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Se estudiaron 50 muestras de Escherichia coli obtenidos de heces de pacientes VIH positivos, algunos de los cuales presentaban
SIDA, con el propésito de identificar los tipos virulentos de esta bacteria. Como método de identificacién genotipica se utilizé
la hibridizacion en colonias con sondas de ADN. Se encontraron 16 muestras (32 %) con capacidad toxigénica, de los cuales la
mitad correspondieron a toxina termolabil y la mitad a toxina termoestable. Asi mismo, 8 muestras (16 %) correspondieron a
la E. coli enteropatégena, de los cuales la mitad tenia capacidad de adhesion localizada y la otra mitad capacidad de adhesién
difusa . Se detect6 E. coli spp. en 31 muestras (62 %). No se encontré relacién entre los virotipos detectados y los antecedentes
de diarrea y/o enteriris. Los tipos virulentos presentaron una mayor frecuencia en las etapas Il y I'V de la infeccién (clasificacién
del ano 1992), en las cuales se acumularon el 70.8 % de los mismos.

SUMMARY

In order to identify virulent types of Escherichia coli 50 samples were obtained from the faeces of HIV-positive patients some
of which showed signs of AIDS. Genotypic identification was performed by colony hibridization using DNA probes. We observed:
16 (32%) toxigenic samples, 8 had thermolablile toxin and 8 with thermostable toxin; 8 samples were enteropathogenic, 4 of
which had localized adhesiveness and 4 diffuse adhesiveness; 31 (62%) samples had unidentified E. coli. We found no direct
correlation between the virulent type established by us and the antecednt of diarrhea or enteritis. Virulent types were more

frequent (70.8%) in stages II and IV of the HIV infection.

INTRODUCCION

La Escherichia coli es la principal
bacteria aerébica de la flora intestinal
humana normal. Esta bacteria también
cuenta con varios tipos patégenos y
se le ha encontrado con frecuencia
implicada en casos de diarrea en nifios
y adolescentes, en muchos paises (1-
3). De otra parte, la diarrea es un
problema comun en las personas VIH
positivas y con SIDA (4,5). En
Colombia no se han establecido las de
los tipos virulentos de la E. coli, desde
el punto de vista genotipico (6), en
pacientes VIH positivos. Ademas de
las estructuras antigénicas, como los
lipopolisacaridos O,los Hy K., la E.
coli posee un amplio conjunto de
factores de virulencia (7-11) del tipo
de las adhesinas y toxinas.

Los métodos fenotipicos para
identificar las diferentes cepas (12-25)

constituyen un amplio conjunto que
incluye los de tipo seroldgico,
biolégico, inmunolégico y cultivos
celulares. Mds recientemente se han
utilizado de manera creciente los
métodos genotipicos que permiten
identificar una determinada estructura
o secuencia propia de un tipo de
bacteria para establecer su origen
clonal, su potencial epidémico y su
tipo virulento. Uno de estos métodos
es la hibridizacion con sondas de
ADN, por medio de la cual, la presente
investigaciéon se propuso identificar
las frecuencias de los tipos virulentos
de E. coli en 50 aislamientos
obtenidos de pacientes VIH positivos.

MATERIALES Y METODOS

Los 50 aislamientos de E. coli se
obtuvieron de muestras de heces de 43
pacientes VIH positivos en diferentes
grados de evolucién. No se obtuvo

informacioén sobre edad y sexo de dos
pacientes. Un total de 40 pacientes
fueron del sexo masculino y uno
femenino. Las frecuencias por edades
fueron las siguientes: de 20 a 24 afios,
5 pacientes; de 25 a 29, 14 pacientes;
de 30 a 34, 13 pacientes; de 35 a 39,
7 pacientes y de 50 a 54 anos, 2
pacientes.

Los 50 aislamientos identificados
como E. coli por métodos bioquimicos
se sembraron en medio de Mac
Conkey y se transfirieron indivi-
dualmente a membranas de nitro-
celulosa. Las células, junto con los
controles negativos y positivos, se
dejaron crecer en las membranas hasta
que las colonias alcanzaron un
didmetro de 1mm, luego se trataron
con solucién desnaturalizante (SDS-
NaOH) para lisarlas y se neutralizo
el proceso con tampén pH 7.2
(TrisHCL 0.5 M, NaCl 1.5 M). El
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ADN desnaturalizado se fijo
exponiendo las membranas a 80 ° C
en horno al vacio durante dos horas
(26).

El ADN plasmidico recombinado de
aislé de un conjunto de cepas de las
cuales se obtuvieron las respectivas
sondas, por medio del procedimiento
de Birnboin y Doly (27) e Ish-Ho-
rowics y Burke (28), modificado por
R. Treisman (26). El ADN plasmidico
se obtuvo por precipitacion diferencial
y fue purificado por ultracen-
trifugacion en giadiente de cloruro de
Cesio - bromuro de Etidio, para
eliminar los fragmentos de ADN
cromosomal. El ADN plasmidico,
evalnado por espectrofotometria, fue
digerido con las endonucleasas de
restriccion apropiadas para aislar el
fragmento de ADN diseiado como
sonda. Los fragmentos obtenidos por
las enzimas fueron separados por
electroforesis en geles de agarosa,
eluidos de la agarosa por absorcién en
matriz de silica (Gene Clean®) o por
el método del fenol (29), y purificados
por precipitacion con etanol. Los
fragmentos de ADN fueron marcados
radioactivamente con [a ** P] dCTP
de 3.000 ci/mmol (Amersham Life
Science) mediante el procedimiento
RTS Rad Prime DNA Labelling
System (Gibco BRL).

Las membranas se prehibridizaron
durante 6 horas a 67° C. Luego se
hibridizaron con las respectivas
sondas de ADN a una concentracion
de 20 ng/ml, durante 18 horas a 67 ¢
C. Después de eliminar la solucién
de hibridizacion, las membranas se
sometieron a lavados de mediana
rigurosidad. Enseguida las
membranas se pusieron en contacto
con una pelicula de Rayos X a - 70 ©
C durante 4 horas. Las cepas que
hibridizaron fueron reconocidas por
una senal mas intensa.
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RESULTADOS

El tipo de bacteria més frecuente
correspondié entre las que
hibridizaron a la E. coli toxigénica
(Tabla 1). En segundo lugar de
frecuencia se encontré el tipo
enteropatégeno, con 8.6 y 16 % . No
se identificaron tipos invasivos ni
enterohemorragicos.

Las bacterias toxigénicas se
repartieron por igual entre los tipos
termolabil y termoestable, pero
cuando se consideraron bacterias de
un sélo tipo fueron més frecuentes las
toxigénicas termoldbiles. Las
bacterias enteropatégenas presentaron
igual proporcién de factor de adhesién
localizado y difuso.

Tabla 1. Frecuencias de los tipos de E.
coli.

Muestras con Muestras
uno o mas con un tipo
tipos de de E. coli
E. coli
Tipos de E. coli No. % No. %
Toxigénica 16 32 11 239
Termolabil 8 16 6 13
Termoestable 8 16 5 109
Enteropatogena 8 16 4 8.6
Adhesién localizada 4 8 2 43
Adhesién difusa 4 8 2 43
Enterohemorrigica 0 - 0 -
Invasiva 0 - 0 -
No hibridizaron 31 62 31 67.4
Total aislamientos 50* 46
* De las muestras examinadas 4

presentaron dos o mds tipos de E. coli por
lo cual la suma de la columna no coincide

con ¢l total de islamientos.

El intervalo de edades en el que se
encontré una mayor frecuencia de los
tipos toxigénico y enteropatdgeno se
situd entre los 25 y los 34 anos.
Cuando se consideraron los resultados
obtenidos con todas las muestras, en
el grupo que presentd antecedentes de
diarrea y/o colitis se encontré una
mayor proporcion de tipos virulentos

y una menor proporcion de bacterias
saprofitas, que no hibridizaron. Sin
embargo, ninguna de las diferencias
entre las proporciones de los dos
grupos resultd significativa (gl=53;p
>0.05) cuando se utiliz6 la prueba de
t de Student. Las etapas de la infeccién
en las cuales se encontré una mayor
frecuencia de tipos virulentos fueron
la II y la IV, las cuales acumularon
17 de los 24 tipos virulentos (70.8%)
identificados.

DISCUSION

Las frecuencias de los tipos virulentos,
toxigénicos y enteropatdégenos,
encontradas en el estudio, son
superiores a las que usualmente se
detectan en poblacion adulta sin
enfermedad diarreica, pero inferiores
a las frecuencias de los virotipos que
presenta la poblacién infantil con
diarrea, en Colombia y en otros paises
(30-38).

La presencia de estos virotipos en
pacientes VIH positivos, algunos de
los cuales presentan SIDA, no
concomitante con cuadros de diarrea
de caracter epidémico, sugiere que los
procesos de inmunosupresion
acrecientan el potencial virulento de
la bacteria. Sin embargo, como el
potencial genético se expresa solo en
algunas condiciones, las frecuencias
de funciones virulentas activas deben
ser inferiores a las ya indicadas. De
otra parte, no se identificaron tipos
invasivos ni enterohemorragicos, lo
que sugeriria que la expansion de los
clones virulentos es limitada.

Aunque se desconocen las causas de
esta expansion limitada, algunas
hipétesis pueden ser sugeridas:
aunque la capacidad de respuesta se
encuentra disminuida, el sistema
inmunolégico es capaz de controlar
parcialmente a este tipo de bacterias;
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la marcada competencia que genera la
inmunosupresién entre los agentes
infecciosos y oportunistas y; los
microambientes intestinales no son
6ptimos, por ejemplo en la
disponibilidad de hierro.

La elevada frecuencia de la E. coli
spp., 62 %, indica que una importante
proporcion de la respectiva poblacion
bacteriana sigue desempenando las
funciones propias y normales de su
habitat, ain en condiciones de
inmunosupresion.

En pacientes inmunosuprimidos la
diarrea puede ser ocasionada por una
variedad de agentes patégenos de tipo
bacteriano, viral, micdtico vy
parasitario, algunos de los cuales
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