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INTRODUCCION 

Escherichia coli es un cn1anismo aerobio y anaerobio facultati
vo, descrito nor nriner.c! vez en 1886, nor Paul Escherich. Es -
una bacteria coman y nurierosa en la flora fecal humana, se con
sidera COMO pat6qeno o~c.rtunista cuando se encuentra fuera de -
su nicho ecológico. (7) 
A pesar de que se sospechaba, no se tenían evidencias contunden 
tes nue oudieran afirmar que Dod!a ser el enente etiol6aico de
enfeimeaaacs diarreicas. -LstUdios e?idemioÍ6qicos realizados -
en la década de los cuarentas, demostr2ron CJUe E. coli era res-
ponsable de diarrea e~idémi.c.:i en nü~os. {23) ----

Estudios subsecuentes realizados con voluntarios hunanos a qui~ 
nes se infect6 con la bacteria, dieron mayor evidenci~ del ca-
racter pat6qcno de estos rnicr0or~anismos. {22) A ~2rtir de esa 
fecha se han descrito cuatro gruDos ?rincipalcs de E. coli dia
rrogénjca, dentro de éstos se considera: E. coli cnterotoxi~~-
nica (ETEC) , este grupc ?Osee la capacidadClc producir dos en-
terotoxinas; una la toxina terDolábil (LT) / actua sobre el sis
tema de adenilato ciclasa, es semejante a la toxina ~reducida -
oor Vibrio cholerae (7, 15), la otra una toxina terrnoestable 
·csrr)~aCtüaSObre el sistema i;?Uanilato ciclasa y STb, 11ue -
no actua sobre sistera de nucle6tidos cíclicos (15). E. ~oli -
enteroinvasivu (EIEC) estas tienen la canacidad de inv~-
lulas eniteliales de manera semejante a ~higella (15). E. coli 
enteropát69ena (EPEC) , ha sido caracterizada tradicionalmente -
~or serología, hasta la fecha no se ha dilucidado claramente 
su mecanismo de ~atogenicidad; en la actualidad, se ~iensa que 
la adherencia y la producci6n de citotuxinas son ~arte fundamen 
tal de este (23). Este 0runo se ha dividido en dos clases de = 
acuerdo al oatr6n de adherenci2 que oresenta en células lle'.J-2. 
Las cepas EPEC clase I exhiben adherencia localizada a células 
Hen-2 y las EPEC clase II, 0ue exhiben adherencia difusa o no -
adherencia a células Heo-2 (25). E. coli enterohemorránica -
{FHEC), es un ~rU?O reciente~ente descrito, su mecanismo de 9a
togenicidad se ha asociado con la producción de una potente ci
totoxina, estas cepas inicialmente se relacionaron a el seroQru 
!JO 015 7: H7 ( 32) . . -

En los últimos años los conce!JtOs sobre la forma en gue E. coli 
puede causar diarrea se han aclarado, Levine y col (24) en base 
a la canacidad oara causar diarrea emnleando uno o vcrios meca
nismos de !_:>atagenicidad, µropus6 una clasificación con la <JUe -
la mayoría de los invcstiqadores están de acuerdo: en ella, se 
señala la relación entre los serogrupos y los mecanismos de pa
togenicidad as[ como, el cuadro clínico probable gue presenta -
cada grupo de acuerdo a dicho mecanisno. (Tabla 1) 

Sakazaki y col (1967) (33) demostraron que algunas cepas de 
E. coli podían causar una enfermedad disentérica; casi coinci-
dentalmente con el descubrimiento de ETEC. En 1971, Du!Jont y -
col (10) describieron que ciertas ce?as de E. coli con capaci-
dad invasiva daban un cuadro clínico disentérico de enfermedad 



Relación entre los seroqrupos y los mecanismos de patogcnicidad de E. coii 
as! como el cuadro clínico ~robable. 

Cl\TEGORII\ DE SINDROMES SINDROMES 

~ CLASES· CLINICOS EPIDEMIOLOGICOS SEROGRUPOS Q 

ETEC · Diarrea muy acuosa Diarrea infantil en OG,OB,015, 020, 
con gran pérdida paises menos de sarro- 025' 027' 063' 078' 
de elcctrolitos llados; diarrea del 085,_0115, 0126, 

viiljcro en adultos. 0146, 0159 

EIEC Diarrea; Afecta usualmente a 0124, 0136' 0143, 
disentería adultos; algunos -- 0144, 0147, 0152, 

brotes por alimentos 0164, 029' 0167 
en neonatos. 

EHEC Diarrea sanguino- Brotes por .:ilimentos 0157 
lenta; colitis -- en adultos y nconatos 
hemorrágica; sfo-
drome url?mico he-
mol!tico 

Clase Diarrea infantil Bri:itcs de diarrea en 055, 086, 0111, 
ag~da y e ron tea guarderías: .c.:isos es- 0119, 012:;, 012G, 

porádicoo y cpüMmi":"_- 0127, 0128, 0142' 
EPEC - cos de diarrea infan-

til en comunidades¡ 
rara en adultos 

Clase II Diarrea infantil Brotes de diarrea 018, 044' Oll2, 
0114 

Tomado de la ref. ( 24 ) y modificado con la ref. ( 25 } 

~ 
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diarréica en voluntarios, semejante al ocasionado por Shifella. 
Este gru?o de bacterias por lo tanto, se designaron E. co i di-
sentérica o enteroinvasiva. ~~~-

Las cepas de E. coli cuyo mecanisno de ?atoqenicidad es 12 in-
vaslvidad, se caracterizan por pertenecer a un número de sero-
grnpos relativamente pequeño dentro de los que se incluyen: 
028, 029, 042, 0112, 0124, 0136, 0143, 0144, 0152, 0164 (41). 
La destrucci6n de tejido ocasionada por las cepas de LIEC, pro
duce un proceso Inflamatorio que lleva a la formación de absce
sos y úlceras en la r.1ucosa col6nica humana. Estos >Jrocesos des 
tructivos dan lugar al cuadro clfnico caracterizado-ryor la ~re~ 
sencia de moco y sangre en las heces diarréicas (1). 

Las características de crecimiento en diferentes !'1edios de cul
tivo fueron estudiadas ?Or Silva y col (1980) (41), ellos oh-
servaron oue el crecimiento de estas bacterias se inhibía en ne 
nor ?rO!?o!-ci6n en el medio de r.fcConkcy, que en otros I'ledios de -
cultivo, sefialando que era conveniente utilizar nara alnunas 
cepas el racdio de Hccktoen agar ( 42). Las 'JrO'_Oiedades metabó-
licas de E. coli invasiva, se han estudiado poco· sin embargo, 
la mayoríaaclos estudios coi.ncidcn en seña lar r;ue este c.:-rupo 
comparte vías metabólicas con Sh~ ( 39) (Tabla 2). 

La relación entre E. coli invasiva y Sl1iaclla no es s6lo en 
cuanto a co;nrortamiento bioquínico, sino ']lle incluso corir_Jartcn 
características antigénicas y genéticas por lo cual se inclu-
yen en l?. misr.:a tribu (39) (Tabla 3). 

Los generas Escherichia y Shigella estln íntimamente relaciona 
dos y no se 'JUeden-ciiferenciar aün utilizando la hibridización 
de DNA. Estudios que involucran recombinación qenética han 
permitido establecer algunus de las regiones dei cro~osoma de 
estas bacterias que participan en la ex?resi6n del fenotipo 
invasivo. 
Gemski y col (1972) (13), basados en el análisis de híbridos 
de E. coli K-12 y Shigella flexneri ?.~, encontraron CJUC "JO!' lo 
menOs existen dos regiones del cromosoD3 bacteriano indisuensa 
bles nara la virulencia. El locus kc'), nuc se asociü con. la= 
capacidad de Shigella flexneri para prod~cir gueratoconjuntivi 
tis en cobayos y las re0iones cercanas al oneron °'his 11 q:ue co= 
difican para antfgenos sonáticos ''O'' (12, 13) 
Estos autores observaron además, 11ue todos los hfbridos rugo-
sos eran incapaces de dar una ,?rueba de Sereny 9osi ti va, sus -
resultados indica.n que no s6lo se requiere de un LPS 11 liso 11 !>ª 
ra la 9enctraci6n y multi9licac:i.ón en el interior de las célu= 
las; sino que además la estructura del LPS, QUede ser un fac-
tor deterrainante en este Droceso (12). 

Sansonetti y col (1983) (36), demostraron que cepas virulentas 
de Shigella flexneri, perdían su capacidad para producir que-
ratoconjuntivitis en cobayos, cuando la región "purE 11 de 
E. coli K-12 reemplazaba su región homóloga en el cromosoma de 
~ella; esto se- debe a que el locus Kcp, est5 intimar.iente 
unido a esta reqión (36). De la misma manera, hfbridos de 
Shj_r;~lla flcxncri ']UC; incor!_)oraron las r.egioncs xyl ~· rha Je -



Biotipos d¡: 

PRUEBA 

Descarboxilaci6n dé 
la lisina - -

Citrato 

Movilidad 

Lactosa 

Gas de glucosa

Salicina 

Rarnnosa 

TABLA 2 

Los resultados se expresan en % de positividad 

a = S6lo la cepa 0124 

Tomad() de la referencia ( 39. ) . 
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SEROGRUPO 
EIEC 

RELAClON AN'rIGENICA 
IDENTICA REACCION CRUZADAª 

028 

029 

042 

0112 

Ol2.4c 

01:i6d 

0143 

0144 

0152 

0164 

0167 

s. d:isenteriae 

S. boydii 

s. d:tsenteriae 

s. bo:tdii 

s. d:tsenteriae 

s. d:isenteriae 

s. d::i::senteriae 

s. bo:tdii 

a = Indica reactividad cruzada señalando que es s6lo parcialmen
. te. absorbible. 

c = Serogrupo de EIEC más comunmente aislado. 

d Este serogrupo tambi~n da reacción cruzada con S. boydii 
(anti 0:136 aglutina s. bo:tdii pero anti-S. bo:tdii no aglu
tina 0:136) 

Tomado de la referencia ( 39 ) . 
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una E. coli ya no eran canaccs de 9ro<lucír enferf.1edad ni en ca 
bayoS"'i1ieñ monos (3G) . -

Además de estas regiones, otro segmento del cromosoma de 
~~~ ligado a los locus arg y mtl, es necesario para la 
producción de líquido en el modelo de asa ligada y ?ara produ
cir una reacción positiva en la prueba de Sereny (36). se rea 
lizaron diferentes intentos para obtener un híbrido virulento
de E. coli K-12, utilizando las regiones cromos6micas asocia-
dasc;on-Ta virulencia en Shige}l_'.!; sin embargo, los híbridos -
obtenidos no dieron unu reaccion positiva en la orueba cie Se-
reny, aunque fueron capaces de pci1ctrar la rnucosa intestinal, 
pe!'.O su capacidad de multiplicación íué limitada 113). Estos 
resultados llevaron a los investigadores a la conclusión de 
que un factor ajeno al cromosoma bacteriano, debería partici-
par en la producción de enfermedad. 

Sansonetti y col (1982) (35) sefialan que un plásmido de 140 
MDa est~ relacionado con la virulencia en Sl1igella, al obser-
var que variantes que habían perdido el plásmido resultaron 
avirulentas (35). 
Hale y col (1983) 119) encontraron que este plásm.ido de 
Shl9.ella presentaba una notable hor:1ología con otro 9lásm1do, 
también de 140 ~•Da, presente en cepas de E. coli invasiva 
(19, 45). En otro estudio realizado por los mismos autores, -
empleando sistemas con rninic6lulas, observaron que las rninicá
lulas a las cuales se les había incluído el nlásmido, exoresa
ban el fenotipo invasivo. 35 cmpleando sistema~ de síntesi~ de -
proteínas con metionina S , se observó que se producían 10 -
polioéptidos con una masa molecular de entre 12 y 62 Kda, sin
tetizados sólo en las minicélulas que contenían el plásmido a
sociado a la virulencia (19). 

El inicio de una infección en células e~iteliales, involucra -
una interacción célula-célula; es posible que los polipéptidos 
codificados por el plásmido de 140 MDa, se inserten en la mem
brana externa de los organismos invasivos funcionando como li
gando, probablemente favoreciendo la fagocitosis de la bacte-
ria por la célula hospedadora (19). 
Maurelli y col (1985) (28), identificaron una región de 37 Kb 
del plásrnido ¿e 140 MDa, asociado con la virulencia; inducien
do mutagénesis con el transposon Tn5 y clonando en un c6smido 
demostraron, que esta región do 37 Kb, contiene tres fragmen-
tos gue se identificaron al tratar con la enzima de restric-
ci6n EcoRi, obteniéndose fragmentos con pesos aproximados de -
7.6, 11.5 y 17 Kb. En estos fragmentos se encuentran todos -
los locus necesarios ~ara producir la invasión a células epi-
teliales (28). 

Emoleando la técnica de inmunoelectrotransferencia ("Western -
bl~t") en las clonas obtenidas del c6smido mencionado, fu6 oo
sible establecer que la síntesis de los 10 polipéptidos iden-
tificados por Hule y col (19), está codificada por la región -
de 37 Kb. Se observó también que la expresión de estos genes 
está termoregulada; cuando la bacteria se crece a 30ºC, no se 
expresan los determinantes genéticos incluídos en esta región. 
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Una nueva incubación dE·l microor~anismo a 37°C restablece su -
fenotipo invasivo (18, 28). 

La invasividad se presenta en un selecto gru~o de microorganis 
rnos; para que un µarfisiLc invasivo pueda entrar en una c~lula
hos"Jedadora, se requiert-· de un reconocimiento y adherenci'1 pre 
vía: Posteriormente ca ·a entrar a la célula hos~edadora, el = 
parásito puede ser caiJt;•c10 pusivamentc por ésta O en forraa ac
tiva forzar su entrad¿¡, ·.t::il~¿andc su :>ro~ia ener,.,ra r27). 

!!ale y col (1979} (17), esli'iblecicron que en la infección de -
células epiteliales por Shioella, se requiere de actividad me
tabólica por parte de la ---S~a; ya que cuando se trabajo 
con microorqanismos no •;jables, éstos no eran nbscrvu.dos en el 
interior de las céluléls ( 17). 

Rnutton y col (1984) (22) mediante rnicroscop[a electrónica, 
estudiaron la adherencia de ce?as de [. coli invasiva en cttlti 
vos de células llcLa ~, Hcp-2. En este: c.::tudio c:ncoutruron quc
hemaglutininas presentes en la superficie de la bacteria, son 
fundamentales para internctuar con receptores presentes cr1 la 
c~lula hosnedadora (22). Estos mismos autores recientemente -
en 1987 (20), mediante un análisis ultraestructural de la su-
perficie de una ce9a EIEC, establecieron que una fímbria .~uy -
delgada, es la rcs~onsalJle de la henaglutin~ción nanosa-resis
tente a glóbulos rojos 11umanos; ésta adí=más, permite a la bac
teria adherirse a cultivos de tejidos y a las células en el 
borde en ceoillo del colon en humanos (20, 22). Esta ffrabria 
al parecer 8vita el efecto electrostático re~ulsivo, que o~era 
en una distancia de 10 nm, entre la bacteria y la célula con -
lo cual el microorganismo esquiva factores de defensa del hos
pedador, tales como la capa de ~oca en la superficie de las -
células epiteliales, la cual puede ser ?enetrada por la estruc 
tura fina y circular de la fímbria (20) . 

Inman y col (1986) (21) utilizando una cepa EPEC, r¡ue expresa
ba los antígenos somáticos 3, 4 de Shiqella, demostraron que -
la adherencia inicial de estas bacterias es es?ecí fica a las -
c~lulas M que son una ''ventana'' de el sistema inmune en el in
testino humano, se encuentran situadas en forma intercalada 
con las células e9iteliales y su borde en cepillo es bastante 
irregular. Estas células presentan actividad fagocítica; por 
medio de vacuolas transportan el material fagocitado hacía 
las placas de Peyer, ahf un gru?O de células del sistema inmu
ne se encarga del reconocimiento y 9rocesa~1iento del antígeno 
para la inducción de la respuesta inmune, si está fuese nece-
saria (21). Las ceoas invasivas evitan su destrucción al li-
berarse de la vacuoia en la que fueron incluídas por la célula 
M durante el proceso de penetración. 

Hale y Formal (1981) (16) estudiaron el napel que r>odría tener 
la toxina de Shiga, r>roducida por cepas de Shigella dysenteriae 
tipo 1 y la toxina semejante a Shiga producida por cepas de 
E. coli, ellos atribuían a la acción de la toxina el efecto in 
mediato observado sobre °la función celular, ser.alando que si Ia 
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toxina de Shiqa inhibe la síntesis de proteínas en las células 
del colón con una eficiencia an:iloaa a la observada 11 in vitro 11 

de los microorganismos ~uedarían atra2ados en células a punto 
de morir lo cual les oermitiría continuar con su mecanismo de 
patogenicidad (4, 16): 

Sin embargo, la mayoría de los estudios parecen indica:- que la 
toxina de Shiaa no e~ un factor deter~inante en la virulencia 
de las cepas invasivas. Sansonet ti y col (19 86 i ( 3 7) ntedian te 
estudios de cin6tica de crecimiento intracel\1la1·, demostraron 
que ce?as de E. coli portadoras del olásmido asociado a la vi-
rulencia que eran !Jroductorus de traZ.as de la citotoxina ser.te-
jante a la toxina de Shiga (''Shiga-like''), presentaban un creci 
rr:icnto mucho mayor que el de una cepa altamente nroduc:tora de :
esta citotoxina pero carente del ~lS.smido (37}. Se dtmostr6 -
asf que al parecer esta citotcxina no es responsable del dafio -
y de la ~ultipl1caci6n inl~ac0lular de las cepas invasivas. 
Esto conduj6 a los autores a SUDOncr que la capacidad de multi
olicaci6n intracelular de las bacterias, podria deberse a rorn-
Óimiento de la vacuolc far¡oc'.i.t-,icu., 0robablemente oor enzimas 
hidrolíticas, le cual ner~itirra a ia bacteria csiabl~cerse en 
el citoplasma de la c6iula. 

La producci6n de enzimas como !)arte del mccanisno de daño 
cmoleado nor las bacterias, es un factor de virulencia imnortan 
te-nue ha· sido descrito en diferentes microorganismos (1, 9, 
46) : 

Se considera un oaso esencial en la oroducci6n de enfermedad, -
la síntesis de protcasas por rseudoreOna aeruqinosa aislada de -
infecciones pulmonares (9) o la misma Shinella dysentehiae ais
lada de materia fecal capaz de producir mucinasas que 'iT<lroli-
zan los azúcares de la mucina que baña las células epiteliales 
del colón (1). 

Winkler (1982) (46) describió la producción de una fosfoli.rasa 
A, por Rickettsia orowasekii (microorganismo invasivo) , la cual 
hidroliza los qlicerofosfol!pidos de la membrana de células 
L-929, pudiendo provocar la muerte celular cuando se empleaban 
aproxlma<lamente 50 nicroorganisrnos viables l?Or célula. Se con
sidera ~ue esta enzima pudiera ser producida por la bacteria -
"in vivo" y favorecer el escape bacteriano del fa0osoma (46). 

E. coli enteroinvasiva da manera similar, elabora una fosfoli-
!JBsa, la cual ha sido evidenciada en el modelo de hem6lisis 
por contacto. En este sistema se mide la cantidad de hemoí]lO-
bina liberada a 545 nm cuando se induce la unión de bacterias -
y eritrocitos (37). La producción de esta enzima no se obser-
va en placas de gelosa sangre, este hecho hace ~ensar en la ne
cesidad de receptores específicos o bien de un rnicroambiente 
adecuado que favorezca la producci6n de la enzima. En el mode
lo empleado, la centrifugación facilita la interacción bacte-
ria-célula eliminando la necesidad de receptores nara EIEC 



en la superficie de los eritrocitos, que no aon el hospedador -
natural de este grupo de bacterias. Sansonetti y col (1986) -
( 3i l demostraron que bacterias invasivas que habla perdido el 
plásmido de 140 MDa, no p1:oducían lisis de eritrocitos en el mo 
delo de hem6lisis por contacto¡ lo cual, habla dr; que los deteX: 
minantes genéticos necesa~ics para la producción de esta enzima 
probablemente se encuent.r,on codificados en tal plásm~C:o ( 37 ) . 

Aunque una visión convenci0nal indica que el interior de una cé 
lula animal presenta un medio c:·:tremadarnente rico para el ere-= 
cimiento de un microorganismo, no existe evidencia convincente 
de que este fen6rneno se presente 1 27 ) . Debido a ~ue la mayo
ría del hierro corporal se localiza intracelularrnenle como fe-
rritina, hemosidcrina o gru110 hemo y cxtracelularmente se en-
cuentra unido a proteínas captadoras de hierro de alta afinidad 
como la lactoferrina y la transferrina, la concentración de 
hierro en los tejidos del hospedador <~stá restringida. Las bac 
terias pat6gcnas se multiplic~n exitosamente bajo tales candi-~ 
ciones, debido a que han ~csarrollado mecanismos para asimilar 
tal elemento del medio. 

Algunas bacteri3s ¡Jat6genas presentan sistemas para captaci6n -
de hierro de muy alta afinidad, en éstos una caracteristica e-
sencial es la síntesis y secreci6n de sider6foros de manera con 
junta con la producción d2 proteínas de membrana externa ( Í4 f. 
Los compuestos de hierro así obtenidos favorecen entonces el de 
sarrollo de la bacteria ( 14, 30, 43 ) . -

Griffiths y col (1985) ( 14 ) examinando cuatro cepas de EIEC -
encontraron que cada una de ellas producía aerobactina (agente 
sider6foro) y una proteína de membrana externa de 76 K, durante 
su crecimiento en un medio pobre en hierro ( 14 ) . Identifica
ron además la región del cromosoma bacteriano que codifica tan
to para la aerobactina como para la proteína de 76 K, la cual -
sirve corno receptor del sideróforo que capta el hierro. Tal re 
gión se localiza en un sitio cercano a los locus arg-rntl del -= 
cromosoma de Shigella ( 14 ) . 

Después de la multiplicación intracelular la bacteria sale de -
la célula hospedadora y debe soLrGVi vir durante un período sufi 
ciente, hasta que el microorganismo invade una nueva c6lula hoS 
pedadora ( 27 ) -

El mecanismo de patógenicidad propuesto para EIEC y Shigella se 
ilustra en la figura l. 
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La capacidad de algunos microorganismos pñra invadir células -
epiteliales se ha hecho evidente empleando 1nodelos ''in vivo'' e 
"in vitre''; entre los nrimeros se encuentra la nrueba de Sere
ny, que fué la primera-que se describió. Esta consiste en co
locar15na gota de una suspensi6n bacteriana con aproxi1nadamen
te 10 bacterias por mililitro, en la conjuntiva de cobayos, 
buscando señales de conjuntivitis acompañada de secreción pu-
rulenta y edema a las 24, 48 y 72 horas ( 39 ) . 

Yamagata (1986) 48 ) estudió la posibilidad de realizar la -
prueba de sereny en ratones, por las ventajas que estos anima
les presentan en su manejo. Encontró que aunque la reacción -
desaparece más rápidamente y no es tan pronunciada como en los 
cobayos, las cepas EIEC dieron una reacción positiva en la con 
juntiva de los ratones ( 48 ) . 

Powell y Finkelstein (1978) ( 29 ) , señalaron que era posible -
identificar diferencias en el mecanismo de virulencia de E. -
coli mediante la inoculación alantoidea de embriones de pollo 
'C"Oi1"°13 días de cdud ( 29 ) . 

Nundasa y col (1981) ( 31 ) utilizando cepas de EIEC aisladas 
de muestras diarr6icas, dcmostruron que estas cepas eran capa
ces de adherirse ¿¡ la superficie de células Hep-2 y células -
HeLa, en condiciones que normalmente eliminaban bacterias no -
adherentes ( 31 ) . Esta obse::vación abrió la posibilidad de -
utilizar el cultivo de células para la estandarización de una 
prueba de invasividad. En el ensayo de invasividad en cultivo 
de tejidos, se incuba un inóculo ajustado de la bacteria a pro 
bar con una monocapa celular, durante un período de tiem~o su= 
ficiente, que permita a las bacterias invasivas penetrar al in 
terior de las células. Posteriormente, se asregan los reacti= 
vos necesarios para eliminar a las bacterias que sólo se en-
cuentren adheridas a la superficie de la monocapa celular. 
Por último, tras una intensa serie de lavados se desintegra 
la monocapa celular y se busca la presencia de las bacterias -
en el interior de las c6lulas. Un m6todo indirecto bastante -
eíica2 para tal efecto, es la realización de cuentas viables -
bacterianas a partir de la siembra de la suspensión de células 
( 37 ) • 

Day y col (1981) ( 8 ) en un estudio comparativo de la prueba 
de invasividad en cultivo de tejidos y 1'1 prueba de Sereny, d~ 
mostraron la efectividad del método en cultivos celulares para 
la identJ.ficación de cepas de ETEC y de Shigella ( ) . 

En afies reclentes la l1ibridizaci6n de DNA, l1a resultado ser un 
método útil para la identificación de diversos grupos de bac-
terias. Este método incluye la clonación de un fragmento de -
DNA que por su homologíu con el material genético que se quie
re analizar, existe reconocimiento de bases y da la reacción -
de hibridización correspondiente. De acuerdo al porcentaje de 
homología se puede inferir si las regiones hibridizadas son -
homólogas o no y de esta forma estublecer la identidad de la 
bacteria. Este procedimiento ha permitido identificar la pre-
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sencia de caracteres genéticos, que dan lugar al fenotipo pat6-
geno característicc en di fr~rentes grupos de bacterias. 
La identificación de reg:.ones críticas del pl.'.ismido asociado -
con la virulencia en EIEC, como el fragmento de 37 Kb, descrito 
por Maurrelli y col ( 2& ) , permitió a Boileau y col ( 47 ) y a 
Small y Falkow ( 47 ) , diseñar en forma independiente sondas de 
DNA ?ara la identificación de cepas invasivas de ~ ( 4 7 ) . 

La producci6n de enzimas hidrolí:_icas como ya se mencionó ante
riormente, parece ser un factor determinante en la virulencia -
de EIEC, por lo cual el reconocimiento de un patrón enzimático, 
podría emplearse como método alternativo para la caracteriza-
ción de estas bacterias. 

Las enzimas hidrolíticas pueden ser liberadas o estar en un me
dio celular interno, su acción resulta en el desdoblamiento o -
reducci6n del tamaño molecular del sustrato; generalmente cam-
bían una sustancia del estado coloídal al estado cristaloídc 
( 3 ) . 

Dasados en el hecho de que las enzimas hidrolíticas degradan un 
sustrato en particular, es posible identificarlas al se1nbrar -
una bacteria en un medio con un sustrato conocido, se ouede exa 
minar el agar alrededor de las colonias bacterianas oara oQser~ 
var si la producción de estas enzimas lo ha modificado, general 
mente se produce un halo de aclaramiento y así se puede e~~able 
cer la producción de la enzima por la bacteria ( 2 ) . -
Sin ewbargo, no debe olvidarse la posibilidad de que la produc
ción de algunos productos como una enzima puede ser favorecida 
s6lo en un medio ambiente intracelular, lo cual haría difícil 
la caracterizaci6n de estas sustancias por m6todos 1'in vitro''. 

En México, la enfermedad diarrci.ca es un padecimiento de gran 
importancia que ocasiona serios problemas a un sector importan
te de la población ( -- ) . El establecer la etiología de las -
diarreas bactcrian~s, e~ de gr~n im~ortanci~ para uoJer valorar 
los efectos nocivos que diferentes bacteriils pueden ocasionar -
a la economía del hos~edddor. 
La disentería bacilar esta asociada a las 4 csoecies do Shigolla 
así como a ciertos scrogrupos de E. coli que poseen antígenos -
somáticos 11 0 11

, que dan reacción cruzada con Shigella. Esta en
fermedad, es una caus.J. importante de daño en los humanos y mues 
tra una marcada distribución geográfica. S. dvscntcriae, 
S. flcxneri; asf corno E. coli invasiva se aislcin con mayor fre
cuencia en países poco desarrollados y causan un cuadro severo. 
En contraste, S. sonnci se aisla con mayor frecuencia en países 
industrializados y el cuadro que provoca es menos severo ( 1 } . 

E. coli ocupa un lugar muy importante en la otiopatógenia de las 
diarreas oor su elevada frecuencia de aislamiento sobre todo en 
niños y hospedadores inmunocomprometidos. Se trata de una bac
teri~ que se presenta como comensal en su hospedador, sin embar 
go, como se ha mencionado, ciertos serogrupos característicos = 
son capaces de producir en.fermedad. Establecer los grupos pa-
tógenos resulta importante para poder implementar métodos efec-
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tivos que lleven al control de estos microorganismos. 

La prueba de invasividad en cultivo de tejidos ha resultado ser 
un método efectivo y confiable ~ara la identificación de EIEC, 
sin embargo, se trata de un ensayo que no es accesible a la ge
neralidad de los laboratorios. Con el fin de estandarizar un -
método de bajo costo y de fácil acceso a cualquier laboratorio 
se pensó en la posibilidad de establecer un patrón enzimático -
para la caracterización de cepas de EIEC. Por otro lado, la -
realización de estos ensayos enzimáticos, complementaría en al
guna medida nuestros conocimientos acerca del mecanismo de pato 
genicidad de las bacterias invasivas. 
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OBJE'rIVOS 

- Determinar la capacidad invasiva de cepas de Escherichia coli 
aisladas de niños con y sin diarrea, utilizando la pruebaoe 
invasividad en cultivo de células HeLa. 

- Investigar el patrón enzimático (lipasa,. lecitinasa, gelati
nas·a y casefnasa) de las cepas que resulten positivas en la 
prueba de invasividad. · 

- Investigar la capacidad de las cepas :i.n;_;:as:i.v'as cp~ra. la capta
ción del colorante rojo Congo. 



MATERIAL Y METODOS 

- CEPAS 

69 cenas obtenidas de la materia fecal de ninos con diarrea -
aisladas en el Hospital de Pediatría del Centro Médico Nacio
nal. 
305 cepas obtenidas de la materia fecal de niños sin diarrea 
aisladas en el Hospital de Pediatría del Centro Médico Nacio
nal. 
26 cepas obtenidas de niños del Hospital de Pediatría del Cen 
tro Médico Nacional, de los que no se cuenta con los datos r~ 
ferentes a su cuadro clínico. 
Escherichia coli invasiva 9001 
Escherichia coli No invasiva H-10407-P 
Obtenidas der-c8pario del Laboratorio de Diagnóstico y Refe-
rencia Depto. de Microbiología. ENCD. IPN. 

Todas las cepas utilizadas en este trabajo se encontraban con 
servadas en un medio altamente nutritivo ''gelosa especial'' 
( -- l a temperatura de 2 a 4 'C y forman parte de la colec-
ci6n microbiana empleada en el proyecto. 

CONACYT: 
DEPI: 

- MEDIOS DE CULTIVO 

PCCDBNA-021504 
862541 

a) Medios para crecimiento bacteriano: 

Agar de soya tripticaseína (Bioxon de México, S.A. de C.V.) 
Caldo de soya tripticaseína (Bioxon de México, S.A •. de C.V.) 
Agar Mueller-Hinton (Bioxon de México, S.A. de C.V.) 
Agar McConkey (Bioxon de México, S.A. de C.V.) 
Caldo Evans (según Ref. 11) 

b) Medios para pruebas enzimáticas: 

Agar yema de huevo (según Ref. 26 ) 
Agar caseína (según Ref. 6 ) 
Medio de gelatina nutritiva (según Ref. 6 
Medio de leche tornasolada (DIFCO Laboratories Michigan USA) 
Agar rojo Congo (según Rcf. 38 ) 

c) Medios para cultivos celulares: 

Medio mínimo esencial (MEM) adicionado de 5% de suero fe
tal de ternera. (DIFCO Laboratories Michigan USA) 



- PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO 

a) Caldo Evans (segdn Rcf. 11) 

Casaminoacidos 
Extracto de levadura 
Cloruro de sodio 
Fosfato de potasio dibásico 
Trazas 

2,0 g 
0.6 g 
0.25 g 
0~871 g 
0.1 ml 

(16) 

Se disuelve en 100 ml de agua destilada y se distribuye 
en tubos con 3 ml cada uno, esterilizando a 15 lb/15 min. 

b) Agar caseína (segdn Ref. 6 ) 

Leche descremada al 10% 
Agar nutritivo de doble cene. 

500 
500 

ml 
ml 

Preparar la leche descremada y esterilizar a 115°C duran
te 10 min. enfriar a 50°C y agregar el agar nutritivo pre 
viamente esterilizado y enfriado a 55°C. Mezclar vigoro= 
samente y distribuir en placas de Petri estériles. 

e) Medio de gelatina nutritiva (segdn Ref. 6 

Extracto de carne 
Peptona 
Gelatina 
Agua destilada 

3 
5 

120 
1000 

g 
g 
g 
ml 

Agregar la gelatina al agua y dejar 15 a 30 : ir.utas. Ca
lentar para disolver la gelatina, agregar los otros cons
tituyentes y disolver. Ajustar el pH a 7.0 esterilizar 
por calentamiento a 114ºC durante 20 min. 

d) Agar yema de huevo (segdn Ref. 26 

Agar de soya tripticaseína 
Digerido pancreático de caseina 
Fosfato de sodio dibásico 
Fosfato de potasio monab5sico 
Cloruro de sodio 
Sulfato de magnesio 
Glucosa 
Agua destilada 

40 
5 
1 
2 

0.1 
2 

1000 

g 
g 
g 
g 
g 
g 
ml 

Disolver y ajustar pu a 7.6 esterilizar a 12lºC 15 minu-
tos, enfriar a 50-55ºC. Lavar un huevo con etanol 95% 
una hora, uspirur y separar el huevo de su cascaron. Adi 
cionar un huevo a 500 ml de la base de agar y agitar hasta 
tener una suspensión homogenea. Distribuir en placas de -
Pe tri. 

e) Agar rojo congo (segdn Ref. 38) 

Medio de Luria: 
Ilactotriptona 
Extracto de levadura 
Cloruro de sodio 
Agar . 
Agua destilada 

10 
5 

10 
20 

1000 

g 
g 
g 
g 
ml 



Se prepara una base de agar Luria y se·agrega el coloran
te rojo congo a una cae. final de 0.01%. Esterilizar y -
distribuir en placas de Fetri. 

- REACTIVOS 

&olución amortiguadora de fosfatos (PBS Completo) 
Sulfato de cobre saturado, solución. 
Solución de cristal violeta en ácido cítrico. 

- PRE~ARACION DE REACTIVOS 

PBS Completo: 

Solución "A" Cloruro de sodio so 
Cloruro de potasio 2 
Fosfato de sodio dibásico 11. 5 
Fosfato de potasio rnonobásico 2 
Agua destilada 800 

Solución "B" Cloruro de calcio 1 
Agua destilada 1000 

Solución ncu Cloruro de magnesio 1 
Agua destilacla 1000 

g 
g 
g 

.g 
ml' 

g 
ml 

g 
ml 

Se esteriliza separadamente cada solución en autoclave a 15 
lb/15 min. y se mezcla en frío como sigue: 

BO rol "A" + 100 rol "B" + 100 ml •c• + 720 ml agua destilada 

Cristal violeta en ácido cítrico: 

Acido c1trico 
Cristal violeta 
Agua destilada 

21 
1 

1000 

g 
g 
ml 

Disolver el ácido cítrico.·en el agua destilada y posterior
mente agregar el cristal violeta. Se agita durante 2 horas 
y se deja reposando toda la noche a temperatura ambiente. 
Filtrar en papel l'lhatman No. 2. 

- FROPAGACION DE CULTIVOS CELULARES 

Se utilizó la línea 2celular HeLa, mantenida en botellas de 
plástico, con 25 cm de superficie, a las que se agregó me
dio mínimo esencial (MEM) con si de suero fetal de ternera 
y penicilina (100 U/rol) estreptomicina (100 micro g/rnl). 
A partir de una botella con una confluencia del 100% se 
tripzinisaron las cfilulas con tripsina-verscno ( } , se -
desechó el exceso de reactivo y se dejó actuar el reactivo 
residual durante 5 minutos a 37ºC para despegar las c6lulas. 
Se agregaron 30 ml ele MEM sin antibiótico y se resuspendió 
con pipeta 30 veces para homogenizar la suspensión celular, 
y se distribuyó en porciones de l rol. para cada tubo de ros
ca de 16 X 150. Los tubos se incubaron inclinados durante -
24 h. a 37ºC. En la prueba de invasividad sólo se utiliza-
ron los tubos que presentaron una confluencia rnfnirna del 
70\L 
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- PREPl<RACION DEL INOCULO Bf,CTERIANO 

Se tomó una asada de Ja bacteria del medio en que se encentra 
ba conservada (gelosa espc>cial) para inocular un tubo con 3 -
ml de caldo de soya triplicaseína, se hizo ur:a preincubaci6n 
de 4 h. a 37ºC y se i~ucul6 con 3 gotas de este crecimiento -
un tubo con 3 ml de c31do Evans, se incub6 de 18 a 24 h. a --
37ºC. 
Suspensi6n bacteriana se c0¡1~rifug6 a 3000 rpm durante 10 min 
desechando el sobrcriada~t-c y se resuspendi6 el paquete en PBS 
completo estéril. Se aj~l!.:;tó el in6culo a una densidad 6ptica 
de 14 a 16 U. Klett con filtro rojo. 

- PRUEBA DE INVASIVIDAD 

Se inocularon dos tubo::; con cultivos celular8s, con 0.1 ml -
del inóculc ajustado, éstos se incubaron inclinados durante -
6 h. a 37ºC. Se lav6 tres vcces con PBS completo est€ril; -
despues del Qltimo lavado, se agreg6 a la mitad do los tubos 
1 ml ele MEM con unt:LJ.ól:ir::os (knnamicinn. 2S mn-ostrcntomicjna 
100 mg/ml) y a la otra mitad 1 ml de MEM sin ~ntibi6iicos. 
Se incubó 1 hora a 37ªC. Se desechó el medio y se lavó tres 
veces con PBS completo est€ril, enseg11ida se agregaron 0.5 -
ml de tripsina-vcrscno a cada tu~o desechando el exceso de --

'reactivo e incubando durante 15 minutos a 37ºC para despren-
der las células del tubo. Se añadió 1 ml de PBS comnlcto es
téril y se resuspcndió enérgicamente con una pipeta ~erológi
ca para obtener una suspensión celular homogénea. 0.1 ml de 
la suspensión celular se sembró en una placa de medio de 
McConkcy, con una varilla est~ril de vidrio, extendiendo la -
suspens~6n sobre toda la superficie del medio para realizar -
una cuenta viable aproximada de bacterias. Se tomó 0.2 ml de 
cristal violeta en ácido cítrico y se añadió a 0.2 ml de la -
suspensión celular, para realizar la cuenta celular en una ca 
mára de Neubauer. Los restantes 0.7 rnl se centrifugaron a-= 
500 rpm 15 minutos y de el pequeño paquete formado se tomó -
una muestra para realizar un frote fijado con metnnol y teñi
do con cristal violct~ en ácido cítrico. 

La cuenta bacteriana obtenidá del medio sin antibi6tico, se -
utilizó como un testigo del crecimiento bacteriano, de esta -
forma se elimin6 la posibilidad de falsos negativos provoca-
dos por una viabilidad baja de alguna cepa. 
La cuenta bacteriana obtenida del medio con antibiótico se u
tilizó para identificar a las cepas invasivas. 
El criterio que se tom6 para aceptar a una cepa como invasiva 
fué el descrito por Mehlman (44) quien estudiando la capaci-
dad invasiva de cepas de E. coli y Yersenia enterocolitica en 
cultivos celulares, estableció que para aceptar a una cepa co 
mo invasiva deberían de existir en el ensayo por lo menos una 
bacteria por cada célula, para tal efecto se relacionó el nú
mero de unidades formadoras de colonias con el número de célu 
las obtenido en la cuenta celular en c&mara de Neubauer. 
A todas las cepas positivas en el ensayo de invasividad,se -
les determinó su espectro de sensibilidad a los antibióticos 
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utilizados on la prueba. Esto con t~l fin ele diferenciar u 
las cepas exclusivümente resistentes a los antibi6ticos de lns 
realrncn te invasivas. 
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- DETERMINACION DEL ESPECTRO DE SENSIBILIDAD A kanamicina/cstreo 
tomisina DE LAS CEPAS INVl\SIVl;S. ~ 

Para este ensayo se utilizó el agar Muellcr-Hinton, que por -
sus características nutricionales y su carencia de inhiLido-
res, favorece el desarrollo adecuado de la bacteria. Se pre
paró una placa de medio con cada una de las diluciones del an 
tibi6tico seleccionadas para el ensayo, las cuales fueron ob= 
tenidas en bas~ a la concentración de antirnicrobianos utiliza 
da en la prueba de invasividad. De tal forma se p~epararon = 
placas de agar Muellcr-Hinton que contenran las s~guicntcs -
diluciones de cada antibiótico: 

Kanamicina: 
Estreptomicina: 

lOü mG/ml; 50 mG/~l; 25 mG/ml; 12.5 mG/ml 
300 mG/ml;200 mG/ml;lOO mG/ml; 50 mG/ml 

s~ crecieron las c0pas a probar en caldo de soya tripticaseí
na por 24 h. a 37°C, se Qjust6 el inóculo a una densidad 6pti 
ca aproxiwadamentc igual al tubo 1 de M=CFarlan dilufdo 1:2 -
(150 x 10 bücterias/mll; <lel in6culo ajustado se hizo tln~ -

dilución 1:4 ce caldo TSB estéril y de esta dlti~a dilución -
se deposit6 una gota con asa calibrada a cada uno de los me-
dios con las diferentes concentraciones de los antibióticos. 
Fueron aceptadas corno scnsíbles aquellas cepas cuyo crecimi-
ento se vio inhibido por lo menos a la concentración corte -
del antibiótico. 

- TIPIFICACION SEROLOGICA 

Todas las cepus positivas en la prueba de invasividad se tioi 
ficaron con sueros comerciales. La cepa mantenida en gelos~
especial se sembró en medio de agar de soyatripticaseína 
(TSA) y se incub6 durante 24 h. a 37ºC. Del crecimiento bac 
teriano se hicieron tres suspensiones con solución salina ei 
téril al 0.85% a uca de las suspensiones se le agregó una go 
ta de solución salina 0.85%, para descartar a las cepas au-= 
toglutinables y a la dltima se le agreg6 una gota de suero -
polivalente de E. coli del Instituto Pasteur (Institulo Pas-
tcqr Production). __ _ 

Las cepas que dieron aglutinación positiva con el suero po-
livalente, se probaron con sueros polivalentes A y B de E. 
coli (Bigaux diagnostica 5.1\.) y polivalente c de E. coli
(Difco Laboratorics) 

Las cepas que aglutinaron con suero Pasteur y no aglutinaron 
con los sueros polivalentes A, B y C, se hirvieron durante -
una hora en solución salina fisiológica y se volvieron a pr~ 
bar. 
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- PRUEBAS ENZIMATICAS 

a) Identificación de la producción de proteasas por ~ 

Digestión de caseína en placa: Se inocularon placas de a
gar caseína a partir de un crecimiento bacteriano de 18 h. 
en caldo TSB. 58 exa~inó a intervalos de 24 h. durante 7 
días, tomando corno ....:riteric de pos.itividad el aclaramien
to del medio alredc(l:ir del crecimiento bacteriano ( G ) . 

Digesti6n de caseína er1 tubo; Se inocularon tubos que con 
tenían 3 ml de leche dc".scremada al 10% con 5 qotas de un
crecimiento bacteriano de 18 h. en caldo TS!l. La produc
ci6n de proteasas se identific6 observando la peptoniza-
ción del coár3ulo farmacia por la producción de ácido ( 3 ) . 

Prueba de leche tornasolada: Se inocularon tubos que con
tenían 3 ml de medio de leche tornasolada. En esta prue
ba se valor6 la producción de ácido ;3anif iosta por la a-
parición de una tonalidad blanca varios días después de -
la incubación inicial ( 3 ) . 

Hidrollsis de gelatina: Se inoculó un tubo con gelatina -
nutritiva, por picadura con un asa recta, utilizando un -
inóculo pesado y se dejó incubar a 37ºC durante 7 días. 
Para realizar la lectura de la prueba, los tubos se enfri 
aron a 4ºC durante 2 h. y después se examinaron buscando
la licuefacción del medio para señalar una prueb~ como po 
sitiva(6). -

bl Identificación de la producción de lipasa y lecitinasa 
por E. coli. 

Digestión de medio con huevo: Se inocularon placas de agar 
yema de huevo con un crecimiento bacteriano de 18 h. en -
caldo TSB. Se incubó a 37ºC durante 7 días. 
La producci6n de lipasa se presenta como un precipitado en 
el medio, alrededor y por debajo de la colonia bacteriana, 
así como la formación de una capa iridicente o capa perla
da que cubre el crecimiento bacteriano. Tal precipitado -
y capa perlada están compuestos de ácidos grasos libres -
producidos por la degradación de los lípidos ( 40 ) . 
La producción de lipasa se hace más evidente sí se vierten 
sobre el medio 10 ml ele un.J solución sa +:urada de sulfato -
de cobre, la cual reacciona con los ácidos grasos libres -
producidos por la acci6n de esta enzima para formar un ja
bón insoluble azul-verdoso alrededor de las colonias de -
bacterias ( 40 ) . 

La producción de lecitinasa se presenta como una gran zona 
de opacidad en el medio que rodea a las colonias. El pre
cipitado resultante está compuesto principalmente de pro-
taina insoluble que proviene de la degradación de la leci
tina ( 6, 4 O ) . 
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- PRUEBA DE CAPTACION DE ROJO CONGO 

Se inocularon placas de agar rojo congo, con una asada de un 
crecimiento bacteriano de 18 h. en caldo TSB, dejando incubar 
a 37ºC durante 24 h. 
Las cepas capaces de captar el colorante, crecen en colonias 
de color rojo intenso, mientras que las demás bacterias pro
ducen colonias de colar blanco ( 38). 
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Se estudió la capacidad invasiva de 400 cepas de Escherichia 
coli aisladas de muestras de materia fecal de 86 ninos con y sin 
diarrea. En la tabla 4, se muestran las características de es
tas cepas. 

Se encontraron inicialment0 27 cepas invasivas en el modelo de 
cultivo de c€lulas; sin embargo, 8 de ellas resultaron resisten 
tes a los antibi6ticos utili~ados en el ensayo (kanamicina 25 -

/ml y estreptcmicina 100 /ml) (tabla 5). Estas cepas se -
volvieron a probar, utilizando ~mikacina, a una concentración -
de 100 /ml. Sólo una cepa de las ocho probadas resultó inva
siva, lo cual dió un total de 19 copas invasivas de las 400 
probadas en el estudio (tabla 4). 

Se analizó la relación entre aislamiento de E. coli cnteroinva
s.iva y el cuadro clínico que presentaban los sujetos de los cu~ 
les se aisló la bactnrio. I.os rnsultados descritos en la tabla 
7, muestran que el porcentaj~ de aislamiento más elevado de ce
pas invasivas, se encontr6 en los niRos que presentaban cuadro 
diarreico con moco y sungre. 

Al establecer el serogrupo al cual pertenecían las cepas invas1 
vas, la mayoría resultaron no tipificables, s6lo en una cepa s8 
pudo identificar el serogrupo (tabla 6). 

El patrón enzimático se estudió en las 19 cepas invasivas así 
como en 30 cepas no invasivas (tabla 8) . La más alta produc-
ción de enzimas hidrolíticas se observ6 en el grupo de cepas -
invasivas, especialmente en la prueha de lipasa y casefnasa. 

Durante la realización de este ensayo, se observ6 un fenómeno 
curioso, 47% de las cepas invasivas produjeron un pigmento ca
fé rojizo cuando se utilizó medio líquido con leche descremada 
al 10%. Cabe mencionar que ninguna de las cepas no invasivas 
fué capaz de p~oducir este pigmento. 

En la tabla 9, se se~ala la relaci6n entre las cepas de E. coli 
invasivas y no invasivas con la prueba de captación del coloran 
te rojo Congo. Todas las cepas invasivas captaron el coloran-
te, mientras que sólo el 10% de las no invasivas dió la prueba 
positiva. 

Paralelo a este estudio, se determinaron 
patogcnicidad de estas cepas de E. coli. 
pacidad de adherencia a células lleLa así 
toxinas y citotoxinas. 

otros mecanismos de -
Se identificó la ca

como la producción de 

En la tabla 10, se muestran estos datos. Sólo una cepa invasi 
va mostró capacidad de adherencia al cultivo de células y sólo 
dos fueron productoras de toxina, en ambos casos de citotoxina 
semejante a la toxina de Shiga ("Shiga-like toxin"I. 
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TABLA 4 

Capacidad invasiva de 400 cepas de E. coli aisladas de materia 
fecal en niños, determinada por la prueba de invasividad en -
cultivo de c~lulas HeLa. 

ORIGEN 

17 niños con diarrea 
del Hospital de Pe-
diatria C.M.N. 

69 niños sin diarrea 
del Hospital de Pe-
diatria C.M.N. 

Sin hoja de datos 
clínicos 

No. DE CEPAS CEPAS INVASIVAS * 

69 

305 

26 

* Dos cepas 1012, 1257 fueron productoras de toxina semejante• a 
Shiga (SLT) y una cepa 1022 °di6 adherencia difusa. 
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TABLA 5 

Sensibilidad a kanamicina (25 g/ml) y estreptomicina (100 g/ml) 
de las cepas positivas en la prueba de invasividad. 

No. de cepa Kana/strep Resultado 

1012 s Invasiva 
1022 R Invasiva * 
1031 s Invasiva 
1034 s Invasiva 
ió46 s Invasiva 
1064 s Invasiva 
1077 s Invasiva 
1079 R No Invasiva 
1098 s Invasiva 
1103 s Invasiva 
1110 s Invasiva 
1126 s Invasiva 
1129 R No Invasiva 
1:130 R No Invasiva 
1139 R No Invasiva 
1154 s Invasiva 
·1200 s Invasiva 
1214 s Invasiva 
1257 s Invasiva 
1267 s Invasiva 
1280 R No Invasiva 
1284 R No Invasiva 
1326 .s Invasiva 
1427 s Invasiva 
1452 R No Invasiva 
T344 R No Invasiva 

* Sólo la cepa 1022 resultó ser invasiva, cuando todas las cepas 
resistentes se probaron nuevamente utilizando amikacina. 

R resistente 

S sensible 



Relaci6n entré Escherichia 

Suero Pastéur positivo.• .. · 

: Suero poli valen te, ILposi ti va. 
(086; K61, 0112; K66, 0128; 
K67, 0117; K69,· 0125; K70, 
0124; K72) 

No tipificables. 

* Ninguna de. estas cepas di6 ~éacci6n positiva con: los sueros· 
polivalentes r .• II y III de E. coli 
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Cepas de E. coli invasivas determinado por cultivos celulares 
y su relación con diarrea y 9resencia de l!loco y sanqrc. 

ca.rae ter is tícas de laa evaluaciones 

No. de cepas INV e/moco ~/moco e/sangre s/s~mgre 

Niños con 
diarrea 6- + 5/6º 1/6 5/6 1/6 

(83. 4%) ( 16. 6%) (83. 4%) (16. 6%) 

Niños sin 
diarrea 11 t 5/11 6/11 0/11 11/11 

(45. 5%) (54. 5%) ( 0% l ( 100>)-

1'0TALES 17 10 12 

No se encontraron los datos cltnícos de dos de las cepas invasi
vas por .lo tanto no fueron incluidas en esta tabla. 
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Patrón enzimático de'E. coli invasiva a células HeLa y de~ 
no invasiva determina~vitro!1 en,medios de cultivo. 

·Producci6n de 
':n p_laca' 

Producci6it de case!nasa-· 
en tubo 

Producci6n d~ .. liJ;?asa en 
medio de huevo -

Producción de lecitinasa 
en medio de huevo 

Producción de gelatinasa 

Medio de leche tornasolada 
- Producci6n de ácido 

- Formaci6n de coágulo 

- Peptonizaci6n 
- Reducci6n 

E~ coli invasiva 

15/19 (78. 9%) 

a)· 18/19 (94. 7%) 
b) 9/19 (4 7 .3%) 

·,~ . -3!-· ~ 

13/19. (68;.\Ú 
-;o-:· :_· ,~::', -

l/Í9 ( s;;i) 
1/19 e s.~%.i·•·•···· 

18/19<(9.4.7%) 

lGÍl9 '·cii4. 2ÍL •: 
···.; 15119 'ria ;9\ 1 

16/19: (84 ;2%) 

·,.: 

Los resultados se expresan en % de positividad. 

a) = Formaci6n de coágulo 

E. coli Na invasiVa-

.. 6/30 

-,-; 

.. 

-· 

29/:í·o 
0/30 

.. 
:aho 

ú:lo 

1/30 

·29/30 

28/30 

8/30 

(96,6%) 
( 0.0%) 

(26.6%) 

. 6. 6%) 

3. 3%) 

(96. 6%) 

(93. 3%) 

(26.6%) 

28/30 (93. 3%) 

b) = Formaci6n de coágulo y producci6n de pigmento. 



TABLA 9 

Prueba de captación de rojo, Congo en cepas 
a células HeLa y en cepa,s No 'invasivas. 

ESTA TrSlS NO DEBE 
SAUa DE L~29 )Bl3UBTECA 
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Relaci6n é'ntte· E';.'·cOli iri.~asiya y otroS mecani'smos de patogcni
cidad ,de ,E;, coi~: 

Pl:'oducci6n · Producción·. 
de SLT - ,_de ,LT, 

+ 

100% 5.2% 10.5% 0.0% 

ªEl patr6n de adh,erencia de esta cepa fué difusa. 



DISCUSION 

La invasi6n de la mucosa del col6n es el primer paso en la pa
togenesis de la disenteria bacilar (37). 
Shigella spp. y ECEI son microorganismos responsables de este 
proceso. 
Esta propiedad se ha relacionado en estas bacterias con la pre 
sencia de un pl5smido de 120-140 MDa. La identificaci6n expe= 
rirnental de este fenómeno ha sido posible mediante el modelo -
'' in vivo ''de prueba de Sereny. (39) e 11 in vitre 11 mediante 
el modelo de invasividad en cultivos celulares; descrito por -
Day y col (1981) (8) c¡uienes demostraron la eficiencia del -
método al comparar sus resultados con la pruct~ de Sereny (8). 

En estD trall,:i.jo se identificaron 19 cepas invasl.vas a células 
HeLa de un total de 400 estudiadas. Estas cepas invasivas se 
aislaron tanto de inJ.1viduos con diarrea como de individuos 
que no presentaban este cuadro clin1co. 

El porcentaje de cepns invasivas obtenido fu~ de 4.7% super!or 
al reportado en otros estudios sobre ECEI, en los que se se11a
la que la frecuencia de aisla~iento de este grupo de bacterias 
estl por debajo del 11 (24). 
Sin embargo, ur. estudio realizado en Tailandia por Talylor y -
col (1986) (42), empleando la hibridizaci6n de DNA para la i-
dcntificaci6n de microorganismos invasivos, señala una frecucn 
cia ~e aislamiento de ECCI del 3% (42). Estos datos apoyan l~ 
encontrado por nosotros y además sugieren la importancia que -
probablemente tiene este grupo de microorganismos en la etio-
patogenia de la diarrea en paises en vías de desarrollo. 
Aunque es importante señalar que se considera que sólo las ce
pas Sereny positivas son virulentas, por lo que sería intcre-
sante verificar si nuestras cepas presentan esta característi
ca. 

Con el fin de conocer si este grupo de bacterias se aislan en 
la misma proporci6n de individuos sanos o de aquellos que pre
sentan diarrea se analizaron en forma independiente a111bos gru
pos, enccntr&ndose un porcentaje de aislamiento del 3. 7'1 en -
niñcs sin diarrea y del 8.7% en niños con diarrea. 
Estos resultados nos muestran nuevamente que este grupo dt! bue 
terias probablemente tiene un papel importante en la produc--
ci6n de enfermedad diarreica. El haber encontrado un pareen-
taje alto (3. 7%) de cepas invasivas en nifios sin diarrea, nos 
sugiere por el tipo de población estudiada la posibilidad de -
que exista una fuente de infección intrahospitalaria. 

Escherichia coli invasiva al igual que Shigclla se multiplica 
en el interior de las células epiteliales hasta destruirlas pa 
ra invadir a las células adyacentes (Figura ll (1). Este pro= 
ceso destructivo ocasiona una reacci6n inflamatoria durante la 
cual se presenta en forma macrosc6pica la sal ida de sangre y 
moco en las heces. 



Al analizar los expedientes de los pacientes encontramos que 5 
de 6 de los individuos con diarrea presentaron sangre y moco -
en sus evaruacioncs, lo cual correlaciona con las manifcstacio 
nes clínicas oGservadas en las infecciones producidas por ~CEY. 
For otro lado, en algt:nos de J.os individuos sin diarrea (4G.5t} 
en los que se idcntificarun cepas invasivas, se d0tect6 la pre
sencia de moco en la ffiilteria fecal. Tal situaciGn i1abla de un 
proceso inflamatorio yuc se podría interpretar como el inicio -
probable del cuadre p~ 1.al601co ocasionado par los microorqanis
mos invasivos. 

~o fu6 posible cstaJJlcci~r el serogrupo de las cepas que resul-
taron invasivas, ya c1ue s6lc se contaba con sueros polivalente~ 
del grupo cnteropat6gen~. S6lc una de las cepas invasivas aglt 
tino con estos sueros ¡;olivalcntcs. Csto nos indica que la · 
gran rnayoria de lüs ce~~~ no pertenece al grupo ECEF, lo cual -
concuerda ccn lo señalaJo por Levin -¡ col (1984) (24) quienes -
afirman qua este grupo no incluye cepas invasivas (24). 

5e han sc~alado que ECEI es en su mayorfa inm6vil e incapaz de 
dcscarLox1lur la 11sina (41). 
En este trabajo la mayor!a de las cepas de E. coli invasiva 
identificadas fueron rnoviles y el 57.Yb de ellas fué lisina 
descarbcxilasa positiva.s. 'I'aylor y r:cheverria {1986) (42) cs-

.tudian<lo las caracterfsticas biogt1inicas de cepas de ECCI aisli 
das d~ nifios con sfndrome disent~rico en Ta;landia, encontraroi 
que el 86% de las cepas fueron lisina/descarLoxilasa positivas. 
Esto plantea la existencia de cepas invasivas con comportamien
to metabólico diferente al descrito para este grupo de bacte-
rias. Sin embargo, Taylor y col. al igual yue nosotros s6lo 
determinamos la invasividad asociada al plásmido de 140 MDa y -
no la relacionada con la capacidad para producir queratoconjun
tivi tis, esta podría ser la explicación de las características 
metabólicas de nuestras cepas. 

La producción de enzimas como f nctor de virulencia ha sido es-
tablecida en diferentes microorganismos invasivos como 
Ricketssia y Shigella (46) (1). Estudiando E. coli invasiva 
Sansonetti y col (1986) (37) propusieron la producción por ECEJ 
de una enzima que destruia gl6bulos rojos. Esta enzi~a proba-
blemente sea una fosfolipasa la cual altera la membrana eritro
ci ti ca. 
Clerc y col (19iJ7) (5) por su parte, trabajando con la línea CE 

lular de macrofagos J774 demostraron que cepas de LCEI fagocita 
das se liberan del fagosoma por efecto de un factor el cual no
tiene relación con la producción de citotoxina semejante a la -
toxina de Shiga (Shiga-like). 

Estos datos apoyan la posible producción de enzimas hidrolíti-
cas relacionadas con el mecanismo de virulencia de ECEI. Consi 
deramos por tal motivo que tratar de establecer un patrón en--
zimático en E. coli podría ser dtil en la identificación de 
ECEI mediante el uso de métodos de laboratorio más sencillos y 
accesibles que las pruebas de invasividad establecidas. 
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.se investigó la producción de caseínasa, lipasa, lecitinasa y 
gelatinasa; además de la prueba de leche tornasolada. Se prac
ticaron estas pruebas a las 19 cepas invasivas así como a un 
grupo de 30 cepas I'o invasivas, los resultados observudos en 
estas últimas se utilizaron como punto de comparación entre 
hChI y otras cepas de Escherichia. 
En las cepas invasivas se encontró una elevada producción de 
enzimas hidrollticas, especialmente de caseínasa (79%) y lipasa 
{68%). La producción de estas enzimas en el grupo No invasivo, 
comparativamente fu6 m5s baja, resultando sólo el 20i producto
ras de caseínasa y el 261 de lipQsa. 

Lstos datos apoyan el planteamiento de utilizar el patrón de 
enzimas hidrolíticws para sospechar la presencia de ECEI. Sin 
embargo, consideramos que h<J::' que estudiar un número mayor de 
cepas invasivas para demostrar de manc~a más contundente la u-
tilidad de estas pruebas en la identificación de estas cepas. 

Los datos ob::>ervados en las oruebas de determinación de C<Jscí-
nasa y lipasa observados en ~ste estudio, correlacionan con los 
dates c1e i•;irJ:ler {1~82) (46), lo cual nos permite (~specular que 
prob.:i.blemente tales enzimds podrían participar en la doqra.da-
ción del fagosoma como lo haca la fosfolipasa A producida por -
Rickettsia prowasekii (46) ~ lo que permite a las bacterias in-
vasivns liberarse en el citoplasma celular. 

Algunos autores (38) señalan que la capacidad de las bacte~ias 
para captar el colorante rojo congo de un medio de cultivo es
tá relacionada de manera directa can su habilidad para captar 
el fierro, ellos explican que el fierro se une al colorante -
disuelto en el medio de tul forma que cuando lu bacteria capta 
tal elemento, adquiere también el colorante; lo gue da como -
resultado el crecimiento de colonias pigmentadas. 

Sakai y col (1986) (34) identificaron una secuencia de aproxi
madamente 1.0 kb. derivada del plásmido de 140 MDa que es la -
responsable de la captación del rojo congo, estableciendo ~ue 
todas las cepas que poseen el plásmido deben presentar la capa 
ei<lad de captaciSn de este colorante. Basados en estos estu-= 
dio~ se utiliz6 la prueba de captac16n del rojo co~go, como un 
marcador indirecto de la presencia del pl.ásI!lido asociado con -
la virulencia en EIEC, para determinar si las cepas invasivas 
a células HeLa realmente presentaban esta caracterfstica. 

Se encontr6 que las 19 cepas invasivas resultaron positivas -
(100%) a la prueba de captación del rojo congo; lo cual sugie
re que todas las cepas invasivas a c6lulas HeLa identificadas 
presentan el plásmido de 140 MDa. Por otro lado las 30 cepas 
no invasivas probadas solo 3 (10%) fueron positivas a la prue
ba; lo cual habla de la presencia de esta característica tam-
bi€n en algunas cepas no invasivas. 

Basados en que el 100% de las cepas invasivas fueron captado--
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ra~s del rojo congo y debido a las facilidades que este ensayo 
presenta para su realización se pensó en esta prueba como un -
procedimiento m~s para la caracterizaci6n de cepas invasivas. 
Sin embargo, no se debe pasar por alto gue no todas las cepas 
capaces de captar el rojo congo son cepas invasivas, algunos 
autores han reportado c~:r..1a!; toxigénicas de E. coli que poseen 
sistemas captadores de ;iierrc, por lo cua 1 ñéJ"SePuede conside 
rar a la prueba como c~_:.Jecf fica ( ) . -

La producción de sideroforos se han considerado un factor de -
virulencia importante para E. coli invasiva, ya que le permite 
a la bacteria crecer bajo condiciones restringidas de fierro -
(1) como las que se presentan en el medio intracelular. Con 
respecto a la captaci6n de hierro, la prueba de hidrolísis de 
caseína en el medio de leche al 10% most:r6 un hallazgo int:ere
sante, el 47% de las cepas invasivas produjeron un pigmento -
cafe rojizo a las 24 h. de incubac.i6n fenómeno que no ha sido 
descrito anteriormente, observándose que ninguna de las cepas 
no invasivas presentó este fenómeno. Griffths y col (14) oh-
servaron tal coloración como una característica de la protef-
na captadora de hierro acrobactina una vez que se ha unido a -
este element:o en cepas de E. coli. La producci6n de pigmento 
en nuestro estudio se pud6 deber probablemente a la elabora-
ci6n de sideroforos para las cepas invasivas, estudios poste
riores que involucren la utilizaci6n del medio de leche al 
10\ resultarían Gtiles paro establecer las características de 
este fenómeno .. 

La ident:ificaci6n de este pigmento podría completar la serie 
de pruebas que se han mencionado aquí (producción de lipasa, 
caseínasa y captaci6n de roJO congo) con el fin de identifi
car cepas invasivas mediante pruebas y de fácil acceso a cual 
guier laboratorio. 

Levine y col (1987) sefialan que la adherencia de las cepas in 
vasivas involucran mecanismos totalmente diferentes a los utT 
!izados por las cepa~ cntcroadl1erenles, de tal forma el hcch~ 
de encontrar s6lo una cepa invasiva adherente en este estudio 
habla de la~ diferencias existentes entre arnbos mecanismos de 
_E.Jatogcnicidad.. La cepa que presentó ambos mecanismos requie
re de un estudio más a fondo para establecer la importancia -
que pueda tener cepas con los dos mecanismos; nosotros supo-
nemas que este fenómeno se debió a la prcscnc.ia de los plás-
midos que codifican para estos fen6menos en la ~isma cepa. 

Dos cepas invasivas fueren producloras de citotoxinas semc-
jante a la toxina de Shiga. Esto contribuye a apoyar lo ore 
viamente descrito por Cl~rc y col (5) en relaci6n que esta ~ 
citotoxina no tiene un papel importante en el proceso de in
vasibilidad quedando sin esclarecer la funci6n precisa de la 
citotoxina. 
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CONCLUSIONES 

Se identificaron 19 cepas invasivas a c€lulas HeLa de un total 
ae 400 estudiadas, lo que da un porcentaje de aislamiento de 
E. coli invasiva del 4. 7%. 

Se encontró una elevada producción de enzimas hidrolíticas en 
el grupo invasivo, le que nos permite especular sobre el posi
ble establecimiento de un patrón enzimático para ECEI cerno fac 
tor de caracterizaci6n para este grupo de bacterias. Además,
esta s1tuaci611 nos habla de la posible participaci6n de las -
enzimas hidrollticas en el mecanismo virulento de ECEI. Sin -
embargo, consideramos que es necesario estudiar una poblaci6n 
de cepas invasivas m<ís grande, para que los resultados obteni
dos sean más confiaLles. 

Todas las cepas invasivas a cólulas l~La fueron rojo Congo p6-
sitivas, lo que contribuye a pensar que todas ellas presentan 
el plásmido asociado con la virulencia en ECEI. 
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