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INTRODUCCION

Escherichia coli es un crganismo aerobio y anaerobic facultati-
vo, descrito nor orimers vez en 1886, nor Paul Escherich. Es -
una bacteria comfin y numercsa en la flora fecal humana, se con-
sidera como patbgeno cportunista cuando se encuentra fuera de -
-su nicho ecolbgico. (7)

A pesar de que se sospechabi, no se tenian evidencias contunden
tes nue vudieran afirmar que nodfa ser el 2rente etiolbgico de
enfermedades diarreicas. Estudios enidemiol6gicos realizados -
en la década de los cuarentas, demostreron cque E. coll cra res-
ponsable de diarrea epidémica cn nifics. (23)

Estudios subsecuentes realizados con veluntarios humanos a quie
nes se infectd con la bacteria, dieron mayor evidencia del ca--
racter patégenc de estos microorqganismos. {22) 2 »artir de esa
fecha se han descrito cuatro gruwos principales de E. coli dia-
rrogénica, dentro de éstos se considera: E. coli enterotoxigé-~
nica (ETEC), este grupc posee la capacidad de producir dos en--
terotoxinas; una la toxina termoldbil (LT), actua sobre el sis-
tema de adenilato ciclasa, es semejante a la toxina oroducida -
por Vibrio cholerae (7, 15), la otra una toxina termoestable -

(ST)7 Sta actua sobre el sistema guanilato ciclasa y STh, que -

no actua sobre sistera de nucleftidos cfclicos (15). E. coli -
enteroinvasiva (EILC) estas tienen la canacidad de invadir c@--
lulas epiteliales de manera sermejante a Shigella (15). E. coli

enteropat6gena (EPEC), ha sido caracterizada tradicionalmente -
por serologfa, hasta la fecha no se ha dilucidado claramente ~
su mecanismo de natogenicidad; en la actualidad, se niensa que

la adherencia y la produccifn de citotouxinas son narte fundamen
tal de este (23). Este nqruno se ha dividido en dos clases de =
acuerdo al wmatrdén de adherencia que presenta en células Hen-2.

Las cepas EPEC clase I exhiben adherencia localizada a células

Hep-2. y las EPEC clase II, rue exhiben adherencia difusa o no -
adherencia a cé&lulas Hep~2 (25). E. coli enterohemorrénica --
(EHEC), es un orupo recientemente descrito, su mecanismo de va-
togenicidad se ha asociado con la  produccién de una potente ci-
totoxina, estas cepas inicialmente se relacicnaron a el serogru
po 0157: H7 (32). -

En los dltimos anos los conceptos sobre la forma en que E. coli
puede causar diarrea se han aclarado, Levine y col (24) en base
a la capacidad para causar diarrea emnleando uno o varios meca-
nismos de natogenicidad, propusé una clasificacién con la que -
la mayoria de los investiqgadores esté&n de acuerdo; en ella, se
sefiala la relacién entre los serogrupocs y los mecanismos de pa-
togenicidad asf comeo, el cuadro clinico nrobable que presenta -
cada grupo de acuerdo a dicho mecanismo. (Tabla 1)

Sakazaki y col (1967) {33) demostraron que algunas cepas de ==
E. coli podfan causar una enfermedad disentérica; casi coinci--
dentalmente con el descubrimiento de ETEC. En 1971, Dupont y -
col (10) describieron que ciertas cepas de E., coli con capaci--
dad invasiva daban un cuddro clinico disent&rico de enfermedad



.TABLA 1

Relac1on entrc los serogrupos y los mecanismos de patoqcnlcidad -de EA coli k
asf{ ‘como el cuadro clinico probable: :

.. SINDROMES SINDROMES

CATEGORTA DE T e Sy :
" ExCOLE: - CLASES': "~ CLINICOS ~ EPIDEMIOLOGICOS' - ... SEROGRUPOS.0
Diarrea muy acuosa- PDiarrca infantil-en 06, 08, 015, 020,
con” gran pérdida paises menos desarro-. 025 027 063,078,
de electrolitos llados; diarrea del i 085,,0115,,0128,,
5 B viajero en adultos, 0148,°0159
Diarrea; . . : Afecta usualmente a 0124, 0136, 0143,
disenterfa . - adultos; algunos -~ 0144, 0147, 0152,
: g : brotes por alimentos 0164, 029, 0167

en neonatos.

Diarrea sanguino- Brotes. por alimentos 0157
lenta; colitis .-- en adultes y neonatos
hemorrégica; sin-

“drome lrémico he-

molftico
Clase T Diarreé infantil Brotes de diarrea en 055, 086, Ol11,

aguda 'y cronfca . guarderias; casos es- 0119, 0125, 0126,
o - porddicos y opidfémi-= 0127,.0128,.0142,
- cos de diarrea infan-
til en comunidades;
‘rara en adultos

Clase IT . Diarrea infantil ' Brotes de diarrca 018, 044, 0112,
SR R : 0114

_Tomado de la ref. (724 )y quificado ¢on la ref. (25)

(2}




(3)

diarréica en voluntarios, semejante al ocasionado por Shigella.
Este gruvo de bacterias por lo tanto, se designaron E. Co%l di~
sentérica o enteroinvasiva.

Las cepas de E. coli cuyo mecanismo de patogenicidad es la in--
vasividad, se caracterizan por pertenecer a un nGmero de sero--
grupos relativamente pequefio dentro de los que se incluyen:
028, 029, 042, 0112, 0124, 0136, 0143, 0144, 0152, 0164 (41).
La destruccién de tejido ocasionada por las cepas de LIEC, pro-
duce un proceso inflamatorio que lleva a la formacifn de absce-
sos y Glceras en la mucosa col6nica humana. Estos procesos des
tructivos dan lugar al cuadro clinico caracterizade nor la pre=
sencia de moco y sanqre en las heces diarréicas (1).

Las caracteristicas de crecimiento en diferentes medios de cul-
tivo fueron estudiadas n»or Silva y col (1980) (41), ellos ob--

servaron gue el crecimiento de estas bacterias se inhibfa en me
nor orooorclén en el medio de McConkey, que en otros medios de

cultivo, sehalando gue era conveniente utilizar nara algqunas -
cepas el medio de Hecktoen agar (42). Las nroviedades metabf--
licas de E. coli invasiva, se han estudiado poco: sin embargo,

la mayorfa de 1os estudios coinciden en seflalar que este grupo

comparte vias metab&licas con Shigella (39) (Tabla 2).

La relacién entre E. coli invasiva y Shigella no es s6lo en -
cuanto a comportamiento bioguinmico, sino Aque incluso comparten
caracteristicas antigénicas y genéticas por lo cual se inclu--

yen en la misma tribu (39) (Tabla 3).

Los generos Escherichia y Shigella estfn intimamente relaciona
dos y no se pueden diferenciar aGn utilizando la hibridizacién
de DNA. Estudios que involucran recombinacién genética han -~
permitido establecer algunas de las regiones del crorosoma de
estas bacterias que particivan en la exnresi6én del fenotipo -
invasivo.

Gemski y col (1972) (13), basados en el andlisis de hibridos
de E. coli K~12 y Shigella flexneri 2a&, encontrarocn rue »or leo
menos existen dos regiones del cromosoma bacteriano indispensa
bles para la virulencia. El locus kcp, que se asocia con la -
cap301dad de Shigella flexneri para oxoducxr queratoconjuntivi
tis en cobayos y las reciones cercanas al oweron “his" que co-
difican vara antfgenos sométicos "0" (12, 13)

Estos autores observaron acdemds, «que todes los hibridos rugo--
sos eran incapaces de dar una prueba de Sereny vositiva, sus -
resultados indican gue no s6lo se requiere de un LPS "liso" na
ra la nenetracién y multinlicacidn en el interior de las c&lu~
las; sino que ademés la estructura del LPS3, puede ser un fac--
tor determinante en este nroceso (12)

Sansonetti y col (1983) (36), demostraron que cepas virulentas
de Shigella flexneri, perdian su capacidad para producir gue--
ratoconjuntivitis en cobayos, cuando la regi6n "purgE" de --
E. coli K-12 reemplazaba su regi6én hom6loga en el cromosoma de
Shigella; esto se debe a que el locus Kcp, estd intimamente -~
unido a esta reqidén (36). De la misma manera, hibridos de --
Shiqella flexneri que Iacorporaron las regiones xyl v rha de -
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“TABLA' 3

“Serogrupos 0 de EIEC.y q£r¢s de.Shigella”

_SEROGRUPO -~ * "RELACION ANTIGENICA = = . . .
“BIEC’ - . IDENTICA . ' ' REACCION CRUZADA

028 o S, boydii
L B e
coil2 o .o s gysenteriae

T ' o 8. boydii

01245
o136%
<0143 i
.'0;44f'> & = SRS g dysenteriae
0152+ 57 L g d seﬁtéfi3e:f,,j: .
ol R v~‘—ijTf“‘-‘f‘;l; ‘
0167 L

7’8, dysenteriae

©§. boydii.

:~S.~dxsenteriae
-5 boydii’

'a=mﬁmrﬁﬂﬂﬂﬁCmm&sﬁﬂqumes%Mpadﬂmm
-.te absorbible.

¢ = Serogrupo de EIEC mis comunmente ailslado.

d = Este serogrupo también da reacci6én cruzada con S. boydii
(anti 0:136 aglutina §. boydii pero anti-S. boydii no aglu-
tina 0:136)

Tomado de la referencia ( 39 ).



‘una 'E. coli va no eran capaces de producir enfermedad ni en: co
‘bayos ni en monos {306).

Adenés de estas regiones, otro segmento del cromosoma de - -
Shigella ligado a los locus arg y mtl, es necesario para la -
produccién de liquido en el modelo de asa ligada y nara produ-
cir una reaccidn positiva en la prueba de Sereny (36). Se rea
lizaron diferentes intentos para obtener un hibrido virulento
de E. coli K-12, utilizando las regiones cromosémicas asocia--
das con la virulencia en Shigella; sin embargo, los hibridos ~
cbtenidos no dieron una reaccibdn positiva en la prueba de Se--
reny, aunque fucron capaces de penetrar la mucosa intestinal,
pero su capacidad de multiplicacién fué limitada (13). Estos
resultados llevaron a los investigadores a la conclusién de -~
que un factor ajeno al cromosoma bacteriano, deberfa partici--
par en la produccién de enfermedad.

Sansonetti y col (1982) (35) sefialan que un plé&smido de 140 -
MDa estd relacionado con la virulencia en Shigella, al obser-~
var gque variantes gue habfan perdido el pl3smido resultaron -
avirulentas (35).

Hale y col (1983) (19) encontraron que este plasmido de - -
Shigella presentaba una notable homclogfa con otro nldsmido,
también de 140 MDa, presente en cepas de E. coli invasiva -
(19, 45). En otro estudio rcalizado por Ios mismos autores, -
empleando sistemas con minicélulas, observaron que las minicé-
lulas a las cuales se les habfa inclufdo el plésmido, expresa-
ban el fenotipo invasivo. 5Empleando sistemas de sintesis de ~
proteinas con metionina 8”7, se observ6 que se vroducfan 10 -=~
polipgptidos con una masa molecular de entre 12 y 62 Kda, sin-
tetizados s8lo en las minicé&lulas que contenfan el plésmido a-
sociado a la virulencia (19).

Fl inicio de una infeccidn en células eniteliales, involucra -
una interaccién célula-célula; es posible gue los polipé&ptidos
codificados por el pl&smido 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 hospmedadora (19).

Maurelli y col (1985) (28), identificaron una regién de 37 Kb

del pldsmido dc 140 MDa, asociado con la virulencia; inducien-
do mutagénesis con el transposon Tn5 y clonando en un c6smido

demostraron, que esta regidén de 37 Kb, contiene tres fragmen--
tos que se identificaron al tratar con la enzima de restric--

cién EcoRi, obteniéndose fragmentos con pesos aproximados de -
7.6, 11.5 y 17 Kb. En estos fragmentos se encuentran todos -~
los locus necesarios para producir la invasién a células epi--
teliales (28).

Empleando la técnica de inmunoelectrotransferencia ("Western -
blot") en las clonas obtenidas del c6smido mencionado, fué po-
sible establecer que la sintesis de los 10 polipéptidos iden--
tificados vor Hale y col (19), estd codificada por la regifn -
de 37 Kb. Se observ6 también que la expresién de estos genes

estd termoregulada; cuando la bacteria se crece a 30°C, no se

expresan los determinantes genéticos inclufidos en esta regién.



Una“nueva ‘incubacién del microor?anismo a’ 37°C restablecei su -
‘fenotipo invasivo (18, 28).

Lainvasividad se precenta en un selecto gruno de microorganis
mos; para que un pards invasivo pueda entrar en una cé&lula
hosnedadora, se requiers de un reconocimiento y adherencia pre
via. Posteriormente pa.a entrar a la c6lula hosnedadora, el =
parésito puede ser captade pasivamente por ésta o en forma ac-
tiva forzar su entrada atilizande su nrompia enerqgfa (27).

Hale y col (1979) (17), estaklecieron que en la infeccibn de -
células epiteliales por Shi , se reruiere de actividad me-
tab6lica por parte de la Yacteria; va que cuando sc¢ trabajo -~
con microorganismos no viables, @stos no eran cobservados en el

interior de las cé&lulas (17).

e

Enutton y col (1984) (22) rediante microscopia electrénica, -
estudiaron la adherencia de cepas de E. coli invasiva en culti
vos de células HelLa y Hep-2. En este eztudio encontraron que

hemaglutininas nresentes en la superficie de la bacteria, son

fundamentales para interactuar con receptores presentes en la

célula hospedadora (22). Estos mismos autcres recientemente -
en 1987 (20}, mediante un andlisis ultraestructural de la su--
perficie de una cepa EIEC, establecieron aque una fimbria muy -
delgada, es la resnonsable de la hemaglutinacidn manosa~resis-
tente a glébulos rojos lhiumanos; ésta ademds, permite a la bac-
teria adherirse a cultivos de tejidos y a las células en el -
borde en cepillo del colon en humanos (20, 22). Esta fimbria

al parecer evita el efecto electrostitico renulsivo, que opera
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 moco en la superficie de las --
células epiteliales, la cual puede ser senetrada por la estruc
tura fina y circular de la fimbria (20). -

Inman y col (1986) (21) utilizando una cepa EPEC, que expresa-
ba los antigenos somdticos 3, 4 de Shigella, demostraron que -
la- adherencia inicial de estas bacterias es esvoecifica a las -
células M que son una “ventana" de el sistema inmune en el in-
testino humano, se encuentran situadas en forma intercalada -
con las células epiteliales y su borde en cepillo es bastante
irreqular, Estas células oresentan actividad fagocitica; por
medio de vacuolas transportan el material fagocitado hacfa --
las wlacas de Peyer, ahi un grupo de células del sistema inmu-
ne se encarga del reconocimiento y vrocesamiento del antfigeno
para la induccién de la respuesta inmune, si estd fuese nece--
saria (21). Las cepas invasivas evitan su destruccién al li--
berarse de la vacuola en la que fueron inclufdas por la célula
M durante el proceso de penetracifn.

Hale v Formal (1981) (16) estudiaron el mapel que podria tener
la toxina de Shiga, producida vor cepas de Shigella dysenteriae
tipo 1 y la toxina semejante a Shiga producida vor cepas de -
E. coli, ellos atribufan a la accién de la toxina el efecto in
mediato observado sobre la funcidn celular, sefialando que si Ta




(8}

toxina de Shiga inhibe la sintesis de preteinas en las células
del coldn con una eficiencia andloga a la observada "in vitro"
de los microorganisnos quedarian-atrapados en células a vunto

de morir lo cual les permitirfa continuar con su mecanismo de

patogenicidad (4, 18).

Sin embargo, la mayorfa de los estudios parecen indicar que la
toxina de Shiga no es un factor determinante en la virulencia
de las cepas invasivas. Sansonetti y col (1986) (37) mediante
estudios de cinftica de crecimiento intracelular, demostraron
que cepas de E. coli pertadoras del pléasmido asociado a la vi--
rulencia que eran vroductoras de trazas de la citotoxina seme-~
jante a la toxina de Shiga ("Shiga~like"), presentaban un creci
miento mucho mayor que el de una cepa altamente productora de -
esta citotoxina pero carente del nlasmido (37). Se demostrd --
asf{ que al parecer csta citotecxina no es responsable del dafio -
y de la rmultiplicacidén intracelular de las cepas invasivas.
Esto condujé a los autores a suponer que la capacidad de multi-
plicacifn intracelular de las bacterias, podria deberse a rom--
nimiento de la vacuola fagocitica, probablemente vor enzimas -
hidrolfticas, lc cual permitirfa a la bacteria establecerse en
el citoplasma de la célula.

La produccién de enzimas cowo parte del mecanismo de dafio - ~
empleado vor las bacterias, es un factor de virulencia importan
te aque ha sido descrito en diferentes microorganismos (1, 9, =
46) .

Se considera un paso esencial en la produccién de enfermedad, -
la sintesis de proteasas por Pseudomona aeruginosa aislada de -
infecciones pulmonares (9) o Ia misma Shigella dysenterice ais-
lada de materia fecal capaz de producir mucinasas que hidroli--
zan los azficares de la mucina que bafia las células eniteliales

del col6n (1).

Winkler (1982) (46) describié la produccibn de una fesfolipasa
A, por Rickettsia prowasekii (microorganismo invasive), la cual
hidroliza los glicerofosfolipidos de la membrana de células --
1-929, vudiendo provocar la muerte celular cuando se empleaban
aproximadamente 50 micrcorganismos viables por célula. Se con-
sidera que esta enzima pudiera ser producida por la bacteria --
"in vivo" vy favorecer el escape bacteriano del fagosoma (46).

E. coli enteroinvasiva de manera similar, elabora una fosfoli-~
pasa, la cual ha sido evidenciada en ¢l modelo de hem6lisis -
por contacto. En este sistema se mide la cantidad de hemoglo--
bina liberada a 545 nm cuando se induce la unién de bacterias -
y eritrocitos (37). La produccién de esta enzima no se obser—-
va en placas de gelosa sangre, este hecho hace nensar en la ne-
cesidad de receptores especificos o bien de un microambiente -
adecuado que favorezca la produccidn de la enzima. En el mode-
lo empleado, la centrifugacién facilita la interaccidn bacte--
ria-célula eliminando la necesidad de receptores nara EIEC -



‘en la superficie de los eritrocitos, gue ho son el hospedador -
natural de este grupo de bacterias. Sansonetti y col (1986) —--
(.37 ) demostraron que bacterias invasivas que habfa perdido el
plésmido de 140 MDa, no producfan lisis de eritrocitos en el mo
delo de hemélisis por contacto; lo cual, habla de qgue los deterl
minantes genéticos necesarics para la produccibn de esta enzima
probablemente se encuentren codificados en tal plésmido (37 ).

Aungue una visién convencisnal indica que el interior de una cé
lula animal presenta un medio oxtremadamente rico para el cre-=
cimiento de un microorganismo, no existe evidencia convincente
de que este fenbmeno se presente ( 27 ). Debido a ~ue la mayo-
ria del hierro corporal se localiza intracelularmente como fe--
rritina, hemosiderina o grupo hemo y extracelularmente se en--
cuentra unido a proteinas captadoras de hierro de alta afinidad
como la lactoferrina y la transferrina, la concentracién de ~-
hierro en los tejidos del hospedador estd restringida. Las bac
terias patbgenas se multiplican exitosamente bajo tales condi-T
ciones, debido a gquec han desarrollado mecanismos para asimilar
tal elemento del medio.

Algunas bacterias patfgenas presentan sistemas para captacibn -
de hierro de muy alta afinidad, en &stos una caracteristica e--
sencial ¢s la sintesis y secrecibén de sider6foros de manera con
junta con la producci6én de protefnas de membrana externa { 14
Los compuestos de hierro as{ obtenidos favcorecen 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 producia aerobactina (agente
sider6foro) y una proteina de membrana externa de 76 K, durante
su crecimiento en un medio pobre en hierro ( 14 ). Identifica-
ron ademds la regidn del cromosoma bacteriano gque codifica tan-
to para la aerobactina como para la protefna de 76 K, la cual -
sirve como receptor del sider6foro gue capta el hierro. Tal re
gibén se localiza en un sitio cercano a los locus arg-mtl del --
cromosoma de Shigella ( 14 ).

Después de la multiplicacidén intracelular la bacteria sale de =~
la célula hospedadora y debe sobrevivir durante un periodo sufi
ciente, hasta que el microorganismo invade una nueva célula hos
pedadora ( 27 )

El mecanismo de patfégenicidad propuesto para EIEC y Shigella se
ilustra en la figura 1,



(11)

La capacidad de algunos microorganismos para invadir células -
epiteliales se ha hecho evidente empleando modelos "in vivo" e
"in vitro"; entre los primeros se encuentra la prueba de Sere-
ny, que fué la primera que se describib. Esta consiste en co-
locarana gota de una suspensibn bacteriana con aproximadamen-
te 10 bacterias por mililitro, en la conjuntiva de cobayos,
buscando seflales de conjuntivitis acompafada de secrecién pu--
rulenta y edema a las 24, 48 y 72 horas ( 39 ).

Yamagata {1986) ( 438 ) estudid la posibilidad de realizar la -
prueba de Sereny en ratones, por las ventajas que estos anima-
les presentan en su manejo. Encontrf que aunque la reaccibn -
desaparece m&s répidamente y no es tan pronunciada como en los
cobayos, las cepas EIEC dieron una reaccibn positiva en la con
juntiva de los ratones ( 48 ). -

Powell y Finkelstein (1978)( 29 )}, seflalaron que era posible -
identificar diferencias en el mecanismo de virulencia de E., -=-
coli mediante la inoculacidn alantoidea de embriones de pollo
con 13 dfas dc edad (29 ).

Nandasa y col (1981) ( 31 ) utilizando cepas de EIEC aisladas
de muestras diarréicas, demostraron que estas cepas eran capa-
ces de adherirse a la superficie de células Hep-2 y cé&lulas --
HeLa, en condiciones que normalmente eliminaban bacterias no -
adherentes ( 31 ). Esta obsexvacién abrié la posibilidad de -
utilizar el cultivo de células para la estandarizacién de una
prueba de invasividad. En el ensayo de invasividad en cultivo
de tejidos, se incuba un indculo ajustado de la bacteria a pro
bar con una monocapa celular, durante un periodo de tiempo su<
ficiente, que permita a las bacterias invasivas penetrar al in
terior de las células. Posteriormente, se agregan los reacti”
vos necesarios para ecliminar a las bacterias que sélo se en--
cuentren adheridas a la superficie de la monocapa celular.

Por Gltimo, tras una intensa serie de lavados se desintegra -
la monocapa celular y se busca la presencia de las bacterias -
en el interior de las células. Un método indirecto bastante -
eficaz para tal efecto, es la realizacién de cuentas viables -
bacterianas a partir de la siembra de la suspensidn de células
(37 ).

Day y col (1981) ( 8 )} en un estudio comparativo de la prueba
de invasividad en cultivo de tejidos y la prueba de Sereny, de
mostraron la efectividad del método en cultivos celulares para
la identificaci6bn de cepas de EIEC y de Shigella ( g ).

En afios recientes la hibridizacién de DNA, ha resultado ser un
método itil para la identificacibn de diversos grupos de bac--
terias. Este método incluye la clonacién de un fragmento de -
DNA gue por su homologia con el material genético que se quie-
re analizar, existe reconocimiento de bases y da la reaccién -
de hibridizacién correspondiente. De acuerdo al porcentaje de
homologia se puede inferir si las regiones hibridizadas son -~
homb6logas o no y de esta forma establecer 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 pat6s-
geno caracterfsticc en difnrentes grupos de bacterias,

La identificacién de regrones criticas del pl&smido asociado —-
con la virulencia en EIED, como el fragmento de 37 Kb, descrito
por Maurrelli y col ( 28 ), permitié a Boileau vy col ( 47 )y a
Small y Falkow ( 47 ), disefar en forma independiente sondas de
DNA mara la identificacidn de cepas invasivas de E. coli ( 47 ).

La produccién de enzimas hidrolizicas como ya se menciond ante-
riormente, parece ser un factor determinante en la virulencia -~
de EIEC, por lo cual el reconocimiento de un patrén enzimitico,
podrfia emplearse como m€todo alternativo para la caracteriza--

cidn de estas bacterias.

Las enzimas hidroliticas pueden ser liberadas o estar en un me-
dio celular interno, su accién resulta en el desdoblamiento o -
reduccibn del tamano molecular del sustrato; generalmente cam--
bfan una sustancia del estado colofdal al estade cristaloide -
(3 ).

Basados en el hecho de que las enzimas hidrolfticas degradan un
sustrato en particular, es posible identificarlas al sembrar --
una bacteria en un medio con un sustrato conocido, se puede exa
minar el agar alrededor de las colonias bacterianas para obser™
var si la produccién de estas enzimas lo ha modificado, general
mente se produce un halo de aclaramiento y asi se puede es-able
cer la produccifn de la enzima por la bacteria ( 2 ). -
Sin embargo, no debe olvidarse la posibilidad de que la produc-
cidn de algunos productos como una enzima buede ser favorecida

s6lo en un medio ambiente intracelular, lo cual harfia dificil

la caracterizacidn de estas sustancias por mfétodos "in vitro".

En México, la enfermedad diarreica es un padecimiento de gran
importancia que ocasiona serios problemas a un sector importan-
te de la poblacidn ( -- ). El establecer la etiologia de las -
diarreas bacterianas, cs de gran importancin para woder valorar
los efectos nocivos que diferentes bacterias pueden ocasionar -
a la economfa del hospedador.

La disenterfa bacilar esta asociada a las 4 eswecies de Shigella
asf como a ciertos serogrupos de E. coli que poseen antfgenos -
somfticos "0", que dan reaccidén cruzada con Shigella. Esta en-
fermedad, es una causa importante de dafic en los humanos y mues
tra una marcada distribucién geogrdfica. S. dysenteriae, - =
S. flexneri; asf como E. coli invasiva se aislan con mayor fre-
cuencia en pafses poco desarrollados y causan un cuadro severo.
En contraste, S. sonnei se aisla con mayor frecuencia en pafses
industrializados y el cuadro gue provoca es menos severo ( 1 ).

E. coli ocupa un lugar muy importante en la etiopatégenia de las
diarreas por su elevada frecuencia de aislamiento sobre todo en
nifnos y hospedadores inmunocomprometidos. Se trata de una bac-
teria gue se presenta como comensal en su hospedador, sin embar
go, como se ha mencionado, ciertos serogrupos caracteri{sticos =
son capaces de producir enfermedad. Establecer los grupos pa--
tégenos 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 para la identificacién de EIEC,
sin embargo, se trata de un ensayoc que no es accesible a la ge-~
neralidad de los laboratorios. Con el fin de estandarizar un -
método de bajo costo y de fdcil acceso a cualquier laboratorio
se pensd en la posibilidad de establecer un patrén enzimético -
para la caracterizacién de cepas de EIEC. Por otro lado, la ~--
realizacibén de estos ensayos enzimdticos, complementarfa en al-
guna medida nuestros conocimientos acerca del mecanismo de pato
genicidad de las bacterias invasivas. -



OBIETIVOS

- Determinar la capacidad invasiva de cepas de Escherichia coli
aisladas de nifios con y sin diarrea, utilizando la prueba de
invasividad en cultivo de células Hela.

= Investlgar el patrén enzimitico (lipasa,’ lecitinasa; gelatl—
nasa-y casefnasa) de las cepas que resulten positivas ‘en- la
';prueba de invasividad. . :

-~ Investigar la capacidad de las cepas 1nvas vas
ci6bn del colorante rojo Congo" :

é(id) R



MATERIAL ¥ METODOS:

~ CEPAS

69 cepas obtenidas de la materia fecal de nifios con .diarrea -
-aisladas en el Hospital de Pediatria del Centro M&dico Nacio-~
nal.

305 cepas obtenidas de la materia fecal de nifios sin diarrea
aisladas en el Hospital de Pediatria del Centro M&dico Na01o-
nal.

26 cepas obtenidas de nifos del Hospital de Pediatria del Cen
tro Médico Nacional, de los que no se cuenta con los datos re
ferentes a su cuadro clinico.

Escherichia coli invasiva 9001

Escherichia coli No invasiva H-10407-P

Obtenidas del ceparioc del Laboratoric de Diagnéstico y Refe--
rencia Depto. de Microbiologfa. ENCB. IPN. -

Todas las cepas utilizadas en este trabajo se encontraban.con
servadas en up medio altamente nutritivo "gelosa especial" '~
{ ~- ) a temperatura de 2 a 4°C y forman parte de la colec--
c¢ibén microbiana empleada en el proyecto.

CONACYT: PCCBBNA-021504
DEPI: 862541

MEDIOS DE CULTIVO

a} Medios para crecimiento bacteriano:
Agar de soya tripticaseina (Bioxon de México, S.A,'de-C.V, )
Caldo de soya tripticasefna (Bioxon de Mé&xico, "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 (segfin Ref. 11}

b) Medios para pruebas enzimdticas:

Agar yema de huevo (segln Ref. 26)

Agar casefna (segfin Ref. 6 ) e },,,f;f £

Medio de gelatina nutritiva (segGn Ref. 6 )
Medio de leche tornasolada (DIFCO Laboratories Mlchigan USA)
Agar rojo Congo (segtn Ref. 38)

c) Medios para cultivos celulares:

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



i PREPAﬁACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
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a) Caldo Evans (segfin Ref, 11)

Casaminoacidos 2:0-g
Extracto de levadura . 0.6 g
Cloruro de sodio 0.25% g
Fosfato de potasio dib&sico 0.871. g
Trazas 0.1 ml

Se disuelve en 100 ml de agua destilada y se distribuye
en tubos con 3 ml cada uno, esterilizando a 15 1lb/15.min.
b),Agar‘caseina (segin Ref., 6 )
Leche descremada al 10% ~-.500 ml
Agar nutritivo de doble conc. 500 . 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.

c) Medio de gelatina nutritiva (segtn Ref. 6 )

Extracto de carne 3 g
Peptona 5 g
Gelatina 120 g
Agua destilada 1000 ml

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

d) Agar yema de huevo (segln Ref. 26 )

Agar de soya tripticaseina

Digerido pancredtico de casefna 40
Fosfato de sodio dib&sico 5
rosfato de potasio monabdsico 1
Cloruro de sedio 2
Sulfato de magnesio 0.1
Glucosa

Agua destilada 1000 1

Disolver y ajustar pH a 7.6 esterilizar a 121°C 15 minu--

tos, enfriar a 50-55°C. Lavar un huevo con etanol 95% -~

una hora, aspirar y secparar el huevo de su cascaron. Adi

cionar un huevo a 500 ml de la base de agar y agitar hasta
tener una suspensifén homogenea. Distribuir en placas de -~

Petri.

Faaguawag

e) Agar rojo congo (segGn Ref. 38)
Medio de Luria:

Bactotriptona 10 g
Extracto de levadura 5 q
Cloruro de sodio 10 g
Agar 20 g
Agua destilada 1000 ml



. Se prepara una base de agar Luria 'y se agrega ‘el coloran=
te rojo congo a una coc. final de 0.01%. . Esterilizar y =
distribuir en placas de Petri. ' ’

- 'REACTIVOS
Solucidn amortiguadora de fosfatos (PBS Completo)
Sulfato de cobre saturado, solucién.
Solucidn de cristal violeta.en &cido citrico.

~ PREFARACION DE REACTIVOS

PBS Completo:

Solucibén "A" Cloruro de sodio 80. g
Cloruro de potasio 2 g
Fosfato de sodio dibésico 11.5 g
Fosfato de potasio monobdsico: 2. g
Agua destilada 800 7 - mly

Solucién "B" Clcruro de calcio 1 g
Agua destilada 1600 ml-

Solucidén "C" Cloruro de magnesio 1 g
hgua destilada 1000 ml

Se.esteriliza separadamente cada solucidn en’autoclave :a-15
1b/15 min. y se mezcla en frfo como sigue: g

80 ml "A"™ + 100 ml "B" + 100 ml "C" + 720 ml agua destiladé

Cristal violeta en &cido citrico:

Acido citrico 21 g
Cristal violeta 1 . +g
Agua destilada 1000 ml

Disolver el &cido citrico 'en el agua destilada y posterjor-
mente agregar el cristal viocleta. Se agita durante 2 horas
y se deja reposando toda la noche a temperatura ambiente.
Filtrar en papel Whatman No. 2.

~ FROPAGACION DE CULTIVOS CELULARES

Se utilizé la lineazcelular EeLa, mantenida en botellas de
pléstico, con 25 cm® de superficie, a las que se agreqgd me-
dic minimo esencial (MEM} con 5% de suero fetal de ternera

y penicilina (100 U/ml) estreptomicina (100 micro g/ml).

A partir de una botella con una confluencia del 100% se --
tripzinisaron las células con tripsina-verseno ( ), se -
desechd el exceso de reactivo y se dejd actuar el reactivo
residual durante 5 minutos a 37°C para despegar las c€lulas.
Se agregaron 30 ml de MEM sin antibibtico y se resuspendid
con pipeta 30 veces para homogenizar la suspensién celular,
y se distribuy® en porciones de 1 ml. para cada tubo de ros-
ca de 16 X 150. Los tubos se incubaron inclinados durante -
24 h. a 37°C. En la prueba de invasividad s6lo se utiliza--~
ron los tubos que presentarcn una confluencia minima del --
70%.



- PREPARACION DEL INOCUL®D BACTERIANO

Se tomd una asada de la bacteria del medio en gue se encontra
ba conservada (gelosa espccial) para inocular un tubo con 3
ml de caldo de soya tripticaseina, se hizo una preincubacién
de 4 h. a 37°C y se inoculé con 3 gotas de este crecimiento -
un tubo con 3 ml de caldo Evans, se incubd de 18 a 24 h. a --
37°C.

Suspensidn bacteriana se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min
desechando ¢l sobrenadante y se resuspendid el paguete en PBS
completo estéril. Se ajusté el inbculo a una densidad Optica
de 14 a 16 U. Klett con filtro rojo.

~ PRUEBA DE INVASIVIDAD

Se inocularon dos tubos con cultivos celulares, con 0.1 ml --
del indculc ajustado, éstos se incubaron inclinados durante -
6 h, a 37°C., Se lavd tres veces con PBS completo estéril; --
después del Gltimo lavado, se agregd a la mitad de los tubos
1 ml de MEM con antikhiSticos (kanamicina 25 mg-cstreptomicina
100 mg/ml) v a la otra mitad 1 ml de MEM sin antibidticos.

Se incub® 1 hora a 37°C. Se deseché el medio y se¢ lavé tres
veces con PBS completo estéril, ensequida se agregaron 0.5 --
ml de tripsina-verseno a cada tubo desechando el ¢xceso de --
‘reactivo e incubando durante 15 minutos a 37°C para despren--
der las cé&lulas del tubo. Se ahadié 1 ml de PBS completo es-
téril y se resuspendid enérgicamente con una pipeta seroldgi-
ca para ubtener una suspensién celular homogénea. 0.1 ml de
la suspensién celular se sembrd en una placa de medio de - -
McConkey, con una varilla estéril de vidrio, extendiendo la -~
suspensidn sobre toda la superficie del medio para realizar -
una cuenta viable aproximada de bacterias, Se tomd 0.2 ml de
cristal violeta en dcido citrico y se afiadi6é a 0.2 ml de la -
suspensién celular, para realizar la cuenta celular en una ca
mira de Neubauer. Los restantes 0.7 ml se centrifugaron a ==
500 rpm 15 minutos y de el pequefo paguete formado se tomd —-
una muestra para realizar un frote fijado con metanol y tefii-
do con cristal vicleta en &cido citrico.

La cuenta bacteriana obtenida del medio sin antibiético, se -
utilizd como un testigo del crecimiento bacterianc, de esta -
forma se elimind la posibilidad de falsos negativos provoca=-~
dos por una viabilidad baja de alguna cepa.

La cuenta bacteriana obtenida del medio con antibiético se u-
tilizé para identificar a las cepas invasivas.

El criterio que se tomé para aceptar a una cepa como invasiva
fué el descritc por Mehlman (44) quien estudiando la capaci--
dad invasiva de cepas de E. coli y Yersenia enterocolitica en
cultivos celulares, establecid que para aceptar a una cepa co
mo invasiva deberfan de existir en el ensayo por lo menos und
bacteria por cada célula, para tal efecto se relacioné el nf-
mero de unidades formadoras de colonias con el nfimero de célu
las obtenido en la cuenta celular en cémara de Neubauer. -
A todas las cepas positivas en el ensayo de invasividad,se --
les determiné su espectro de sensibilidad a los antibibticos
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utilizados .en Ya prueba. Esto con el fin de diferenciar a -~
las cepas exclusivamente resistentes a los antibibticos Qe las
realmepte invasivas.
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~ - DETERMINACION DEL ESPECTRO DE SENSIBILIDAD A kanamicina/estrep
" tomisina DE LAS CEPAS INVASIVAS.

Para este ensayo se utilizd el agar Mueller-Hinton, que por -
sus caracteristicas nutricionales y su carencia de inhibido--
res, favorece el desarrollo adecuado de la bacteria, Se pre-
pard una placa de medio con cada una de las diluciones del an
tibibtico seleccionadas para el ensayo, las cuales fueron ob=
tenidas en base a la concentracidén de antimicrobianos utiliza
da en la prueba de invasividad. De tal forma se prepararon -
placas de agar Mueller-Hinton que contenfan las siguientes --
diluciones de cada antibidtico:

Kanamicina: 100 mG/ml; 50 mG/rl; 25 mG/ml; 12.5 mG/ml
Estreptomicina: 300 mG/ml;200 mG/ml;100 mG/ml; 50 mG/ml

Se¢ crecieron las copas a probar en caldo de soya tripticasef-
na por 24 h, a 37°C, se ajust6 el inbBculo a una densidad &pti
ca aproxipadamente igual al tubo 1 de McCrarlan dilufdo 1:2 7
(150 x 10 bacterias/ml); del indculeo ajustado se hizo una --
dilucidn 1:4 en caldo TSB estéril y de esta Gltima dilucidn -~
se depositd una gota con asa calibrada a cada uno de los me--
dios con las diferentes concentraciones de los antibibéticos.
Fueron aceptadas como sensibles aquellas cepas cuyo crecimi--
ento se vio inhibido por lo menos a la concentracidn corte ==
del antibiético.

- TIPIFICACION SEROLOGICA

Todas las cepas positivas en la prueba de invasividad se tipi
ficaron con sueros comerciales. La cepa mantenida en gelosa”
especial se sembr8 en medio de agar de soyatripticasefina -~
(TSA) y se incubd durante 24 h. a 37°C. Del crecimiento bac
teriano se hicieron tres suspensiones con solucién salina es
téril al 0.85% a una de las suspensiones se le agreg6 una go
ta de solucién salina 0.85%, para descartar a las cepas au~-
toglutinables y a la filtima se le agregS una gota de suero -
- polivalente de E. coli del Instituto Pasteur {(Instituto Pas-
teuyr ProductionY.

Las cepas que dieron aglutinacién positiva con el suero po--
livalente, se probaron con sueros polivalentes A y B de E.
coli (Bigaux diagnostica S.A.) y polivalente C de E. coli -~
{Difco Laboratories)

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

a)

b)

Identificacién de la prnduccién de’ proteasas por E. coli’

Digestién de casefina en placa: Se inocularon placas de a-
gar casefna a partir de un crecimiento bacteriano de 18 h.
en caldo TSB. Se exaniné a intervalos de 24 h. durante 7
dias, tomando como criteric de positividad el aclaramien-
to del medio alredecdor del crecimiento bacteriano ( 6 ).

Digestibn de caseina en tubo: Se inocularon tubos que con
tenfan 3 ml de leche descremada al 10% con 5 gotas de un™
crecimiento bacteriano de 18 h. en caldo TSB. La produc-
cibn de proteasas sc identificd observando la peptoniza=--
cibén del codgulo formado por la produccién de &cido ( 3').

Prueba de leche tornasolada: Se inocularon tubos que con-
tenfan 3 ml de medio de leche tornasolada. En esta prue-
ba se valord la produccidn de &cido manifiesta por la a--
paricidn de una tonalidad blanca varios dias después de -
la incubacidén inicial ( 3 ).

Hidrolisis de gelatina: Se inoculd un tubo con gelatina -
nutritiva, por picadura con un asa recta, utilizando un -
indculo pesado y se dejd incubar a 37°C durante 7 dias.
Para realizar la lectura de la prueba, los tubos se enfri
aron a 4°C durante 2 h. y después se examinaron buscando™
la licuefaccidén del medio para sefialar una prueba como po
sitiva ( ¢ ).

Identificacién de la produccién de lipasa y lecitinasa -
por E. coli.

Digestién de medio con huevo: Se inocularon placas de agar
yema de huevo con un crecimiento bacteriano de 18 h. en -

caldo TSB. Se incubd a 37°C durante 7 dias.

La produccién de lipasa se presenta como un precipitado cn
el medio, alrededecr y por debajo de la colonia bacteriana,
asi como la formacidn de una capa iridicente o capa perla-
da que cubre el crecimiento bacteriano. Tal precipitado -
y capa perlada est8n compuestos de dcidos grasos libres --
producidos por la degradacidn de los lipidos ( 40 ).

La produccién de lipasa se hace mds evidente si se vierten
sobre el medio 10 ml de una sclucidn saturada de sulfato -
de cobre, la cual reacciona con los &cidos grasos libres -
producidos por la accién de esta enzima para formar un ja-
bén insoluble azul-verdoso alrededor de las colonias de —~-
bacterias ( 40 ).

La produccidn de lecitinasa se presenta como una gran zona
de opacidad en el medio que rodea a las colonias. El pre-
cipitado resultante estd compuesto principalmente de pro--
teina insoluble que proviene de. la degradacidén de la leci-
tina ( 6, 40 ).
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- PRUEBA DE CAPTACION DE ROJO CONGO

Se inocularen placas de agar rojo congo, con una asada de un
crecimiento bacteriano de 18 h. en caldo TSB, dejando incubar
a 37°C durante 24 h.

Las cepas capaces de captar el colorante, crecen en colonias
de color rojo intenso, mientras que las demds bacterias pro-
ducen colonias de color blanco ( 38).



- RESDLTADOS

Se estudid la capacidad invasiva de 400 cepas de Escherichia -

coli aisladas de muestras de materia fecal de B6 ninos con y sin
diarrea. En la tabla 4, se muestran las caracteristicas de es-

tas cepas.

Se encontraron inicialmente 27 cepas invasivas en el modelo de
cultivo de células; sin cmbarge, 8 de ellas resultaron resisten
tes a los antibidticos utilizados en el ensayo (kanamicina 25

/ml y estreptcmicina 100 /ml) (tabla 5). Estas cepas se --
volvieron a probar, utilizando amikacina, a una concentracién -
de 100 /ml. Sd8lo una cepa de las ocho probadas resultd inva-
siva, lo cual did un total de 19 cepas invasivas de las 400 -~
probadas en el estudio (tabla 4).

Se analizd la relacidn entre aislamiento de E. coli entercinva-
siva y el cuadro clinico que presentaban los sujetos de los cua
les sc aislé la bacteria. Los rosultados descritos en la tabla
7, muestran que el porcentaje de aislamiento mis elevado de ce-
pas invasivas, se encontrd en los nifios que presentaban cuadro
diarreico con moco y sangre.

Al establecer el serogrupo al cual pertenecian las cepas invasi
vas, la mayoria resultaron no tipificables, s6lo en una cepa se
pudo identificar el serogrupo {(tabla 6).

El patrén enzimdtico se estudié en las 19 cepas invasivas asi
como en 30 cepas no invasivas (tabla 8). La méds alta produc--
¢ién de enzimas hidrolfiticas se observ6 en el grupo de cepas --
invasivas, especilalmente en la prueba de lipasa y casefnasa.

Durante la realizacidén de este ensayo, se observé un fenémeno
curioso, 47% de las cepas invasivas produjeron un pigmente ca-
fé rojizo cuando se utilizé medio liquido con leche descremada
al 10%. Cabe mencionar que ninguna de las cepas no invasivas
fué capaz de¢ producir este pigmento.

En la tabla 9, se senala la relacidn entre las cepas de E. coli
invasivas y no invasivas con la prueba de captacibn del coIorag
te rojo Congo. Todas las cepas invasivas captaron el coloran-
te, mientras gue s6lo el 10% de las no invasivas di6 la prueba
positiva.

Paralelo a este estudio, se determinaron otros mecanismos de -
patogenicidad de estas cepas de E. coli. Se identificé la ca-
pacidad de adherencia a células HeLa asf{ como la produccibn de
toxinas y citotoxinas.

En la tabla 10, se muestran estos datos. S6lo una cepa invasi
va mostrd capacidad de adherencia al cultivo de cé&lulas y sblo
dos fueron productoras de toxina, en ambos casos de citotoxina
semejante a la toxina de Shiga ("Shiga-like toxin").




.TABLA 4

Capacidad invasiva de 400 cepas de E, COll aisladas de materia
fecal en nifios, determinada por la prueba de 1nva51v1dad en ~-
cultivo de células HeLa.

ORIGEN Neo. -DE CEPAS CEPAS. INVASIVAS.*

17 nifios con‘diarrea
del Hospital de Pe-- :
diatria C.M.N. 69.. 5 6

69 ninos sin ‘diarrea
- del Hospital: de Per-
diatria C.M.N.

Sin hoja de datos -
clinicos S

TOTALES ',

* Dos’ cepas 1012 1257 fueron productoras de toxina semejante s
Shlga (SLT) Y una cepa. 1022 alé adheren01a d1fusa.7;3
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{TABLA5.:

Sen51b111dad a_kanamicina- (25_ g/ml) y estreptomlclna (100 g/ml)
de las cepas p051t1vas en la prueba de’ invasividad.

Kana/strep . Resultado
Invasiva.’

. ‘Invasiva *
Invasiva
Invasiva
Invasiva
Invasiva
Invasiva
No Invasiva
Invasiva
Invasiva
Invasiva
Invasiva
No Invasiva
No Invasiva
No Invasiva
Invasiva
Invasiva
Invasiva

B Invasiva
Invasiva
No Invasiva
No Invasiva
Invasiva
Invasiva
No Invasiva
No Invasiva

RN NNRERON IR RN NR L duNnE e

* S8lo la cepa 1022 result6 ser invasiva, cuando todas las cepas
resistentes se probaron nuevamente utilizando amikacina.

R = resistente
sensible

w
B



. 'TABLA6

“Relacién: entre E€cherichi

‘Serogrupo identificado:

: Suero Pasteur p051t1V0 *

“+45uBTo pollvalente IT1: pOSLtlvo

©.{086; K61, .0112; K66, :0128;
. °K67,70117; K69,-01257 K70;$
! 0124; K72) S

‘NG tipificables, =

*- Nlnguna de” estas cepas dié reacc16n 0051t1va con 105 sueros
pollvalentes B ¢ y IIL: de E.vcold i
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TABLR 7

Cepas de E. coli invasivag determinado por -cultivos celulares
¥y .su relac15n con dlanea 'y -presencia de moco y sangre.

Caracteristicas de¢ las évaluaciones

»No.@e cepas. -~ INV c/mogo s/moco -c/sangre - s/sangre

SENifos consli

S sye

diarrea - : Y S ’5/6?' Ch A S =
S S(83.43).7716.6%) 7 (83.4%) - (16 68)
Nifios in : LR R i
“diarrea - 5/11 E/1L - 0711 11714
, {(4505%) (54.58) (0% ) (1008
TOTALES 10 7 s T

No se encontraron los datos clinicos de dos de las cepas. invasi-
vas por .10 tanto no fueron inclufdas en esta tabla.
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- TABLA: 8

_Patrén enzimitico de 'E..coli invasiva a'células HeLa.y ‘de E..coli
no invasiva.determinado "In vitro" ‘en medios de cultivo. . I

. PRUEBA

coli invasiva E. coli No.invasiva:

t‘ProducciGn de caseinasa
en placa -

Produccién de caseinasa
‘en tubo

18719 (94, 7%)
9719 7(47.38)

ProduCC16n de. ligasa en
medio de -huevo : ;

Produccién de lecitinasa
en medio de huevo
Produccién de gelatinasa: 30 - (73.3%)

Medic. de leche tornasolada -

- Produccibn de decido: - (96.6%)
- Formacibn de coéquio,' T(93.3%)
- Peptonizacién ,LZQ,G%)V
- Reduccibn

(93.3%)

Los resultados se expresan en % de positividad
~ka) = Formacién de cofgulo . ;
b) = Formacién de codgulo y produccibn de pigmento.;



TABLA 9

Prueba de captacién de rojo Congo.en cep
a“células Hela 'y en'cepas No invasivas,

 pSTH TESS ND DEBE

SAR O LA™ BIBLIOTECA
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- TABLA 10

' Relaci_én en‘tre,
‘cidadide

3p1 patr6én de a'dh‘e‘r_yenc'iafde éﬁt':»abep'a fué difusa.



DISCUSION |

La ‘invasibn de la mucosa del colén 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 relacicnado en estas bacterias con la pre
sencia de un pl&smido de 120-140 MDa. . La identificacidn expe™
rimental de este fenémeno ha sido posible mediante el modelo -
" in vivo " de prueba de Sereny. (39) e " in vitro " mediante

el modeloc de invasividad en cultivos celulares; descrito por -
Day y col (1981) (8) quienes demostraron la eficiencia del --
método al comparar sus resultados con la prucka de Sereny (8).

En este trabajo se identificaron 19 cepas invasivas a células
HelLa de un total de 400 estudiadas. Estas cepas invasivas se
aislaron tanto de individuos con diarrea como de individuos --
que no presentaban este cuadro clinico.

El porcentaje de cepas invasivas obtenido fué de 4.7% superior
al reportado en otros estudios sobre ECEI, en los que se sefa-
la que la frecuencia de aislamiento de este grupo de bacterias
estd por debajo del 1% (24).

$in embargo, un ecstudio realizado en Tailandia por Talylor y -
col (1986) (42), empleando la hibridizacién de DNA para la i--
dentificacién de microorganismos invasivos, sefiala una frecuen
cia de aislamiento de ECEI del 3% (42). Estos datos apoyan lo
encontrado por nosotros y ademds sugieren la importancia que -~
probablemente tiene este grupo de microorganismos en la etio--
patogenia de la diarrea en paises en vias de desarrollo.
Aungue es importante sefalar que se considera que s8lo las ce-
pas Sereny positivas son virulentas, por lo que seria intere--
sante verificar si nuestras cepas presentan esta caracteristi-
ca.

Con el fin de conocer si este grupo de bacterias se aislan en
la misma proporcibén de individuos sanos o de aquellos que pre-
sentan diarrea se analizaron en forma independiente ambos gru-
.pos, enccntréndose un porcentaje de aislamiento del 3.7% en --
nifics sin diarrea y del 8.7% en nifos con diarrea.

Estos resultadocs nos muestran nuevamente que este grupo de bag
terias probablemente tiene un papel importante en la produc--
cién de enfermedad diarreica. El haber encontrado un porcen—-
taje alto (3.7%) de cepas invasivas en nifios sin diarrea, nos
sugiere por el tipo de poblacidn estudiada la posibilidad de -
que exista una fuente de infeccibn intrahospitalaria.

bscherichia coli invasiva al igual que ghigella se multiplica
en el interior de las células epiteliales hasta destruirlas pa
ra invadir a las células adyacentes (Figura 1) (1), Este pro-
ceso destructivo ocasiona una reaccibn inflamatoria durante la
cual se presenta en forma macroscépica la salida 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 evacuaciones, lo cual correlaciona con las manifestacio
nes clinicas observadas en las infecciones producidas por DCET.
For otro lado, en algunos de los individuos sin diarrea (46.5%)
en los que se identificaron cepas invasivas, se detectd la pre-
sencia de moco en la materia fecal. Tal situacidn habla de un
proceso inflamatorio que se podria interpretar como el inicio -
probable del cuadrc paiolégico ocasionado por los micreorganis-
mos invasivos.

No fué posible establecer ol serogrupo de las cepas cue resul--
taron invasivas, ya que sdlc se contaba con sueros polivalente:
del grupo entecropatdgenc. Sdle una de las cepas invasivas aglu

tino con estos sueros polivalentes. L[sto nos indica que la --
gran mayoria de las ceras no pertenece al grupc ECEF, lc cual -
concuerda ccn lo senalado por Levin y col (1984) (24} quienes -
afirman que cste grupo no incluye cepas invasivas (24).

se han sehialado gue ECEI es e¢n su mayorfa inmdvil ¢ incapaz de
descarbozilar la lisina (41).

En este trabajo la mayoria de las cepas de E, coli invasiva --
identificadas fueron moviles y el 57.9% de ellas fué lisina —-
descarbexilasa positivas. Taylor y Echeverria (1986) (42) es--
,tudiando las caracteristicas bicquimicas de cepas de ECEI aisl:
das de nifios con sindrome disentérico en Tailandia, encontraror
que el 86% de las cepas fucron lisina/descarboxilasa positivas.
Esto plantea la existencia de cepas invasivas con comportamien-
to metabdlico diferente al descrito para este grupc de bacte--
rias. Sin embargo, Tavlor y col. al igual que nosctros sSlo -
determinamos la invasividad asociada al plasmido de 140 MDa y -~
no la relacionada con la capacidad para producir gueratoconjun-
tivitis, esta podria ser la explicacibn de las caracteristicas
metabdlicas de nuestras cepas.

La produccidn de cnzimas como factor 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 produccién por ECE!
de una enzima que destruia gl6bulos rojos, Esta enzima proba--

blemente sea una fosfolipasa la cual altera la membrana eritro-
citica.

Clerc y col (1987) (5) por su parte, trabajando con la linea ce
lular de macrofagos J774 demostraron que cepas de ECEI fagocita
das se liberan del fagosoma por efecto de un factor el cual no

tiene relacién con la produccién de citctoxina scmejante a la -
toxina de Shiga (Shiga-1like).

Estos datos apoyan la posible produccién de enzimas hidrolfiti--
cas relacionadas con el mecanismo de virulencia de ECEI. <Consi
deramos por tal motivo que tratar de establecer un patrén en--—
zim&tico en E. coli podria ser Gtil en la identificacién de --
ECEI mediante el uso de métodos de laboratorio m&s sencillos y

accesibles gue las pruebas de invasividad establecidas.



Se ‘investigd la'produccidn de caseinasa, lipasa, lecitinasa'y
gelatindsa; ademds de la prueba de leche tornasclada. Se prac-"
ticaron estas pruebas a las 19 cepas invasivas asf como a un ~-=-
grupo de 30 cepas No invasivas, los resultados observados en -
estas (ltimas se utilizaron como punto de comparacidn entre --
ECEI y otras cepas de Escherichia.

En las cepas invasivas se encontr6 una elevada produccidn de -
enzimas hidroliticas, especialmente de caseinasa (79%) y lipasa
(68%), La produccién de estas enzimas en el grupo No invasivo,
comparativamente fué mds baja, resultando sélo el 20% producto-
ras de caseinasa y el 26% de lipasa.

Lstos datos apoyan el planteamiento de utilizar el patrdn de -
enzimas hidrcliticas para sospechar la presencia de ECEI. Sin
embargo, consideramocs que h gue estudiar un nfmero mayor de
cepas invasivas para demostrar de mancra mas contundente la u--
tilidad de estas pruebas en la identificacién de estas cepas.

Los datos observados en las pruebas de determinacién de cosei--
nasa y lipasa observados en este estudio, correlacionan con los
datos de Winkler (1982) (46), lo cual nos permite especular gue
probablemente tales enzimas podrian participar en la degrada--

cibn del fagosoma como lo hace la fosfolipasa A producida por -
Rickettsia prowasekii (46); lo que permite a las bacterias in--
vasivas liberarse en el citoplasma celular.

Algunos autores (38) sefialan que la capacidad de las bacterias
para captar el colorante rojo congo de un medio de cultivo es-
td relacionada de manera directa con su habilidad para captar
el fierro, ellos explican que el fierro se une al colorante --
disuelto en el medio de tal forma gue cuando la bacteria capta
tal elemento, adguiere también el colorante; lo que da como --
resultado el crecimiento de colonias pigmentadas.

Sakai y col (1Y86) (34) identificaron una secuencia de aproxi-
madamente 1.0 kb. derivada del plésmido de 140 Mba gque es la -
responsable de la captacién del rojo congo, estableciendo gue

todas las cepas gue poseen el plé&smido deben presentar la capa
cidad de captacifn de este colorante. Basados en estos estu~=
diog se utilizé la prueba de captacidn del rojo congo, como un
marcador indirecto de la presencia del plésmido asociado con -
la virulencia en EIEC, para determinar si las cepas invasivas

a células HelLa realmente presentaban esta caracteristica.

Se encontrd que las 19 cepas invasivas resultaron positivas --
(100%) a la prueba de captacibén del rojo congo; lo cual sugie-
re que todas las cepas invasivas a c€&lulas Hela identificadas
presentan el pl&smido de 140 MDa. Por otro lado las 30 cepas
nc invasivas probadas solo 3 (10%) fueron positivas a la prue=-
ba; lo cual habla de la presencia de esta caracteristica tam--
bién en algunas cepas no invasivas.

Basados en gue el 100% de las cepas invasivas fueron captado--
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..ras del rojo congo y debido a las facilidades que este ensayo
presenta para su realizacidn se pensd en esta prueba como un -
procedimiento mds para la caracterizacién de cepas invasivas.
Sin embargo, no se debe pasar por alto gue no todas las cepas
capaces de captar el rejo congo son cepas invasivas, algunos
autores han reportado cupas toxzigénicas de E. coli gue poseen
sistemas captadores de nierrc, por lo cual no se puede conside
rar a la prueba como especifica { ). -

La produccidn 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 captacién de hierro, la prueba de hidrolisis de
caseina en el medio de leche al 10% mostr6 un hallazgo intere-
sante, el 47% de las cepas invasivas produjeron un pigmento --
cafe rojizo a las 24 h. de incubacién fendmeno gue no ha sido
descrito antcriormente, observ@ndose que ninguna de las cepas
no invasivas present6 este fendmeno. Griffths y col (14} ob=--
servaron tal coloracidn como una caracteristica de la protef-~
na captadora de hierro aercbactina una vez que se ha unido a -
este elemento en cepas de E. coli. La produccién de pigmento
en nuestro estudio sc pudé deber probablemente a la elabora--
cién de sideroforos para las cepas invasivas, estudios poste-
riores que involucren la utilizacién del medio de leche al -
10% resultarfan Gtiles para establecer las caracteristicas de
este fendmeno.

La identificaci6n de este pigmento podria completar la serie
de pruebas que se han mencionado aqui (produccidn de lipasa,
caseinasa y captacién de rojo congo) con el fin de identifi-
car cepas invasivas mediante pruebas y de fdcil acceso a cual
quier laboratorio.

Levine y col (1987) sefialan que la adherencia de las cepas in
vasivas involucran mecanismos totalmente diferentes a los utl
lizados por las cepas cnteroadherentes, de tal forma el hecho
de encontrar sélo una cepa invasiva adherente con este estudio
habla de las diferencias existentes entre ambos mecanismos de
patogenicidad. La cepa que presentd ambos mecanismos requie-
re de un estudio mis a fondo para establecer la importancia -
que pueda tener cepas con los dos mecanismos; nosotros supo--
nemos que este fendmeno se debid a la presencia de los plés--
midos que codifican para estos fendmenos en la misma ccpa.

Dos cepas invasivas fucren productoras de citotoxinas seme--
jante a la toxina de Shiga. Esto contribuye a apoyar lo pre
viamente descrito por Clerc y col (5) en relacién que esta -
citotoxina no tiene un papel importante en el proceso de in-
vasibilidad quedando sin esclarecer la funcién precisa de la
citotoxina.
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CONCLUSIONES -

Se identificaron 1Y cepas invasivas-a células HeLa ‘de ‘un total
de 400 estudiadas, lo que da un porcentaje de aislamiento de
E. coli invasiva del 4.7%. -

Se encontrd una elevada produccidn de enzimas hidroliticas en
el grupo invasivo, lc que nos permite especular sobre el posi-
ble establecimiento de un patrén enzim&tico para ECEI ccmo fac
tor de caracterizacidn para este grupo de bacterias. Ademéas,
esta situacién nos habla de la posible participacién de las --
enzimas hidrolfticas en el mecanismo virulento de ECEI. Sin -
embargo, consideramos que es necesario estudiar una poblacidn
de cepas invasivas mds grande, para que los resultados obteni-
dos sean mis confiables.

Todas las cepas invasivas a c&lulas HelLa fueron rojo Congo po-
sitivas, lo que contribuye a pensar due todas ellas presentan
el pldsmido asociado con la virulencia en ECEI.
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