10524
Ve

@ﬂmréj UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
= DE MEXICO UoNAL M

£ TAD NN BTN

FACULTAD DE ESTUDIOS supsmones;;
CUAUTITLAN i

Clopert 1o de
** CARACTERIZACION DE GEPAB”DE
ESCHERICHIA COLI ENTEROINVASIVAS
AISLADAS EN LA CIUDAD DE MEXICO.
POR INVASIVIDAD EN CELULAS HEP-2
CAPTACION DEL COLORANTE ROJO
CONGO. PRUEBA DE SERENY. PATRON
DE HEMAGLUTINACION Y PERFIL DE
PLASMIDOS *°

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P R E 8 E N T A

ILIANA ALEJANDRA| CORTES ORTIZ

AS8HBSOR s
DRA. SILVIA GIONO CEHREZO
DR. GERARDO APARKIO OZORES
DRA. GILDA FLORES ROSALES

CUAUTITLAN IZCALL), E0O. BE MEXICO 2002

P‘



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



e FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
.\“—"‘-\.‘iﬁ:“ Sails 2 UNIDAD DE LA ADMINISTRACION ESCOLAR
d Z DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

ASUNTO: VOTOS APROBATORIOS

U. ™ oA
TACHRTAD DE EBTHONN
CUPRRIONES CUatrTre an

DR. JUAN ANTONIO MONTARAZ CRESPO
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE rADUWamnq'om
*nahey Protestongte
ATN: Q. Ma. de! Carmen Garcia Mijares

Jefe del Departamento de Examenes
Profesionales de la FES Cuautitlan

Con base en el art. 28 del Reglamento General de Examenes, nos permitimos comunicar a

usted que revisamos la TESIS:
Caracterizacidon de cepas de Escherichia co )i enteroinvasiva aisladas

yatron de hemaglutinacidn

del colorante rojo Congo, prucba_de Sereny,
y perfil de plasmidos.
que presenta _3 5 pasante: i R 3 > & i
con nimero de cuenta: _8318874-1 para obtener el titulo de :
Guigica =, Guti Didloaga

Considerando que dicho trabajo retune los requisitos necesarios para ser discutido en el
EXAMEN PROFESIONAL correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATEMTAMENTE

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautittan lzcalli, Méx. a_15 de 3,14 de __»nqo
-
Dra. Gilaa Flores Rosales puii—t—

PRESIDENTE

VOCAL ©.F S nndrca Recorril Osoaps.

Gerardo Cruz JdimEncw

SECRETARIO AV,

7 AN
PRIMER SUPLENTE d.enc Sandra Diaz Barrigo Arceg _“;,- g f
A A
4

Doercodoes 1B calando floreno

SEGUNDO SUPLENTE ayy



RECONOCIMIENTOS:

Si tuviera que agradecer a todas las personas que me apoyaron a la
conclusién del presente trabajo no alcanzarian ni siquiera todas las hojas de
esta tesis para reconocer su invaluable ayuda. Por lo tanto, a todos ustedes:

Gracias



El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en
el Laboratorio de Bacteriologia Médica de la Escuela
Nacional de Ciencias BiolGgicas del Instituto Politécnico
Nacional bajo la direccién de la Dra. Silvia Giono Cerezo

y el Dr. Gerardo Aparicio Ozores.



CONTENIDO
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE TABLAS
RESUMEN
L ASPECTOS GENERALES
1.0 ANTECEDENTES

2.0 PATOGENICIDAD POR Shigelia Y E. coli ENTEROINVASIVA
3.0 MARCADORES ASOCIADOS EN E coli ENTEROINVASIVA

3.1 Metabélicos
3.2 Antigeno Somiético
3.3 P de q en cobayo © prueba de Sereny

3.4 Invasién a ia linea celular HEp-2.

3.5 Captaciéa del colerante rojo Coago

3.6 Ptdsmido plav de Escherichia coli eater

3.7 Hi I

1L JUSTIFICACION

0L OBJETIVOS

IV. METODOLOG{A

1.0 CEPAS BACTERIANAS

2.0 BIOVARES ASOCIADOS A LA INVASIVIDAD EN E. coli
3.0 DPETECCION DEL ANTIGENO SOMATICO EN E. coll
4.0 INVASIVIDAD EN CULTIVO CELULAR: HEp-2

5.0 PRUEBA DE SERENY

6.0 CAPTACION DE ROJO CONGO

7.0 PERFIL DE PLASMIDOS

8.0 HEMAGLUTINACION




V. RESULTADOS
V1. DISCUSION

VII. CONCLUSIONES
VIlL. BIBLIOGRAFIA
IX. GLOSARIO



INDICE DE FIGURAS

FIGURA No. 1

FIGURA No. 2

FIGURA No. 3

Genes involucrados en la invasividad 11
por Escherichia coli 'y sus diferentes

niveles de regulacion.

Proceso de invasividad por Escherichia 14

coli enteroinvasiva en el epitelio intestinal.

Perfil de plasmidos de cepas de 47
Escherichia coli con caracteristicas

invasivas.



INDICE DE TABLAS.

Tabla No. 1

Tabla No. 2

Tabla No. 3

Tabla No. 4

Tabla No. 5

Tabla No. 6

Biovares de las 39 cepas de E. coli.

Descarboxilacién de amino#cidos de acuerdo
a Edwards y Ewing para las 39 cepas de E. coli.

Antigenos somaticos encontrados en las cepas de
E. coli.
Cepas de E. coli captadoras del colorante rojo Congo

al 0.01%.

Hemaglutinacion de 14/39 cepas de E. coli en
presencia o ausencia de manosa al 1%.

Resultados condensados de las prucbas de invasividad
realizadas en las E. coli con caracteristicas invasivas.

41

42

45

49

50



RESUMEN

Escherichia coli enteroimvasiva (EIEC)
produce un sindrome disentérico similar sl de Shigella caracterizado por

ev com y samgre. Para caracterizar este grupo de E. coli en
istadas em Méxi se probaron 39 cepas de E. coli imvasivas por

0

ensayos previos. Se realizaron pruebas bioquimicas, serologia, invasividad em
céluias HEp.2, prueba de Sereny, captacién del rojo congo, perfil de
plésmidos y h gluti i6n. De Ias 39 cepas emsayadas, 6 penctraron a las

células en cultivo, 9 captaron el colorante rojo Coago y solo 2 cepas fucron

Seremy positivas, estas ultimas coincidieron comn Ia pr ia del plésmid
plav. Ademsds, fueronm lisine positiva y méviles al igual que las cuatro cepas
que invadieron el cultivo celular. La hemaglutinins manosa-resistente no se
encontré involucrada em el mecamnismo de patogemicidad de EIEC.
Seroldgicamente mo fuerom recomocidas por los autisueros atribuidos al
grupo ilv-slvo.. Es probable que se trate de um nuevo grupo de EIEC mo
descrito a Ias cepas EIEC reportadas hasta ahora.



1. ASPECTOS GENERALES.
1.0 ANTECEDENTES

Escherichia coli puede ser ¢l agente causal de infecciones urémicas,
neonatales y gastroentéricas. Se han encontrado seis tipos de E. coli patogénica:
enterotoxigénico (ETEC), enterohemorragico (EHEC), enteroinvasivo (ELEC),
enteropatogénico clasico (EPEC), y el enteroagregativo (EAggEC) (Levine,
1987). E. coli adherente difusa (DAEC) también se ha propuesto como patégena.
En humanos, este grupo se ha asociado con diarrea, disenteria, colitis
hemorragica y sindrome urémico hemolitico (Miliotis, 1989). Aunque se han
propuesto otras dos categorias adicionales: E. coli separadora celular, del inglés
cell-detaching E. coli (CDEC), y E. coli productora de toxina citolitica, del inglés
cytolethal distending toxin-producing E. coli (CLDTEC), en base a la presencia
de genes plasmidicos y gendmicos diferentes que estan ausentes en la mayoria de
las cepas comensales, ademas del efecto que producen en células epiteliales y en

monocapas cn cultivo celular (Okeke, 2000).

EIEC produce un sindrome disentérico similar al causado por Shigella,
caracterizado por dolor abdominal severo y diarrea con moco y sangre. Aunque
los signos clinicos de esta enfermedad varian en cada paciente se le atribuye
fiebre, cefalea, mialgia y diarrea, hasta disenteria y en casos severos, hipotensiéon

(Maurelli, 1992).

En los brotes por EIEC, el 90% de los pacientes presentan diarrea acuosa sin

sangre. Este signo dificulta la explicacion de la simple invasié lular dando la

hipétesis de que Shigella y EIEC pueden producir una 6 mas enterotoxinas que



producen diarrea secretora. La actividad enterotéxica no se ha asociado con dafio
celular (Nataro, 1995). Fasano (1995), describié la enterotoxina de Shigella Sh
ET1, y Nataro (1995), la caracterizé mediante ¢l uso de sondas encontrando que
todos los miembros de Shigella tienen el gen de la enterotoxina localizado en

plasmido de invasividad.

La toxina Shiga es una citotoxina producida en altas concentraciones por
Shigella dysenteriae tipo 1 y no parece estar involucrada en la muerte de las
células infectadas, ya que segun los estudios hechos con mutantes incapaces de
producir la toxina climinan a las células infectadas con igual eficacia que las
cepas productoras de ella (Donohue-Rolfe, 1991). Lo que se ha observado con la
secrecion de la toxina Shiga es una marcada alteracién de los capilares en la
mucosa del intestino grueso, es responsable de la colitis isquémica y hemorragica
observada durante la infeccién con S. flexneri (Donohue-Rolfe, 1991). Ademais se
han reportado dos toxinas adicionales: la enterotoxina 1 (ShET-1) y la
enterotoxina 2 (ShET-2). La primera esti codificada en genes genémicos y la
segunda por el plasmido de invasividad (Vargas, 1999).

Nataro y Kaper (1998) reportaron que existe una nueva proteina llamada Sen
con 63 KDa de peso, codificada por el plaismido pInv y cuando se induce una
mutacién en esa region se disminuye la actividad enterotoxica. Sin embargo, la
participacion de las enterotoxinas no esta probada, pero su presencia puede
explicar la diarrea acuosa atribuida a EIEC.



2.0 PATOGENICIDAD POR Shigella Y E. coll
ENTEROINVASIVA.

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 actaan en EIEC de manera similar
que en Shigella (Pil, 1989), ya que por sus miltiples similitudes feno-genotipicas

es muy probable que ambas presenten la misma regulacién genética (Sansonetti,

1983).

La informacion genética en Shigella que codifica a todos los factores
involucrados en el proceso de invasividad se encuentra localizada en el gendforo
bacteriano y en un plasmido de 120 MDa en Shigella sonnei y de 140 MDa en
otros serotipos de Shigella y en EIEC (Nataro, 1998).

La regulacién genomica estd mediada por una isla de patogenicidad
denominada SH-2 (Ochmann, 2000), en donde participan los genes vir Ry kcp A.
El gene virR ejerce control negativo dependiente de la temperatura hacia los
genes de invasién plasmidicos, ya que cuando se cultiva a 30 °C es no invasivay a
37°C si lo es (Kopecko, 1985). Se ha demostrado que la regién vir de Shigella cs
idéntica a EIEC (Muhldorfer y Hacker, 1994).

El gene kcp A es necesario para la produccién de queratoconjuntivitis en
cobayos, aparentemente prc ve la regulacion positiva de la expresion del gene
ics A (vir G) (Yamada, 1989).




El gene vir F, que se encuentra en el plismido de virulencia, codifica para la
sintesis de una proteina de 30 KDa que regula positivamente la expresion de los
genes ipa en el nivel trascripcional. Esta proteina, a nivel citoplasmatico, también
tiene control positivo sobre la expresiéon de una proteina de membrana externa de
120 KDa codificada por los genes del mismo plasmido (gen ics A, region virG)
relacionada con el movimiento de la bacteria dentro de la célula infectada
(Vasselon, 1992). vir F no puede activar la transcripcion de vir B cuando el
plasmido pINV esta integrado en el genéforo produciendo un fenotipo no
invasivo (Colonna, 1995).

Los genes ipa, mxi y spa (Nataro, 1998) codifican la produccién y secrecion
de los polipéptidos Ipa. Estos péptidos son referidos como IpaA (78KDa), IpaB
(62 KDa), IpaC (43 KDa), e IpaD (38 KDa) que estin involucrados en el proceso
de entrada a la célula ya que son liberadas durante la internalizacién a las células
epiteliales y son considerados como “"invasinas" (Lebrec, 1984), y pueden ser
responsables de la muerte de la célula infectada mediante apoptosis (Islam, 1996),
aunque se ha considerado que solo Ipa B induce apoptosis (Finlay y Cossart,
1997) ademas dé participar en la internalizacién bacteriana y lisis de la membrana
fagosomal (Marquart, 1996). Ipa D ¢ Ipa C sc han logrado purificar y s¢ ha
observado que Ipa D no tiene actividad mientras que Ipa C se une
especificamente a las células epiteliales e induce un numero de respuestas

celulares.

El gene vir B, se encuentra en ¢l plismido de invasion, codifica para una
proteina de 33 KDa que regula, a nivel transcripcional, la expresion de los
antigenos de invasion Ipa A, B, C, D. Este gene se controla positivamente, a su



vez, por el gen vir F y su transcripcion es dependiente de temperatura de
manera semejante a la descrita para vir F (Sansonetti, 1991).

La region vir G (ics A) se localiza en el plasmido de virulencia dentro
de una regién de 4 Kb que codifica una proteina de 130 KDa que es
regulada a su vez por una proteina de 30 KDa codificada por el gene vir F,
y se requicre para la diseminacién de la bacteria de una célula a otra
(Kadurgamuwa, 1991). Omp T, es una proteasa de superficie que actia
como supresor en la expresion de vir G (Ochman, 2000). El locus ics B
esta en el plasmido de 120-140 MDa y es responsable de la diseminaciéon
intercelular por la lisis de la membrana celular en la protrusiéon que se

forma cuando la bacteria esta diseminandose (Kadurgamuwa, 1991).

La figura No 1 presenta un esquema que muestra los genes involucrados
en invasividad y sus diferentes niveles de regulacién (Maurelli y

Sansonetti, 1988).

Se ha detectado un nuevo gene relacionado a la virulencia: vir A. Fue
identificado corriente arriba del gene vir G en el plasmido de 120 MDa. Se
ha visto que mutantes de dicho gen decrementa 50 veces su capacidad
invasiva en cultivo celular, ademas de que también se disminuye su

capacidad de diseminacion intracelular (Uchiya, 1995).
Invasividad.

En el epitelio celular de 1a mucosa coldnica, la bacteria entra en contacto

con distintos tipos celulares, incluyendo macréfagos y células

(o



rmosoms oo TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

FIGURA No 1. GENES INVOLUCRADOS EN LA INVASIVIDAD DE
Escherichia coli Y SUS DIFERENTES NIVELES DE REGULACION
(Maurelli y Sansonetti, 1988).




intestinales. Esta bacteria es capaz de invadir a estos tipos celulares produciendo
diferentes tipos de infeccién (Mantis, 1996). Estudios in vivo revelaron que el
mejor sitio de entrada es a través de las células M de las placas de Peyer para
ilegar a la superficie basolateral del enterocito (F 1997). Inicial se

adhiere a través de las proteinas de membrana externa (OMP) codificadas por el
plasmido de 120-140 MDa. Histolégicamente, se observa la primera alteracion:
una degeneracion localizada del "borde de cepillo® de la célula epitelial intestinal

1
do la brana

(Lebrec, 1964). Después que el microorganismo ha
celular epitelial, el gen vir F que codifica para la sintesis de una proteina de 30
KDa regula positivamente la expresion de los genes ipa dando lugar a los
polipeptidos Ipa A, B, C y D penetrar asi la membrana celular del enterocito
(Vasselon, 1992). En el citoplasma celular, se observa que se empieza a
polimerizar la actina junto con la acumulacién de la miosina directamente en el

sl i

sitio por donde va a penetrar la bacteria. La célula se enc a 51

activa y por ello va a fagocitar al microorganismo quedando éste atrapado dentro
de una vacuola fagocitica. No se sabe con exactitud si la bacteria escapa
rapidamente del fagosoma a través de exoenzimas hidroliticas como fosfolipasas,
lipasas o/y lecitinasas (Lopez, 1988), ¢ por medio de un estallido respiratorio
involucrando el incremento en la acidez de la vacuola por liberacién de radicales
de oxigeno (Falkow, 1987), 6 por la accién de Ipa B (Marcuat, 1996; Finlay y
Cossart, 1997), 6 por la actividad hemolitica por contacto mediada por el
plasmido pINV, ya que estudios hechos con mutantes incapaces de realizar el
proceso de cntrada a la célula tampoco presentan actividad hemolitica por
contacto (Sansonetti, 1991). La bacteria induce la lisis de la 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

12



Caco-2 (Vasselon, 1992). La figura No 2 pr un | de lo descrito
(Maurelli y Sansonetti, 1988).

Cuando el microorgani se a libre en el citoplasma, el gen ics A
codifica a una protef de brana externa de 120 KDa que permite a la
bacteria moverse dentro de la célula, y reinfe a las células veci Asi, exhibe

dos movimientos: el primero se ha designado fenotipo Ics (diseminacién intra e
intercelular) caracterizado en células Hela. Este es rdpido y orientado, y
conjuntamente con la multiplicacién bacteriana en el interior de la célula, el
microorganismo es capaz de atravesar el citoplasma de 4 a S h. Este movimiento,
da lugar a la formacion de protrusiones que se dan para infectar a las células
élula y la
formacién de pequefios filamentos de actina, cerca de la superficie bacteriana.
Estos filamentos forman un saco polarizado en la superficie de 1a bacteria que
promueve su locomocién por un proceso todavia no bien explicado (Vasselon,
1992). Golberg y Theriot (1995), demostraron que unicamente la proteina Ics A
€s necesaria para permitir el movimiento en el interior del citoplasma.

Las mutantes icsA (virG) que pierden la capacidad de polimerizar la actina,
pueden adhcrirse, entrar a la célula y lisar a l]a membrana fagosomal formando
microcolonias cerca del nucleo de la célula infectada, pero son incapaces de

producir placas en células Hela con crecimiento confluente y no dan la prueba de

ion en la

adyacentes. Se observan asi multiples focos de

Sereny positiva (Sansonetti, 1991).
El fenotipo Olm (organelle like movement), se ha caracterizado en fibroblastos
de embrién de pollo. La bacteria durante la colonizacion de la célula infectada se

desliza a 1o largo del "haz de actina” moviéndose suave y idi i ] a
través de éstos fil »s. Esto bién se ha observado en células Hel a, lo que

13
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FIGURA No 2. PROCESO DE INVASIVIDAD POR Escherichia coli
ENTEROINVASIVA EN EL EPITELIO INTESTINAL. A Célula intacta. B
Penetracién. C Internalizacion. D Diseminaciéon. E Muerte celular. (Maurelli y
Sansonetti, 1988).
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explica la acumulacion de las bacterias mutantes ics A cerca del nicleo celular
(Vasselon, 1992).

Utilizando la linea celular Caco-2 proveniente de un carci de colon
humano, se observa que la infeccion inicial se produce en las células periféricas y
Ia colonizacion de las células centrales se da por el movimi intracelular o por
la diseminacion de célula a célula en la monocapa epitelial. La p ia de un
antibiético en el medio de cultivo previene la infeccién por b ias
extracelulares, por lo tanto, ¢l proceso de invasion es lusi intra e
inter (4% lon, 1992). Las mutantes ics A, solo entran y se diseminan en

las células adyacentes de las "isletas” pero no infectan a las que se encuentran
centralmente. Esto sugiere, que la expresion del fenotipo Ics es necesaria para que

se efi a la colonizacién completa del epitelio celular. Por lo tanto en este
modelo se d 6 que éste fi ipo cra io para observar ¢l pasaje de una
élula a otra, mi as que el fenotipo Olm fue responsable de la colonizacién

intracelular (Kadurgamuwa, 1991).

La capacidad de la b ia de diseminarse intracelularmente e infectar a las

células adyaccnt&s se refleja en la formacion de placas en cultivo celular, donde el
microorganismo invasivo que pasa de una célula a otra causa efecto citopédtico

inmediato (Pil, 1989).

1s



3.0 MARCADORES ASOCIADOS EN  Escherichia coli
ENTEROINVASIVA.

3.1 METABOLICOS

Se han desarrollado numerosos estudios en la busqueda de un marcador
metabdlico que esté relacionado con la invasividad en E. coli, pues se ha
observado que el plismido de 120-140 MDa pudiera acarrear algin gen
metabdlico que codifique para la sintesis de alguna (s) proteina (s) especial (es)
que pudieran determinarse mediante la fermentacion de algan carbohidrato 6 por

la utilizacion de un aminodcido; légicamente ésto podria utilizarse como un
recurso Gtil para la identificaciéon de los microorganismos invasivos ya que podria
orientar rapida y eficazmente la presencia de una cepa invasiva de E. coli a partir
de una colonia obtenida de un coprocultivo evitando el uso de animales de

t 4

PO -
mas esp

laboratorio 6 de

En Brasil, Toledo (1983), observé que habia una corrclacién muy estrecha
entre las caracteristicas bioquimicas y serolégicas de E. coli con las cepas Sereny
positivas, d do que do la descarboxilacion de la lisina era negativa y
las cepas eran inmoéviles se trataba de una cepa invasiva de E. coli.

Silva (1980), esta de acuerdo con Toledo (1983), en que hay cierta relacién
fenotipica cntre la lisina negativa y la movilidad negativa con la invasividad en E.
coli, y proponen ademis, la utilizacion de la L-ramnosa como un posible
marcador taboli de virulencia, ya que encontraron quec las cepas de
Escherichia coli invasiva de su estudio carecen de la enzima necesaria para la
incorporacién metabolica del carbohidrato.

16



Toledo (1980) propone la fermentacion de la lactosa como prueba adicional
para la identificacién de EIEC.

En Tailandia, Taylor (1986), examiné varias cepas de E. coli lactosa positiva y
negativa provenientes de nifios con disenteria a los que se les evalué movilidad,
indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer, citrato de Simmons, descarboxilacién de
la lisina y mucato. Las cepas que fueron incapaces de descarboxilar la lisina
presentaron el plasmido de 120-140 MDa y fermentaron la lactosa. En contraste,
los resultados encontrados en Japon y Brasil sefialan que la mayoria de las EIEC

fermentan débilmente 6 no a la lactosa.

Faundez (1988), analizé la fermentacién de carbohidratos, la resistencia a
antibidticos y el perfil de plasmidos de unas cepas de origen chileno,
encontrando, a diferencia de los demas investigadores, gran variabilidad entre
ellas, solo las E. coli O:143 presentaron biotipos y resistotipos similares con alta
correlacion con el perfil de plasmidos. Ellos mencionan que las pruebas con

carbohidratos y aminodcidos no son utiles en la clasificacion de EIEC.

3.2 ANTIGENO SOMATICO.

La tipificacién seroldgica del antigeno somitico de la pared celular en el
estudio de EIEC sc han encontrado 12 scrogrupos: O:28ac, 0:29, O:112ac,
0O:115, 0:124, 0:135, 0:136, 0:143, O:144, 0:152, y O:164 (Cheasty y Rowe,
1983).

17



Toledo (1979), propuso el grupo O:29, como el tipo serolégico de una bacteria
inmévil, Sereny positiva e incapaz de descarboxilar a la lisina. Esta cepa se aislé
en Sao Paulo, Brasil, de un nifio de tres aftos con diarrea semiliquida y con cuenta

de leucocitos elevada.

Toledo (1980), encontré un nuevo serogrupo de E. coli enteroinvasiva aislada
de nifios con diarrea y vomito, heces semiliquidas y con gran cantidad de moco.
Los aislados bacterianos correspondieron a E. coli, que fueron inaglutinables con
los antisueros OK preparados contra los grupos de E. coli invasivos descritos
hasta ahora. Estas cepas fueron Sereny positivas, inmoviles, lactosa positivas y
con incapacidad de descarboxilar a la lisina. Ademas, su antigeno somatico cruzd
con S. boydii 3. Propusieron la designacioén de E. coli Sao Paulo hasta que su

antigeno somatico sea determinado.

En Chile, Faundez (1988), encontré6 que las cepas de EIEC aisladas de su
poblacién concordaban con los patrones caracteristicos propuestos para las cepas
invasivas de E. coli, a excepcién de una cepa que fue capaz de descarboxilar a la
lisina con antigeno somatico O:28ac¢, junto con dos cepas moviles pertenecientes

al grupo O:28ac y O:124.

Cheasty y Rowe (1983), observaron que hay reaccioén antigénica cruzada entre
los antigenos O de E. coli enteroinvasiva con los antigenos O de Shigella, y la
identificacion scrolégica para ¢stos microorganismos no cs Gtil para detectar a
todas las EIEC.



La identificacion de EIEC de Shigella spp desde un punto de vista clinico no
es distingible, ya que ambos organismos producen una enfermedad con cuadro
clinico similar, pero desde el punto de vista cpidemioldgico es escencial.

3.3 PRODUCCION DE QUERATOCONJUNTIVITIS EN COBAYO O
PRUEBA DE SERENY.

La prueba de Screny se considera como la prucba mas completa para el
andlisis de la invasividad, pues es indispensable que la bacteria posea todos los
genes completos del genéforo bacteriano y del plismido de 120-140 MDa, por lo
tanto, si se prod taci en estos genes ¢s posible inactivar la reaccion de
Sereny (Okamura,1983).

Yamada (1989), estudié una proteina de 12 KDa producida por el gene &cp A
involucrada en la virulencia durante la disecminaciéon de las bacterias a las células
adyacentes, ya que las mutantes kcp A- solo se multiplicaron y diseminaron
‘dentro del citoplasma de las células que invadieron pero no lograron infectar a las
células adyacentcs y no se desarrollé la queratoconjuntivitis in vivo. Las mutantes
kcp A(-) permanccieron localizadas dentro del citoplasma de la célula hospedera

debido a su incapacidad de par de las las fagociticas.
Yamagata (1986), propuso ¢l uso de en itucién de cobayos para la
prucba de Sereny, particularmente do el ni de a examinar es

muy grande, ademas observaron que habia una buena correlacién con los
resultados obtenidos en cobayos y ratones.
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3.4 TNVASION A LA LINEA CELULAR HEp-2.

El primer paso en la patogé is de la di ia bacilar es la penetraciéon en
las células epiteliales por el patdgeno ya que las cepas bacterianas que han
perdido ésta capacidad son avirulentas (Lebrec, 1964). El modelo experimental
clasico para el andlisis de la invasividad en Shigella y E. coli enteroinvasiva es la

prueba de Sereny, este examen Yy la invasividad en cultivo celular se consideran

di para dir el mi fenéd ; el primero solo

dos modelos indep
evalua la capacidad de la b: ia para penetrar a la célula y ¢l segundo, mide la
penetracién y la multiplicacion del microorganismo con la subsecuente
reinfeccién a las células vecinas (Okamura y Nakaya, 1977).

La invasividad de E. coli en células HeLa se describié por Melhman (1977),
mencionando que las células hospederas deberdn internalizar por lo menos cinco
bacterias (Lawson, 1985; Small, 1987). Estos valores se b en el Alisi
microscopico cuidadoso que permite decidir si una b ia es invasiva o no, pero
existe el riesgo de confundir la invasividad con la adherencia que pueda exhibir el
microorganismo y que ésta pudiera ser considerada como una prueba positiva.

Donenberg (1989), disefié un método para cvaluar invasividad en células
HEp-2 agregando ampicilina y gentamicina al medio de cultivo después del
periodo de i bacién de la b ia con la célula, con el fin de eliminar a todas

los microorganismos que no fueron cap dep ar la p lular. Asi
se elimi ia Iquier b ia que se haya adherido a la célula. Se rompen las
células con tritén x 100 al 1% al final de la prucba, liberando asi a las bacterias
intracelulares. El criterio invasivo es cuantitativo ya que Ilas bacterias




intracelulares se cuantifican por viables hechas por el método de Miles y
Mishra en forma comparativa con testigos negativos y positivos.

Vesikari (1982), propuso en un trabajo con Yersinia enterocolitica, centrifugar

la monocapa celular infectada a 1000 rpm por 10 min para acortar el tiempo de
la adhe ia, toxicidad e invasividad. Este método fue

infeccion,
probado, por los mismos autores con E. coli invasiva, comparando con los
métodos tradicionales de invasion. Encontré que el porcentaje de infectividad en
los métodos tradicionales fue del 0.5 al 5%, y usando la técnica con
centrifugacién se incrementé mas del 42%. La multiplicaciéon que se detecté en
las células con dos horas de incubacion fue la misma que la abservada 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
método se considerd seguro ya que no interfirié con los resultados en la prueba de

invasividad (Vesikari, 1982).
4.5 CAPTACION DEL COLORANTE ROJO CONGO.

Sasakawa (1986), utilizé 1a prucba dec la captacion del colorantc rojo Congo
como un marcador de hidrofobicidad y observé que habia relacion con la
captacion del hierro del medio, ya que se ha encontrado que las cepas virulentas
son mas hidréfobas que las avirulentas. Asi, las cepas virulentas que unen el
colorante desde un medio sélido, van a producir colonias pigmentadas de color
rojo (Crb+) y las avirulentas de color blanco (Crb-). Ademiis, las cepas cap de
dar la prueba de rojo Congo presentan un at to en la capacidad de E. coli,
Salmonella y S. flexneri de adherirse a las célul i inales en animal
experimentales (Quadri, 1988).
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La captacion del rojo Congo se ha asociado también con la adquisicién del
hierro ya que el rojo Congo se une al hierro del medio. Shigella y E. coli
enteroinvasiva lo necesitan para realizar sus funciones metabélicas y lo obtienen
del hospedero por la produccién de sistemas quelantes de "alta afinidad” a los
que se les denomina sideréforos (Otto, 1992).

Tigyl (1992), encontré una mutante de S. flexneri incap de si izar
aerobactina (Iuc-) pero con caracteristicas virulentas en embrién de pollo, en ojo
de cobayo y con la capacidad de invadir células HeLa. Esta mutante no capté el
hierro ligado a lactoferrina o transferrina, pero utilizé6 a la hemina como fuente
anica de hierro. Esto sugiere que los compuestos hemo pueden servir como fuente

de hierro para la bacteria in vivo.

Quadri (1988), propone ¢l uso del agar rojo Congo en sustitucion de la prueba
de Sereny para la deteccion de cepas virulentas por ser de ficil manejo en el
laboratorio.

Maurelly (1984), y Sakai (1986), reportaron que los genes necesarios para la
captacién del colorante rojo Congo se encuentran en el plasmido pInv en Shigella
y E. coli enteroinvasiva. Pérdidas o deleciones en este plasmido resultan en la
produccién de cepas avirulentas con fenotipos Crb-. Ademas, encontraron que la
expresion de la captacién del rojo Congo, al igual que la virulencia, estan
termorrcguladas en S. flexneri y que la unién del colorante solo se presenta

cuando el organismo crece a 37 “C.

La infectividad de EIEC crb+ en células HeLa aumenta cuando se agrega
hemina. Asli, in vivo, las bacterias podrian utilizar las moléculas del grupo hemo 6



similares que se encuentran pr en los ati 3 digeridos parcialmente en
el lumen intestinal. El plejo b ia-h » podria unirse a un receptor celular

intestinal resp ble de la ptacion del grupo hemo para asf incrementar la
interaccidén con las células del huésped (Daskaleros y Payne, 1987).

A diferencia de los reportes anteriores, Albert y Leach (1989), encontraron que
no habia correlacion entre la captacion de rojo Congo e invasividad en EILEC.
Probaron 292 muestras de origen clinico y aislaron 21 cepas de E. coli rojo
Congo positivas. Bioquimicamente éstas fueron lisina descarboxilasa positiva,
lactosa positiva y la mayoria fueron méviles. Y ninguna hibridé con una sonda
que emplea un iniciador (primer) obtenido a partir del gene pINV (Wood, 1986).

Finalmente concluyen que la unién a rojo Congo no denota enteroinvasividad.

Spears (1992), encontré baja correlacion entre la captacion del rojo Congo y el
ensayo de letalidad en embrién de pollo y concluye también en que no es una
buena prueba para medir virulencia.

3.6 PLASMIDO pInv DE Escherichia coli ENTEROINVASIVA.

La aseveracion de que el plasmido pInv estd asociado con el fenotipo virulento

en E. coli enteroinvasiva estd basado en las siguientes observaciones:

1. El plasmido pInv estd invariabl te pr te en cep virulentas de
Shigella y E. coli enteroinvasiva (Harris, 1982).




2. La pérdida de éste plasmido estid acompafiada de la conversién a avirulencia
(Falkow, 1987).

3. La virulencia se reconstituye al readquirir las cepas el plasmido de alto peso
molecular (pInv) a partir de especies homélogas mediante ensayos de
conjugacion (Maurrelli, 1985).

La asociacion entre ¢l pInv y la enteroinvasividad en E. coli fue reportada por
Harris (1982). Encontraron que la técnica de Birmnboin y Doly es la unica
técnica que permite evidenciar el plasmido de 230 Kb o 140 MDa.

La extraccién alcalina por el método de Birmnmboin y Doly se basa en la
desnaturalizacion del DNA gendmico a pH 12.0-12.5 sin dafiar al DNA
plasmidico (ccc). Las bacterias se tratan con lisozima para romper la pared
celular, y se lisan completamente con SDS y NaOH. El DNA genémico se
desnaturaliza selectivamente y se precipita con acetato de sodio a pH acido.
Simultdaneamente, la concentracion del acetato de sodio favorece la precipitacion
de complejos proteina-SDS y RNA de alto peso molecular. En este paso, las tres
macromoléculas mas contaminantes son coprecipitadas y pueden ser removidas
por centrifugacion. Los plasmidos y residuos de RNA de bajo peso molecular se
recuperan del sobrenadante por precipitacion con etanol, y se analizan por

electroforesis en geles de agarosa.

Maurelli (198S5), reportd que la técnica rapida de extraccién de plasmidos
propuesta por Kado y Liu (1981), puede utilizarse para la deteccién del pliasmido
pINV, y que el plasmido de 230 Kb esta intimamente ligado a la produccion de
queratoconjuntivitis en cobayos (Prueba de Sereny).
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Deleciones en el plasmido de 230 Kb se¢ asocian con la pérdida de la
capacidad para penetrar a las células HeLa (Maurrelli, 1985). A través de
mutagénesis dirigida usando inserciones con TnS, se identificaron tres fragmentos
EcoR1 diferentes del pWR100 (plasmido invasivo) los cuales codifican para las
funciones necesarias en la invasion de células HeLa. Estos fragmentos EcoR1 no
son contiguos. El mapeo con enzimas de restriccion demostré una secuencia
comun 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 £coR1 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 prucba de Sereny y fallan en la formaciéon de placas
liticas en cultivo celular, posiblemente porque no se clondé toda la secuencia

necesaria para la expresion compieta del fenotipo invasivo, o porque los genes

..

virulentos clonados no fueron expresados por los plasmidos recc

(Small, 1988).
3.7 HEMAGLUTININA MANOSA-RESISTENTE.

Nandadasa (1981), detecté la presencia de una hemaglutinina 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 aminodcidos
hidrofébicos.



Knutton (1984), encontré que las cepas mutantes de EIEC que presentaban la
incapacidad de sintetizar hemaglutinina manosa-resistente perdian la propiedad
de adherirse a la monocapa celular. Mediante microscopia electréonica observaron
que la forma en que se adhieren las bacterias invasivas a eritrocitos humanos es la
misma que se observa hacia las células en cultivo extrapoldndose a las células
epiteliales intestinales. La participacion de la fimbria tipo 1 parece ser que no
promueve la adherencia de EIEC 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.



1I. JUSTIFICACION

En Meéxico se han realizado muy pocos trabajos con respecto a la
caracterizacion bioquimica, serolégica y molecular de cepas de E. coli
enteroinvasiva (EIEC) 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 laboratorio para determinar EIEC dan
resultados variables y debemos justificar si la relacion entre el rojo Congo y el
ensayo de invasividad en cultivo celular correlacionan con la presencia del
plasmido de 120-140 MDa descrito por otros autores en cepas de referencia . Es

tndisg
F

el conocimiento de este microorganismo para poder implementar

estudios encaminados a la profilaxis y erradicacion de la enfermedad causada por
EIEC.
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I1I1. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Estudiar cepas de Escherichia coli enteroinvasiva aisladas en México.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Establecer los biotipos o biovares caracteristicos de las 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 por pruebas

de Sereny y cultivo de células HEp-2.

Determinar la captacién de hierro de las cepas sospechosas mediante la prueba

de rojo Congo.

Obtener el perfil de los plasmidos de las cepas de Escherichia coli
enteroinvasiva, y demostrar la presencia del plasmido de 120-1490 MDa que
codifica para la invasividad en EIEC.

Buscar si hay relacion entre la pr iade ta h glutinina manosa-resistente

y el aislamiento de las cepas de Escherichia coli emeroinvasiva,



TV. MATERIAL Y METODOS.

1.0 CEPAS BACTERIANAS.

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

Biolégicas-1PN.

Se incluy6 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, hemaglutinacién y Sereny. La cepa de referencia E. coli 25292 para
cnsayos de susceptibilidad a los antibidticos. Para el perfil de plasmidos s¢
utiliz6 la cepa de Shigella pDK9 albergadora de plasmidos de peso molecular alto
y la cepa de E. coli pBR322.

Las cepas se conservaron en medio base de agar sangre (BAB) y se
liofilizaron. S¢ probé pureza subcultivando cn gelosa cosina-azul de metileno, y

se seleccionaron cepas lisas con la prueba de vapor fluente (Lambden,1973).



2.0 BIOVARES ASOCIADOS A LA INVASIVIDAD EN
Escherichia coli.

La busqueda de los marcadores metabdlicos relacionados a la invasividad en
EIEC se realizé con las siguientes prucbas:
a. Fermentacion de carbohidratos: ramnosa, melobiosa, sacarosa, rafinosa,
dulicitol y sorbitol.
b. Descarboxilaciéon de aminoacidos: ornitina, lisina y arginina

c. Prueba de movilidad en tubo.

Las cepas bacterianas se cultivaron en caldo soya tripticaseina (TSB) a 37 °C
por 24 h. Este cultivo se ajusté al tubo 0.5 del nefelémetro de McFarland teniendo
finalmente una densidad bacterianade 1.5 x 107 UFC/ml.

Se inocularon 100 ul de la suspension b iana ajustada a cada prucba
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 dos

La fermentacién del carbohidrato, en base rojo de fenol, se considerd positiva

cuando se observé el vire del indicador de rojo a amarillo.

La descarboxilacion del aminodcido se consideré positiva cuando se
observaron colonias pigmentadas de color parpura o moradas.



3.0 DETECCION DEL ANTIGENO SOMATICO EN Escherichia
coll.

La deteccién del antigeno somitico se realizdé por aglutinacion en tubo de
acuerdo al CDC de Atlanta (Lambden, 1973) que consiste en el reconocimiento
especifico antigeno-anticuerpo mediante el uso de antisueros que fueron
proporcionados por el Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia

Epidemiolégicos (INDRE).

Preparacion del antigeno.

Las cepas se sembraron por estria cruzada en placas con medio de BAB y se

incubaron a 37 °C por 24 h.

Se seleccionaron colonias lisas (bacterias con pared celular intacta) a través
del andlisis en microscopio estereoscopio, y se comprobé por vapor fluente
resembrando masivamente las colonias seleccionadas en placas de BAB y en 20
ml de TSB, que a las 6 h de incubacién a 37 °C se sometieron a vapor fluente (2 Ib
de presion por 1 hora). A continuacion, se dejé enfriar la suspension bacteriana a
temperatura ambiente y se incubé a 4 °C por 18 h para que las cepas lisas se
sedimentaran uniformemente en el fondo del tubo y las rugosas formaron una
malla producida por la aglutinacion irregular de las paredes celulares de las

bacterias que la forman.

Las cepas lisas se utilizaron para la aglutinacién y las cepas rugosas se

descartaron.
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Preparacion del antisuero.

Los antisueros fueron proporcionados por cortesfa del Instituto Nacional de
Diagnéstico y Referencia Epidemiolégicos (INDRE), y fueron los siguientes:
0:1,0:2, 0O:3, 0:4, O:5, 0:6,0:7, O:8, 0:9, 0:10, O:11, 0O:12, 0:13, O:15, O:16,
O:18a, O:18c, O:21, 0:25, 0:26, O:27, O:28a , 0:44, O:55, 0:63, O:111, O:112,
0:119, 0:124, 0:125, O:126, 0O:127, 0:128, O:136, 0:143, 0:144, 0:149, O:152,
0:153, 0:157, 0:158, 0:159, 164, y O:167.

Estos sueros fueron preparados en el laboratorio de Control y Produccién de

Sueros y se diluyeron 1:20 con solucién salina formalinizada al 6% para su uso.

Prueba serolégica en tubo (reaccién antigeno-anticuerpo).

Se tomaron 0.1 ml de la solucién del antisuero diluido con 0.9 ml del antigeno
preparado. Se agitdé suavemente y se incubdé en camara himeda a 50 °C por 24
horas. Se considero una aglutinacion positiva por la formacién de malla en el
fondo del tubo, y una aglutinacién negativa con la formaciéon de botén
(sedimentacion en el fondo del tubo).

4.0 INVASIVIDAD EN CULTIVO CELULAR: HEp-2.

El ensayo de invasividad se realizé utilizando la linea celular HEp-2 de
acuerdo a la técnica de Donenberg modificada (Donenberg, 1977), considerando
la determinacién del patron de susceptibilidad a kanamicina y amikacina, Ia
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preparacion del inéculo bacteriano y del cultivo celular en microplaca, la

infeccion de la monocapa celular y la cuenta viable de las bacterias invasivas.
Determinacioén del patrén de susceptibilidad a kanamicina y amikacina.

Este ensayo se realizé mediante la técnica de Kirby-Bauer (Ewing y Edwards,
1986) para comprobar la susceptibilidad de las cepas de £. coli a la amikacina o
kanamicina, ya que se requirié de un antibidtico capaz de eliminar a las bacterias

extracelulares que pudieran adherirse a la célula.

Se sembraron las cepas de £. coli problema, y como cepa testigo la cepa de
referencia E. 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 1.5 x 107 células/ml.

Se sembro cada indculo ajustado en una pl de agar Mueller-Hinton y se le
colocaron los idiscos (Sigma Chemical Co.) con 30 ug dc amikacina y 30 ug

de kanamicina y se incubaron a 37 °C por 24 h.

La sensibilidad de la bacteria se observé por la presencia de halos de

inhibiciéon de su crecimiento alrededor de! disco de antibidtico superiores a 17

mm de diametro para ikacina y 18 mm para kanamicina.
Preparacion del inéculo bacteriano.

Se sembraron las cepas de E. coli en 3 ml de TSB a 37 °C por 18 h en agitacion
continua, y se incluyeron una cepa de Shigella como testigo positivo y las cepas
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E. coli H-10407 y K-12 como testigos negativos. Después se tomé 0.1 mli de cada
cultivo y se resembro en 3 mi de TSB estéril incubdndose a 37 °C por 2 h en
agitacion para obtener un cultivo en fase logaritmica indispensable para la

realizacién del ensayo de invasividad.

De cada cultivo se centrifugaron 1.5 mi del crecimiento en fase logaritmica
durante 3 minutos. Se desecho el sobrenadante, y con el sedimento bacteriano se
ajustd con PBS estéril a una absorbancia de 0.20 +/- 0.0]1 con una longitud de

7 .
onda igual a S90 nm que equivale a 1x10 bacterias/ml.
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 10‘ células/ml. Se adicioné 200 ul de medio M-199
suplementado con glutamina 2mM, suero fetal de bovino al 10%, estreptomicina

100pug/ml y penicilina 100 ug/ml.

Después de 18h de incubacion, la microplaca se lavé con PBS pH 7.2, y se le
adicion6 180 ul de medio M-199 suplementado, sin antibidtico, y se realizé un

andlisis de la confl i lul tes de proceder con la infeccion de la

monocapa celular.
Infeccién 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

i iones cr d

Se centrifugé 1a microplaca infectada a 2500 rpm por 10 min y se incubé a
37°C por 3 h en atmésfera de COz al 5%.

Al término de la incubacion, se desecho el sobrenadante de la microplaca por
inversion 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 pl de PBS
completo pH 7.0.

Se reviso la confluencia de la microplaca para verificar si hubo pérdida celular

al final del proceso.

Se lisaron las células del cultivo utilizando 200 ul de Triton X-100 al 1% en
cada pozo para liberar a las bacterias intracelulares. Después de 20 min se
tomaron 20 pul de cada pozo para realizar la cuenta viable por el método de Miles-
Mishra (Ewing y Edwards, 1986).

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 lc agregé a cada pozo 20 ul del inéculo bacteriano

P 4.

proveniente de la microplaca i y se lizaron ocho diluciones seriadas de

cada muestra.
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Se tomaron 10 ul de las Gltimas seis diluciones para hacer la cuenta bacteriana
que consistié en dividir la placa de agar soya ftripticaseina en seis partes y colocar
en cada una de ella los diez microlitros de la muestra. Se incubaron a 37 °C de 24

a36h.

Segun el criterio de Donenberg (1977), se consideran invasivas las bacterias

que hayan crecido en las tres ultimas diluciones realizadas ( 106, 107, y lO.).

5.0 PRUEBA DE SERENY.

Se sembraron las cepas de E. coli, Shigella flexneri 2a (como testigos
positivos) y E. coli K-12 (como testigo negativo) en 3 ml de caldo soya
tripticaseina (TSB) y se incubaron a 37°C por 24 h en agitacién constante.

Se resembraron 0.1 ml de cada cultivo en 3 ml de TSB. Incubdndose a 37°C

por 3 h en agitacién continua.

Se tomé 1.5 mt del cultivo anterior y se centrifugé en microcentrifuga por 3
minutos. Se descart6 el sobrenadante y al sedimento se le agregaron 75 ul de PBS
pH 7.2 para dar una cuenta bacteriana de SxIOll UFC/ml.

Se utilizaron 50 cobayos Harley pura de 1 mes de edad proporcionados
bién por el bi iode la E: la Nacional de Ci ias Biolégicas-IPN.




Como la inoculacion y el resto de la prueba de Sereny se llevaron a cabo en el

bioterio para ambos ensayos, no se requirié de un periodo de cuarentena.

Se administraron por via oftdlmica 25 ul del indéculo ajustado en el ojo
derecho. En el ojo izquierdo se e administré PBS pH 7.2 en igual volumen como

control.

Se examinaron cada 24 h por espacio de 5 dias para buscar signos que
denotaran invasividad por parte de E. coli.

Reaccidén positiva: Queratoconjuntivitis.

Reaccién negativa: Efectos nulos, enrojecimiento 6 inflamacién.

6.0 CAPTACION DE ROJO CONGO.

Se partié de un indculo ajustado al tubo 0.5 del nefelometro de Mc Farland
para la prueba de captacion de rojo Congo ya que se requirié de un cultivo en fase

logaritmica.

Se sembro el indculo 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 positivo, 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

id

consideraron rojo Congo positivas y las colonias rosas a bl se aron

negativas.

7.0 PERFIL DE PLASMIDOS.

El perfil de plasmidos se realizé mediante la técnica de Birnmboin y Doly
(1979), que se basa en la desnaturalizacion selectiva del DNA genémico a pH
acido dejando en solucién el DNA plasmidico que se obtiene por precipitaciéon

con ctanol.

El perfil de plasmidos sc practicé 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 flexneri 2a como

testigo positivo y E. coli K-12 como testigo negativo.

Se sembraron en agar Luria enriquecido con rojo Congo al 0.01% para
seleccionar las colonias rojas (pCR+), y se resembraron en 5 ml de caldo Luria
incubandose después a 37 °C por 18 h en agitaciéon constante. Posteriormente se
coseché mediante centrifugacion. Con este inéculo se procedio a 1a extracciéon de
plasmidos por la técnica de Bimmboin y Doly, 1979.
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8.0 PRUEBA DE HEMAGLUTINACION.

La h gluti; i6n se realizd de do a Knutton (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 hemaglutinacion.

Se sembraron 13/39 cepas con caracteristicas invasivas en placas de base de

agar sangre, y se incubaron a 37 C por24 h.

Se preparé una suspensién de eritrocitos humanos del grupo "O" al 3% con

solucién salina fisiologica y otra suspensiéon 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 realizaron seis
suspensiones homogéneas por cada cepa. A las primeras tres, se les agregé la
suspension de eritrocitos en solucion salina fisiolégica, y a las tres restantes la
suspensién con manosa al 1%. Se agitaron suavemente y se tomo la primera
lectura inmediatamente si se presenté hemaglutinacién, si no fue asi, se incubaron

a 37 °C por 2 h y se volvieron a leer.

Hemaglutinacion positiva: formacién de malla en ¢l fondo de la microplaca.
Hemaglutinacién negativa: sedimentacion de los critrocitos en el fondo de la
microplaca.
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V. RESULTADOS

La tabla No 1 presenta los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas

el

slico relaci do con la

ensayadas para la bisqueda de un marcador
invasividad y se observa que 37/39 (94%) cepas utilizaron la ramnosa como
anica fuente de carbono, la melobiosa 38/39 (97%), y el sorbitol fue fermentado
por 39/39 (100%) de las cepas probadas y degradaron la sacarosa 21/39 (53%),
rafinosa 31/39 (79%), y dulcitol 22/39 (56%).

En las pruebas con aminodcidos, de las 39 cepas de E. coli examinadas solo
una no descarboxilo a la omitina (cepa 268). En cuanto a la descarboxilacién de
la lisina, solo tres cepas, 1022,1064 y 1126 carecieron de la enzima necesaria para

descarboxilarla como se muestra en la tabla No 2.

En el para eval la movilidad de la bacteria, se det on 12 cep

no moviles incluyendo las cepas 1022 y 1064 que fueron lisina descarboxilasa
negativa. El resto del grupo presenté movilidad 27/39 cepas.



TABLA Ne 1. BIOVARES DE LAS 39 CEPAS DE Eschevichia coll.

Rarn Mel

Sor: Sorbitol.
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TARLA-Ne 2 DESCARBOXILACION DE AMINOACIDOS DE ACUERDO A EDWARDS YV
EWING PARA LAS 39 CEPAS DE Eschevichis coll.

Escherichia coll Om Lis Arg

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

R R IR R R XY E U IO

g
I R R R T L L T Y O U R
R R R R R R L R A

Total positivas: 37739 36/39 _ 38/39

Om: omitina; Lis: lisina; Arg‘.gmmn.Sem-)lo:!eq:u de d&
hm2-hammy38!og-onml.ah-pm
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Los antigenos somiticos de la pared Tul ence d en las cepas
yadas se an en Ia tabla No 3. A 5/39 cepas no se les practicé la prueba

de aglutinacién en tubo ya que pr on una pared celular rugosa.

er

No hubo aglutinaciéon de las cepas ensayadas con los antisueros del grupo
invasivo. Se detectaron los serogrupos: O:3, O:7, O:11, 0O:25, O:55 y O:111,
algunos de ellos incluidos en los grupos de E. coli enteropatbgena y
enterotoxigénica. Se obtuvieron ademads, dos serogrupos O:3 y O:7 que no se
encuentran involucrados en los grupos patogénicos de E. coli reportados.

De las 39 cepas de £. coli examinadas para invasividad seis de ellas fueron
P de p ar a las células HEp-2: 268, 718, 1110, 1214, 1257, y 1427.
Ninguna de estas cepas invasivas fueron lisina descarboxilasa negativa ¢

inmoviles.

La tabla No 4 muestra los resultados ob idos en la captacion 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 CD1 y cobayos adultos en la prucba de Sereny, no se
detectdé ninguna cepa positiva, solo se observé la produccién de secrecién e
inflamacién de los pérpados con ligero enrojecimiento de la conjuntiva en los
cobayos adultos, signos que no son considerados Sereny positivos, ya que solo la
produccion de quer jjuntivitis se considera una prueba positiva.




Tabla No 3. ANTIGENOS SOMATICOS ENCONTRADOS EN LAS CEPAS
Escherichia coli ENSAYADAS.

C‘.’E Seroﬂg Gmm awﬂo

14 o111 EPEC
37 O:55 EPEC
70 O:25 ETEC
776 O3

778 0:25 ETEC
1023 0:25 ETEC
1110 O:11 ETEC
1200 o:7

Cepas rugosas: 786, 1031, 1034, 1077 y 1126.




TABLA No 4. CEPAS DE Eschevichia coli CAPTADORAS
DEL COLORANTE ROJO CONGO AL 0.01%.

Escherichia coli

ROJO CONGO 0.01%

14
268
777
783
1010
1012
1077
1110
1267

Shigella flexneri 2a
E. coli K-12

v tErEr b4

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

45



Empleando cobayos de 1 mes de edad para la prucba de Sereny se detectd
inflamacién y queratinizacién de la conjuntiva en los inoculados con las cepas
268 (a las 48 h post-inoculacién) y 1098 (a las 72 h post-inoculacion). Ninguna
otra cepa fue positiva. Los ojos izquierdos de los animales se i laron con PBS

como testigo negativo y en ningiin momento se d on r iones cruzadas.

En la figura No 3 se muestra el perfil de pldsmidos de las cepas positivas en la
prueba de rojo Congo, invasividad en cultivo celular (HEp-2), y/o Sereny, para
d la pr ia del plasmido de 230 Kb responsable de la capacidad
invasiva en E. coli. Se observa claramente en las cepas Sereny positivas la
presencia del plasmido de 230 Kb que posiblemente corresponda al plasmido de
invasividad. En las dema pas se det on varios plasmidos de diferentes
pesos moleculares entre 23 Kb y 2Kb aproximadamente, exceptuando a las cepas
14, 777, 1077 y 1267 (rojo Congo positivas) que no presentaron plésmidos por

esta técnica de extraccion. Curic te, las cepas invasivas por cultivo celular
pr on cil 6 mas bandas por debajo de 23 Kb en su perfil plasmidico
mientras que la mayoria de las cepas captadoras del colorante presentaron un
plasmido o ninguno. No se 6 un patré un entre el perfil de plasmidos

de las cepas invasivas en cultivo celular o las captadoras del rojo Congo ya que
presentaron multiples bandas de diferentes pesos moleculares, solo las cepas 1257
y 1427 muestran cierta homologia en su perfil, ya que aunque las bandas de la
cepa 1257 son 8, y las bandas de la cepa 1427 son 5, estas ultimas corresponden
en posiciéon a 5 bandas de la cepa 1257.



7 8 9 10

112

FIGURA No 3. Perfil de plasmidos de cepas de Escherichia coli ;:on
caracteristicas invasivas. Electroforesis en agarosa al 0.7%. A. h/Hind I1I, B. R-
100, C. RP4, D. pDK9, E. 268, F. 1257, G. 1214, H. 1098, 1. 1010, J. 1427, K.
715,L.1110.
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La tabla No S presenta 14/39 cepas que hemaglutinaron en presencia/ausencia
de manosa. La cepa 268 no hemaglutiné bejo ninguna condicién mientras que la
cepa 1098 solo hemaglutiné en presencia de manosa. No se observé ningun
patrén caracteristico que denotara la influencia de la hemaglutinina manosa-
resistente involucrada en la invasividad ya que cepas rojo Congo + que fueron no
invasivas en cultivo celular o las que dieron Sereny + mostraron la capacidad de

&

hemaglutinar eritrocitos h S en pr ia de Ad la cepa 268

que fue invasiva en las prucbas anteriores y pr 6 el plasmido pINV no

hemaglutiné en presencia de manosa.

La hemaglutinina manosa-resi ite no 6 ninguna relaciéon con la

capacidad invasiva en EIEC.

La tabla No. 6 muestra a las cepas de E. coli ensayadas que resultaron
positivas en alguna (o algunas) pruebas de invasividad.



TABLA No S. HEMAGLUTINACION DE 14/39 CEPAS DE Escherichia coll EN
PRESENCIA/AUSENCIA DE MANOSA.

CEPA Hemaglutinacién Hemaglutinacién
sin manosa. con manosa al 1%.

14
268
715
777
783
1010
1012
1077
1098
1110
1214
1257
1267
1427

Total positivas:

l+|ll++llll+ll

g|+||+|l|||l+|l
&

4/14




TABLA No 6. RESULTADOS CONDENSADOS DE LAS PRUEBAS DE INVASIVIDAD
REALIZADAS EN LAS 39 CEPAS DE E. coll EVALUADAS.

CEPA KNV, POV
L

IR L R
vraaa e e,
RIS AN

ok ' X

-
=
°
FOEEEI I g

1427




Vi. DISCUSION.

En el estudio de las cepas de £E. coli enteroinvasiva (EIEC) se realizaron

diferentes pruebas inadas a la eval i6n de la capacidad invasiva de la
b ia, a la busqueda de un marcador metabdlico caracteristico para ¢l disefio de

una prueba de diagnéstico rdpida y accesible (prueba serolégica, rojo Congo,
hemaglutinacion), y se buscé la pr ia del plismido de 230 Kb (pINV)

responsable del proceso invasivo.

En las pruebas bioquimicas con carbohidratos, los resultados obtenidos en la
fermentacion de la ramnosa no fueron los esperados de acuerdo al criterio de
Silva (1980) que encontré que las 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 fue una
herramienta qtil en la detecciéon de invasividad en EIEC.

La fermentacion de la sacarosa, la rafinosa, el dulcitol y el sorbitol junto con la
descarboxilacién de la omitina recomendados por Silva (1980) y Toledo (1983)
pOCO p valor marcad bioquimicos, ya que todas las cepas

de E. coli ensayadas con caracteristicas invasivas (Sereny+, invasividad en
cultivo celular +, presencia del pINV+) dieron resultados muy variables que no se

asociaron con la enteroinvasividad.

Toledo (1980 y 1983) entre otros, destacé a la lisina como el marcador
enlad i6n de ETEC en base a su incapacidad de fermentarla, 3/39
cepas de E. coli ensayadas fueron lisina descarboxilasa negativa, sin embargo,

(WL
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éstas tres cepas no fucron invasivas ni en Sereny ni en cultivo celular. Mientras
tanto cepas que fueron 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 descarboxilacién de la lisina y la
enteroinvasividad en EIEC en dichas cepas.

Estamos de acuerdo con los resultados reportados por Faundez (1988) en su
estudio con cepas de E. coli invasivas de origen Chileno, ya que las pruebas
bioquimicas con carbohidratos y aminodcidos no son utiles en la identificacion de

Escherichia coli enteroinvasiva.

En la deteccion de EIEC por medio del antigeno somitico no se obtuvieron
serogrupos pertenecientes al grupo invasivo pues solo se obtuvieron serogrupos
pertenecientes al grupo enterotoxigénico y enteropatogéno. Mientras que los
serogrupos O:3 y O:7 no se encuentran reportados para E. coli patégena.

La cepa 1110 serotipo O:11] resulté invasiva en cultivo celular. Esta cepa
pertenece al grupo enterotoxigénico de E. coli aunque no es de los serogrupos
mas frecuentes. Dentro de la patologia infecciosa por ETEC no se tiene evidencia
previa de la invasion a las células epiteliales pues el mecanismo patolégico de
éstos microorganismos e€s a través de la produccién de toxinas que causan diarrea
acuosa ademas de los factores antigénicos (CFAs) que promucven su adhesién al
epitelio (Elsinghorst y Kopecko, 1992). Sin embargo, no se pierde la posibilidad

de que ETEC invada la mucosa intestinal durante el p infeccioso
Elsinghorst y Kopecko (1992), comprobaron que ETEC tiene la capacidad de
invadir a las lineas celulares coléni e il les, pero no a las células Hela

que frecuentemente se utilizan para el uqndio de patégenos invasivos. Seria
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interesante analizar la posible produccion de toxinas LT y ST por parte de E. coli
1110 para comprobar si ademas de poseer caracteristicas invasivas puede
producir estas toxinas clasicas del grupo enterotoxigénico de E. coli.

Puede ser que las cepas invasivas de E. coli 268 y 1098 puedan pertenecer a un
nuevo serogrupo de E. coli enteroinvasiva no reportado aun, de la misma forma
que Toledo (1980) aislé en Brasil una cepa de E. coli invasiva que no aglutiné
con ningun suero contra los grupos patégenos de E. coli, designandola E. coli Sao
Paulo hasta la dilucidacion de su antigeno O. De la misma forma, Trevejo (1999)

reporté un brote en California por S. flexneri con un serogrupo diferente, y se
clasificaron como S. ffexneri grupo provisional 89-141(CDC 3007-94).

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

Knutton (1984), reporté que la adh ia a la por E. coli
enteroinvasiva es a través de una hemaglutinina manosa-resistente. La cepa 268
que fue invasiva en todas las prucbas ensaysdas, no mostré la hemaglutinina
h el ent: ito, mientras que

manosa-resistente involucrada en la adher
las cepas 1267 y 1077 que si la presentan no fueron invasivas. Por 10 que creemos
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que la hemaglutinina manosa resistente no fue necesaria para poder invadir el
epitelio celular.

La cepa 715 que presentd la hemaglutinina manosa-resistente no fue invasiva
por Sereny aunque si logré penetrar la monocapa en cultivo celular. Es posible
que la hemaglutinina, junto con otras moléculas, pudiera contribuir solamente a la
adherencia hacia la célula y asi facilitar la penetraciéon.

Si una bacteria es Sereny positiva indica que tiene toda la maquinaria genética
necesaria para la produccion del proceso invasivo: penetracién primaria a la
célula, replicacion, dispersion del microorganismo a las células vecinas y la

posterior di i ion en el mi >. El ensayo en cultivo celular dio sol

una estimacién de los pasos iniciales de la invasién pero no involucra todo el
proceso invasivo total. De las 39 cepas ensayadas solo se encontraron seis cepas
que p on la p lular, pero de estas seis solo una produjo

queratoconjuntivitis, y otra fue Sereny + pero no invadié eficientemente a las
células en cultivo, a diferencia de lo que encontré Day (1981), que reportd total
correlacion entre la invasividad de EIEC y Shigella en cultivo celular y la prueba
de Sereny.

Al analizar el perfil de plasmidos de las cepas invasivas encontramos que solo
2/39 cepas Sereny positivas presentaron el plasmido de 230 Kb al igual que Hale
(1983) encontré en su trabajo.

Si la cepa 1098 tiene Ia informacion genética para invadir, e invade la cérnea
del cobayo ;porqué entonces no invade la monocapa celular si es la prucba que
evalua los pasos iniciales de la invasién? Podria ser que esta cepa presentara una




disminucién en su hidrofobicidad., ya que es rojo Congo negativa, que
repercutiera en que no se adhiriera eficientemente o que no fuera eficazmente
internalizada por la célula huésped, por lo que posiblemente requeriria un mayor
tiempo de exposicion con la célula, ya que si comparamos ¢l tiempo que tardé en
producirse la 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 pequefia mutacién en algin gen involucrado en la sintesis de la proteina de 30
KDa que es codificada por el 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 se prolongara el periodo de incubacién
bacteria-célula por mas tiempo (arriba de dos horas) la bacteria podria invadir la
monocapa. O bien se investigaran otros modelos experi les para eval que
pudieran estar involucrados diferentes receptores en los dos modelos utilizados

(Hale, 1991).

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 se
d on plasmidos de peso molecular alto, pero se observé la presencia de
varias bandas de peso lecular por debajo de las 23 Kb. Es posible que algunas
de estas bandas fueran plasmidos que codifican para funciones distintas como la
resistencia a antibiéticos, produccién de toxinas, o también podriamos suponer
que algunas dec estas bandas pudieran ser producto de la degradacion del plasmido
pINV lo que justificaria que las cepas no pudi P el fenotipo invasivo
completo (el ser Sereny positivas) aunque pudieran invadir a células en cultivo ya
que posiblemente alguna banda presentara intacta la informacién genética

ia para penctrar a las células HEp-2 pero no para diseminarse en cllas.
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Falkow (1987), utiliz6 un solo fragmento de 25 Kb del plasmido de 230 Kb
pudieron restaurar la habilidad de una mutante de Shigella para entrar a las
células epiteliales. Sasakawa (1986), usé cepas de E. coli mutantes en el gene ics
A (contenido en el plasmido pINV) que al ensayarlas en la prueba de Sereny
fueron negativas pero lograron invadir a las células en cultivo (como en nuestros
resultados) con lo que demostraron que esta mutacion no promueve la
diseminacion célula a célula, pero si la colonizacion intracelular (fenotipo Olm +
exhibido). Existe otra posibilidad, que el plasmido de 230 Kb se hubicra
integrado en el gendéforo bacteriano en estas cepas por lo que no se visualizo en el
perfil de plasmidos, ya que Zagaglia (1991), encontré que ¢l pINV es capaz de
integrarse en el genoma bacteriano, por lo que en una extraccion de plasmidos no

se visualiza, aunque la cepa sea realmente invasiva.

Una altima posibilidad es que las 6 cepas invasivas en cultivo celular
inicialmente hayan albergado el plasmido de 230 Kb pero quiza con los pases de

cultivo sucesivos se haya perdido.

Gordillo (1992), reporté un perfil plasmidico comin en las cepas de EIEC
aisladas de un brote en Houston, micntras que Wanager (1988), encontré que no
existe un patron plasmidico comin asociado a dicha bacteria. En el perfil
plasmidico de las cepas ensayadas en el presente trabajo coincidimos con
Wanager, ya que no detectamos perfiles de pldsmidos semejantes. Estos
plasmidos pudieran ser de resistencia, ya que Navia (1999) reporta que los
determinantes de resistencia a los antibi6ticos se encuentran en plasmidos de
resistencia de bajo peso molecular, vy que la diseminacién de Shigella
multirresistente en la poblacion es una de las mayores causas de mortalidad y
morbilidad a nivel mundial.



EPEC se ha considerado como un microorganismo no invasivo ya que no
causa queratoconjuntivitis en cobayo como EIEC, Shigella y Yersinia (Miliotis,
1989). Moon (1983) y Cantley (1991) reportaron que Escherichia coli
enteropatégena (EPEC) esta también asociada con la penetracién a la célula
(Mathewson y Cravioto, 1989), la desorganizacion del citoesqueleto y la pérdida

de los filamentos de actina principalmente en la zona citopl dtica apical del
enterocito. Andrade (1989), reporté que la infeccién por EPEC en células HEp-2
difiere de la invasion por Shigella spp 6 EIEC, ya que EPEC es Sereny negativo,
ademdas de que por microscopfa optica utilizando células HeLa infectadas con
Shigella 6 EIEC se detectaron bacterias diseminadas en el citoplasma después de
la incubacion por 5-8 h y 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, después se produce
esfacelamiento de la microvellosidad y secrecién de fluido. A continuacién, el
gene eae codifica la intimina que produce las lesiones AE (attaching and
effacing), las cuales estan asociadas con alteraciones del citoesqueleto de los
enterocitos afectados y la pérdida de la microvellosidad (Muhldorfer y Hacker,
1994). Es posible que las cepas de E. coli ensayadas que solo penetraron a las
células HEp-2 pero Sereny negativas solo se hubieran internalizado a la célula por
un fenémeno de AE, y que correspondieran al grupo de E. coli enteropatégena.
dios de adh ia e inhibicién de la
adherencia en cultivo o usar sondas especificas contra b/p o eae.(Gomes,
1987 y Levine, 1988) asi como subtipificacion genética (Karkkainen, 1996).

\ [t do

Esto se podria confirmar r

Es de suma importancia el diagnéstico ectiolégico de las infecciones invasivas,
como ¢l caso de la diarrea causada por EIEC, ya que se da la pauta para la
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investigacion epidemiolégica y para el d rolio de pl ¢ imp itacion de
medidas preventivas.

De acuerdo con nuestros resultados podemos decir que la prueba de Sereny
sigue siendo el estandar de oro en invasividad, y que la deteccién del plasmido de
230 Kb es una medida Util para saber si una cepa de E. coli puede ser invasiva o
no, a diferencia de las demas metodologias empleadas (serologia, rojo Congo y
marcadores bioquimicos) que no mostraron efectividad en la busqueda de
invasividad. Seria de gran utilidad el uso de sondas hacia el gen o genes de
invasividad dirigidas hacia el DNA total de la bacteria, ya que asf se detectarian
los genes involucrados en invasividad aunque ¢l plasmido pINV sé haya insertado
en el genoma o haya sufrido alguna pérdida de genes durante la extraccién o

almacenamiento, asi se eliminarian esos posibles falsos negativos.



VII. CONCLUSIONES.

Las cepas invasivas de E. coli enteroinvasiva (EIEC) detectadas no siguieron
un patron bioquimico predecible por lo que no se obtuvieron biotipos

caracteristicos. Ademas, los marcadores metabélicos relacionados a la
enteroinvasividad en EIEC propuestos por diversos investigadores en el mundo
no fueron de utilidad en la identificacion de las cepas invasivas de E. coli

ensayadas.

Se identificaron por serotipificacion somatica seis cepas en las que se
encuentran serogrupos de E. coli enteropatégena y enterotoxigénica. No se

detectaron serotipos relacionados al grupo invasivo.

No se encontré 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 relaciéon entre la invasividad en cultivo celular (linea HEp-2) y
la prueba de Sereny en cobayo, aunque esta Gltima correlacioné con la presencia

del plasmido pInv.

La hemaglutinina manosa-resistente no mostré relevancia en el proceso de
invasividad de EIEC, ya que si bien puede contribuir a la adherencia al epitelio
ceclular es indispensable la presencia de otros factores para la invasién a la

mucosa.



Es io los di con EIEC ya que bioquimica y

serolégicamente difieren de las cepas de E. coli enteroinvasivas reportadas en el

mundo.
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IX. GLOSARIO.

APOPTOSIS
CEFALEA
CITOPATICO
COBAYO
COLITIS
DISENTERIA
DNA

FENOTIPO

GENOFORO

Muerte celular programada

Dolor de cabeza crénico

Destruccion de la célula

Cuyo, conejillo de las Indias

Inflamacion del colon

Inflamacion del intestino grueso

Acido desoxirmribonucleico

Conjunto de caracteres hereditarios cuya

aparicién es debida a la exi de genes

que posee cada individuo perteneciente a
determinada especie

Cromosoma bacteriano



GENOTIPO

HIDROFOBICIDAD

HIPOTENSION

ISQUEMIA

PLASMIDO

QUERATOCONJUNTIVITIS

SINDROME

Conjunto de factores hereditarios en un
individuo

Evasion al agua

Reduccion de la tensién, especialmente

sanguinea

El flujo sanguineo para un tejido es tan bajo
que no es entregada a €l la cantidad
adecuada de oxigeno

DNA circular cerrado covalentemente que
se encuentra fuera del genéforo bacteriano.
Usualmente confiere resistencia a los
antibiéticos, codifica la produccién de
toxinas o fermentacion de carbohidratos

Inflamacion de la conjuntiva con formacién
de precipitados de queratina en el ojo.

Conjunto de sintomas de una enfermedad
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