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RESUMEN

Escherichia  coli enteroinvasiva  (EIEC) produce un  sindrome
disentérico similar al de Shigella caructerizado por evacuaciones con moco
y sangre. Para caracterizar las cepas de E. coli invasivas aisladas de cuadros
diarreicos se probaron 39 cepas de £ coli presumiblemente invasivas en
cultivos celulares Hel.a, realizando su perfil de plasmidos, la prueba de
Sereny, invasividad en células HEp-2, rojo Congo, serologia y bioquimica.
De las 39 cepas ensayadas, 6 fueron tnvasivas en la linea celular, Y captaron
el colorante rojo Congo y solo 2 cepas fueron Sereny positivas que
coincidieron con la presencia del plismido de 102-140 MDa asociado a la
invasividad, Estas dos @ltimas fueron lisina positiva y maviles al igual que
las cuatro cepas invasivas en HEp-2. La hemeglutinina manosa-resistente
no se encontrd involucrada en el mecanismo de patogenicidad de EIEC.
Seroldgicamente no reconocieron los antisueros atribuidos al grupo
invasivo. Es probable que se trate de un nuevo grupo de EIEC ho descrito
aun, ya que bioquimica y serologicamente este grupo parece distinto a las
cepas EIEC reportadas hasta shora.



I. ASPECTOS GENERALES.
1.0 ANTECEDENTES.

Escherichia es el género perteneciente a la familia Enterobacteriaceae
y E. coll es la especie dentro del género Escherichia, junto con otras cuatro

especies: E. adecarboxylata, E. blattae, E. hermanni'y E. vulneris®,

Segun su mecanismo de patogenicidad, epidemiologia y presentacién
clinica se clasifica en cinco grupos: enteropatogénico clasico (EPEC),
enterotoXigénico (ETEC), enterohemorrdgico (EHEC), entercinvasivo
(EIEC) y el enteroagregativo (EAggEC).G0 E. coli adherente difusa
(DAEC) también se ha propuesto como patdgena. En humanos, este grupo
se ha asociado con diarrea, disenteria, colitis hemorrigica y sindrome
urémico hemolitico®?),

EIEC, a diferencia de los demds grupos, puede producir daflo por su
capacidad de penetrar e invadir la mucosa colbnica del intestino grueso
ademés de que aparentemente no penctra la superficie del intestino
delgado®), y en su incapacidad toxigénica (produccién de toxinas LT y

ST

EIEC produce un sindrome disentérico similar al causado por Shigella,
caracterizado por dolor shdominal severo y diarrea con moco y sangte.
Aunque los signos clinicos de ésta enfermedad varfan en cada paciente se le
atribuye fiebre, dolor de cabeza, mialgia y diarrea, hasta disenteria y en
casos severos, hipotensidn®,



La toxina Shiga, citotoxina producida en altas concentraciones por
Shigella dysenteriae tipo 1, parece no estar involucrada en la muerte de las
células infectadas, ya que segin los estudios hechos con mutantes
incapaces de producir la toxina, eliminan a las célulay infectadas con igual
eficacia que las cepas productoras de ella. Lo que se ha observado con
la secrecién de la toxina Shiga es una marcada alteracién de los capilares en
la mucosa de la ldmina propia colénica, responsable de la colitis isquémica
y hemorrigica observada durante la infeceibn con S. flexneri (12),

2.0 PATOGENICIDAD POR Shigella Y E, coli ENTEROINVASIVA.

El mecanismo de invasividad producido por Shigella y E. coli
enteroinvasiva (EIEC) a las células epiteliales de la mucosa colénica es
multifactorial, por lo tanto es muy dificil establecer al mismo tiempo todos
los fenémenos que participan durante ¢l evento, pues existen multiples
interrelaciones entra los genes y las proteinas reguladas por el gendforo
bacteriano y el plasmido, lo que da lugar al fenotipo que se expresa durante

¢l proceso invasivo.

Los trabajos realizados con Shigella constituyen la vanguardia en el
estudio de la invasividad y a través del conocimiento obtenido de éstos se
especula y se prueba cuales son los genes o proteinas que actian en EIEC
de manera similar que en Shigella®, ya que por sus mittiples similitudes
feno-genotipicas es muy probable que ambas presenten la misma
regulacién genética G,



La informacién genética en Shigella que codifica a todos los factores
involucrados en el proceso de invasividad s¢ encuentra localizada en el
genoforo bacteriano y en un plasmido de 220 Kb (6 140 MDa)®.

La regulacidn gendmica estd mediada por el gene vir R, vir F, vir By
por cl gene kep A. El primero se encuentra localizado entre la regidn trp y
gal U a los 27 minutos en el pendfore de Shigella. Este gene ejerce control
negative dependiente de la temperatura hacia los penes de invasidn
plasmidicos, ya que cuando se cultiva a 30 °C es no invasivay 2 37 ¢C silo
es.Se ha demostrado que la regién vir de Shigella es idéntica a EIEC ¢D),

El gene kcp A se encuentra a 12 minutos en el gendforo de S flexneri,
es necesario para la produccién de queratoconjuntivitis en cobayos,
aparentemente promoviendo la regulacion positiva de la expresion del gene
ics A (vir G,

El gene vir F, que se encuentra cn el plésmido de virulencia. codifica
para la sintests de una proteina de 30 KDa que regula positivamente la
expresion de los genes ipa en el nivel trascripcional. Esta proteins, a nivel
citoplasmatico, también tiene control positivo sobre la expresion de una
proteina de membrana externa de 120 KDa codificada por los genes del
mismo plsmido (gen ics A, region virG) relacionada con ¢l movimiento de

la bacteria dentro de 1a célula infectada®.

Los genes ipa codifican a nivel plasmidico la produccidn de loy

polipéptidos Ipa. Estos péptidos son referidos como IpaA (78KDa), lpaB

—ocrren



(62 KDa), IpaC (43 KDa), ¢ IpaD (38 Da) que estan ivolucrados en el

proceso de entrada a la célula y son considerados como "invasinas"?),

El gene vir B, se encuentra en el plasmido de invasién, codifica para una
protefna de 33 KDa que regula, 2 nivel transeripeional, fa expresion de los
antigenos de invasion [pa A, B, C, D. Este gene se controla positivamente,
asu vez, por el gene vir F y su transeripcion es dependiente de temperatura

de manera semejante 1 la descrita para vir F®

Laregion vir G (ics A) se localiza en el plasmido de virulencia dentro de
una region de 4 Kb que codifica una proteina de 130 KDa que es regulada
8 su vez por una proteina de 30 KDa codificada por el gene vir B, y se

requiere para la diseminacién de 1a bacteria de una célula a otra 39,

El locus ics B esta en el plismido de 120-140 MDa y es responsable de
la diseminacién intercelular por la lisis de la membrana celular en la

protrusion que se forma cuando la bacteria esta diseminandose @9,

La figura # 1 presenta un esquema que muestra los genes involucrados
eninvasividad y sus diferentes niveles de regulacién(3®),

Invasividad:

La invasividad es una cualidad de la patogenicidad relactonada con la
entrada a la célula o tejidos del hospedero. Al contacto con el epitelio
celular de la mucosa colénica, la bacteria probablemente se adhiere a In

mucosa a través de lag 3



Fig.#1. Genes involucrados en la invasividad de Escherichia coli y sus
diferentes niveles de regulacion.

PWR100

cromoaoma \k:k\\
virR

10



proteinas de membrana externa (OMP) codificadas por el plasmido de 120-
140 MDa, e histoldgicamente, se observa la primera alteracién: una
degeneracion localizada del "borde de cepillo" de la célula epitelial
intestinal®. Después que el microorganismo ha alcanzado la membrana
celular epitelial, ¢l gen vir F que codifica para la sintesis de una proteina de
30 KDa se dice que regula positivamente la expresidn de los penes ipa
dando lugar a los polipéptides Ipa A, B, C y D para penctrar asi la
membrana celular del enterocito®.  En el citoplasma celular, se observa
que se empieza a polimerizar la actina junto cott la acumulacién de la
miosina directamente en el sitio por donde va a penetrar 1a hacteria. La
célula se encuentra metabolicamente activa y por eflo va a fagocitar al
microorganismo quedando éste atrapado dentro de una vacuola fngocitiéa
No se sabe con exactitud si la bacteria escapa rdpidamente del fagosoma a
través de exoenzimas hidroliticas como fosfolipasas, lipasas ofy
lecitinasas™, & por medio de un estallide respiratorio involucrando el
incremento en la acidez de la vacuola por liberacién de radicales de
oxigeno, & por la actividad hemolitica por contacto mediada por el
plasmido pINV, ya que estudios hechos con mutantes incapaces de realizar
el proceso de entrada a la célula tampoco presentan actividad hemolitica
por contacto. La bacteria induce la lisis de 13 membrana fagocitica poco
tiempo después de la entrada a la célula, ya que in vitro se ha visto que a
los treinta minutos siguientes todas las bacterias invasivas se encuentran
libres en el citoplasma de las células hospederas en la linea celular Caco-2
. La figura # 2 presenta un esquema de lo descrito®).

Cuando el microorganismo  se  encuentra libre en el

11



Figh2. Proceso de invasividad por Escherichia coli enteroinvasiva en el
epitelio intestinal.
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citoplasma, el gen ics A, que esta controlado positivamente por los genes
vir F ykep A, que codifica para una proteina de membrana extema de 120
KDa que permite a Ja bacteria moverse dentro de la célula, y reinfectar a lag
células vecinas. A, exhibe Jos movimientos: el primero se ha designado
fenatipo les (diseminacidn intra ¢ intercelular) caracterizado en células
Hela Este es ripido y azarosamente orientado, y conjuntamente con la
multiplicacién bacteriana en ¢ interior de la célula, el microorganismo es
capaz de atravesar ¢l citoplasmaen 4 2 5 h. Este movimiento, da Jugar ala
formacidn de protrusiones que se dan para infectar a Jas células adyacentes.
Se observan ast miltiples focos de nucleacién en la célula y 1a formacién de
pequefios filamentos de acting, cerca de la superficie becteriana.  Estos
filamentos forman un saco polarizado en Ia superficie de Ia bacteria que
promueve su locomocién por un proceso todavia no bien explicado¥.

Las mutantes icsA (virG) que pierden la capacidad de polimerizar la
acting, pueden adherirse, entrar a la célula y lisar a la membrana fagosomal
formando microcolonias cerca del niicleo de la cdlula infectada, pero son
incapaces de formar placas en células Hela con crecimiento confluente y
no dan I prucba de Sereny positival®,

El fenotipo Olm (organelle like movement), se ha caracterizado en
fibroblastos de embrién de pollo. La bacteria durante colonizacidn de la
‘célula infectada se desliza a lo largo del "haz de acting" moviéndose suave
y unidireccionalmente a través de dstos filamentos. Esto también se ha

observado en célulay HelLa, 1o que explica la acumulacién de las bacterias

mutantes ics A cerca del nucleo celulari¥,

13



Utilizando la linea celular Caco.2 proveniente de un carcinoma de colon
humano, se observa que la infeceibn inicial se produce en las células
periféricas y la colonizacidn de las células centrales se da par el
mavimiento intracelular o por la diseminacibn entre célula a célula en la
manocapa epitelial. La presencia de un antibidtico en ¢l media de cultivo
previene la reinfeccidn por bacterias extracelulares, por lo tanto, el proceso
de colonizacitn es exclusivamente intra e intercelularf®.  Las mutantes ics
A, solo entran y se diseminan en las células adyacentes de las "isletas" pero
no legan a colonizar a las que se encuentran centralmente. Esto sugiere,
que la expresidn del fenatipa les es necesana para que se efectue Ia
colanizacién completa del epitelio celular. Por lo tanto en este modelo se
demostra que dste fenatipa era necesario para observar el pasaje de una
célula & otra, mientras que el fenotipo Olm fue responsable de la
colanizacion intracelular®,

La capacidad de Ia basteria de diseminarse intracelularmente e infectar a
las células adyacentes se refleja en la formacién de placas en cultivo
celular, donde el microorganismo invasivo que pasa de una célula a otra
causa efecto citopitico inmediatot®,

3.0 MARCADORES ASOCIADOS EN Escherichia coli
ENTEROINVASIVA. ‘

3.1 METABOLICOS



Se han desarrollado numerosos estudios en la biisqueda de un marcador
metabdlico que esté relacionado con la invasividad en E coli, pues se ha
ohservado que el plasmido de 120-140 MDa pudiera acarrear algln pen
metabdlico que codifique para la sintesis de alguna (s) proteina () especial
(es) que pudieran determinarse mediante la fermentacidn de algin
carbohidrato 6 por la utilizacion de un aminodcido; légicamente esto podria
utilizarse como un recurso Gtil para la identificacion de log
microorgarlismos invasivos, ya que podria orientar rdpida y eficazmente la
presencia de una cepa invasiva de E. coli a partir de una colonia obtenida
de un coprocultivo evitandose asl el uso de animales de laboratorio 6 de
técnicas més especializadas que necesitan una infraestructura de laboratorio

muy cara.

En Brasil, Toledo y cols. (1983), observaron que habia una correlacion
muy estrecha entre las caracteristicas bioquimicas y serologicas de E. coli
con las cepas Sereny positivas, destacando que cuando la descarboxilacién
de la lisina ers negativa y ademas las cepas eran inméviles, s¢ trataba de

una cepa invasiva de E. coli.

Silvay cols. (1980), estin de acuerdo con Toledo y cols. (1983), en que
hay cierta relacién fenotlpica entre la lisina nepativa y la movilidad negativa
con la invasividad en E. coli, y proponen ademis, la utilizacién de la L-
ramnosa como un posible marcador metabélico de virulencia, ya que
encontraron que las cepas de Escherichia coli invasiva en su estudio
carecen de la enzima necesaria parn la incorporacion metabdlica del
carbohidrato,



Toledo y cols. (1980) proponen ademas Ia fermentacion de la lactosa, la
utilizacion del mucato y del acetato de sodio como pruchas adicionales
para la identificacién de EIEC.

Crichton y Old (1980), proponen un esquema bioquimico de
diferenciacion de E. coli por medio de la fermentacién de la rafinosa,
dulcitol, sorbitol, rammnosa y I8 descarboxilacién de la omitina como

prucbas con las que se puede determinar el biotipo. Tabla # 1.

En Tailandia, Taylor y cols. (1986), examinaron varias cepas de E. coli
lactosa positiva y negativa provenientes de nifios con disenteria a los que s¢
les evalué movilidad, indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer, citrato de
Simmons, descarboxilacion de la lisina y mucato. Las cepas que fueron
incapaces de descarboxilar la lisina presentaron el plasmido de 120140
MDa asociado a la invasividad de la mucosa intestinal del colon, v ademés
fermentaron la lactosn. En contraste, los resultados encontrados en Japény
Brasil seflalan que la mayoria de las EIEC fermentan débilmente 6 noala

lactosa.

Faundez y cols. (1988), analizaron la fermentacion de carbohidratos, la
resistencia a antibidticos y el perfil de pldsmidos de unas cepas de origen
chileno, encontrando, a diferencia de los demis investigadores, gran
variabilidad entre ellas, solo las E coli O:143 presentaron biotipos y

resistotipos similares con alta
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Tabla # 1. BIOTIPOS DE E. coli PROPUESTOS POR CRICHTON.

Rafinosa Sorbitol Omitina Dulcitol Biotipo

+ + + + 1
+ + + - 2
+ + . + 3
+ + - . 4
+ . + + 5
+ - + - 6
+ . . + 7
+ . . . 8
. . + + 9
. . + . 10
. . . + 11
. . . . 12
. . + + 13
- - + . 14
. . - + 15
. . . . 16
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correlacion con el perfil de plismidos. Ellos mencionan que las pruebas con
carbohidratos y aminodcidos no son dtiles en la clasificacién de EIEC.

3.2 ANTIGENO SOMATICO.

La tipificacién seroldgica de! antigeno somatico de la pared celular en ¢!
estudio de EIEC se han encontrado 12 serogrupos: 0:28ac, 0:29, O:112ac,
0:115, 0:124, 0:135, 0:136, 0:143, 0:144, 0:152, y O:164(,

Toledo y cols. (1979), propusieron el grupe 0:29, como el tipo
serologico de una bacteria inmévil, Sereny positiva ¢ incapaz de
descarboxilar a la lisina. Esta cepa se aislo en Sao Paulo, Brasil, de un niflo
de tres aflos con diarrea semiliquida y con cuenta de leucocitos elevada.

Toledo y cols. (1980), encontraron un nuevo serogrupo de E. coli
enteroinvasiva aislada de nifios con diarrea y vomito, heces semiliquidas y
con gran cantidad de moco. Los auslados bacterianos correspondieron a £
coli, que fueron inaglutinables con los antisueros OK preparados contra los
grupos de E. coli invasivos descritos hasta shora Estas cepas fueron
Sereny positivas, inmodviles, lactosa positivas y con incapacidad de
descarboxilar a la lisina.  Ademads, su antigeno O cruzb con S. boydii 3.
Ellos propusieron la designacién de E. coli Sao Paulo hasta que su
antigeno O sea determinado.

En Chile, Faundez y cols. (1988), encontraron que las cepas de BIEC

aisladas de su poblacién concordaban con los patrones caracteristicos

propuestos para las cepas invasivas de E. coli, a excepeion de una cepa que
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fue eapaz de descarboxilar a la lisina con antfgeno somético 0:28ac , junto

con dos cepas méviles pertenecientes al grupo 0:28ac y 01124,

Cheasty y Rowe (1983), observaron que hay reaccion antigénica
cruzads entre los antigenos O de E. coli enteroinvasiva con los antigenos O

de Shigella, y 1a identificacién serolégica para éstos microorganismos no es
ittil para detectar a todas las BIEC.

La identificacién de EIEC de Shigella spp desde un punto de vista
clinico no es distingible, ya que ambos organismos producen s
enfermedad con cuadro clinico similar si no idéntico, pero desde el punto
de vista cpidemiolégico o para estudios de patogenicidad en cepas
productoras de brotes, la diferenciacién entre BIEC y Shigella spp es
esencial, ya que apoya los estudios epidemiolégicos®2),

33 PRODUCCION DE QUERATOCONJUNTIVITIS EN COBAYO
O PRUEBA DE SERENY.

La prueba de Sereny se utiliza pars hacer el andlisis de cepas invasivas
in vivo, en la cual se inocula una suspensién hacteriana (mayor a 1010
células) en el saco conjuntival del cobayo o conejo, provocando
queratoconjuntivitis. Este signo mimetiza la infeccién intestinal por la
invasién y multiplicacion en las células epiteliales de la comea con
infiltracién de polimorfonucleares¥, Los efectos secundarios en el animal
no se producen, y es muy ficil lalectura de 1a prucha.
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Yamagata y cols. (1986), propusieron el uso de ratones en sustitucién
de cobayos para la prueba de Sereny, particularmente cuando el nimero de
muestras a examinar es muy grande, ademds observaron que hahia una

buena correlacién con los resultados obtenidos en cobayos y ratones,

La prueba de Sereny se considera como la prueba mis completa para el
andlisis de la invasividad, ya que es indispensable que la bacteria posea
todos los genes completos del gendforo hacteriano y del plismido de 120-
140 MDa, ya que si se producen mutaciones en estos geney es posible
inactivar la reaccién de Sereny¥,

Yamada y cols. (1989), estudiaron una proteina de 12 KDa producida
por el gene kcp A involucrada en la virulencia durante la diseminacion de
las bacterias & las células adyacentes, ya que las mutantes kep A- solo se
multiplicaron y diseminaron dentro del citoplasma de las células que
invadieron pero no lograron infectar a lay células adyacentes y no se
desarralld 1a queratoconjuntivitis in vivo. Las mutantes kcp A(-)
permanecieron localizadas dentro del citoplasma de la célula hospedera
debido a su incapacidad de escapar de las vacuolas fagociticas.

3.4 INVASION A LA LINEA CELULAR HEp-2.
El primer paso en la patogénesis de la disenteria bacilar es la

penetracion en las células epiteliales por el patbgeno ya que las cepas
bacterianas que han perdido ésta capacidad son avirulentas™. El modelo
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experimental clsico para el andlisis de la invasividad en Shigella y E. coli
enteroinvasiva es la prueba de Sereny, este exdmen y la nvasividad en
cultivo celular se consideran dos modelos independientes para medir e
mismo fenémeno; ya que ¢l primero solo va a evaluar Ia capacidad de la
bacteria para penetrar a la célula y el segundo, mide Ia penetracién, la
multiplicacién del microorganismo con la subsecuente reinfeccion a las
células vecinas (43).

La invasividad de E. coli en células HeLa se describié por Melhman y
cols. (1977), definiendo el criterio para dar positiva la prucha de
invasividad: es indispensable que las células hospederas internalicen por lo
menos cinco bacterias (95 19).  Estos valores se basan en ol andlisis
microscopico cuidadoso que permite decidir si una bacteria es invasiva o
no, pero existe ¢l riesgo de confundir la invasividad con la adherencia que
pueda exhibir el microorganismo y que ésta pudiera ser considerada como

una prueba positiva.

Donenberg y cols. (1989), diseflaron un método para evaluar
invasividad en células HEp-2 agregando ampiciling y gentamicina al medio
de cultivo después del perfodo de incubacién de la bacteria con la célula,
con ¢l fin de eliminar a todas los microorganismos que no fueron capaces
de penetrar la monocapa celular, asi serla eliminada cualquicr bacteria que
se haya adherido solamente a la célula y que pudiera considerarse como
invasiva por anélisis visual. Utilizan a! final de la prueba fritén x 100 al 1%
para romper a las células liberando asi a las bacterias intracelulares. El
critenio itivasivo ¢s por lo tanto cuhntitativo, se realiza en microplaca y se
correlaciona la cuantificacion de las bacterias intracelulares mediante



cuentas viables hechas por ¢l método de Miles y Mishra en forma

comparativa con testigos negativos y positivos.

Vesikani y cols. (1982), propusieron, en un trabajo con Yersinia
enterocolitica, centrifugar la monocapa celular infectada a 1000 rpm por
10 min para acortar el tiempo de infeccién, aumentar la adherencia,
toxicidad e invasividad. Este método fue probado, por los mismos autores,
con E. coli invasiva, y lo compararon con los métodos tradicionales de
invasién, encontrando que ¢l porcentaje de infectividad para los métodes
tradicionales fue del 0.5 al 5%, y para la téenica con centrifugacién se
encontrd por arriba del 42%. Por éste método, la multiplicacién que se
detectd en las células con dos horay de incubacién fue la misma que la
observada después de varias horas . Las cepas que solo tuvieron la
capacidad de adherirse a la célula, no lograron penetrar la monocapa
celular por lo que no hubo falsos positivos. El métode se acepto como
seguro ya que no interfiere con los resultados en la prueba de invasividad®,

45 CAPTACION DEL COLORANTE ROJO CONGO.

Sasakawa y cols. (1986), utilizaron la prueba de la captacién del
colorante rojo Congo como un marcador de hidrofobicidad y observaron
que habia relacién con la captacién del fierro del medio, ya que se ha
encontrado que las cepas virulentas son mds hidrofébicas que las
avirulentas. Asi, las cepas virulentas que unen el colorante desde un medio
sdlido, van a producir colonias pigmentadas de color rojo (Crb+) y lus
avirulentas de color blanco (Crh-). Ademas, las cepas capaces de dar la
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prucba de rojo Congo presentan un aumento en la capacidad de E coli,
Salmonella y S. flexneri de adherirse a las células intestinales en animales

experimentales (48),

La captacién del rojo Congo se ha asociado también con la adquisicion
del fierro. La cantidad de éste elemento ¢n forma libre en los tejidos del
huésped es restringida (10-3%) encontrandose intracelularmente como
complejo hemo, ferritina y hemosiderina, y extracelularmente se localiza en
el suero u otros fluidos, como lactoferrina o transferrina. Shigella y E. coli
enteroinvasiva necesitan del fierro para realizar sus funciones metabélicas y
lo obtienen del hospedero por Ia produceidn de sistemas quelantes de "alta
afinidad" a estos clementos se les denomina siderdforos que forman parte
del grupo de las acrobactinas . E coli enteroinvasiva, bajo éstas
condiciones, produce cuatro PME con peso molecular de: 81 KDa, 74
KDa, 76 KDa y trazas de 78 KDa, con un patron idéntico al expresado por
el transconjugante E coli K.12-S. flexneri en donde Griffiths y cols.
(1988), reportaron que fa PME de 74 KDa, posiblemente pudiera estar
involucrada como receptor para la acrobacting férrica.

Tigyl y cols. (1987), encontraron una mutsnte de S. flexneri que era
incapaz de sintetizar aerobactina (luc-) pero con caracteristicas virulentas
en embridn de pollo, en ojo de cobayo y con la capacidad de invadir células
Hela Esta mutante fue incapaz de captar el fierro ligado a lactoferrina o
transferring, pero utilizd a la hemine como fuente de fierro Gmea Esto
sugiere que los compuestos hemo pueden servir como fuente de fierro para

Ia bacteria in vivo.



Quadri y cols (1988), proponen el uso del agar rojo Congo en
sustitucién de la prueba de Sereny para la deteccion de cepas virulentas,

por ser de facil manejo en el laboratorio,

Maurclly y cols. (1984), y Sakai y cols. (1986), reportaron que los genes
necesarios para la captacién del colorante rojo Congo se encuentran en el
plasmido de 140 MDa que codifica para la invasividad en Shigella y E. coli
enteroinvasiva. Ya que pérdidas o deleciones en éste plasmido resultan en
¢l fenotipo Crb- y se convierten en cepas avirulentas. Ademds, encontraron
que la expresidn de la captacidn del rojo Congo, al igual que [a virulencia,
estén termorreguladas en S, flexneri y que la unidn del colorante solo se

presenta cuando el organismo crece a 37 oC.

Daskaleros y Payne (1987), describieron que los organismos rojo Congo
+ crecidos a 30 °C no son capaces de unir hemina ni rojo Congo indicando
que la captacién de rojo Congo y la adsorcién de hemina parece ser que
estan relacionados y que ambos pudieran estar termorregulados por un
mismo pen. Ademds los ensayos de competencia entre las moléculay du
hemina y rojo Congo sugicren que los dos compuestos se unen en el mismo
sitio celular.

La infectividad de EIEC en células HeLa con cepas Crb + cuando se
tratan previamente con hemina (hemina pre-unida) o cuando esta se agrega
a la monocapa celular revelan que hay un incremento en la virulencia. Este
aumento puede indicar que los productos de los genes pudieran estar
involucrados en ¢l ataque bacteriano sobre las cdlulas epitelinles
intestinales, de manera que la bacteria puede utilizar a las moléculas del
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grupo hemo & similares que se encuentran presentes en los alimentos
digeridos parcialmente en el lumen intestinal, Asi, el complejo bacteria.
hemo podria unirse a un receptor celular intestinal responsable de la
captacién del grupo hemo, Alternativamente, ln captacién de las moléeulas
parecidas al grupo hemo podrian alterar la carga bacteriana superficial o su
hidrofobicidad para ast incrementar la interaccién con las células del
hospedador (),

Albert y Leach (1989), reportaron que no habia correlacién entre la
captacién de rojo Congo ¢ invasividad en EIEC, ellos probaron 292
muestras de origen clinico, aistando 21 cepas lisas de E. coli rojo Congo
positivas. Bioquimicamente éstas fueron lisina descarboxilasa positiva,
lactosa positiva y la mayoria fueron moéviles. Ninguna de esas cepas
hibridizaron con la prucba de DNA para invasividad que emplea un
iniciador (primer) obtenido a partir del gene pINV (9) Finalmente
concluyeron que la unién a rojo Congo no denota enteroinvasividad y
pudiera ser que todas las EIEC sean rojo Congo positivas, pero no todas las

cepas de E. coli rojocongo positivas son necesariamente enteroinvasivas.

36 PERFIL DE PLASMIDOS DE  Escherichia  coli
ENTEROINVASIVA.

La aseveracion de que el plasmido de 120-140 MDa estd asociado con
el fenofipo virulento en E. coli enteroinvasiva estd basado en las siguientes

observaciones:



1. El plasmido de peso moléculer alto (pINV) estd invanablemente
presente en cepas virulentas de Shigella y E. coli enteroinvasiva@?),

2. La pérdida de éste plismido esth acompofiada de la conversion a
avirulencia(l9),

3. La virulencia se reconstituye al readquirir las cepas el pldsmido de
alto peso molecular (pINV) a partir de especies hombdlogas mediante
ensayos de conjugacion3?,

La asociacién entre el plismido de alto peso molecular y la
enteroinvasividad en E. coli fue reportada Harrig y cols. (1982). Realizaron
el perfil de plasmidos de cepas de E. coli enteroinvasiva por la téenica de
Bimmboin y Doly y otras, encontrando que la téenica de Birmnboin y Doly
fue la {mica que permitié evidenciar el plismido de 120-140 MDy, y que
las téenicas restantes na detectaron el plismido debido a su peso molécular
alto.

La extraccion alealing por el método de Bimmboin y Doly® se basa en
la desnaturalizacién del DNA genbmico a pH 12.0-12.5 sin daftar al DNA
plasmidico (cec). Las bacterias se tratan con lisozima para romper la pared
celular, y se lisan completamente con SDS y NaOH. El DNA gendmico se
desnaturaliza selectivamente y se precipita con acetato de sodio & pH 4cido.
Simultineamente, la concentracion del acetato de sodio favorece la
precipitacién de complejos proteina-SDS y RNA de alto peso molecular.
En éste paso, las tres macromoléculas mas contaminantes son
coprecipitadas y pueden ser removidas por centrifugacion. Los plismidos y



residuos de RNA de bajo peso molecular se recuperan del sobrenadante
por precipitacién con etanol, y se analizan por electroforesis en geles de

agarosa

Maurelli y cols. (1985), reportaron que la téenica rapida de extraccién
de plismidos propuesta por Kado y Liu (1981), puede utilizarse para la
deteccién del plasmido pINVED. Y que el plasmido de 120-140 MDa esta
intimamente ligado a la produccion de queratoconjuntivitis en cobayos
(Prueha de Sereny).

Deleciones en ¢l plasmido de S, flexneri que reduce su tamafto de 20 a
95 MDa, se asocian con la pérdida de la capacidad para penetrar a las
células HeLa®?. A través de mutagénesis dirigida usando inserciones con
TnS, se identificaron tres frapmentos EcoR1 diferentes del pWRI00
(plasmido invasivo) los cuales codifican para las funciones necesarias en la
invasion de células HeLa Estos fragmentos EcoRl no son contiguos. El
mapeo con enzimas de restriccién demostrd una secuencia comin entre
ellos de 37 Kb, que define la secuencia minima necesaria para la expresion
del fenotipo invasivo. El mapeo de inserciones especificas con Tns,
demostraron que hay dos regiones separadas de esa secuencia: del lado
izquierdo un fragmento EcoR1 de 7.6 Kb y un fragmento del lado derecho
Sal 1 de 16.1 Kb capaces de producir invasividad en cultivo celular. Estas
clonas no producen queratoconjuntivitis en una prucha de Sereny y fallan
en la formacién de placas liticas en cultivo celular, posiblemente porque no
se clond toda la secuencia necesaria para la expresibn completa del

27



fenotipo invasivo, o porque los penes virulentos clonados no fueron

expresados por los pldsmidos recombinantes(6).

3.7 HEMAGLUTININA MANOSA-RESISTENTE.

Nandadasa y cols. (1981), detectaron Ja presencia de una hemaglutining
manosa-resistente  (MR-HA)  especifica para eritrocitos  humanos
involucrada en la adherencia a células Hela y HEp-2 en E coli
enteroinvasiva, reportada como agregados polipeptidicos de alto peso
molecular, ricos en aminoécidos hidrofébicos.

Knutton y cols (1984), encontraron que las cepas mutantes de EIEC que
presentaban la incapacidad de sintetizar hemaglutinina manosa-resistente
perdian la propieded de adherirse a la monocapa celular. Mediante
microscopla electronica observaron que la forma en que se adhieren lag
bacterias invasivas a eritrocitos humanos es [a misma que se observa hacia
las células en cultivo extrapolandose a las células epitelinles intestinales. La
participacion de la fimbria tipo 1 parece ser que no promueve la adherencia
de BIEC hacia la mucosa intestinal, por lo que la hemaglutinina manosa
resistente pudiera ser la responsable de la unién de la bacteria invasiva

hacia la mucosa.
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II. JUSTIFICACION

En México se han realizado muy pocos trabajos con respecto a la
caracterizacion bioquimica, serolégica y molecular de cepas de £ coli
enteroinvasiva (BEIEC) aisladas de casos de diarrea Es necesario estudiar
estos microorganismos para conocer ¢l comportamiento fenotipico y
genotipico de la EIEC mexicana, pues la mayoria de las investigaciones
sobre EIEC se han realizado en otros paises. Los ensayos de lsboratorio
para determinar EIEC dan resultados variables y debemos justificar st la
relacién entre el rojo Congo y ¢l ensayo de invasividad en cultivo celular
correlacionan con la presencia del plasmido de 120-140 MDa descrito por
otros autores en cepas de referencia se presenta en cepas de campo aisladas
de casos de diarrea Es indispensable el conocimiento de este
microorganismo para poder implementar estudios encaminados a la
profilaxis y erradicacién de Ia enfermedad causada por EIEC.
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1. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Estudiar cepas de Escherichia coli enteroinvasiva aisladas en México de
un grupo de casos de milos con diarrea y niflos testigos sin diarren,

utilizando ensayos de invasividad "in vivo" e "in vitra".

OBJETIVOS PARTICULARES.

Eutablecer los biotipos o biovares caracteristicos de lns cepas invasivas
de Escherichia coli, y determinar la presencia de los serotipos relacionados

con invasividad.

Determinar la capacidad invasiva de las cepas de Escherichia coli
provenientes de niflos con y sin diarrea por pruebas de Sereny y cultivo de
células HEp.2.

Determinar la captacion de fierro de las cepas sospechosas mediante la

prueba de rojo Congo.

Obtener el perfil de los pldsmidos de las cepas de Escherichia coli
enteroinvasiva, y demostrar la presencia del plasmido de 120-140 MDa que
codifica para la invasividad en ECEL

Buscar st hay relacion entre la presencia de la hemaglutinina manosa-
resistente y el aislamiento de las cepas de Escherichia coli enteroinvasiva.
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IV. MATERIAL Y METODOS.

1.0 CEPAS BACTERIANAS.

Se seleccionaron 39 cepas de E. coli previamente estudiadas en ensayos
de invasividad en células HeLa y/o Sereny (Lopez, J. 1988). Inicialmente
estas cepas fueron aisladas de niffos hospitalizados en el Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nacional-IMSS y actualmente pertenecen a la
coleccidn bacteriana del laboratorio de Bacteriologia Médica de 1a Escuela
Nacional de Ciencias Biol6gicas-IPN.

Se incluyd una cepa de referencia de Shigella flexneri como testigo
positivo, la cepa de referencia de Escherichia coli K-12 y H-10407 como
testigos negativos para determinar y evaluar las pruebas de invasividad en
cultivo celular, rojo Congo, hemaglutinacion y Sereny. La cepa de
referencia E. coli 25292 para ensayos de susceptibilidad a los antibidticos.
Para ¢l perfil de plasmidos se utiliz6 1a cepa de Shigella pDK9 albergadota
de plasmidos de peso molecular alto ( 105 y 140 MDa) y la cepa de E. coli
pBR322.

Las cepas s conservaron en medio base de agar sangre (BAD) y se
liofilizaron. Se probé pureza subcultivando en gelosa cosina-azul de

metileno, y se seleccionaron cepas lisas con la prueba de vapor fluente (38).
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20 BIOVARES ASOCIADOS A LA INVASIVIDAD EN Escherichia
coli,

2.1 Pruebas bioquimicas.

La biisqueda de los marcadores metabélicos relacionados a

invasividad en EIEC se hizo con las siguientes pruehas’

a. Descarboxilacion de lisina y movilidad (Silva, 1980; Toledo, 1983, y
Taylor, 1986).

b. Fermentacién de ramnosa (Silva, 1980).

¢. Fermentacién de Ia rafinosa, duilcitol, sorbitol, ramnosa, descarboxilacién
de la omitina (Crichton, 1980).

2.2 Preparacion del inbculo ¢ interpretacién.

Las cepas bacterianas se cultivaron en caldo soya tripticaseina (TSB) a
37 oC por 24 h. Este cultivo se ajusté al tubo 0.5 del nefelémetro de
McFarland teniendo finalmente una densidad bacteriana de 1.5 x 108
URC/ml.

Se inocularon 100 ul de la suspensidn bacteriana ajustada a cada prueba
bioquimica en tubo y en placa, y se incubaron a 37 °C por 24,48 y 72 h
para ensayos con carbohidratos, y de 24 a 48 h para pruebas con

aminodcidos.
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Los resultados se¢ consideraron positivos cuando se presentd el vire del
Indicador de rojo a amarillo (fermentacion del carbohidrato).

Se consideraron pruebas positivas en la descarboxilacion de
aminoAcidos en placa, cuando se observaron colonias pigmentadas de color
plrpura o moradas, y cuando las colonias fueron de color amarillo se

consideraron negativas.

3.0 DETECCION DEL ANTIGENO SOMATICO EN Escherichia coli,

La deteccion del antigeno somitico se realizd por prucbas de
aglutinacién en tubo de acuerdo al CDC de Atlanta@® que consiste en el
reconocimiento especifico  antigeno-anticuerpo  mediante ¢l wso de
antisueros qﬁc fueron proporcionados por el Instituto Nacional de
Diagnostico y Referencia Bpidemiologicos (INDRE).

3.1 Preparacién del antigeno.

Las cepas se sembraron por estria cruzada en placas con medio de BAR
y se incubaron a 37 °C por 24 h.

Se seleccionaron colonias lisas (bacterias con pared celular intacta) a
través del andlisis en microscopio estereoscopico, y se resembraron
masivamente en placas de BAB para tener el cultive de la colonia lisa, y en
20 m] de TSB, que a las 6 h de incubacién a 37 °C se sometié a vapot
fluente a 2 Ib de presién por 1 hora. A continuacion, se dejé enfriar la
suspension bacteriana a temperatura ambiente y se incubd a 4 °C por 18 by
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para favorecer lu sedimentacién de la pared celular, ya que los demas

componentes bacterianos quedan en solucidn.

Las cepay lisay se sedimentaron uniformemente en ¢l fondo del tubo y
las rugosas formaron una malla igualmente en el fondo del tubo producida
por la aglutinacion irregular de las paredes celulares de las bacterias que la
forman.

Con las cepas lisas s realizé la seroaglutinacidn con li siembra masiva,

y las cepas rugosas se descartaron.
3.2 Preparacion del antisuero,

Los antisueros fueron proporcionados por cortesta del Instituto Nacional
de Diagnéstico y Referencia Epidemioldgicos (INDRE, tabla# 2),
preparados en el laboratorio de Control y Produccion de Sucros. Se

diluyeron 1:20 con solucion salina formalinizada al 6% para su uso.
3.3 Prueba seroldgica en tubo (reaccion antigeno-anticuerpo).

Se toméd 0.1 mi de la solucidn del antisuero diluido con 0.9 ml del
antigeno preparado. Se agitd suavemente y se incubd en camara himeda a
50 °C por 24 horas.

Seroaglutinacion positiva: formacién de malla en ¢l fondo del tubo.

Seroaglutinacién negativa: formacion de botén (sedimentacion) en el
fondo del tubo.
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TABLA# 2, ANTISUEROS UTILIZADOS PARA LA TIPIFICACION SOMATICA DE LAS
CEPAS DE Escherichia cobi.

0l Q.63
0:2 0:112
03 O:114
04 ol
0.5 Q:112
Q.6 Q:114
Q.7 Q119
038 Q:124
0.9 0125
0:10 Q:126
o1l 0127
O:12 0:128
o:13 0:136
0:15 0:143
0:16 0:144
Q:18ac 0:149
0:21 0:152
0:25 0:153
0:.26 0:157
027 Q;158
0:28a 0:159
0:44 Q:164
0:55 0:167

Sueros de Escherichia coli preparsdos en el Instituto Nacional de Diagnostico y Referencia
Epidemiologicos utilizados para tipificar las 39 cepas de E. colf ensayadas,
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4.0 INVASIVIDAD EN CULTIVO CELULAR: HEp-2,

El ensayo de invasividad se realizé utilizando la linea celular HEp-2 de
acuerdo a la téenica de Donenberg modificadaQ, considerando la
determinacion del patrén de susceptibilidad a kanamicina y amikacina, la
preparacién del indeulo bacteriano y del cultivo celular en microplaca, la
infeccion de la monocapa celular y la cuenta viable de las bacterias
invastvas.

4.1 Determinacién del patrén de susceptibilidad a kanamicina y amikacina.

Este ensayo se realizd mediante la téenica de Kirhy-Bauerd!¥ para
comprobar la susceptibilidad de las cepas de E. coli a la amikacina o
kanamicina, ya que se requirié de un antibitico capaz de eliminar a las
bacterias extracelulares que se encontraran adheridas a la célula.

Se sembraron las cepas de E. coli problema, y Ia cepa de referencia .
coli 25292 en 3 ml de caldo Mueller-Hinton. Se incubaron a 37 °C por 24
h. Después se ajustaron al tubo 0.5 del nefelémetro de McFarland con el
mismo caldo de cultivo estéril para obtener 150 millones de células por
mililitro. '

Se sembrd cada indculo ajustado en una placa de agar Mueller-Hinton y
so le colocaron los sensidiscos (Sigma Chemical Co.) con 30 ug de

amikacina y 30 ug de kanamicina y se incubaron a 37 oC por 24 h.
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Si la bacteria era sensible se observd la presencia de halos de inhibicién
de su crecimiento alrededor del disco de antibiético superiores a 17 mm de

diAmetro para amikacina y 18 mm para kanamicina

42 Preparacién del indeulo bactertano.

Se sembraron las cepas de £ coli, la Shigella (1estigo positivo) y las
cepas E. coli H-10407, K-12, (testigos negativos) en 3 mi de TSB 2 37 °C
por 18 h en agitacién continua. Después se tomd 0.1 ml de cada cultivo y
s¢ resembrd en 3 ml de TSB esténl incubdndose a 37 «C por 2 h en
agitacién para obtener un cultivo en fase logaritimica indispensable para 1a
realizacién det ensayo de invasividad.

De cada cultivo se centrifugaron 1.5 ml del crecimiento cn fase
logaritimica durante 3 minutos. Se desechd el sobrenadante, y con el
sedimento bacteriano se ajusté con PBS estéril a una ahsorbancia de 0.20

+/- 0.01 con una h=590 nm que equivale a [x107 bactetias /ml.

4.3 Preparacion del cultivo celular en microplaca.

A partir de un cultivo de células HEp-2 pase 145 con 100% de
confluencia, se realizaron los microcultivos celulares en una microplaca de
96 pozos, con una cuenta celular de 8 x 104 células/ml. Se adictond 200 ul
de medio M- 199 suplementado con glutamina 2mM, suero fetal de bovino
al 10%, estreptomicina 100ug/ml y pemicilina 100 wml.
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Después de 18h de incubacién, la microplaca se lavo con PBS completo
pH=7.2, vy se le adicioné 180 ul de medio M-199 suplementado sin
antibibtico y se realizdé un andlisis de la confluencia celular antes de

proceder con la infeccion de la monocapa celular.

4.4 Infeccion de la monocapa celular.

Se inocularon por triplicado 20 ul de la suspensién bacteriana ajustada a
cada pozo de la microplaca con el cultivo celular con 100% de confluencia.

Se dejaron al azar pozos sin inocular como medida de control de

posibles contaminaciones cruzadas.

Se centrifugé la microplaca infectada a 800 /10 min y se incubd a 37
°C por 3 h en atmoésfera de COz al 5%.

Al término de la incubacién, se desechd el sobremadante de la
microplaca por inversién y se realizaron tres lavados con PBS completo
pH=7.0. Agregando después 180 ul de medio M-199 adicionado con
100mg/ml de amikacina Se incubé a 37 °C por una hora y se lavé
subsecuentemente con 200 ul de PBS completo pH=7.0.

Se reviso la confluencia de la microplaca para verificar si hubo pérdida
celular al final del proceso.
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5e lisaron lay células del cultivo utilizando 200 ul de Tritén X-100 al
1% en cada pozo para liberar 4 las bacterias intracelulares. Después de 20

min s¢ tomaron 20 ul de cada pozo para realizar la cuenta viable por ¢l
método de Miles-Mishra (14),

4.5 Cuenta viable de las bacterias invasivas e interpretacion.

Se prepararon 10 microplacas de 96 pozos de fondo en U con 180 ul de
TSB en cada uno de ellos. Se le agregd a cada pozo 20 ul del indeulo
bacteriano proveniente de la microplaca infectada y se realizaron ocho
diluciones seriadas de cada muestra.

Se tomaron 10 ul de las Gltimas seis diluciones pars hacer la cuenta
bacteriana que consistid en dividir la placa de agar Soya tripticaselna en seis
partes y colacar en cada una de ella los diez microlitros de la muestra. Se

incubaron a 37 °Cde 24 a36 h.

Segin el criterio de Donenberg y cols, (1977), se consideran invasivas
las bacterias que hayan crecido en las tres Gltimas diluciones realizadas
(105,107, y 108)

5.0 PRUEBA DE SERENY,

5.1 Enratén
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5.1.1 Preparacién del moculo.

Se sembraron las cepas de E. coli, Shigella flexneri 20 (como testigos
positivos) y E coli K-12 (como testigo negativo) en 3 ml de caldo soya
tripticaseina (TSP} y se incubaron a 37 °C por 24 h en agitacion constante.

Se resembraron 0.1 ml de cada cultivo en 3 ml de TSB. Incubdndose a
37 oC por 3 h en agitacién continua.

Setomé 1.5 ml del cultivo anterior y se centrifugd en microcentrifuga
por 3 minutos. Se descarté el sobrenadante y al sedimento se le agregaron
75 ul de PBS pH=7.2 para dar una cuenta bacteriana de Sx104t UFC/ml.

5.1.2 Manejo de animales.

Se utilizaron 50 ratones macho de la cepa CM1 de seis semanas de
edad. Estos animales presentaron un peso corporal entre los 202 25 g, y s¢
obiuvieron del bioterio de la Escuela Nacional de Estudios Profesionales
Iztacala-UNAM.

Se colocaron en jaulas para ratén, en grupos de diez individuos, con

alimento y bebida disponible en todo momento.

Se dejaron en cuarentena por cinco dlas antes de la aplicaaén de la

pméba de Sereny.
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5.1.3 Inoculacion.

Se administraron 10 ul del indculo sjustado en el ojo derecho del ratén,
y en el ojo izquierdo se le aplicé PBS a pH=7.2 como control. Se

examinaron todos los animales cada 24 h por tres dias consecutivos.

5.2 En cobayo.
5.2.1 Preparacitn del inbeulo.

El inbeulo necesario para trabajar con cobayos se procesd de la misma

manera que ¢n ratones.

5.2.2 Manejo de animales.

Primer ensayo:

Se trabajaron 50 cobayos adultos de la cepa Harley pura de 8 meses
de edad proporcionados por el biotetio de la Escucla Nacional de Ciencias
Biolégicas-IPN.

Segundo ensayo:
Se utilizaron 50 cobayos jévenes de la cepa Harley pura de | mes de
edad proporcionados tambid por el bioterio de Ia Escuela Nacional de

Ciencias Biolégicas-IPN.

Como la inoculacién y el resto de la prueba de Sereny se llevé a cabo en

¢l bioterio para ambos ensayos, to se requind de un petiedo de citarentena.
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5.2.3 Inoculacion.

Se administraron por via oftilmica 25 ul del indculo ajustado en el ojo
derecho. En el ojo izquierdo se le administrd PBS pH=7.2 en 1gual

volumen como control.

Se examinaron cada 24 h por espacio de 5 dias para buscar sipnos que

denotaran invasividad por parte de £, coli

Reaccidn positiva: Queratoconjuntivitis,

Reaccion negativa: Efectos nulos, enrrojecimiento 6 inflamacion.

6.0 CAPTACION DE ROJO CONGO,
6.1 Indeulo.

Se partié de un indculo ajustado al tubo 0.5 del nefelémetro de Mc
Farland para la prueba de captacion de rojo Congo ya que se requirid de un

cultivo en fase logaritmica.
6.2 Captacidn del rojo Congo.

Se sembrd el indeulo ajustado en agar soya tripticaseina con rojo Congo
al 0.01% por estria cruzada. Se incubd a 37 °C por 18, 24 horas. Utilizando

como testigo positivoe, una cepa de Shigella flexneri 2a. y como testigo

negativo la cepa: Escherichia coli K-12.
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Las colonias anaranjadas a rojas que se observaron en el medio de
cultivo se consideraron rojo Congo positivas y las colonias rosas a blancas

se consideraron negativas.

7.0 PERFIL DE PLASMIDOS.

El perfil de plasmidos se realizb mediante la técnica de Bimboin y Doly
(1979), que se basa en la desnaturalizacién selectiva del DNA cromosomal
a pH 4eido dejando en solucién el DNA plasmidico que se obtiene por
precipitacion con etanal.

7.1 Perfil de plasmidos de las cepas de E. colf invasivas,

El perfil de plismidos se practicd a las cepas de E. coli que fueron
positivas en la prueba de Sereny y/o cultivo celular, junto con las cepas
captadoras del colorante rojo Congo. Se incluyeron las cepas de Shigella
JSlexneri 2a como testigo positivo y E. coli K-12 como testigo negativa. Por
lo tanto, las cepas de E. coli ensayadas fueron: 14, 268, 715, 777, 783,
1012, 1077, 1098, 1110, 1214, 1257, 1267 y 1427.

Se sembraron en agar Luria enriquecido con rojo Congo al 0.01% pera

seleccionar las colonias rojas (pCR+), y se resembraron en 5 ml de caldo
Luria incubdndose después 2 37 °C por 18 h en agitacién constante.
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Del cultivo anterior se cosechd mediante centrifugacion. Con esté
indeulo se procedid a la extraccion de plismidos por la tdenica de

Birnmboin y Doly®).

8.0 PRUEBA DE HEMAGLUTINACION.
La hemaglutinacién se realizd de acuerdo Knutton y cols (1984), en
base a la capacidad de la bacteria de adherirse a los eritrocitos humanos

formando una malla en el fondo del tubo.

8.1 Ensayo de hemaglutinacién,

Se sembraron 13/39 cepas con caracteristicas invasivas: 14, |

268,715,771,783,1012,1077,1098,1110,1214,1257,1267 y 1427 en placas
de base de apar sangre, y s¢ incubaron a 37 C por 24 h.

Se prepard una suspensién de eritrocttos humanos del grupo "0" al 3%
con solucién salina fisioldgica y ofra suspenstdn de eritrocitos con manosa
al 1%.

Se colocd una asada del cultivo anterior en una microplaca de 96 pozos
de fondo en U con 50 ul de solucién salina en cada pozo. Se tealizaron scis
suspensiones homogéneas por cada cepa. A las primeras tres, se les agregd
la suspensidn de eritrocitos en solucidn salina fisioldgica, y a las tres
restantes la suspensidn con manosa al 1%. Se agitaron stavemente y se
tomé la primera lectura inmediatamente si se presentd hemaglutinacién, si

no fue asl, se incubaron a 37 C por 2 hy se volvicron a leer.
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Hemaglutinacién positiva: formacién de malla en el fondo de la microplaca
Hemaglutinacién negativa: sedimentacion de los eritracitos en el fonda de

la micraplaca.
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V. RESULTADOS

La tabla # 3 presenta los resultados obtenidos en las pruebas
bioqufmicas ensayadas para la busqueda de un marcador metabélico
relacionado con la invasividad y se observa que 37/39 (94%) cepas
utilizaron la ramnosa como imnica fuente de carbono, la melobiosa 38/39
(97%), y ¢l sorbitol fue fermentado por 39/39 (100%) de las cepas
probadas y dcgi-adaron la sacarosa, rafinosa y dulcitol 21/39 (53%), 31/39
(79%) y 22/39 (56%) de las cepas dieron positiva

En la tabla # 4 se muestran los biotipos obtenidos en las cepas de £, coli
ensayadas por la téenica de Crichton y.Old (1980), donde se observa que el
mayor porcentaje de cepas se encontrd dentro de los biotipos 1 (33%) y 2
(36%).

En las pruebas con aminoAcidos, de las 39 cepas de E. coli examinadas
solo una no descarboxilo a la omitina (cepa 268). En cuanto a la
descarboxilacidn de la lising, solo tres cepas, 1022,1064 y 1126 carecieron

de la enzima necesaria para descarboxilarla (tabla # 3).

En el exémen para evaluar la movilidad de la bacteria, se detectaron 12
cepas no moéviles incluyendo las cepas 1022 y 1064 que fueron lisina
descarboxilusa negativa. El resto del grupo presenté movilidad (27/39

cepas).

Los antigenos somdticos de la pared celular encontrados en las cepas

ensavadas se muestran en la tabla # 6. A 5/39 cepas no se les
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TABLA ## 3. BIOVARES DE LAS 39 CEPASDE E coli.

Eichanchia col Run Mel Sal Sac Raf Dul  Sor

12
Ky
712
76
™m
778
783
786
1023
1031
1077
14
19
1154
70
268
748
801
1010
1012
1022
1034
1046
1064
1098
1103
1110
1126
1214
1257
1200
1267
1282
1284
1208
1296
1326
1327
1427+ + - . +

+
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Total powitivas: 3739 38739 - 3/39 2139 3149 1239 39139

Ram: Ramnoea; Mel: Melobiosa; Bal: Seficina; Sac: Racarosa;, Raf: Rafinoss; Dul: Dulcitol; Sor: Sorbitol.



TABLA# 4, BIOTIPOS DE LAS 39 CEPAS DE E coli DE ACUERDO A CRICHTON @),

Eschertchta cols

Raf  Dul

Sor  Om

Biotipo

Poscernaje

12
37
712
TI6
m
778
783
786
801
1077
1103
1200
1296
1031
1034
1046
1064
1098
1110
1214
1257
1282
1284
1295
1326
1327
1427
1126
19
ns
1010
1154
14
70
1012
1022
1023
1267
268
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+
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+
+
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B T T Tk i L T S S e S SR A P S I i e 2 b T 3
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bistipo | 33%

biotipo2 35%

biotipo4 2%
biotipo9  10%

biotipo 10 15%

blotipo 12 2%

Ref: Rafinoes; Dul: Dulcital; foe: Sorbital; Om: omitina. 8 ohaerva que of biotips mas enconirads fue ol 2 y o 1. B

biotipo 4y 12 volo incluyeron una cepa regpectivamuente,
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TABLAHS DESCARBONILACION DE AMINOACIDOS DE ACUERDO A EDWARDS Y
EWINGU4) PARA LAS 39 CEPAS DE Escherichia coli

Ercharichia colt Om Lis Ang
268 . + +
1022 + . +
1064 + . +
1126 . - -
12 + + +
14 + + +
19 + + +
37 + + t
70 + + +
mn +t 4+ +
s + + +
716 + + +
m + + +
78 + + +
%3 + + +
786 + + +
801 + + +
1010 + + 1
1012 + + +
1023 + + +
1031 + + +
1034 + + +
1046 + + +
1077 + + +
1098 + + +
1103 + + +
1110 + + +
1184 o+ +
1214 + + +
1247 + + +
1200 + + +
1267 + + +
1282 + + t
1284 + + +
1295 + + +
1296 + + +
1326 + + +
1327 + + +
1427 + + +

Tot) positivas: 37739 36/39 3879

Om: omitina; Lis: lisina; Arg: arginina. Se detectaron solo 3 cepas incapacez de descarboxilar
1a lisina, 2 & 1a osnitina, y 38 lograron asimilar a 1a arginina.
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Tabla #6. ANTIGENOS SOMATICOS ENCONTRADOS EN LLAS CEPAS DE E.

coli ENSAYADAS.

Cepa Serogrupo Grupo patogeno
14 o:111 EPEC

37 0:55 EREC

70 0:25 ETEC

716 03

718 025 ETEC

1023 0:28 ETEC

1110 Ol ETEC

1200 07

Cepas rugosas: 786, 1031, 1034, 1077y 1 126.
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practicd la prucha de aglutinacién en tubo ya que presentaron una pared

celular rugosa.

No hubo aglutinacién de las cepas ensayadas con los antisueros del
grupo invasivo. Se detectaron los serogrupos: 0:3, 0:7, 0:11, 0:25, 055 y
0:111, algunos de ellos incluidos en los grupos de E. coli enteropatogena y
enterotoxigénica. Se obtuvieron ademés, dos serogrupos 0:3 y 0:7 que no
s6 encuentran nvolucrados en loy grupos patogénicos de E coli
reportados hasta ahora.

La capacidad de E. coli para invadir a las células HEp-2 se muestra en
latabla # 7, donde de las 39 cepas de E. coli examinndas para invasividad
seis de cllas fueron capaces de penetrar a las células HEp-2: 268, 715,
1110, 1214, 1257, y 1427. Ninguna de estds cepas invasivas fueron lisina
descarboxilasa negativa ¢ inmdviles.

La tabla # 8 muestra los resultados obtenidos en la captacién del rojo
Congo. De 39 cepas trabajadas solo se obtuvieron 9 cepas rojo Congo +,
las cuales mostraron colonias pigmentadas de color naranja y rojo.

Utilizando ratones CD! y cobayos adultos en la prueba de Sereny, no se
detectd ninguna cepa positiva, solo se observd la produceidn de secrecibn
¢ inflamacién de los parpados con ligero entrojecimiento de la conjuntiva

en los cobayos adultos, signos que
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Tubla #7. CEPAS DE Escherichia coli CON CAPACIDAD INVASIVA
EN CULTIVO CELULAR (HEp-2).

Niimero de Cepa:

268
715
1110
1214
1257
1427

53



Tabla # 8. CEPAS DE E. coli CAPTADORAS DEL
COLORANTE ROJO CONGO AL 0.01%.

Escherichia coli ROJO CONGO 0.01%

14
268
m
783
1010
1012
1077
1110
1267

NN T I S

Shigella flexneri 2a
E coliK-12 .

-+
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no son considerados Sereny +, yn que solo In produccidn de

queratoconjuntivitis se considera una priueba positiva

Empleando cobayos de | mes de edad se detectd a las 48 b, inflamacién
y queratinizacidn de la conjuntiva en los cobayos inoculados con la cepa
268. Alas 72 h, 1a cepa 1098 fue Sereny +. Ninguna otra cepa fue positiva.
Los ajos izquierdos de los animales se inocularon con PBS como testigo

negativo y en ningtin momento se detectaron reacciones cruzadas.

En la figura # 3 y #4 se muestra el perfil de plismidos de las cepas
positivas en la prueba de rojo Congo, invasividad en cultivo celular (HEp-
2), ylo Sereny, para detectar la presencia del pldsmido de 120-140 Mdal
responsable de la capacidad invasiva en E coli. Se observa claramente la
existencia de varias bandas plasmidiales con diferentes pesos moleculares
por debajo de 23 Kb.

En las cepas ensayadas no se observaron bandas de peso molecular
similar entre cllas que respondieran a un patrén comiin ya que presentaron

mdltiples bandas de diferentes pesos moleculares.

La tabla # 9 presenta 13/39 cepas que hemaglutinaron en presencia
/ausencia de manosa. La cepa 268 no hemaglutin bajo mnguna condicion
mientras que la cepa 1098 solo hemaglutind en presencia de manosa. No se
observd ningim patrén caracteristioo que denotara la influencia de la
hemaglutinina manosa-resistente involucrada en {a invasividad ya que cepas
rojo Congo + que fueron no invasivas en cultivo celular o las que dieron
Sereny + mostraron
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Fig 43 Perfil de plasmidos de cepas de Escherichia coli con caracteristicas

invasivas.

Eleetroforesis en agarosa al 0.7% a 80 volts. A 713 B. 268, D. 777, E. 14,
F. 1098, G, pDE9, H. pRR322.



Fig #4. Perfil de plasmidos de cepas de Eschertchia coli con caracteristicas

mnvasivas.

- 12Da

Electroforesis en agarosa al 0.7% a 80 volts. A, 1110, B. 1257, ¢ 783,
D.pDKY, E 268, F. 1098, G 1214, H. 1267, 1437, J. 1257 K 1012,
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la capacidad de hemaglutinar entrocitos humanos en presencia de manosa.
Ademés, la cepa 268 que fue invasiva en las pruebas anteriores y presentd
¢l plismido pINV no hemaglutind en presencia de manosa

La hemaghutinina manosa-resistente no mostrd ninguna relacion con la
capacidad invasiva en EIEC.
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TABLA #9. Hemaglutinaclén de 13/39 cepas de Escherickla coli en
presencia/ausencia de manos al 1%,

CEPA Hemaglutinacién Hemaglutinacion
sin manosa. coft manosa.

14 - -
268 - -
1s + +
m - .
783 - -
1012 . .
1077 - +
1098 - +
1110 + : .
1214 . -
1257 - -
1267 +

1427 - -
Total positivas: 313 4/13




VL DISCUSION.

En el estudio de las cepas de E. coli enteroinvasiva (EIEC) se realizaron
diferentes pruebas encaminadas a a evaluacion de la capacidad invasiva de
la bacteria, a la bisqueda de un marcador metabélico caracteristico para el
disefio de una prueba de diagnéstico répida y accesible (prueba serolbgica,
rojo Congo, hemaglutinacién), y se busct la presencia del plismido de 120~
140 MDa (pINV) responsable del proceso invasivo.

En las pruebas bioquimicas con carbohidratos, los resultados obtenidos
en la fermentacién de la ramnosa no fueron los esperados de acuerdo al
criterio de Silva y cols. (1980) ya que ellos encontraron que ias cepas de E.
coli con caracteristicas invasivas de su estudio no fermentaron dicho
carbohidrato mientras que el 97% de nuestras cepas (invasivas o no
invasivas) la fermentaron. Esta prueba por tanto, no fie una herramienta
titil en la deteccidn de invasividad en EIEC.

La fermentacion de 1a sacarosa, Ja rafinosa, el dulcitol y el sorbitol junto
con la descarboxilacién de Ia omitina recomendados por Silva y cols,,
Toledo y cols. y Crichton y cols, tampoco presentaron valor como
marcadores bioquimicos, ya que todas las cepas de E. coli ensayadas con
caracteristicas invasivas {Sereny+, invasividad en cultivo celular +,
presencia del pINV+) dieron resultedos muy variables que no se asaciaron

con la enteroinvasividad.
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Toledo y cols. (1980, y 1983), entre otros, destacaron a la lisina como el
marcador metabdlico en la deteccién de EIEC en base a su incapacidad de
fermentarla. 3/39 cepas de E. coli ensayadas fueron lisina descarboxilasa
nepativa, sin embargo, dstas tres cepas no fueron invasivas ni en Sereny mt
en cultivo celular. Mientras tanto cepas que fucron lisina positivas
presentaron propiedades invasivas: 6/39 en cultivo celular, 2/39 en Sereny y
9/39 captaron el rojo Congo, por lo que es probable que no exista
correlacion entre la descarboxilacion de 1a lisina y la enteroinvasividad en
EIEC en dichas cepas.

Dentro del esquema bioquimico propuesto por Crichton pars la
biotipificacion de E. coli®, de los seis biotipos encontrados: [, 2, 4,9, 10y
12, ninguno se relaciond exclusivamente con la invasividad, ya que tanto
las cepes invasivas como las no invasivas estuvieron dentro de ellas,
sdemdés las cepas captadoras del colorante rojo Congo se encontraron
dispersas en los biotipos 1, 9 y 10; las invasivas a las células HEp-2 en el
biotipo 2, y 9. Por otra parte, la cepa 268, que mostré propiedades
invasivas en todas las pruebas ensayadas y ademas exhibio ¢l pINV, fue la
Unica que se encontré dentro del biotipo 12. Las cepas no invasivas se

encontraron en los biotipos mencionados.

Estamos de acuerdo con los resultados reportados por Faundez y
cols.(16) en su estudio con cepas de E. coli invasivas de origen Chileno, ya
que las pruebas bioquimicas con carbohidratos y aminodeidos no son Utiles

on la identificacion de Escherichia coli enteroinvasiva.
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En la deteccién de EIEC por medio del antigeno somético de la pared
celular, no se obtuvieron serogrupos pertenecientes al grupo invasivo ya
que de las 39 cepas de E. coli examinadas, solo en seis de ellas se
identificaron los siguientes serogrupos: 0:3, 0:7, 0:11, 0:25, 0:55 y
O:111. De los cuales, los serogrupos O:11 y 0:25 pertenecen al grupo
enterotoxigénico, y los serogrupos 0:55 y 0O:111 al enteropatogeno().
Mientras que los serogrupos 0:3 y 0:7 no se encuentran reportados para E.
coli patdgena.

La cepa 1110 serotipo O:11 resultd invasiva en cultivo celular. Esta
cepa pertenece al grupo enterotoxigénico de E. coli aunque no es de los
serogrupos més frecuentes. Dentro de la patologia infecciosa por ETEC no
se tiene evidencia previa de la invasién a las células epiteliales pues el
mecanismo patolégico de dstos microorganismos es a través de la
produccién de toxinas que causan diarrea acuosa ademds de los factores
antigénicos (CFAs) que promueven su adhesién al epiteliold). Sin
embargo, no se pierde la posibilidad de que ETEC invada la mucosa
intestinal durante ¢l proceso infeccioso. Elsinghorst y cols. (1992),
comprobaron que ETEC tiene la capamdad de invadir a las lineas celulares
colénicas e ileocecales, pero no a las células Hela que frecuentemente se
utilizan para el estudio de patégenos invasivos. Seria interesante analizar la
posible produccién de toxinas LT y ST por parte de E. coli 1110 para
comprobar si ademés de poseer caracteristicas invasivas puede producir

estas toxinas cldsicas del grupo enterotoxigénico de E. coli.

Puede ser que las cepas invasivas de £ coli 268 y 1098 puedan

pertenecer & un nuevo serogrupo de E. coli enteroinvasiva no reportado
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atin, de la misma formn que Toledo y cols (1980) aislaron en Brasil una
cepa de E. coli invasiva que no aglutiné con ninglin suero contra fos grupos
patbgenos de E. coli, designandola £ coli Sao Paulo hasta la dilucidacién
de su antigeno O.

La invasividad y la captacién a rojo Congo en E. coli na estuvieron
relacionadas, pues las cepas 14, 777, 783, 1010, 1012, 1077 y 1267
captadoras de dicho colorante, es decir rojo congo +, fueron negativas a las
pruebas de invasividad realizadas, y las cepas 715, 1098, 1214, 1257 y
1427 con capacidad invasiva no fueron rojo Congo+. Estos resultados
concordaron con los encontrados por Albert y cols. (1989), que reportaron
la falta de correlacion entre la invasividad en EIEC y Shigella y la captacion
de rojo Congo, ya que todas las £ coli invasivas pueden ser rojo Congo+,
pero no todas las £ coli que unen el colorante del medio son

enteroinvasivas(d),

Knutton y cols. (1984), reportaron que la adherencia a la mucosa por £
coli enteroinvasiva es a través de una hemaglutimna manosa-resistents. La
cepa 268 que fue invasiva en todas las pruebas ensayadas, no mostro I
hemaglutinina manosa-resistente involucrada en la adherencia hacia el
enterocito, mientras que las cepas 1267 y 1077 que st la presentan no
fueron invasivas. Por lo que creemos que la hemaglutinina manosa
resistente, en la cepa 268 Sereny +, no fue necesaria para poder invadir el

epitelio celular.

La cepa 715 que presentd la hemaglutinina manosa-resistente no fue

invasiva de acuerdo con la técnica de Sereny sunque sf logré penetrar la
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monocapa en cultivo celular. Es posible que la hemaglutinina pudiera
contribuir solamente a la adherencia hacia Ja célula y asl facilitar la
penetracidn.

Si una bacteria es Sereny positiva es que tiene toda la maquinaria
gendtica necesaria para producir el proceso invesivo: penetracién primaria
a la célula, replicacidn, dispersion del microorganismo a las células vecinay
y la posterior diseminacién en el mismo. E! ensayo en cultivo celular dib
solamente una estimacién de log pasos inictales de la invasién pero no
involucra todo el proceso invasivo total. De las 39 cepas ensayadas solo se
encontraron seis cepas que penetraron la monocapa celular, pero de estas
seis solo una produjo queratoconjuntivitis, y ofra fue Sereny + pero no
invadi6 eficientemente a las células en cultivo, a diferencia de lo que
encontraron Day y cols. (1981), que reportaron total correlacién entre la
invasividad de EIEC y Shigella en cultive celular y la prucha de Sereny.

Al analizar el perfil de pldsmidos de las cepas invasivag encontramos
que solo las 2/39 cepas Sereny positivas presentaron el plasmido de 120
MDa al igual que otros investigadores(2?),

St la cepa 1098 tiene la informacién genética para invadir, e invade la
cdmea del cobayo | porqué entonces no invade la monocapa celular st es la
prueba que evaliia los pasos iniciales de la invasidn? Podrla ser que esta
cepa presentara una disminucion en su hidrofobicidad, ya que es rojo congo
negativa, que repercutivra en que no se adhiriera eficientemente o que no
fuera eficazmente internalizada por la célula huéspcd, por lo que

posiblemente requeriria un mayor tiempo de exposicidn con la céluls, ya
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que si comparamos el tiempo que tardd en producirse In
queratoconjuntivitis en la prueba de Sereny veriamos que se tardo dos dias
mas que la cepa 268 o el testigo positivo. Puede ser que esta cepa tenga
una pequefta mutacion en algin gen involucrado en la sintesis de la
proteina de 30 KDa que es codificada por ¢l gene vir F y por lo tanto este
alterado el control positivo de los genes ipa para la produccion de los
polipéptidos Ipa que haga la invasién mas lenta pero con igual eficacia que
la cepa E. coli 268 o la Shigella ensayada como testigo positivo. Tal vez si
s¢ prolongara el periodo de incubacién bacteria-célula por més tiempo
(arriba de dos horas) la bacteria lograria invadir la monocapa. O bien se
investigaran otros modelos experimentales para evalular que pudieran estar

involucrados diferentes receptores en los dos modelos utilizados(20).

Las cepas de E. coli 715, 1110, 1214, 1257 y 1427 que solo penetraron
a las células HEp-2, y fueron Sereny negativas, en su perfil plasmidico no
s¢ detectaron plasmidos de peso molecular alto, pero se observd la
presencia de varias bandas de peso molecular por debajo de las 30 Kb. Tal
vez el plasmido pINV relacionado a la invasividad pudiers haberse
degradado produciendo bandas de menor peso molecular, por lo que la
informacién gendtica para presentar el fenotipo invasive completo ya no se
produce. Es posible que alguna de esas bandas presentara intacta la
informacién genética necesaria para penetrar a las células HEp-2, pero no
para diseminarse. Falkow y cols. (1987), utilizando un solo un fragmento
de 25 Kb del plasmido de 120-140 MDa pudieron restaurar la habilidad de
una mutante de Shigella para entrar a lay célulay epiteliales. Sasakawa y
cols. (1986), usaron cepas de E. coli mutantes en el gene ics A (contenido
en ¢l plasmido de 120 MDa) que al ensayarlas en la prueba de Sereny
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fueron negativas pero lograron invadir a las células en cultivo (como en
nuestros resultados) con lo que demostraron que ésta mutacién no
promueve la diseminacién célula a célula, pero sf la colonizacién
intracelular (fenotipo Olm + exhibido).

Es posible que las 6 cepas invasivas en cultivo celular inicialmente
hayan albergado el plismido de 120 MDa, pero quizd con los pases de
cultivo sucesivos estos se hayan perdido asi como los genes indispensahles
para la colonizacién total del epitelio (Sereny +).

EPEC se ha considerado como un microorganismo no invasivo ya que
no causa queratoconjuntivitis en cobayo como EIEC, Shigella y Yersinia
(). Moon y cols. (1983) y Cantley y cols. (1991), reportaron que

Escherichia coli enteropatégena (EPEC) estd también asociada con la

penetracidn a la célula®¥), la desorganizacién del citoesqueleto y la pérdida
de los filamentos de actina principalmente en la zona citoplasmatica apical
del enterocito. Andrade y cols. (1989), reportaron que la infeccién por
EPEC en células HEp-2 difiere de la invasién por Shigella spp 6 BIEC, ya
que EPEC es Sereny negativo, ademds de que por microscopia optica
utilizando células HeLa infectadas con Shigella 6 EIEC se detectaron
bacterias diseminadas en el citoplasma despuds de la incubacién por 5-8 hy
las agrupaciones bacterianas no fueron detectadas en los estados tempranos
de la infeccion. En el modelo patogénico de EPEC se propone que primero
se lleva a cabo la adherencia a las células epiteliales por el pili BFP
(bundle-forming pili), después un locus del genédforo inicia la transcripeion
para llevar a cabo la fosforilacién de latirosing, la elevacion intracelular del

calcio produciédose esfacelamiento de la microvellosidad y secrecion de

66



fluido. A continuacidn, el gene eae codifica la intimina que produce lay
lesiones AE (attaching and effacing), las cuales estan asociadas con
alteraciones del citoesqueleto de los enterocitos afectados y la pérdida de la
microvellosidadD).  Es posible, las cepas de E coli ensayadas que solo
penetraron a las células HEp-2 pero que fueron Sereny negativas solo se
hubieran internalizado a la célula por un fendmeno de AE, y que
correspondieran al grupo de E. coli enteropatégena. Esto se podria
confirmar realizando estudios de adherencia ¢ inhibicidn de la adherencia
en cultive celular o usar sondas especificas(i8 31, ast como aumentar ¢l
nimero de antisueros ya que con los antisueros probados no se¢ pudo

detectar su serogrupo.
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VII. CONCLUSIONES.

No se obtuvieron biotipos caracteristicos de las copas tnvasivas de L.
coli enteroinvasiva (EIEC) ya que no signieron un patrén bioquimico
predecible. Ademis, los marcadores metabdlicos relacionados a la
enteroinvasividad en EIEC propuestos por diversos investigadores ¢n el
mundo no fueron de utilidad en la identificacion de las cepas invasivas de

E. coli ensayadas.

No se detectaron serotipos relacionados al grupo invasivo, solo se
identificaron por serotipificacién somatica seis cepas, en la que se
encuentran serogrupos de E. coli enteropatbgena y enterotoxigénica.

No se encontrd correlacion alguna entre la captacién del colorante rojo
Congo y la invasividad en EIEC, ya que cepas de E. coli invasivas 6 no

invasivas lo unen indistintamente.

No se detectd relacidn entre la invasividad en cultivo celular (nea HEp-
2) y la prueba de Sereny en cobayo.

La prueha de Sereny correlaciond con la presencia del plasmido de 120-
140 MDa. Las cepas que solo invadieron la monocapa celular presentaron
en su patron electroforético varias bandas de bajo peso molecular que

pudieran provenir originalmente del pldsmido de invasividad.
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La hemaglutinina manosa-resistente no mostrd relevancia en el proceso
de invasividad de EIEC, ya que si bien puede contribuir a la adherencia al
epitehio celular ey indispensable la presencin de otros factores para la

invasién a la mucosa.

Es necesario aumentar los estudios con EIEC ya que bioquimica y
seroldgicamente difieren de lus cepas de E. coli enteroinvasivas reportadas
en el mundo.
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