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DETECCION MOLECULAR DE TOXINAS TERMOESTABLE Y
TERMOLABIL DE Escherichia coli MEDIANTE HIBRIDACION

Isabel Arias B?, José Carlos Huguet T*
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RESUMEN

Objetivos: Identificar mediante el método de hibridizacion por colony blot las toxinas de Escherichia coli enterotoxigénica
y relacionar los resultados con los serotipos encontrados. Materiales y métodos: Se evaluaron todas las cepas de E. coli
recolectadas en el Hospital de Emergencias Pediatricas de Lima durante los meses de diciembre de 1998 - abril 1999. Se
usaron dos sendas de ADN que identificaban el gen de la toxina termolabil (LT) y el de la toxina termoestable (ST). Para la
deteccion de los serotipos se usaron 22 antisueros de diferentes categorias de E. coli. Resultados: Se encontraron 233
cepas de E. coli, 27,9% de E. coli poseian el gen LT, 3,0% el gen ST y 1,3% tenian ambos. Conclusiones: Los serotipos
y la presencia de los genes LT y ST no necesariamente tienen relacion, demostrandose que la identificacion seroldgica es
importante en el estudio epidemioldgico de diarreas causadas por E. coli debiéndose confirmar la identificacion de las
categorias patogénicas mediante la deteccion de factores de virulencia.

Palabras clave: Escherichia coli/clasificacion; Hibridacion genética; Toxinas bacterianas; Factores de virulencia (fuente:
BIREME).

SUMMARY

L ectives: To identify enterotoxigenic Escherichia coli heat labile and heat stable toxins using the colony blot hibridization
technique and match the results with the serotypes found. Materials and Methods: All Escherichia coli strains collected at
the Hospital de Emergencias Pediatricas between December 1998 and April 1999 were assessed. Two specific DNA
probes that identified the Heat-labil toxin gene (LT) and the Heat-stable toxin gene (ST) were used. 22 types of E. coli's
antisera were used for detecting the serotypes. Results: 233 E. coli strains were found; 27.9% carried the LT gene, 3,0%
the ST gene, while 1,3% of the strains had both genes. Conclusions: The presence of serotypes and of LT and ST genes
is not necessarily related, thus demonstrating that serology identification is important in the epidemiological studies of
ldiarrh?as caused by E. coli, and the identification of pathogenic categories must be confirmed by the detection of viru-
ence factors.
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INTRODUCCION

Escherichia coli es uno de los agentes bacterianos que
produce diarrea con mayor frecuencia en el Per(iy el mundo*
6. Se conocen hasta la fecha seis diferentes categorias que
se manifiestan con diferentes cuadros clinicos. Dentro de
estas categorias patogénicas, sobresale la E. coli
enterotoxigenica, llamada también ECET o ETEC!. Este
serotipo de E. coli es importante en paises en desarrollo,
pues junto con la E. coli enteropatégena (ECEP) causan la
mayoria de los casos de diarreas agudas en la poblacién
infantil*®. La virulencia de ECET esta asociada a la presencia
principalmente de dos factores patogénicos: la toxina
termolabil y la toxina termoestable. La toxina termolabil es
una toxina muy parecida a la toxina colérica que provoca
un cuadro caracteristico de diarrea acuosa y esta compuesta
por una subunidad catalitica denominada A y cinco
subunidades llamadas B cuya funcion es la de ligarse a
receptores celulares del enterocito. En el caso de la toxina
termoestable, esta es un pequefio péptido que induce la
secreciéon actuando sobre la guanilato ciclasa del
enterocito® *°.

En la actualidad, para la deteccién de ECET se utilizan
diversas metodologias. Una de las mas conocidas es el
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ensayo en animales, mediante la inoculacién intragastrica
en ratones lactantes y la observacion in vivo de la accion de
las toxinas de ECET', otro método utilizado es la
identificacion mediante enzima inmunoensayo (ELISA)*

Una metodologia que puede servir para la identificacion
presuntiva de la categoria ECET es la serotipificacion,
aprovechando la relacion de ciertos serotipos con esta
categoria patogénica; sin embargo, esto no es definitivo 2.
En la actualidad se considera como pruebas muchos mas
especificas al cultivo celular y a la deteccion molecular de
los genes LTy ST por hibridacion o por reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR)**15.

Teniendo en cuenta que la categoria patogénica de ECET
se caracteriza y se define como aquel grupo de E. coli que
posee la toxina termolabil, la termoestable o la combinacion
de ambas, el presente estudio tuvo la finalidad de evaluar la
hibridizacion por colony blot para la deteccion de los genes
que codifican estas toxinas, asi como también relacionar
los factores de las toxinas con los serotipos reportados en
este estudio.

MATERIALES Y METODOS
Estudio descriptivo analitico, en el que se evaluaron

cepas de E. coli, procedentes del Hospital Emergencias
Pediatricas (Lima, Peru), durante los meses de diciembre
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1998 vy abril de 1999. Las muestras obtenidas para el
estudio fueron a partir de casos de diarrea que ingresaron
alos consultorios y salas de hospitalizacion. El laboratorio
del hospital diagnostico E. coli en 233 muestras, siendo
luego estas confirmadas mediante pruebas bioquimicas
y seroldgicas en el Instituto Nacional de Salud (Lima —
Peru).

Las cepas fueron evaluadas con antisueros para la
deteccion de serotipos: 026, 055, 0111, 0119, 0114,
0125, 0142, 0158, 086, 0126, 0127, y 0128, 028ac,
029, 0139, 0114, 0152, Ol112ac, 0124, 0143, 0164y
0167. Se utilizaron cepas positivas de E. coli
diarreogénicas referenciales y otras enterobacterias
relacionadas como controles negativos.

SONDAS UTILIZADAS

Para la deteccién del gen de la toxina termolébil (LT)
de E. coli enterotoxigénica se utilizo el producto de una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) obtenido con
los iniciadores LT1: 5’ tct ctatat gcacagggagc 3’y LT2:
5’ cca tac tga ttg ccg caa t 3'%6. El PCR se realiz6 con los
siguientes reactivos y concentraciones: Buffer de reaccion
1X, Cl,Mg 2,5 mM; iniciadores 10 pmoles de cada uno;
mezcla de nucledtidos 100 mM; enzima amplitaq
polimerasa 1 Uy ADN 10 ng. Todo diluido en un volumen
final de 25 mL. Cada tubo de reaccion fue sometido a un
ciclaje de temperaturas: 95°C por 5 minutos, seguidos
de 30 ciclos de 95°C por 1 minuto; 52°C por 1 minuto y
72°C por 1.5 minutos. Seguidamente una etapa de
extension final de 72°C por 10 minutos. El producto de
PCR fue marcado en forma directa con un conjugado de
peroxidasa mediante el sistema ECL de Amershan
Pharmacia.

Para la deteccion del gen de la toxina ST de E. coli
enterotoxigénica se empled un oligonucleétido con la
secuencia 5’gat tac aac aaa gtt cac agc agt 3'Y. A
diferencia de la sonda para LT, este oligonucleotido fue
marcado en el extremo 3" mediante el sistema de UTP
fluoresceina ECL de Amershan Pharmacia. siguiendo las
especificaciones técnicas del proveedor.

PREPARACION DE LAS MEMBRANAS DE NYLON

Las cepas de E. coli fueron reactivadas en caldo Luria,
incubandolas toda la noche a 37°C. Seguidamente,
volimenes de 5 mL de la suspensién bacteriana fueron
sembrados en una membrana nylon sobre una placa petri
con agar TSA, incubando toda la noche a 37°C. Pasado
el tiempo de incubacién, las membranas fueron tratadas
de la siguiente manera: 5 minutos en SDS al 10%, 10
minutos en solucién desnaturalizante (NaCl 1,5 M + NaOH
0,5 M) 5 minutos en solucion neutralizante (NaCl 1,5 M +
Tris 0,5 M) y 5 minutos en solucién salina citrada SC 2X
(pH 7,0). Finalmente, la membrana fue secada a
temperatura ambiente e irradiada con luz UV por 5
minutos.

HIBRIDACION
La hibridacién fue realizada utilizando el sistema de

quimioluminiscencia ECL de Amershan Pharmacia. En el
caso de la sonda marcada con el UTP fluoresceina se
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utilizé el sistema ECL. El proceso de incubacién de cada
sonda dur6 3 horas usando un buffer de lavado de alta
astringencia con la finalidad de obtener una alta
especificidad. Finalmente, la hibridacion de cada sonda
fue detectada por quimioluminiscencia utilizando un film
autoradiografico.

RESULTADOS

Se distinguié un porcentaje importante de cepas de
E. coli con el gen codificante de la toxina termolabil LT
27,9 % (65 cepas), mientras que el gen de la toxina
termoestable ST fue detectado en 3,0 % (7 cepas). Sélo
1,3 % (3 cepas) mostro la presencia de los dos genes
codificantes de las toxinas LT y ST. 68 % (158) de las
cepas no mostraron toxinas.

Los serotipos que portaron el gen de la toxina termolabil
fueron 055, 0111, 0126, 0127, 026, 0142, 0128, 0114,
0129, 0112 y 086, mientras un grupo importante de E.
coli (45 cepas) no tipificadas serolégicamente con los
antisueros utilizados mostraron también el gen de LT. Los
serotipos con el gen de la toxina termoestable (ST) fueron:
0112, 0142, O26. En este caso se encontraron 2 cepas
de E. coli con el gen ST que no pudieron ser tipificadas
por serologia. En tanto que los serotipos que mostraron
el gen tanto de la toxina termoestable y termolabil fueron
los siguientes: 0158 y 0127 (Figura N° 1).
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Figura N° 1. Distribucion de toxinas LT o ST en diferentes
serotipos de E. coli.

En cuanto a las condiciones técnicas de la prueba se
encontré alguna dificultad al evaluar los filmes
autoradiograficos hibridados con la sonda correspondiente
al gen de la toxina termolabil LT, debido a que tanto los
controles como las cepas problemas presentaron un
importante “background” o “sefial de fondo”, no pudiéndose
en algunos casos lograr una buena discriminacion entre
estos dos grupos. Este problema fue solucionado al tomar
como referencia los controles negativos con “background”
y hacer una linea de corte para poder identificar las cepas
verdaderas positivas (Figura N° 2). En el caso de los filmes
hibridados con la sonda correspondiente al oligonucle6tido
marcado con flouresceina no se observé “background”
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Figura N° 2. Film autoradiografico - Colony blot. Deteccion
de gen LT (toxina termolabil). Sonda: producto de amplificacion
por PCR. (1): cepa control negativo a LT, y (2): cepa control
positivo a LT.
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Figura N° 3. Film autoradiografico - Colony blot. Deteccién
de gen ST (toxina termoestable). Sonda: oligonucledtido
marcado extremo 3’, (1): cepa control negativo a ST, (2): cepa
control positivo sélo a LT, y (3): cepa control Positivo a ST.

importante pudiéndose discriminar con claridad las cepas
positivas de las negativas (Figura N° 3).

DISCUSION

En el presente estudio se encontré un porcentaje
importante de cepas que presentaron la toxina
termoestable, termolédbil, o ambas, caracterizadas
mediante hibridacion. Esta identificacion de los factores
de virulencia es un resultado mucho mas fiel para
categorizar patogénicamente a una Escherichia coli.

Nuestros resultados muestran un porcentaje mayor de
cepas con toxina termolabil que termoestable o cepas con
ambas toxinas. Trabajos anteriores muestran diversos
resultados indicando en algunos casos frecuencias muy
similares de las dos toxinas'? o un mayor porcentaje de E.
coli productoras de toxina termolabil*®*°. Otros autores in-
dican un distinto perfil epidémico para la diarrea causada

por cepas de E. coli LT y ST®.

Se debe mencionar que en muchos de los casos la relacion
serolégica con el factor de virulencia y la categoria
patogénica respectiva a los serotipos no concuerdan con
la presencia tanto de LT o ST. Es importante indicar, por
ejemplo, que serotipos asociados normalmente a la
categoria enteropatogena (ECEP) como 0111, 0119,
0126,0127,0142, 0125y 0128 como lo describe Nataro*
y los serotipos 0112 y 086 asociados a E. coli
enteroinvasiva (EIEC) presentaron en algunos casos el gen
LT, ST o ambos. Numerosos autores han reportado la
presencia de estos genes en los serotipos indicados
anteriormente?>-3L, En consecuencia, si bien es cierto las
pruebas de serotipia son importantes para la identificacion
de categorias patogénicas, los resultados de estas pruebas
serolégicas deben ser relacionadas a la clinica y a los
factores de virulencia para tener un diagnéstico
concluyente. De esta manera, se demuestra que el serotipo
no es mas una prueba definitiva en la identificacion de la
categoria patogénica de E. coli.

En nuestro estudio también se encuentran otros serotipos
de los que no se tenia informacién sobre la presencia de
toxinas LT o ST. Tal es el caso del serotipo O55. Sin em-
bargo, cabe mencionar que algunos investigadores
reportan un gen muy parecido al LT en el serotipo O55, al
cual llaman LT, indicando ademas una relacion antigénica
muy fuerte al realizar trabajos de neutralizacion. Este dato
puede ayudar a explicar la presencia de sefial de
hibridacién en cepas de serotipo 055, postulandose el
posible apareamiento inespecifico de la sonda LT con el
gen LT de estas cepas®.

Un importante grupo de cepas gque no reaccionaron con
los antisueros probados fueron positivos a LT, ST o am-
bos. En este caso es de suponer que las cepas pertenecen
a otros serotipos no evaluados en este estudio, los cuales
pueden estar mas relacionados a la categoria de E. coli
enterotoxigénica® 2.

En cuanto al poder de discriminacion de la técnica utilizada
se pudo establecer una linea de corte, a pesar de sefiales
de fondo en la hibridacion, la cual sirvié para reconocer
las cepas positivas tanto a LT como a ST. Es importante
mencionar que en muchos de los casos se podria confundir
una seflal de ruido o “background” con un resultado
positivo. Esta dificultad técnica podria considerarse una
desventaja de esta prueba. Sin embargo, la deteccion de
LT o ST mediante hibridacidn no deja de ser importante ya
que se pueden trabajar muchas cepas y es una herramienta
eficaz para el tamiz y la identificacion primaria de cepas E.
coli enterotoxigénicas. Esta técnica puede ser mejorada
con el uso de lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
seleccionando las cepas positivas y buscando finalmente
los genes LT o ST mediante PCR.

En conclusion se tiene una herramienta importante para la
identificacion y caracterizacion de cepas de E. coli
enterotoxigénica, que servira para la vigilancia
epidemioldgica de las diarreas producidas por ECET en el
Peru, repotenciando el sistema convencional como la
serologia.
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