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RESUMEN 

Escll~llúa coU e•terol•va•lva (EIEC) 

produce u• •l•drome dlse•tfrico •lmllar al de S"'6dhl caracterizado por 

evacuaclo•es co• moco y .... re. Para caracterizar e•te arupo de E. coU e• 

cepa• ... ladas e• Mt:dc:o 11e probaron 39 cepas de E. coU l•v••lv•• por 

ensayos previos. Se realizaron prueba• bloqulmlca., seroloala. l•vaslvldad e• 

ctlul•• HEp.2, prueba de Sereny. captacló• del rojo conao, perftl de 

plásmidos y llemaalutinaclón. De las 39 cepas e•sayadas, 6 penetraron a la• 

ctlulas en cultivo, !J captaron el colorante rojo Co .. o y solo 2 cepas ruerou 

Sere•y positivas, esta• IÍltlmas colucldlerou cou lu prcse•cla del plásmldo 

plnv. Ademlis. ruero• lisina positiva y móviles al iaual que las cuatro cepas 

que invadieron el cultivo celular. La llemaalutiuiua manosu-resistente no se 

eacoulró involucrada e• el mec:a• .. mo de paloae•lddad de EIEC. 

Serolóalcameute uo ruerou reco•-lda• por los a•tisueros atribuidos al 

arupo l•vaslvo. E• probable que 11e trate de u• uuevo ar11po de EIEC uo 

descrito a las cepas EIEC reportada• hasta allora. 



l. ASPECTOS GENERALES. 

1.0 ANTECEDENTES 

Escherichia co/i puede ser el agente causal de inf"ecciones urémicas, 

neonatales y gastroentérieas. Se han encontrado seis tipos de E. co/i patogénica: 

enterotoxigénico (ETEC). enterohemorrágico (EHEC). enteroinvasivo (EIEC). 

enteropatogénico clásico (EPEC). y el enteroagregativo (EAggEC) (Levine, 

1987). E. co/i adherente difüsa (DAEC) también se ha propuesto como patógena. 

En humanos. este grupo se ha asociado con diarrea. disenteria. colitis 

hemorrágica y síndrome urémico hemolítico (Miliotis, 1989). Aunque se han 

propuesto otms dos categorías adicionales: E. coli separadora celular. del inglés 

cell-detaching E. co/i (CDEC). y E. co/i productora de toxina citolltica. del inglés 

cytolethal distending toxin-producing E. coli (CLDTEC). en base a la presencia 

de genes plasmídicos y genómicos dif"erentes que están ausentes en la mayoria de 

las cepas comensales, además del efecto que producen en células epiteliales y en 

monocapas en cultivo celular (Okeke, 2000). 

EIEC produce un síndrome disentérico similar al causado por Shigel/a, 

caracterizado por dolor abdominal severo y diarrea con moco y sangre. Aunque 

los signos clínicos de esta enf"ermedad varían en cada paciente se le atribuye 

fiebre. cefalea. mialgia y diarrea. hasta disenteria y en casos severos, hipotensión 

(Maurelli. 1992). 

En tos brotes por EIEC, el 909/o de los pacientes presentan diarrea acuosa sin 

sangre. Este signo dificulta la explicación de la simple invasión celular dando la 

hipótesis de que Shigella y EIEC pueden producir una ó mas enterotoxinas que 

6 



producen diarrea secretora. La actividad enterotóxica no se ha asociado con dafto 

celular (Nataro, 1995). Fasano (1995), describió la enterotoxina de Shigel/a Sh 

ETI, y Nataro (1995), la caracteriW mediante el uso de sondas encontrando que 

todos los miembros de Shigel/a tienen el gen de la enterotoxina localizado en 

plásmido 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 inf"ectadas, ya que según los estudios hechos con mutantes incapaces de 

producir la toxina eliminan a las células inf'ectadas con igual eficacia que las 

cepas productoras de ella (Donohue-Rolf'e, 1991). Lo que se ha observado con la 

secreción de la toxina Shiga es una marcada alteración de los capilares en la 

mucosa del intestino grueso, es responsable de la colitis isquémica y hemorrágica 

observada durante la inf'ección con S. flexneri (Donohue-Rolf'e, 1991). Además se 

han reportado dos toxinas adicionales: la enterotoxina 1 (ShET-1) y la 

enterotoxina 2 (ShET-2). La primera está codificada en genes genómicos y la 

segunda por el plásmido de invasividad (Vargas, 1999). 

Nataro y Kaper (1998) reportaron que existe una nueva protelna llamada Sen 

con 63 K.Da de peso, codificada por el plásmido plnv y cuando se induce una 

mutación en esa región se disminuye la actividad enterotóxica. Sin embargo, la 

participación de las enterotoxinas no está probada, pero su presencia puede 

explicar la diarrea acuosa atribuida a EIEC. 
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2.0 PATOGENICIDAD 

ENTEROINVASIVA. 

POR Slrlgella y E. coll 

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 protefnas que actúan en EIEC de manera similar 

que en Shigel/a (Pál, 1989), ya que por sus múltiples similitudes fono-genotfpicas 

es muy probable que ambas presenten la misma regulación genética (Sansonetti. 

1983). 

La inf"ormación genética en Shigel/a que codifica a todos los f"actores 

involucrados en el proceso de invasividad se encuentra localizada en el genófüro 

bacteriano y en un plásmido de 120 MDa en Shigella .sonnei y de 140 MDa en 

otros serotipos de Shigella y en EIEC (Nataro. 1998). 

La regulación genómica está mediada por una isla de patogenicidad 

denominada SH-2 (Ochmann. 2000). en donde participan los genes vir R y k&p A. 

El gene virR ejerce control negativo dependiente de la temperatura hacia los 

genes de invasión plasmfdicos. ya que cuando se cultiva a 30 ºC es no invasiva y a 

3 7"C si lo es (Kopecko. 1985). Se ha demostrado que la región vir de Shigella es 

idéntica a EIEC (Muhldoñer y Hacker. 1994). 

El gene k&p A es necesario para la producción de queratocoqjuntivitis en 

cobayos, aparentemente promueve la regulación positiva de la expresión del gene 

ics A (vir G) (Yamada. 1989). 
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El gene vir F, que se encuentra en el plásmido de virulencia. codifica para la 

slntesis de una protelna de 30 KDa que regula positivamente la expresión de los 

genes ipa en el nivel trascripcional. Esta protelna. a nivel citoplasmático. también 

tiene control positivo sobre la expresión de una proteina de membrana externa de 

120 KDa codificada por los genes del mismo plásmido (gen ics A, región virG) 

relacionada con el movimiento de la bacteria dentro de la célula infoctada 

(Vasselon. 1992). vir F no puede activar la transcripción de vir B cuando el 

plásmido plNV está integrado en el genóf"oro produciendo un fonotipo no 

invasivo (Colonna. 1995). 

Los genes ipa, mxi y spa (Nataro, 1998) codifican la producción y secreción 

de los polipéptidos lpa. Estos péptidos son reforidos como lpaA (78KDa). lpaB 

(62 KDa), lpaC (43 KDa). e lpaD (38 KDa) que están involucrados en el proceso 

de entrada a la célula ya que son liberadas durante la intemalización a las células 

epiteliales y son considerados como "invasinas" (Lebrec. 1984). y pueden ser 

responsables de la muerte de la célula infoctada mediante apoptosis (Islam, 1996). 

aunque se ha considerado que solo lpa B induce apoptosis (Finlay y Cossart. 

1997) además de participar en la intemalización bacteriana y lisis de la membrana 

fagosomal (Marquart. 1996). lpa D e lpa C se han logrado purificar y se ha 

observado que lpa D no tiene actividad mientras que lpa C se une 

especlficamente a las células epiteliales e induce un número de respuestas 

celulares. 

El gene vir B, se encuentra en el plásmido de invasión, codifica para una 

protelna de 33 KDa que regula. a nivel transcripcional. la expresión de los 

antlgenos de invasión Ipa A, B. C, D. Este gene se controla positivamente. a su 
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vez, por el gen vir F y su transcripción es dependiente de temperatura de 

manera semejante a la descrita para vir F (Sansonetti, 1991 ). 

La región vir G (ics A) se localiza en el plásmido de virulencia dentro 

de una región de 4 Kb que codifica una proteína de 130 KI>a que es 

regulada a su vez por una proteína de 30 KDa codificada por el gene vir F, 

y se requiere para la diseminación de la bacteria de una célula a otra 

(Kadurgamuwa, 1991). Omp T, es una proteasa de superficie que actúa 

como supresor en la expresión de vir G (Ochman, 2000). El locos ics B 

está en el plásmido de 120-140 MDa y es responsable de la diseminación 

intercelular por la lisis de la membrana celular en la protrusión que se 

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

La figura No 1 presenta un esquema que muestra los genes involucrados 

en invasividad y sus diferentes niveles de regulación (Maurelli y 

Sansonetti, 1988). 

Se ha detectado un nuevo gene relacionado a la virulencia: vir A. Fue 

identificado corriente arriba del gene vir Gen el plásmido de 120 MDa. Se 

ha visto que mutantes de dicho gen decrementa SO veces su capacidad 

invasiva en cultivo celular, además de que también se disminuye su 

capacidad de diseminación intracelular (Uchiya, 1995). 

Invasividad. 

En el epitelio celular de la mucosa colónica, la bacteria entra en contacto 

con distintos tipos celulares, incluyendo macrófilgos y células 



pWR100 

lrF 

cromoaoma TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

FIGURA No l. GENES INVOLUCRADOS EN LA INVASIVIDAD DE 

Escll~rklda coU V SUS DIFERENTES NIVELES DE REGULACION 

(Mnurelli y Snnsonetti, 1988). 
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intestinales. Esta bacteria es capaz de invadir a estos tipos celulares produciendo 

diferentes tipos de infección (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 

llegar a la superficie basolateral del enterocito (Fasano. 1997). Inicialmente se 

adhiere a través de las protelnas de membrana extema (OMP) codificadas por el 

plásmido de 120-140 MDa. Histológicamente. se observa la primera alteración: 

una degeneración localizada del "borde de cepillo" de la célula epitelial intestinal 

(Lebrec, 1964). Después que el microorganismo ha alcanzado la membrana 

celular epitelial. el gen vir F que codifica para la slntesis de una protelna de 30 

KDa regula positivamente la expresión de los genes ipa dando lugar a los 

polipeptidos Jpa A, B, C y D penetrar asl la membrana celular del enterocito 

(Vasselon, 1992). En el citoplasma celular, se observa que se empiez:a a 

polimerizar la actina junto con la acumulación de la miosina directamente en el 

sitio por donde va a penetrar la bacteria. La célula se encuentra metabólicamente 

activa y por ello va a fagocitar al microorganismo quedando éste atrapado dentro 

de una vacuola fagocltica. No se sabe con exactitud si la bacteria escapa 

rápidamente del fagosoma a través de exoenzimas hidroliticas como f"osfolipasas, 

lipasas o/y lecitinasas (López, 1988), ó por medio de un estallido respiratorio 

involucrando el incremento en la acidez de la vacuola por liberación de radicales 

de oxigeno (Falkow, 1987), ó por la acción de Jpa B (Man:uat. 1996; Finlay y 

Cossart. 1997). ó por la actividad hemolitica por contacto mediada por el 

plásmido pJNV, ya que estudios hechos con mutantes incapaces de realizar el 

proceso de entrada a la célula tampoco presentan actividad hcmolltica por 

contacto (Sansonetti. 1991 ). La bacteria induce la lisis de la membrana f"agocltica 

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 presenta un esquema de lo descrito 

(Maurelli y Sansonetti. 1988). 

Cuando el microorganismo se encuentra libl'e en el citoplasma. el gen tes A 

codifica a una protelna de membrana externa de 120 KDa que permite a la 

bacteria moverse dentro de la célula. y reinfectar a las células vecinas. Asl. exhibe 

dos movimientos: el primero se ha designado f"enotipo les (diseminación intra e 

intercelular) caracterizado en células HeLa. Este es rápido y orientado. y 

conjuntamente con la multiplicación bacteriana en el interior de la célula. el 

microorganismo es capaz de atravesar el citoplasma de 4 a 5 h. Este movimiento. 

da lugar a la formación de protrusiones que se dan para infectar a las células 

adyacentes. Se observan asl múltiples focos de nucleación en la célula y la 

formación de pequenos filamentos de actina. cerca de la superficie bacteriana. 

Estos filamentos forman un saco polarizado en la superficie de la bacteria que 

promueve su locomoción por un proceso todavía no bien explicado (Vasselon. 

1992). Golberg y Titeriot (1995). demostraron que únicamente la protelna les A 

es necesaria para permitir el movimiento en el interior del citoplasma. 

Las mutantes icsA (virG) que pierden la capacidad de polimerizar la actina. 

pueden adherirse. entrar a la célula y lisar a la membrana filgosomal formando 

microcolonias cerca del núcleo de la célula inf"ectada. pero son incapaces de 

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

Sereny positiva (Sansonetti. 1991). 

El fenotipo Olm (organelle like movement). se ha caracterizado en fibroblastos 

de embrión de pollo. La bacteria durante la colonización de la célula inf"ectada se 

desliza a lo largo del •haz de actina• moviéndose suave y unidireccionalmente a 

través de éstos filamentos. Esto también se ha observado en células HeLa. lo que 
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FIGURA No 2. PROCESO DE INVASIVIDAD POR &cl1~11dda coU 

ENTEROINV ASIVA EN EL EPITELIO INTESTINAL A Célula intacta. B 

Penetración. C lntemalización. D Diseminación. E Muerte celular. (Maurelli y 

Sansonetti. 1988). 
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explica la acumulación de las hM:terias mutantes ic8 A cerca del núcleo celular 

(Vasselon, 1992). 

Utilizando la linea celular Caco-2 proveniente de un careinoma de colcxt 

humano. se obsecva que la intección inicial se produce en las células peritericas y 

la colonización de las células centrales se da por el movimiento intracelular o por 

la diseminación de célula a célula en la monocapa epitelial. La presencia de un 

antibiótico en el ..-lío de cultivo previene la reinfección por t-:terias 

extracelulares. por lo tanto. el proceso de invasión es exclusivamente intra e 

intercelular (Vasselcxt, 1992). Las mutantes ic:s 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 expresión del f...-ipo les es necesaria para que 

se efectuara la colcxtización completa del epitelio celular. Por lo tanto en este 

modelo se demostró que éste fenotipo era necesario para observar el pasaje de una 

célula a otra,. mientras que el f~po Olm fue responsable de la colonización 

intracelular (Kadurgamuwa,. 1991 )-

La capacidad de la t-:teria de diseminarse intl'acelulannente e infectar a las 

células adyacentes se refleja en la formación de placas en cultivo celular. donde el 

microorganismo invasivo que pasa de una célula a otra causa efi:cto citopático 

in..-liato (Pál. 1989). 
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3.0 MARCADORES ASOCIADOS EN 
ENTEROINV ASIVA. 

3.1 METABÓLICOS 

Se han desarrollado numerosos estudios en la búsqueda de un marcador 

metabólico que esté relacionado con la invasividad en E. coli. pues se ha 

observado que el plásmido de 120-140 MDa pudiera acarrear algún gen 

metabólico que codifique para la slntesis de alguna (s) protefna (s) especial (es) 

que pudieran determinarse mediante la fermentación de algún carbohidrato ó por 

la utilización de un aminoácido; lógicamente ésto podrla utilÍ7.IUSC como un 

recurso útil para la identificación de los microorganismos invasivos ya que podrfa 

orientar rápida 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 

laboratorio ó de técnicas más especializadas. 

En Brasil. Toledo (1983). observó que habla una conelación muy estrecha 

entre las caracterfsticas bioqulmicas y serológicas de E. coli con las cepas Sereny 

positivas. destacando que cuando la descarboxilación de la lisina era negativa y 

las cepas eran inmóviles se trataba de una cepa invasiva de E. coli. 

Silva (1980). está de acuerdo con Toledo (1983). en que hay cierta relación 

fenotfpica entre la lisina negativa y la movilidad negativa con la invasividad en E. 

coli, y proponen además. la utilización de la L-ramnosa como un posible 

marcador metabólico de virulencia. ya que encontraron que las cepas de 

Escherichia coli invasiva de su estudio carecen de la enzima necesaria para la 

incorporación metabólica del carbohidrato. 
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Toledo ( 1980) propone la Cennentación de la lactosa como prueba adicional 

para la identificación de EIEC. 

En Tailandia, Taylor ( 1986). examinó varias cepas de E. coli lactosa positiva y 

negativa provenientes de niftos con disenteria a los que se les evaluó movilidad. 

indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer. citrato de Simmons, descarboxilación de 

la lisina y mucato. Las cepas que fueron incapaces de descarboxilar la lisina 

presentaron el plásmido de 120-140 MDa y Cermentaron la lactosa. En contraste. 

los resultados encontrados en Japón y Brasil seftalan que la mayorfa de las EIEC 

fonnentan débilmente ó no a la lactosa. 

Faundez (1988), analizó la Cennentación de carbohidratos, la resistencia a 

antibióticos y el perfil de plásmidos de unas cepas de origen chileno, 

encontrando, a diforencia de los demás investigadores, gran variabilidad entre 

ellas, solo las E. co/i O: 143 presentaron biotipos y resistotipos similares con alta 

correlación con el perfil de plásmidos. Ellos mencionan que las pruebas con 

carbohidratos y aminoácidos no son útiles en la clasificación de EIEC. 

3.2 ANTÍGENO SOMÁTICO. 

La tipificación serológica del antfgeno somático de la pared celular en el 

estudio de EIEC se han encontrado 12 serogrupos: 0:28ac, 0:29. 0:112ae. 

0:115. 0:124. 0:135, 0:136, 0:143. 0:144, 0:152, y 0:164 (Chcasty y Rowe. 

1983). 

17 



Toledo (1979), propuso el grupo 0:29, como el tipo serológico de una bacteria 

inmóvil, Sereny positiva e incapaz de descarboxilar a ta lisina. Esta cepa se aisló 

en Sao Paulo, Brasil, de un nifto de tres ai'los con diarrea semillquida y con cuenta 

de leucocitos elevada. 

Toledo ( 1980), encontró un nuevo serogrupo de E. co/i enteroinvasiva aislada 

de niftos con diarrea y vómito, heces semillquidas 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, inmóviles, lactosa positivas y 

con incapacidad de descarboxilar a la lisina. Además, su antigeno somático cruzó 

con S. boydii 3. Propusieron la designación de E. co/i Sao Paulo hasta que su 

antígeno somático sea determinado. 

En Chile, Faundez ( 1988), encontró que las cepas de EIEC aisladas de su 

población concordaban con los patrones característicos propuestos para las cepas 

invasivas de E. coli, a excepción de una cepa que fue capaz de descarboxilar a la 

lisina con antígeno somático 0:28ac, junto con dos cepas móviles pertenecientes 

al grupo 0:28ac y O: 124. 

Cheasty y Rowe ( 1983 ), observaron que hay reacción antigénica cruzada entre 

los antigenos O de E. co/i enteroinvasiva con los antigenos O de Shigella, y la 

identificación serológica para éstos microorganismos no es útil para detectar a 

todas las EIEC. 
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La identificación de EIEC de Shigella spp desde un punto de vista clfnico no 

es distingible, ya que ambos organismos producen una ent'cnncdad con cuadro 

clfnico similar, pero desde el punto de vista epidemiológico es csccncial. 

3.3 PRODUCCIÓN DE QUERATOCONJUNTIVITIS EN COBA YO O 

PRUEBA DE SERENY. 

La prueba de Scnmy se considera como la pnlCba más completa para el 

análisis de la invasividad, pues es indispensable que la '-:tcria posca todos los 

genes completos del genóforo bacteriano y del plásmido de 120-140 MDa, por lo 

tanto, si se producen mutaciones en estos genes es posible inactivar la reacción de 

Scrcny (Okamura,.1983). 

Yamada (1989), estudió una protelna de 12 KDa producida por el gene kcp A 

involucrada en la virulencia durante la diseminación de las '-:tcrias 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 inCcctar a las 

células adyacentes y no se desarrolló la queratoconjuntivitis in vivo. Las mutantes 

kcp A(-) pcnnanccien>n localizadas dentro del citoplasma de la célula hospedera 

debido a su incapacidad de escapar de las vacuolas filgociticas. 

Yamagata (1986), propuso el uso de ratones en sustitución de cobayos para la 

prueba de Sereny, particularmente cuando el númen> de muestras a examinar es 

muy grande, además observaron que habla una buena ~lación con los 

resultados obtenidos en cobayos y ratones. 
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3.4 INVASIÓN A LA LINEA CELULAR HEp-2. 

El primer paso en la patogénesis de la disenteria bacilar es la penetración en 

las células epiteliales por el patógeno ya que las cepas bacterianas que han 

perdido ésta capacidad son avirulentas (Lebrec. 1964). El modelo experimental 

clásico para el análisis de la invasividad en Shigella y E. coli enteroinvasiva es la 

prueba de Sereny. este examen y la invasividad en cultivo celular se consideran 

dos modelos independientes para medir el mismo fenómeno; el primero solo 

evalúa la capacidad de la bacteria para penetrar a la célula y el sesundo. mide la 

penetración y la multiplicación del microorganismo con la subsecuente 

reinfección a las células vecinas (Okamura y Nakaya. 1977). 

La invasividad de E. coli en células HeLa se describió por Melhman (1977). 

mencionando que las células hospederas deberán internaliz.ar por lo menos cinco 

bacterias (Lawson, 1985; Small. 1987). Estos valores se basan en el análisis 

microscópico cuidadoso que permite decidir si una bacteria 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). diseftó un método para evaluar invasividad en células 

HEp-2 agregando ampicilina y gentamicina al medio de cultivo después del 

periodo de incubación de la bacteria con la célula. con el fln de eliminar a todas 

los microorganismos que no fileron capaces de penetrar la monocapa celular. Asf 

se eliminaría cualquier bacteria que se haya adherido a la célula. Se rompen las 

células con tritón x 100 al 1 % al flnal de la prueba. liberando asf a las bacterias 

intracelulares. El criterio invasivo es cuantitativo ya que las bacterias 
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intracelulares se cuantifican por cuentas viables hechas por el método de Miles y 

Misltra en forma comparativa con testigos negativos y positivos. 

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

la monocapa celular infectada a 1000 rprn por 10 min para acortar el tiempo de 

infección, aumentar la adherencia. toxicidad e invasividad. Este método fue 

probado, por los mismos autores con E. co/i invasiva, comparando con los 

métodos tradicionales de invasión. Encontró que el porcentaje de infectividad en 

los métodos tradicionales fue del O.S al 5%, y usando la técnica con 

centrifugación se incrementó mas del 42%. La multiplicación que se detectó en 

las células con dos horas de incubación fue la misma que la observada después de 

varias horas. Las cepas que solo tuvieron la capacidad de adherirse a la célula,. no 

logra.ron penetrar la monocapa celular por lo que no hubo falsos positivos. El 

método se consideró seguro ya que no interfirió con los resullados en la prueba de 

invasividad (Vesikari, 1982). 

4.S CAPTACIÓN DEL COLORANTE ROJO CONGO. 

Sasakawa (1986). utilizó la prueba de la captación del colorante rojo Congo 

como un marcador de hidrofobicidad y observó que habla relación con la 

captación del hierro del medio, ya que se ha encontrado que las cepas virulentas 

son más hidrófobas que las avirulentas. Asl, las cepas virulentas que unen el 

colorante desde un medio sólido. van a producir colonias pigmentadas de color 

rojo (Crb+) y las avirulentas de color blanco (Crb-). Además, las cepas capaces de 

dar la prueba de rojo Congo presentan un aumento en la capacidad de E. coli, 

Salmonel/a y S. flexneri de adherirse a las células intestinales en animales 

experimentales (Quadri, 1988). 
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La captación del rojo Congo se ha asociado también con la adquisición del 

hierro ya que el rojo Congo se une al hierro del medio. Shige/la y E. coli 

enteroinvasiva lo necesitan para realizar sus funciones metabólicas y lo obtienen 

del hospedero por la producción de sistemas quelantes de "alta afinidad" a los 

que se les denomina sideróforos (Otto, 1992). 

Tigyl (1992). encontró una mutante de S. flexneri incapaz de sintetizar 

aerobactina (fue-) pero con características virulentas en embrión de pollo, en ojo 

de cobayo y con la capacidad de invadir células HeLa. Esta mutante no captó el 

hierro ligado a lactoforrina o transforrina,. pero utilizó a la hemina como fuente 

única de hierro. Esto sugiere que los compuestos hemo pueden servir como fuente 

de hierro para la bacteria in vivo. 

Quadri ( 1988). propone el uso del agar rojo Congo en sustitución de la prueba 

de Sereny para la detección de cepas virulentas por ser de f"ácil manejo en el 

laboratorio. 

Maurelly (1984). y Sakai (1986). reportaron que los genes necesarios para la 

captación del colorante rojo Congo se encuentran en el plásmido plnv en Shigella 

y E. coli enteroinvasiva. Pérdidas o deleciones en este plásmido resultan en la 

producción de cepas avirulentas con fonotipos Crb-. Además. encontraron que la 

expresión de la captación del rojo Congo, al igual que la virulencia,. están 

termorrcguladas en S. flexneri y que la unión del colorante solo se presenta 

cuando el organismo crece a 37 ·c. 

La infoctividad de EIEC crb+ en células HeLa aumenta cuando se agrega 

hemina. Asl. in vivo. las bacterias podrían utilizar las moléculas del grupo hemo ó 
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similares que se encuentran presentes en los alimentos digeridos parcialmente en 

el lumen intestinal. El complejo bacteria-hemo podrfa unirse a un receptor celular 

intestinal responsable de la captación del grupo hemo para asl incrementar la 

interacción con las células del huésped (Daskaleros y Payne. 1987). 

A dif"erencia de los reportes anteriores. Albert y Leach ( 1989), encontraron que 

no habla correlación entre la captación de rojo Congo e invasividad en EIEC. 

Probaron 292 muestras de origen cllnico y aislaron 21 cepas de E. co/i rojo 

Congo positivas. Bioqulmicamente éstas füeron lisina descarboxilasa positiva. 

lactosa positiva y la mayorla füeron móviles. Y ninguna hibridó con una sonda 

que emplea un iniciador (primer) obtenido a partir del gene plNV (Wood. 1986). 

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

Spears ( 1992). encontró baja correlación entre la captación del rojo Congo y el 

ensayo de letalidad en emb.-ión de pollo y concluye también en que no es una 

buena prueba para medir virulencia. 

3.6 PLÁSMIDO plnv DE Escherichia co/i ENTEROINV ASIV A. 

La aseveración de que el plásmido plnv está asociado con el f'enotipo virulento 

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

1. El plásmido plnv está invariablemente presente en cepas virulentas de 

Shigella y E. coli enteroinvasiva (Harris. 1982). 
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2. La pérdida de éste plásmido está acompal'lada de la conversión a avirulencia 

(Falkow. 1987). 

3. La virulencia se reconstituye al readquirir las cepas el plásmido de alto peso 

molecular (plnv) a partir de especies homólogas mediante ensayos de 

conjugación (Maurrelli, 1985). 

La asociación entre el plnv y la enteroinvasividad en E. coli fue reportada por 

Harris (1982). Encontraron que la técnica de Binnnboin y Doly es la única 

técnica que permite evidenciar el plásmido de 230 Kb o 140 MDa. 

La extracción alcalina por el método de Birnmboin y Doly se basa en la 

desnaturalización del DNA genómico a pH 12.0-12.5 sin dallar al DNA 

plasmldico (ccc). Las bacterias se tratan con lisozima para romper la pared 

celular, y se lisan completamente con SDS y NaOH. El DNA genómico se 

desnaturaliza selectivamente y se precipita con acetato de sodio a pH ácido. 

Simultáneamente. la concentración del acetato de sodio favorece la precipitación 

de complejos protelna-SDS y RNA de alto peso molecular. En este paso, las tres 

macromoléculas más contaminantes son coprecipitadas y pueden ser removidas 

por centrifugación. Los plásmidos y residuos de RNA de bajo peso molecular se 

recuperan del sobrenadante por precipitación con etanol, y se analizan por 

electroforesis en geles de agarosa. 

Maurelli ( 1985), reportó que la técnica rápida de extracción de plásmidos 

propuesta por Kado y Liu (1981), puede utilizarse para la detección del plásmido 

plNV, y que el plásmido de 230 Kb esta lntimamente ligado a la producción de 

queratoconjuntivitis en cobayos (Prueba de Screny). 
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Deleciones en el plásmido 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 

EcoRI diferentes del pWRIOO (plásmido invasivo) los cuales codifican para las 

funciones necesarias en la invasión de células HeLa. Estos fragmentos EcoRI no 

son contiguos. El mai-> con enzimas de restricción demostró una secuencia 

común entre ellos de 37 Kb, que define la secuencia mlnima necesaria para la 

expresión del fenotipo invasivo. El mapeo de inserciones especificas con TnS, 

demostraron que hay dos regiones separadas de esa secuencia: del lado izquierdo 

un fragmento EcoRI de 7.6 Kb y un fragmento del lado derecho Sal 1 de 16.I Kb 

capaces de producir invasividad en cultivo celular. Estas clonas no producen 

queratoconjuntivitis en una prueba de Sereny y fallan en la formación de placas 

llticas en cultivo celular, posiblemente porque no se clonó toda la secuencia 

necesaria para la expresión completa del fenotipo invasivo, o porque los genes 

virulentos clonados no fueron expresados por los plásmidos recombinantes 

(Small, 1988). 

3. 7 HEMAGLUTININA MANOSA-RESISTENTE. 

Nandadasa (1981), detectó 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 polipeptldicos de alto peso molecular, ricos en aminoécidos 

hidrofóbicos. 
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Knutton (1984), encontró que las cepas mutantes de EIEC que presentaban la 

incapacidad de sintetizar hemaglutinina manosa-resistente perdfan la propiedad 

de adherirse a la monocapa celular. Mediante microscopia electrónica 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 extrapolándose a las células 

epiteliales intestinales. La participación 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 Ja unión de la 

bacteria invasiva hacia la mucosa. 
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11. JUSTIFICACIÓN 

En México se han realizado muy pocos trabajos con respecto a la 

caracterización bioqulmica, serológica y molecular de cepas de E. co/i 

enteroinvasiva (EIEC) aisladas de casos de diarrea. Es necesario estudiar estos 

microorganismos para conocer el comportamiento f'enotlpico y genotlpico de la 

EIEC mexicana pues la mayorla 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 relación entre el rojo Congo y el 

ensayo de invasividad en cultivo celular correlacionan con la presencia del 

plásmido de 120-140 MDa descrito por otros autores en cepas de ref'erencia. Es 

indispensable el conocimiento de este microorganismo para poder implementar 

estudios encaminados a la profilaxis y erradicación de la enf'ermedad causada por 

EIEC. 
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111. OBJETIVOS. 

OBJETIVO GENERAL. 

Estudiar cepas de Escherichia coli enteroinvasiva aisladas en México. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

Establecer los biotipos o biovares característicos de las cepas invasivas de 

Escherichia coli, y determinar la presencia de los serotipos relacionados con 

invasividad. 

Deterrninar la capacidad invasiva de las cepas de Escherichia coli por pruebas 

de Sereny y cultivo de células HEp-2. 

Deterrninar la captación de hierro de las cepas sospechosas mediante la prueba 

de rojo Congo. 

Obtener el perfil de los plásmidos de las cepas de Escherichla coli 

enteroinvasiva, y demostrar la presencia del plásmido de 120-140 MDa que 

codifica para la invasividad en EJEC. 

Buscar si hay relación entre la presencia de la hemaglutinina manosa-resistente 

y el aislamiento de las cepas de Escherichla coli enteroinvasiva. 



IV. MATERIAL V METODOS. 

1.0 CEPAS BACTERIANAS. 

Se seleccionaron 39 cepas de E. coli previamente estudiadas en ensayos de 

invasividad en células HeLa y/o Sereny (López. J. 1988). Inicialmente estas cepas 

fueron aisladas de niftos hospitalizados en el Hospital de Pediatría del Centro 

Médico Nacional-IMSS y actualmente pertenecen a la colección bacteriana del 

laboratorio de Bacteriologla Médica de la Escuela Nacional de Ciencias 

Biológicas-IPN. 

Se incluyó una cepa de referencia de Shigellajlexneri 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, hemaglutinación y Sereny. La cepa de refürencia E. co/i 25292 para 

ensayos de susceptibilidad a los antibióticos. Para el perfil de plásmidos se 

utilizó la cepa de Shige/la pDK9 albergadora de plásmidos de peso molecular alto 

y la cepa de E. co/i pBR322. 

Las cepas se conservaron en medio base de agar sangre (BAB) y se 

liofilizaron. Se probó pureza subcultivando en gclosa eosina-azul de metileno, y 

se seleccionaron cepas lisas con la prueba de vapor fluente (Lambden,1973). 
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2.0 BIOVARES ASOCIADOS A LA INV ASIVIDAD EN 

Escllerlclli• co/L 

La búsqueda de los marcadores metabólicos relacionados a la invasividad en 

EIEC se realizó con las siguientes pruebas: 

a. Fennentación de carbohidratos: ramnosa. melobiosa, sacarosa. rafinosa. 

dulcitol y sorbitol. 

b. Descarboxilación de aminoácidos: omitina. lisina y arginina 

c. Prueba de movilidad en tubo. 

Las cepas bacterianas se cultivaron en caldo soya tripticasefna (TSB) a 37 ·e 
por 24 h. Este cultivo se ajustó al tubo 0.S del nefelómetro de McFarland teniendo 

finalmente una densidad bacteriana de l.S x 10
7 

UFC/ml. 

Se inocularon 100 µI de la suspensión bacteriana ajustada a cada prueba 

bioquímica en tubo y en placa,. y se incubaron a 37 ·e por 24, 48 y 72 h para 

ensayos con carbohidratos, y de 24 a 48 h para pruebas con aminoácidos. 

La rennentación del carbohidrato. en base rojo de fenol. se consideró positiva 

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

La descarboxilación del aminoácido se consideró positiva cuando se 

observaron colonias pigmentadas de color púrpura o moradas. 



3.0 DETECCIÓN DEL ANTfGENO SOMÁTICO EN Esclr~rlclrla 

colL 

La detección del antígeno somático se realizó por aglutinación en tubo de 

acuerdo al CDC de Atlanta (Larnbden, 1973) que consiste en el reconocimiento 

especifico antígeno-anticuerpo mediante el 

proporcionados por el Instituto Nacional 

Epidemiológicos (INDRE). 

Preparación del antígeno. 

uso de antisuer:os que fueron 

de Diagnóstico y Reforencia 

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

incubaron a 37 ºC por 24 h. 

Se seleccionaron colonias lisas (bacterias con pared celular intacta) a través 

del análisis en microscopio estereoscopio. y se comprobó por vapor fluente 

resembrando masivamente las colonias seleccionadas en placas de BAB y en 20 

mi de TSB, que a las 6 h de incubación a 37 ºC se sometieron a vapor fluente (2 lb 

de presión por 1 hora). A continuación, se dejó enfriar la suspensión bacteriana a 

temperatura ambiente y se incubó a 4 ºC 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 aglutinación irregular de las paredes celulares de las 

bacterias que la f"orman. 

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

descartaron. 

3l 



Preparación del antisuero. 

Los antisueros fueron proporcionados por cortesla del Instituto Nacional de 

Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos (INDRE). y fueron los siguientes: 

0:1.0:2. 0:3. 0:4. 0:5. 0:6. 0:7. 0:8. 0:9. 0:10. 0:11. 0:12. 0:13. 0:15. 0:16. 

0:18a. 0:18c. 0:21. 0:25. 0:26. 0:27. 0:28a. 0:44, 0:55, 0:63. 0:111. 0:112. 

0:119. 0:124. 0:125. 0:126,0:127. 0:128. 0:136. 0:143. 0:144. 0:149. 0:152. 

0:153, 0:157, 0:158. 0:159. 164. y0:167. 

Estos sueros fueron preparados en el ·laboratorio de Control y Producción de 

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

Prueba scrológica en tubo (n:acción antlgeno-anticuerpo). 

Se tomaron 0.1 mi de la solución del antisuero diluido con 0.9 mi del antlgeno 

preparado. Se agitó suavemente y se incubó en cámara húmeda a 50 ºC por 24 

horas. Se considero una aglutinación positiva por la formación de malla en el 

fondo del tubo. y una aglutinación negativa con la formación de botón 

(sedimentación en el fondo del tubo). 

4.0 INVASIVIDAD EN CULTIVO CELULAR: HEp-2. 

El ensayo de invasividad se realizó utilizando la linea celular HEp-2 de 

acuerdo a la técnica de Donenberg modificada (Donenberg. 1977), considcnmdo 

la determinación del patrón de susceptibilidad a kanamicina y amikacina, la 
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preparación del inóculo bacteriano y del cultivo celular en microplaca. la 

inCección de la monocapa celular y la cuenta viable de las bacterias invasivas. 

Detenninación del patrón de susceptibilidad a kanarnicina y amikacina. 

Este ensayo se realizó mediante la técnica de Kirby-Bauer (Ewing y Edwards, 

1986) para comprobar la susceptibilidad de las cepas de E. coli a la amikacina o 

kanamicina, ya que se requirió de un antibiótico capaz de eliminar a las bacterias 

extracelulares que pudieran adherirse a la célula. 

Se sembraron las cepas de E. coli problema, y como cepa testigo la cepa de 

ref"erencia E. coli 25292 en 3 mi de caldo Mueller-Hinton. Se incubaron a 37 •e 
por 24 h. Después se ajustaron al tubo 0.5 del nefolómetro de McFarland con el 

mismo caldo de cultivo estéril para obtener 1.5 x 10
7 

células/mi. 

Se sembró cada inóculo ajustado en una placa de agar Mueller-Hinton y se le 

colocaron los sensidiscos (Sigma Chemical Co.) con 30 µg de amikacina y 30 µg 

de kanamicina y se incubaron a 37 •e por 24 h. 

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

inhibición de su crecimiento alrededor del disco de antibiótico superiores a 17 

mm de diámetro para amikacina y 18 mm para kanarnicina. 

Preparación del inóculo bacteriano. 

Se sembraron las cepas de E. coli en 3 mi de TSB a 37 ·e por 18 h en agitación 

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 tomó 0.1 mi de cada 

cultivo y se resembró en 3 mi de TSO estéril incubándose a 37 ·e por 2 h en 

agitación para obtener un cultivo en fase logarítmica indispensable para la 

realización del ensayo de invasividad. 

De cada cultivo se centrifugaron 1.5 mi del crecimiento en fase logarítmica 

durante 3 minutos. Se desechó el sobrenadante, y con el sedimento bacteriano se 

ajustó con POS estéril a una absorbencia de 0.20 +/- 0.01 con una longitud de 

onda igual a 590 nm que equivale a lxl0
7 

bacterias/mi. 

Preparación del cultivo celular en microplaca. 

A partir de un cultivo de células HEp-2 (pase 145) con 100°/o de confluencia, 

se realizaron los microcultivos celulares en una microplaca de 96 pozos, con una 

cuenta celular de 8 x 10
4 

células/mi. Se adicionó 200 µI de medio M-199 

suplementado con glutamina 2mM, suero fetal de bovino al 10"/o, estreptomicina 

IOOµg/ml y penicilina 100 µg/ml. 

Después de 18h de incubación, la microplaca se lavó con POS pH 7.2, y se le 

adicionó 180 µI de medio M-199 suplementado, sin antibiótico, y se realizó un 

análisis de la confluencia celular antes de proceder con la infección de la 

monocapa celular. 

Infección de la monocapa celular. 

Se inocularon por triplicado 20 µI de la suspensión bacteriana ajustada a cada 

pozo de la microplaca con el cultivo celular con 100"/o de confluencia. 
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Se dejaron al azar pozos sin inocular como medida de control de posibles 

contaminaciones cruzadas. 

Se centrifugó la microplaca infectada a 2500 rpm por 1 O min y se incubó a 

37"C por 3 h en atmósfera de CO:z al 5%. 

Al término de la incubación, se desechó el sobrenadante de la microplaca por 

inversión y se realizaron tres lavados con PBS completo pH 7.0. Agregando 

después 180 µI de medio M-199 adicionado con IOOmg/ml de amikacina. Se 

incubó a 37"C por una hora y se lavó subsecuentemente con 200 µI de PBS 

completo pH 7 .O. 

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

al final del proceso. 

Se lisaron las células del cultivo utilizando 200 µI de Tritón X-100 al 1% en 

cada pozo para liberar a las bacterias intracelulares. Después de 20 min se 

tomaron 20 µI 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 interpretación. 

Se prepararon 1 O microplacas de 96 pozos de fondo en U con 180 µI de TSB 

en cada uno de ellos. Se le agregó a cada pozo 20 µI del inóculo bacteriano 

proveniente de la microplaca infectada y se realizaron ocho diluciones seriadas de 

cada muestra. 
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Se tomaron 1 O µI de las últimas seis diluciones para hacer la cuenta bacteriana 

que consistió en dividir la placa de agar soya tripticasefna en seis partes y colocar 

en cada una de ella tos diez microlitros de la muestra. Se incubaron a 37 ºC de 24 

a36h. 

Según el criterio de Donenberg (1977), se consideran invasivas las bacterias 
6 7 • 

que hayan crecido en las tres últimas diluciones realizadas ( 1 O , 1 O , y 1 O ). 

5.0 PRUEBA DE SERENY. 

Se sembraron las cepas de E. coli, Shfgella flexnerl 2a (como testigos 

positivos) y E. coli K-12 (como testigo negativo) en 3 mi de caldo soya 

tripticaselna (TSB) y se incubaron a 37°C por 24 h en agitación constante. 

Se resembraron 0.1 mi de cada cultivo en 3 mi de TSB. Incubándose a 37°C 

por 3 h en agitación continua. 

Se tomó J .5 mi del cultivo anterior y se centrifugó en microcentrifuga por 3 

minutos. Se descartó el sobrenadante y al sedimento se le agregaron 75 µJ de PBS 

pH 7.2 para dar una cuenta bacteriana de 5xJ0
11 

UFC/ml. 

Se utilizaron 50 cobayos Harley pura de 1 mes de edad proporcionados 

también por el bioterio de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas-IPN. 
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Como la inoculación y el resto de la prueba de Sereny se llevaron a cabo en el 

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

Se administraron por vla oftálmica 25 µI del inóculo ajustado en el ojo 

derecho. En el ojo izquierdo se le administró PBS pH 7.2 en igual volumen como 

control. 

Se examinaron cada 24 h por espacio de 5 dlas para buscar signos que 

denotaran invasividad por parte de E. coli. 

Reacción positiva: Queratoconjuntivitis. 

Reacción negativa: Efectos nulos, enrojecimiento ó inflamación. 

6.0 CAPTACIÓN DE ROJO CONGO. 

Se partió de un inóculo ajustado al tubo 0.5 del nefelómetro de Me Farland 

para la prueba de captación de rojo Congo ya que se requirió de un cultivo en rase 
logarltmica. 

Se sembró el inóculo ajustado en agar soya tripticaselna con rojo Congo al 

0.01% por estría cruzada. Se incubó a 37 ·c por 18, 24 horas. Utilizando como 

testigo positivo. una cepa de Shigel/aflexneri 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 PLÁSMIDOS. 

El perfil de plásmidos se realizó mediante la técnica de Birnmboin y Doly 

(1979). que se basa en la desnaturalización selectiva del DNA genómico a pH 

ácido dejando en solución el DNA plasmldico que se obtiene por precipitación 

con etanol. 

El perfil de plásmidos se practicó a las cepas de E. coli que füeron positivas en 

la prueba de Sereny y/o cultivo celular, junto con las cepas captadoras del 

colorante rojo Congo. Se incluyeron las cepas de Shige/la fle;cneri 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 S mi de caldo Luria 

incubándose después a 37 ºC por 18 h en agitación constante. Posterionnente se 

cosechó mediante centrifugación. Con este inóculo se procedió a la extracción de 

plásmidos por la técnica de Bimmboin y Doly, 1979. 
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a.o PRUEBA DE DEMAGLUTINACIÓN. 

La hemaglutinación se realizó de acuerdo 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 hemaglutinación. 

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

agar sangre. y se incubaron a 37 e por 24 h. 

Se preparó una suspensión de eritrocitos humanos del grupo "O" al 3% con 

solución salina fisiológica y otra suspensión de eritrocitos con manosa al 1 %. 

Se colocó una asada del cultivo anterior en una microplaca de 96 pozos de 

fondo en U con 50 µI de solución salina en cada pozo. Se realiz.aron seis 

suspensiones homogéneas por cada cepa A las primeras tres. se les agregó la 

suspensión de eritrocitos en solución salina fisiológica. y a las tres restantes la 

suspensión con manosa al 1 %. Se agitaron suavemente y se tomó la primera 

lectura inmediatamente si se presentó hemaglutinación. si no fue asl, se incubaron 

a 37 ºC por 2 h y se volvieron a leer. 

Hernaglutinación positiva: formación de malla en el fondo de la microplaca. 

Hernaglutinación negativa: sedimentación de los eritracitos en el f"ondo de la 

microplaca. 
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V. RESULTADOS 

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

ensayadas para la búsqueda de un marcador metabólico relacionado con la 

invasividad y se observa que 37/39 (94%) cepas utilizaron la ramnosa como 

única füente de carbono, la melobiosa 38/39 (97%). y el sorbitol fue Cermentado 

por 39/39 (100"/o) de las cepas probadas y degradaron la sacarosa 21/39 (53%). 

rafinosa 31139 (79%). y dulcitol 22/39 (56%). 

En las pruebas con aminoácidos, de las 39 cepas de E. coli examinadas solo 

una no descarboxilo a la omitina (cepa 268). En cuanto a la descarboxilación 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 examen para evaluar la movilidad de la bacteria. se detectaron 12 cepas 

no móviles incluyendo las cepas 1022 y 1064 que füeron lisina dcscarboxilasa 

negativa. El resto del grupo presentó movilidad 27/39 cepas. 
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TAalA•Ne Z DIESCAJUIOXllACION DIE AMINOACl-Dll:ACVEIUIOA -AllDS Y 
ICWING PAllA LAS :9 CIEPAS DIE--

&clw-coll <>m Lis Ara 

2611 + 
1022 + + 
1064 + 
1126 
12 + + + 
14 + + + 
19 + + + 
37 + + + 
70 + + + 
712 + + + 
715 + + + 
776 + + + 
777 + + + 
778 + + + 
783 + + + 
786 + + + 
801 + + + 
1010 + + + 
1012 + + + :z: 
1023 + + + s:-;, 
1031 + + + :z: C!:I 1034 + + + 

8~ 1046 + + + 
1077 + + + 
1098 + + + ~~ 1103 + + + 
1110 + + + 

~~ 1154 + + + 
1214 + + + 
1257 + + + 
1200 + + + s.:.... 
1267 + + + 
1282 + + + 
1284 + + + 
1295 + + + 
1296 + + + 
1326 + + + 
1327 + + + 
1427 + + + 

Total e!!!!!!va: 37139 36139 38139 

Om: omitina; Lis: lioina; Alg: mginina. Se -- ...... 3 
lism.,. 2 ... omitiam, y 38 ._ uimii.. ••• agiDiaa. 

ces-~ ele~ la 
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Los antlgenos somáticos de la pared celular encontrados en las cepas 

ensayadas se muestran en la tabla No 3. A 5/39 cepas no se les practicó la prueba 

de aglutinación en tubo ya que presentaron una pared celular rugosa. 

No hubo aglutinación de las cepas ensayadas con los antisueros del grupo 

invasivo. Se detectaron los serogrupos: 0:3. 0:7. 0:11, 0:25, 0:55 y 0:111, 

algunos de ellos incluidos en los grupos de E. co/I enteropatógena y 

enterotoxigénica. Se obtuvieron además, dos serogrupos 0:3 y 0:7 que no se 

encuentran involucrados en los grupos patogénicos de E. coll reportados. 

De las 39 cepas de E. co/i examinadas para invasividad seis de ellas fueron 

capaces de penetrar a las células HEp-2: 268. 715. 1110. 1214. 1257, y 1427. 

Ninguna de estas cepas invasivas fueron lisina descarboxilasa negativa e 

inmóviles. 

La tabla No 4 muestra los resultados obtenidos en la captación 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 CDI y cobayos adultos en la prueba de Sercny. no se 

detectó ninguna cepa positiva. solo se observó la producción de secreción e 

inflamación de los párpados con ligero enrojecimiento de la conjuntiva en los 

cobayos adultos. signos que no son considerados Sereny positivos, ya que solo la 

producción de queratoconjuntivitis se considera Wlll prueba positiva. 
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Tabla No 3. ANTJGENOS SOMATICOS ENCONTRADOS EN LAS CEPAS 
E.scllt!richia coll ENSAYADAS. 

Cera Seroll'UPo 0ruro patóseno 

14 0:111 EPEC 
37 O:SS EPEC 
70 0:2S ETEC 
776 0:3 
778 0:2S ETEC 
1023 0:25 ETEC 
lllO 0:11 ETEC 
1200 0:7 

Cepas rugosas: 786, 1031. 1034, 1077 y 1126. 
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TABLA No 4. CEPAS Dl!:--M eo/ICAPTADOllAS 
DEL COLOllANTE ROIO CONGO AL 0.01%. 

Esc:herlchla co/i 

14 
268 
777 
783 
1010 
1012 
1077 
1110 
1267 

Slrigellaflexneri 2a 
E. co/IK-12 

ROJOCONGO 0.01% 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
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Empleando cobayos de 1 mes de edad para la prueba de Sereny se detectó 

inflamación y queratinización de la conjuntiva en los inoculados con las cepas 

268 (a las 48 h post-inoculación) y 1098 (a las 72 h post-inoculación). Ninsuna 

otra cepa fue positiva. Los ojos izquierdos de los animales se inocularon con PBS 

como testigo negativo y en ningún momento se detectaron reacciones cnu.adas. 

En ta figura No 3 se muestra el perfil de plásmidos de las cepas positivas en la 

prueba de rojo Congo. invasividad en cultivo celular (HEp-2). y/o Sereny. para 

detectar la presencia del plásmido de 230 Kb responsable de la capacidad 

invasiva en E. coli. Se observa claramente en las cepas Sereny positivas la 

presencia del plásmido de 230 Kb que posiblemente corresponda al plásmido de 

invasividad. En las demás cepas se detectaron varios plásmidos 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 plásmidos por 

esta técnica de extracción. Curiosamente. las cepas invasivas por cultivo celular 

presentaron cinco ó más bandas por debajo de 23 Kb en su perfil plasmldico 

mientras que la mayorla de las cepas captadoras del colorante presentaron un 

plásmido o ninguno. No se encontró un patrón común entre el perfil de plásmidos 

de las cepas invasivas en cultivo celular o las captadoras del rojo Congo ya que 

presentaron múltiples bandas de diferentes pesos moleculares. solo las cepas 1257 

y 1427 muestran cierta homoloSfa en su perfil. ya que aunque las bandas de la 

cepa 1257 son 8. y las bandas de la cepa 1427 son 5. estas últimas corresponden 

en posición a 5 bandas de la cepa 1257. 
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FIGURA No 3. Perfil de plásmidos de cepas de Escherichia co/i con 

caracteristicas invasivas. Electrof"oresis en agarosa al O. 7%. A. h/Hind 111, B. R-

IOO, C. RP4, D. pDK9, E. 268, F. 1257, G. 1214. H. 1098, J. IOIO, J. 1427, K. 

715, L. 1110. 
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La tabla No 5 pracnta 14139 cepas que hemaglutinaron en presencia/ausencia 

de manosa. La cepa 268 no hemaglutinó bajo ninguna condición mientras que la 

cepa 1098 solo hemaglutinó en presencia de manosa. No se observó ningún 

patrón caracterfstico que denotara la influencia de la hemaslutinina manosa

resistente involucrada en la invasividad ya que cepas rojo Congo + que fiJeron no 

invasivas en cultivo celular o las que dieron Senmy + mostraron la capacidad de 

hemaglutinar eritrocitos humanos en presencia de manosa. Además. la cepa 268 

que fue invasiva en las pruebas anteriores y presentó el plásmido plNV no 

hemaglutinó en presencia de manosa. 

La hemaglutinina manosa-resistente no mostró ninguna relación 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. 
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TABLA No 5. HIEMAGLUTINACION DE 141.ff CEPAS DE E _ _,,,. coU EN 
-ESENCIA/AUSIENCIA DIE MANOSA. 

CEPA Hemaglutinación Hemaglutinación 
sin inanosa. con manosa al 1%. 

14 
268 
715 + + ¡:¡ 777 
783 ns 1010 
1012 
1077 + f;tlf!l 
1098 + 
1110 + ~:5 
1214 ~ 1257 
1267 + + 
1427 

Total J!!?Sitivas: 3/14 4/14 
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TABLA No~. IU:.SULTADOl!il CONDENSADOS DE LAS PaUEllAS DE INVASIVIDAD 
llEALIZADAS EN LAS 39 CEPAS DE E. t:Oll EVALUADAS. 

CU'A Dft'Xí\íNMD & ¡¡;:¡ &ííiAY wwwa=:: ™- íliiLGilfhNWWW 

... + 
2611 + + + ... 
715 + ... 
777 ... 
'783 + 
1010 + 
1012 + 
1077 ... ... 
111911 ... ... + 
1110 + + 
1214 + 
1257 + 
1267 + ... 
1427 + 

l ~1 
~ gi!S 

U">~ 
u;~ 
~-: 

~ l 
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VI. DISCUSIÓN. 

En el estudio de las cepas de E. co/i enteroinvasiva (EIEC) se realizaron 

dif"erentes pruebas encaminadas a la evaluación de la c:as-::idad invasiva de la 

bacteria,. a la búsqueda de un marcador metabólico caracterfstico para el diseno de 

una prueba de diagnóstico rápida y accesible (prueba serológica., rojo Congo. 

hemaglutinación), y se buscó la presencia del plásmido de 230 Kb (plNV) 

responsable del proceso invasivo. 

En las pruebas bioqufmicas con carbohidratos, los resultados obtenidos en la 

Fermentación de la ramnosa no f"ueron los esperados de acuerdo al criterio de 

Silva (1980) que encontró que las cepas de E. coli con características invasivas 

de su estudio no Cermentaron dicho carbohidrato mientras que el 97% de nuestras 

cepas (invasivas o no invasivas) la f"ermentaron. Esta prueba por tanto, no fUc una 

herramienta útil en la detección de invasividad en EIEC. 

La Cermentación de la sacarosa. la rafinosa. el dulcitol y el sorbitol junto con la 

descarboxilación de la omitina recomendados por Silva (1980) y Toledo (1983) 

tampoco presentaron valor como marcadores bioqufmicos. ya que todas las cepas 

de E. coli ensayadas con caracteristicas invasivas (Screny+. invasividad en 

cultivo celular +. presencia del pINV+) dieron resultados muy variables que no se 

asociaron con la cntcroinvasividad. 

Toledo (1980 y 1983) enb'e otros. destacó a la lisina como el mlll"Clldor 

metabólico en la detección de EIEC en base a su incapacidad de fenncntarla. 3/39 

cepas de E. coli ensayadas fueron lisina dcscarboxilau neptiva. sin embugo. 
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éstas tres cepas no fueron invasivas ni en Sereny ni en cultivo celular. Mientras 

tanto cepas que fueron lisina positivas presentaron propiedades invasivas: 6139 en 

cultivo celular, 2/39 en Sereny y 9/39 captaron el rojo Congo. por lo que es 

probable que no exista correlación entre la descarboxilación 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 

bioqulmicas con carbohidratos y aminoácidos no son útiles en la identificación de 

Escherichia coli enteroinvasiva. 

En la detección de EIEC por medio del antlgeno somático no se obtuvieron 

serogrupos penenecientes al grupo invasivo pues solo se obtuvieron serogrupos 

penenecientes al grupo enterotoxigénico y enteropatogéno. Mientras que los 

serogrupos 0:3 y 0:7 no se encuentran reponados para E. co/i patógena. 

La cepa 1110 serotipo 0:11 resultó invasiva en cultivo celular. Esta cepa 

penenece al grupo enterotoxigénico de E. coli aunque no es de los serogrupos 

más frecuentes. Dentro de la patologla inf"ecciosa por ETEC no se tiene evidencia 

previa de la invasión a las células epiteliales pues el mecanismo patológico de 

éstos microorganismos es a través de la producción de toxinas que causan diarrea 

acuosa además de los factores antigénicos (CFAs) que promueven su adhesión al 

epitelio (Elsinghorst y Kopecko, 1992). Sin embargo, no se pierde la posibilidad 

de que ETEC invada la mucosa intestinal durante el proceso infeccioso. 

Elsinghorst y Ko.-:ko (1992), comprobaron que ETEC tiene la capacidad de 

invadir a las lineas celulares colónials e ileocecales, pero no a las células HeLa 

que frecuentemente se utilizan pma el estudio de patógenos invasivos. Seria 

52 



interesante analizar la posible producción de toxinas L T y ST por parte de E. colt 

1110 para comprobar si además de poseer características invasivas puede 

producir estas toxinas clásicas del grupo enterotoxigénico de E. coli. 

Puede ser que las cepas invasivas de E. co/I 268 y 1098 puedan pertenecer a un 

nuevo serugrupo de E. colt enteroinvasiva no reportado aún, de la misma forma 

que Toledo ( 1980) aisló en Brasil una cepa de E. coll invasiva que no aglutinó 

con ningún suero contra los grupos patógenos de E. coll, designándola E. coll Sao 

Paulo hasta la dilucidación de su antfgeno O. De la misma fonna. Trevejo (1999) 

reportó un brote en California por S. flexneri con un serogrupo diferente, y se 

clasificaron como S.flexneri grupo provisional 89-141(CDC 3007-94). 

La invasividad y la captación a rujo Congo en E. co/i no estuvieron 

relacionadas, pues las cepas 14, 777, 783, IOIO, 1012. 1077 y 1267 captadoras de 

dicho colorante 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 (1989), que 

reportó la f"alta de correlación entre la invasividad en EIEC y Shigella y la 

captación de rojo Congo. ya que todas las E. co/I invasivas pueden ser rojo 

Congo+, pero no todas las E. co/I que unen el colonmte del medio son 

enteroinvasivas (Albert y Leach. 1989). 

Knutton (1984). reportó que la adherencia a la mucosa por E. coll 

enteroinvasiva es a través de una hemaglutinina manosa-resistente. La cepa 268 

que fue invasiva en todas las pruebas ensa)'8das. no mostró la hemaglutinina 

manosa-resistente involucrada en la adherencia hacia el enterocito, mientns que 

las cepas 1267 y 1077 que si la presentan no fUeron invasivas. Por lo que c.-nos 
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que la hemaglutinina manosa resistente no fue necesaria para poder invadir el 

epitelio celular. 

La cepa 715 que presentó la hemaglutinina manosa-resistente no fue invasiva 

por Sereny aunque si lasró 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 asl filcilitar la penetración. 

Si una bacteria es Sereny positiva Indica que tiene toda la maquinaria genética 

necesaria para la producción del proceso invasivo: penetración primaria a la 

célula. replicación, dispersión del microorganismo a las células vecinas y la 

posterior diseminación en el mismo. El ensayo en cultivo celular dio solamente 

una estimación de los pasos iniciales de la invasión pero no involucra todo el 

proceso invasivo total. De las 39 cepas ensayadas solo se encontraron seis cepas 

que penetraron la rnonocapa celular, pero de estas seis solo una produjo 

queratoconjuntivitis, y otra fue Sereny + pero no invadió eficientemente a las 

células en cultivo, a diferencia de lo que encontró Day (1981), que reportó total 

correlación entre la invasividad de EIEC y Shlgella en cultivo celular y la prueba 

de Sereny. 

Al analizar el perfil de plásmidos de las cepas invasivas encontramos que solo 

2/39 cepas Sereny positivas presentaron el plásmido de 230 Kb al igual que Hale 

( l 983) encontró en su trabajo. 

Si la cepa 1098 tiene la infi>nnación genética para invadir, e invade la có~ 

del cobayo ¿porqué entonces no invade la MOllOCllPll celular si es la pnaeba que 

evalúa los pasos iniciales de la invasión? Podrla ser que esta cepa presentara una 



disminución en su hidrofobicidad. ya que es rojo Congo nesativa. que 

repercutiera en que no se adhiriera eficientemente o que no fUera eficazmente 

internalizada por la célula huésped. por lo que posiblemente requerirla un mayor 

tiempo de exposición con la célula. ya que si comparamos el tiempo que tardó en 

producirse la queratoconjuntivitis en la prueba de Sereny vertamos que se tardo 

dos dlas más que la cepa 268 o el testigo positivo. Puede ser que esta cepa tenga 

una pequena mutación en algún gen involucrado en la sfntesis de la protefna 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 producción de los polipéptidos lpa) que haga la 

invasión 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 incubación 

bacteria-célula por más tiempo (arriba de dos horas) la bacteria podrfa invadir la 

monocapa. O bien se investigaran otros modelos experimentales para evaluar que 

pudieran estar involucrados dif"erentes receptores en los dos modelos utilizados 

(Hale. 1991 ). 

Las cepas de E. coli 715. 11 IO, 1214, 1257 y 1427 que solo penetraron a las 

células HEp-2. y füeron Sereny negativas. en su perfil plasmfdico no se 

detectaron plásmidos de peso molecular alto. pero se observó la presencia de 

varias bandas de peso molecular por debajo de las 23 Kb. Es posible que algunas 

de estas bandas fueran plásmidos que codifican para funciones distintas como la 

resistencia a antibióticos. producción de toxinas. o también podrfamos suponer 

que algunas de estas bandas pudieran ser producto de la degradación del plásmido 

plNV lo que justificarla que las cepas no pudieran pre3Cntar el Cenotipo invasivo 

completo (el ser Sereny positivas) aunque pudieran invadir a células en cultivo ya 

que posiblemente alguna banda presentara intacta la inConnación genética 

necesaria para penetrar a las células HEp-2 pero no para diseminarse en ellas. 
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Falkow ( 1987), utilizó un solo fragmento de 25 Kb del plásmido de 230 Kb 

pudieron restaurar la habilidad de una mutante de Shlgella para entrar a las 

células epiteliales. Sasakawa (1986), usó cepas de E. coli mutantes en el gene ics 

A (contenido en el plásmido plNV) 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 mutación no promueve la 

diseminación célula a célula, pero si la colonización intracelular (Cenotipo Olm + 

exhibido). Existe otra posibilidad, que el plásmido de 230 Kb se hubiera 

integrado en el genóforo bacteriano en estas cepas por lo que no se visualizo en el 

perfil de plásmidos, ya que Zagaglia (1991), encontró que el plNV es capaz de 

integrarse en el genoma bacteriano, por lo que en una extracción de plásmidos no 

se visualiza, aunque la cepa sea realmente invasiva. 

Una última posibilidad es que las 6 cepas invasivas en cultivo celular 

inicialmente hayan albergado el plásmido de 230 Kb pero quizá con los pases de 

cultivo sucesivos se haya perdido. 

Gordillo (1992), reportó un perfil plasmldico común en las cepas de EIEC 

aisladas de un brote en Houston, mientras que Wanager (1988), encontró que no 

existe un patrón plasmldico común asociado a dicha bacteria. En el perfil 

plasmldico de las cepas ensayadas en el presente trabajo coincidimos con 

Wanager, ya que no detectamos perfiles de plásmidos semejantes. Estos 

plásmidos pudieran ser de resistencia, ya que Navia (1999) reporta que los 

determinantes de resistencia a los antibióticos se encuentran en plásmidos de 

resistencia de bajo peso molecular, y que la diseminación de Shigella 

multirresistente en la población 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 Yersinla (Miliotis, 

1989). Moon (1983) y Cantley (1991) reportaron que Escherlchia coli 

enteropatógena (EPEC) está también asociada con la penetración a la célula 

(Mathewson y Cravioto, 1989), la desorgani:zación del citoesqueleto y la pérdida 

de los filamentos de actina principalmente en la zona citoplasmática apical del 

enterocito. Andrade (1989), reportó que la infección por EPEC en células HEp-2 

difiere de la invasión por Shlgella spp ó EIEC, ya que EPEC es Sereny negativo, 

además de que por microscopia óptica utilizando células Hel..a infectadas con 

Shlgella ó EIEC se detectaron bacterias diseminadas en el citoplasma después de 

la incubación por 5-8 h y las agrupaciones bacterianas no fueron detectadas en los 

estados tempranos de la infección. En el modelo patogénico de EPEC se propone 

que primero se lleva a cabo la adherencia a las células, después se produce 

esfücelamiento de la microvellosidad y secreción de fluido. A continuación, el 

gene eae codifica la intimina que produce las lesiones AE (attaching and 

effacing), las cuales están asociadas con alteraciones del citoesqueleto de los 

enterocitos af"ectados 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 internaliz.ado a la célula por 

un Cenómeno de AE, y que correspondieran al grupo de E. coli enteropatógena. 

Esto se podrfa confinnar realizando estudios de adherencia e inhibición de la 

adherencia en cultivo celular o usar sondas especificas contra b.JP o eae.(Gomes. 

1987 y Levine, 1988) asl como subtipificación ~ca (Karkkainen. 1996). 

Es de suma importancia el diagnóstico etiológico de las inCecciones invasivas, 

como el caso de la diarrea causada por EIEC, ya que se da la pauta para la 
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investigación epidemiológica y para el desarrollo de planes e implementación 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 detección del plásmido de 

230 Kb es una medida útil para saber si una cepa de E. coli puede ser invasiva o 

no. a diferencia de las demás metodologías empleadas (serologla. rojo Congo y 

marcadores bioqulmicos) que no mostraron efectividad en la búsqueda de 

invasividad. Seria de gran utilidad el uso de sondas hacia el gen o -senes de 

invasividad dirigidas hacia el DNA total de la bacteria. ya que asl se detectarían 

los genes involucrados en invasividad aunque el plásmido plNV se· haya insertado 

en el genoma o haya sufrido alguna pérdida de genes durante la extracción o 

almacenamiento. asl se eliminarían esos posibles falsos negativos. 



VII. CONCLUSIONES. 

Las cepas invasivas de E. coll enteroinvasiva (EIEC) detectadas no siguieron 

un patrón bioqufmico predecible por lo que no se obtuvieron biotipos 

característicos. Además. los marcadores metabólicos relacionados a la 

enteroinvasividad en EIEC propuestos por diversos investigadores en el mundo 

no fueron de utilidad en la identificación de las cepas invasivas de E. coli 

ensayadas. 

Se identificaron por serotipificación somática seis cepas en las que se 

encuentran serogrupos de E. co/i enteropatógena y enterotoxigénica. No se 

detectaron serotipos relacionados al grupo invasivo. 

No se encontró correlación alguna entre la captación del colorante rojo Congo 

y la invasividad en EIEC, ya que cepas de E. coli invasivas ó no invasivas lo unen 

indistintamente. 

No se detectó relación entre la invasividad en cultivo celular (linea HEp-2) y 

la prueba de Sereny en cobayo, aunque esta última correlacionó con la presencia 

del plásmido plnv. 

La hemaglutinina manosa-resistente no mostró relevancia en el proceso de 

invasividad de EIEC, ya que si bien puede contribuir a la adherencia al epitelio 

celular es indispensable la presencia de otros filctores para la invasión a la 

mucosa. 



Es necesario aumentar los estudios con EIEC ya que bioqulmica y 

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

mundo. 
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IX. GLOSARIO. 

APOPTOSIS 

CEFALEA 

CITOPÁTJCO 

COBAYO 

COLITIS 

DISENTERÍA 

DNA 

FENOTIPO 

GENÓFORO 

Muerte celular programada 

Dolor de cabeza crónico 

Desuucción de la célula 

Cuyo, conejillo de las Indias 

Inflamación del colon 

Inflamación del intestino grueso 

Ácido desoxirribonucleico 

Conjunto de caracteres hereditarios cuya 

aparición es debida a la existencia de genes 

que posee cada individuo perteneciente a 

detenninada especie 

Cromosoma bacteriano 



GENOTIPO 

mDROFOBICIDAD 

HIPOTENSIÓN 

ISQUEMIA 

PLÁSMIIX> 

QUERATOCONJUNTIVITIS 

SÍNDROME 

Conjunto de factores hereditarios en un 

individuo 

Evasión al agua 

Reducción de la tensión, especialmente 

sangufnea 

El flujo sangufneo para un tejido es tan bajo 

que no es entregada a él la cantidad 

adecuada de oxigeno 

DNA circular cerrado covalentemente que 

se encuentra fuera del genóforo bacteriano. 

Usualmente confiere resistencia a los 

antibióticos, codifica la producción de 

toxinas o fermentación de carbohidratos 

lnfl1111111Ción de la conjuntiva con f"onnación 

de precipitados de queratina en el ojo. 

Conjunto de sfntomas de una enfermedad 
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