominio P formador del poro son traducidas como dos 

protefnas separadas. Son referidas como TpsA y TpsB respectivamente. A 

pesar de ciertas diferencias, esta vla de secrectón comparte algunas 
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características con las autotransportadoras, por ejemplo, al examinar la 

secuencia senal de los miembros de la familia de las TpsA revelan que varias 

de estas proteinas poseen una inusual secuencia senal, la cual está altamente 

conservada con la secuencia senal de las autotransportadoras. También se ha 

encontrado similitud al realizar el análisis filogenético. Debido a estas 

diferencias y similitudes, varios autores han estado de acuerdo en que la vla de 

secreción del doble companero esté agrupada dentro del SSTS y que sea 

identificada como un subgrupO.32 

TipoVc 

YadA de Y. pestis es el ejemplo tipo de esta vla. YadA posee seis diferentes 

dominios: i) una secuencia senal amino terminal, ii) una cabeza D, ¡ii) cuello D, 

iv) tallo D, v) conector R y vi) una región carboxilo tenninal. Recientes 

investigaciones estructurales han demostrado que la adhesina Hia de H. 

influenzae es una protefna trimérica que es secretadad de manera análoga a 

YadA. Este tipo de confonnación trimérica y su modo de secreción han sido 

propuestos como un modelo alternativo del sistema de secreción de 

autotransportadoras y ha sido llamado Tipo Vc o vla AT-2." 
TIpoV. ropoVb 

Tipo Ve 

ME 

P<ri,__ :: ~;;;:::::......", 
mudl1l1JJJ1JD1dDlWmSeCDDDm,iDIiiülhlJmUj 
umplDDDIJDmm"w 'QlnmumtlUlulIDJIJU MI 

o 
Citoplasm. .... 

~~ - -::::::::::-: : :: ~:=-. . _ fr-:_ ::-_ :::~ ::--:-==----
Tipo v. - '"'-" 

... 1 

Tipo Vb Tipo Ve 

Figura 13. Esquema de los sistemas de secreción de tipo V. Se muestran los cuatro 

domintos funcionales de las proteinas; la secuencia sel\al, el dominio pasajero, la 

región de unión y el dominio ~ .32 
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Especies patógenas de E. coli son responsables de una variedad de 

enfermedades. Un factor común de estos organismos es la secreción de 

moléculas proteicas de alto peso molecular llamadas serin proteasa 

autotransportadoras de enterobacterias (SPATEs). Estas protelnas incluyen 

EspC de EPEC, EspP de EHEC, Pet de EAEC, Sat de UPEC, Tsh de E. coli 

patógena para aves, Pic de Shigel/a flexneri y EAEC, y SepA también de S. 

nexneri. Las SPATEs poseen un motivo GDSGS serin proteasa caracterlstico, 

el cual les permite tener la actividad de serin proteasas. Las protelnas SPATEs 

muestran una alta similrtud entre si (alrededor del 58% de identidad), lo que 

sugiere un origen común? 

Los miembros de la familia de las SPATEs son protelnas de E. ooli Y Shigel/a 

spp., son altamente inmunogénicas, y tal como la proteasa IgA1 y Hap 

(protelna de adhesión y penetración de H. innuenzae), poseen el motivo serin 

proteasa caracterlstico. 

En 1994, se describió una hemaglutinina sensible a temperatura (Tsh) en E. 

coli patógena para aves (APEG), la cual causa infecciones en esa población. 

Tiene un peso molecular de 104 kDa. El gene tsh está localizado en el 

plésmido CoIV. La correlación entre la expresión de Tsh y su actividad de 

hemaglutinación es un fenómeno que se ve influenciado por la cepa, asl como 

también por el medio ambiente. Tsh produce lesiones dentro de los sacos de 

aire de las aves. Recientemente, una protelna llamada proteasa de unión a 

hemoglobina (Hbp), fue caracterizada de una cepa de E. ooli aislada de una 

herida causada por infección. Hbp es 99.9% idéntica a Tsh, encontrándose dos 

cambios en la secuencia de aminoácidos del dominio pasajero.32 

Benjelloum-Touimi y colaboradores , en 1995 describieron un homólogo de Tsh 

al cual designaron SepA (protelna extracelular de Shigel/a) . Investigaciones en 

una mutante sepA demostró la reducción en la habilidad para inducir dan o a la 

mucosa e inflamación en el tejido al ser probado en un modelo con conejos.29 

SepA es una protefna que se encuentra de manera abundante en el 

sobrenadante de cuHivos de Shigel/a spp., y esté relacionada con la 

inflamación intestinal y la invasión al tejido.3 
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En 1996, Stein y colaboradores describieron EspC (proteína C secretada por 

EPEC), es la mayor protelna encontrada en los sobrenadantes de la cepa típo 

de EPEC E2368/69." Al ser probada sobre yeyuno de rata montado en 

cámaras de Ussing, EspC mostró actuar como una enterotoxina.30 De manera 

interesante, genes homólogos para espC también existen en otras bacterias 

patogénícas que provocan la lesión AlE. La presencia de genes homólogos en 

cepas patogénicas causantes de la lesión AlE pero no en cepas no

patogénicas implica que EspC puede jugar un papel en la viru lencia de los 

patógenos que causan dicha lesión. Esto puede ser posible ya que EspC es 

una protelna altamente inmunogénica. Investigaciones recientes han 

demostrado que la incubación de altas concentraciones de EspC con células 

epiteliales in vitro y bajo periodos prolongados, induce efectos citopáticos 

similares a los producidos por su homólogo Pe!. J2 

En 1997, de manera casi simultánea, Brunder y colaboradores describen EspP 

(serin proteasa extracelular codificada en plásmido) y Ojafari describe PssA 

(proteasa secretada por STEC) en EHEC 0157:H7 y STEC 026:H

respectivamente. Estas protelnas son idénticas, están codificadas en un 

plásmido de virulencia, y representan la mayor protelna extracelular de ambos 

organismos.32 EspP puede actuar como una cititoxina, causando disrupción de 

actina.3 

Pet (toxina codificada en plásmido) es una enterotoxina termolábil que fue 

descrita como una proteína de 108 kOa codificada en el plásmido de virulencia 

de EAEC .34 Diferentes estudios muestran que tiene efecto enterotóxico e 

induce acumulación de fluidos y efectos citotóxicos sobre la mucosa. 

Experimentos con órganos in v~ro (IVOC) sobre la mucosa intestinal de 

humanos, demostraron que una mutante nula en el gene pet no se vio afectada 

en su habilidad para adherirse al tejido del colon, pero no fue capaz de 

provocar los cambios caracterlsticos sobre la mucosa observados en la cepa 

nativa.35 

El gene de la toxina se encuentra localizado en el plásmido de virulencia de 

EAEC de 65 MOa (plésmido AA), y está agrupado dentro del locus de 

probables genes asociados a la virulencia.8 
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El mecanismo de acción especifico de Pet sobre las células epiteliales todavla 

no ha sido bien elucidado, pero se ha observado que Pet causa disrupci6n de 

espectrina y fodrina (espectrina no-eritroide, la cual esta distribuida en la 

mayorla de los tipos celulares, incluyendo las células epiteliales), protelnas de 

la membrana que están conectadas con la actina cttoplásmica. La degradación 

de fodrina podria explicar las alteraciones celulares y el desarrollo de diarrea 

causada por EAEC.J6 

Pie (protelna involucrada en la colonización intestinal) es otra proteasa 

integrante de la familia de las SPATEs que se identificó en EAEC, el gene pie 

se localizada en el cromosoma de EAEC.34 Tiene un peso molecular de 116 

kOa aproximadamente, el producto de pie es sintetizado como un precursor de 

146.5 kDa , el cual es procesado en su región amino y carboxilo terminal 

durante la secreción. y libera la protelna madura dentro del sobrenadante de 

los cultivos celulares.37 Los fenotipos identificados en Pie sugieren que está 

involucrada en las etapas tempranas de la patogénesis y de manera más 

probable promoviendo la colonización intestina!." También se ha identificado 

un homólogo de Pie en cepas de E coli uropatogénicas (UPEC), llamada PicU 

que muestra funciones similares con la ya reportada. Pie U muestra una 

identidad del 96% con su homólogo de EAEC 3. 

En el 2000, Guyer y colaboradores, identifICaron y caracterizaron una proteína 

autotransportadora de 107 kDa designada Sat (Secreted auto transporters), la 

cual es secretada por la cepa UPEC CFT073, altamente virulenta aislada de 

sangre y orina de una mujer con pielonefritis aguda. El análisis de la región 

amino terminal de la protelna mostró homologla con Pet y EspC, dos conocidas 

protelnas que pertenecen a la familia de las SPATEs. Sat exhibe actividad de 

serina proteasa, tiene actividad citopática sobre el rinón, la vejiga y otras lineas 

celulares. El gene sal está localizado en PAI 11 (Isla de patogenicidad 11) de E. 

col; CFT073, es decir, Sat tiene localización cromosoma!. Tanto el gene sal 

como la proteína producida, están ligadas a las cepas uropatogénicas que 

causan los slndromes cllnicos de la pielonefritis aguda.6 

En recientes estudios, se demostró que el gene sal tiene una alta prevalencia 

en cepas DAEC. Se reportó la expresión de Sat por la cepa DAEC FBC 114 
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aislada de un nino con diarrea y mostró actividad enterot6xica y citot6xica al ser 

probada sobre tejido de lIeon de conejo!' 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las diarreas son un problema de salud pública que afecta principalmente a la 

población infantil. Las infecciones por EAEC se han relacionado con cuadros 

de diarrea persistente y con sangre que por sus características favorecen la 

desnutrición de los niños que las presentan con las desventajas que esto 

representa. 

Una toxina denominada Pet es un factor de virulencia de estas cepas de EAEC 

cuyos mecanismos de acción se han empezado a dilucidar tomando como 

modelo una cepa tipo aislada de un caso en lima, Perú. En México, se aisl6 

una cepa altamente virulenta de un nino que murió a consecuencia de la 

infección por la cepa EAEC denominada 049766. Ensayos en modelos con 

animal mostraron que la infección por esta bacteria ocasiona dano al epitelio 

intestinal con una reacción inflamatoria intensa. Los mismos ensayos utilizando 

la cepa EAEC de referencia 042 (044:H18), mostraron que aunque dicha cepa 

provoca dano intestinal, las alteraciones observadas son menos intensas que 

las descritas en 049766. El objetivo del presente trabajo consistió en realizar la 

purificación de la toxina secretada por la cepa EAEC 049766 e identificación y 

secuenciación del gene involucrado en su expresión con el propósito de 

establecer si ésta es una variante de Pet SPATE identificada en la cepa EAEC 

de referencia 042. 

HIPÓTESIS 

La toxina secretada por la cepa EAEC 049776 es una variante de Pet serina 

proteasa identificada en la cepa tipo EAEC 042 (044:H18) , la cual tiene un 

efecto biológico más intenso que cepa tipo, determinado por las alteraciones 

inducidas por EAEC 049776 en un ensayo de infección en el modelo en ratón. 
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OBJETIVOS 

Objetivo General. 

Determinar si la protelna secretada por la cepa EAEC 049766 es una variante 

de la toxina Pet identificada en la cepa tipo EAEC 042. para desarrollar un 

método de detección especifico de cepas productoras de esta nueva toxina. 

Objetivos Particulares. 

1.- PurifICar la toxina variante a partir de cu~ivos celulares de la cepa de EAEC 

049766. 

2.- Por análisis Western blot y empleando anticuerpos ant~toxina Pet 

preparados en conejo, identificar la producción de la toxina variante en la cepa 

049766. 

3.- Secuenciar el extremo amino terminal de la toxina , y comparar la secuencia 

obtenida con la reportada para la cepa tipo 042. 

4.- Aislar y purificar los plásmidos de las cepas de EAEC 049766 y 042. 

5.- Disenar iniciadores para identificar el gene de la toxina variante. 

6.- Digerir con enzimas de restricción el plásmido de la cepa 049766 para 

elaborar un patrón de restricción. 

7.- Identificar el gene que codifica para la toxina en los fragmentos de 

restricción empleando técnicas de PCR. 

8.- Secuenciación del gene de la toxina presente en la cepa 049766. 

9.- Posible clonación del fragmento deseado. 
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MATERIALES Y MÉTODOS. 

Cepas bacterianas. Se utilizO la cepa tipo EAEC 042 (serotipo 044:H1B), 

aislada durante un estudio epidemiológico en Lima, Perú, en 1983. 

Para determinar la producción de la toxina Peto una clona hiperproductora 

(CEFN1) fue usada como control. 

Cepa nativa EAEC 049766 (serotipo 0 ?:H10), que fue aislada directamente del 

intestino de un nino muerto infectado durante un brote de diarrea en un hospital 

pediátrico de la ciudad de México. 

Crecimiento de fas cepas. Se obtuvieron para cada cepa cultrvos de 3 litros en 

caldo Luria Bertani (LB, 1 Og~ de triptona, 5gn de extracto de levadura, 5g/1 de 

cloruro de sodio). Se incubaron a 37"C con ag~aciOn constante de 150 rpm 

durante 1 B horas. 

Extracción de toxinas. Los cultivos se centr~ugaron a 10000 rpm (Centrifuga 

Beckman Coulter Avanti , Rotor JA-14 Beckman) durante 15 minutos a 4 oC. Se 

desechó el sedimento y el sobrenadante fue colectado para la extracción de 

toxinas. La precipitación se llevó a cabo por la adición de 398g de sulfato de 

amonio (65% de saturación) por cada litro de cultivo. El sulfato de amonio fue 

adicionado en fracciones de 1009 con agitación constante para lograr su 

disolución. Todo el proceso de precipitación se realizó a una temperatura de 

4°C. Disuelto todo el sulfato de amonio, se observa la formación de un 

precipitado color café, el cual se dejó reposar durante 24 horas a 4°C. 

Concluido el tiempo de reposo, el precipitado se centrifugó a 15000 rpm (Rotor 

JA-14 Beckman) durante 20 minutos a 4°C. El sobenadante se desechó y el 

sedimento se recuperó en 10ml de amortiguador de fosfatos de sodio 

(Na,HPO. 9 . 5g~ y NaH,pO. 0.422gll , pH 8.2). Esta solución se dializó primero 

contra agua destilada durante una noche y posteriormente contra el mismo 

amortiguador de fosfatos de sodio. Para verificar la ausencia de sales, se 

realizó una prueba con cloruro de bario (JT-Baker). Todo el tiempo de diálisis 

se llevó a cabo con agitación constante y a una temperatura de 4°C. El 
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dializado se centrifugó a 18000 rpm (Rotor JA-50) a 4· C, el sedimento se 

desechó y se colectó el sobrenadante. De este sobrenadante se tomó una 

allcuata de 1ml para la determinación de protefnas, mientras que el resto se 

colocó en microtubos de 1.5 mi para las siguientes pruebas. 

Determinación de protelnas. La determinación de la concentración de proteínas 

se llevó a cabo por el método de Bradford4
, utilizando un reactivo comercial 

(Bradford Bio-Rad) y una curva de calibración hecha con albúmina sérica 

bovina ( BSA, 1 ~gl ~I , Sigma) \l/er la Tabla 1.). La absorbancia de las muestras 

se realizó en un espectrofotómetro (Spectrophotometer Beckman Coulter, DU· 

650), a una longitud de onda de 580 nm. 

Tabla 1. Determinación de protelnas. Método de Bradford. 

pi de 

pi de pi de agua reactivo 
Muestra 

muestra deaionlzada de 

Bradlord 

Clona Pet 
1 799 200 

CFEN1 

Toxina 

Variante 
1 799 200 

EAEC 

049766 

BSA O 800 200 

BSA 2 798 200 

BSA 4 796 200 

BSA 6 794 200 

BSA 8 792 200 

BSA 10 790 200 

Nota. Las muestras de las toxinas se realizaron por dupflcado. 

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico (PAGE·SDS). 

Para determinar la pureza y el peso molecular de la toxina variante, se corrió 

una electroforesis PAGE·SDS (Mini Protean 111 Bio·Rad) al B% de 

concentración de poliacrilamida. (Tabla 2) Se corrieron muestras de 45 1-19 tanto 

48 



de la toxina variante como de la toxina Pet EAEC 042 junto con un marcador 

de peso molecular utilizado como referencia (MPM Bio-Rad No. de Cal. 161-

0318). El gel se revelO con solución de azul de Coomassie (Bio-Rad). 

Tabla 2. PreparaciOn de gel de poliacrilamida 8%. 

Gel Separador 

ConcentraciOn de gel 8% 

Acrilamidalbis 2.66 mi 

Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 2.5ml 

Agua desionizada 4.67 mi 

SOS 10% (dodecil sulfato sódico) 100 ~I 

PSA 10% (persulfato de amonio) 50 ~I 

Temed (tetra metil etil endiamina) 5 ~I 

Gel Concentrador 

Concentración de gel 4% 

Acrilamidalbis 650 ~I 

Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 1.25 mi 

Agua desionizada 3.05 mi 

SOS 10% 50 ~I 

PSA 10% 50 ~I 

Temed 10 ~I 

Nota. Las cantidades de reactivo están dlserladas 

para preparar dos geles de acrilamida. 

Western Blot. Para probar la actividad antigénica de la toxina variante, se 

realizó una prueba de inmunotransferencia (Western Blot) con muestras de 10 

~g de toxina 049766. Se transfirieron las protelnas de un gel de poliacrilamida 

(8%) a un papel de nitrocelulosa (NC) en una cámara de transferencia (Mini 

Transfer Bio-Rad, 250 mA durante 1 hora). Una vez transferidas las muestras 

del gel al papel de NC, este se lavO con amortiguador salino de fosfatos (PBS, 

NaCI 6g/1 , KH,PO. 0.2g/l , Na,HPO. 1.15gn, KCI 0.2 gn, pH 7.2) Y 

posteriormente se bloqueó durante una hora a temperatura ambiente con 

soluciOn de PBS-Ieche descremada al 5%. Terminado el tiempo de bloqueo, la 
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membrana se lavó con el amortiguador. Se adicionó el primer anticuerpo diluido 

en PBS (suero anti-Pet 042 preparado en conejo 1 :500). Se dejó incubando 

toda la noche a 4' C. Transcurrido el tiempo, la membrana de NC se lavó con 

solución de PBS-Tween 3% para retirar el exceso de anticuerpo. Se adicionó el 

segundo anticuerpo diluido en PBS-Ieche descremada 5% (Anti IgG de conejo 

marcado con peroxidasa. 1 :5000. Sigma). Se dejó incubar durante una hora a 

temperatura ambiente. Posteriormente se recuperó el anticuerpo, la membrana 

se lavó con PBS-Tween 0.3%. Para concluir la prueba , la membrana se reveló 

utilizando como sustrato una solución de a-4-cloro naftol (Sigma).40 

Aislamiento y purificación de plasmidos. La extracción de plasmidos de ambas 

cepas se realizó utilizando el procedimiento descrito en el equipo comercial 

Plasmid Mini Kit (Cat. No. 12125, QIAGEN) . 

Mapa de restricción. Se utilizó la enzima EcoRI (New England Bio Labs) para 

obtener un patrón de restricción y comparar los perfiles de los plasmidos 

extraídos, Tabla 3. 

Tabla 3. Mezcla de reacción para la digestión de plasmido con enzima Eco RI. 

Reactivos I Volumen ' 

Plasmido 10 ~I 

Enzima EcoRI 1 ~I 

Amortiguador NEBuffer EcoRI 2 ~I 

Agua desionizada 7 ~I 

Volumen final 20 ~I 

Diseno de iniciadores. Tomando como base la secuencia reportada para la 

toxina Pet EAEC 042 (No. de Acceso AF056581) y la reportada para la toxina 

Sat de E. coli CFT073 (No. de Acceso AF289092), se disenaron iniciadores con 

el fin de obtener la secuencia de la tox ina variante de EAEC 049766. Los 

iniciadores utilizados se describen en la Tabla 4 y 4.1. Su localización dentro de 

su respectiva secuencia se muestra en la figura 14. 
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Tabla 4. Oligos especlficos para la toxina Pel. 

lamanadal 
Iniciadores Secuencia 

producto 

Universales F 249 pb T G A e T e T G e A T G G A T T GAG e 

Universales R ,. 
C A e G e A T e A e T e A G T A e A G T 

Pel OP548 F 548 pb 
,. 

G T A T e A A A A A T G e e e e T e T G G T A A 
,. 

Pel OP548 R v A T T e G e e e e e T T G T G G A T A G T e A 
,. 

PelOP871 F 871 pb 
,. 

C G G G A T T A T e T e G A T e T G G e ,. 

Pel OP871 R ,. 
C G T G A e A G T G G A T e A G G e G T 

,. 

Pel AT787 F 787 pb 
,. 

T e T T e e T e e T T e A T T T T A T T e T A e ,-

Pel AT787 R ,. 
A T e A G e e e e T e T T G T T T e e A e G A e 

. . 
Iniciadores dlSenados sobre secuenc¡a reportada de Pet EAEC 042 . 

Tabla 4.1. Oligas especlficos para la toxina Sal. 

lamanada' 
Iniciadores 

producto 
Secuencia 

Sal AT387 F 387 pb A e T G G e G G A e T e A T T G e T G T 

Sa1AT387 R A A e e e T G T A A G A A G A e T GAG 

Sal AT3888 F 3888 pb ~ A T G A A T A A A A T A T A e T e e e T T A A A T 

SalAT3888 R " T e A G A A A GAG T A A e G G A A G T T G 

Sal AT3159 F 3159pb 
,. 

C A T A A e A A A A A G A A e e e T e A G 

Sal AT3159 R , . T A e A G e A e e G T JI. A A e A A G T T e 

Sal OP203 F 203 pb "G TTCACAAATGGGGGAGATG 

Sal OP203 R ,. 
C G G G G e e T A T T T T G T G T A A A 

Sal OP221 F 221 pb ,. 
A G G T G G e A T e A e T G e A e A T A 

Sal OP221 R ,. 
C A e e e G G e G T T A e A G T T T T A 

Iniciadores dlsenados sobre secuencm reportada de Sal CFT073. 

A) Secuencia Pet EAEC 042 y localización de iniciadores. 

1 tattcttcc t c c tecatttt attctacttt ccatgtgaca tctcagat;; aagctcagat 

6 1 gga.cctgat aatgctcqta aatatgaqca aaaaaaaaca aaaatqatta atttatgatc 

12 1 aatcaqc a t t qgtttacatg acatcgtatc attaacgaga gcattgtCa C ac a t taac aa 

181 tatagaact; ttacttttta cqgqatatta qtaacaaacc attactaatg qtttta.ttc 

,. 

,. 

,. 

,. 

,. 

,. 

,. 
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:41 tt •• tccttt gtteattc •• t ••• tg.gtt g.g.g •• t.t .tg •• t •••• t.t.ctcc.t 

301 t ••• t.t.gt gctgcc.ctg gcgg.ctc.t tgctgtttct ~.tt.geg •••••• gtc.t 

361 .tgt •••• e ••• ecq ••••• tttctqctqc .tt.tt.tet ctggc.gtt. tt.qtt.t.c 

421 t •• t.t •• t. t.tgccqcc •• t.tqq.t.t .tct".qc. tgggcccggg .tt.tctcga 

4B1 tctggc.c.g •• ta •• gggg tgtttc.ace .ggttc •• c. c.tgt ••••• t •••• ctg.a 

541 .g.cggg.ct g.ttttte.t ttcc.gc.ct tcetgttcct g.ettttc.t ctgc •• ccgc 

601 a •• tqgagct qca,c.agt. ttggtggtge ct.tgccgt •• ccgttgcac acaatgc ••• 

661 ••• t •• gtc. tc.gct •• tt .te ••• e.t. cggttct. cg c •• t.t.ctc ••• t.a.c.g 

121 •• tgac.act ggaaacgatt tttccattc. gcgattaa.e .aqt.tgtcg t99a&acaag 

181 '9999ct9.t acatcattta .ttataatg. ga.e •• ee.a .at.tt.ttq . cagat.egq 

B41 cgt.q.cqtt gq ••• tgga •••••• ga •• t e.ttggtttt cgtgttggtt c.gg •• ae.c 

901 c.etttttce gg •• t ••••• c.tcce ••• e .t.te.gget g.cc tgtt •• gtqc.tc.ct 

961 .ttcc.t.t •• c ••• ttt.e g.gc ••• t.e tqtegg.ggt •• c ••• gtgg •• t.tg •••• 

1021 tgaetcat.t tte.et •• ct t •• ceactaa tgqtg.c.gt gg.tc.ggeq tgt.tgt.tt 

10Bl tq.t •• c •• a q.agata •• t gggttct.ct tgg •• e.aec c.tgg •• t •• t.gqg •• oqg 

1141 aa.a.cqca •• a.acatatg taacaccatt tgactcc.a. aceaecaatg a.tta.agc. 

1201 .ct.ttt.tt c •••• tgtt •• t.ttg.t •• c •• t.ctqet .ce.ttggtg gtggt •• g.t 

1261 a.ctattggc a.tac •• ctc "g.t.tega gaaaaat •••• at •• ccag •• taa.gacet 

1321 .gtgttctct ggtggtggt •••• tetc.tt •••• g.g •• t cttg.tcttg g.t.tggtgg 

13Bl gttt.ttttt g.tgaaaat •• a.aatatac tgttagcgct q.agggaat. at.atgte.c 

1441 cttt"'9gt gc.ggc.ttg .t.t.ggt •• '99C'9t.ct gttq.ctqg •• c.te ••• t. 

1501 tgcctc ••• t q.tqcactgc .t •••• ttqg tg •• gggage ctt •• tgtc. t.c.qgcaea 

1561 g •• t.eg •• t ctg •••• ccq gg •• cggg.c cgte.ttctt 9icgc.c.g •••• cqttc •• 

1621 caatatct.t gtcgecggt9 qecegggeae .gtaeaactc •• tgeagaga acgccctggg 

16Bl tq'99gt9.t t.tgctggt. ttttttte.c tg •••• cqgc qg •••• ctcq .ectg •• t99 

11 41 tcata.cc.g .ccttca.aa a.attgctgc a.cag.ttcc gg •• eeacc. tc.ct •• cag 

lBOl t •• c.cc.ct ••• g.g.gtg t.ctgtcggt c •• t •• ec.g •• t •• ct.t. tct.tc.tgg 

lB61 t •• tqtgg.c ggc •• tgt.e gccttq •• c. te.ectcg.c .ct •• ge.gg .t •• tgcccg 

1921 CCtq.t.ctg g.tqqtg.t. ttc.qgc ••• caqt.te.gt .tca •••• b¡ occctctqqt 

1981 •• tqe.g99C c.tgcqactg .tc.cgce.t tttcagaac •• c •••• ac ••• taattqtce 

2041 tg.gttcetc tqtggtgttg .ctgggte.e e.q.atc ••••• tgctga9a .tteagt.a. 

2101 teag •• g •• t •••• ee. eet .t ••• tcg •• t •• eC'9gtt tccq.tttgt cee.qeegg. 

2161 ctggg.a.ee aqaaaattta g.ttcqacaa tct gaat.tt g.agattc.t c.ttatcc. t 

2221 tgcc.g ••• t gc.g.tgttg '.ggt •• c.t cc.ggct ••••• c t c tgtg. t ••• t.tegg 

2281 gg,c" •• cg gc.tat.ttg .tetgt.etc .gg •••••• t .tt.eeggtg ccqg.ttcae 

2341 etttcgtc.g V.c.t ••••• gcggtg.etc e.t egg tg ••• gt ••• ttt. ccgggggc.t 

2401 t.tggc •• c. 9.t9gctcc. tc.gc.t.gg gg.t ••• gcc .ttgte.cgc tg •• c.cgg t 

2461 ctcgtetctg q.c.g •• c.g cgetqaetat ocao.agggv qeq.atgtta cq9cc'geag 

2521 ttooctttte ace.cc'gt. acatoaaate eg9a9gcg.c ctgaccctg. ct99cgc.ac 

2581 .gaatcgacc ggggaa.te. ctecgtcqat gttctatgct gcaggagg.t atg.actgac 

2641 99"9.cqgg gct •• cttt. ccgcc ••••• tc.ggcctct gt •• ccggtg .t.tt ••• tc 

2101 cga •• a.qca gcaaa.cttt catttgqctc cgctg.ca.g g.t.attctg ccac'.gata 

2161 ttcqc.gttt gctcteqcq. tqctqg.tgg ctttg.t.cq tcct.tc.gg qc.gc.tt •• 

2821 ggctqc.c •• tcc.gccttg c.atgaataa tgcgctctqg a •• gtgaccg gca.ttccqa 

28Bl gttg •••••• etg •• ctcc. ccgge~gt~t ggtgctcttc •• cgg'gqg ••••• c.tctt 

2941 c.at.c.ctg actgtcgatg aactgac.ac cagt •• c.gt gcctttgtg. tqcgaaceaa 

3001 t.c.c •• c.g qe.g.cc.gt t •• ttqtt ••••• c ••• ctq q •• ggtgc ••• c •• cctqct 

3061 gtt.gtcgat ttt.ttgag •••••• gg •• a cq.c.a.a.c ggtctgaaca tcg.tctggt 

3121 t.~ggctcct g.g •• t.cc. gt •• gg.tgt ctte •••• ct g ••• c.c.g. ec.ttggttt 

3181 cagtg.tgta acccctg •• a ttaaacagca gg".'.qat ggc.a.tctg tetggacqct 

32 41 9.cc99gt.t •••• cgqtgg c ••• tqetg. tgctgcg •••• ~qge •• c.t c.ctg.tqtc 
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3301 499c99ctat aaaqccttec ttgea;.qqt caDoaaccte aacaaacgta tq99tqatct 

3361 qcqtg4catt .4099t9499 0099t904t9 99cccgtatc atg4gt99 •• CC999tctqc 

3421 oggcqqtqq. ttcagtqeca actaeaccea cqtte.gqte 99tqe994t4 ac ••• cat9a 

3481 actcqatqqc Cttg4CCtCt tc.cc;q;qt gace_tgacc tat.cegaca qce.tgca;i 

3S41 caqtqatqcc ttcagtq;t; ••• eg.agte tqtgqqtqcc qqtctctatq cctctqce.t 

3601 qtttq4qtCC 9949c4tata tcq.cctcat t9gt'4gtae gtte.ccat; ac •• cgagta 

3661 tRccge •• ct ttcqccqqcc teqgeace.q aq.ce.caqc tece_ctcet gqt.tqce9; 

3721 tqcqq •• qtc qqttaeeqtt ace.tgt •• e tqactct9ca tqqattqaqc cqcaqqcqqa 

3181 acctgtttae 99t9ct9t4t cC999 ••• e4 gttctcetqq a.994cc499 y •• cg •• cct 

3841 caceatg •• y g4t •• 994Ct tt.ateeget gattqqqegt aeeggtqttq atgtgqqtaa 

3901 .teettetee qgt •• qq.ct ..,.., ••• qtc.c .gcccqcgcc ggccttqqct .cc.gtttg. 

3961 cctqtttqcc .acgqtg.a. ctqt.etqeq tq.tqeqtec qgtg ••• "c gt.te ••• qg 

4021 tq.a ••• q.c qqeegt.tqe te.tg •• tgt tgqtetg •• t getg.g.ttc qtgac •• egt 

4081 .cgctttqqt cttq.qtttq .g ••• tegqe .tttggt •• q t.e •• egtgg .t •• egee.t 

4141 e •• egee •• c ttceqtt.et ecttctq.tg .c •• t •• ggg ccgc.q.ege qgetett •• t 

4201 te.g.get •• eeqggt.t 

B) Secuencia Sal de E. coli CFT073 y localización de iniciadores. 

1 .t<¡¡ .... u ..... tauctccct t..a.t.t.gt qet..,ce.c tq "'09V.ctc.t tgoct<¡¡tttet 
g •• tt.geg ••• agaqttte tggtaa •• ea .aeega.aae ttqtage.ae aatgttgtet 

121 etggetgttg eeggtae.gt a •• tge.qe. a.t.ttgata t.te •• atgt .tggqeg.q. 
g.etatettq atettge.ea a •• taa.qqt atttteeaqe eeqgage.ae .q.cgt •• e. 

241 .teaettta ••••• eg9.q. t ••• ttetet ttee.t •• te teteaattee qq.tttttet 
qgtgc.qe.q eg.gtgqege .get.eege •• t.qqaqgtt ett.t.gtgt t.etgttge. 

361 e.u.e ....... g •• eectc. gqeeqe.q •• • eee.ggttt aege tcaqte ttett.C&q; 
gttgttg.e. g •• g ••• tte e •• tg.tttt g.g.tte.g. ggtt ••• t.a .tttgttqtg 

481 qa •• e.gt.g gtqec.ccec gqc.g.g.ee •• ceet.e •• e. t .ttctg. tgeatt.g •• 
eget.egqt. tagte.ette tg.cggtte •• a ••• a.te. t.ggtttteq tgetggetet 

601 qq.gq •• e.t e.ttt.tt •• tgqtg •• tee .a.atete •• e.a.tte.ge at.t.geeat 
g.tetgtt •• gtget.gtet .tttg.gqte .eee •• tggg .ete.t.egg e.tg.tg.tt 

721 t.ta ••• atg .ta ••• c.tt tegt •• tett q ••• t.ttcg g.g.c.gegq etetqq.ge. 
t.ett. t atq .taae •• aet .g.a.a.tgq qtatt.gteq g •• e •• eee. tggt.ttgee 

841 'gegtt •• tg gtg.ce •• ct g.e.tgg.t •• e •••• t.c •• tg.t ••• et ggtt.qt",.g 
tt •••• g.t. eet.t.gte. t •••• t ••• t etg •• tgqe • • t •• tgt •• e e.tt ••••• e 

961 .eag.tat •• e.tt.e.ee •••• e •• tge. g.t.ee.etq gt.etea.g •••••• t •• et 
••• g.e ••• q .t.ttqtgtt c.c ••• tqqq q;.q.tqtee tgttt •• gg. t •• tttqq.t 

1081 tttggt.geg gtqgt.tt.t c tttgacq •• qqce.tq •• t .t •• e.t •• a cigte'g",,,,. 
ttt.e.ttt. a.gg.qe.qq •• ttg.t.te gg •••• .., ••• ge.ttgt ••• ctqg •• tgc. 

1201 ttqt.ttce. qtgatg.tgt tttac.caa •• u;;cece; ",t.etctg •• tgtte ••••• 
a •• e.ggggg e ••• t.t ••• g.t.qqtq •• gq ••• tgtt. ttett •• tg •• ga.qga.e. 

1321 ttta.e.ata t.t.eettqe •• qegga.at qqt.aqgta. taet.aat.a .qat.attee 
ettggc •• tg .teaat.tge ggqg.tattt ttt.eta.ae gtqqtgqt.e getagattta 

1441 •• tggae.e •• te.g.ettt t.et.g •• tt qeegee.etg .eg.tgq •• e •• e •• t •• et 
.aete.g.ta e •• eg ••• g •• geegttetg ge •• te •• t •• eg •• g.ete et.e.t.t.t 

1561 eatgqq •• e. t.a.tqge.a t.t •••• et •• ege.e •• t. tt •• ttete • ..,q.t •• q ••• 
• et.atqe ••• att •• ttet gg.tgqt.gt gte •• e.e •••••• tg.tgt tg.agte.gt 

1681 •• tgee.gte tt.ce.t..,c •• ggec.tgc. ae.g.ge.tg ea.t.tte.g •• gete.qeg 
•• te.ttqet ecetqqt.tt tetttqtqg. acqqaetqgq te.eegtttt g •• aga.ae. 

1801 g.g.qttc.t .t •• t •••••• tte •• ttet g.tt.e •••• gt •• t •• te. qe.g.eete. 
tttg.te.qe etg.etgq ••• aecqgqqtq t t t ••• tttg .t.e.tt.e. eetg •• ea.t 

1921 getg.ett tt e •• t.te.eg e •• tgce.at gttg •• qg •• • t.tate.ge ••• t ••• te. 
get.te.e •• tegqeq.t •• ••• tgttt.c .ttg.t •• te ttge.ggg ••••• t.tt.et 

2041 •• t •• tggtt ttgaette ••• e ••• et.te .gt.et •• te t.tee.t.gq .g ••• eta.a 
ttt.e.qqtv qcatc.ctqc .e.ta.e.ge e.a. t.gee. t.qgtqate •• qetgt.qtt 

21~1 ae.ett •• tg gtge.aeett tetggat •• t .eteet.t.a qt.tag.t • • 'qg.gc •••• 
gtt.taqc.c •• a. t tee.t qtte.e.ae •••• ggt.ttg .t.tetcegg t q •• etg.et 

2291 .tg.tqgq •• teeetg •• e. ga.t.gta ••• ctqta.eqc C999totce. et.eqetget 
g.tgg.tte. ggetg.gtgg tgq •• atge. a.ttte.ttg ee.g •• at.t gge.tetgte 

2401 .eegq ••• ta ttt.tgetg. tgatge.gea .eeatt.ete tggg.e.gee tq ••• etg •• 
• eaeeg.et. t.teqtetge tt.te.gge. tggge.g.g. etettttgt. t9getttg.t 

2521 .eegett.te g.gqege •• t •• e.qceeee a •• get.e.g tt.ge.tga. t •• tgeg.te 
tqqe.tet ••• t.gee.gte .te.att •• t egtet.q ••• e •••• g.e.g t.tggtgcqt 

2641 ttt.etqgtg .ta.tqgg •• gttt.e •• ee cttae.qtqa .e •• eett.e t.t.g.tg.e 
.gtge.tttg tgetqeqtge ••• tetgqee ea.ge.gate .gettqttgt e •• t ••• teq 

2761 ttgtetggt •• aa.e •• eet tc tgtt.gte q.ette.ttg .q ••• a.tgq a •• e.ge •• e 
qq.ctg •• t. tcg.tetggt e.gege.ee • ••• qg •• etg e.gt.g.tgt Cttt ••• qet 
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2B81 ocgoctcggo gtattggctt cagtgotgta acaccggtto tcvavcaaoa ooacootaca 
gacaoogcao cotggoctct gotcggctot aoatctgt99 ccaococcoa tOC90ctoaa 

3001 oaVgcaacat tactgatgtc aggcggctat aaaoccttcc ttoctgaoot caacaacett 
aacaaacgta tgggtgatct gcgtgacatt aaC09tgagt ccggtgcatg 99cccgoatc 

3121 attaVcggaa ccgOgtctgc cg9c9gtg9a ttcavtgaca actococcca cqttcaggtc 
gglgcggata acaaacatga actcgatggc c ttgacctct tcaccgqggt gaccatgacc 

3241 tatoccgaca gccatgcagg cagtgatgec ttcogtggtg oaocgaagtc tg tgqgtgcc 
ggtctctatg cctctgccat gtttgagtcc Oq.gcatata tcg.cctcat cgqtaagtac 

3361 gttcaccatg acaacgagta taccgeaact ttcgccggcc ttggcaccag agactacagc 
tcccactcct Oqtatgcc90 tgcggaagtc gqttaccgtt accatgtaac b¡actcb¡ca 

3 481 tqqatb¡aqc cqco9gcg9a .cttgtttac ggtgctgtat ccgggaa.ca gttctcct99 
aaggaccogg gaatgoacct caccatgaag gataaggact ttaatcC9Ct gattgVgcgt 

3601 accggtgttg .t9t9ggtaa atccttctcc 99t.a9vaCt 9ga.agtcac '9cccqcgcc 
ggcctt9gct .ccagtttga cctotttgcc a.cggtga •• ccgtacb¡og tgab¡cqtcc 

3721 gotoaoaaoc qtatcaoagg tgoaaaagac ggtcgtatgc tcatqaatgt t99tctcaac 
Occgaaattc gogataatct tcgcttcqgt cttgagttto agaa.tc99c atttggtaaa 

3841 tacaacgtgg ataacicgat caacgccaac ttcoqttact ctttctg. 

Figura 14. A} Iniciadores diset'iados sobre Pet EAEC 042. B) Iniciadores diset'iados 

sobre Sat de E. co/i CFT073. 

Secuencia de AON. La secuencia de AON del gene de la toxina vanante fue 

obtenida por la secuenciaci6n de productos de PCR utilizando distintos 

iniciadores para tener productos con diferentes amplificados. Los reactivos 

empleados se enlistan en la Tabla 5. Se us6 un equipo comercial para PCR 

(Taq PCR Core Kit, Cal. No. 2012223, QIAGEN Inc., Valencia CA., USA.). Las 

condiciones de la reacción de PCR en el termociclador se detallan en la Tabla 

5. 

Tabla 5. Mezcla de reacción para prueba de PCR. 

Reactivos Volumen final 

Amortiguador 10X (QIAGEN) 10 ~I 

dNTPs (2mM) (QIAGEN) 10 ~I 

aligo F (25pg/ ~I) 2 ~I 

aligo R (25pgl~l) 2 ~I 

ONA (Plásmido) 1 ~I 

Taq pclimerasa (QIAGEN) 1 ~I 

Agua desionizada 74 ~1 

Votumen Final 100 ~I 
. 

Nota. Mezcla de reacción general. La cantidad de AON yagua pueden variar . 

Condiciones de reacción para prueba de PCR. 

Paso Temperatura Tiempo 

1 94°C 4min. 

2 94°C 1 mino 
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3 55' C 1 mino 

4 72' C 
1 mino por 

Kb 

5 
Repetición desde paso 2 

durante 29 ciclos. 

6 72' C 5min. 

7 4' C Pausa 

Nota. El tiempo de extensión se modifICÓ dependiendo el tamaño del producto 

esperado. 

Gradiente en cloruro de cesio (CsCI). A pesar de que el ADN plasmldico se 

extrajo y se purificó mediante equipos comerciales (QIAGEN) ya 

estandarizados, la contaminación por ADN cromosomal estuvo presente. Para 

eliminar esta contaminación, el plásmido de la cepa EAEC 049766 se sometió 

a un gradiente de cloruro de cesio (CsCI) (Sigma). En un tubo cónico de 50 mi 

se prepararon 15 mi de solución de CsCI en amortiguador TE (10-1mM) (10.8g 

de cloruro de cesio/10 mi de amortiguador TE (1 mi de solución Tris-HCI 1 M Y 

200~1 de solución de etilen diamino tetra acético (EDTA) 0.5M en 100 mi de 

agua desionizada). Se adicionó bromuro de etidio (10mg/ml) a la solución CsCI

TE (800~1/10ml de solución). Dentro de esta mezcla se agregó todo el plásmido 

extra Ido en el Midi Prep (QIAGEN). Con ayuda de una pipeta Pasteur se pasó 

la mezcla completa a un tubo Beckman (16 x 76 mm) Quick Seal 65 Ti. Una 

vez que se ha terminado de llenar el tubo con la solución, este fue sellado 

mediante calor utilizando el equipo Sealing Quick Seal. Después de formar el 

sello, el tubo se colocó dentro del rotor vertical VTi 65.1 (No. de serie 845, 

Beckman). El rotor se cerró a una presión de 120 pulgadas por libra con un 

torqulmetro (Torque Wrench). La muestra se centrifugó a 55000 rpm durante 

20 horas con una temperatura de 20' C (Ultracentrifuga Beckman). Después de 

la centrifugación, el tubo se colocó en un soporte universal y con una lámpara 

de luz UV se verificó la formación del gradiente y la separación del ADN 

plasmldico y cromosoma!. Con una jeringa se hizo un orificio en la banda 

correspondiente al plásmido y se extrajo del tubo teniendo cuidado de no volver 

a contaminar el ADN. La muestra se colocó en un tubo de vidrio y se extrajo 

con 1 volumen de butanol saturado para retirar el bromuro de etidio. La mezcla 
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se agitó y se dejó reposar hasta la formación de das fases, la fase organica 

(fase color rosa) se desechO. Este paso se repitió hasta obtener das fases 

claras. La fase acuasa se recolectó y se precipitó el ADN por la adición de 6 

volumenes de etanol y 2 volumenes de agua. Esta mezcla se dejó en 

congelación (-20"C) durante toda la noche. Después de esta incubación, el 

precipitado se centrifugó a 15000 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante fue 

desechado por decantación y se hizo un lavado con etanol al 70%. Se 

centrifugó a 15000 rpm durante 20 minutos. Se desechO el etanol y el 

sedimento se resuspendió en 500~1 de agua desionizada. 

Secuenciación de aminoácidos y nucleotídica. La secuenciación del extremo 

amino terminal de la proteína purifteada se realizó en el Departamento de 

Bioqulmica de la Facultad de Medicina de la UNAM, fue hecha por degradación 

de Edman en un secuenciador automático de protelnas en fase gaseosa 

(LF3000, Beckman Instruments Inc, Fullerton, California, USA). 

Los productos de PCR fueron purificados (PCR Purification Kit QIAGEN, Cal. 

No. 28104) y secuenciados en un secuenciador automático ABI Prism 3100 

Genetic Analayzer (Faster City, CA., USA), en la Unidad de Biologla Molecular 

dellnstijuto de Fisiologla Celular, UNAM. 
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RESULTADOS 

Después de purificar la toxina de la cepa EAEC 049766 y de la clona 

hiperproductora de Pet, se determinó la concentración de protelnas obteniendo 

los siguientes resultados: 

Proteína Concentración 

Toxina Pet (CFEN1) 10.05 ~g/~1 

Toxina Variante Pet EAEC 049766 9.34 ~g / ~1 

En la electroloresis PAGE-SDS al 8% con muestras de la toxina de EAEC 042 

y 049766, el gel muestra una banda correspondiente al peso esperado (107-

108 KDa aproximadamente) para la toxina. El peso molecular se determinó 

mediante el programa de computación GeneTools. Figura 15. 

'+ 116KD. 

aprox. 

1 2 3 4 5 

-' '---.r-' '---.r-' '---.r-" 

Toxina Pet TaIliaos.. Toxina Toxi.nl Pie Toxina Pet 
EAEC 042 PDCi7 Variante p,.; CEFNI EAEC 

049766 

107 KDa 

aprox. 

Figura 15. Electroforesis PAGE-SDS 8%. 1) Toxina Pet EAEC 042, 2) Toxina Sal 

(PDG7), 3) Toxina Variante EAEC 049766, 4) Toxina Pie (P56) Y 5) Toxina Pet 

(CEFN1). Se incluye como control las clonas hiperprocluctoras de Sat (poo7), Pet 

(CEFN1) y Pie (P56). 

En la prueba de inmunotransferencia se encontró que la toxina variante EAEC 

049766 es reconocida por el suero anti-Pet EAEC 042. También la toxina Pic 

es reconocida por el suero anti-Pet. El peso molecular se determinó por el 

programa GeneTools. Figura 16. 
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Pie. 116 kDa 
aproximadamente 

1 2 , 

• 

3 

• 

.. . 
_.,... .. 180 KDa 

___ .. 120KDa 

_>-t84KDa 

4 

107 leDa 
aproximadamente 

Figura 16. Inmunotransferencia. Prueba cruzada de toxina variante identificada con 

suero anti-Pet 042. 1) Toxina Variante EAEC 049766, 2) Toxina Pie (P56) , 3) Toxina 

Pet (CEFN1). 4) MPM. 

La secuencia del extremo amino terminal de la toxina variante mostró 

diferencias con respecto a la secuencia reportada de Pet EAEC 042. Con la 

secuencia de la protelna total obtenida por la técnica de degradación de 

Edman. se demostró que la toxina de EAEC 049766 no es una variante de la 

toxina Pet 042, sino que se trataba de una variante de Sat, otra protelna que 

forma parte de la familia de las SPATEs. la cual ha sido descrita con 

localización cromosomal e identificada en cepas UPEC y DAEC· · " 

Toxina Variante EAEC 049766 

Toxina Pet EAEC 042 

Aminoácido 

Pet042 

M Metionina 

K Lisina 

A Alanina 

AN (.'pI ~ARDYLDLAQ NK 
AN~ I ~ARDYLD LAQNK 

Aminoácido 

Toxina variante 049766 

1 Isoleucina 

N Asparagina 

V Valina 

Con el objeto de determinar la localización de la toxina variante, se hizo la 

extracción del plásmido de ambas cepas (EAEC 042 y 049766). La 

comparación de sus perfiles se realizó mediante un patrón de restricción 
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utilizando la enzima EcoRI. En los resultados de la restricción, los perfiles 

muestran diferencias en cuanto a los cortes realizados por la enzima. Figura 

17. 

- -- ,... ... 
MPM , ... ii 
10 Kb+-i!I 

lO ' - . 3Kb .....-w 
: '-.r--' '-y-J 

PIAsmido MPM 
- EAEC 049766 Plásmido 1 S 17 pb 

EAEC 042 - 1000 pb 

500pb 

Figura 17. Mapa de restricción de Plásmido EAEC 049766 y EAEC 042. A) Plásmidos 

purifICados de las cepas EAEC 049766 y 042. B) Mapa de restricción del plásmido 

049766 comparado con la restricción del p¡ásmido 042 con enzima EcoRI. 

Cada uno de los fragmentos obtenidos en el mapa de restricción del plásmido 

EAEC 049766 se pUrificó y se uülizó como templado en una prueba de PCR 

uÜlizando los iniciadores universales. El amplificado esperado (249 pb) se 

identificó en un fragmento de 3Kb. El producto de PCR se purificó y se 

secuenció. La secuencia mostró ser idénbca a la reportada en la toxina Pet 

042. Figura 18. 

MPM 
1!i 17pb+-_ 

500pb 

-

~ 
MPM 

3Kb 

- - +-- 249pb 

'~-~y.---~) 

ProdUCIO de 
PCR purificado 

aprox. 

Fragmento - .........-de3Kb - aprox. --
I 2 

59 



Figura 18. PCR con eligos Universales. A) Producto amplificado (249 pb) con 

ink:idores universales sobre un fragmento de 3 Kb identificado en el mapa de 

restricó6n de EAEC 049766. B) 1.- MPM 1 Kb. 2.- Fragmento de 3 Kb purificado. 

Como en un principio se sospechaba que se trataba de una variante de Pet, los 

iniciadores fueron disef'lados sobre la secuencia reportada de Pet 042. Sin 

embargo, los iniciadores que fueron disef'lados sobre el extremo amino terminal 

de la secuencia reportada de Pet no mostraron productos de amplificación al 

ser utilizados sobre el plásmido de la cepa 049766. 

Con estos resultados, se hizo un BLAST de aminoácidos del producto que se 

obtiene con los oligos Universales (disef'lados sobre el extremo carboxilo 

terminal de Pet 042), encontrándose que estos oligos reconocen a la mayorla 

de las toxinas que pertenecen a la familia de las SPATEs por estar disenados 

sabre una región altamente conservada en esa familia . 

El alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la toxina Pet EAEC 042 

mostró una identidad del 65% con la secuencia reportada de Sal CFT073. 

Figura 19 

Sat UPEC 

IQIl(1ys.nSAATGGL IAVSELA«'Y IITNM." 'LSLAV M MI!.DIS 

ht o42sbjct 1 

" 
H~IYS¡KYSAATGGLl"VSELo\I';KVlCI(TNRKISAALLSLAVISYTNI1YAAHMDtSKA 60 

WARDrLOLAONKGIFOPGATDVTITLkNGDKF8FHNLSIPDFBG~~TAIGGSrSV 11 1 

NARDYLO~KG+FOPG'T V I LX.G FSF L .POFS A A.GAAT' IGG'Y'V 

61 MARDrLOLAQNKGVFOPGSTHV«IKL K DGTDrSFPALPVPOFSSATAN~TSIGGArAV 120 

118 TVAII NM«NPQMBTOVYAQSSYII,VVOIUUIS -N OFt: lQRLNKFVVnVClAT PAETNPTfYS 116 

TVAIIN «N 'A Q y • y HII, • NOF IORUU(.vvn CA • 

12 1 TVAIIHAIUIKSSAlfI'OT'tGSTQYTOINRMTTGNOFStOfU.N~~IIGAOTSFNl'NEJ(1IO 180 

111 ML.ERYGI VTSDGSKX I IG rR.\GSGGTSFl NGE.SKI STNSAYSHOLLSASLn;vrowDSY 236 

• ooRYG' '0 k.IlorR GSO r., S t T* Y OLLSI'oSLF'T 

¡81 NIIORYGVDVGHG~llG'RVGSGNTTP----SOtkTSOTY~DL~L~tTHLRAN 236 

231 GM----KJYKNOKTrRNLElfGDSGSGAYLYPfiMLEkNVLYGTT~LASVNGDOLTWI~ 292 

• yoNO F NL GOSGSG Y .. Dtlk okWVL+G TTHGI o T •• T 

237 TVGGNkVEYENOSYFT NLTTHQ DSGSGVYVrDNklOkNVLLGTTHGJIGNGkTQKTYVTP 296 

293 YND«LVSELkOTYSHKINLNGNNVTIkNTOITLHQNNADTTGTQEkITKDkDIVFTNGGD 352 

•• k o¡LX • 'N'o N TI n . o • K "KO_VF" GG 

297 FOSKTTNELXQLFIQNVNIONNTATIGGGKTTIGNTTQOIE--KNKNNQN«DLVFSGGGk 15( 

15] VLf1(DNLOPGSGG t I FOEGH ErNI NGQG- - -FTFXGAoG I 0IGKE$ I VNifflAL YSSODVLII 409 

• M.NLO G GG lrDE +Y .. +G TPkGAGI01Gk S VUIN Y*S.O LII 

355 I SLXPlI.OLGYGGPI FDEIIKIrTTVs.u<iI«iIlV1'n:GAG I OIGKGSTVDWIIIkYASHDo\LII (1 , 

U ° MI GFGTLNVOkXQGNII KIGEGNVI UltEGTrllNt YlASGlIOltVU .. NKONS LGIIDOYAGI '69 

KIO G'LNV _ o N.K G G VIL o rrNN IY'A o G V LN .N_LO YAGI 

'15 KI GEGSLHV I QA.QNTNLX1GHGTVILGo'lQKTrNNIYVAIJGFGTVQLIlAEllALGEGOYAG I ' 1 4 
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••••.• _ •• ....::...: ::.::: ~ ::-::.::_.:~:: ::::::::: ::::=;"",-'¡':¡'''-¡; ¡;';;Y¡ YIIGIIlI'IGH tI': ~;'¡'J 

rFT ' GG LDUlGHNOTF ~IMT D GTtlTJolS'TTKE.VL,·NN*·+1'IYIIG!h+GH" 

4?~ FFttNGGKLDLHGHHorFKKIMrDSGTTITHS~TKtsvtSVN HONN~ IYlIGNVDGHVR ~j4 

530 LTH H IHSODKKTHAKLILDGSVNTKNDYEVSNASLTMOGKATE~rRSS~KCSLvrLC S8' 

L H.... K. MA'LILDG' H " NA L MQGHAT.KAIFR.+ TLC 

S15 LtHKLDT--KOONARLrLDGDI~ - HSI9JKNAPLVMQGHATDMAIFRTTKTNNCPr.Ftc 591 

590 GTOMVTVLKETtSSYNKKrNSDYKSHNOOTSrDCP~TGvFKrDTLHUlNADrsISRHA 649 
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592 GYDWVTfll~IISVIIQIUIKTT'fI(SHNOVSDLSOPDIIIETRKF1\F1lfILlU.tOOSUIAP.NA ni 
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652 DVEGNI~svtNIG~TAYIDLYSGkNITGAGFTrRODIKSGDSIG E SKFTGGINATD 711 

710 SO¡ AtGOQAVVTIJIGATF1.DIIT PI SI DKGAKVII\QII9KFTTKGI DI SGtL nooct PEOMS "9 

¡'IGo.A'VTUf • LO T " 1 KGA V A , s'FTr I G'Lh G ! 

112 es 1 s IGD!to\lIlTLNTYSSLO"-TALTt /lKGAJ;VTASSSLFTTSNIItSGGOL TLTGATt:STG 711 

170 ttIITPGLIIy......oonu.SGGlIAHF1ARNKASV1'CNJ YADDo\AT 1 TLGQPETET "ISSAYO 82 ~ 

• 'TP • YM G' L' AlI, A'N ASIITG. J H ...... HG" • • y 

112 E-ITPS MYY AAGGYEL T EDGANFTAKNQASIITGDIKS E~ LSrGSA DKDN S-- A T"-YS a2. 
830 AXAETLLYGrDTA YRGAI TAfKATVSHNNAI!!MLIISOSS 1 NRLETKOSIf\/RFTGDtlGICFT 88 9 

.10 'L GrDT'Y.G'I A .... . HMNA.!!. S"L' SIf\/ r G r 

82~ or ALAMLDGrDTSYOGSI KAAQSSLAMHNALXKVTGNSELKKLNSTGSMVLFNGGKNlrN 888 

890 TLTVNNLTIODSAFVLRANLAQADOLVVNXSLSGKNNL LLVOFIEKNG N-SNGLNIOLVS 948 

TLTV' LT 'SAFV.R H QAIlOL+V L G HNLLLVOrJEK GN NGLNIDLV 

889 TLTVOBLTTSNSA1VMRTNTOOADOLIVKN~XGANNLLLVO'IEkICGNDKNGLIIIOLVK 94' 

949 APKGTAVOVFKATTI'.SIGFSDVTPVlEO KNDT DkATNTLIGYKSVANAOAAKKATL~SG 1008 

AP. T. OVFK T._IGFSDVTP 1+0- K' IfTL GYK'VAlIAo.v.KKAT utSG 

'" APINTSKOVrXTtTQTIGFSOVTPIIKQOEKDGKSVNTLTGYXTVANAnAAKKATSLMSG 1008 

1009 GYKArLAEVNNLNKRHGOLROINGESGA~"-1ISGTGSAGGGFSDtlYTHVQV~KUEL Ion 
GY KA rLABVN N L~ ~ GDLROtNGE'GA MAR I ' SGTGSAGGGFSDtlYTHVOVGADN K /lEL 

1009 GYKAFLAEVN NLIflU\HGDLRDIlKltAGAIlA.P.IMSGTGSAGGGFSDNY'rIlVQVGADffKUEL Ion 
1069 DGLDLFTG~TTDSHAGSDAFSG8TkSVGAGLY~ESGAYIDLIGKYVHHOH8YT 1128 

DGLOLrTGVTMTYTDSHAGSDAFSGSTKSVGAGLYASAMFESGAYIDL IGKYVM HDHEY'r 

1069 DGLD LFTGVTMTYTDSHAGSDAFSGeTKSVGAGLYASAMrESGAYIDLIGXTVHKCNEYT 1128 

1129 ATrAGLGTRDYSSHSMYAGAEVGYRYkVTOSAMIIPQAELVYGAVSGKQFSWKOQGHNLT 1111 

ATFAGLGTRDYSSHSMYAGAEVGYRYHVTDSAIIIEPQAELVYGAVSGICOFSWKDQGMNLT 

1129 ATFAGLGTRDISSHSWYAGAEVGYRYRVTCSAWI EPQAELVYGAVSGKQFSWKDQGHNLT 1188 

1189 KKP«DrHFLIGRTGVDVGK3F5GKOWKVTARAGLGYQfOLFANGETVLRDASGIKRIKGE 1249 

KKD«OFMPLIGRTGVDVGkSFSGKDMKVTARAGtGYQFOLFAHGETVLRDASGlkRIKGE 

1189 KKDKDrNPLIGRTGVDVGKSFSGKDMKVTARAGLGyorOL FANGETVLRDASGEKRIKGE 12 48 

1249 KDGRHLKNVGLNAEIRONLRFG Lt PEK5AFGKYNVDMAIHANFRYSr 129~ 

KOGtou..MNVGLNAlI/WeI _R rGLln:K&AFGKywvow.lIlANFIIYSr 

1249 KOGRKLHHVGLNAl:IRDlfVll.fGLln:KSMGKYNV!lHA I HANFIIysr 129~ 

Figura 19. Alineamiento de secuencia Sat CFTQ73 con secuencia Pet EAEC 042. 

Se realizó una prueba de PCR sobre el ADN plasmldico y cromosomal de 

EAEC 049766 con los iniciadores Sat AT3B7 (Tabla 4), diseMdos sobre el 

extremo amino terminal de la secuencia reportada . El resultado del PCR mostró 

el amplificado esperado tanto en el ADN plasmidico como en el cromosoma!. El 

producto obtenido (3B7 pb) se secuenció. Figura 20. 
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MPM -
1000pb _ ,. 

500 pb +--

2 3 

387 pb 
+-- aprox. 

Figura 20. PCR con oligos Sat AT387. Se muestra la amplifICaCión de 387 pb tanto en 

el ADN plasmldico (2) como en el ADN cromosomal (3). 

Para obtener la secuencia de nucieOtidos completa del gene de la toxina 

variante, se realizaron pruebas de PCR utilizando combinaciones de los 

iniciadores disenados para Sat con el fin de obtener productos de mayor 

tamafto para secuenciar. Tabia 6 y Figura21 . 

Comblnacl6n de 
Tamafto del Producto 

Iniciadores 

Sat DP221 F 

SatAT3159 R 
1723 pb 

Sat AT3159 F 

Sat DP221 R 
1966 pb 

Sat DP203 F 

SatAT3159 R 
2482 pb 

... Tabla 6. Productos de PCR obtenidos por combinaciOn de Iniciadores y que fueron 

secuenciados. 
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MPM 

__ JKb 

---too- 1.5 K.b 

2 3 

Figura 21 . Productos poriflCados obtenidos por PCR. 1) Amplificado de 1723 pb. 2) 

1966 pb Y 3) 2482 pb. Todos los productos fueron secuenciados. 

Durante este trabajo, todas las pruebas se realizaron sobra ADN plasmldico, 

sin embargo, el gene sal sólo esté descrito para cepas UPEC y DAEC con 

localización cromosomal. A partir de esto, se pensó que el plésmido de la cepa 

049 podrla estar contaminado con ADN cromosomal. Para comprobar o 

desechar esta idea, se realizó un gradiente de cloruro de cesio que permitió 

tener plásmido sin ninguna contaminación cromosoma!. Figura 22. 

ADN Cronlosonrud 
MPM 
10<b •• -- --

AON Plasmldico 
JKb •• --

• 
2 3 
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Figura 22. PuriflCaCi60 por gradiente de cloruro de cesio. A) Fatografia de gradiente de 

CsCI, se observa la separaci60 del ADN plasmldico y cromosomal. B) 1.- ADN 

cromosomal EAEC 049766. 2.- AON plasmldico contaminado EAEC 049766. 3.- ADN 

plasmldico purifICado EAEC 049766 (CsCI). 

Con una prueba de PCR se verificó si el gene de la toxina variante de Sat se 

encontraba en el plásmido purificado de EAEC 049766 obtenido del gradiente. 

los resultados de la prueba mostraron que la variante de la toxina Sat no se 

encuentra en el ADN plasmldico de EAEC, sin embargo, al probar los oIigas 

universales sobre el plásmido purificado de la cepa 049766, se obtiene un 

amplificado que corresponde al esperado (249pb), lo que indica que existe una 

toxina autotransportadora (SPATE) en el plásmido que requerirá ser 

identificada en posteriores estudios. Figura 23. 

MPM 
ISI7 pb 

1000 pb 

SOO pb 

Figura 23. PCR con iniciadores Universales y Sat AT387. 1) PCR sobre plésmido 

EAEC 049766 contaminado (iniciadores universaies, producto de 249 pb). 2) PCR 

sobre plásmido purifICado EAEC 049766 (iniciadores universaies, 249pb). 3) PCR 

sobre plásmido EAEC 049766 contaminado (iniciadores 5at AT387, producto de 387 

pb). 4) PCR sobre plásmido purifICado de EAEC 049766 (iniciadores Sat AT387, 387 

pb). Se observa que no hay ampliflCaCi60 con oIigas especlfocos de Sat en el plásmido 

purifICado, corroborando su k>caIización cromosomal, sin embargo, se KJentiflCÓ un 

amp'iflCado con los oIigos Universa~ . lo que indica la presencia de una toxina 

autatransportadora dentro del plásmido de EAEC 049766. 
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Se obtuvo la secuencia completa de nucleótidos de la toxina variante de Sat 

EAEC 049766. Con el programa de computación TranslationTools se obtuvo la 

secuencia de aminoácidos de la toxina variante. Al ser comparada con la 

secuencia de la toxina Sat CFT073 se encontraron 14 cambios con respecto a 

la secuencia reportada: 8 cambios de una sola base que codifican para el 

mismo aminoácido y 6 cambios de una sola base que codifican para un 

aminoácido diferente. Esta secuencia será integrada al GenBank para que se le 

asigne un número de uso. Figura 24. 

1 atgaataaaa tatactccct taaatataqt qctqccactq qcqqactcat tqctgtttct 

61 gaattaqcqa aaaqagtttc tgqtaaaa ca aaccqaaaac ttgtagcaac aatgttgtct 

121 ctggctgttg caggtacagt aaatgcagca aatattgata tatcaaatgt 4t999c9&9& 

181 gactatcttg atcttgcAca aaataaaggt attttccagc ccggagcaac agacgtaaca 

241 atcactttaa aaaacggaga taaattctct ttccataatc tctcaattcc ggatttttct 

301 ggtgcagcag cgag tgqcgc agctaccgca ataggagqtt cttatagtqt tactgttgca 

361 cataacaaaa agaaccctca qgccgcaqaa actcagqttt acqctcaqtc ttcttacagg 

421 gttgttg&ca gaagaaatt c caatgatttt gagattcaga ggttaaataa atttgttgtg 

4Bl gaaacaqtaq gtgccacccc ggcagagacc aaccctacaa catattctga tgcattagaa 

541 cgctacggta tagtcacttc tgacggttca aaaaaaatca taqgttttcg tgctggctct 

601 ggaggaacat catttattaa tggtgaatcc aaaatctcaa caaattcagc atatagccat 

661 gatctgttaa gtgctagtct atttgaggtc acccaatggq actcatacgg catgatgatt 

121 tataaaaatg ataaaacatt tcgtaatctt gaaatattcg gagacagcgg ctctggagca 

1Bl tacttatatg ataacaaact agaaaaatgq qtattaqtcq gaacaaccca tgqtattgcc 

B41 agcqttaatg gtgacc aact gacatgqata acaaaataca atgataa act ggttaqtgag 

901 ttaaaaqata cctataqcca t aaaataaat ctgaatggca ataatqtaac cattaaaaac 

961 acagatataa cattacatca aaacaatgca gataccactg gtactcaaqa aaaaataact 

1021 aaaga caaag atattgtqtt cacaaatqgg ggaaatgtcc tgtttaagqa taatttogat 

10B1 tttggtagcg gtggtattat ctttgacgaa qgccatgaat ataacataaa cggtcaggga 

1141 tttacattta aaggagcagg aattgatatc ggaaaagaaa gcattgtaaa ctqqaatqca 

1201 ttgtatt cea gtgatgatgt tttacaeaaa ataggeeeeg gtactetgaa tgtteaaaaa 

1261 aaaeaggqqg caaatataaa gataggtgaa ggaaatgtta ttcttaatga agaaggaaca 

1321 tttaacaata tataccttgc aagcggaaat ggtaaggtaa tactaaataa agataattcc 

13Bl cttggcaatg atcaatatgc ggggatattt tttactaaac gtggtggtac gctagattta 

1441 aatggacaca atcagacttt tactagaatt gecgecaetg acgatggaac aacaataact 

1501 aactcagata caacqaaaga agccgttctg gcaatcaat& acgaagactc c tacatatat 

1561 catggqaaca taaatggcaa tataaaacta acgcacaata ttaattct ca ggataagaaa 

1621 actaatgcaa aattaattct ggatggtagt gtcaacacaa aaaatgatgt tgaagtcagt 

16B1 aatgccaqtc ttaccatgca aggccatgca acagageatg caatattcaq aagcacaqcg 

1141 aatcattgct ccctggtatt tctttgtgga acggactggg tcaccgtttt gaaagaaaca 

1BOl gagagttcat ataataaaaa gttcaattct gattacaaaa gtaataatca gcagacctca 

lB61 tttgatcagc ctgactggaa aaccggggtg tttaaatttg atacattaca cctgaacaat 

1921 gctgactttt caatatcacg caatgccaat gttgaaggaa atatatcagc aaataaatca 
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1981 qctatcacaa tcgqcgataa aaatgcttae attqataatc ttqeaqqgaa aaatattact 

2041 aataatgqtt ttqacttcaa acaaactate agtaetaate tatecataqg agaaactaaa 

2101 tttaeaqqtg gcatcactgc acataacaqc eaaataqcea tagqtgatca aqctgtaqtt 

2161 acacttaatq qtqcaacctt tctggataat actcctataa qtataqataa aqgaqeaaaa 

2221 gttatagcac aaaattecat gtteacaaca aaaggtattg atateteegg tgaaetqact 

2281 atgatgggaa teeetqaaea qaatagtaaa qctgtaaC9C cg99teteea etacgctgct 

2341 gatggattca ggctgagtgg tggaaatgea aatttcattg ccagaaatat ggcatetgte 

2401 accqqaaata tttatgctga tqatgcagca accattaete tgggaeagcc tqaaactgaa 

2461 acaccqacta tatcgtctqc ttatcaqqca tgggeagaga ctcttttqta tggctttgat 

2521 accgcctate gaggegeaat aacagcccee aaagetaeag ttaqeatqaa t aatgcgate 

2581 tggcatctaa atagecagtc atcaattaat cgtctagaaa caaaagaeag ta t ggtgcgt 

2641 tttaetggtg acaatqggaa gtttacaaee ettaeagtqg acaaccttac tatagatga c 

2701 agtqcatttg tgetgegtgc aaatctgqcc caageagate aqcttgttgt caataaqtcg 

2161 ttgtctggta aaaacaacct tctgttaqtc gacttcattg agaaaaatqq aaacagcaa c 

2821 ggactgaata tcgatctggt cagcgcaeea aaaggaactg cagtagatgt ctttaaagct 

2881 aegactcgga gtattqgctt cagtgatgta aeaecggtta tcgagcaaaa gaacgataea 

2941 gaeaaaqcaa catqgactct gatcgqctat aaatctgtgg ccaacgccga tgcggctaaa 

3001 aaggcaacat tactgatgtc aggcggctat aaagccttce ttgetgaggt caacaacctt 

3061 aacaaacgta tgggtgatct gcgtgacatt aacggtqagt ccggtgcatg ggcccgaatc 

3121 atgagcggaa ccgggtctgc cggcggtgga tteagtqaca actacaccca cgtteaggte 

3181 ggtgcggata acaaacatga actegatggc cttgacctct tcaccggggt gaccatgacc 

3241 tataccgaca gccatgcagg cagtgatgcc ttcagtggtg aaacgaagtc tgtgggtgcc 

3301 ggtctctatg cctctgccat g t ttgagtcc ggagcatata tcgacctcat cggtaagtac 

3361 gttcaccatg acaacgagta taccgcaact ttcgccggcc ttggcaeeag agactacaqc 

3421 teccactcct ggtatgccqg tgcggaagtc ggttaccgtt aceatgtaac tqactctqca 

3481 tggattgagc c9cag9cgga acttgtttac 99t9ctgtat ecgggaaaca gttctcctgg 

3541 aaggaccagg gaatgaacct caccatgaag gataaggact ttaatccgct gattgggegt 

3601 accggtgttg atgtgggtaa atccttctcc ggtaaggact ggaaagtcac agcccgcgcc 

3661 9gccttggct accagtttga cctgtttqcc aacggtgaaa cegtactgcg tgatgcgtcc 

3721 ggtgagaaac gtatcaaagg tgaaaaagac ggtcgtatge tcatgaatgt tggtctcaac 

3781 gccgaaatte gcgataatct tcgctt cggt cttgagt ttg agaaategge a t ttggtaaa 

3841 tacaacgtgg ataacgcgat ca aegeeaae ttccgttact ctttctga 

M N K t Y S L K Y S A A T G G L 1 A V S E L A K R V S G K T N R K L V 

A T H L S L A V A G T v N A A N 1 O 1 S N V W A R O Y L O L A Q N K G 

t F O P G A T O V T 1 T L K N G O K F S F H N L S 1 P O F S G A A A S 

G A A TAl G G S Y S V T V A H N K K N P Q A A E T O V Y A Q s s y R 

V V O R R N S N O F E 1 Q R L N K F V V E T V G A T P A E T N P T T Y 

S O A L E R Y G I V T S O G S K K t t G F R A G S G G T S FIN G E S 

K 1 S T N S A Y S H O L L S A S L F E V T Q W O S Y G M M I Y K N O K 

T F R N L E 1 F G O S G S G A Y L Y O N K L E K W V L V G T T H G 1 A 

S V N G O Q L T W 1 T K Y N O K L V S E L K O T Y S H K I N L N G N N 
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V T 1 K N T O 1 T L H Q N N A O T T G T Q E KIT K O K O 1 V F T N G 

G N V L F K O N L O F G S G GIl F O E G H E Y N 1 N G Q G F T F K G 

A G 1 O 1 G K E S 1 V N W N A L Y S S O O V L H K 1 G P G T L N V Q K 

K Q G A N 1 K 1 G E G N VIL N E E G T F N N 1 Y L A S G N G K VIL 

N K O N S L G N O Q y A G 1 F F T K R G G T L O L N G H N Q T F T RI 

A A T O O G T T 1 T N S O T T K E A V L A 1 N N E O S Y 1 Y H G N 1 N 

G N 1 K L T H N 1 N S O O K K T N A K L 1 L O G S V N T K N O V E V S 

N A S L T M O G H A T E H A 1 F R S T A N H e s L V F L e G T o W V T 

V L K E T E S S Y N K K F N S o y K S N N O O T S F o Q P o W K T G V 

F K F o T L H L N N A o F S 1 S R N A N V E G N 1 S A N K S A 1 T 1 G 

o K N A Y ION LAG K N 1 T N N G F o F K Q T 1 S T N L S 1 G E T K 

F T G G 1 T A H N S Q 1 A 1 G o Q A V V T L N G A T F L o N T PIS 1 

o K G A K V 1 A Q N S M F T T K G 1 o 1 S GEL T M M G 1 P E Q N S K 

A V T P G L H Y A A o G F R L S G G N A N F 1 A R N M A S V T G N 1 Y 

A o o A A T 1 T L G Q P E T E T P T 1 S S A Y O A W A E T L L Y G F o 

T A Y R G A 1 T A P K A T V S M N N A 1 W H L N S Q S S r N R L E T K 

o 5 M V R F T G o N G K F T T L T V o N L T 1 o o S A F V L R A N L A 

Q A o o L V V N K S L S G K N N L L L V o F I E K N G N S N G L N I o 

L V S A P K G T A V o V F K A T T R S I G F S o V T P V I E Q K N o T 

o K A T W T L I G Y K S V A N A o A A K K A T L L M S G G Y K A F L A 

E V N N L N K R M GOL ROl N G E S G A W A R I M S G T G S A G G G 

F S o N y T H V O V G A o N K H E L o G L o L F T G V T M T Y T o S H 

A G S o A F S G E T K S V GAG L Y A S A M F E S G A Y I o L I G K Y 

V H H o N E Y T A T F A G L G T R o y s S H S W y A G A E V G Y R Y H 

V T o S A W I E P O A E L V Y G A V S G K Q F S W K o Q G M N L T M K 

o K o F N P L 1 G R T G V o v G K S F S G K o W K V T A R A G L G Y Q 

F o L F A N G E T V L R o A S G E K R 1 K G E K o G R M L M N V G L N 

A E I R o N L R F G L E F E K S A F G K Y N V o N A I N A N F R Y S F 

Stop 

Figura 24. Secuencia de nucle6tidos (A) y aminoácidos (8) de la toxina variante de Sat 

EAEC 049766. Los cambios identificados con respecto a la secuencia reportada se 

presentan en color rojo. 
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DISCUSiÓN DE RESULTADOS 

E. coli es el organismo predominante de la bicta humana, coloniza el tracto 

gastrointestinal de los infantes a las pocas horas de vida.15
, 1 

Permanece sin causar dano en el lumen del intestino, sin embargo, en un 

huésped debil~ado o inmunocomprometido, incluso las cepas "no patógenas" 

de E. coli pueden causar infección. Existen clonas de E. col; altamente 

adaptadas que pueden desarrollar la habilidad para causar un amplio espectro 

de enfermedades en el humano. 

Infecciones debidas a cepas patógenas de E. coli pueden estar limitadas a la 

superfICie de la mucosa o también pueden diseminarse por todo el cuerpo , 

enfermedades entéricas o diarreas son uno de los sindromes causados por la 

infección con este organismo.2 

Especies patógenas de E. cOli, son responsables de una variedad de 

enfermedades. Un factor común de estos organismos es la secreción de 

moléculas proteicas de alto peso molecular llamadas serin proteasa 

autotransportadoras de enterobacterias (SPATEs) . EAEC se encuentra entre 

los organismos que secretan proteínas autotransportadoras, ha sido asociada a 

casos de diarrea aguda y persistente, asf como también se le ha relacionado 

con la diarrea del viajero?' 5 

En 1983, en un estudio epidemiológico en Lima, Perú, fue aislada la cepa de 

EAEC 042 (serotipo 044:H18). En 2002 , Sainz y cols ., reportaron que esta 

cepa causaba alteraciones histológicas en cortes de fleon de ratones 

inoculados con EAEC 042, Estas lesiones se caracterizaban por un aumento 

de la celularidad del epitelio intestinal asl como un acortamiento de las 

vellosidades intestinales y edema presente en la submucosa, i 

En México, durante un brote de diarrea, fue aislada una de las cepas más 

virulentas, Se aisló directamente del intestino de un ni no muerto por dicho 

brote. Después de hacer su análisis serolOgico, se determinó que pertenecla al 
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grupo de EAEC de las cepas diarreogénicas. Se le llamó EAEC 049766. En 

esta cepa fueron identificadas dos protelnas (de 108 y 116 kDa) que se 

relacionaron con la necrosis y lesiones hemorrágicas en el íleon de rata. A 

pesar de que la toxina de 107-108 kDa fue primero identificada en la cepa 

EAEC 049766, la caracterización del gene se realizó tomando como base la 

cepa tipo EAEC 042 . La toxina de 108 kDa (después designada Pet) , induce 

efectos enterotóxicos, ademés de provocar dano a los tejidos, inflamación y 

secreción de moco, por lo Que se propuso que esta toxina juega un papel muy 

importante en la diarrea producida por EAEC. En 1998, Eslava y cols ., 

caracterizaron y secuenciaron el gene de la toxina de 108 kDa codificada en el 

plésmido de 65 MDa aislado de la cepa de EAEC 042. En 2006, Sainz y cols., 

reportaron que al infectar ratones con la cepa EAEC 049766, se produclan las 

mismas alteraciones histológicas que hablan sido reportadas antes en los 

modelos animales infectados con la cepa 042, s610 que las lesiones 

producidas por la cepa 049766, fueron mucho más severas. 18, 10. 21 

Tomando en cuenta todas las similitudes existentes entre las cepas 042 y 

049766 (las dos cepas pertenecen a la categorla de EAEC, secretan la toxina 

de 108 kDa , producen las mismas aHeraciones histológicas, las pruebas de 

inmunotransferencia son positivas, etc.), en un principio se pensó que la toxina 

presente en la cepa EAEC 049766 se podrla tratar de una variante de la toxina 

Pet descnta por Eslava y cols." 

La extracción de la toxina de la cepa 049766 se realizó de manera simultánea 

utilizando como control una clona sobreproductora de Pet. la extracción de la 

toxina para la cepa como para la clona se realizó bajo las mismas condiciones. 

El método de extracción fue una modificación del método descr~o por Eslava y 

cols.8 

los resultados en la determinación de la concentración de protelnas por el 

método de Bradford, mostraron que la cepa nativa de EAEC 049766 produce 

una cantidad de toxina muy similar a la clona sobreproductora, es decir, que la 

cepa EAEC 049766 podrla tratarse de una sobreproductora natural, lo que 
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explicarla la mayor severidad en el dano causado en modelos animales tal 

como los resultados reportados por Sainz y cols. I V. JoII 

En la electro!oresis PAGE-SDS al 6%, se utilizO como control una muestra de 

la toxina Pet de EAEC 042, en el gel se observa una protelna que corresponde 

al peso reportado en estudios anteriores que es de 107-106 kDa 

aproximadamente, asl como también se observa la banda correspondiente 

(116 kDa aprox.) a la toxina Pie. Ambas toxinas han sido implicadas con la 

producción de diarrea, asl como también, en el caso de ambas toxinas se ha 

reportado su presencia en la cepa de EAEC 042.':1 . .M, 35 

Al comparar la muestra observada en el gel que pertenece a la toxina variante 

de la cepa EAEC 049766, se observa claramente el mismo perfil que presenta 

la toxina Pet de la cepa tipo. Se encontró una protelna que corresponde al peso 

esperado, as! como también es posible identificar la protelna que corresponde 

a la toxina Pie, esto concuerda con los resultados reportados por Navarro y 

cols. (1996), en donde describen dos toxinas con un peso de 106 y 116 kDa 

presentes en precipitados con sulfato de amonio de sobrenadantes de cultivos 

de la cepa EAEC 049766." 

En 1998, Navarro y cols., en pruebas de inmunotransferencia, utilizando 

anticuerpos preparados en conejo contra las protelnas de 106 kDa y 116 kDa 

de la cepa EAEC 049766, identificaron dichas toxinas en precipitados con 

su~ato de amonio de sobrenadantes de cultivos tanto de EAEC 042 como de 

EAEC 049766.'" En este trabajo, en la prueba cruzada de inmunotrans!erencia, 

se utilizO suero anti-Pet 042 hecho en conejo. Si la toxina de la cepa EAEC 

049766 se trataba de una variante de Pet, se esperaba que dicha variante 

tuviera actividad antigénica y pudiera ser reconocida por los anticuerpos del 

suero. La prueba fue positiva al revelar una banda que corresponde al peso 

reportado de la toxina, asl como también, el suero anti-Pet 042 es capaz de 

reconocer a la toxina Pic, lo que indica que la toxina variante, la toxina Pic y la 

toxina Pet comparten epitopes que son reconocidos por los anticuerpos 

poHclonales elaborados de manera especifica con la toxina Pet 042. 
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Con los resultados anteriores, todo indicaba que se trataba de una variante de 

la toxina Pet presente en la cepa EAEC 049766, sin embargo, iniciadores 

especificas para la identificación de Pet (iniciadores Pet DP548) fueron 

probados sobre el plésmido de la cepa EAEC 049766, sin que se observara 

ninguna amplificación. Eslava y cols., al tratar de verifICar la prevalencia de la 

toxina Pet en otras cepas enteroagregativas, encontraron que los iniciadores 

disenados con la secuencia de dicha toxina, no identifICaban la presencia del 

gene reportado por ellos en un buen número de cepas de EAEC. ' 

A pesar de no haber encontrado alguna amplificación sobre el plésmido de 

EAEC 049766 al utilizar iniciadores especificas de Pet, los estudios previos 

realizados sobre dicha cepa, segu/an sugiriendo que se trataba de una toxina 

variante de Pet. 

Mas iniciadores disenados sobre la secuencia reportada de Pet fueron 

utilizados y probados sobre el plésmido de la cepa EAEC 049766, sin embargo, 

no pudo observarse ningún amplificado. Ante estos resultados, se realizó un 

BLAST para saber si entre las secuencias de las protelnas reportadas de la 

familia de las SPATEs habla alguna región conservada que pudiera ser 

utilizada para diseMar iniciadores que pudieran identificar la toxina variante de 

EAEC 049766. En 2002, Dutta y cols., reportaron que los miembros de la 

familia de las prote/nas autotransportadoras muestran una identidad de 

alrededor del 58% entre ellas.' Después de realizar el BLAST, se encontró que 

hay una región altamente conservada en el extremo carboxilo terminal de las 

autotransportadoras, por esta razón, se disenaron los iniciadores universales 

en dicha reg ión . 

Al no tener resultados utilizando iniciadores específicos de Pet, se realizó la 

extracción del plésmido de ambas cepas (EAEC 042 y 049766). Para conocer 

si sus perfiles eran iguales, se utilizó la enzima EcoRI para crear un mapa de 

restricción de los plésmidos. Se encontró que los perfiles de los plésmidos de 

ambas cepas son diferentes, tal y como fue reportado por Sainz y cols ., en 

2006. ~ Cada uno de los fragmentos encontrados en el mapa de restricción de 

la cepa EAEC 049766 fue purificado. Utilizando los iniciadores universales 

71 



sobre cada uno de estos fragmentos, se identificó el amplificado esperado (249 
pb) en un fragmento de 3 Kb. Después de purificar el producto de PCR 
obtenido con los iniciadores universales, éste fue secuenciado. La secuencia 
de nucleótidos obtenida, fue comparada con la reportada para la tox ina Pet, no 
encontrándose ninguna diferencia entre ambas secuencias. Este resultado era 
de esperarse ya que los iniciadores universales están disenados sobre una 
región altamente conservada en las protefnas autotransportadoras. 

Después de que la protelna total fue secuenciada , al hacer un BLAST se 
encontró que la toxina en realidad era una variante de la toxina Sal (otro 
miembro de la familia de las SPATEs) y que ha sido reportada en cepas UPEC 
y DAEC .'·~ 

La protelna Sat tiene una identidad del 65% con la protelna Pet, lo que explica 
la fa~a de resultados pos~ivos al seguir realizando pruebas de PCR con 
iniciadores disel'\ados especfficamente en la secuencia reportada de Pet. Sin 
embargo, al ser Sat un miembro de la familia de las protelnas 
autotransportadoras, dentro de la secuencia reportada para la cepa de E. coli 
uropatogénica CFT073, se localiza la región conservada de esa familia , lo que 
explica el resultado positivo al utilizar los iniciadores universales. 

En el 2000, Guyer y cols ., identificaron y caracterizaron una toxina de 107 kDa 
a la cual llamaron Sat, y reportaron su localización en el cromosoma de E. coli 
uropatogénica CFT073. " Después de utilizar iniciadores especlficos para Sat, 
y al encontrar el producto de amplificación esperado (387 pb) tanto en el ADN 
plasmidico como en el AON cromosomal, esto hizo pensar que se trataba de 
una duplicidad de genes, lo que podrla haber explicado la mayor severidad en 
el dano provocado por EAEC 049766. El ADN plasmldico fue extra Ido con un 
equipo comercial (Plasmid Midi Kit, QIAGEN) , por lo que nunca se pensó en 
que el plásmido pudiera estar contaminado con AON cromosomal. Sin 
embargo, el gradiente de cloruro de cesio demostró que el plésmido de EAEC 
049766 se encontraba contaminado con AON del cromosoma, y debido a ésta 
contaminación, se observaban falsos positivos en las amplificaciones 
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realizadas. Además de que no existen reportes de que Sat haya sido 
encontrada con localización plasmldica. 

Con el plésmido purificado de EAEC 049766 obtenido en el gradiente de 
cloruro de cesio, se realizaron pruebas de PCR utilizando combinaciones de los 
iniciadores disenados sobre la secuencia reportada de Sal. Se comprobó que 
la toxina Sat tiene localización cromosomal tal como fue descrito en el 2000 por 
Guyer y cols. ,!J Todos los productos obtenidos por PCR fueron secuenciados 
logrando obtener la secuencia tolal de nucle6lidos de la toxina varianle de Sat 
de EAEC 049766. Esta secuencia de nucleótidos muestra 14 cambios con 
respecto a la secuencia reportada. Ocho cambios de una sola base que 
codifican para el mismo aminoácido y 6 cambios de una sola base que 
codifICan para un aminoácido diferente. La secuencia de aminoácidos se 
obtuvo por el programa de computación -TranslationTools·, confirmando los 
cambios de aminoácidos. 

El gene de la toxina Sat de EAEC 049766 tiene localización cromosomal, sin 
embargo, en una prueba de PCR utilizando los iniciadores universales sobre el 
plésmido purificado, hay una amplificación en el peso esperado (249 pb), lo que 
indica que efectivamente se encuentra presente una toxina de la familia de las 
SPATEs en el plésmido, lo que tiene mucho sentido y abre la posibilidad de 
explicar la mayor severidad causada y observada en las lesiones provocadas 
por EAEC 049766. 

En 2000, Guyer y cols ., asl como Taddei y cols., en 2005, describen la 
presencia de la toxina Sat en cepas UPEC y DAEC respectivamente. Algo 
importante de destacar, es que aunque se ha reportado la presencia de Sat en 
un porcentaje bajo, en cepas de E. coN enteroagregativas, no existen reportes 
en donde se describa la toxicidad en células intestinales en modelos animales 
de esta toxina. 
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CONCLUSIONES 

Se idenlificó la toxina variante de Sat en AON cromosomal de la cepa EAEC 

049766. 

Es la primera vez que se describen sus efectos en una cepa de E. coli 

enteroagregativa. 

Se obluvo la secuencia de nucle6tidos y de aminoácidos del gene de la loxina 

variante de Sat EAEC 049766. La secuencia de aminoácidos de la toxina 

variante muestra seis cambios con respecto a la reportada de E co/i CFT073. 

Los iniciadores llamados Universales pueden ser utilizados para identificar a 

varios de los miembros de la familia de las SPATEs en cepas de E. coti 

implicadas en brotes de diarrea. 

Se reveló la exislencia de una loxina de la familia de las SPATEs dentro del 

plásmido de EAEC 049766, lo que requerirá estudios posteriores para su 

identificación y caracterización. 
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