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GLOSARIO 

At:tin.l. F". L.l. a.ctlna. moncmérii.:a C a.clina. G ) que es una prolelna 

giob1Jla.r. repres:enla. el 2:5 ~;; en peso de la proleina. 

muscular• en prt!>seru.::1.a d~ m..agne-!>:io la. aclina G ~e 

pollmt!'rl::a pa.ra fcrma.r Ut'll filamento de dóble hélice 

llania.do aclina r (. .J.c:::lln.J. fibr1::is.J. ) 

BAB. 

AD. 

AL. 

AN. 

C~lula M. 

CFA. 

Bloi.:>fj .lq.J.r• b.:t.:~. b.l~•:!' de a1J.l.r sangre, medio de 

con!iervactón p.l.1'.). cultivo ba.cle1·Lológico. 

Adherencia. difusa.. n~canismo de paloger1iclda.d de E. 

cara.cleri::a.do 1:::.ci: la 

dislribUt:::ión hami:::.gé-nea. de l~s: organismo~ sobre la. 

superficie celular. 

Adherer·u:::ia 11.:-cali::a.da.. nlf?'canls:mo de pa.togenicidad de E: 

coli. enleropalóc.1en.l. Cla!>:e I • C.l.r.acterizada. por la. 

l~orma.ción de mtcrocolonias en áreas clrcuns:crlt.as 

la cé-lula.. 

Adher·enci:t neg.&t.!v.&. mec:árds.rr..:. de pi!.t.c.ogerticid.&d de E. 

cc.oli ent.er-opatóg~na Clas.e l, caracterizada no s.c.olo por 

la adher·ericia a l.rt.s células s.ir1c:1 tambl~n al ¡:,lás.t.ico o 

al vidrio. 

Célula .!nlegr·arat.e de la t'.!S.tr·uct.ur-a celular- nor-rn.bl del 

intestino delg:,do l& cual· par-t.ic1pa act.1v._ment.e en el 

pr•CJC:esc.o de t"agc.oc:ilos.is. 

F~c:.l..;,r· f'imbr-1&1 deo 

mecat1ismo de E:. <:.olí 

ent.er·oLo:<i gol-ni ca. 



Clase I. 

Clase II. 

Clat.rina. 

DHAsa. 

EHEC. 

EIEC. 

EPEC. 

ETEC. 

gal U. 

Subcat.egor-1a de EscMri.chi.a col.i. ent.er-opat.Ogen.~ 

CEPEC) que present.a con rrecuencia el raclor de 

adherencia EPEC. 

Subcat.eg~r1a de Esch.ericia col.i enlerop&t.6ger1& (EPEC) 

que rara vez present.a el f'act.or- de adherenci & EPEC. 

Proteína de 180 Y.Da. const.it.uyente de 1& membr·&.n&. 

celular relacionada con el proce~o de endoc1tosis. 

Gene plasm!dico que codifica inf'or·mac.16n par·a· un.<a 

prueba positiva de capt.aci6n de rojo corigo. f'enollpa 

asociado con virulenc:i&. 

Desox.irr-ibonucleas&. er1:zirn::r. hidra!llic:.. pr·oducida )':Jor· 

bacterias. principalmente S. ma.rce.5c::eTl.5 y S aureus. 

Esche:richia col L ent~rloxigénica, calegor·1 a propuesta 

por Levine. respcmsable del s1ridr·ome Ur-étniCCJ 

hemolit.ico y ccli lit; hemor-rAgica. 

Esch~ri.chia col. i eTller·oi r1va~i va, ca.t.<!:gor·l 4 pr·opue~t& 

por Levine. consider·ada como c&us..a de di~~r1t.er-la. 

Cscheri.chia col.i. enleropal6gena. c:at.egor·1& propuesta 

por Levi ne• reconoci d.a c:OJnCJ &ger1te c.&us..&.l de- d1 hf'T""'E!'a 

ir.f"-.&.r1til. 

Cscheri.chia col( enl~ro~oxigénica, 

propuesta por Levirie. causarit.e de la di&.r·r·e& del 

viajero y diarrea 

desarrollados.. 

infantil 

Regi6r1 cromosoma! loc.&.li2ada a 27 minutos.. en el map& 

de rest.r·icci6n de S. /lexrlh:ri 2.&. que codi f'ic.il 

111rormac:i6ri para la s1nt.esis de gal.&.clos.a. 



H. 

ip.Et. A. 

ipa B. e 
y D. 

Ant.1geno f'lagelar, Es un c::ompcnent.e ant.igénico que se 

encuentra localizada solamenle en lo;;; !"l&gelos de 

las bact.erias que poseeri esta e!:t.ruct.ur-a ( flagelo ) 

y es. de '1'1.tur·aleza pr·ot.éica. 

Ger1e plasmidic.:o que codif'ica infor·maci6n p&r-a la 

1nhibicio!'1n del c:r·ecirnienlo del plAsrnido, f'encrl.ipo 

ascx:::1adc1 con vir·ulencia. 

Gene plasmidico que codif"ic:a inf'ormac16n ptt.r·a un 

er1s.<i.yo de invasividad positivo. fenot.ipo as.ociado 

v.1r·uleric..ia. 

Gene pla!l.midie:o as.~iado con v1r-uler1cia, r10 neces.Et.r·io 

par·a l& pr·ueba de ~r·er1y ni par·.&. invas.i6r1 er1 l.o&jido 

cel ul &r·, función ef'ect.or-a aún dese:oriocida. 

Ant.igenos del p1Asm1do de 

adherencia 

disenl.E:-r·ia. 

inv.11.si6n asoe:iado~ con 

lpa B, C Polip(:pt.idos codificados por- los genes ipa B, C y D 

y D. 

ipa H. 

K. 

r-es.pect..i vament..e, r-el 11.cic1riado~ .,, de 

ent..r-.ada de l.it. b.it.ct..ier-ia a la muci:.sa ir1t..est..ir1al. 

(,j.(,o.ne plasrnidico asociado cor1 vir·uler1c:ia, f'ur1c:it:.ifl 

i&fec:t..c1r·~ ai;1r1 dies.e:c1nc.cida. 

Ant..1geno caps.ulsu· localizado en lit. p'°'r·t..e mAs e:<l..er·r1& 

de las est..r·uct..ur-az. b&c:t..Eir·i ar.ac for·rl'lado .::omur11'(,.e.f1\.e de 

polisacar·idos invc1lucr·ado er1 pr-oc:esos de vir·ulenc:i& 

e~ utilizado linaje de c:h,~if'icaci6n 

ser·c1lógic:a. 



Y..b. 

kcp A. 

KDa. 

l.PS. 

LT. 

r:&al A. 

µl. 

o. 

ompP.-envZ. 

Kilobases. 1000 pares de bases póricas y piriTIÚdic&s.. 

Locus cromos6rrdco asociado 

quer·at.oconjunt.ivit.is er1 cobayos. 

la producción de 

1000 Da. Dal t.on: Unidad de masa. M.asa de un 11.t.omo de 

Hidr69eno = 1. 68 X 10 ..z4 ·g. 

LipopolisacArido. er1volt.ura compleja de or·ganisrt.as 

Gram e-:> que consist.e principalmente del lip1dcJ A y 

un cent.ro compuesto de glúsidos. adernAs grupos 

di~t.ales.: de p<:>lisacAridos. o Ar1t.iger10 o. los. cuale~ 

son variables en su composición y par ende en su 

especi~icidad serol6gica. 

Toxina t.ermolAbil pr·oducida principal~nte por V. 

chol.erae y ETEC. est.imula la pr·cducc.16n de AMP 

ciclico en el epitelio inlest.ir1al con l& cor1s.ec.uente 

secresi6n de sodio y pérdida de agu& y clorur·o. 

Región cromosoma! locali:z&d& a. 27 minut..os en el mapa 

de rest.ricci6n de S. /l.exneri 2a que cod1f1ca 

información para la sil.es.is de mallos.a. 

Micr-olit.ros. unidad de volumen e-quivklent.e a 101 "ml. 

Ar1t.1geno que se pres.ent.a '.E.Obre la s.uper·ticie de l.&. 

bact.el"ia. formando par·t.e de ~u par·ed celul.&.r·. Su com-

pos;ici6r1 es de lipoprot.eir1as .. 

Locus cromosornal asociado con virulencia. 

disminuyendo la capacidad de invs.dir· cult.ivo celular· 

y produciendo prueba de Sereny negat.iva. 



p 18. 

p 30. 

p 120. 

pur E. 

pW'F!lúO 

SSF. 

ST. 

t.rp. 

Prot.e1na de 18 r.:oa cadif'icada por· el gene kcp A. 

regula positivamente la expresión de los genes ipa.. 

Prot.eina de 30 Y.Da codif'icada por· el gene vir· F. 

regula. pos.it.ivarner1t.e l.a &s.presi6n de los genes ipa. 

f'r·ot.elna de rnembr·&n& ext.ern& de 120 Y.Da ce>dificad& 

por el gene vir G. r·el.<1cionada c:on el pr·oc:eso de 

di sper·s.16n 1 nt.r·a e 1 riler·c:el ul ar de la b.<sc:l.eri a. 

F!egi6n 

tarnbi ér1 a 12 m1 nulas 

$. flexrieri. 2a. 

de E. col.L K-12 localizada 

el rnap& de r·est.r-icc:16n de 

Plt:.sm.ido de virulencia de S. fl.exri.eri tipo ~ 

r·el &e;! on&do con l;,, e;&.paci dad d.e 1 nvadi r c:él ul &s. HeLh • 

que asociada con .l1lgur1os genes crcunosomale~ expre~an 

un 1·enot.1 po c:ompl et.o d~ EI EC. 

Solución shlina f°i!!.iol6gica. solución 

(cloruro d~ sodio) &l o. ag ,... 

de HaCl 

To::.<lna eslable al calor· pr·ochlcida ~Kir· V. cholera<!t y 

ETEC. es.t.1mula la gu;,.nilat.o c1clas.a au~nt..&.r1do los;. 

niveles de GM.P c:lclico. supr·imienda la capt.ac:t6n de 

11 qui dos. E>n c:~l ul as. epi t.el 1 al es. del i nt.ez.li no y 

pr-ovocando ci~u·t.o gr-á.do de secr-ec16n de clorur·o. 

de r·es.lr·1cc16n de S. /l~xn~·ri. que codif"tc:a 

1r1formaci6n ptsr·a la s1nt.esis. de t.r·iplóf"ano. 

Tr·ipt.icasein soy.os ag&.r. agar ~oy.<1. t.r11=1t.ic:as.ein& 0 

medio de enriquecimienlo par·a c:ulltvo bact.er·iol6gico. 



TSB. 

UFCñnl. 

Vinculina. 

vir F. 

vir G. 

vir- R. 

Tript.icas.ein soya brot.h. clado soya t.ript.i.caseina 

medio de enriquecimient.o pa1·a cult.ivo b&.cler·iol6gico. 

Unidad f'ormadora de colon! a un ml. • unid&d doe 

concent.raéi6n en suspenciones bact.rerianas. 

Prot.elna que forma part.e del cit.oesquelet.o, asociada 

con la ir1t.roducci6r1 de la bact.eria 

dist.ribuy~ndose alrededor de la misma. 

Gene plasmidico de 40 Kb que aclóa 

la c<élula 

r·egul::.dcr· 

pos:it.ivo en el proceso de ent.r:ad&. de la bacLer·1.;.. .<t. l;a 

célula epit.elial. 

Gene plas:inidico r-elacionado la diseminación 

i nt.racel ul ar- del n1i croorgani ~mo dent.r-o del ep1t.el1 o 

de la córnea en la prueba. de Ser·er1y. 

Gene local i :zado a Z.7 mi nut.os er1 el cr-omosoma de 

Shisel. ta. act.óa como un repr·esor· de los genes del 

plAsmido de invasión y es deper1di ente de 141 

t.empcrat.ura. 
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RESUHEN 

Esche:·ichLa r:r~LL bacteri.l. enlerotnv:s.siva. se caracteriza por 

pre~e1"ll.l.r nier.:anismos de pa.togenlcidad muy similares a ShirJeLLa.. la 

1·e-lat!l1::01'1. solo cuanl1:> 

compcrt.amlenla btoqulmict:i. sit"lo que co111parlen car.3.cter1slicas 

ol.l"lllgérdc.l.s y g~nóllcas:. La 1nvaslón de ce.lulas intestinales es el 

factor pr .. ~dcm1.n3nle de vlrulen~ia 1·espcnsable del CU.3...:!ro 

disentérico, C.3.1'.l.C:t.erizado pcior la preseru:::ia de moco y sal'\gr~ en 

heces, ccmo consecueru:::1a. de la dei;trucc1.ór1 deo tejido lnt.est11-.~11.l, 

1::.aa.c;tc;,n.:..nda un procese ll'lflam.alorla que lleva a. la form.lclón dt!> 

abscesos y ulcera.s en la mucosa colo1üt:a. hum.ana. 

Esta. cap.l.cid.l.d inva.stva se ht:;:o t:'!'Vlder1ole por 11\d'dlo- de la 

prueba de Sereny y ensayo de pen~tracion en c6lulas HEp-2. en las 

qtJe ru~ se obtuvo una. corr~l.l.ción c:ar a.c:lerl.sti.c:a de las cepas: 

estudi.l.da':i. as:1 come en el esquem..i de bi1;,t.ipif'ic:a.ción dcnda- 5e 

1::ibse1·varon b11::ilipos: de cep.l.s: de E. coli 11-.vasiva difer~nt.es a las 

cepas que no lo sen. L.3. ca.pacidad de captar el colorant.e rojo 

congo y el pa.trOn ~n::::im...\li1:0 reali=ado ne fueron determinaciones 

ca.ra.c:tt!'risl1.::a.s pa.ra. cepa.,-;: EIE:C, p.:.r Lo que 

canside1•arlas corno t'actores dt".!' un perf"ii de virulencia. Por ende 

se- cons:i.de1•a n~~s.ario reali=..:ir dicha.s: prut~bas: con cepas de 

primoai<::l.l.nlienlo y ensayos: de biologla molecul.l.r par~ la 

ldenlit'ic.l.ción pot..er11::.ial de la cap.3.c:ldad inva!>:lva de las cepas: 

t'!-SlUd11::i. 

lV 



I.- IN T Ro D u e e I o N 

1.1.- AIITECEDENTES 

Escl'a.er"i.chi.a. col i. es bact.eri a ccmón corno component.e de 

la f'lora f'ecal ien humanos.descrit.o por primer-a vez en 1800 por· 

Paul Escher·ic:h. es un organismo aer-obio y anaerobio f.kcult.al1vo. 

A pesar de ; que se ''º t.enlan 

evidiemcias cont.undent.es que pudier.&.n at·ir·mar- que pod1a ser· el 

agent.e et.iol6gico de ent·ermedades diarr-.!HC.&.S. Est.udios.· 

epiderniol6gicos r-e&liz.<t.do:. er1 la déc.&.da de les 40"s. demcslr·ar·or1 

que cepas de E. coli er-an r-es::ponsables de diarrea endt!:mica 

nif'ios ( 32 ). 

La diar'-rea ir1!'eccios.&. es una er1!'er-medad inf'.<t.nt.il muy común 

pi.ises subdesarrollados. Est.udios anlerior·es han Tt'ICJS.lr·.&.do que 

cer1t.ros ur-banos los rot.avirus y Sa.t11i0Yu;0 l.ta sp. se encuenlr·an erit.r-e 

los agent.es causales mAs import.ar1t.es. mienlr.&s que en ~r-~.hS 

rurales 6s.peci.alrnent.e donde los públie:o:. 

def"icient.es. Esch.erichi.a, Shi.~el. la sp. y C-=ut¡pytob~ t"!.'r sp. • JU~g.411 

un papel muy import.ant.e. Sin embargo. la et.iologla. no h.;;,. sido 

di 1 uci dada en el t.ot.al de 1 oz. casos ( 4. ) • 

En los ólt.imos af'ios se h.&. avanzado en el conccimient.o de .l&s 

cepas de E.. coli. que pueden causar diarrea. Levine y c:ols er1 1987 

C 27 ) propusieron una clasif"icac16n de cep&s diar·r-eogénicas qué 

emplear1 uno o var-ios ~canismos de pat.ogenicidad. con la que la. 

mayor-la de los inves.t.igadores est..&n de acuer·do ( TABLA Ho.1 ). Se 

r-econocen 4. cat.egor1 as de 1 a eti cp&t.ogeni a de cepas de E. c::o t ¡; 

enf"er-medades diar-r-éicas siendo C::Ctlt. 

ent.eroinvasiva C EIEC ) • ent.eropat.6ger1.&. ( EPEC ) • ent.er·ot.oxigt!:nic..?i 

( E1EC ) y ent.er-ohemorr.&gict-i C EHEC ). E:.t.as e:alegor·las e:.t.Ar1 

bas-adas en las: dii'erenci.as en. virulencia, interacción con la 

mucosa int.est.inal • presentación de cuadros cliriiceis, ir1t.er·•c.ci6n 

.epldem.leilógica y ser·eilipoz. O : H. 

Las cepas de E.. coli. ent.er-olnvasivas. se car-.r..ct.er·l:zan por· 

pr-esent.ar mecanismos de pat.ogenic:idad muy similar-e:. a Shit;~tl.a, 

ent.re est.os dest.acan : la capacidad de invadir· células epit.eliales 

la cual se ha hecho evident.e empleando modelos iY-. uivo ~ in ul.l7'0. 
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TAJ!tA N' 1 
CARACTERISTICAS RELEVANTES DE LOS GRUPOS DE CEPAS DE Escherlchla coll QUE CAUSAN DIARREA 

Camsmd9deEColl ~ Sfncitz!Ilft!l, C!!nig::¡ S!adrQrresenjrlftmio!6qirot1 Mpgiojzrng~ oo 93tngflmtjPart 

ElEC Fiebre, doloras abcbminalos A1ectausualmeoteadl.41DS, lrwasi6n ymultlplicación 
Enteroinvasiva diarraa acuosa $&9uida alguiosbrotasporalinenios en célulasepiteliallls. 

de heces escasas, snngre en naonatos. 

y moco. 

e,.,., 
Frea.Jente Oiamaa inlanlll aguda Brotas de diarraa en guardarlas, Achernncia locallzada {AL) 

Presencia yaónica. C8$0S osporádicos y epidémicos 
ele factor d9 F111bre y Vómito. de diamla irdanti! en 

EPEC 
En!eropatógena 

ETEC 
Enterctcxlgénica 

EHEC 
EnterohemOO'ágica 

adherencia 
(EAF) 

Cla.seU 
Rara vez 
presenta 
factor de 
adherencia 

IEAF) 

Diarrealnlan11locasionalmenta 

Diarrea muy acuosa ccn 
gran pérdida de elecirOtilO!i. 

comunic!Ddas, rara en edullOS 

Brotesded81'T8a 

Diarrea in!anbl en pa!&es 
mencsdesarrolL:xSos, 
áiarraadelvia¡etoenadultos. 

Adieroncia dilus.a (AD) 
Actierancia negativa {ANJ 

AdleranciaporCFA 

yproó.Jcci6ncleenl8l'Cltoldnas 
LTyfCIST. 

Diarrea sanguinolenta, coli1is Bro:as por alimentos •n Act'l91'8ncia (?) 
hemom!iglca, slndrome urórnico naonatos y en adultos también. Prcducci6n de citotoxil'\3. (sJ 
he111C1lltico. 

Adaptado de Levlne ( 'lJ ) , 

~ 

02Sac, 029,0112, 0115 
0135, 0124. 0136, 0143 

0144, 0152. 0164, 0167 

025, 055. 086, 0111, 0119 

0125, 0127, 012B ab, 0142 

018, 044. 0112, 0114 
0158 

o&I. 08, 011, 015, 020 

025, 027, 063, 078, 085 
Ot 14, 0115, 0126, 0120 ac 
0148. 0149, 0159, 0166, 0167 

026,0111,0157 



!.::!. - !-·~etc'~~ de virulencia 

La. de~lruc~1Cn de t.ejido ocasionado por Shi~eLLa y por cepas 

EIEC produce un proceso int'lam.a.torio que lleva a la formación de 

.abs:ces:os y Olcer.ls en l.a. mucosa colonica. huma.na;estos procesos 

dest.ruct.ivos dan lugar al cuadro clinico caracterizado poi" la. 

presencia de moco y So)ngre en ht:'.!'c:es diarret.ca.s. La. relación entre 

E. ~ol t invasi.va y ShZ:sel. l.a no es solo t!'n cua.nt.o a. conlpOrla.rul..:mlo 

bioqulmico, sino que incluso conlparlen c.a.racler1s:lt.c.a.s:: a.nllg~rücas 

y gti!'l'léol leas e 43 ) . 

1-as et. t.ot.o:.c.1 nas. y 1 as ent.erot.oxi r1as. dos. 'f act.ar· e~ de 

virulencia asociados. la pres.ent.ac1 ón dt..l s.1 ndr·ome c.:11 r11 c:o 

causado por· EIEC C 15 ). 1-a ~higelos.is y la 1rit·ecc16n c:aus.~d.<s por· 

EIEC puede dar· diarrea acompai"íada de t·1-ebre elevad.;,, tn-"ler.l4r·. 

dolor abdominal y disent.eria car·ac:leri:z.ada por lerie::;;ma 

células 1 nt.es. t..i nal es el fact..or pr·edom..i nant.e de Vl r·ul enc.1 a 

responsable del s::indrome di~er1l~r·ic:o, por &r1alC>gla con $/'itt;'*llü 

sp. se asocia a l.<t. producci6n de cilot.axin&s que pueder1 ir1!l1Jir en 

gran p.<t.rt.e er1 la severidad de los:: sint.omas dis::enlér·icos:.. 

La diarrea acuos& pr·ec:ede 1 a di sent..er· 1 a 

infecciones por EIEC y s:e observ:&. en casos ir1d!vidu&les. y en 

brot.es esporádicos. debidos: a EIEC. A menuda se obser·v.<t. dl.ar·r·ea 

acuosa sin disent..eria. es:t.a obs:.er-vac16n clinlca ~ugier·e qu~ EIEC 

pr·oduce una ent.erolo:d.ri.&. lh cual es r·espons::able dE> la d1ar·r-e.<t. 

acuos:a ( 15 J. 

ExiS;t..en faclores:: de virulencia dent.r·o del proceso de 

i nvasi 6n como ant.1genos: s::om~t.icos:: de super·fic:ie que 

f" aci 11 t.an 1 a adher·enci a de la bac:t.er· 1 a &l t.ej ido epi t.el l. al • con l.&. 

conio:ecull!!mt.e coloni:zación y peni&t.r·ac16n del micr·oor·gar1l.S::MCJ h la 

célula huésped. La 1nt.erriali:z.aci6n y mult.iplicaci6r1 del pat.Ogenat 

liberación del mismo dent.r·o del t·agos.om& d& lugar- a su 

disper-s16n e invasión en células vecin&s:: e.cm deslr·ucción del 

t.ejido int.est.ir1al ( 4.3 :>4 FIGURA 1. 
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'FIGURA 1. La invasión del epitelio intest-f.nal l.nicía con la adherencia 

especifica de la bacteria a las microvetloaidadca de la muco-

oa ( a ) ,. posteriormente,. afecta el borde en cepill.o formán -

dooe una 1'eoicula con la membrana. celular ( b ) terminando -

con permitir la entrada de la bacteria estableciéndose en su 

interior ( c ) ,. para multiplicarse e invadir células adyacan-

tea ( d ) ,. destruyendo la célula hoapedera cauacvulo abaeaoo -

en la mucosa i~teatinal.. ( 45 ) 



La capacidad de invadir células epiLeli~les es importante en 

la patogénesis de la diarrea aguda causada por Shi8ella sp.y EIEC. 
Esta propiedad se investiga can la prueba de Sereny que se 

realiza en el ojo de un cobayo la cu.al sef'íala la capacidad de 

causar una querat.aconjunt.ivit..is ulcerat..iva después de adrninist.rar 

un inóculo bact.eriano~de 10~ UFC/ml . 

t..as cepas EIEC y las especies de Shi11ella dan pos:it.iva 

la prueba de Sereny. por lo que s:e han realizado es.t.udlos para 

det.ect..ar los genes: y los product.os involucrados en este 

f'enot.ipo C: 10 ). Sansonet.t.1 y cols. en 1900, C 44 ) derbOStraron 

que cepas . virulentas de S. /lexn.erl perdian su capacidad para 

producir querat.oconjunt.ivit.is en cobayo. cuando el locus: pur E de 

E. colt k-12 ~ra reemplazada en la región horu6loga present.~ e~ el 

cromosoma de Sht11ella. est.o se atribuyó a que el locus kcp kque 

está int.imament.e unido a es:la r~ión no estaba presente en E. coli 

C 43 ). ot..ro segmento del cromosoma de ShideLla ligado a los locus 

arg-mt.l se necesita para la producción de liquido en el modelo de 

asa ligada y para producir una reacción póSitiva en la prueba de 

Sereny. Se obt.uvo un hibrido virulento de E. coli k-12 utilizando 

las reglones cromos:6micas asociadas a la virulencia de Shidella; 

sin embargo. los hibridos que eueron obtenidos: no dieron una 

reacción posit.iva a esta prueba, aunque si ~ueron capaces de 

~neLrar la mucosa int.esLinal. pero su capacidad de mu1Liplicac16n 

tue lirn.Llada C 44 ). Est.os resultados llevaron las 

in~t..iga.dores: a la conclusión de que s~ necesiLaba. un C'actar 

ajeno al cromosoma bacLeriano que deberLa est.ar presente y 

participar en la producción de la enfermedad e 19 ). 

El lipopolisacá.rido C: LPS ) o antigeno som.!.Lico juega 

papel critico en la pat..ogénesis. esto puede ser inferido a partir 

de las cepas rugosas y avirulent.as de Shidella en modelos animales 

t.alm;; prueba d~ S..reny. Lag copam rugogag do S. f l~xn~rt 
r.a-t.ie-nen la capacidad d.a- pen&trar cult.ivos c&lulare-s y 

multiplicarse dent..ro de ellos. Sin embargo, est.as mismas: capas 

rugosas no son cap.l.ces de dispersarse en a las células hospederas 

cont..iguas. o C'orma.r placas en monocapas de t.ejido celular. t..a. 



(llt-110~ observaci 6n sugi er·e que las car·acter·1 $.li c.&.!'; f'1S1C.&S. 

imp;t.r·t..id&s par· el LPS pueden .&f"ect..ar· l~ intt:r·acc16n de Shi.t;~lla 

.c:.::111 el c.<J.t.oesqueleto de la célula huésped ( 1tl. 20, 32 ). 

El result&do de 1.ma lr1!E:cci6n por· $h1.t:ella o cepas ElEC e!::: 

dis.ent..er·1a bSt.cllar·, qub s.e car·acterl:z.;. por la dE-ger1eracl6n del 

epitelio inte!:.t.inal d.compaflado de colitis. inf"lamat.oria aguda en la 

1 Ami na pr·opi a con d"°":.:.camac16n y ul e:eraci 6n de 1 a muco!:.a C&U5:..&.ndo 

. p&r·di d.&. de !:.angr·e y moco en el 1 urner1 i r1testi nal ( 1 7 ) . 

El proc~so invasivo i r1vol ucra !"actor·es cCJrnpl e jos como 

adher·eci.a y coloni::=ac16n del epit..elio. penetración a la célula 

tiu~s.pE.·d, mul tipl ic&e:i6n int.r;.cel ul.tt.r·, di!:.pers16n c:l:lul.&.s. 

.1:1.dyacent.es del tejido conectivo l.nt.es.t.inal y destrucci6r1 del mismo:> 

FIGURA 1. C 4,32 ). 

1. 3. - Mecanismo de Penelrac16n de EIEC 

penetración de células epiteliales: es par·t.e del 

meca ni s.mo de pa t.ogeni c.i dad de bact.er· i as. entér·ie:a~; invasivas. 

ine:luyerido cepas. de Shi.e~lla, Salrnonella. l:s.:.herichia coli y 

Ye!°'s t:.Tt1.a. L.&.!:. bae:t.E:-r-i as 1 nvasi VAS. C.&p&c.e5". de pr·Ctduci r 

o&r1f"er·m&dades muy p&r·ecidas l.&. di.&r·rea 

i rif l .&.m&tor· i .&. • acompatiada de 1 eucúC:i toL: con nv->eo y sangr·e ( 41 ) . 

El proceso de patogenlcid.ad l.& invasividad incluye la 

penet.r-aci6n a las célul.hs, para es.t.udi.&.r·lo s.e utilizAn sis.tern.&.s de 

cultivos celular-e!:.• par-ti cul armen le 11 ne.&.s cel ul are5". t1umanas como 

HeLa y HEp-2 · ( 5'3 ) . Uandasa y col. en 1901 ( "37 ) ut.11 izando 

cepas EIEC .aisladas. de muestra!::: di&rr·iéie:&s. dernos.t.r-.&.r·on que es.tas 

cepa!:. er·an capaces de adher·ir·s.e h la super·!"icie de células. HeLa y 

HEp-2;. e$.t.o po!:.ibilit.ó la ut.illzac16n del cultivo de células par·a 

la est.andar-i2ae:i6n de un,¡¡ pr·ueba de. per1et.raci6n ( 37. 43 ). Otra 

pr·opiedad que deben cornpar·lir· la!:. cepas inva!:.ivas. dur·&.nt.e el 

pr-oces.o de penelr-ac16n, es. el evit..&.r· s.u des.lr·ucci6n al ll~r.&r·s.e 

del& vacuola en la que ruer·on incluidas. por· la.célula M. ~s.pués. 

deben ser c&paces de rnult.iplicar·se int.r·.ae:elular·mer1te. y par· ült.imo 

!:.e liber·an por- r·ornplmier1t.o de l& c:él•.Jl.& ho~~der·& par·& penet.rar· 

c~lulas cont.19uas. 'l!.TI l& etapa !ir1al del pr·úC:e~o ( 24 ). 
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Inm.an y i.:ol en 19813 obtuvieron una cepa EPEC que por 

recombinac..ión expresa los ant.lgenos soma.tices 3 y 4 de Sh.iaelLa, 

los CU.3.les part.iclpa.n en la adhe1~encia especlf'ica inicial de est.a.s 

bacterias a las células M. Estas últ.im.:is representan una venta.na. 

del s:ist.em.a. inmune en el int.es:lino hun~no. se encuentra sit.uado en 

f'orm..a. inl~rcal.l.da con !'.as células: epit.eliales: y su borde en 

cepillo es ba.s.lant.e irregular. Est.as células presentan actividad 

eagocit.lca. por medio de vacuola.s que transport.an el n\.l.lerial 

f'agocit.ado hacia las placas de Peyer • .a.h1 un grupo de células del 

sistema. inmune se encarga del reconocimient.o y del procesant1.er1t.o 

del an~iger.o para la inducción de la res:pue!-St.a inmune ( 24 ). 

I.4.-Ge-nétlca de ~IEC 

Se tia sugerido que mut.anles kc:p A permanecen locali2s..das en 

el. c:it.oplasma de la c:oélula hospedera por-que ellas no pueden 

escapar- de ].as vac.uolas endocilic.as ( 20 :>. Ex15:..ten dos niveles de 

regulación de la expresión del fenolipo del prCJC:es:.o de ent.r·ada. El 

gene vir F estA en el plAsmido de virulencia y actúa en pos1c1on 

t.rans: como un induct.or pos.itivCJ del f'enotipo invasivo C 20 ). 

El gene vi r R se encuent.ra en el cromosoma y actúa en 

posición t.rans col"hO un represor del proceso de ~net.r ac:16n C 20 ) . 

El ge-n-& vir F de 4.0 J<b involucrado ..en el proceso de erilrada. 

codif'ica una pr-oleina de 30 KD.r:t. que regula posit.ivamenle la 

expresión de genes ipa a un nivel t.rar1scripcional. E:st..& pr·ot.e1na 

t.ambi én regula pos! t.i varnenle la expresi 6n de una pr·olei n.&. de 

membrana externa de 120 KDa codificad& por los genes del p1Asrt\1do 

de virulencia, un proceso que parece necesar·i o par· a 1 a 

dispersión intr·a e intercelular de la bac:t.eria. Sin embar·go se 

de~conoce cuales son los !'actores involucrados en la act.ivaci6n de 

la e~r-esi6n o funci6r1 del pr·oduc:to vir F C 45.47 ). El g~r1e vir· R 

est.A local i 2ado ent.re t.rp y gal U a 27 mi nut.os en el cr·cmosom.a de 

Shi~E-l. ta. Est.e gene act.úa corno un represor d& 1 o~ genei;, del 

plAsm.ido de invasión en una !'arma dependient.e de la lemperat.ur-a, 

cuando la bacteria e.rece a 30• C no es invasiv& y no codif'ica 
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l.a. s.lntes.ls. de pollpéplidos Ipa. a.l.gún otro polipéptido 

codifica.do por el pl:Ssmido; as1 mismo cuando la bacteria se crece 

.l. 37• C e<:>: f'uertenlr!'nte invasiva. y St:'!' s.intetl:a.n polipéplidos de 

78:. 13"2:. 43 0 y 3S K0.3.. Aun no es el.a.ro si el gen.e vir R pudiera ser 

un represor 

Cónfe-rido pór el plasmido o por 

tra.nscrlpción de lodo!: los: ge1'lt?--S en 

TABLAS a y 3 e 2:0 ) ' 

f'actor que afecta la 

el plasmldo. 

1-iic.r·ogr.&.!'ias electr·~..nicas de eélul&!;;. infEc-c..t&d.o.s con mutantes 

del gene vir G (ic$ A) de $ /l.e..-.cYlet ( indican que estos or·ganisrnos 

pueden esc.a.p.a.r de l.&. v.a.cuola er1do::itic:&. Los h1br·1dos LOrl por 

lo general inc.&.pac.es de disper·sar r.t! ent.r·e l&s células y de for·m.&.r· 

placas en un.&. mone>eapa de tejido celul.&.r, per·o las v.&.riAnt.ei:. de E:. 

col.i lf.-12 que cxpres.an la pr·ot.elr1a de 120 Y..D&, como pr·oducto del 

gene vir G se pueder1 obtener· aunque con baj.&. !'r·ecuerici&. El 

fenotipo para la formación de pltsc.&.s y la expresión del gene vir· G 

est.Ar1 enlazadas al locus pur- E en esos hlbridos: E:. coli.-S /lexnerl 

C 30, 38 :>. Los genes cercanos a pur- E ( k cp A) y mal A ( c1mp R-envZ :> 
parecen s:.er necesarios. par·a l.&. r·egulae:i~m posit.iva de los 

det.er·rni nantes codificados en el plAsmido de vir·uler1cia. La 

inserción de t.ran•posor1es vir- R. per·m.it.e la e::.cpre•i6r1 constitut.iva 

del 1·enot.ipo invasivo a 30• e y a 37"' e, este "loe:us " no eE 

neces.ari-.ment.e gene de virulencia pero par·t.icipa en la 

regulación de ést.a C 20,34 J. 

El gene vir F f'UE- ident.ific.&dc por un.&. elim1naci6ri esponl~nea 

del f'ragrnento Sal l que resultó eri pérdida s1mult~r1e.&. de 4 

!'enot.tpos : Cr·b + (c.&plación de r·~jo Ccr1gc). Inv + (iravasicn 

de c::ult.ivo celular·), Seor· + Cpr ueb.& de Ser·eny) y Igr + Cinh1bic16n 

de CT·écimiento) ( 4.13 ) . El gene vir F' ae:tiva dir·ec:t..&.rt1ente la 

t.ranscr·ipci6n del gene Vir· Ge ind1r·ee:t.h1t1er1l.e act.iv& les genes: ipa 

ABC.:D. FIGURA 2 C 2.0, 413 ) . 
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TABLA N0.2 GENES CROMOSOMALES ASOCIADOS CON '.'JRULl~NClA 
EN Shigeila flei<neri. 

t.OCUS ENLACE MUTANTES DEL FENOTIPO 
DE VTRULEN(.;lA. 

kcp A pur E Se1·eny negativa con 
dispersion intra e 
in ter celular l 1m1 tado 
en monocapa celular. 

vir R gal U Invasiv.:i en cultivo de 
teJido cuando crece a 
30 e 

iuc ABCD- tna A Decremento en La pruebCl 
iut-:- A de Sereny 

Adaptado de? Halt! y col 120>) 

9 

FUN~JONES EFEC 1 uRA \ úE 
kEBULAC 1 01 .... 

Regulac1on pos1t1va del 
gene .. :ir •j tics A1 en 
el p la.::::,111·10. 

Reples1on de! plasmtdo 
de in•;a5ion en el loci 
lpa AbCú en resp1.1est.a 
a tempet•il tura. 

S1ntes1s de aerot.· \Ctina 
y proteina recept wa de 
76-KDa de aerobac :1na 



TAFILA No. GENES PLASl1IDJCL1S ASOClAODS CDU LA IJIRULENClA 

DE Sh19ella flei:ner1. 

GENE REGULACJON FIJNC IOU EFE.CTORA O HEGULADORA. 

------------·-----. 
w1r F ·.•1r H 

ipa D vir B<1nvE, 1paRJ 

~pa A v1r" E:llinvE, í.paRJ 

vir G kcpA y vt t• F 

1pa H d.-,~c nnoc 1 do 

<:rb 

10 

fiegula.cion positiva de vrr R 
~inv E, 1pa Fo y ·vir- G tics Al 

Puede merl 1 ar adherenc 1 a de 
Shigel la a la membrana de 
ce 1u1., huesped. 

Ralactonado con 1nvas1on y 
prueba de Sereny, a 1 pdt'ecer 
n•~ necesario, 

Hsoctado con di~µersion intra 
e 1ntercelular. 

Descrinoc ido. 

("..,,p1.,..,:1on de roJo congo 



' @®® 
pl20 
¡~ 

2 3 4 \ 
"-
~ 

1 5 

icsA~ 
(vir G) P30 

vir F 

kcp A 

PIGURA 2. Nivelea de regulación en loa genea de invaaión 

preDentea en ~ flexneri . ( 4s ) 
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L.a r· egi ón el on.ada i pa BCD rue usada coma una sonda de DHA 

par· a ident.1 ti car 

observaciones sugieren qu" 
pllism1dCJs 

.&s.eic1ada 1 a. adher eric:i a 

ar·gani smos invasivo;.. Estas. 

el "loc.1Js ipa" se 

d~ l <t. di ser1t.er 1 a. La pr·c..t..e1 na l p<t. H ( ti(J KDa) es s.1 m1 lar· en t.amatío 

a la prc..t.elr1a lpa 8 Cf.i2 KD<t) per·o di!er·ent.e a rdvel 1nmunCJ16gic:o. 

En ccint.ras.t.oe en el loci "ipa B C D A", el gene ipa H est.a r·epel.ldo 

y la expr-esión del ant.igeno ipa H no p.<:i.r·ece es.t..<:i.r r·egul.&do por­

la t.emperat.ur·.a ( 22., 31 ) . 

L;, pr·ot.~1 a Vi r G pr·oduce ur1a .ncumul .&ci úr1 polar· de act.1 na F 

Cfilament..os. de act.ina) alr·ededor- de la célul& en él cit.opl.&r.m& de 

cl-1 ul as. HeLa 1 r1f"ec:laclas.. Es.la ae:li na F algunas veces li ene 1 a 

.&.par 1 E-nci ;o.. de una mol ée:ul a al &.r·gada y sus ! i l amer1t.os .& menudo 

encuentran as.oc.lados. c-:m la bact.eria pr·c1duciendo pr·oyecciones. que 

la plas.l'tl!st.ic.& de l~ ciélula 

hes.peder-a ( 20 ). Es.t.as deformaciones. repr·esent.an el pr·imer· pasa 

t:in l.& d1s.perslón lnt.er·celular· de 14 bact.er·i41. ( 32,415 ) ShLeella 

penetra a la célula huésped aparer1t.em~nt.e sin que par-t.icipe riingán 

componertt.e celul.&r de selección lo que sugiere qui!:! esle pr·ac:eso 

lleva c:abo a t..r·avibs de mecanismo muy s:imil.&r· al de la 

fagocit.osis C 6 ). 

El proceso de fagocit.osis ha sido est..udiado us.&ndo c~lul&s 

! á90C:1 t.1 c:as profesionales. como y leucocitos 

polimúrfonucleares. Dur·anle el pa-=:.o inicial de l~ 1".&gcx::it.osis los 

orgar11s::mos se unen a la supE:r·t·tcie de l& membr·ñn& pl&smAt.ica a 

Lr av~s de ":zipper·". L& 

polimer·i:z.&.c.16n de .&.c:t.ina quoe.-d& loc:&l1:z&d& i:ior· dt:ib.&jo de l& 

~mbr-.&n.& er1 el citoplasma que quedd ért c.ont...41.c:.to con la p.&.r·t.icula, 

l.& cual .&.l ser· inger·i d41. pr·oduce una malla densa. de ! 11 &mer1t.cis de 

aclin.& que apar-ecer1 en est.a región pr·oduciendo .&c:umulac:16n de 

pr·otei r14s de er1l ace t.1 po act.1 na y/o mi os.1 na 24. 4.9 ). La 

endoci losi s esl.:t. mediada por- r e:::eplcr·, cuyo mecani s.mo ent.r·e 

cé-lulas eucar·16t..1c:as per·ml t.e la i nt.iar·nal 1 ::o:=.Itci óh de 1 &s 

macr·cmoléculas y par·t.1c.ulas pequetías l..&t.les como los vir·us. Es.le 
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camino requiere un~ membrana pla:sm~tica e::;peci~lizada denom..ir1ad.::i; 

" coat.ed pit.s "• que post.eriormente son transformados en ves1cula~ 

c:ubiert.as con c:latrina. La clatrin.a es una prote1nit de 180 Y.Da 

que const.it.uye el component.e principal de l.&. membrana celular·. L.&. 

cit.ocalasina B es:. un .:lnhib1dor· potent.e de la fagocitosis y bloquea 

la penet.raci6n de $hieella. en la célula. S"ouglriendo quE:- los 

micr·of'ilarnent.os:. de- act.ir1a est.h.r1 involucr·ado!::. en el rnee:arüsmo de 

inVASiVid,&d ( fj ). 

La polimerización de act.ina s:.e produce solament.e dur·ante el 

proceso de E:-nt.rada y la b.&.ct.er-1 a 1 nt.r·acel ul ar· no es capaz de 

alt.er-ar· ef sist.ema de mic:rofilamerit.os dentro de la cldula dur·ante 

l.k exper-iment.aci6n Esta polirner·izaci6n est.,:,. aso.::iada con la 

acumul.ac16n de miosina, la c:ual solo es requerid,¡¡, par·¡¡, el proce~o 

t·agocit.ico. por· lo que se die:e qu~ en este modelo de la en'-r·.ada de 

Shiee-lla. .&. la c:élul.&. HeLa se hace por· f".&.gocit.osis. y no o. t.r·avés. de 

endoci t.osi s rnedi ada por un r·eceplor- C fj. 20 ) . 

Hiller· y cols ( 23 ) reportar·cn que l.&. int.er·acción d~ Vir-us. 

con las prot.e.1.n.ot.s. del cit.oes.queleto de la célula. hués.ped es.t.a 

relacionada cor1 las microvellosidades o proyecciones for·madas. er1 

la célula infect.ad.n. La proleina ll&Mada "vinculina" es.tA 

present.e en el cit.oesquelet.o celular·. tia sido observada 

reorgariizac16n después de la infE:-cci6n de lineAs. celulares. 

vir-us pr-oduct.ores de Sa.r-coma de Rous. La. Vir1culina es. ur1a 

pr-ot.e1na que se encuE:-nlra loc.ali"Zada en la p.ar·t.~ cenlr·.a.l de las. 

plac:.&.s de adhcr·t:!ncia en las :Sreas en donde las células se adhieren 

la superí'icie de la bot.elle de cult.ivo, pr·odue:er1 ur1 ef'ect.o de 

anclado de los. f"i 1 ament.os de act.1 na urii dos. 

pl.&.smkt.ica y el product.o 

complejo f'ibronect.ina-act.ina e 29 ) . 
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l. 5. - Seralogl.a y Biollpos de EIEC 

Ext.slel"t prut'!'ba.s t1<t. uitro para fa.c1l1l.:i.r l.s. c.ara.clt!'rl:z.:u::::ton de 

1:ep.a.<:: ElEC ccnu:. la. serc-t1pif1.cac10n ''O'' sonülica, l.l. simlllt.ud en 

la CJptaci~l'l dt!' fl.erro requerldó p:u•a el crec1m1.ent.o::o 11'llracelular 

nu·:!'dla.r'lt.e la. prueba. de rojo Cóng1:> y la p1•oduccl.On de exc:iu-nzinta.s 

h1.dr1:.l1t.1ca.s pri.:>duclda.s. pt:>r la ba.cte1·1a son necesa.r1a.s pa.ra la 

l lbera.ciOn de la. va.cu.:>la. fa.goclltc.:.:i ( 4:3 ). 

La. se1•c:.log1a denl1•0 de l.:is prueba.~ ltt l•l tro prob.l.blernenle 

e5 la. form.a. 11Us ut.11 dt:!' subdlviston de F.. L'L-i!i, se ba.s.a. e-n las 

pr.:.p·ted.l.d~,:; de- las di.tere1-.te,:; ~~lructura.,;; dit!- la superficie. las 

Lso11t.'.'lli1::::c), h Cca.p~ul.:ir) y F' <'.t'la.gelar) e 27 ). Sin embargc e-1 

eú.lud10 serolOglcc ct:>mplelc de r. c::oL L 1"11:0 est.l. dis:pcnible par.l. la 

nta.yt:orla dt!- los la.bora.t.c.r1.:)s:, por lo qu~ e-¡ util dtsponer de 

esquenu de llplfLca.ciOn pa.ra. la. di.í'eren1:ia.1:10n de estas cepas. 

L.l. capacidad de E:. c:óL t de C.l.Us.a.r int'ecciones 1.nlesllnales es 

ca1·a.cter 1.sl ica. 

serotlpos C 26 ) 

asociada. bit:!-n con bl et 1 pos que con 

Toledo y col . en 1 90:3 ( 4.0 ) pr·oponen que e:Eopas:. cou el 

biot.ipo no móvil y lis.in.:. des:c.:..r-boxil&S:.h negativo. <z;.CJn ir1v&s:.iv1t.s 

en la pr-ueb& de Ser·eny y c:or1 el bioltpo liz.1na des:.c:ar·Mx.il.&.s:.a 

posil.ivo son Ser-eny negat.ivc,. 

pr·ueb&s corno 1 a t· er· mer1lac:1 6n de la lac:tos.a. 

'" ut.i 1i2aci 6r1 de y mucat.o fuente de 

c::.r·bono son consider·:idas l1p1~as. par·.n E. c::oti. 1nvas.1v&. Silv.n. y 

col s. 190~ demos:.lr arar. que la pr·oducci6r1 de lis:.ln& 

l;. m.-...~ \ rtipc1r lar11.~ er1 El EC ( .J.El ) 

l. ti. - Caplac:i6r1 del c:olor·ar1le r·c1jC. c..ongo 

La C:&J..laC..id&d de unión .al c:olor·anle r·oJO Cor190 es:. uri rn.<t.T'C.&dor· 

la vir·ul~c:!a de 

S~1L€e-lla. en E:S.le s:.i.s.t.erna s.e pr·odu(..e la s:.1nle~1s. y s..:-cr·es:..16r1 de 

c:ompues:.tCJs. de bt1jo p~s.c1 molEooc:ul ar· que c.it.plttn 1 i er·r o 1 l &m.<t.dos. 

s.J.der·ófoT·CJs., ttd~m;..::;. de pr·o<luc.1r s.e prot.ein.:,-:;. de ~nernbr·ar1•1 e:..:t-er·r1.& 

C PME ) • al gun.ns. de ellas. ac.t úan c:ou.~ r eC!ep\..c1r &s. del c.ompl ey~1 

1.1 



~;ideróf'oro-h1erro. Las cepa!: que captan dicho color·ant..e a p.a.r·t!r· 

del medio de agar. se considera que ~on virulentas y deben de 

poseer el gene crb+ mi entras que 1 a mutante que es 1 ncapa::: de 

c&pt..Ssr· hi err·o no posee esa coloración y s.e cal i !'1 ca corno 

avirulent.a CCr·b-). La .. conversi6n de un organismo v1rulent.o a uno 

avi rul ent.o est.a acompaf'iado por la piér·di da o el i mi naci On de un 

plAsmido de 220 Kb ( a .. 32 ). Est.a cap.&cidad es.t.A regulada por la 

t.emperat.ur·a y SEt as.erc:ia a loE. E.is.t.em.-.& de c&pt.ac:16n de f'lerr·o de 

alta af'inidad cuando crecen en ambient.es donde la concentr·ac!On de 

hier-ro es. de!'icient.e t.anlo in uivo coma in vi. tro o dur·anle 1 a 

in!'ecc16n ( 33, 40. 49 :>. 

Recient.ement.e h.&. sido !der,t.if'icada ur1a proleina de 101 Y.Da 

como un componente de membrana ext.erna que e!:: capaz de unir· al 

gr· upo heme y que a su vez lambi en e~ una prole! na qi.Je s.e une al 

r·ojo congo. Aur1que los ferioliptJ~ Inv+ y Cr·b+ son c:.cpresado::1z 

iradependient.ernent.e. es.t.Ar1 rel.&.cionados:. siniérgicament.e y s:.on 

capaces de incrementar· 1 a i nva~i vi dad .&. cél ul ¡,,,~ HeLa cu.ando l :=. 

bacteria recibe 

( 9.50 ). 

t.ralamient.o pr-evio con r·oja congc o hemina 

E. coli posee 2 si~t.emas pot.enciale~ para adquirir· hier·r·o que 

!'acilit.an la superviver1cia de es.t.e organismo los t.~jido::; 

humanos con cantidad limi\.ada de es.t..e elernent.o; es.t.os. incluyen la 

producc16n de hemolisiraas. las .::uales. des.t.ruyen la. ~mbr&na d~ lo=:. 

eri t.roc:i t.os. y pr·ov~n una f·uent.e de hi er·r·o E-r1 f'or· ma de 

hemoglobina; y el ot.ro sist.ema es la generaci6r1 de quel&lo=:. 

(sideróf'oros) los que solubili:z.an y secuest.r·.&.n el 16n Fe.e• par·a 

que pueda s~r usado en el crecim1enlo::1 ha.cter·ianc1. Es.tud1ciz. 

recient.es sugieren que el sider-6f'oro hidroxama.t.o de aerobact..1 n.a es 

el sist.ema. mAs import.ante de asimilación o capt.ación de h1err·o::1 

por· C. coli. ( a ). 
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l. 7. - E:nzinta-; Hldroll lli:.v; 

L•i pr ciduc..ci ór1 d~ ~n:z1 rn.-.-:. e c1mo:1 p:tr lo<::· del rrt~can1 :::.rtrc. de d.<ctii-:1 

~mpl ~•1dc1 p:1r la'S:o b.;,ct ~r·J. .<ctS ~~ •.1r1 r·ao::.li:-11· dé v1 r·ul ~nc1.;. l r11púr tan le 

de:::.o::.r 1 t (:1 "i'.~n d1 fer er1léS. ml cr eieir·gan1 ~mes. ( 4.1 C, r:i4J. El EC pr·cduce 

'2:n:z.im4''!:. hidrclil1cn~ o:.omo Jip.:1:::.a. lo!~c:ilJ.r1.rt:::.a y gelat.in.<tS.<t er1 ogr-an 

de en:z1m;,.~. tudreiltllcns. ~s. úl1l p¡1r·~ especular· mas ~n el me-carii$MCJ 

de .i nv;,.:::.1 vi d<>d 1 r1vcil uc·r·.é!.do p~r ~n:z1 r11<1s. y PHE ( pc¡r·i n.;.s.J ( 40 ) 

S!- e.re~ q•.Je la 11p;1s...,, p.nrt1~1pa e.n llt degr.&dacii!1r1 di&J tagCJscma 

corno lü taac.~· l.<o f-:1sfC1li¡:1a::::.11 A eri P1cl<-.'!•tts.L~ lc. que p'!c"r·mite a 1St:::. 

bac.l'!·r 1 as. s.er 1 nva:::.i Vd.O::. y 11 bN 0tr·s.e del c.i lcpl &su..::. celular- C 44. ) 

El plAs.Mid-:1 r·el.iicicn:..do e.ora lh ac.t.1v1d.;i.d he"1(tl1t1.::.a ¡:KJr· c:cnt..r.c:t.o 

en Shteell.a lnv:..siv.;s e-s •.Jr1 prúb.&.ble o::.and1d&.lCJ ¡:..<tr·a Eco! f"encl1¡:1ú 

1r1volucr.F.1dci '!4n lh lis.1:s. d~J f<agc::::..::110'1. ( 45 J La trtu~rt.e b.&cter1ar1a 

r-~p.i. da i nvol ucr-a un decr·'!~rnenlo en l "° c.oncentr·a-=..1on l. nlr .&e.el ul &r- de 

disrninucíón en la pr·oducc1ón de lao:::talo. L<t"::.. bases rrKJlE:cul.&re:;:;. 

r·elacionada::::. ccr1 l.<t inh1b1c1C1r1 d"? l.& r-Ec-spir·ación y 1.& fermentación 

en 1 a célula ho!.:peder·.;i rio :::.e conoc:e. Aún 110 es el ar-o cu:Sl es s:.on 

1 os genes r·esporas..&bl es de i!-Sle ef'e.::. to o cu:Sl pl ltsmi do mEcodi ..-.. l .d. 

li!.:is di!- vac1.1cl.tt-z. f:..goclt.ic..as que pen111te la difU!.:lón de pr·odue:t.cs 

t.6x1c.o:::. cCKJ1f'1cados. pcr· e-1 cr·omcsorna denlr·c1 del cilos.úl C d.5.d.f; J. 

Se ob:=:.er·va de lo ant.er-101-ment..e des.cr-1lo quE- lA!.: cep.&s EIEC 

pr·esentan t.cKJav!.r. v.<1r·las c.&r·.&c:ler·1stlc.a:::. que ei".l.:Sra r·elae:J.onadas 

con el pr·C1C:eso:'.J de invas1 vid&d; sin E:-mb.&r·gc1. es.lo "" es.t..&blE:"C!do de m&ner·a ccnj1.mt& er1 c:E:-p:..s r·ecuper·.&d.&s de rnues;;.t.r·as 

c11n1c.:..s.. 



Il.- O D JET IV OS 

II.1. - Gent:!ral 

Caracterizar cepas de Escher-ichia col i erlt.er·oinv:sz.1 vas 

r·ecuperadas de mues.t.r·as clini-cas por pruebas tn ui.uo e in 'IJL t:ro. 

11 .. 2. - 'Es.pec.tt·.tcos. 

Det.erminar· la capacid.&.d inva!::iva de E~cher lchta. c:olt por· las 

pruebas de Ser·eny y cle cultivo ei1 o::~l 1.11 as HEp-2 de 34 cep.cts. El EC 

proveni ent.es. de ni Kos. con y s.1 ,, di arrea. 

Est.ablecer si los biot.ipos. car-acterls.t.icos. de cepas. 1nvas.iv.as. 

s:on dif'erent.es a aquellos de cepas. no invasivas.. 

Det.erminar- la presencia de ser·ett.ipos. relacior1ados. 

invasividad. 

Est..&.bl.ecer la capacidad de capt..ar· el coleirant.e r-ojo Congo. 

I nves. t.i 9-'lr 6'.tl pat.r·6n en:zirn~t.icei (llp.ót.so.a. l úci t.i no..í..d.. 
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111.- HA TER l AL ES Y HE TO O OS 

III.t.- Malt!-ri.al Bialóqit:r> 

111.t.t.- Cepas: 

Si!!- es.tud1ar·an 18 cep.a:. pr·c:..v~n1~nles. de heces de nlt'ío<t. 

di.nrreo y 16 e.epas aisladas de m.nler·1a fecal d~ n1f'ias sin diarrea 

que fuer·an cbleriJdas en el HospJlal de Pedi&t.r·ia del Centr·c MédJ.ca 

Nacional del IMSS y que per·Leneci!"n al c:..epar·1ei del Labcrateir·ic de 

B.aclerJoleigla Médic:...il de la Esc:..ui!:~l::. tfac1ar1.<1l de C1eric:..ia::. Biológicas 

del Ir1slit...ulo Pc1lit.écr11c.a l.Jac1on.nl ( ENCB-IPJl '.>. 

Sldl',el la flexner l prav~r1ierit.e de uri c:...&.::.o dE· diar·r·e& inf·ant.11 

.&.i ::.l .osdit. del Insli t.1.1ta Nac:..ianal de Diagn6sl1 co y f!ef·er·enei a 

Ep1demiológ1ca<t., $~tL8ellCJ sonT1'!!.·i y $hi.eetla boydti; tc.r·m&ri part.e 

del cepar·io del L&bor·alorio de 8.dcler 1olog1 a Médica, ~p.itr·t.&.mer1t.o 

de Micr·obial~1a ENCB,IPN. Tc..d.n<t. ellas f"uer·cm canser·vadas er1 medio 

nut.rilivo de Gelosa Especial ( 2 ) a Lemper·atur·a ambient& y en la 

c1bscur·i dad y emplead.ns Ec<r1 el pr·oyl!tct.a CONACYT, PCCBEINA-021 504 y 

DEPI : 86254.1 . 

III .1. 2. - Araimal~~ 

37 c.cbayos machas jóvenes ( 1 mEc-s de edad) de 1 h 11 r1e& Har-1 ey 

pura. 

111.a.- Medic1~ de cultivo 

La:. med1 os d~ cul t.1 vo empl Ec-él.dúS er1 el cr ec.i mi er1t.CJ de c:epél.s. 

El EC par·.a 1 &.s d1 f er·erit...es pr u~bas y en::.&.yc.i<t. f uer·cn 

t.r·ipticaseir1& CTSEO, ag&r· Mueller·-Hint.on, ag&r· soya t.r-ipllc:asein.& 

(~~, ba<t.e d~ &g&.r· sangre (BAB), &.9ar Mc:Conkey, agar· nulr·.lt1vo, 

\.odo ello<t. de l& mar·c:.n Euc.ixon y gel.nt..ir1a d~ la marc:..a D1tcc.i y 

preparadas s.egún l.&.::. r·econ1endac:icmes del pr·cJVEc-edc.ir. 

L.a pr·epar·aci6r1 de lo<t. med1cis de gelos..&. e::.pe~l&l, r·c.ijc1 c:or190, 

c:.aseln.as.a •. DUAsa, lipasa, lec:1t.1r1asa y gel.kt.ir1&sa s:.e indican en el 

&péndic.e. 



Il!. 3. - Soluciones y Reacli vos 

Soluci6r1 reguladora de fos!'ato~ C.PBSJ completo O. 01 M r.u 

7.2. 

- Solución s.alina f'1s.1ol6gica est.ér·il (SSF'). clorul"o des.odio al 

0.0~ X diluido en a~ua des.t.ilada. 

- Solución salina f'ormalinizada, O.O~ ml de f'orm&.lina 100 rt1l de 

i::.oluci6n sal1r1a ~s.t.~r·il. 

- Solución sat.ur·ada de sulf'at.o de cobre. 

- Tr·ipsir,a verseno 0.05 X, Tr·1t.6n x-100, c:ase1nasa y DN&.s.a de la 

marca Sl.gma..; Est.rept.omicina 100 mg/ml. Penicilina 100 U/ml • 

púrpura ·de bromocresol. rojo Congo y verde de metilo de 

Laboratorios Merck. 

III. 4. - Equipo 

- Incuba.dora Napeo llk..~elo 322. 

- BaNo met.a.bolico Lab-Line. Orbil. 

- M!crocent.rif'uga Becl:man E. 

- Mlcropipeta Gllson ~5400. 

- Microscopio ester-eoscópico Cenco modelo 237. 

- Campana de f"lujo laminar Venco S. A. 01501. 

- Autoclave. Olla de presión. Presto. 

III.5.- M E T O O O L O G I A 

III.5.1.- PRUEBA DE SERENY ( 10 ) 

III.5.t.1.-Preparación de la s:us:pension bacteriana 

a) Se siembran las cepas: problema. en 3 m.l de caldo soy.a. tript1cao::;:e1n.:t. 

CTSB) e incubar a 37., C en agilaciOn por 2:4 horas. 

b) Se resiembr.a.n O. 1 ml de cad.i Ul'\.:l d~ las cep..11.s: probl~nu e1'1 lub~!i 

con 3 ml de TSB, incubar .a 37., C: en agitación de 2 a S horas. 

c) Se cent.rit'ugan 1.5 nü de t!'s:la.. última suspensiót'I de;.=? a 3 ml1"\utos 

en una microcentrif'uga Beckrna..n E. 

d) Se desecha el sobr-enadante y se resuspende el paquete con 75 µl 

de solución regulado1'a de fost'alos pH 7. 2. 



III .5. 1. 2. - lrmc.ul.nc.ión en ~1 modelo e:<¡:n:~r·!menlal 

a} Se admi rii s;.lr4t.n 2'3 µl de 14 :=ouspens.1 l'in bac:1 . ..:.·r·i an;-. ~n la r;;o:.inj unll va 

del cobayo Cpr·ev1.t.rnc-nt.e 1denl1! 1c.ad-:1) E!ra ~1 <!,Jc1 d~r-~.-.:hc1. 

b) Se adminis.lr·an 25 µl de ~o11.iciór1 s.nlina fis.1i::1l~1-;J1.C.a es.lér·il en el 

ojo .t ::zqul er·dc1 del mi s.mó c.ob11yó. 

e) Se examin•1n diariament.e el d~~arrollc de la lnt·ec.clón dur·ant.e un 

per·i CJdo de 3 di as.. 

Par·a idenl1!ic:ar la po:;;.1t1v1dad de las cepas a est.a prueba. 

se cons;.1der·a el cr·lterlo pr·opu~s.t.a por· SE.reny, el cual lr1d1ca que 

l.ñ quer·at.c1ccmjur1t.ivitis;. s.e mar11t·1esl.&. denlr·<!'.1 de 49 hor·as;. cuando s.e 

1nc.c:ula S. /E-txrier-1 y er1 72 hor·as. cuando s.e es.Ludian cep&s. EIEC, 

obs;.er·vtindeis.e en &mbc.is. c.as.eis. enr ojeci m1 en lo e 1 nt·lam&ción de la 

:z:cm.i:I. par pebr &l y quer·&li ni 2ac1ór1 de la c.ar1jur1li v:;,. del cob.hyc1 .. 

III.5.2.- ENSAYO DE INVASIVIDAD C 11, S2) 

IIJ.5.2.1. - &t.er-rninaciór1 del es.pect.r-o de 

s.er1s.ibilidad a kanarnicir1a y amikacir1a de las. cepas. a ensayar· 

Par-a esLe ensayo se utiliza agar Mueller·-HJ11t.Ctr1 que J'.JCtr 

carac:t.er1s.licas nutr·Jcicmales y c:ar·encia de inhibidcres, f'&vCJr·ece 

la acc:16n de les ant.Jrnicrobi&nos a probar. 

a) f>re¡:iaraciór. del iri6culo bacler·ia.no 

Se s.iernbrar1 las. c:ep&s. a pr·cb&r· en t.ubcts c:cn 3 ml d~ T:SB a 37° C 

por- 24. horas.. 

~ ajusta el JnGculCJ con s:!".F es.l~r-11 6pl1ca 

apr·oxtrn&.dhmente igu&l .<tl lubei O. '5 del tutiei Uo. 1 del Uef~l6rnet.r·CJ 

de Mac:Far·l&nd Cl'50 :.e 10" UFC/ml). 

b) Reali:zación del eS.J:te<:t.r·c. 

Se siembr.hn mas.1 V.<trtlEmle l.&~ c..:sJa5. de &gkr· par· tr·ipl ic;,.dc.•. 

colocó el s.ens.1di:o:.c.o d~ 3(1 µg d~ C.i\dé!.· artt.lbiótlcei eri ia r.1art.e 

zo 



cent.ral de l~ c.<:.j.ñ. y se incubaron a 37• e durante 24 her·~~. 

Se utiliza la cepa de Escli.eri.chia col.i 25292 corno cent.rol 

positivo y sensidiscos de kana:nicina y am.ikacina. 

Se mide el diArnet.ro en mm del halo de inhibici6r1 y se consider·ar·or1 

como cepas sensibles.,. aquellas que report.aron halas mayor-es de 17 

mm. par:. Amik.&.cina y 19 mm. para Y.an.amicina C a9 ). 

III. 5. 2 • .a. - Pr·epar·ación de la mi ere.placa 

a) Se seleccionan 2 bot.ellas de la Falcan tfo 

de cat.:..lo"go 15204 de contentan 100 •" 

de conf"luer1cia de células HEp-.a para prepar·ar una mic~·opl:..c.a ceir1 

96 po:zos de f"ondc1 pl 4tno ;,. r-a2ón de 0 X 1 o• cel ,/pozo. 

b) Se f'acilit.a el desprendimient.o de las células del vidr·J.o, 

Adicionando 2 ml de tr·ips1r1.&.-vll!:r·serio .&l ú.05 X&. e.ad&. unh. de lh.s 

bot.ellas. Se b&f'ian las células con t.r-ipsina y descar·tar· el liquido. 

e) Se adiciona nuevamente a ml de t.ripsina-verseno y inc1.ibar 

durant.e 10 minutos hast.a que la mor1oc:apa se obser-ve t.r-asláclda. Se 

desc::art.a la mayor parte de la lripsina-verseno y se bajan las 

células con un.&. varilla. 

d) Se resuspende y di~persa 4 rn1 de M-199 (medio de 

mant.enimienlo) cor1 Penicilina (100 U/ml) - Est.r-eptornicin& (100 

mg/nü) (PES). Se t.oma lectura en cAmar-a de Ne....,bauer· leyendo los 13 

cuadros centrales (f'act.or· 10• cels/ml) y se ajusta la concentr .. &ción 

has.l.&. obt.ener- 4 x 10" cels/ml. 

e) S& Adi c1 on.&.n 200 1-11 de JtM;!di o de m.<t.nlEtrii mi en lo "' c..&.d~ ur1c1 de 1 es 

po2os. de la micr·oplaca. Se incuba .&. 37,. C con 6 % de C02 de 10 a ié!4 

horas. 
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III. 5. C!. '3. - f'r~par·&c16n del inóculo bacleriar10 

a) Se crecen las cepas el di& &nt.er·ior· .al ens&yo. ~ siembr·an las 

cep&s problema en t.ubos can 3 ml de TS""B y se 1ncub&n 

agi t..nci 6n por· 18 horas.. 

37• e en 

b) Se resiembra O. 1 ml de c:ad.::i. una de la-r. suspensiones en lubos 

3 m.l de TSB y se incuban a 37• C con agi lacion de 2 a 3 horas. 

e) Se c.enlr·ifug&n 1.5 m1 de lodos. los cr·ecimienlos. 

microc'!l'nt.rif"uga CEl~J.'.rnar1 E.) dur·su1t.e 3 minutos.. 

d"l Se resuspende cor1 '50 µl de PBS y se loman 20-30 µl par.& diluirlos 

t.ub!:J::.. calibrados. Cer1 espt:ct.rofct...6rr~lr·ci) que cor11..iener1 3 ml de PBS. 

e) Se t.0Jl\hr1 lect.ur·as en Esp~t.r·or1l.C 2.0 y ajust.&r· a ur1a D. O. O. 02 

Abs +/- O. 02 a un& ). = 540 nm; es lo r·E-preserit..¡,, &pro:<l.m&damente 10 

b&.Ct."""11'11 

III.S.2. • .&. - Er1s.ayo de penet.r·aci6n era c.;élulas. HEp-2 

a) L.a mism<t m!cropl&c& se l&V& cori PBS pH 7. 2 (un s.olo l.&V&do) • 

con pipet.a gr&duada s~ llenan los pozos y se desecha el 

b) ~ adicionan 100 µl de M-100 fre~.co z.in anlibi6t.1co. 

e) Se observ.& la cor1fluenc:1a de las célul&s en 30 p-'"..J:ZO~ (por 

SE:~parado). 

d:J Se inoc:ulan 20 µl de la ~usperis16n b;1ct.eria11a en el po::o 

cor·respor1dient.e .& lh distr·ibuc16n de l&s:. cepbS. en lh Micr·opl&.c& 1 

pr·ieovi .amente re.ali z&d;.. 



eJ Se cent.rif'uga i~-. :nicroplaca a 2500 rpm por 10 min asegur·ando 

la tapa de la misma con cint.a adhesiva e incubar a $7• C con 5 Y. 

de C02: por 3 horas. 

f') Se desecha el so9rEmadant.e en papel absorbent.e Cun&. sola 

int.enci6n:>. 

g) Se l:..va '3 200 µl de PBS con rnul ti pi pet.a y pur1l.&s. 

est.l:riles y se desecha el sobr·en.&dant.e. 

h:> Se agreg'an 190 µl de medio í'resco M-199 adic.ion.t1do de 100 mg/ml 

de ami k aci ria . 

i:> Se incuba a 37• C por 1 hora y se lava C1 ve-:) e:on 2.00 µ1 d~ PBS 

por cada pozo. 

j:> Se observa la confluencia de lAs cepas nuevamente. 

k) Se incorporan 200 µl de Trit.6n :x-100 al 1 Y.; por pCJzo, esper&r· 

:!:1-6 rnin.t.omar 20 µl de c&da uno de los po:zos y &dicicm&r·los al 

pozo correspondiente a la mic::roplac.J.1 que cont.iene 190 µl de TSB 

par·a realizar 6 diluciones dec:imalez: (1 : 10). 

l::> Se t.oman 10 µ1 de las 4 1.'.Jlt.inu.s. dilucicJties y 

placas con TSA e incubar a '37o C de 24 a '36 hoT"as. 

sus.penden 

m:J Se t.oman lect.uras y se int.erpr·et.an los. r·es.ull&dc•s. sigu1er.-::lo el 

cr·i t.er-i o ~ropues't.o por Donnenberg y col. ( l 99Q) qui ene:=:. cons.1 der·.&.n 

que las cepas invasivas son ¡,quellas en l.&.s que se observa 

cr-ecimient.o b.&.ct.er·i.tinet en l.&s. "3 últimas. d1lue:1~r1es logar·ilmic:as. 

2:3 



llJ.5.3.- SEROTJPIFI<:ACION ~~MATICA ( 2 '.>. 

III.5.3.1.- Pr·epar·&c..Jón dE-1 arit19~r10 

S4trlgre CBAB) y SE- tncuban a "!17• C par· ,a4 hc1r•&S. 

b) ~~ sel ecc:l cman :;¡ col on1 hs 11 s0i=. y cada una se 1 nocul a 

t.ubc1 c.on 20 ml de T.;B. ~~ lhCUbh & ;:¡7 .. C de 4-fi hor&s. 

b') De las 3 coleir1i.n¡¡, llsas se siembr·an rMt.SlV&rnent.e cad& un:1 en BAB 

e) Los l1Jbos sembr·adas en (b) 'S.omet.er1 

1 b/80 mi n) ent ria dos Lemper &.l ur·.a ambi en Le y dejan 

SE;dim~nlar· a 4 •C d~ 12-lfl hor·as C Z ). 

d) Se sel ecc::i on.&n los l.ubc1s que el ( ondo qe los mi sl'IK1s se 

obser·va uri bolón (cCJl CJr11 as 11 s.ns.) y l :.s cepas c:or·r·espondl entes .& 

..-~$.Las pr·ecip1Lac:lCJr1es sembr&das er1 (b') se inoculan er1 bclell&s 

con· 45 ml de TSB y se J..ricub&n a 37 .. C de 4-15 hcr·Sts::. 

e) E!:;l&s. bolell&s s:.e sornelien vapor· r·iuent.e, er1t·ri.&.n & 

t.er11per.&Lur·a ambienl~· y s:.e !::.ediment.o.n en pc1<:.ic:iór1 verllc&l h 4• C 

de lB .& 24 h. 

III.'3.3.2.- f'r~r111r·nt'..iO::m t.fr~l Ju1\i~ut:-ro 

.&) Los .ir.fil! !Ouer·os. fueron pcr· el I nst.1 lut.o 

Nacicmal de Di .ágnó~tic:ei y F!ef t:-r ~nci.á Epidem.t ol6g1co~ Cl UDF:E). ~e 

di 1 uyen 1 : ao en ~CJl uci <:1n z;.<-il 1 n;, f cr·m;.l 1 ri1 20.da .o:tl 6 % • 



III. 5. 3. 3. - Reacción ant.1gcmo - .anticuerpo 

a) Se h.i'.1.Ce reaccionar 0.1 m1 del ant.isuero con O. 9 ml del 

ant.1 geno. se .&.gi t.hn suavement.e los t.ubos y se i nt.r·oducen en un 

batio de agua a 150• e gur-ant.e a4 hor-a~. 

b) Se t.ornan lect.ur·as mar1if'es:.t.1.t.ndo~e la tor·mac:ión de rnall.:i. come 

pr·ueba posit.tva y la í'or·maci6n de un pr·ecipil..&do (bcrt.Ori) c.omo 

pr·ueba negat.i va. 

IIl .. 5.d..- BIOTIPIFICACION C 7, 40~ '51 ). 

III .. 5 .. 4.1.- Pr·epar·aci6ra del inócula 

a) Se ~iembran las cepas. en est.udio en .rs.gar Mac.Conkey p.::i.ra 

examinar- pur-eza de las mi~rnaz y se incuban a 37• C pc:ir- 24 t1cr·~s. 

b) Se inoe::ul.a 1 colonia del aislamier1t.o ant.er·ior· en un t.ubi;:, con lú 

rnl de TS8 a 37• C por ~d. hor·ds. El crec:imient.o obt.enido s.~ ajust.ó 

con T"'......B est.éril hast.a cibt.ener' una densidad de 10 b1icl/ml. 

e) Se siembr'an 1-.s suspensiones bdc.t.eT·iar1as con .r..sa c:alibr .t-tda 

(0.1 rtll) en el medio sólido (pUr'pur.&. df.! t.>r·omoc:r·esol y ag.::i.r 

Mu el l E:r'-Hi nt.on) y se incuban a 37" C por' 24.. 28 y 72 h. 

d) De los resultados. posit.ivos en l.a pr·ueba de t·ermenlai::·1or1 que 

t·ueron iridic.a.do:;;;· por· ~dio d~l Vl.r·~ del ind1C:.hdor. púr-pur·a o. 

para dulc:1 t.ol y 72. h· par·& r·1:1t·1 nosh ( 7 ) . 

~) L.&: prueba para dezcar·boxilac16r1 

cuando el r.nedio lomó ur11i i:::olor-.a.ción pDr·pur·.<t. & l.a.~ 40 tiaras y ~l 

rnedio cont.rol per·manec16 zin cambio· o am¡,,r·illo, debido .a la 

f'er menl.aci 6n de gl uco~~ que corit.1 ene el medio. 



l i 1. '3. '5. - PRUEUA {)E F!OJO CONGO ( 0~ 9 ) • 

llJ.~.s.:t. - Pr·ef1.tt.r·ac.:ión del iraóculo 

&) Las cc·p.:.s ~e s.1 ~mbr·an E•r1 TSB a 37• C por· 24. horh$. y s.e 

&JUSl..hti con SS"F' í•&r·,;:, i:ibL~ner· un;. cor1cent.r·.&.ci6n de 10' bdcl/rt1l. 

111.'=i.5.2. - R~all7..tt.c..lón de ln prut.~La 

.uJ :::~ ::.1~rnbr·ar1 TSA q1.1e 1nclu1a el colc•r·dnt.e por 

es.lr·1.& cr·uzadd pAr·.<t a1.:.1 .... r las. o::eilc.nt.;ss que c·ar•t..<tfl el pigmento y 

::.e 1 ricub&r1 il '37 .. e por· 24. tior·.<tS.. 

b) L¡, rnl stna c.:oleir11 ;, a1 sl ad<i se si ernbr·d nu~·.;z,ment.e 

e) Las cepas. que f·uer-eiri capa.e.es dE:~ e:Stpl&r· el c~lor·,kf1t.e. pr·eser1t.&n 

ur1a color·aci6r1 rc•jo 1r1t.er1so. niient.r·as. qu~ la~ c~lCJnias. t.orn&n 

color· blanco er1 l&s. o::.ep.&s. ne90.t.iv&s.. 

111.5.ti.- ENZIMAS HIDROLITICAS C 1, 13, ~9, 35 ) .. 

IIJ.5.6.1.- Caseinasa 

1r1cuban 

a 37• C por· 24. ho~·as.. ajus.t.ando al t.ube> No. 1 del Hefel6met.r·o de 

MacF.nr·l~nd C300 :< 10" UFC/ml). 

b) $ie siernbr·an las ceph~ er1 a94r· e:as.e1nas.a haciendo una pequef'ia 

est.r·1 a Czig-2:ag:l y se i ncub .. r, a 37• e dur·&nt.e 24. hor·as. 

r...) L& pr·~s.~ne:i..&. de és.t.h. erizi1na $~ obs.<!r·v.::, m~d1;.r1l<t:~ t,;,los de 

01ct.1v1dad pr.:.Leolllic.:~ alr·<-dEodor de }¡,s oe;e>loni,;:,s;. ( 1 ). 



III.5.6.é!.- Lipasa y Lecitin.s!:.A 

a) Se inoculan placas de agar yer:i.:::. de t:•.ieva can •.rn cr·~e;1m1~nlo 

bact.er-iano de 24 hor·as en TSB y se incuban 

di as. 

a 37 o e dur·anle 7 

La pr-oducci6n de lip.&s~ se presenta corr...-...1 un f.Jr·ecip1t.ado en el 

medio. alr·ededor- y por debajo de la colord.& bae:t.~r·1ana. az.1 e:c1m.:..i 

la t·ormaci6n de una capa 1r-1dicent.e CJ capa per·lad.o q1.Je .:.;ubre ~1 

cr-ecimiento bacteriano. Tal precipil.:sdo y capa per-lad.:i. ez.t.~n 

compues.t.os de Acidos gr·.&sos 11 br-es pr·oduc:idoz. pcr· 1 a degr·nd.<i.ci .;,r, 

de los 11pi·das ( ag ). 

b) Para hacer evi denle la pr·cducci 6n de 11 pa!:..&. s~ vi ..:~r 'l ~n 

sobr·e el rr1~io 10 ml de una soluci6r1 sat.ur·.tsda de sulfdt.....:. de cobf·o& 

la cual reacciona con los .!\cides grasos libr-es. produ-::icb~ p::::- !~ 

acción de esta enzima para f'crma.r un .Ja~n ir1soluble a:zul-ver·dcz.o 

alrededor de las; colonias bact.erian.tss ( 29 ). 

III.5.6.3.- DNasa 

a) Las cajas conteniendo este ag.<tr se inocul.tsn 

en el punto No. 1. 

poc.1 li vas. 

1 r1cub"n coma 

b) Alrededor de las coloni&s 

t.onal 1 dad rosa que c::ontr&stan el ar amente con el t'ondo ver·de d~l 

agar-. El t..&matío e int.ensidad del color mos;;t.r-ado por· los halci::. 

permit.ie conocer- de m.&.r1er-;i apr-oximad.ts l& c.&.n'lid.ñd de er1:z1m.&. 

secr-et.ada e 13 ). 

III .. '3 .. 6 .. d. .. - Gelat.ira.ns.a 

a) Se siembr·an las;;: cepas pr-cblem.&. con la c:or1c:ent..t·a.:..16r1 indic:&d& 

en la prueba de casein.&sa, er1 t.ubos cor1 t.ap6n de rosca conlenlendei 

5 ml del medio aplicando un 1 n6~ul o es;;pe~o y punc1 on.&.ndo en el 

medio h.&s:ta 

dur-ar1t.~ 7 dias. 

pr·of'undidad de 1.5 -2.s cm. Se inc:ub.&n a 37• e 

a? 



Le111i:,~r·•~l•.1r .tt (2 - 4 .. C:J; Uflrt re¡,cc.i6ri p<::1s.iLiv" s.e m.&.n1t·1es.t..:s cu&rido 

~1 r~i 0 $.E- Qb:::.erv;, licuo.do y ~n el tes.t.1 gc n~gdt.1 vo el rr~dia s.e 

l11hf1tlo!-oh~ s.c!1l 1dei r. 13 ). 

ªª 
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SorbiLol Ornit.lna. Dulcilol 
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Mov1lida.d 
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' ! 
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1 
Lipasa. L~ci tinasj_ 

r 
ONAsa 

if'Ir;UR.\ 3. Diagranu de f'lujo de melodolog1a.. 



1 V. - R E S U L T A O O S 

El Labor·ator·.1.0 de Bacler1olo~11a Médio:..&. c:uer1t..a cori un .&.mplio 

-::.ep.<iria que incluy~ m;1!0 de 10(1(1 cep:..:=. diE- lh especi€.· Es~.1"1-!>TLchia. 

colL que (1.iar·cin aJ.sl.nd.&.s en f'•l Cent.ro Méo:J1c.o Hac1.:1nal .a par·lir· de 

r11i'íos rnenores de 5 ai'íos c •. :u1 y sir1 diarr·ea ar1te~ de io;J8'3. Este 

estudio se dedicó a ampl 1 ar la b:-tse de pruebas que ident..if"icar1 a 

lh-=:. cep;as. de Escl1érichia cc:,li eriter·c.1invas.iva (EIEC), par·a lei cual 

base a sigr1os clinic:os y los 

r·E!'sullados ar1ter·icir·es dE!- la:=. pruoebas;. de irivasivid:..d de Ser·eny (;J), 

c.i en:::...&.yo de penelr·;,c.16n en c.<élulas HeL.&. ( 29 ). La TABLA Ho. 4. 

mues.lr·a que 10 c:ep.&s er·.&.r1 pr·ov'-"r1ienles. d~ t1ec.:es 'di&r·r·eic&to. y lf; 

de heces normales. 

E: c:olt es ur1 p;.Lóger10 frecuent.e c..:omo c:&usa de d1&r·re.&., l&s. 

c:epa~ EIEC pres.enlar1 un mec.anismo de p.<&lo9enicidad muy sirnilar· al 

de es.('~ies del g~ner·a Shit;~lla por· la que l.&. deter·m.1nac16n de la 

capacid.&.d invas.1va suele r-e&liz.&.rse en el l&bor·at.or·ic:, &plicando 

pruebas de ir1v.<ss.i6r1 de Lejido coneclivo (Ser·eny) y de per1elr·&Ci6n 

en lin&&s;. celular·es pr·ovc.n1ente$7. de célul.<.$7. E<"pit.€!liales ( 44. ). La 

TABLA 

los de HEp-2. ob';':.er·vArados.E- que ~olo 1 cepa dio po~it.ivo en ambos 

ensayos. La cep.os 1098 que es. no dlar·r·eogénica t·ue l.h ot.r·.&. que 

result.6 positiva al ens..&.yo de Serer1y. &unque t·ue neg11.t.iva al 

ensayo de 111.s. células. HEp-2.Solo 4 (2fi8. 1110. 1214 y 125?) de las 

Cll!p.&.~ que d~mQ~lr.&r·on con ar1ter·iorida.d que posei&n l.&. capacidad de 

penelr·.Eu· c:élulas HeLa m&nluv1er·on la capacidad de penetrar· células 

HEp-a. 11 ) . 0 de la~ 34. cep&s. sel ecci ori&d&s que con 

&ht.er·i~r·ld.&d hablhr1 d&d<::i 1 & pr·ueb:.. d~ ~r·eny en est.e er1s:.4lyo fuer·or1 

khar41. neg&t.ivas. mientr·as. que 21 cep&~ que demas.tr·ar·on p~11elr·.&.c.:i6r1 

er1 c.:~l ul as. HeL&. r·e~ul t&r·c.,r1 no 1 rivasi vas.. era el ~ris&yo e.en células 

HEp-a. La cepa t.es.ligo emple.&da de S. /l6'Xn~ri que s.e ais.16 

r·ecient.emenle a par·lir· de un caso diar·r~ico, S. sonr1~i. y $. boydi.t: 

que t·or·m&r1 p.&.r·t.e del c€.•par·1o ~rici onado solo T"<E--por t.s.r·e>r1 r·esul l.it.dos. 

po$7.it.1vos. er1 la pr·ueb& d~ :;~r·er1y. L&s. cE-ps.s de F.. c=.ott:. H-30 y 

g;.¡~-J q1.1e s.on ETEC y EHEC r espt~c.ti v&u.enLe. r·es.ul t...nr on ser· 

30 



TABLA No. 4 ASOCJACION DE LAS F'RUEBAS DE JNVASIVlDAD • , LAS 

Cí'\RACTERISTICAS .,CL lNIC(lS GENERADAS POR CEF·AS DE Eschench 1 eo co\ 1. 

CARACTERlSl lCAS No. CEPAS POSITIVAS A LAS PRUEBAS DE 
CL.INICAS l!N1)Sl'.'ll.Jt1•• 

SERH~Y Hela. ~\Mí~HS*.w 

--- --
Diarrea 7/10 3/11) lill.1 

D1arr·ea 115 •l. 5 •.o:5 

Diat•rea con 
y aangre 1/3 2/3 úi~ 

Sin diarrea Oill 11/ 11 ú'll 

Sin di¿¡,rrE'a 015 5/5 0.'5 

Total 9/34 2513·1 l 17·'' 

* Estos resull;.3dos se obtuvieron en ens3yos anter1orP-s. 

~1 



rr.HL~i NÓ~ '3 COMPAr<nCJOtt DE LtlS f•RLJEL:t;S DE SCREll'r" V HEI"-.: EN CEPAS 
i:.:~::~et-i c:hu col t DIAPREOGEhlIC~S. 

;: 1 ~,...,e '1'1' 

<:.Ppil 
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1214 

1:.: 
1• 
·~ 37 

'º 77'o 
/Bo 
81)1 

1077 
110~ 

112b 
1154 
1267 
1284 
1327 

11J9t3 
1 '2".i7 
14::!:' 

rotal 

@ ..,, no se hizo 
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E.."<i st.en est.udi os que conocen 1 a r-el .s.c16n exi st.ente entre l C$ 

serotipos invasivos reportados con mayor t·recuencia y la capacidad 

de penetrar al epitelio int.es:.t.inal C TABLA No. 1). En l.;i. 

TABLA No. 6 se agr·up.&n los resultados. oblenidcis. de l.<1. 

seroli pi fi caci6n ¡;om:t.lica utilizando los ant.is:.uer·o:;:. que 

corresponden a los ser·CJgrupos invasivos mas:. c:omur1es de ,¡,..:_1;:1~r de. a 

la propuesta de Levir1e y col. en 1904. ( 20 ) . &.ilo 21 de las '.:!4 

cepas moslrar·on l& 

tipific:aci6n serol6gica de l;..s bacler-ias. y s:.e det.er·rl\ir16 que '5 de 

l.&s cep&s per·t.enec1an h ser·ogr·upo!OO no inv&s:.ivos.: 025,que formaba 

part.e del grupo ETEC y 05'3 y 0111 del gr·upo EPEC. L~s. 1 3 ce~1as. 

rest..&nles: f"ueror1 r·ugoi.&S por el ~t.odo de vapor· et·1 uent.e. 

Cr·ict1t.on y col. en 19'80 e 7 ) <TABLA No. 7) pr·.:,pus.ier·i:-,r1 

esquern:ss:. de biolipit·icac1ór1 cómo pr·ueba de ident1t1c.·ae:1>!1ri df-<' ..:.~p.ns 

pat.ógenas de E. col.i para los aislamientos. de v1a-:::. •Jr·1nar·1as. y 

Tolt'fdo y col. en 1993 ( '51 ) pr·opusier·ori p&r·& cepas inv&s.tvas. 

EIEC la i:·r-ueba de Ser·eny pasit.1va. lisina descar·b-:1::.eilas.a negat.iv:J. 

y movilid&d r1egat.iva. 

Los biolipos obtenidos en r1ueslro ens&yo se muest.r·an er1 la TABLA 

Ho. a en el que se observa que las. cepas. l nvas:.1 v&.s r10 pudi er·on i::.er­

diferenciadas de las no invasivas., ya que s.iguiendo el cr·tt.er·io de 

Cr-i chlon observamos que en 1 as cepas i nvas.1 vas. 1 de el l &s. pr·es.ent.6 

el biolipo 6. 3 el biotipo 2 y el b1ot.ipo 10. mls.mas 

que se cc1mpar·lieron con el 1. 11 y 13 que c:or·r·es.p~1ndi!-n a cE-p&s 

no invasivas • de acuer-dú cor1 est.e crit.er·io, el biolipo 12 !'u~ 

exclusivo de la cepa invasiva 268 y el 1 s.e ob:::.erv6 en 2. cepas. no 

invasivas (37 y 1200). El crit.er·io de biotip1f·1cac1ón fue por· 1-:i 

t.ant..o de •.Jt.ilidad. ya que la!::. 2 c:ep&s. 

bioqu1mico inVAsoivo (~i&9ür1 Tciledo) r10 dieror1 posit..1Vos. los. en-z.&yoió 

de Ser·er1y y e-él ul ,it,s,. HEp-2. 
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11~4 

1267 
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Cepc\':> no prad11c tot"?s de d 1arrea 

11)1(• 
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!·· 
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,.. Se emple..ll'O~ L2 ant; LSUCl'OS entt:ro1-.·a~1,•ns 

L 
L 
L 
L 
l. 
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L 
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L 
L 
L 
L 
L 
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L 

L 
L 
L 
L 
L 

n2aac, 029, 011~ac, 0115, 0124,0135 0136, 0143, 0144, 
0152, ül6·1, 01,.,7,5 CllfEROPATOGEf'IDS: 026,00o,0125ac, 
01=bao,ú1•12 y 7 enterohemo1·rag1cas: a20, 085, 01~8dc, 

OJ40, tll·I·' y 1.'166. 

L= 1:0\,-,r, 1,::0. 1 i,;;a, LA.., c:epas 1·.e'"'it~ntes ruPron ruqosa'="• 



TABLA UO. 7 CRITERIO DE CARACTERIZAC!ON &!OQUlMlCA DE: CEPAS DE 
Escherichia coli PROPUESTO F'OR CklCHtüfll. 

----------------------------------·---
Btot.ipo No. Rafinosa 

1 

" + 
3 + 
4 + 
5 + 
á + 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
lá 

ToiT\ado de Crichton (7) 

Sorb 1 tol 

+ 
+ 

35 

Orn1t1na 

+ 
+-

+ 
+ 

Ou!c1 tol 



l"ABLH NO. tJ BJOl"U-·1•~•-0L:CIEMlDOS DAJO LOS 1::RlTEl-<InS DE GARHCTERlZAClON 
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En la 'bú!'..queda -;::\e marc.'ldeir·e~ f"enct.1pic:os de !": ... c1l 

1c1ent..if ic.<1c:i6ri !'..~ emplear·on la capacidad de urili!in ;sl 

colorant..e r·oJO congo ( 9 J y delúc.c.16n de la pr·úducc16n de 

1 G ) . Los r <!-"sul t..ado!'.. abt.eni do~ $e 

mue!'..t.r·.an er1 1.11 TABLA Uo. 9. en el que podemos c1bs.er·va:· que las 

cepas que no fueron 1nvs.s1Vl1S no mc1slT"·&r·or1 la c..1:1p.ae:id.nd de l.o 

pr·ueba de capt.&c:ión de r·c1jo congc1 o la pl'"·Od\.1ce:16rt de e::.coeri:z.imas 

h1dr·c>l1 t.1 ca'.EO. 

Eri cambio 3 cepas que se c:<'." .. nnpc.ir·t....-HOn e:ornc:.. 110::1 1nva~1Vh!: 

f·ueron capaces de capt.ar· el colcwar1le y pr·oduci r· -:.:ase1 r1as.a. 

La pr-ciducci é1n dE- es. t..h úl t.1 ma p.<.ir ec.e !'..er un c¡¡r·Acter que 

se adquier-e cor1 facilidad ¡:.or· las cepas de 1:..·. c<Jl\. de or·i9er1 

hum&r10 r·el&C:ior1&dOS. c:eir1 di¡,r·r·e&. ys. q1_1e Sú- Clb<::.er·v6 en Z~ de las :;14 

cep&s e<::.tudiadas.. Er1 ls. TADLA No. 10 <::.-!- obs.er·v.n que l&nto l.hs 

cepas prciduct.c1rhS. de diarr·ea cc1rt10 lbs. no pr·oduclcir.as ~s.een l& 

c.itp&c.id&d dll!: .. s.ir1\.et.i-z.,¡.,r· ChS.eir1.as.,¡.¡, &S1 e:or/JCJ 1~ c&r,ae:id.&.d dP­

capt.aci6n de rCJjo congei y.&. que solo 4. i:.:ep&S. sori pr·o:~h.1c.lor·as de 

cont.raric. la producci..or! de Ollas.a s.olo $e puso en evidern::l!i eh 1 

cepa no i hVas.i va por Ser·eny ni en células HEp-a y 1 ;as. enzimas 

9el&t..inas.a. lip.&.S.& y lie-c.it.iri.&.:o:..a es.tuvier·c1r1 tc1thlmer1t.e ausentes. 

TABLA Ne. 9. 



TABLA MO. 9 DETERMINACION oE LA CAPTACIOIJ üE ROJO CONGO '{ DE LA PRO-
OUCClON DE 4 EXDEtJZ IMAS POR CEPAS INVASIVAS DE Escher1ch1a coJi. 

Clnve de Gelatina!.'>a 
cepa Sereny HEp-2 R.Cont;,o Case1ntosa DNAsa Ltpasa 

Lec1tina,r;.;.. 

CEPAS INVASIVAS 

1098 
1214 
1427 + 
268 + :; 

1110 
1257 

CEPAS NO INVASIVAS 

1010 
1077 + 
1267 + 

12 
14 
19 
37 
70 

776 
786 
801 

1012 
1022 
1023 
1031 
10:;4 
1046 
1064 
1103 
1126 
115•l 
1200 
1282 
1284 :,. 
1295 
1290 
1326 + 
1327 - -_ 

Total 2 s 6 26 o 
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L:~¡:::;-S""ZOf.l---;::Lilli7-- HeLa hCp-2 RoJO DNft Ca<:>G>l.nasa 
,JJt,¡.,>f:.h 1:0NTE.i:i ue.SFUl:.B Ccngo 

-·----- -----··--- -··-·--
l.~ 
14 ,. 
"' 70 

·a6 
l:!t.7 
1327 
77b 

1110 
1126 
1154 
~ 284 
dlll 

107"7 
110-. 
i.'1'1 

+ 
+ 

1~;¡¡:,-----

10.:'-

--- -· ---------·-------------
102.:!. 
104c.i 
lt.,164 
Ji . .-º•( 

1 .... t..: 
1V:!·l 
1034 

.:-.· .. 
1:'.E'.2 
1:!96 
1257 
1326 
14~7 

b 26 
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V. - O I S C U S I O N 

La invasi6r1 de la mucosa del colon es el primer paso en la 

pat.ogénesis de la disent.eria bacilar, la cual es causada por· las 4. 

especies de Shit:ella y las: cepas invasivas de E:. coli. 

ent.eroinvasiva (EIEC) entre ot.r.&.s. Est.a propiedad 

relacionadc1 en ést.as bact.erias con la presencia de un pl.&s:.mido de 

120-14.0 MDa C 43 ). L& ident.if'ic&ción e:.cperi~nt..kl de ést.e 

f'en6meno ha s.ido posible mediante el modelo i.rL utuo de pr·ueb& de 

Sér·eny C 1.0 ) e i.n oi.u•·o mediant.e el ensayo de penelr·&ci~in E!'fl 

cult.ivos celulares ( 11 ). La producción de qui!:!'r·at.oc:CJr1junt.iv1t.1s. 

es el ·resultado de la invasión del epit.elio de la c6r·riea, 

replicación y dispersión a células vecinas. En l.& penet.r·ación de 

cul t.1 vos; celulares:., el micr·ocr-gani smo r·~qui Ec-r·e mecar11 s.mo~ de 

adherer1ci& e int.er·r1ali2aci6r1 para residir· evenlualment.E- en el 

ci t.opl asma de 1 a célula huésped ( 38 ) . 

Hnrris. y col. en 1982 ( 21 ) demost.rar·on la presenc1 & de 

pl :S.smi do de al t.o pesó molecular de 140 MDa en 31 cep 1s. El EC 

posit.ivas a la prueba de Ser·eny, aunque t.ambién ob!:.er·V.'iran l& 

presencia del plAsmido en algunas cepas Sereny negativas. Est.os. 

últ.imos resultados sugieren q·ue pudo haber· suf'rido la elirn1naci6n 

de algón o algunos: genes necesarios. par·a producir el f'eno:::1meno de 

quer-át.e>eonjunt.ivit.is ( 21 ).~ for·ma cimil.&.r· Gcimes. y ccl. o&n 1987 

demos:t.raron que las cepas EIEC que reciben var-ios pas.es. en el 

laborat.orio pierden event.ualmenle el plAs.mido y por· cons.iguient.e 

se \.ornan negat.ivas a la prueba de ~r·eny C 10 ). En nues.lr·c,s 

r·esult.ados ( solo 2 cep.d.s. pos.it.iV.d.s. a l& pr·ueba de S-ereny ) es. muy 

pr-obable que s.e haya perdido el pl:S.s.mido que c::ónf"iere el 

carAct.er de inv.it.sividad a las cepas; EIEC estudiadas.o ya qu~ 

ant.erioridad Alc:Ant.ar ( 1988 ) demos.t.ró la capacidad invas.1v.&. de 

9 cepas en la prueba de Sereny C 3 ). 

D&y y col. en 19W ( 10) est.udi.&.ron el t·enot.ipo 1nV.&.$.1Vo de 

30 cepas de Shi.eella. y 15 cepas de EIEC. ccrrelacionando las. 

pruebas. de Ss-reny e invas.ividad en células HEp-2. Enc::CJnt.r·ar·on que 

29 de las 30 cepas de Shieella t·uer-on positivas a las 2 prueb.&.s. y 1 

f'ue nega.t.i va en ambas; sol ament.e 8 de 1 as cepas de El EC f'ueron 
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posiliV.&.!:. .&. ambas y l.&.s. 7 cepas r·es..LanLes. !"uer-on negalivas en las 

do:=. prueb.&.!:.. En nue:=.lro ens.s1yo c.bluviJTl('.JS r·es.ul lados di t·l!:-rent.es ya 

que solo de l&s. 34 cep41.S. es.t.udi.&.daz. ccr·r-elacicno en ¡,,mbás 

det..er-mi n.&.cicries.. Sin embargo. nues.lr·os resul lados f'uer-on si mi 1 ares 

a los de ~salo:awa y col(198ti) quienes. report.arcm que cepas mut.adas 

de SIU:l!'Jella jlexner·i 2a en la región vir· G del plA!E:.mido de 140 MDtt 

son Seor- (negat.ivas en pr-ueba ~r·eny) p~ro Inv+ (pc:.it.ivas al 

ensayo de penet.r-aci6n ~n cultivo celular·);. es.le fenot..ipo de 

mut.ss.nles vi r- G. se debe a l .a i ncápaci d~d de 1 a di semi naci 6n 

Jnt.r·ac:elular- de los micr-ocir-ganismcs denlr-o del epitelio de la 

córnea.sin embargo no tenemos la cer-t.e2a de m:.~ c.&r·acler-is.t.ich.s 

genéticas. de l.&s cepas con que t.r·abajamos.( 4fl ). 

posible que l.&s 

sol o en el ensayo de penelrs1ci 6n c~l ul as HEp-2 poseen 

.&.lt.er-ación los genes kcp A y vir- G por- lo que solo pr·ez.ent.an la 

capacidad de penet.rar- la monocapa celular pero asi la 

producción d~ quer-at.oconjunt.ivit.is:. 

Es. pt'obable que las lf.I cepas que ant.erior·ment.e moslr-ar·on la 

capacidad de penet.rat' células: HeLa y que ahor& r·esult.aron 

flegat.ivas al ensayo. present.an las car-act.er·ist.ic.&.s r-eport.ad&s por· 

H.&.le y cols.( 1991 ) ( 20 ) r·elac:ionadas con l& ausencia del gene 

que codif'ica una pr·ot.elna de 30 KD.& (gene vir· F) que l'egula 

posit.Jvamenle la expr·esión del gene vir G responsable de la 

dispers.16n de la bact.er-ia int.r.&. e int.et'celular·. 

l..a cepa No. 1098 most.rG una r-eacción r·et..&.rdad.&. par·& la 

prueba posit.iva de Ser-er1y y cuando s~ adminislt'6 el in6culo 

er. el ccbAyo, los r·esult.ados se obluvier·on hast.a l.&.z. 96 h. Est.a 

reacción r·et.ardad&. la observar·or1 la~i~r1 Sasakawa y col. ( 46 ) 

quienes. sugier-en que en estas cepas exisl.en alteraciones en los 

genes ipa a.e y A. 

Las cepas que fuer-cm pos! t.i vas par· a la pr·ueba de Set'eny 

o al ensayo de penet.r-ac:i 6n en monochp& celular· y que ahot'a 

r·esult.ar-on ser· r1eg.11t..ivas a .&.rnbas pr·uebas. c::r·eemo~ que pE!r·dier-on el 

plAsmido de allo pE.-s:o molecular; evento que se demost.r·ar·1.a si 

realizara.mas la pr-ueba repor·t.ada por· Malabi y col. en 1'989 ( 31 ) 

quienes usar-en una sonda de DHA conlehie11do el gene ipa C. 
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Okamura y col.en 1977 ( 39) observaron que la cep~ lisa 

de S. /lexneri. aa con el f'enot.ipo Ser+ e Inv+ después de suf'r·ir· 

un.:1 mutación que la hizo pasar de !"ase lisa a rugosa CL-R:>. cambió 

el !'enot.ipo a ~r- ~ Inv+. Al parecer el ant.!ger10 de supef't'icie 

no es necesario para la per1et.raci6n en cult.ivo celular. per·o si es 

indispensable la pr·oducc16n de la quer-at.ocor1junt.iv1t.i!i:.. 

Hosot.r·os demost.f'arnos por la t.écr1ica de vapof' f'luent.e que 21 cepas 

son lisas por lo que no podemos at.r·ibuir· la pér·dida de un ant.1geno 

de o::uperfiC:ie con la capacidad invasiva. 

Lev! ne y col . en 1987 C a7 ) repor·t.ar·on u~·1a relación 

est.rech3. er1t.re ciert.os. serogr-upos y la capacidad invasiva de cep~s. 

de E.. cal\'.. Las cepas est.udiad.&.s no prob.&.ron per·t.enecer- a r11ragur1~ 

de los serogrupos invasivos propuest.os por el autor. lo que bi~n 

podria deberse a la presencia de s.erogr·upos locales dif'er·ehlo!o-s.. 

hecho que solo podrA ser demost.rado si se hace la t.ipif'icación de 

cepas aisladas en nuest.ra localidad y s.1 se tipifica la t.otalid~d 

de serot.ipos Clos cuales solo se llev.&.n a cabo en el l&bt'.ir·at.cw1c 

de referencia de Dinamarca por los Doct.ores Ors~ov y Or·sRov (. a ) 
Toledo y col. en 1983 ( 61 ) observaron que en e:epas. EIEC 

habia una est.recha correlación ent.re do~ car.hcter·is.l.ic.hs. 

bioquimicas ( lisina descarboxilas.k neg.htivo y rnovilidad negat.ivo ) 

y 1 a prueba de Sereny: t.odas l •s. e.epas f'u-eron 11 s.i na 

descarbox.ilasa negativo e inmóviles. Est.a correlación r10 se obt.uvo 

en nues.t.ras cepas puest.o que 1 as 2 fueron 1 i s.i r1.&. desc:arbo:..ci lasa 

negat.ivo. dieron negat.iva la prueba de Sereny. La dif·er·encia ent.r·e 

estos result.ados puede deberse a las car·acter·lst.icas. pr·es.er1t.es. en 

las cepas cuando se inicia un estudio. es decir· las cepas. 

t.rabajadas por Toledo f'ueror1 .&.is.ladas a par·tir· de heces de e.as.os 

diarréicos recientes y las cepas que est.udiarnos prov1,~:ir1en de casos. 

con y sin diarrea pero a part.ir de un medio de conser·vaci6r1. 

El sist.ema de biotipif'icaci6n que .pres.ent.a Cr·icht.on es. 

alt.arttent.e disc:riminat.orio y def·tne tipos. de E. coli. est.ables. in. 

vi.uo i.n ui. tro. est.e es.quem.&. lo pr·opone p&r·a pequef'ios. 

laboratorios en los que una c:omplet.a s.er·ot.ipif'icaci6r1 

impract.icable, pero de est.a f'orrna pueden experiment.ar en estudios. 
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de lipa ep1dem!ológcc1. Silva y col. en 19'80 ( J.8) r·eport.an la 

ident.1!"ic:ac16n da cep.<:i.s.. de E:. coli invas..iv.<:i.s. al c:onsider·ar· l.<:i.s.. 

pr·ueb.<:i.s.. bi oqui mi c.r1s de ut.i l i zaci 6n de l &e tosa. mue.&. to y ac~t.atc 

aderná.s. las pr·ueb.01s de 11 si na desc..ar·bo:d 1 asa negat..i vo y moví l id&d 

negat.ivc ( 14., 34. J. L.i!. idE-nt.if"ic;¡.,ción de es..lCJs.. micr·aor·g.a.nis.11"10~ 

par pr·ueb.&s.. bioqulmic.&s.. na es pasible y muchcs.. .&.is..l.ri.mient.os. que 

per·lenecen ,a r·ec onc1ci de:::. s.er-agr-upcs.. d'°"! El EC s..an avi r ui enlas. C. 42 ) 

le que las EIEC pueden s.~1 d~t.ec..l.&d.&s.. par· pruebas 

confl r·m.ado par· ens..a.yos. b.i al 691 cas. y un pr c1cedi mi ent.o al ter·nali va 

par·a identificar· poler1cialmer1t.é l.&. invas..ivid.&.d de E. coli. s..on lc1s.. 

ens.ayos.. de h1br-idac16n c:cin soridas.. de [)NA de 7.fi. 11.'3 y 17 Kb (41). 

L.<:i. c~pacidad de c.apt..r~r· el cc1leir·anle r-oj•.:1 cc.111ª0 <Cr·b +) s.e 

r·el aciema c:or1 la pr c1ducc..1<:1n de querat.ccar1junli vi lis en caba)los. y 

este f"enalipo 

molecularc~s.. delectables en el pl~sm1do de 230 Kb. ( 46 ). C7cmes. y 

col. en 1987 ( 18 ) estudl .&.ron gr-upa de 54 e.epas EIEC de 

l.&.$. cuales 13 t uer·ori Cr·b+ y Ser·+ mientra.:. que las cepas r esl.a.nt.es. 

son Crb- y ~r--. Todas l&s colonias Cr·b+ t·uer-on po~itiv&.s en 

células HeLa, mient..r-.&.s que una sola colonia pierdló la c:&p&c:idad 

de invadir est..as c:~lulas: elleis. enc:onlr·&r·c1n que el plr1v+ estuvo 

pr·esent.e 

plAsrnido 

col oni a.s Cr·b- aur1que en a cepas el l&rnaf"io del 

< 120 - 140 MDa J fu{, di smi nui do sugi r- 1 endo que 

hubo ;i.lt..er-acionE:<s inter·nas er1 el plás.mldo. 

H&.le y col. en 1001 ( 20 ) han r·evelhdO que lh r·e9i6T1 

::.r.yl+/r-ha+ cont.ler1e el loc:us. iuc ABCD que c:c1dit"ic&. para el 

s1der-6forc F' hidr·oxarnat.<::1 de .;.er·abac..1_1 n.<1 y el ger1e 1ul A que 

codifica. par·a un r·ecept.or· pr·olelrdco ~e 76 KDa. En b&.se a r1ueslr·of:. 

r-esul lados no pademcis :1( 1 r·mar- 1 a. r·el ac:i •!1r1 que e::.r.isle er1lr·e la 

c.&p.&.c:idad de caplac16n del color·a.nt..e y la pr·oduc:c..i6n de 

quer-dt.oconjur1t.1 vi ti s 

t.timpoco s..e puede a segur· ar· s.1 e;..{1 st.e di smi nuci ón en el t.arnaf"it:J del 

pláo::.mido r·epcr·l:.:tda p-_ir· Gome~ y col. ( 18 ) . 

Las e.epas que poseen el t·enalipo Cr-b+ t·uer-on invasivas en 

c6lu1as Hep-a y la.s cepas r-eslanles f"uer·on 1 nvasi vas en Sier-eriy 

ni en cullivc1 c:elula.r-. Serit1 muy útil conocer· s.i estas. cepas 

43 



poseian alteraciones en los locus iuc ABCD que codirican para la 

producción de s!deróforos, o si en el gene iut. A que sirve en la 

expresión del recept.or de dicho complejo, para explicar el porque 

las cepas report.adas por López en 1988 

capt..ación del colorant.e C 29 ) • 

pierden cap.&.cidad de 

La producción de enzimas coJnCJ factor de virulencia h.&. sido 

e$t.ablecida eri dif'erent.es microorganismos corno F~ic.kl!:'L tsia y 

Shieet la ( 29. 93 :>. Sam:onet.t.i y col. en 1986 ( 44 ) 

est.udiando cepas de E. col.i ir1v&.siva propus.ief'on la producción de 

una enzima. que destru1a glóbulos r·ojos. Est.a en:;:i rna probablernent.e 

sea una f'osf'olipasa, la cual .&.llera la memb,..ana er·itr·oc!t.ic.&.. 

Clerc y· col. en 1987 

celular de macrófagos 

( 6 ) por s.u part.e. 

J774. demostraron 

trabajando c:on 1 a line.:s 

que las cep.:ss. EIEC 

f'agocit.ad~s se liberaban del :fa9osoma por efecto d~ un t·actor d>? 

t.ipo metabólico que apar·ent.er11enle tiEme r·elaci6n c:ori l .n 

producción de la cit.ot.ox.ina semejante a la t.ox.iria shiga ( J.i:J ). 

En el pat.rón enzimAtico realizado, solo obtuvimos e cepas 

inv.asi vas en el ensayo de penet.r·ación que solo t uer·on cap.~u.:.E!z d..:­

sinteti:zar caseinasa, ya que la producción de DNasa se obser·vó en 

1 cep.&. y las enzimas lipasa, lecitinasa y gelat.!nasa no estuvier·on 

present.es en el ensayo. Estos resul t.ados son total mente di f·er enle!r. 

a los obt.eriidos por López en 19aB ( 29 ) quien obser·vó una el~vada 

producción de lipasa y lecit.inasa en al grupc invasivo, él seií.d.la 

que posible establecer un patrón en:zi mAt.1 CCJ par·.a 

EJEC como f"act.or de caracterización y de vir·ul~ncia de este gr·upo 

de bacter·ia!::: basado en la producción de est.as ier1::lmas en ceph:<:. 

positivas a la prueb.&. de Serer1y y en!::.ayo de inv.<t:::.ivid:-td en c~lul:1z. 

HeLa y que posiblement.e est.as enzimas podr·1an part1c1p.;,.r· en la 

degradación del f"agoscm:.. c.omo lo hac.e la f"o:.fol1pas.a pr·o::.d1.1cid.<i ~cr· 

Ri.ckE-Lt.sia e 6:3 :>. Sin embargo. San:.oriet.ti y col. en 19i;J1 ( 4~) 

report.aron que event.ualmente l&. bacter·ia se liber·a y des.tr-1.Jye 1:1 

célula un proceso d~ e~ocitosis que ha s.ido est.ud1~do 

bloqueando la respiración y que da lugar· 

acidif'icaci6n int.f'af"agosomal ant.es que l&. producciúr1 de la t.oXJ.ra.<.. 

shiga o la producción de enzimas hidr·ollt.icas ( d.i:l ). 
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VI. - e () N e L u s I () N E· s 

en~&t.)'CJ de per1et.r-Ct.c.l6r1 coélulas. HEp-2. )'~ que solo 

1dEi-nt..J.f"1<::drOr1 .a cep~s J'.IC1s.il1v&s. er1 la pr1rner·.<s pr·ueb& y 4 cep&s 

c&p.&.ces de penelr-&r· la monoc;.pa c.elular·, unic:S:IS que manluvier·on 

capac.i dad r-ecor1oc.i da des.de su ai s.l ami enlo. 

El es.quema de bi ol.1 pi f i cac..i ón propues.to par-a la 

idenlif"ic.:ación de EIEC no fué úlil, ya que 1:1s. cep&.s invasivas: 

no posei&n los biolipol:. c&r·acloerist.icos par-& difer·er1ciar-l&~ de las 

cepas no 1 nv&si v:t.s.. 

Se ident.ific.&r·or1 pcir s.erolipit'1c&c16n somAL1c.&. 9 cepas 

pert.enec.ier1t.es a lo!". !:.er·cigr·upos no invasivo::: 025, 055 y 0111: 

Se est.ablec16 la capacidad de captar· el color-ant.e r·ojo congo 

cepas que fueron inva~ivas., ya que 3a cep.&s dieren 

negat.1 va la pr·ueba de Sereny y 29 cepas dier·on negat.1 vo el ~ns.ayo 

de per1elr&ci6n monetc.&.pa celulbr-. 

Se demost.r-6 que el p.&.tr-6n enz1m&t.tc.o realizado no t'ué 

car·acler-1s.t.1co par·a cepas. EIEC por- lo que no se pudo aplicar-

la deler-m1nac16n de per-fil de vir·ulencla por· l.&. pr·oducci6n 

de en:zim41s hidrol1t.1c,;,.s.. 

car·acter-1zac.16n de cepas de E:sclieric.hia. col.i 

ent.eroir1vas.iva, no f"u6 posible. y,;,. que no hube cc,r·r-elacJ6n ent.r-e 

las. pruebas iT1. uLuo e l.T1. ut'.tro. reali2.&.d&s.. por· lo que 

cc:ins.Jder-a necE:sar·io: 1) Que se hag&n dichas pr·uebas. cor1 CE:p.&.s de 

pr·imoais:.lam.ienlo y 2) Llevar cabo pruebas bicquim.ic.::i.s y 

serol6gic.&s par·a l.;,. ident.ificaci~1n de estas cepas. pE:r·o cor1f·tr-mar-

el diagn6st.1co con ensayos biCJ16g1cos y pr·ocedi mi ent.os 

alt.er·nat.ivos. par.& la !dent.1t·1c..aci6n polenci.&1 de la 1nvas.1vtdad de 

E coti t.ales como lo~ ensayos. de biologia molec:i..1lar· util12ando 

s.ondas de DNA de 7.6 Y.b. 11.6 Y.b, 17 Kb y sondas. "ipa A. B. c. D 
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VII. - A P E N D I C E 

Preparación de medios de cultivo 

a) Medio de des:carbox1.las:a de Moller e 35 ). 

Bact.o peptona 

Ext.ract.o d9 carne 

Púrpura de bromocres:ol 

De>..-t.rosa 

Agua i:tes.t.ilada 

5g 

0.1g 

0.5g 

1000ml 

Pesar y rehidrat.ar como se indica en el pros:pec::t.o. c:alenlar 

s:ua'W!'mente h.ast.a disolución y agregar 10 g de Oic:lorhidralo de 

LC+)-Orn!lina CU-·.)_ Ajustar el pH a 6 con hidr6x.1do de sodio 10 N 

y esterilizar a 12-1 .. e durante 15 mi nulos:. 

b) Prueba de Ferment.ac:ión de Ca.rbohidralos C 36 ). 

B.act..o Peptona 

Púrpura de bronocres:ol 

Agua des:Lilada 

1.5g 

0.02g 

1000rnl 

Preparar los carbohidrat.os: al 10 ~ CP/V), calent.ar hasta 

disolución y adic:ion..a.r al medio basal en una concentración final 

de O. 5 ~ CP/\I), es:t.erili:zar a 100• e por 10 minutos: y distribuir -1 

rn1 el'\ t.ubos: cor. lapón de rosca. 

e) Agar rojo Congo C 8 ). 

Agar Nulrilivo 

Rojo Congo al 0.01 ~ 

Pe~ar y rehidrat..a.r co~o indica el proveedor y adicionar el 

colorante hast.a -obt.ener una cor1cenlraci6n f'inal de O. 01 "· 

d) Agar caseinasa C l ). 

Caseina 

Cit.rat.o diamónico 

Cloruro de sodio 

Fosrat.o monoAcido de 

pot.asio 

1.6g 

0.26g 

O. lg 

0.16g 
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Sulfato de nugne$LO 

Carbona.to de s1:>dio 

Glicerol 

Agua dest.ila.da 

0.05g 

0.15g 

2. 6ml 

100ml 

Homogeni:za.r lo n1ejor posible la. caseina. con el medio liquido 

miner.3.l emple.ando un mortero de parcelana. ajustar pH a 6. 5. 

1)-S:Leriliza.r la rorma. habitual y vaciar porciones de 

aprorlnl.3.damente LB 1nl en placas est.ériles. 

e) Agar yema de huevo t: a9 ) . 

Agar de soya 

Tript..icaselna 

Digerido pancrea.tlco 

de caselna 

F'~(at.o de sodio 

dib.3.slco 

F'osrat..o de sodio 

monobá.sico 

Cloruro de sodio 

Sulfato de magnesio 

Glucosa 

Agua dest..ilada 

25g 

40g 

Sg 

1g 

2g 

0.1g 

2g 

1000ml 

Disolver y ajustar pH a 7.6. eslerlli=ar a 121• C dura~t.e 15 

minut..os, enfriar a 50-55• C. Lavar un huevo en etanol 95 ~~ duranl-e 

30 rninulos. aspirar y separar el huevo de su cascarón. Adicionar 

el huevo a 500 ml de la base y a.gil.ar has:la. tener una s:us:~ns:ión 

hamogt:l-nea. Dislrlbuir de 15 .a. 20 ml en placas: de Pelri ~lér.1.les. 

t') A!;Ja.r DNa.sa ( 13 ) . 

Agar nutrilivo 

Verde de metllo 

DNA 

Ca s ami noa.c l das 

Pesar e hidratar 

2. 3g 

0.05g 

0.03g 

O. lg 

se indica. en el prospect.o, el verde de 

mel-ilo se prepara disolviéndolo a.l 0.5 '!íi agua destilada y 

extrayéndolo repedldamenle (B a 10 v~ces) con un volumen igual de 
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cloroformo. hast.a que ést.e últ.imo sale incoloro. De ést.a solución 

se ut.ili=a 1 m.l para 100 ml del medio Cundido est..éril. Si se 

desea., el colorant..e puede est.erilizars:e por separado, o bien 

agregarlo desde ~nt..es de est..erilizar el medio en la autoclave. 

g) Prueba de licueCacci6n de gelat..ina C 35 ). 

Ext.ract..o de carne 

Pept..ona 

Gelat.ina 

Agua· dest..i lada 

3g 

5g 

120g 

1000ml 

Pesar e hidrat.ar siguiendo las inst..rucciones del prospecto, 

dist..ritiuir en t..ubos con tapón de rosca 5 nü del medio. eslerili=ar 

a 121 • C durant.e 15 min. Ent"riar ert posición vert..ical y re-t'rigera.r 

para su conservación. El medio debe est..ar solidi Cica.do al memento 

de su inoculaci6n. 

48 



VIII.-BIBLIOGRAFIA 

1. - Al bor·es.. Medina A. 1971 . Obt.enci 6n con pos! bles 

comerciales: de la pr·ot.easa e:.ct..racelultr.r- de $. nu:=tr~E-:Scerus. Tes.is 

pro!'es.ional. EHCB-IPN. 

a.- Alcim-Orskov. F. y Orsov. l. Serot.ypes of" ETEC. rela~ionship 

~it.h ent.erot.ox..in. 1979. In!'ect. Irnmun. 23: 326-329. 

3. - Alc:Ant..ar.Curiel M. 1986. Es:t.udio de 1 os mecani srnos de 

pat.ogenicidad de cepas de E. col.l. 0 en poblacior1es. abiert.as: y 

cer-r·adas. Tesis prot·es:ional. ENCB-IPN. 

4. - Binns:. M. 1985. McJl&eular genet.ics of virulence in Shl'.eella. 

Nicrobiological Sciences:. a (9): 275-270. 

5. - EJoiel.bu,. C. y Sansonet.t.1,. ·ft. 1994.. DNA Hybridizat.ion t.echnique t.o 

Sh.iBell.a speci~s: and EIEC. J. Clin. Microbio!. 20 (5): '89-Qfil. 

6. - Cler-c. P. y Sans.oneLti. P. 1987. Ent.ry of" S. fle"XTteri in t.o HeLa 

cels eviderice t'or d!rect.ed ph&gocyt.osis. involving act.ing 

polymerizat.iori and myosin acumulat.icin. Int'ec:t. Imm.. 55 

on, aoo1-20ea. 

7. - Cricht.on. P. B. 1990. Dit'fent.iat.ion cif st.ains ar· E. col.i. mult.iple 

t.yping aproact·1. J. Clin. Microbio!. 11 (6): 635-84.0. 

0. - Dhskaleros. P. A. y Pi ne. S.M. 1~96. Cara.c:t.er-t:z&t.ion oí' $. /l~~z-i 

sequences Enc:odi ng congo r·ed bi ndi ng C Crb ) : c:onser·vat.ion of 

mult.iple Crb sequenc:es: and r·ole of ISL. ir1 loss o!' 

renot.ipe. Infec:t.. Imm. 54- C2): 4"'35-449. 

t.he Crb+ 

9.- Daskaleros. P.A. y Payne. S. 19a7. Congo red binding phenot.ype is 

associ at.ed wi t.h hem! n bi ndi r1g and i nc:r~hs.ed i nf'ect.1 vi t.y ot· S. 

/l.exT&.eri in t.he HeL.a. c:ell model. Infect. Imm. 55: 1.393-1399. 

49 



10.- Day. N. P •• Scot.land. S. M. y Rowe B. 1981. Comparision or an 

Hep-2 t.1 ss:ue cul t..ure t.est. wi t.h t.he Sereny t.est. for det.ect.ton 

of ent.eroinvasiVeness in Shifi,el.la spp. and E. col.i. J. Clin. 

Microbio!. 13 C3): 696-597. 

11.- Donnenberg. M .• y Donohue. A .. 1009 Epit.heli.al cell invasion 

Annoverlooked propert.y o:f' EPEC as:sociat.ed wit.h t.he EPEC adherenc 
0

:f'act.o~. J. In:f'ec. Diss. 160 C3): 462-459. 

12. -Dqo
0

ring, G .• Ourness:er, H. J .• Bot..znhart.. K. y Farnming, B. 1983. 

Prot.eases o:f' P. aerueinosa in pat.ient.s wit.h cyst.ic :f'ibrosis. J. 
In:f'ect.. Dis. 14.7 C4): 744-760. 

13.- Elder. B. L.• Tr-ujillo. I. y Bla:zavic. D. 1977 

doxyribonuclease t.est. wi t.h rnet.hyl 

Microbiol. 6: 312-313. 

gr·een. J. 

R.apid 

Clin. 

14. - Fandez, G •• F19ueroa, G •• Troncos:o, M. y Cabello F. 1988. 

Charact.erizat.ion o:f' EIEC isolat.ed :f'rom children wit.h diar·rhea in 

Chile. J. Clin. Nicr-obiol. 28 C5:>: saa-932. 

15.:- Fasano. A.• Kay. B. y Rus:sell. R. 1900. Ent.erot.oxin and cyt.ot.ox.in 

produc:::t.ion by EIEC. Inf'ec:t. and Imm. 59 C11:>: 3717-::t7a3. 

16.- Geiger. B. y Avnur Z. 1904. Microf'il&ment. or-g&nizing ce11t.er·s ir1 ar· 

c:::ell cont.ac.t.; c.yt.oesKelet.al int.eract.ions during cell at.t..achment. 

and locornot.J.ot1. J. Cell. Biol. 00: 93s-Qls:. 

17.- Gemski. P. y Takeguch1. A. 1972. Shigellosisdue t.o Shieel. l.a. 

dysenteria..e 1 : relalive import..ance of· mucosa! invas.iori vers.us 

t.oxin product.ion in pat.hogeriesis. J. In:f'ect.. Ois. 126: 523-6"80. 

19. - Gomes:. T .• Regina. M .• Toledo. F. y Trabulsi L. 1907. DNA 

probes !"or ident.i:f'icat.ion of' EIEC . .J. Clin. Micr-obiol. 25 

C 1 O:> : 2026-2027. 

50 



19.- Gut.h. B. E.• Silva. R.M. y Toledo. R.M. 1989. Virulence raclors 

biochern.icals charact.erist.ics or ser·<'.lt.ypes or E. coli 

serogrup 029. J. Cl1n. Nicrobiol. 27 C10): 2161-2164; 

20. - Hale. T. 1991. Genet.ic Bases o!' Virulence in S,.1.1'.eella. Species. 

Nicrobiol Rev. !55 C2:>: 206-224. 

21. - Harris. J. y Cohen. M. 1982. High Molecular weight. plasmid 

correlales wit.h EIEC. Inf"ect. and Imm. 31' Ca:>: 1295-12QB. 

22. - Hart.a1r1 .. A .• Venkat.es.an. N. y O&ks. E. 1990. Sequence and".olecul..ior 

charact.erizat.ion of' a mult.1 c:opy Jnvasion plaslftid ant.igen gen. 

ipaH of' S. flexneri. J. Bacleriol. ~72 Clffi: 2897-26Q1_ 

23.- Hiller. G. y Weber. K. 1982. A phasphorilat.ed basic vaccinia Vi.ria 

polYPeplide o!' molecular weight. 11,000 is exposed on t.he sur1'ace 

o!' rnat.ure part.Jcles and ir1ler&ct.s ....,Jt.h act.in-cont.aining 

cyt.oeskelet.al element.s. J. Virol. 44: 647-6'37. 

24.- Inmam. P..t·cant.ley. J. y Formal. S. 1986. Coloni2at.ion virulence a 

mucosa! 1 nler&ct.J on o!' an EPEC 

Shieetta som.at.ic ant.igen in 

Inf'ect.. Dis. 154 C6): 742-760. 

st.rain, RDEC-1 :> expressir19 

t.he rabbit. int.est.ine. J. 

25. - Kadurugamuw.&.. J. y P.ohde M. 1991. Inl.r·acellular spre&d o!' S. flexn 

t.rough rnonolayer rnediat.ed .by membranous prot.rusions arid 

ass.oc:.i at.ed w.i lh reor·gan.i 2ali on o!' t.he c:yt.oes.kel et.al prot.ei n 

vir1c:uliri. lr1fec:t. !mm. 59 C10): 34fi3-34.71. 

26.- Let.t.. M. • Sas.a~aw.&. 0 C. y ókada. N. 1989. v.if"G a plas.m.id-coded 

vir·uleric:e gene o!' S. fl.e-xr~~ri ident.1!'1cat.ior1 o!" t.he vir·G pr·ot.ein 

and det.erminat.ion ot· t.he c:omplet.e· coding sequence. J. B&.cler-iol. 

171: .353-59. 

27.- Lev.ine. M. 1987. Csch<!.•rt<:.ht.a col.l .inv.&.s.ive. J. Int·ect.. Dis. 

"ª 



155 C3): 377-388. 

28.- Levin. M. y Edelman. R. 1984. E. colt ent.~ropat.ógena. Epidem.ical 

Rev. 6: 31-51. 

29. - López .B. 1009. Est.udio de los mecanismos de pat.ogenicidad de 

cepas de e ~oli 

pr-of'o>sd~- EHCB-IPN. 

poblaciones cont.rolAdas. Tesis 

30. - waJctno ... S •• Sasaka"'ª• C. • Kurat.a. T. y Yoshikawa. M. 19Ef6. A 

genet..lc. det.eral.nant. required 'f'or cont.inuos reinI"ect.ior1 o!" adjacent. 

oeJ.is.: ion l.arge pl.asmld J.n Shísella. Jlcxneri. it?a.. Cell '6: 551-555. 

31 .. - Nal.abi. H... Duys.se. J. y t!opec:ko. D. 19SQ. Us.e o(' S./lexn.E-ri. .1pa 

C and J..pa H genes sequenses f'or general ident.if'icat.ion o!' 

Shi4fella. sp and EIEC. J. Clin. Nicrobiol. ZT C12:>: 2687-91. 

3Z. - Maurel.l..i. A •• Baudry. B.• H.. Hale. T. y San~on~t.t.i. P. 

1Q:85. Cloning c4" plasmid DNA s:equenc-es involved in invas:ion of 

HeLa cells by Sh.tiretla flexnhri. In'f'ect. Imm '9 C1~: 164-171. 

33. - Haurelli,. A. y Sans:onet.t.i• P. 1.008. Genet.ic det.erminant.s oí' Shieet 

paLhogenJ.cit.y. Ann. R&v. M.icrobiol. '2: 127-160. 

34.- Naurelli. A.T. 1000. Regulat.Jon o!' virulencE: genes in Shl.eella. 

Mol. Biol. Med. o, 425-432. 

35. - Ne: Fadin. .Jean F. 1976, Oiocheaic•l test. ror :t.dent.itic:at.1on 

or .edical. Tile Will~ms y Wilkins Co. BalLimore USA. 

30.- Moyer. M., Oixon, P. y Rot.hm.an, S. 1987. Cyt.oloxicit.y of ShLeetta 

loxin ~or primar-y cult.ures of hum.a n colonic and ile&l 

epit.elial cells. InfecL. Imm. ?IS C6): 1533-39. 

37.- Handasa. H., Sargenl, G. y Williams, P. 1901.· De role of plasmid~ 
adherence o!' EIEC Lo m.arnmalian cells. .J. In!'ecl. Dls. 

143 C2): 286-90. 



30. - Oaks. E .• Wingf"iel, M .• E. y F'or-mal. S. B. 1995. Plaque f"or·mat.ion 

virulent. $. 'jlexneri.. Iri!ect.. Imm. 48: 124-9. 

39. - Okamur-a. N. y Nakaya, R. 1977. P.ough mut.ant. of S. jl.exraeri. 2.&.. 

penelr·at.es t.1ssue cult.ur-e cells: ll1at. 

evoke 

17: 4-8. 

but. does: not. 

kerat.oconjunt.1vit.1s in Guinea pigs:. Inf'ect.. Irnm. 

40. - Osbor-n. M. J. y Wu C. P. 1900. Pr·ot.ein of' lhe outer- rne-r11bN1r1e of" 

Gram neg&t.ive bacleritt. Ann. Rev. M!cr·obiol. 34-; 369-·422. 

41. - Pal, T .• Formal, S. y Hale, T. 1989. Charact.eri:iat.ion of 

vir-ulence marker ant.igen of" Shieella spp. and EIEC. J. Clin. 

Micr-obiol. ~7 (3): 561-563. 

42.- Pal, T.' Newland, B. y Hale T. 1989. I nt.rac:el 1 ul ar spread 

ot· S. fl.exraeri as.sociat.edwit.h t.he Y.cpA loe:us arid 140 KD& pT'ot.ein. 

Infect.. Imm. "2:7: 477-48!.i. 

43. - Sansonel.t.1, P. y Y.opecko, D. 1982. lnvolment. o!' .&. pla~rri.id in t.he 

.invasive abilit.y of" S. /lexrl-1!-rL. 

052-060. 

Infect. Inun. 35 ( 3 ): 

44. - Sansonet.t.1, P. • P.yll';:-r, A. y Mau,..el 11, A. 1986. Mul t.ipl l cat.ior1 of' $ 

fl.exrw:t·i. wilh HeLa cells.; lysis of· t.he fagocit.ic vacuole and 

plasrrJ.d 

461-4fi9. 

medialed cont.acl hemolysis. Inf"ee:t. Imm. .!5t (2): 

45. - Sansonet.t.i, P. i.;K.11. (~net.ic and molecular· b.&.sis. ot· epit.elial c~el 

inv.asior. by Sh1tJ<&l.la. :spp. Rev. Infect.. Dis. 13 CSupp 14.): S286-Q2. 

48. - Sas&kbw.<1., C., Y.::nmat.'1., K. y S.<d·:ai T. 1<;188. Molecular· alter·.at.ion <t.Jf' 

MD aplasmid associat.ed wit.h los.s of· v1r·ulence .&.nd Ccmgo r·ed 

b1nding act.ivit.y in S. fl.e:.-<Yieri.. Irií'ect.. Imm. 51: d.70-4.75. 



47. - Sekizaki. T. y Y.:arayama. S. 1987. Localizat.ion of' st.x. a 

det.erminant. essent.ial f'cr high leve! product.ion of' !:.higa 

t.oxi nby S. dysent"'eriaeserot.i pe 1 near pyr· F ar1d ger1er·at.1 cm of· st.x 

Tu rnut.ant.. Ir1f'ec:t.. Imm. !55: 2208-2214. 

49. - Silva. R . M. • Toledo. R. F. y Tr-abulsi • L. 1980. Bioe:hem1c11.l and 

c:ult.ural characlerist.ics of' EIEC. J. Clir1. M.ie:robic1l 

11 (5): 441-444. 

4Q.- St.erldahl. O.I. y Hart'lling. H. 1980. Dist.ribut.ion of act.1n 

binding prot.ein and miosin in m.d.crof'age!:. dur·ing :::.pr·eading ::..nd 

phagoc:ytosis. J. Cell. Biol. 84: 21.5-224. 

50.- St.ugard. C. y Oaskaleros. P. ! 989. A 101 Y.[na Heme bi ndi rig 

prot.ein ass:ociat.ed wit.h Corigc1 red bJ ndir1g and vir·ulence of' s·. 
jl.exner·i and EIEC. Inf'ect.. lmm. !t7 (11): 3'534-35:39. 

51. - Toledo. F •• Regina. M y Trabulsi. L. 1983. Cor·r·elat.ion bet.weEm 

biochemic:al and serolcglcal c:haract.er·islics oí E: c.oll ~nd 

result.s: of' Sereny t.est. J. Clin. Mic:robiol. 17 (3): 41g-421. 

52. - Vesikari 0 T. y Br·ornir~ka. J. 1992. Erichancemerat. of invasivene:;;.~ 

of Y. en.teroco l. i l ica and E. col.i in Hep-2 cells by 

cen~~if'ugat.ion. Inrec:t. and Imm. 30 (2): 834-838. 

53. - Winkler. H. y Miller. E. 1982. Phospholipase A &.nd lhe irit.er·aclicm 

of R. p'r'owa.seki L .&.r1d f'ibr·obla.st.. ( L-Qi89). I nf'ec:t. ,¡,rid 

!mm. 38 en, 109-113. 

54 


	Portada
	Índice
	Glosario
	Lista de Tablas
	Lista de Figuras
	Resumen
	I. Introducción
	II. Objetivos
	III. Materiales y Métodos
	IV. Resultados
	V. Discusión
	VI. Conclusiones
	VII. Apéndice
	VIII. Bibliografía



