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Resumen 

Escherichia col1 enterotoxzgénzca (ETEC) es un 
agente causal de diarrea ETEC cuenta con factores 
anhgénzcos de colonzzaczón (CFAs y PCFs), que son 
zmportantes en la vzrulencra Los antzcuerpos contra 
los CFAs son produczdos al térmmo de la znfecczón 
por ETEC y han mostrado ser protectores contra la 
enfermedad Sm embargo, los epítopos en CFM,  los 
cuales tnduc.cn protecczón, no han szdo caracterrzados 
El objetrvo de este estudzo es la detecczón de los 
epítopos conhnuos y comunes en C F M  de ETEC, a 
nrvel molecular, que conduzcan al desarrollo de mé- 
todos para la prevencrón de la enfermedad causada 
por ETEC Se szntetrzaron octapéptrdos contznuos 
unrdos a fase sóhda que comprendían a toda la se- 
cuencza de CFA/I por el método de Geysen para el 
escruhnzo, con sueros de nzños znfectados por ETEC, 
con sueros de adultos de zona endémzca y no endemzca 
con el antzcuerpo monoclonal C F M  1 6 (Mab CFA/ 
1 1 6) y con los sueros hzpennmunes contra CFAs y 
PCFs dgerentes a C F M  Los sueros de los nzños, de 
los adultos de zona endémzca y los sueros hzpennmunes 
reconoczeron tres epítopos contznuos y comunes en 
C F M  E1 Mab C F M  1 6 no reconoczó nmgún epítopo 
contznuo 

Palabras clave: Eschenclua coh enterotoxigénica, ETEC, 
factores antzgénzcos de colonzzaczón, CFA, PCF, entero- 
toxznas, termolábzl, LT, termoestable, ST epítopo, 
adherencza, antzcuerpo. 

Summary 

Colonzzatzon factor antrgens (CFAs and PCFs) 
are rmportant vzrulence factors of Escherichia coh 
(ETECj dzavhea Antzbodres to CFAs produced after 
ETEC znfechon are protectzve, however, the CFA 
epztopes whrch rnduce protectzve antrbodzes have not 
yet been charactenzed Thrs study rs the characterzzatron 
of the zmmune response to CFAs at molecular leve1 
and rdentfzcatzon of the epztopes assocrated wzth 
znhtbttzon of cell-adherente and protectzon that wrll 
lead to the development of methods to prevent ETEC 
znfectzon and dzsease. The azm of thzs study was the 
characterzzatzon of the lznear eprtopes of CFA/I that 
react wzth sera from acute and convalescent phase of 
ETEC-zn-fected chzldren, wzth adult serafrom endemrc 
and non-endemzc areas, wzth monoclonal mtzbodres 
(Mabs) and wrth hyperrmmune antzserum to CFAs 
and PCFs dzfferent from CFAíl Three lrnear and 
common eprtopes were recognzzed among the C F M  
rn chzld sera and adult sera from endemzc areas and 
wzth hypenmmune sera agarnst other known CFAs 
and putahve ETEC colonrzatron factors 

Key words: Enterotoxrgenzc Eschenchia coh, ETEC, 
colonzzatcon factor anhgens, CFA, PCF, enterotoxms, 
heat-labzle enterotoxms, LT, heat-stable enterotoxzn, 
ST, lrnear epztope, antrbodzes 
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Introducción Función de las fimbrias (también referido 
comoCFA) 

La Escherichia colienterotoxigénica (ETEC) es 
una bacteria productora de enterotoxinas que in- 
fecta a humanos, cerdos y terneras. Las cepas de 
ETEC que son patógenas en los animales, gene- 
ralmente no lo son en el humano. Un estudio ha 
demostrado que sólo el 25% de los voluntarios 
alimentado con una cepavirulenta de ETEC aisla- 
da de cerdo, se enfermó.' La diarrea producida por 
ETECtiene unaduración promediode3a7días; su 
intensidad va de leve hasta síntomas parecidos a 
los del cólera, llevando a una severa deshidrata- 
~ i ó n . ~  Otros síntomas de la enfermedad produci- 
dos por ETEC son: fiebre, náusea, dolor abdominal 
y en ocasiones vómitos. 

Importancia de ETEC 

La Escherichia col; enterotoxigénica es uno de 
los agentes etiológicos de diarrea de más impor- 
tancia en niños menores de 5 años. Según estu- 
dios realizados en niños hospitalizados y de con- 
sulta externa en México, 16 al 83% de los episodios 
de diarrea aguda han sido asociados a ETEC. El 
pico estaciona1 de esta infección es en el ~ e r a n o . ~  
Se calcula que en el mundo ocurren al año 650 
millones de episodios de diarrea, cerca de 800 mil 
terminan en defun~iones.~La diarrea por ETEC es 
menos frecuente en países industrializados. Se 
estima que entre del 30 al 50% de las diarreas del 
turista que viaja a países endémicos (en vías de 
desarrollo) son causadas por ETEC. La mayor 
proporción de diarreas por este microorganismo 
se presentan en América latina y la menor es en 
A ~ i a . ~  

Producción de enterotoxinas 

Se ha postulado que ETEC causa enfermedad 
mediante la colonización del intestino delgado, se- 
guida por la producción de una enterotoxinaestable 
al calor (ST) y10 la producción de la enterotoxina 
lábil al calor (LT).= En México hemos demostrado 
que un número igual de capas de ETEC pertene- 
cen a los siguientes perfiles toxigénicos LT+/TS+, 
LT-IST Y LT+/ST-.3 

Los determinantes antigénicos de los factores de 
colonización en el humano (o fimbrias) de ETEC, 
varian en su estructura; por ejemplo, CFNI es una 
sola subunidad protéica homóloga de antígeno 
fimbrial, mientras que CFNII y CFNIV están forma- 
dos por más de un componente antigénico; estos 
componentes son denominados componentes de 
superficie estructurales, referidos como factores 
CS. Las nomenclaturas de los factores CFAs y CS 
no son síntomas, como se menciona más adelante. 
Las cepas de ETEC que expresan CFNII, general- 
mente lo hacen con CS1 oCS2, encombinacióncon 
CS30CS3sólo.~.~En losaislamientos deCFNIVse 
expresan yasea CS4o CS5 juntocon el antígeno no 
fimbriado CS6. Existe un número pequeño de cepas 
de ETEC que sólo expresan CS2, CS5 o CS6.9 Los 
factores de colonización como el PCFO9, corres- 
ponden a estructuras fibrilares más delgadas, las 
cuales tienden a agregarse formando grandes ma- 
sas que se pueden observar con el microscopio 
electrónicoi0 (Cuadro 1). 

Los genes estructurales de los factores de colo- 
nización están generalmente localizados en plás- 
midos, con excepción de CS1 y CS2 de CFNII, los 
cuales se encuentran en el cromosoma.s~ l1 Las 
expresiones de CSI, CS2 de CFNII, CFNI, CS4 de 
CFNIV, PCFOI 66I2y el antígeno2230, requieren de 
la presencia de los genes reguladores los cuales se 
encuentran en estos plásmidos de alto peso 
m01ecular.~~ 

En la mayoría de ias cepas de ETEC, la adhe- 
rencia a la mucosa intestinal está mediada por las 
fimbrias de la bacteria, que a su vez actúan como 
antígenos de adherencia o adhesinas. Lacoloniza- 
ción del intestino delgado es un requisito indispen- 
sable paraque ETEC puedacausar diarrea. Es por 
ello que las fimbrias son un factor de virulencia 
importante en ETEC para la patogénesis de la 
enfermedad. 

Frecuencia e importancia de los factores de 
colonización 

Los factores de colonización más frecuentes 
identificados en los turistas que viajan a México son 
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CFNI (22%), seguido por CFNIV (l8%)? Otros CFAs 
encontrados en niños son CFA/II,B,ll CFN111;'4 los 
factores putativos de colonización PCF0166,'2 
PCFOl 59:H415 y el antígeno2230;13 losantígenosde 
superficie CS7,16 CS17,17 PCF091° y el antígeno 
8786.18 Estos cuatro últimos están asociados con 
otro 25% de los episodios de diarrea. Los CFAs 
asociados con el 35% restante de los episodios de 
diarreason aún desconocidos. Svennerholm y coI.l9 
demostraron que los factores putativos de coloniza- 
ción C57, PCFO9 y CS17 son capaces de promover 
la colonizacion en el intestino delgado de conejo, 
medianteelmodelodeRITARD. LosCFAsI, II, III,IV, 
PCF0166 y el antígeno 2230, han sido detectados 
tantoen la población infantilcomoen lost~ristas.~En 
general podríamos concluir que, tanto los factores 
de colonización como la producción de las entero- 
toxinas, son características de virulencia importan- 
tes en ETEC, que se asocian a la evocación de la 
respuesta inmune del individuo, al estar expuesto a 
los diversos fenoti~os de ETEC. 

Cuadro l. Caracteristícas de los factores de 
colonización. tamaño v morioloaía. 

CFA Morfologia diámetro 

CFNI fimbria Nd 
CS1 fibrilar 2-3nm 
CS2 fibrilar 7nm 
CS3, CS3A fibrilar, flexible 2-3nm 
CFP/III fimbria 7-8nm 
CS4 fimbria 6-7nm 
CS5 fibrilar. flexible 5-6nm 
CS1 fibrilar 2-3nm 
CS6 indeterminada ---- 
CS7 fibrilar helicoidal 3.5-6.5nm 
CS17 fimbria 6-7nm 
PCFOS fibrilar flexible N) 

PCF020 fimbria 7nm 
PCF0148 fibrilar curva 3nm 
PCF0159 fimbria 6-7nm 
PCF0166 fimbria 6-7nm 
2230 indeterminada ---- 

P M Subunidad 

15074 D 
15246 D 
15421 D 
15112D&15246M 
25309 D 
14961 M 
18617D 
15246 D 
15058D%158nD 
21500 P 
17500P 
27000 P 
25000 P 
N) 

18600 P 
15500P&17000P 
16000 P 

8786 indeterminada ---- 15349 D 
LONGUS fimbria 7nm 22OOOP 

BDeterminación del peso molecular: D. calculado de la deducción 
de la secuencia de aminoácidos derivado de la secuencia de ADN; 
M. Determinado por espectrometria de masa 
0. P. estimado por SDS-PAGE 
ND. no determinada 
Indeterminada. detectada en la superficie, postulada a no ser 

fimbria ni fibrilar. 

Unión específica de los CFAs y los 
componentes de superficie CS 

Se ha postulado que el CFNI es capaz de unir- 
se al ácido síalico. tanto en su forma librez0 como 
unido a gl ic~proteínas~l ,~~ y al gangliósido GM2.23, 
"Wadstrom y reportan que el antígeno CS2 
se une específicamente al ácido N-glicolil-neuramí- 
nico. También los componentes CS de CFNII y el 
CS4 de CFNIV, se unen al GM1 -asialo en cromato- 
grafíade~apafina.~~ Nessery ~oI.~~sugieren que la 
interacción de CS3 es con determinantes de car- 
bohidrato~ presentes en las moléculas de polilac- 
tosaminoglicanos derivados del meconio huma- 

En la actualidad se conoce que CS3 de CFNII 
se une a GM2, asialo GMI , y que la unión es espe- 
cíficamente inhibidaporGalB-4Gal, presenteen los 
glicoconjugados. Es posible que los grupos de 
CFAs se unan al mismo receptor de las células 
epiteliales intestinales. Los CFAs de las cepas de 
ETEC de los humanos sólo reconocen glicoconju- 
qados en la superficie de lascélulas epiteliales. Tanto 
glicopéptidoscomoglicoproteínas han sido identifica- 
das como sitio de unión de CFNI y CFAAIP8 

De la misma manera, se haobservado q u e ~ ~ l ,  
CS2 y CS3 de CFNII, así como CFNI, se unen a 
una banda de 30-35 kDa con un identidad de 
glicolípido y10 glicoproteína. Sin embargo, en los 
ensayos de adhesión in vitro usando biopsias in- 
testinales de humanos o células parecidas a los 
enterocitos Caco-2, se ha demostrado la unión de 
ETEC sólo en el borde de cepillo de estas célu- 
l a ~ . ~ " ~ ~ ~ ~ ~  Además, la inhibición de la adherencia 
utilizando factores de colonización purificados su- 
gieren que receptores similares están involucrados 
en cada factor de adhesión,28 (Cuadros II y 111). 

Una manera de estudiar la colonización del in- 
testino es midiendo la presencia de la bacteria en 
las heces. Tales estudios han sido llevados a cabo 
en voluntarios humanosz9 y en el modelo animal de 
conejo con nudo reversible (RITARD).30 Este mo- 
delo permite además estudiar la capacidad de 
colonización y virulenciade las cepas de ETEC. En 
el modelo del RITARD, las cepas de E. col¡ no 
patógenas se mantienen en el intestino y sólo son 
excretadas por dos días, hasta que se eliminan 
completamente. Las cepas de ETEC que coloni- 
zan el epitelio intestinal, están presentes en las 
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heces hasta 8 días después de que se ha efectua- 
do la infección e~per imental .~ ' ,~~ 

Cuadro II. Características de unión de los factores de 
colonización de Escherichia coli enterotoxigénica. 

PCFICFA Hemaglutinacióna Tejido/Lineaceiuiab 

CFNI HumA, Bov, Pollo Ent. Hum. Caco-2 
CS1 Bov. Ent. Hum. Caco-2 
CS2 Bov. Ent.Hum. 
CS3. CS3a Bov. Ent. Hum. HT-29 
CFAnll Negativa Ent. Hum. 
CS4 BOV, Hum A Ent. Hum. 
CS5 Hum A. Bov. Ent. Hum. 
CS6 Negativa HeLa 
CS7 Hum, Bov, Gpig Ent. Hum. 
CS17 BOV Ninguno 
PCFC9 Hum, Polio Ent. Hum. Epit. bucal 
PCF020 N.O. Caco-2 
PCFO148 negativa Ent. Hum. 
PCFO159 negativa N. D. 
PCF0166 Hum. Bov. Ent. Hum. 
2230 negativa Ent. Hum. Caco-2 
8786 Hum. Bov Ent. Hum. Caco-2 

aHemaglutinación resistente a manosa: Hum A. Humano A. Hum. 
humano se desconoce el grupo; Bov. Bovino. 

Ent. Hum. enterocitos humanos: caco-2 carcinoma de colon; 
HeLa. carcinoma de laringe humano; Epit, bucal, epitelio bucal. 

Cuadro III. Componentes celulares involucrados 
espcificamente con los actores de colonización de =C. 

Fimbrias Receptores Referencias 

CFAA Acido siálico 8 
Ac. siálico-glicoproteina 21 
GangliósidoGM2 22, 23, 24 

CS2 de CFNII Ac. N. acetilneuraminico 25 
CFNll y CS4 de CFNIV Asialo-GMl 26 
CS3deCFAIII Carbohidratos en polilacto 

Samino giicano 27 
CFNly ll Glicolipidooglicoprote/na 28 

lnmunogenicidad de los CFAs y otros 
antígenos superficiales de ETEC 

La respuesta inmune de ETEC está dirigida 
principalmente contra los CFAs, los lipopolisa- 
cáridos y la toxina termolábiL3 7, 33. 34 La toxina 
termoestable (ST) no es inmunogénica debido asu 
tamaño tan pequeño (19 aminoácidos). En un es- 
tudio realizado en Bangladesh, en adultos hospita- 

lizados con diarrea por ETEC, se demostró que la 
respuestainmunecontrael CFAde lacepainfectante 
fue de dos tipos: sistémica y el 63% de los 
pacientes presentaron anticuerpos IgA específica, 
medidos en lavados intestinales, 83% en leche 
materna, 70% en saliva y el 100% en suero. El 70% 
de los pacientes también tuvieron IgG. Existen 
indicios de que la infección por ETEC puede prote- 
ger contra la reinfección. Posiblemente, la eviden- 
cia más importante es la disminución en la propor- 
ción enfermedad-infección en relación con la edad, 
en las áreas endémicas de ETEC.3 Las altera- 
ciones de las estructuras de la unión en el epitelio 
intestinal, no parecen ser importantes en las infec- 
ciones por ETEC en los  humano^.^ La inmunidad 
protectora contra la enfermedad por ETEC, parece 
requerir de exposiciones múltiples con cepas dife- 
r en te~ .~  En las infecciones porcinas por ETEC, 
mediadas por las fimbrias K88 y P987, los cerdos 
adultos son resistentes a la enfermedad, debido a 
la alteración de los receptores a nivel de las células 
epiteliales de la mucosa in te~t ina l .~~ 

Existen estudios llevados a cabo en humanos y 
en modelos animales, con el objetivo de definir si 
los factores de virulencia presentes en ETEC son 
importantes en la protección contra la enfermedad. 
Nosotros y otros autores hemosdemostrado que la 
infección inicial con una cepa de ETEC que expre- 
sa los factores de colonización 1,  II o IV, protegen 
contra los serotipos heterólogos de una cepa que 
exprese el mismo CFA.31,32,38,39 Resultados simila- 
res fueron obtenidos en humanos  voluntario^.^^^^^ 

Vacuna contra ETEC 

Hoy día no existe una vacuna contra ETEC en 
humanos. En contraste, sólo en los Estados Uni- 
dos, 32 vacunas de ETEC se registraron durante el 
año de 1992 y la mayoría se desarrollaron para 
aplicarse en ganado porcino y vacuno.36 Todas las 
vacunas contra ETEC disponibles para porcinos 
están destinadas a para proteger las infecciones 
en los lechones mediante la inmunización pasivaal 
recibir una gran cantidad de anticuerpos maternos 
de porcinos previamente inmunizados con las 
fimbrias. Estos anticuerpos actúan bloqueando el 
sucesode lacolonización por ETEC.40 Desafortuna- 
darnente es poco claro si la vacunación es eficien- 
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te, ya que no hay estudios suficientes para valorar 
la eficacia protect~ra.~~ 

Los estudios con vacunas han sido capaces de 
provocar la inmunidad antitoxina, pero ésta no es 
suficiente para proteger contra la enfermedad oca- 
sionada por ETEC.' Diversos grupos han tratado 
de desarrollar formas inmunógenas contra la ST 
para los humanos, pero sin éxito.IgTambién se han 
utilizado vacunas compuestas con fimbrias purifi- 
cadas para los humanos, con resultados poco 
 satisfactorio^.^ La principal razón de la ineficiencia 
es que los CFAs, al ser ingeridos, se degradan por 
la actividad de las enzimas proteolíticas del jugo 
gástrico, ocasionando la pérdida de la antigenici- 
dad.4' Otro esfuerzo más fue realizado por Evans; 
con un grupo de voluntarios, usó una E. coli pro- 
ductora de colicina E2, que expresaba CFNI y las 
enterotóxinas deforma inactiva. Aproximadamente 
el 75% de los vacunados, al ser retado contra 
ETEC con un CFA, homólogo o heterólogo, no 
presentó diarrea.42 La propuesta más reciente de 
una vacuna formada de cepas muertas de ETEC 
que expresan CFAs más la subunidad B de la 
toxina de coléra, dejó una inmunidad temporal."l 

En tiempos recientes, dos grupos informaron 
del uso de vacunas orales con microcápsulas que 
contenían CFNI y CFNII para el estudio de la 
inmunogenicidad de las mismas.M 45 Algunos es- 
tudios han enfocado el desarrollo de agentes profi- 
lácticos para la prevención de las infecciones por 
ETEC en el turista. En un estudio más se demostró 
la protección devoluntarios con leche materna que 
contenía anticuerpos contra la enterotoxina 
termolábil (LT) de E. cok La protección pasiva con 
calostro bovino contra la infección experimental 
con ETEC en voluntarios también se ha demostra- 
do.46 

En conclusión, la capacidad de ETEC para 
unirse y colonizar las células epiteliales en el intes- 
tino, es el suceso inicial para la inducción de la 
respuesta inmune contra los antígenos presentes. 

El objetivo de este trabajo es caracterizar los 
epítopos y comunes en CFNI, que son reconoci- 
dos con el anticuerpo monoclonal CFNI (Mabs 
CFNI 1:6), usando sueros hiperinmunes contra 
CFAs y PCFs diferentes de CFNI, con sueros de 
niños infectados naturalmente con ETEC que ex- 
presan CFNI y por último con sueros de adultos de 
zona endémica y no endémica de ETEC. 

Material y métodos 

Cepas bacterianas 

Se utilizaron las cepas de referencia ETEC: H- 
10407 que expresan CFNI, 1392-75 que expresa 
CFNII, E8775 que expresa CFNIV, que fueron 
suministradas por el doctor Alejandro Cravioto (Fa- 
cultad de Medicina, Universidad Nacional Autóno- 
ma de México). 

Población en estudio 

Las cepas de Escherichia colienterotoxigénicas 
fueron aisladas de una cohorte de 228 niños en la 
comunidad de San Pedro Mártir (Ciudad de Méxi- 
CO),~ y las cepas aisladas de estudiantes estado- 
unidenses que asistieron a la Universidad de 
Guadalajara, Jal. durante el verano de 1987.3 

Anticuerpos policlonales y monoclonales 

Los anticuerpos policlonales contra los factores 
de colonización se obtuvieron inmunizando cone- 
jos con bacterias formalinizadas. En principio se 
inocularon en forma subcutánea, con un 50% de 
adyuvante completo de Freund. Después se apli- 
caron 4 inmunizaciones en forma semanal vía 
intravenosa. Al término del esquema de inmuniza- 
ción, los conejos se sangraron en blanco y el suero 
se almacenó a - 20 %? 

Purificación de IgG a partir de los sueros hiperin- 
munes obtenidos contra los CFAs 

Se realizó la precipitación de las inmunoglobu- 
linas con sulfato de amonio al 50% y dos precipita- 
ciones más al 30%. El precipitado final se dializó 
contra solución salina. El dializado se sometió a 
una columna de afinidad de sefarosa 4b, activada 
con bromuro de cianógeno y proteha A de Staphy- 
lococcus aureus. La fracción de elución se logró 
mediante el aumento de laconcentración de cloru- 
ro de sodio y citratos a pH ácid~. '~ 

Los anticuerpos monoclonales se produjeron en 
1988, durante mi tesis d o ~ t o r a l . ~ ~ - ~ '  Para el uso en 
este trabajo fueron donados por la doctora Ann- 
Mari Svennerholm, (Departamento de Microbiolo- 
gia, Universidad de Gotemburgo, Suecia). 
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Sueros humanos 

Los sueros de los niños menores de 5 años pro- 
venían de un estudio epidemiológico de ETEC? Los 
sueros de adultos se obtuvieron de áreas endémica 
y no endémica de ETEC. 

Síntesis de péptidos para las pruebas inmunoló- 
gicas 

El método de Geysen es una variante del méto- 
do tradicional para la síntesis de péptidos en fase 
sólida.5e55 En este método se sintetizan los péptidos 
sobre palilloso"pinsn de polietileno, a losquese les 
adiciona polimero de ácido acrílico que tiene gru- 
pos amino disponibles. Los péptidos sintetizados 
(síntesis F-moc) quedan unidos covalentemente a 
la fase sólida. Los "pins" quedan ordenados en una 
matriz para que puedan entrar en los pozos de una 
placa de ELISA. Esto hace posible obtener un gran 
número de péptidos diferentes en forma simultá- 
nea, los cuales se hacen reaccionar con el mismo 
sueroen una prueba inmunoquímicaen fasesólida 
(ELISA). Como los péptidos están unidos a la fase 
sólida covalentemente, se pueden remover los 
anticuerpos que se unieron durante la prueba sin 
que se desprendan los péptidos, permitiendo 
reutilizar los péptidos hasta sesenta veces, en 
pruebas diferentes2 l1 Los octapéptidos tras- 
lapados, que comprenden la secuencia de CFNI 
unidos covalentemente a "pins" de polietileno, al 
principio fueron sintetizados en el laboratorio de 
Microbiología de la Facultad de Medicina, Universi- 
dad Nacional Autónoma de México. Esto se hizo 
por duplicado, según la secuencia descrita por 
Karjalainen y col. y confirmada por Cassels y coL8 l4 

Control de la síntesis de péptidos 

El control de lasintesicde péptidosse realizósinteti- 
zando simultáneamente los péptidos de CFNI y los 
péptidos control positivo PLAQGGGG y el control 
negativoGLAQGGGG. Lasíntesiscorrectase evaluó 
por medio de la capacidad del anticuerpo mono- 
clonal para reconocer el control positivo.55 

Síntesis de subsecuencias de CFA/I (péptidos 
sintéticos solubles) 

Se utilizó la síntesis tradicional de péptidos para 
la obtención de péptidos necesarios de la secuen- 
cia de CFNI, que fueron reconocidos por la res- 
puesta humana. Posteriormente se realizó la puri- 
ficación por cromatografía en ~o lumna.~ 

PEPSCAN 

Las pruebas de ELlSA simultáneas con los 140 
octapéptidos de CFAII se realizaron según el méto- 
do propuesto por Geysen y col (modificaciones: se 
bloquearon los "pinsncon albúminasérica bovinaal 
0.1% y10 ovoalbúmina al 1% en solución salina 
amortiguada con fosfatos 0.1 M (pH 7.2), Tween 20 
al 0.1% y azida de sodio la 0,1% (PBS-Tween), 
durante una hora a temperatura ambiente. 

La solución de bloqueo además contenía, en 
algunos casos, suero bovino diluido 11625 ASB en 
PBS-Tween. Al finalizar la reacción del antigeno- 
anticuerpo se procedió a eliminar el excedente. 
Para detectar la reacción, se llevó a cabo la adición 
de antiinmunoglobulinas humanas marcadas con 
peroxidasa, por un período de incubación de una 
hora. Al finalizarse adicionó el sustrato ABTS (2-2- 
azino-bis(3-etilbenz-tiazolin-6-sulfonato) con 
peróxido de hidrógeno. La evaluación de la prueba 
se realizó espectrofotométricamente a 405 nm. 
Despuésdecada prueba, se separaron losanticuer- 
pos unidos a la fase sólida mediante soluciones de 
p-mercaptoetanol y SDS en solución salina de 
fosfatos. 

Criterios para la selección de posibles 
epítopos (PEPSCAN) 

De los diez octapéptidos de mayor valor de ab- 
sorbancia, se seleccionaron los octapéptidos o sec- 
ciones de éstos que estuvieran presentes en todas 
las determinaciones con un mismo suero; de éstos 
se seleccionaron los que también presentaban un 
mayor valor de absorbancia en los ensayos con 
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otros sueros; entre los últimos se seleccionaron 
los epítopos que presentaban un aumento en el 
valor de absorbancia; asociados al aislamiento de 
ETECCFNI+, superioral 150% (criterio de serocon- 
versión) y mayor al aumento en la media de todos 
los valores del ensayo. 

ELISA indirecto con adhesinas de ETEC o 
con péptidos sintéticos solubles. 

Se sensibilizaron los pozos de una microplaca 
de ELlSA con IOOmL de antígeno CFA, a una 
concentración de 5 mcg/rnL en amortiguador de 
bicarbonato/carbonato. l a  microplaca se bloqueó 
con albúmina sérica bovina al 1% en PBS, treinta 
minutos a 37%. Se agregó lOOml del suero diluido 
por una hora a 37%. Se agregó en cada pozo 
IOOml de anticuerpo acoplado a peroxidasa (anti- 
inmunoglobulinastotales humanas), diluida 111 000 
en PBS-tween y se reveló con el sustrato de la 
enzima O-fenilendiamina (4mcg/7.5mL), en amor- 
tiguador de citratos con peróxido de hidrógeno. Se 
evaluó espectrofotométricarnente, a 492nm.= 

Resultados 

Epidemiología. Frecuencia de los factores putativos 
de colonización en turistas y población infantil 

De las 60 cepasde ETEC aisladasde la población 
infantil, solamente 15 de ellas (6.2%), presentaron 
algún factor putativo de colonización; de éstos, el 
antígeno2230 estuvo presente en 8 cepas (3.3%). El 
PCF0166 en 6 cepas (2.5%), el PCF 0159 unica- 
mente se presentó en una de ellas (0.4%) y un 18.5% 
de lascepas de ETEC no presentaron ninguno de los 
PCFs estudiados (Fiaura 1). En las 18 ceoas orove- 
nientesdediarreaenhios,'la frecuenciade lo; PCFs 
presentesfueron, 2230en un 1.3%vel PCFO9en un 
0.4%. En el grupo de niños asintomáticos, lafrecuen- 
cia de PCFs en las cepas de ETEC fueron 2230 y 
01  66 en un 2.0% y 2.5% respectivamente. Las cepas 
de ETEC que expresaron el antígeno 2230, aisladas 
de diarrea al compararse con las obtenidas de cua- 
dros nodiarréicos, fueron estadísticamente significa- 
tivas (p = 0.006). 

2230 
IV 3.3% 

Cepas sin identifica 

0159 
no recuperadas 

F lg~ra  1 Frecuencia ae os lactores PCFs y faciores p.itaiivos oe 
coon zacion lCFAs y PCFs) en cepas ETEC a saoas oe nihos 

En el grupo de los turistas se estudiaron 21 
cepas de ETEC aisladas de cuadros agudos de 
diarrea. Solamente en 11 cepas (7.5%) estuvo pre- 
sente algún PCF. El antígeno 2230 y el PCF0166 
se presentaron en una proporción de 3% y el 
PCF0159 en 3 cepas (2%). En 10 de las cepas de 
ETEC (7%), no se encontraron ninguno de los PCF 
estudiados. La frecuencia del CFNIII para ambas 
poblaciones estudiadas fue nula (Figura 2). 

Figura 2. Frecuencia de los factores y factores putativos de colo- 
nización en cepas de ETEC aisladas de turistas. 

Reactividad inmunológicacruzadaentre IosCFAs 

La reactividad inmunológica cruzada entre los 
diferentesCFAs provenientesde diferentescepas, 
determinada por el ensayo de ELISA inhibición, 
mostró homologíaentrelosCFA y PCF en su forma 
purificada y desnaturalizada, con los anti-cuerpos 
monoclonales contra CFNI, CSI, CS2 y CS3 de 
CFNII y losanticuerpospoliclonalescontraCFAAII, 
antígeno2230, PCFOI 66y PCFOI 59. Los resulta- 
dos están expesados en porcentaje de inhibición 
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Adhesina Secuencia de aminoácidos Posici6n 

CFA/I VEKNITVTASWPVIDLLQADGN~PSADKLAYSPASKTFESYRVMTQ~ - 53 
CS1 :::T:S:::::::W::::S::S:::NSVA:T::::YNN::AHTRí:V::::: - 53 
CS2 .................... - 20 
CS4 :::::::C::::::::I::: - 20 
0166 . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . .  T::I:::N:S:: - 25 
Figura3. Alineamientode losextremosaminoterminalde CFAJ y otrasadhesinasde Escherichia 
coli enterotoxigénica. 

de unión de los anticuerpos anti-CFA a la fase 
sólida. Así, encontramos que entre CFNI existe 
una reactividad cruzada con CS1 y CS3 de CFNII, 
CS4 de CFNIV y PCF0166; entre CSl+CS3 de 
CFNII encontramos una reactividad cruzada con 
CFNI, CFNllly PCF0166; el anti-CFNIII reconoce 
a CFNI, CS2 y CS3 de CFNII, CS4 de CFNIV y 
PCF0166; el anti-CS4+CS6 de CFNIV reconocen 
CFNI, CSl+CS3 de CFNII, el antígeno 2230 y el 
PCF0166; el anti-2230 reconoció en forma cruza- 
da CFNI, CSl+CS3 de CFNII y PCF0166; el anti- 
PCF0166 cruzó con CFNI, CS1 +CS3 de CFNII y 
el antígeno2230, la mayorhomologíaantigénicase 
encontró entre CFNI, CS1 +CS3de CFNII, CS4 de 
CFNIV y PCF0166 (Cuadro IV). 

Cuadro IV. 

Anticuerpos Monoclonales AnttcuerposPoliclonales 

Antigeno 1 CSI CS2CS3CS4 CS6 111 2230 0166 0159 
CFNI 79 54 10 49 57 23 34 35 73 O 
CFNII 
CSl+CS3 52 69 30 99 36 O 68 33 60 O 1 

CFNIV 
CS4+6 52 59 33 11 89 99 41 57 75 O 
CFNIV 
CS5+6 63 63 19 79 7 54 42 52 80 O 

Los antígenos fueron desnaturalizados y ajustados a una con- 
centración de 40 kglml 
Los números indican porcentajede inhibicióndekunióndelosanti 
CFAs Ó anti-Cs a sus antigenos homóiogos o heteróiogos unidos 
a fase sólida. 

Hornología en la secuencia en los CFAs 

Se encontró la subsecuencia KNITVTASV, co- 
rrespondiente a las posiciones 3-1 l del factor 
antigénico de colonización I (CFNI). La subse- 
cuencia se encontró presente en las subunidades 
de CFNI, CSl y CS2 de CFNII, CS4de CFNIV y el 
factor putativo de colonización 0166, con algunas 
sustituciones (Figuras 3 y 4). 

Utilizando los programas de PALIGN FSTP- 
SCAN, se encontró que la subsecuencia mencio- 
nada anteriormente, estaba presente con algunas 
sustituciones en CS3 posiciones 68-73 y 139-144. 
Además, es similar a una región de homología entre 
CS3 de CFNII y CS5 de CFNIV. 

La subsecuencia VEKNITVTASVDP de CFNI, 
se encontró en unaregiónconservadaen las hema- 
glutininasde lacepasdevirusinfluenzay enel ADN 
genómico de Mycobacterium leprae, además se 
comparó la CFNIII con los pilis BFP y longus, 
encontrándose con este último una identidad del 
100% en la secuencia aminoterminal (Figura 4). 

CFNI VEKNlTVlASMPVlDUMDGNALPSAW 
CSl T S  TV S S NSA 
CS4 T 1 SY 
PCFOIGS T I  N S 

9 

CFAllll MSLLEV 1 I V L G I 1 GT IAAGW 1 LAQRAFDS 
LONGUS . ' . . . . . . . 
BFP L 1 SAM AlAA VT M ~ S '  S 

Figura 4. (A) Secuencia aminoterminal de los gnipos de factores 
de colonización: CFNI, CSI, CS4, PCF0166, CS2, CS17 de 
Escherichia coiienterotoxigénica. Referencia de las secuencias; 
CFAII.'sCS1;B" CS4,DPCF0166,'%S27y CS17.'8 Losespacios 
en blanco indican la identidad de los aminoácidos con CFA!. (E) 
Secuencias amino terminales de las fimbrias tipo IV. Las 
referencias de las secuencias: CFN1li.'SLongus.m BFP.6' 
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CSI - KGVWKLSIü>PVLSNYLNPTLQIPVSYhlPAGKPLST113ITIDSNDLNPASSG~K-l10 . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
CFAI -KKVIVKLADTPQLZZ>VLNSTVQMPISVSWocQVLS~AKEFEAAALGYSASGVNG-110 

CS1 - VSSTQKLSIHADATRVTGOALTAGQYQCLVSIILTKST -148 
. . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

CFAI - VSSSQELVI-SA4PKTAGTAPTAGNYSGWSLVMTU:S -147 

Figura 5. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las subunidades de CS1 de CFNll 
y CFNI de Escherich~a colienterotoxigénica. Identidad 75 (51%); similitud 30 (20.4%). El número 
de espacios insertados en CS1 es cero; número de huecos insertados en CFNI fue 1. La matriz 
de comparación: Estructura-genética. El carácter para indicar que dos residuos son idénticos es 
":"; el carácter para indicar que dos residuos son similares es ".". Los aminoácidos que se 
consideran similares son: A, S, T; O, E,; N, O; R, K; 1, L, M, V; F, Y. W. 

Control de la síntesis de los epítopos 
lineales en CFAII 

El control de la síntesis de los octapéptidos unidos 
a la fase sólida, fue comprobado con el péptido con- 
trol positivo reconocido porel anticuerpo monoclonal 
PLAQ por el método de ELlSA (PEPSCAN). 

Epítopos continuos reconocidos por sueros 
de niños 

Lapoblación infantil estudiadaconsistiódesiete 
niños los cuales sufrieron infección natural por 
ETEC portadora de CFNI. Se analizaron los sue- 
ros de las fases antes y después de la infección por 
PEPSCAN. Seobservó en lamayoríade lossueros 
pertenecientes a la fase convalescente un incre- 
mento en los valores de la absorbancia para todos 
losoctapéptidos. El reconocimiento fue mayorpara 
tres regiones que comprenden las posiciones de 33 
a 56,98 a 105 y 120 a 139 en CFNI (Figuras 5 y 6). 

Epítopos continuos reconocidos por sueros 
humanos de adultos 

La caracterización posterior de los epítopos linea- 
lesen CFNI se hizocon suerosdeadultossanos (uno 
deellosvivíaen áreanoendémica, Suecia, yelotroen 
el áreaendémica, México) (Figura7) se reconocieron 
3epítopos linealesen lasposiciones33a56,98a 105, 

120 a 139, mismos que fueron reconocidos por los 
sueros de los niños (Figuras 8a y 8b). 

Epítopo lineal de CFAii reconocido por el 
anticuerpo monoclonal CFAII 1 :6 

La búsqueda del epítopo lineal en CFNI con el 
anticuerpo monoclonal CFNI 1 :6 nofue demostrado 
por PEPSCAN ni por el ensayo de ELlSA indirecto. 

Adhesina-Pos.-Subsecue~cla 

CS3 9 4 -  NITLDKN 
. . . . .  . . . .  

CS5 43- NITLDSN 

TIPO 1 9 5 -  SATNVGV 

CS3 11- NVLS . . 
2230 2- NVLS 

0166 21- NGSAL 

Adhesina-Posieión-Subsecuenci~ 

CS5 108- TLSTAV- 
. : : . .  . . .  

T IPO1 39- TASWLQEGA 

CS5 107- LTLSTAV ..  , . ,  . . . .  
CS1 31- LTYSPAV 

CS5 116-AKGBV1 
. . . .  . . .  

8786 1- AVGDVA 

CS5 11- WCGWPS . . . . 
CPB.1 8'1- YSGQVLS 

CS5 42- LNIT 
. . .  

C S I  3 -  LNIT 

. . 
CS5 125- NGQAL 

Figura 6. Alineamiento de otras subsecuencias similares mas cortas 
en CS1 y CS3deCFNII; CS4yCS5deCFNIV; antígeno8786; pili tipo 
1; antígeno 2230: PCF 0166. Los alineamientos se realizaron con el 
programa FASTASCAN de PCGENE, que sigue el algoritmo de 
Neeldleman u Wunsch.BD 
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S e c ~ e n c i a  de Am noactaos d e  CFA I 
- Pepscan con  sue- d e  addltos numanos. 

EC107 (suero sueco), ~ s p i n o s a  (suero mexicano) 

Fiaura7. Los resultadosde PEPSCAN deCFNI con sueros unodezona endémica M é x m  (barras 
claras] y e otro sdero de noena6rnm Sdocta (barrasoosc.ras) Caod poslc on en la secuenc a oc 
am noac dos de CFA cotresoonde a Jn octap6ptiao cuyo arninoacioo h rerm nd es e am noaciao 
de dicha posición. Se graficó, para cada suero, el promedio de dos determinaciones de cada suero. 

Epítopos continuos y comunes en CFAII con 
sueros hiperinmunes heterólogos 

Los epítopos reconocidos por los anticuerpos 
heterólogos fueran múltiples y diferentes para cada 
suero hiperinmune, por lo que la presentación de 
cada resultado es de forma independiente. Los 
anticuerpos de conejo contra el CS1 del CFNII 
reconocieron 6 regiones diferentes: 3 a 15,22 a 38, 
42a49,60a85,100a110y115a135(Figura9).El 
suero hiperinmunecontra CS3del CFNII reconoció 
las siguientes dos subsecuencias: 78 a 83 y 105 a 
11 1 (Figura 9). Los anticuerpos anti CS4 en CFNIV 
reconocieron 6 regiones; 3 a 19,42 a 48,70 a 78,84 
a 97,112 a 120 y 138 a 144 (Figura 9). El anticuerpo 
contra el factor putativo de colonización 0 1  66 reac- 
cionó fuertemente con una subsecuencia de la 
posición 20 a 28 de CFNI (Figura 9); finalmente, el 
suero hiperinmune contra CS2 de CFNIV reconoció 
2 subsecuencias de las posiciones 71 a79 y 81 a 90. 

Discusión 

Este es el primer estudio que muestra la fre- 
cuencia de los factores putativos de colanización 
(PCFs) de Escherichia cok enterocoxigénica en 
una población infantil y de turistas. La prevalencia 
de los PCFs en estas poblaciones va del 6.2% al 
7%, respectivamente. Los PCFs más frecuentes 
en ambas poblaciones son PCF0166, antígeno 
2230 y PCF0159, lo que sugiere que se trata de 
una prevalencia real, dado que el estudio infantil se 
efectuó en laciudad de México y las cepas de ETEC 
de los turistas a Guadalajara, Jal. provenientes de 
Estados Unidos. 

Existen dos estudiosque describen la presencia 
de los PCFs (10, 68) realizados en cepas de 
colección de ETEC aisladas de diarreas, en los que 
se informa una frecuencia de 13% a 17%. Si bien 
las frecuencías son mayores, no reflejan la preva- 
lencia de una comunidad. 
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Se demostró que la prevalencia del antígeno Lareactividadinmunológicacruzadaenalgunos 
2230 se asoció con las cepas aisladas de niños de l os  CFAs y PCFs se logró, pues al desnatura- 
con diarrea, sugiriendo la participación de este lizar las fimbrias y presentarlas en configuración 
antígeno en forma importante en la patogénesis de primaria fueron reconocidas por los anticuerpos 
la diarrea. heterólogos; los de mayor homologíafueron CFAII, 

Secuencia de Aminoácidos de CFNI 

Secuencia de Aminoácidos de CFNI 

F gLras8ay8b Los res.liadosoe PEPSCAN sone prumedtodeaos oeierm nacionesdecaaa sderu 
ntanti ae fases agua  y convaleciente oe a nfecc ori con ETEC o ~ c  exoresa CFA -a maaen oe. 

suero agudo (barras obscuras) y el suero convaleciente (barras cla'ras). Cada posición en la 
secuencia de aminoácidos de CFNI corresponde a un octapeptido cuyo aminoácido N terminal es 
el arninoácido de dicha posición. Se graficó. para cada suero, el promedio de dos determinaciones 
de cada suero. 
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CS1 y CS3 de CFNII, CS4 de CFNIV y PCF0166. 
Estos resultados concuerdan con las obsewacio- 
nes previas realizadas por Mc Connell y c01,~~donde 
demuestran la presencia de reactividad cruzada. 
En ambos estudios se mostró la reactividad in- 
munológica cruzada, que sugiere la presencia de 
los determinantes antigénicos comunes entre 
fímbrias y fibrilas involucradas en la patogénesis y1 
o protección inmunológicacontra las reinfecciones. 
Estos hallazgos se reafirman fuertemente al reali- 
zar las comparaciones entre los grados de simili- 
tud de los diferentes factores de colonización y 
encontrar la presencia de algunas regiones con- 
servadas que están actuandocomodeterminantes 
antigénicos comunes.59 

Esta similitud secuencial es muy notable en 
algunos casos, como el de CFAII con el subcom- 

~pilopos llnsale~ de cilulas B en CFNI Los diferentes caracteres Indican 
daterentes epilapoa 

V-o-2$-Eo-"demiFe - Epilopas compaOdoi con CS1 

Figura 9. Epitopos continuos y comunes de CFAii reconocidos con 
sueros humanos lniños v adultos): sueros hioerinrnunes contra CS1. 
C S ~  C S ~ O ~ C F A  11. ~ ~ ~ 0 1 6 6  ~a~~~~ ones~~epreseniandobleraya 
nfer or son os epiropos reconoc oos por sLcroa aoJ los ae zonas 
endémicas; las regiones señaladas con una raya gruesa superior son 
los eoítooos reconocidos oor anti-CS1 de CFAIII: los de una sola rava 

can a reg ones rccon&idas con anti-CS3 -0s asier scos seiialán 
os ep topos reconoc 00s con anl -CS4 ae CFA V. en somoreado se 
sena a el ~n co epiiopo c0m.n con ant - PCF0166 y con elras la1 cas 
las regiones reconocidas con el anti-CS2 de CFNll 

ponente CS1 de CFNII. Es bien conocido que las 
subunidades de CFNI, CSI, CS2 de CFNII, CS4 
de CFNIV y PCF0166 tienen extremos amino 
terminales muy parecidos. Recientemente se ha 
encontrado que a este grupo se le puede añadir el 
factor putativo de colonización 0 1  66. Desafortuna- 
damente, sólo se conoce la secuencia completa de 
algunas subunidades de adhesinas por lo que 
todavíano es posible saber cuál eslaextensión y el 
porcentaje de identidad entre estas proteínas. 

Girónycol. describen lasfimbriasendosgrandes 
grupos; el primero es el aquí presentado 67 y el 
segundo lo define como E. colicon fimbrias del tipo 
IV.67EstasúItimasnocomparten homologíainmuno- 
lógica cruzada, ni secuencial con los CFAs y PCF, 
a excepción de CFNIII, que comparte su región 
aminoterminal con el 100% de los pilis "longus". En 
este estudio se presentó por primera vez el alinea- 
miento de otras subsecuencias similares más cor- 
tas para los CFNI y PCFs, utilizándose programas 
de FASTSCAN y PCGENE!2 - * Probablemente 
alguna de estas regiones compartidas pudiesen 
estar involucradas en los fenómenos de reactividad 
inmunologica cruzada, si bien, como ya se informó, 
la subsecuencia VEKNITVTASVAP se encuentra 
presente en la región aminoterminal de CFNI, CS1 
y CS2 de CFNII, CS4 de CFNIV y PCF0166, Este 
es el primer análisis de comparación por FASTA que 
se encuentra presente en una región conservadaen 
las hemoaglutininas de 40 aislamientos de cepas de 
virusinfluenzay en unasecuenciaen unasecciónde 
ADN genómico de M. lepraetraducido. Esta subse- 
cuencia bien podría tratarsede un motivocon alguna 
función en las proteínasen lasquese haencontrado. 
La búsquedade VEKNITVTASVDP en PROSITE y 
PCGENE no fue reconocidacomo motivoen C F A P  
sin embargo, la asparagina contenida en dicha sec- 
ción de la proteína es identificada como un posible 
sitio de glicosilación. Este es el primer reporte oficial 
de esta subsecuencia de CFNI en México y el resto 
del mundo, yaque al utilizarel programa"motifs"del 
paquete de Wisconsin no se le encontró."' 

Esdifícil asignar unafunción posibleaVEKNITV- 
TASVDP y quizás involucrarlo en el evento inicial de 
la adherencia de las fimbrias de ETEC.63,64 Hasta 
ahorasólo se han informado los epítopos continuos 
reconocidos con anticuerpos de un modelo de 
simios inmunizados parenteralmente con CFNI 
purifi~ado.'~~~~Nuevamente, este es el primer infor- 
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Referencias me en la búsqueda de los epítopos continuos en 
CFNI con siete pares de suerosaqudosvconvales- 
cientes de niñoq expuestos a E ~ E C  q;e expresa 
CFNI. Es importante señalar que se observó un 
aumento general en los valores de absorbancia 
para todos los octapéptidos con los sueros conva- 
lescientes de los niños los cuales se asociaron a la 
infección por ETECportadorade CFNI. Sin embar- 
go, al aplicar los criterios de selección de epítopos 
continuos, son sólo tres los que cumplen con ellos, 
que son los mismos epítopos reconocidos con los 
sueros de adultos de zonas endémicas y que 
quizás se encuentren asociados a protección, ya 
que los adultos pertenecientes a estas zonas, sólo 
ocasionalmente sufren diarreas por ETEC. La pro- 
babilidad de que los tres epítopos lineales estén 
asociados a protección es muy alta. 

De los epítopos continuos de ETEC reportados 
en el modelo de simio inmunizado con CFNI, se 
reconocieron tres regiones que se comparten con 
los resultadosobtenidos por nosotros en los huma- 
nos (niños y adultos) y son la posiciones 33, 40 y 
132 a 139. La última región en la posición 55, sólo 
fue reconocida por los sueros humanos y éste 
hallazgo se podría explicar en parte por la especie 
y en parte por la exposición del hospedero al 
an t ígen~. " ,~~ 

Noexisteevidenciapreviaque identifiqueepítopos 
continuos comunes con secuencias conocidas y 
compartidas con CFNI, utilizándose sueros hiperin- 
munes heterólogos. Si bien el resultado fue el espe- 
rado, la explicación a ello es limitada, por el desco- 
nocimiento de las secuencias completas de 
aminoácidos en algunos CFAs y PCFs. Estos ha- 
llazgos son la motivación para conocer las secuen- 
cias completas CFAs y PCFs y realizar estudios de 
evolución en las fimbrias de ETEC. 
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