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Actina F, La actina moncmerica £ actina G 2 que es una protefna
globular, representa el 25 % en peso de la protetna
muscular, en presencia de magnesico fa actina G se
polineriza para rformar un filamente de doblie helice

1lamado actina F ¢ actlina fibrosa )

BAE. Blend  agar  baze, bace de  agar sangre, medio  de

conservacion para cultivo basteriolsagleo.

AD. Adherencta difusa. mecanismo de patogenlicidad de I
call anteropatdgena Clase I caracterizade  por la
distribucion  homogenea de los organismms sobre la

superflecie celular.

AL Adherencia locallzada, necantasmo de patogenicidad de £
coll enteropatodgena  Clase I, caracterizada por la
fornacisn de microcolonias en areas cilrcunscritas a
la ceélula,

AN. Adherencia negativa, mecanicmo de patogenicidad de E.
cali enteropatdgena Clase I, caracterizada no salae por
la adherencia a las eé&lulas sine tambilen al plicticea o
al vidrio.

Celula M. Celula integrante de la estructurs celular normal del
intesting delgado la cual. participa activamente en el

procesa de fagocitosis.

CFA. Factlor fimbrial de adher«ncia < caloni zacd én,
mecani smo de paltageni el dad e £, coll

enterotaxigenica,



Clase II.

Clatrina.

DNAza.

EHEC.

EIEC.

EPEC.

ETEC.

gal U.

Subcategoria de Escherichia colt enteropatdgens
CEFEC) que presenta con frecuencia el factor de
adherencia EPEC.

Subcategqria de Eschericia coli enteropatdgens CEPEC)

que rara vez presenta el factor de adherencia EPEC.

Proteina de 180 KDa. constituyente de 1la membrana

celular relacionada coh el préceso de endocitosis.

Gene plasmidico que codifica informacidn Ppara” una
prueba pozitiva de captacidn de rojo congo, =notipo

asociado con virulencia,

Desoxirribonuecleass, enzima hidrolitica producida por

bacterias, principalmente 5. marcescerns y & aurseus,

Escherichia coli entertonigénica, categoria propuestsa
por Levine, responsable del sindrome urémi o

hemolitico y ¢calitis hemorragica.

Escherichia colt enterovinvaciva, categoria propuecztsa

por Levine, consideradsa como cauza de disenterla.

E£scherichia calil enteropatégena, categoria prapuesth
por Levine., reconocida como agente caussl de diarrsa
infantil.

Escherichia colt enterotoxigénica, categorin
propuesta por Levine, causante de la diarrea del
viajero y diarrea infantil «@n pailces menos

de=arrollados.

Regian cromosomal localizada a @7 minutos en e} mapE
de restriccidn de S Slesert 28 que codifica

informacion para la sintesis de galactosa.



M, Antigeno flagelar, Ez un componente antigénico que ce
encuentra localizada solamente =n loz flagelos de
las bacterias que poseen esta estructura ¢ flagelo 2

Y @S de naturaleza protéica,

igr”. Gene planmidica que codifica informacidn para la
inhibicidm del crecimienta del plasmido, fenotipo
ancel ada con virulencia.

inve. Gene plasmidico que codifica informacidn para un
ensaiyd de invasividad positive, Tenotipo aseciado con
virulencia.

ipa A, Gane plasmidico aseciado con virulenclsa, no necezaria

para la prueba de Sereny ni para invasidédn en tejida

celular, funcidn efectora aun desconocida.

ipa B, C Antigenas del plasmido de invasion asociados con
y D. adherenczia e invazividad en la patogénesis de 1la
disenleria.

Ipa B, € Polipeptidas codificados por loz genes 1ps B, C y D
¥ D, respecti vamente, rel acionados con &) Proceso de

entrada de la bacteria a la mucasa intestinal.

ipa H. Gene plammidico asotlado con virulencia, funcidn

efectara aun desconacida.

K. Antigeno capsular lacalizado en la parie mas externa
de las eslructuras bacterlanas forinado comunmente de
pelisacaridos involucrado en procesos de virulencia
es utilizade coma un linaje e clasificacién
seraldgica,



Kb. Kilobases, 1000 pares de bases puricas y pirimidicas,

¥ecp A, Locus cromosdmica asociado can la produccidn  de

queratocanjuntivitis en cobayos.

KDa. 1000 Da. Dalton: Unidad de mama. Masa de un dtome  de
Hidrégeno = 1.68 X 10 g,

LPS, Lipapolisacarido, envoliura complejs de arganiswas
Gram (-2 que consiste principalmente del lipida Ay
un centro compueztic de glasidos, adenh=  grupos
distales de polisacaridos < Anligenc O, los cualen
son varlables en su composicién y paor ende en =u
especificidad serolégica.

LT. Toxina termolabll producids principalmente por V.
chaolerase y ETEC, estimula 1a producacidn de AMP
cliclico en el epitelio intestinal econ la consecuente
secresidon de sodio y pérdida de agua y clorurao.

mal A. Regidn cromosomal localizada a 27 minulos en <l mapa
de restricciédn de 5. flexneri 2a <que codifica
informacidn para la sitesis de maltiosa.

. Microlitres, unidad de volumen equivaslente a 10™mi.
Q. Antigeno que e presents cobre la superficie de 1a
bacteria foermando parte de =u pared celular-. Su com=

pocicidn es de lipoproteinac..

ompR-envZ. Locus cromosonal asaciado con virulencia,
disminuyendo la capacidad de invadir cultivo celular
vy produciends prueba de Sereny nhegativa,



pur E.

PWE 00

Lrp.

Proteina de 18 KDa codificada por el gene kcp A,
regula positivamente la expresidan de los genes ipa.

FProteina de 30 KDa codificada por el gene vir F,

regula positivamente la espresidn de los genes ipa.

Frotetna de membrans externa de 120 FKDha codificada
por el gene vir G, relaclionada con €l procezd dé

dispersidn intra ¢ intercelular de la bacteria.

Fregidn cromusdmica de K. calt K-1g& localizada
Lambien a 12 minutos en el naps de restriccidan de

5. flexrnery 2a.

Placmido de wvirulencia de 5. S lexrwert Lipo 121
relacionado con la capacidad de invadir células Helsa,
que acociado con 4lgunos genes cromoSomalec expresman
un Tenolipa completo de EIEC.

Solucidn calina fisioldgica, solucidn e HaCl
Celorure de sodiod al ©.85 %,

Toxina estable al calar producida por V. cloleras y
ETEC, estimula la guanilato clclasa aumentando las
niveles de GMP clelico, cuprimiends la captaciédn de
liquidaoz en células eplteliales del intestino ¥y

provocando clerto grado de secrecidn de claruro,

Regidn cromosomal localizada a 27 minutos en el mapa
de rectiriccldn de 5. flexnert que cadifica

informacidn para la sintesis de triptdfano.

Tripticascin soya agsr, agar Oy tripticaselina,
medio de enridquecimiento para cultive bacteriolbgleo.



UFC ml .

Vinculina.

vir-F.

vir G.

vir R.

Tripticasein soya broth, c¢lado sayz tripLicaseina

medio de enriquecimiento para cultivo baclerioldgico.

Unidad farmadora de coleonia en un ml., unidad de

concentracidn en suspenciones baclrerianacs.

Froteina que forma parte del citoesquelelo, asociadsa
con la introducclén de 1la bacteria a 1s celula

distribuyendose alrededor de la miema.

Gene plasmidico de 40 Kb que actGa como regulador
positive en €l procesa dée entrada de 1a baetlerisa o la
célula epitelial.

Gene plasmidico relacionado con la diseminacidn
intracelular del microorganisms dentra del epil=lio

de la cédrnea en la prueba de Sereny.

Gene localizada & &7 minutes en el cromasoma de
Shigella, actua como un represor-r de los genes del
plasmido der invazidn b4 L2 dependi ent e de la
temperatura.
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RESUMHEN

Escherichie ¢olt bacteria enteroitnvasiva. se caracteriza por
pre;_tent.n' mecanismos de patogenicidad muy similares a Shigellc, la
relacton entre estas no es solo en cuanto a
comportamniente Rlioquimice, sine que comparten ‘:ar.\cg.erl.sticas
antigénicas y gehaticas, La Invasion de células intestinales ez el
factor predont nante de virulenmcia responsable del cuacro

. disentértco, caracterizado por la presencia de moco y sangre en
heces, comy consecudencia de la destruccton de tejido integtinal,
oeastonandsd Un procesoe Intlamaterio que lleva a la formaction de

abscegos y wlceras en la mucosa colonteca humana.

Esta capacidad {nvasiva se hzo evidente por medie de la
prueba de Sereny y ensayo de penetraelon en celulas HEp-2, en las
que no se obtuvo una cerrelacton caracteristica de las cepas
estudladas, ast como 2n el esquema de biotipificacisn donde se
observaron biotipos de cepas de E. coli invasiva diferentes a las
cepas gque no lo son. La capacidad de captar el colorante rojo
congo Yy el patron encimatico realizado no fueron determinactones
caracteristicas para cepas EIEC, por. lo que no fus posible
considerarlas como factores de un pertil de virulencia. Por ende
se considera necesario realizar dichas pruebas eon cepas de
primcaislamniento Yy ensayos de biologia molecutar para 1a
ldentiticacion potencial de la capactdad invasiva de las cepas en
estudio.



I.-.INTRODUCCION
I.1.- ANTECEDENTES
Escherichia colt ez una bacteria comin camo componente de
la flora fecal en humancs,descrito par primera vez =n 1886 por
Paul Escherich, ez un organigmo aerohio y snaerchio facultativeo.
A pecar de , que se socpechsaba, no Se tenian
evidencias contundentes que pudieran afirmar que podia cer el
agente ei.x aldgico de enfermedades diarréicas. Estudi oz
epidemioldgicos realizados en la décadn de 1oz 40'=, demoztraron
que cepas de E. coli eran responsables de diarrea endemica en
nifios ¢ 32 ).
La diafrea infeccioza es una enfermedad infantil muy comun en
paises subdezarrollados. Estudios anteriores han mostrado gue en
centros urbanes loz ratavirus y Salmovella sp. 2@ @ncushiran entre
los agentes causales mas importantes, mientras oque en  aAreass
rurales especial mente donde los serviclos publicaos san
deficlentes, Eschericiia, Shigella sp.y Campylabacter sp., jJusgan
un papel muy 1importante. Sin  embargo, la etiologia nao ha sido
dilucidada en el total de loz casos ¢ 4 ).
N En los dltimos afios se ha avanzado en el conocimienta de las
cepas de E. colt que pueden caucar diarrea. Levine y cols en 1987
¢ 287 5> propusieron una clasificaclidn de cepas diarreagénicas dque
empléean uno o varios mecaniemos de patogenicidad, con la que la
mayoria de los investigadores estan de acuerdo ¢ TABLA No.1 ). Ze
reconocen 4 categorias de la eliopatogenia de cepas de E. coly en
enfermedades diarréicas siendoa ectas Escherichia caly
enteroinvaziva ¢ EIEC ). enterapatégena ¢ EPEC ), enterotaxdgénica
¢ ETEC D> y enlerchemorriglea € EHEC D). Estas c¢ategorias estan
basadas en las difTerenciaz en  virulencia, interaccidn con la
mucosa intestinal, presentacidn de cuadros clinicos, Llntersccion
epldemicldgica ¥ seralipoaz O : H.

Las cepas de E. coll enterolnvasivas se c<carsclerizan paor
presentar mecanismos de patogenleldad muy similares a Shigella,
entre estos dectacan : la capacidad de invadir células epitelial ec

la cual se ha hecho evidente empleando modelos in wive & tn witro.



TARA N21

CARACTERISTICAS RELEVANTES DE LOS GRUPOS DE CEPAS DE Escherlchla coll QUE CAUSAN DIARREA

Catgaria de EColl Clasas  SindromesClinices

EIEC Fiabre, dolores abdominates
Enteroinvasiva diarea acuosa seguida
de heces escasas, sangre
¥ moco.
Clasa |
Fracuents  Diarroa infantil ageda
Presencia  y ardnica
de factorde  Fiabre y vémito.
adherencia
(EAF)
EPEC
Enteropatégena  Clase Il
Rara vez Diarrea infanti! ocasionalmenta.
prasanta
factor de
adharencia
(EAF)
ETEC
Enteratoxigénica Diarrea muy acvosa con
gran pérdida de electrolitos.
EHEC
Diarrea calits

hemomagica, sindrome urémica
hemalltica,

o8

Q

Sindomes

Alecta usuzlmente adultos,
alguncs. brotes por alimentos
en necnatos.

Brotes de diarea en guardarias,
casas osporadicos y opidémicos
da diamea infantl! en
comunicades, rara en adultos

Brotes de damea

Diarrea infantl en palses
mencs desarrollados,
diarmea dal vigjero en adulos.

Brotes por afimentos &n
neonatos y en aduftos también.

Invasidn y mulvplicacién
on céiulas epitelales.

Adhorancia locakzada {AL)

Adherancia ditusa {AD)
Adherancia negativa {AN)

Adherancia por CFA
y prockiccién de enterotoxinas
LTy0 ST.

Adherencia (?)
Produccion da citolxina (s)

. Adaptado de Levine ( 27 ),

028ac, 0290112, 0115
0135, 0124, 0136, 0143
0144, 0152, 164, 0167

026, 058, 086, 0111, 0119
0125, 0127, 0128 ab, 0142

018, 044, 0112, 0114
0158

081, 08, 011, 015, 020

025, 027, 083, 076, 085
0114, 0115, 0126, 0128 ac
0148, 0149, 0159, 0165, 0167

026, 0111, 0157



1.2.~ Faotorezo de virulencia

La destruccien de tejido ocasionado por Shigelle y por  cepas
EIEC produce un proceso inflamatorio que lleva a la formacidn de
abscesos y ulceras en la mucosa colonica humana;estos procesos
destructives dan lugar al cuadro clinice caracterizado por la
presencia de noco y sangre en heces diarretcas. La relacion entre
E. coll invasiva y Shigella no es solo en cuanto a comportamiento
bioquimico, sino que incluso comparten caracteristicas antigenteas
y genaticas € 43 ).

Las citotoxinas y las enterotoxinas con dot factores de
virulenela zaczotlados a 1la precentacién del sindroame clinled
causzado por ' EIEC ¢ 15 3. La =shigelosic y la infeccidn causada por
EIEC puede dar diarrea acompafiada de fisbre slevada, maleztar
dolor abdaminal y disenteria caracterizada por tenazmo con
ezcasas heces conteniendo moco y scangre ¢ 36 D, La invazidn de=
células intestinales es el factor predominante de virulencia
responsable del sindrome disentérico, por analogia con Shigella
sp. e asocia a la produccidn de citotoxinas que pueden influir en
gran parte en la severidad de los eintomas disentérjicos.

La diarrea acuosa precede & la disentertia en las
infecciones por EIEC y =e observa en casos individusles ¥y en
brotes esporadicos debidos a EIEC. A menudo se obzerva iarrea
acuocsa =in disenleria, ecta obtervacidon clinica sugiere qus EIEC
produce unia enterotoxina la cual es responsable de la diarrea
acuosa ¢ 15 O,

Existen factores de wviruvlencia dentro del procesao  de
invasién como saon antigenas somatiecos de supserficie que
facilitan la adherencia de la bacteria al tejldo epitelial, con la
consecuente colenizacion y penetracion del mieroorganiemo 2 la
célul a huésped. La internalizacidn y mulliplicaclian del patdgena,
con  liberacidn del mismoe dentro del fagosomh da lugar a sy
dispersidn e invasidn en células vecinas coan destruccidn del
tejicdo intestinal ¢ 43 D>. FIGURA 1.
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FIGURA 1. La invasidn del epitelio intestinal {Inicia con la adherencia
especifica de la bacteria a las mierovellosidades de la muco—
sa ( a ), posteriormente, afecta el borde en cepillo formin —
dose una vesicula con la membrana celular ( b ) terminando -
con permitir la entrada de la bacteria estalbleciéndose en 8u
interior { ¢ ), para muiltiplicarse e invadir células adyacen—

tes ( d ), destruyendo la célula hosped do ab -

en la mucosa intestinal. ( 45 J

4



La capacidad de invadic células epiteliales es importante en
la patogénesis de la diarrea aguda causada por Shigella sp.y EIEC.
Esta propiedad se investiga con la prueba de Sereny que se
realiza en el ojo de un co!ﬁayo la cual sefala la capacidad de
causar una queratocenjuntivitis ulcerativa después de administrar
un inseulo bacterians’ de 10° UFC/ml .

Las cepas EIEC y las especles de Shigella dan postitiva
la prueba de Sereny. por lo que se han realizado estudios para
detectar los genes y los productos involucradoes en este
fenotips ¢ 10 ). Sansonetti y cols. en 18883, ¢ 44 D demostraron
que ﬁepas . virulentas de $. flexnert! perdian su capacldad para
producir queratoconjuntivitis en cobayo, cuando el locus pur E de
E. coli .k-12 era reenplazada en la region homdSloga presente en el
cromosoma de Shigella, esto se atribuyd a que el locus kep A que
esta fntimamente unido a esta regidn no estaba presente on E. c¢oll
¢ 43 D>. Otro segmento del cronosomna de Shigella ligado a los lecus
arg-mtl se necesita para la produceidn de liquide en el modelo de
asa ligada y para producir una reaccidén positiva en la prueba de
Sereny. Se obtuve un hibrido virulente de E. colfi k=12 utilizando
las reglieones cromosémicas asociadas a la virulencla de Shigella;
sin embargo, los hibridos que fueron obtenidos no dieron una
reacciédn positiva a esta prueba, aunque si fueron capaces de
penetrar la mucosa intestinal, pero su capacidad de multiplicacidn
fue limitadas € 44 ). Estos recultados llevaron a los
investigadores a la conclusion de que se npecesitaba un factor
ajenoc al cromosoma bacteriane que deberfa estar presente y
participar en la produccidén de la enfermedad € 19 D.

El lipopolisaecirido ¢ LPS ) o antigenoc somitico Jjuega un
papel  eritico en la patogédnesis. esto puede ser inferido a partir
de las cepas rugosas y avirulentas de Shigella en nodelos animales
tales como prusba de Serany. Las capas rugesas de £, flaxnert
retienan la capacidad de penetrar cultives celulares Y
multiplicarse dentro de elleos. Sin embargo, estas mnicmas cepas
rugosas no son capaces de dispersarse en a las células hospederas

contiguas, o formar placas en monocapas de tejldo celular. La




ul Lo abservacién suglere que las caracleristicas ficicas
fmpartidas por el LPS pueden afeclar la interaccion de Shigella
can el citoesquelato de 1a célula huésped € 16, 20, 32 2.

El resultade de una infeccidn por Shigella o cepas EIEC es
una disenterla bacllar, que se caracteriza por la degeneracidn del
epiteliqg intestinal acompafiado de colitis inflamatoria aguda en la
lamina propla con dezcamacion y ulceracidn de la mucosa causando

Cpérdida de sangre y maco en el lumen intestinal € 17 D,

El proacesa  invasive invelucra faclores complejos como
adherecia y colanizacién del epitelio. penetracidon a la célula
huécped, multiplicacidn intracelular, dispersidan a célul s
adyacentes del tejldo conectivo intestinal ¥y destruccidn del mismo
FIGURA 1. C 4,32 ).

1.3. - Meeanisma de Penetracién de EIEC
La penetracidén de células epiteliales e partle del

mecanisma de patogenlicidad de bacleriac entéricas invasivas

incluyendo cepas de Shigella, Salmonellae. Escherichia colt y
Yersinia, Las bacterias invasivas son capaces de  produclir
anfermadades muy parecidas a la disentaeria o 1la diarrea
Anflamatoria, acompafiada de laucocitos con moco ¥y sangre € 41 D,
El procesco de patogenicidad en la invasividad incluye la
penetracidén a las células., para ecludiarlo se utilizan sistemas de
cultivos celulares, particularmente linens celularez humanas <como
Hels y HEp-2°C 83 3. MNandasx y col. en 1981 < 37 ) ulilizando
cepas EIEC aisladas de muestras diarréicas, demostraron que estac
c&pas “ran capaces de adherirse s la cuperficie de células Hela y
HEp-2; esto posibilite la utildizacidn del cultivo de células para
la estandarizaciédn de una prueba de penetracién € 37,43 5. Otra
propiedad que deben compartir las cepas invasivas durante el
proceso de penetracidn, e el evilar su destruccidn al liberarse
de lus vacuola en la que fueron incluildas por la celula M. Después
deben ser capaces de multiplicarse intracelularmente., y por dltimo
c& liberan por remplmiente de la eélula hospeders para penetrar

células canliguas &n la etapa final del proceso € 24 ).



Inman ¥y col eon 16986 obtuvieron una cepa EPEC que por
recomblhacion expresa los antigenos somaticos 3 y 4 de Shigella,
loz cuales participan en la adherencia especifica inicial de estas
bacterias a las células M. Estas ultimas representan una ventana
del sistema fnmune en el intestino humano, se encuentra situado en
rorma  intercalada cn;\ las celulas epliteliales y su borde en
ceplllo es bastante irregular. Estas células presentan actividad
fagecitica, por medio de vacuolas que transportan el material
fagocitado hacia las placas de Peyer, ahf un grupo de celulas del
cistema {nmune se encarga del reconocinmniento y del procesamiento
del an'zigeno para la fnduceclén de la respussta fnmune € 24 ).

I.4. ~Genstica de EXEC

Se ha sugeride que mubantes kep A permanecen locallzadas en
el ciloplasma de la célula hospedera porque ellasz no pueden
escapar de las vacuolas endociticas € 20 3. Existen dos niveles de
regulacién de la expresidn del fenotipo del proceso de entrada. El
gene vir F ect4 en el placsmido de virulencia y actta en  posictan
trans como un inductor positivo del feneotipa invasiva ¢ 20 D,

El gene vir R s=e encuentra en el cromosoma y actla en
paosicidn trans como un represor del proceso de penetracidn ¢ 20 3.
El gene vir F de 40 Kb involucrado en el proceso de entradsa,
codifica una proteina de 30 KDa que regula positivaments 1la
exprasidn de genes ipa a un nivel transeripeional. Esta proteina
también regula positivamente la expresidn de una proteina de
membrana externa de 120 KDa codificada por los genes del plasnido
de virulencia, un procecso gque parece sSer hecesario para la
dispersidn intra e intercelular de la bacteria. Sin embarge e
desconoce cuales zon los factores involucrados &n la activacldn de
la expresidn o funeidn del producto vir F ¢ 45,47 3. El gene vir R
esth localizado entre trp ¥ gal U a 27 minutos en el cromosoms de
Shigella. Egte geng actia como un represor de log genes del
plasmide de invasidn en una forma dependiente de la temperatura,
cuando la bacteria crece a 30 ¢ no es invasliva y no codifica



la sintesis de polipeptidos Ipa o algun otro polipeptido
codificade por el plasmido; asi mismo cuande la bacteria se crece
a 37+ C es fuertemente fnvasiva y se sintetizan polipeptideos de
73, B2, 43, y 38 KDa. Aun no es claro si el gene vir R pudiera ser

un ' represor especifice para la expresion de la virulencia
conferido por el plasmido o por un factor que afecta la
transeripcion de  todeos los genes en el plasmido.

TABLAS & y 3 C 20 J,

Mierografiag electrénicas de célulac infecladas con mutantes
del gene vir G (lcz A) de £ flexnesri indican que estos organismos
pueden escapar de la vacuala endocitica. Loz hibridos con por
lo general incapaces de dispersarse entre las células y de formar
placas en una monocaps de Lejido celular, pero las variantes de E.
colt k-12 que expreszan la protelina de 120 KDa, como producta del
gene wvir 6 se pueden obtener aunque con baja frecuencii. El
fenoLipo para la formacién de placas ¥ la expresién del gene vir 6
estan enlazadas al locus pur E en esoz hibridos £, celi-S flexnert
€30.389 ).Lox genes cercancs a pur E Ckep A y mal A ¢ omp R=envZ )
parecen ser necesarios pars la regulacidn positiva de los
determinantes codificados en el plasmide de virulencia, La
insercidn de transposones vir B, permite la expresidon constitutiva
del fenotipo invasivoe a 30° C y a 37° C, este “locus “ no es
necesuriamente un gense de virulencia pero participas en la
regul acién de ésta ¢ 20,34 3.

El gene vir F fue identificado por una eliminacidn ecpantinen
del fragmento Sal I que resulld en pérdida simultanea de 4
fenotipoz : Crb + Cecaptacién de rojo Congad., Inv + C(invasian
de cultivo celulard, Ser + (pruebas de Serenyd y Igr + Cinhibicien
de crecimientod ¢ 45 3. El gene vir F actliva directamente la
Lranscripeidn del gens vir G e indirectamente activa loc genes ipa
ABCD. FIGURA 2 ¢ 20,45 D,



TABLA ND 2 GENES CROMOSOMALES ASOCIADDS CON VIRULEMCIA
EhN Shigella flexnesri.

Locus ENLACE MUTANTES DEL FENOTIFPO FUNCIONES EFECIORA v DE
DE VIRULENClA. - REGULACION.
Kcp A pur E Sereny negativo con Kegulacion pos:itiva del
. dispersion intra e gene vir 153 {ics A en

inter celular lim:tado el placauito.
en monocapa celular. a

vir R gal U 1Invasiva en culb%ivo de Replesion del plasmida
tejido cuando crece a de invasion en el loca
* 30 C 1pa ABLD en respuesia

a temperatura.

iuc ABCD~ tna A Decremento en la pruebe Sintesis de aerobwtina
iut- A de Sereny y proteina recept ra de
7a-KDa de aerobac :1nha

Adaptado de Hale y tol (203)



TABLA Ma.

2 GENE*» PLASHIDICOS ASOCIARDS COH LA YIRULENCIA

DE Shaigella flexnera.

GENE REGULACTON FUUNC [ON EFECTORA O REGULADORA.

vir F i R Kegulacion positiva de vir R
fr1ov £, 1pa R) y 'vier 6 tics A)

ipa D vir BGinvE, 1paR) Fuede med:ar adherencia de
Shigella a la membrana de
celuls huesped.

I'pa A var BlinvE, iparR} Relacionado con invasion y
prueba de Sareny, al parecer
no necesario,

vir G kepA y vir F fisoclado con digpersion intra
e Intercelular.

tpa H desconocida Desconocido.

crty uesconos 1y

Captecion de roje congo

Adaptade de Hale y

col (20)
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FICURA 3. Niveleo de regulacidn en loo genes de invasidn

presentes en S. flexneri . ( 45 )
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La regién clonada ipa BCD fué usada como una sonda de DNA
especifica para identificar organi smos 1nvasivas, Estas
observaciones sugieren que el "locus ipa™ se conLerva &@n
plasmidos en Shigelle. La expresidin de ipa B C vy D esta
asoclada <on la adherencia e invasividad en la patogenscls
de la disenteria. La proteina Ipa H CEO KDa) es slmllar"en tamalfio
a la proveina Ipa B (62 KDad pero diferente a nivel i1nmunoldgico.
En camtrasts en el loct “ipa B € D A", el gqgeneg ipa H estan repetido
Y la expresian del antigeno ipa H no parece estar regqulado por
la temperatura € 22,31 O

La proteia Vir 6 produce una sacumulacion polar de  actins F
(filamentos de aclinad) alrededor de la célula en el cltopl asms de
cé&lulae Hela infectadas. Esta actinan F algunas veces tLiene 1la
apariencia de una molecula alargada y sus filamentos a menudo se
encuentran ascociades con la bacteria praduciendo proyecciones que
csobrezulen de la membir-ana placmiatica de la célula
hospedera ¢ 20 ). Estas deformaciones representan el primer paso
eén la dispersidn intercelular de la bacteria € 32,45 ) Shigelleae
penetra a la célula huécped aparentemente sin que participe ningan
componenhte celular de seleccidn 1o que suglere que este Proceaso e
lleva a cabo a través de Un  mecandome muy similar al de la
fagocitozte ¢ 6 ).

El proceco de fagocitosis ha sido estudiade usande células
fagociticas profesionales camo maor&f agos b4 leucoei Loz
polimorfonucleares. Durante el pazo ilnieclal de la fagoecitosis los
organismas e unen a la superficie de lax membrana placsmatica &
Ltraves de un mecaniemng  denominado Clerre (<3 “zipper"™. La
pollmeh\za_cxbr: de actina gqueda localizada por debajo de 1la
membr-ans en &l citoplasma que queda én contacto con la partieula,
la <ual al ser ingerida produce unas malla densa de filamentos de
actina que aparecen en esta region praduciendo acumulacidn  de
proteinas de enlace Lipoe actina yYrso miosina € 24,49 3. La
endocitosis estid mediada por un receplor, cuyo mecanhismo entre
cé&lulas eucaridlicas permite la intlernalizacion de las

macromolécul as  y particulas  pequefias talez como los virus, Este



camino requiere una membrana plasmatica especializeds denominads
* coated pits , que pasteriormente Son transformados en vesiculas
cubiertas con clatrina. La clatrina es una proteina de 180 KDa
que canstituye el companente principal de la membrana celular. La
cltocalasina B es un inhibidor potente de la fagocitosis y bloques
la penetraclion de Shigella en la celula, suglriendo que lo
micraofilamentos de actina estan involucrados en €l mecanismo de
invasividad ¢ 6 >,

La polimerizacién de actina se produce salamente durante el
proceso de entrada y la bacteria intracelular no et capaz de
alterar el sistema de microfilamentos dentro de la cé€lula durante
la experimentacién Esta polimerizacidn esta asociada con la
acumulacidn de miosina., la cual selo == requerida para el procecso
fagocitico, por lo que ce dice qus en este moadelo de la entrada de
Shigella » la célula Hela =e hace por f‘aéccitosls Y no a Lravés de
endocitosis medlada por un receptor ¢ 6,20 3.

Hiller y cols ¢ 283 ) reportaron que la interaceidn de virus
con las proteinas del <cltoesqueleta de la eélula huéeped sota
relacionada con laz microvellasidades o proyeccliahes formadas en
la <¢élula infectada. La proteina 1l amada "vineulina™ esta
presente en el citoesqueleto celular, ha s1do abservads una
reorganizacidn después de la infeceldn de lineas ecelulares con
virue preoducteres de Sarcoma de FRous. La Vinculina es  una
proteina que se encuentra localizada =n la parte central de lacs
placas de adherencia en las areas en donde lac célulacs e adhieren
8 la cuperficie de 1la batella de cultiva, producen un efects de
anclado de los. fillamentos de &actina unidos a  la  membrana
plasmabtica Yy el producta @S  un un componenie quée pertenece al
compléejo fibronectina—actina ¢ 25 2.
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I.5.~- Serologia y Blotipns de EIEC

Existen pruebas in vitro para tacilitar la caracterizacion de

cepas EIEC come Lla serotipificacten 0" eomatica, la simtlitud en
la captacidn de flerroe regquecids para el crecimtento Lntracelular
et ante la prueba de rojo Congo v la produccidn de exsenzimas
hidveoliticas producidas por la Dacteria son neces;rx‘;s para la
liberacion de la vacyola fagoeltica ¢ 43 D,

La serolegla dentro de las prugsbas in vetre probablenente
es la rforma mds atil de subdivision de £ colil, se basa en las
proplredades de las diterentes estructuras de la superfleie. las
cuales en términos  22rologicos S expresan comd  antigens O
Casomiticod, K Cecapsulard y F flagelard ¢ 27 3. Sin embargo el
estudio serologieo comnpleto de £ colr ne esta disponible para la
mayeria de los laboratorieos, por lo que es util disponer de un
esquena de tipificacion para la diferenciacion de estas cepas.
La capacidad de E. colt de causar infecciones lntestinales es una
caracteristica asoceiada mas bien con blotipos que con
serotipos ¢ 26 )

Toledos Yy eol. en 1943 C 48 I praoponéen quUe Ccéphs con el
blotipo no mévil y licina descarboxilasa negalivo, zon invasivas
en la prueba de Zereny y con el biotipo lisina deccarboxdlaca
positive son Sereny negativo,

Otras pruebas como la fermentacidn de la lactosa,
1a utilizacidan de acelialo b mucato <:Ome fuente de
carbono con concideradas tipicas pars E. colil invasiva. Silva vy
cols € 198(; 2 demastraroh  que 1a producei érn de licina

descarboxilasa  ©ra la mas importante en EIEC ¢ 48 O

1.6. - Captacion del colorante rojo congo

La <capacidad de unian al colorante raolo Congo e un marcador
fTenotipico facilmente identificable azociado & 1a virulecla de
Shigella, en esle csiclema oo prodice la Sintecic y Lecrecidn de
conpueslos de biajo pesa molecul ar-  que  caplan flerrs 11 amados
sideréforos, ademiz de producirne proteinst de menbrana exlerns

¢ PME 5. algunas de ellas actUan cono receplor az del compleilo



sideréforo-hierro. Llas cepas que captan dicho colorante a partir
del medic de agar, se considera que son virulentas y deben de
poseer el gene crb+ mientras que la mutante que es incapaz de
caplar hierro no posee eca coloracién y se <«alifica  como
avirulenia CCrb-3. La_ conversidn de un organismo virulento a uno
avirulenite esta acompafiade por la pérdida o eliminacion de un
plasmido de 220 Kb ¢ €.32 3. Esta capacidad esta regulada por la
Ltemperatura y se asocia a loe sislemus de captacidn de fierra de
alta afinidad cuando crecen en ambientes donde la concentracion de
hierro ez deficiente tante in vivo como tn vitro o durante la
infecaidn € 33, 40, 48 D,

Reclentemente ha sido i1dentificada uha proteina de 101 KDa
comd un componente de membrana extérna que &= capaz de unir Al
grupo heme y dque a su vez Lambien €& una proléina que 2é une al
rojo congs. Aungueée los fenctipoe Inv+ y Crb+ Son oXprecadaz
independientemente. estan  relacionados z=inérgicamente b =on
capacesz de inerementar la invacividad &8 e£lulaz Helan cuando la
bacteria recibe un tratamienteo previo con rojo congo o heminas
¢ 9.50 3.

E. coll pocee 2 sistenas potenclialez para adguirir hierro que
facilitan la <upervivencia de esle organismo en las tejidos
humanas can cantidad limitads de este elemento; estos incluyen la
produccion de hemolisinas., las cuales destruyen la membrana de log
eritrocitos Y Pr-oveen una fuente de hierro &n forma des
hemoglobina; y el otra sistema es la generaclidn de quelatoz
C(sideraforos) los que solubllizan y secuestran €l idédn Fe® para
que pueda ser usada en el crezcimlienta hacteriano, E=studiaz
recientes sugieren que el siderdforo hidraxamato de serabactinag es
el sistema mas importanbe de asimilacidn o caplacidn de ha=rro
par E. coti € 8 O

is



I.7.~ Enzimas Hidroliticas

La producclian de enzimaz caomo parte <del mecanloms e daf
wmpl sicdo par lan bacterlas e un factar de virulencia ymportante
deeerita =n diferentes micreorganizmos € 4,18,54). EIEC praduce
whzimas hidroliticas como lipasa. lecitinaza y gelatinasa <n gran
cantidatl €n comphr Aacldn Gan 1ats «ephe' nda Lnvaslvas™, &cte DRLtlron
de enzimas hidroliticaz = Ulil para ecpecul i mas en @l mecanismo
e invaniwvidacd 1nvolucrade por =nzimas  y PME Cporinas) ¢ 40 2
s ecree oue la lipata particlips en la degradacidn del fagosoma
oo e hace la facsfalifasn A «n Mickatisra la que permite & laz
bacterl1as ser invasivas ¥y liberarse del citoplasma celular ¢ 44 D
El plasmido relacionada con la actividad hemolitica par contacta
en Shigella (nvasiva es un probable candidato para el fenotipo
involueracda wr 1a 141 de2el fagotama £ 45 ). La muerte baclieriana
rapida involucra un decremento en la concentracian intracetular de
ATP  y un ingremento en  la caoncentracidan de plruvat.a Yy  Una
disminucidn en lia produccidon de lactato., Lazs bases molecul ares
relacionadas e¢on la inhitbilcidn de la reaplracidn y la fermentaciédn
en la celula hospedera no se conoce. Aun hio es claro cyales son
los genes responsables de ette efects o cuasl plasmido media la
liste de vacuolaz fagociticas que permte la difusién de productos
taiconn codificadas par &1 cramosoma dentre del citosal ¢ 45,48 3,

Se:  obzZerva de lo anteriormente descrito que lac cepac EIEC
presentan todavia varias «aaracteristicas que eclan relacionadas
con el process de  invasi vidad; =in enbarga, esto no se ha
establecids de manera conjunta & C&phe recupsradacs de muestrac

climcas,
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II.-0oBJETIVOS
IX.1.~- General

CarachlLerizar cepas de Escherichia colt enteroinvazivas

recuperadac de muesiras clinicas por pruebas tn wive & in vitro.

1l.28.~ Especiflcos .-

Determinar 1la ecapacidad invaciva de Fccherichia coli por las
pruehas de Sereny y de cullive <n eslulas HEp-2 de 34 eepas EIEC

proveni entes de niHos con ¥y sin diarresa.

Establecer =i los biolipos caracteristicos de cepas 1nvaslvas
son diferentes a aquelloc de cepas no invacivaz.

Determinar 1a prezencia de serotipos rel aci onadas con

invasividad.
Establécer la capacidad de capltar el colorante rojo Congo.

Investigar @l patrdn enzimitico Clipasa, lecitinasa,

gelatinasa, caselnaca y DNasad de las cepas en estudie,

17



TElL.-MATERI ALES ¥ METODOS
IIlI.1.- Material Bielwgico

I1T.1.1.~ Cepas

S estudizaron 18 cepis provenlantes  de heces  de nifice con
diarrea y 16 cepas aileladas de materla fecal de nifios =in diarrea
que fueron obtenidas en el Hocspital de Pediatlria del Centro Mécheo
Nacional rdel IMISS y que pertenecen al cepario del Laboratorio de
Bacleriologla Médica de la Escuela Haclonal de Clrencias Eloldglcas
del Instituto Politécnico Nacional ¢ ENCB-IFM 5.

Shigella flexneri proveniente de un caeo de cdiarres infantil
aitelada del Institutea HNesclonal de Diagnéstica vy Neferenci a
Eprdemiolagicas, Shirgella sormnel y Shigeltlta baydii; farman parte
del ceparia del Laboratoria de Bacteaeriologlia Médica, Departamento
de Microbiolagia ENCH,IPN. Todas ellas fueron conservadas en medio
nutritive de Gelosa Especial € & 3 &4 temperatura ambiente y en 1a
obscuridad ¥y empleadas en el proyecto CONACYT, POCHBRA-021504 ¥y
DEPI : a6a541.

II1.1.2.- Animales
37 cobayos machosn jovenes (1 mec de edad) de lsa linen Harley

pura.

1II.&.- Medios de cultivo

Loz medios de cultivo empleadas en el crecimienta de cepasn
EIEC para las diferentec prushas y encayos fuaran : caldo de coya
Lripticacseina CTSHD, agar Mueller-Hinton, sdgar soya tripticaseina
CTSAY, bate de agar sangre CBAR)Y, agar MeConkey, agar nutritive,
tods ellos de la marca Hioxan y gelatina de la marca ifco y
pPreparadas segin las recomendaciones del proaveedor.

La preparacidn de los medios de gelosa ezpecial. rolo congo,
aselnasa,. DHASa, lipasa, lecitinass Y ¢gelatinacs ce indican sn &l
apéndice.
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EY1.3.= Soluciones y Reactivos
Solucidn reguladera de fosfzlos CPBS) completes .01 M oH
7T.a.
Balucidn salina fisloldgica estéril (S3F), cloruro. de sodiao  al
O.8% % diluldo en agua destilada.
Solucidn salina farmalinizada, 0.06 ml de formalina en 100 ml de
=alucidn salita estéril.
Bolucién saturada de sulfato de cobre. .
Tripsina verseno 0.05 %, Tritdédn %-100, caceinasa ¥y DNasa de la
marca Sigma; Estreptonicina 100 mg~-ml, PFPenicilina 100 U-mi,
purpura ‘de bromocresol.rojo  Congo y verde de metilo de
Laboratorios Merak.

IIX.4.~- Equipo
Incubadora Napece modelo 322.
Bafo metabslice Lab-Line. Orbit,
Microcentrifuga Beckman E.
Micropipeta Gtlson 835400.
Microscoplo estereonscopics Cenco modelon 237.
Campana de flujo laminar Venco S. A, 01501.

Autoclave. Olla de presidén. Presto.

III.5.~- METODOLOGTI A

IIL.S5.1.- PRUEBA DE SERENY ¢ 10 )

III.5.1.1. ~Preparacisn de la suspension bacteriana

Se sienbran las cepas problema en 3 nml de caldo soya tripticaseina

CTSBY e incubar a 37¢ C en agltacion por 24 horas.

b
oo
<)
en
>
de

Se resiembran ©.1 ml de cada una de las cepas preblema en tubos
n 3 nl de TSHB, incubar a 37 C en aglitacion de & a 3 horaa.

Se centrifugan 1.5 ml de esta ultima suspension de & a 3 mlnutos
una nierocentrifuga Beckman E.

Se desecha e sobrenadante y se resuspende el pagquets con 76 ul

solucioan reguladora de fosfatos pH 7. 2.
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I13.S5.1.2. - Invculacion en ¢l modelo experimental

a) Be adminicstran &5 pl cde lax suspencsidon baclteriana en la canjuntiva
del cabayo (previamente identificadald en €l oja daroechs.

b)) e adminictran 25 pl ede solucidn calina fisisldalen ester-il en el
ajo izquierdo del mismo cobayo. )

) Se examinan diarjiamente el desarrolla de la infeccidn durante un
periado de 3 dias.

Para idepntificar la positividad de las cepas a esta prueba,
ce considers el crilterio propuscta por Sereny, €l <ual 1ndica  que
1a queratoconjuntivitis =& maniflests dentrea de 48 horas cuando ce
inaculs 5. felwnert ¥ en 72 horas cuando ce estuzlan cepne EIEC,
abservandase ©n ambos cato= enrajecimiento e inflamacién de la

zona parpebral y queratintzacion de la conjuntiva del cobayo.,

III.S5.2. = ENSAYO DE INVASIVIDAD C 11, Sz )

IIXI.5.2.1.~ Determinacidn del espectra  de

sensibilidad 2 kanamicina y amikacina de las cepas a ensayar

"Para este ensayo se utiliza agar Mugller-Hintan que por  sus
caracteristicas nutricionales y carencla de inhibidores, favorece
la accidn de los antimicrobianos a probar.

ad Preparacian del irndculo bacteriano

Se sliembran lat cepas a probar en tubos eon 3 ml de TSR & 37 ©
par 24 horas.

Se ajusta el indculo con S5F estéril & una denzidad aptica
aproxi madamente igual al tubo 0.5 del tubio Ha, L del Nefeldmetro
de MacFarland €150 x 10° UFC/ml).

1) Realizaciém del espectro

Se siembran masivamente las cajas de  agar  por triplicades e

colocd; el sencidisco de 40 pg  de cantibidtics &n la parte



central de la caja, ¥y e incubaron a 37+ C durante 24 haras.

Se uliliza la cepa de Escherichia colt 25292 como cantraol
positivo y sensidiscos de kanamicina y amikacina.

Se mide el diametro en mm del halo de inhibicién y e constderaron
como cepat Sencsibles, aquellas que reportaron halos mayores de 17
mm. para Amlbacina ¥ 18 mm. para Kanamicina ¢ 29 3.

IFTI.S.2.2,~ Preparacien de 1a micraplaca

a3 3Se seleccionan a2 hotellas de 1a marca  Falecen Ha
de catal ogo 15204 O de 25 em* que contenian 100 “
de confluencia de cdlulas HEp~2 para preparar una mltr‘-c:pl ach con
96 pazos de fondo plana a razén de 8 x 10* cel spozo.

b2 Se facllita el desprendimienta de las cé€lulas del vaidrio,
adicionando 2 ml de Lripsina-verseno al 0.09 % & cadh una de las
botellas. Se bafian las e¢lulas econ tripsina y deccartar el liqutdo.

ec) Se adiciona nuevamente 2 ml de tripsina-verseno ¥ se incubar
durante 10 minutos hasta que la monccapa cse& observe trasldecida. Se
dezcarta la mayor parte de la tripsina-verteng y =& bajan las

c€lulas con una varilla.

d) Se resuspende v dispersa con 4 ml de M=-199 Cmedio de
mantenimientod con Penleilina (100 Ursml) =~ Estreptamniclna €100
mg-mld (PESD. Se toma lectura en clmara de Newbauer leyends los 5
cuadros centrales C(factor 10° cels/mld y se ajusta la concentracidn

hasts obtener 4 x 10% celssml.

©) DTe adicionan 200 pl de medio de mantenimiento a cada uno de los
pozos de la microplaca. Se incuba & 37+ C con 5 % de CO2 de 18 a &4

horas.



IIT1.5. 2. 3. - Preparacion del ingdculo bacteriano

a) Se crecen las cepas €l dia anterior al ensayo. Se silembran las
cepas problema en Lubos can 3 ml de TSB y Se incuban s 97« C en
agitacion por 18 horas.

L) Se reciembra O.1 ml de cada una de las suspensiones en tubaos

can 3 mt de TSB y =e lncuban a 37+ € con agitacion de 2 z 3 hor as.

<« Se centrifugan 1.5 ml de todos los crecimnientos en

mteracentrifugs (Heckman E.D durante 3 minutos.

d) Se resuspende con S0 pl de PBE y e toman 20-30 pl para diluirlos
en tuboz calibrados (en ecspecltrofoldmelrol que contienhen 3 ml de PBS.

e) Se toman lecturas en ESpéctronice 20 y ajustar a una D.O. = 0,02

Abs /- 0.02 a una A = 540 nm; eclo repretenta aproxdmadamente 10
bact ml .

III.5.2.4.= Ensayo de penetracidn en células HEp=2

ad La misma microplaca se lava con PBS pH 7.2 Cun soloe lavaded,
con una Pipeta graduada'se llenan lo= pozos ¥y se desecha el
sobrenadante utilizando papel abzorbente.

L) S adiclonan 180 pl de M-199 (resco sin antibiética,

¢) Se observa 1la confluencia de las c&lulas en A0 pozos C(por
separadold,

dl Be inoculan 20 pl de la suspensién bacteriana en el poza
correspondiente » la distribucidn de las cepas en la microplaca,

previamente reasllzada.

o
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e) Se centrifuga 1l microplaca a 2500 rpm por 10 min  asegurando
la tapa de la mismz con cints adhesiva « incubar a8 37« C eon G %
‘de CO2 par 3 horas.

) Se desecha el zobrenadante en. papel sbzorbente C(una sola
intencidnl.

g) Se lava 3 vecec con 800 pl de PBS con mulllpipeta vy puntas
ectériles y e dececha el sobrenadante.

hD) Se agredan 180 pl de medie fresco M-199 adicionado de 100 mg~-ml
de amikacina.

1) Se incuba a 37+ C por 1 hora ¥ e lava (1 ver) con 200 pl de PR
por cada pozo.

JY Se observa la coanfluencia de las cepas nuevamente.

k2 Se incorporan 00 upl de Triton x-100 al 1 X por pazo,. esperar
3-S5 min,tomar 20 pl de cada uno de los pozos ¥ adicionarlos al
pozo correspandiente a4 la miecroplaca que conliene 180 pl de TEH
para reslizar £ diluciones decimale= (1 : 10D,

15 Se toman 10 pl de las 4 uliimas dilucianes y se cuspenden ern
Placas con TSA e incubar a 37° C de 24 a 36 horas.

m) Se toman lecturas y sSe interpretan los resultados siguiendo el
eriterio propuesto por Donnenberg y ¢ol. C1989) quienez conclderan
que las cepas invasivas son squellas en las que e obferva

erecimiento bacteriano en las 3 Gltimas diluciones logaritimicas.



TIX,5. 3. ~ SEROTIPIFICACION SOMATICA ¢ & 2.

1I1.5.3.1.- Preparacion del antigena

cianbran Y ailclan }ac en estudio on bace de agar

sangre CHARD y se 1ncuban a 7« &4 horas:
b Se Sel ecaianan 3 caolanlae lisasn y cada Una e inocula en un.

Lubiy con 20 ml de TSH., Se tncuba a 47- ¢ de 4-6 haras,

b'> De las 3 colonias lisas Se siembran masivamente cacda una en BAFH

Y Se tncuban a [T C par 24 haoraz.

) Loz tubos sembradoc en ¢hd ce someten a  Vapar fluente (2-3

1bs80 mind enf riados a Lemperstura ambi ente y Se e jan
g

cedimentar a 4 *C de 12-19 horas € & ).

d) ZHe seleccionan las Lubos que en el fondo de lous miemos e

oboerva un botdn Ceolonlas licazd) ¥ las cepas correcpoandioentes

0y

wuitlas precipilaciones cembradas en Cbh*') se inoculan =n botellas

con 45 ml e TSH y oo tncuban a 37+ C de 4-F horas.

@) Ectas botellas se sometien @ vapor luente, =z« enf{rian a

tenperatura amblents y ce sedimentan  en poanicidn vertical a 4 C
e 12 & 24 N

II1.S. 9. 2. - Preparacian del antilsuero
%) Les antisueros fueron praporai anaclos pot el Inatitute

Nacional de Diagndstico vy Pefer«encia Epldemolédgiens CINDREY,. se
diluyen 1 : 80 en solucidm zalina formalinizada al & %



IIX1.5.3.3.~ Reaccldn antigeno =~ anticuerpo

ad) Se hace reacclonar 0.1 ml del antisuero con 6.9 ml del
antigena, se agitan Svavemente los tubos y e introducen en un
batio de agua a S0< C durante &4 horas.

) ZEe Loman lecturass manifestindoze la formacian de malla coams
prueba poszitiva y la formaclén de un precipitado (hotond coma

prueba negativa.

IIXI.S.4.=- BIOTIFIFICACION € 7, 48, 51 ).

I1XI.S.4.1.~ Preparacian del inascula

) Se siembran las cepas en estudic en agar MacConkey para
exxami nar pureza de laz mienac y Sse incuban a 37+ € por £4 horas.

b) Se inocula I colonia del aislamiento anterior en un tubo con L0
ml de TSR a 37+ C por 24 horasz. El crecimiento obtenido =e ajustd
con TEB estéril hasta ablener una densidzd de 10 bact/ml.

¢) Se =siembran lase =suspensicnec bacterianac con aca calibrada
€G.1 mlD en el media sdlide C(purpura de bromocrecol Yy agar
Mueller-Hintond y s& incuban a 37s C por 24, 28 y 72 h.

d) De 1oz resultados positives en la prueba de fermentazion gue
f'ueron indicados por medio del vire del dndicador, purpura o
amarillo, se Loman lag lecturas & las &4 h para Zarboza, 48 h

puara dulcitol y 72 h - para rafinoesa € 7 2.

&) Lz prueba para descarbosxilacisn e considera <oms pagitiva
cuando el medio Ltomd una coloracidn purpura a las 48 horas y el
medio control permanecid sin cambior o amarilla, debido a la

fermentacidn de glucosa gque contiene el media.
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IT1.5.5. = PRUEBA DE ROJO CONGO € 8, 9 0.
11T1.5%.5.1. = Freparacion del indculo

al) Las cepas se s1embran en TSHB a 37« € por 84 horas y e

ajustan con S55F para abLener una concentracian de 107 bac.:’../ml.
111.%.5.&.~ Realizacidn de 1la prueba

) ¥ mleanhir fars las cepan en TSA que tncluita el colorante por
estria cruzada para alilar las colonias que <captan el pigmento y

& inmuban 6 37+ G por 24 horac.,

E) La mizma colonia atclada se mienmbra nusvyamente <n el agar rojo
S Cango Con Una pedguelia estria en forma de mig-z=ag.

.
<) Las cepas que fueran capaces de captar el aalorante, prezentan
una coloracién rojo intenso, mlentras que las calonlas  Lanan un

coler blance en las cepans negativas.
IIT.%5.6. - ENZIMAS HIDROLITICAS ¢ 1, 13, 29, 35 3.

I11.5.6.1.~ Caseinasa

al) Ze ciembran lac cepas en ectudio en 3 ml de TSH vy e incuban
& 37+ € por 24 horas. ajustande al tuboa No. 1 del Hefeldmetro de
MacFarland CI00 ¢ 10° UFC mll. i

1) Se siembran las cepas en agar caselinaca haclendo una pequefia
estria Cz1g-Zagd y se incuban z 37T+ € durante &4 horas.

<2 lLa presencila de éola enzima S obmerva mediantle halos de

aclividad prolealitica alrededor <de lan colonias ¢ 1 3.,

W
®



IXI.S5.6.2.~ Lipasa y Lecitinsca

ad Se incculan  placas de agar yemz de husve  <con un crecimiento
bacterianco de 24 horas en TSB y e incuban & Y7- C durante 7
dias.

La produccidn de lipasa se presenta coms un preclipitada <n =1
medio, alrededor y por debajo de la colonis bacteriana, asl comd
la formacidn de una capa iridicente o capa perlada que cubre =l
crecimienta bacteriana. Tal precipitado y capa perlada estan
compuestos de acidos gr-a#as libres producideas por la degradacion

de las lspida=s ¢ 29 3.

b)Y Para hacer mas evidente la produccidn de 11pasi
sobre el medio 10 ml de una zolucidn saturada de sulfats de cobre
la cual reacclena con los 3cidos grasos lihres praducidos por la
acclién de esta enzima para formar un jabon lncoluble azul —verdozDo

alrededor de las colonias bacterianas ¢ 29 5.
IIX.5.6.3,. - DNaxa

4) Las zajas c¢contenlienda ezle agar se itnoculan = incuban como

en el punte No. 1.

b3 Alrededor de lazm colenias positivas aparecan halaes can
tonalidad roshR que contrastan elaramente eon @l fonde verde del
agar. El tamafio e intennidad del coalor mostradeo por los halos
permitie conocer de manera aproximada la cantidad de enzima
cecretada ¢ 13 2.

IIXI.S5.6. 4.~ Gelatinasa

A) Se siembran lag cepas problems con la concéentiracidon indicada
en la prueha de caseinasa, en tubos con tapdn de rosca contentends
S ml del medio aplicando un indcule especo y puncionando en el
medio hasta una profundidad de 1.5 -2.9 em. Se incuban a 37+ ¢
durante 7 dfas,



b)) Para interpretar recultados, se nantienen 1lo= tuboz= & baja
Lemperalara €& - 472 GO una reaccidn positliva e manlfiestla Suando
el medio e abzerva licuada y en el testigo naegativo el medio se

manLiend ndlido € 13 3.

a8



pas aisladas de casos con y sin diarrea

Prueba de Sereny Ensayo de invasiwidad.

Serotipificacisn Somatica

Biotipificacidn

5 | !

Rafinosa Sorbitol ornitina Dulcitol Movilidad Listna

Prueba de rojo conge

|

Enzimas Hidroliticas

itinaga DNAsa

%
N

Caceinasa Lipasa L

PIGURA 3. Diagrama de flujo de metodologia.

Ge=latinasa



IV.-RESULTADOS

Bl Laboratoria de Hacletioladia Médicsn <uenta con un amplio
ceparic gque incluys mas de 1000 cepas de la  especie Escherichia
coll que fueron amicladas en el Centro Médico Haclanal a partir de
nifiee menores de S affos con vy £in diarrea antles  de 198%. Ecte
estiudio se dedicd a ampliar la bate de pruchas que identifican a
las cepas de Escherichia coll enteroinvasiva CEIEC), para la cual
Ze selectionaran 34 cepas eh baze a signos clintcos y las
resul Lados anleriores de laz prusebas de invasividad de Sereny CH),
o eniayo de penetracidn en células Hela € &9 3. La TABLA No. 4
muestra que 18 cepas eran provenlientes de heces ‘diarreicas y 16
de heces normales.

E colr es un paldgena frecuents coms causa de diarrea, laz
cepas EIEC presentan un mecaniems de patogeniecidad muy similar al
de especies del género Shigella por lo que la determinazcidédn de la
capacidad invasiva suele reaslizarse en el laboaratorio aplicando
pruebas de invasidrn de tellido conective CSereny) y de penetraeidn
en lineas celulares provenientes de células epitelinles ¢ 44 3. La
TABLA Ho. % compara los resuliadoes de la pruebha de Sereny con
loee de HEp-2, obzervandose que sole 1 cepa dio potitive en ambas
ensayos. La cepa 1008 que ec ho diarreogénice fue la otra que
resultd pasiiiva al ensaya de Sereny,. aungue fue negaliva &l
encayo de las célulacz HEp~-2.50lo 4 Ca6, 1110, 1214 y 1257) de lac
cepas que demostraron con anterioridad que poselan la capacidad de
penetrar cé&lulas Hela mantuvieron la capacidad de penetrar células
HEp-2. [4 it D, 8 de las H4 cepas  celeccionadass  que  can
snlerioridad hablan dads la prueba de Sereny en este ensayo fueran
ahaora negativas mientras que 21 cepas que demostraron pehelracion
en c&lulas Hebs, resullaron no invasivas, e@n €l encayo con células
HEp-2. La cepa tecligo emplesda de S Jlexneri que e aizld
reclientemente a partir de un chso diarreéico, S, sonnel y S, boyedii
que forman parte del cepario mencionade solo reportaron resul tados
positives en la pruchs de Sereny. Las cepas de £ cali H-30 y
9uA-J que zon ETEC y EHEC recpectivamenie, rezullaron z&r »po

invasivas en estée ensnyo.



TABLA No.4 ASOCTACION DE LAS FRUEBAS DE INVASIVIDAD * : LAS

CARACTERISTICAS CLINICAS GENERADAS FPOR CEFAS DE Escherichia coli.

CARACTERISTICAS

Ho. CEPAS POSITIVAS

A LAS FRUEBAS DE

CLINICAS INVAS LY T T
SERENY Hela AMRAS =+
Diarvrea TILO I/ 17160 o
Diarrea conh mauco 1/S 4.9 wrs
Diarrea con moco
y sangre 1/ 2/3 wed
6in diarrea G 1y 11/1% [V
Sin diarrea con mmco 0% S/9 0ss
Tatal /24 25729 17T

#* Estos resulbtsdos se

*+ S0lo a 1 de la:

obtuvieron en ensayos anterioras.

T4 ewepas se

31

real12aron amhos enievos.



TARLA HD. 5. COMPARAGION DE Ln$ FRUELGS DE SEREHY ¥ MER-2 EN CEFAS
. v‘.—:_s-—.hen'lchxa cola DIRF‘F‘EDBENICQS. - S

llavE sy T T ANTERTOR TR ACTUAL 2
cepa i " SERENY HELA . SEREMY ;- HEP-
i T DIARREUGENICAS & -

o1 + B @ s VR bied
1140 a + ) - -+
1214 @ + Tli= 4+ -

= + @ e e
1% + @ =
L9 + a’ = TR
37 + Q - -
? + a - - .

Ve + s - -

786 + @ - . -

801 - @ - -
1077 e + - -
1103 e + - -
1126 & + - -

1154 @ + - -
1267 e + 0~ - -
289 @ - - -
227 @ + - -
NO DIARREOGENTCAS
1098 ‘& + IS ~
12957 1} + ) - +
1427 @ + — +
1OL0 [} + - - .
I L] + - -
- @ + - -
@ * - -
[ + - -
[RT] a + - -
LOde a + - -
1ueqg [ + - -
1200 @ + - - -
i12a2 a . - -
1295 @ + - -
1254 ] + - -
1326 @ + - -
Total = 25 K &

@ = no sze hizo
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Exi=ten estudios que conacen la relacion esdstente entre leos

serotipos invasivos reportados con mayor frecuencla y la ecapacidad

de penetrar al epltelia intestinal ¢ TABLA No. 12, En la
TABLA Nao. & =e agrupan los recultados obtenideos de 1la
serolipificacidn somatica utilizanda los antisueraoas o

carresponden a4 los cserogrupos invasivos mas comunez de acderda a
la propuesta de Levine ¥y col. en 1984 ¢ 28 ). Sole 21 de las 34
cepas mostraron ser Ilzas, requisito indiepensable “n la
tipificacidn seraldagica de las bacterias, Yy se deternind Qque 5 de
las cepats perlenecian i Serogrupos no invacivos: 0295,que formaba
parte del grupoa ETEC ¥y 055 y 0111 del grupo EPEC. Las 13 cepas
rectantles fueron rugonhs pdar el mélade de vapor erluen{.e.

Crichton y col. en 1980 € 7 D (TAELA No. 73 propucieron

ecquenas de blotipificacidn coms prueba de jdenti{1lzacidin de cepas
pPatégenas de E. ool para los aislamientos de vias urinarias y
Toleda y col. en 1983 C 51 5 propusiéeron para Cepat invasl Vac
EIEC lua pruebs de Sereny pocitiva, licina deccarboxilass negativa
Yy movilidad negativa.
Loz biotipos obLenidos en nuestro ensayo se muestran en la TABLA
NHa. 8 en &l que se olmerva que las cepats 1nvaslvVas ho pudieron ser
diferenciadas de las noe invasivas, ya que siguiendo el crileria de
Crichton ohbhservamos que en las cepas invasivas 1 de ellas precentd
el biotipa €6, 3 el bhiotipo & vy 1 el motipo 10, mi MRS
que se compartieron con el 1, 11 y 13 que carrecpandan i Gepas
no invasiwvas , de actuerdo con este criterio, «1 biotipe 12 fud
exclusivo de la cepa invasiva 268 y el 1 se observd en 2 cepaz no
invasivas €37 y 12003, El criterio de bioltipificacian fue por Lo
tanta de menar  watilidad, Ya que las & cepas con  Ccriterio
bicoquimico invasivo (segun Toledod no dieron positivos los enzayos
de Sereny y células HEp-&.

w
w



P be Tl AOLE e SORET GRS % GRS CEFAE

LEacherichia reol)

Lapas produwitoras 0 diarres

U e seTan - CRRLETEY A T2 EACETS T Sy

G111

[ %8
it el
055 L
(Wil [
N o
- L
- I
z oo
- [
N C
01ty L
L
L
[
L
L
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» Se emplearaon L2 anbisueros enteroivasivos

0z8ac, 029, Olilac, U11%, O124,0135 0136, 0143, 0144,
o152, 4161, 01675 ENTERCPATOGENDS: 026,086,012%ac,
0O126ban it y 7 enterchemorragicas: 20, 085, 0128ac,
0148, UL v 0SS,

L= Ualonmia 11sa. las cepas ra2stantes Tueron rugosas.
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TABLA NO. 7 CRITERIO DE CARACTERIZACION EIDQULNICA DE CEFARS DE
: Escherichia coli FROFUESTO FOR CRICHION.

Biotipo No. Rafinosa Sorbi tol Ornitina ~ Dulcicol
1 -+ o+ + -+
2 -+ + +° -
k4 + -+ -_ +
4 + + - -
S5 + - + +
& + - + -
7 + - - +
a + - - -
< - + + +

10 - + + -
i1 + - B
12 - + - -
13 - - +* +
14 - - + -
15 - - - +
16 - - - -

Tomado de Crichton (7)
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IABLA ND. 8. BIOVLEDS. DRTEMIDOS -FAJO LOS. SRITERIOS DE SARACTERLZACION
¥, LE CRICHTON “¥- TOLEDD “EN. CEFAs  IH/MSIVAS DE Escherichia coli

S BIOTIFQ
CRICHION . TUIL.EDO

CEFAS - 1NVAG IVAS

12 Hi »
& (2}
s LuGT7 g (341
10 M1
CEMS MO INYASIVAS
FTT 1200 1 MI
12,7246,1012,1031, 1034
to46, 1O/ 7, 1103, 1126
295,10 peg N1
1327 & NI -
110, 106d iv Lo¥
14,19, 70, Jiia, 801 .
LO22, Ll i 1V 154, 1267 -
1280, 1700 . 13 NI

HNis = BLOTIFO M} (FRASIVO

Is# = BLOTIFO LAvoSsive
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En la ‘busqueda e marcacdaras fenclipicos de: facid
identificacién e empl earon la capacidad de urniidn al
colorante rojo congo € 9 12 y detleccidn de la producclidn de
exoenzimai hidroliticas € 12 3. Los resultados oblenidos e
muestran en la TAHLA Ho. 9, en el que podemos obserVar ue las
cepas quée no fueron INVasivas no mostraron la capacidad de 1z
prueba de captacian de rojo congo o la produccidn de excsenzimas
hidrelliticas.

En cambio 3 cepas que Se Ccompoartliron  coma  Nd  1NVASIVAE
fueron capaces de captar el colorante y producir caselnasa.

La praduccidan de éstn ultima parece Ser un caracler gque
se adguiere con faclilidad por las cepas de £ coltl de origen
humano relaclionados con diarrea. ya gue ce oboervéd en 26 de las #a
cepac weludiadas. En la TaBlLa No. 10 e abcerva que tanta las
cepas praductaorat de diarrea ¢comd 1as na producler ags poceen la
capacidad de sinlelizar caseinasa, ansi <como la capacidad de
captacidn de rojo congo ya gque solo 4 cepss son productoras  de
diarren de un  total de £ cepat que unen e) colarante, Por el
cantrario, la produccion de DNasna solo e puso en evidencia en 1
cepia na invasiva por E-érveny ni en célulase HER-Z ¥y lae enzimuc
gelatinacu, lipaca y lecitinaza estuvieran tatslmente avcanlLes.
TABLA Na. 9.



TABLA NO. 9 DETERMINACION DE LA CAPTACIOH DE ROJO CONGC Y. DE LA FRO-
DUCCION DE 4 EXOENZIMAS POR CEPAS INVASIVAS DE Escherichia coli.

Clave de Gelatinasa
cepa Sereny HEp-2 R.Congo Caseinesa DNAsa L:i:pasa
Lecitinasa

CEPAS INVASIVAS

1098 + - - _ - -
1214 - + - _ - -
1427 - + _ _ - -
268 - + + - - -
1t1ce - + + + - -
1257 - -+ -+ - - -
CEFAS NO INVASIVAS
1010 ~ - + + - —
1077 - - + + - -
12467 - - + + - -
12 - - - + - -
14 - - - - - -
19 - - - + - -
I7 - - - + - -
70 - - - + - -
776 - - - + - -
786 - - - + - -
801 - - - “+ - -
toL2 - - - + - -
1022 - - - -+ - -
1023 - - - + - -
1031 - - - + - -
1034 - - - - - L=
104& - - - + - -
1064 - - - + - -
1103 - - - + - -
1128 - - - + - -
1154 - - - -+ - . -
1200 - - - + - -
1282 - - - + - -
1284 - - - + - -
1295 - - - + - -
1296 - - - P - -
1326 - - - + =
1327 - - = —_ -

Total 2 S & 26 ey . Qo




wovivo e in viirg CON CERAS
SENLCAS ¥.ND DIARRUGENICAS.

UAbLA Mol LG COME, SRACION DE LAS FRuebhs

CEFAS Ol - SLRETY Hel.a HEp-2 Rojo DN Casocinasa

ANTESDS DESFULS Cengo asa

+ - - - = - +
+ - -~ - - - -
¥ - - - - - +
- - - - - -+
+ - - - - - =
- - -- + + - +
+ - - - - +
- - + - + - +
- - + - - - -
+ - + - - - +
- - + | * + - +
- - - - - - +
- - - - - - +
- - - - - - +
[ - + - - - +
- - -+ - + - +
- - " - - - +
- + + - - -

S1N DIARREM

- - * bl +*

- + - - - +
- - - - - - -
- - + - - - +
- - + - - - +
- " + - - -
- - B - - +
- - + - - - +
- - + - - - -
E - - - - - +
- - - - - - -
- + - - - -

- - . - - - -
- - + + + - +
- - + - - - -
- - . + . - -
Total k3 z 24 pi & 1 26

|
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V.= DI SCUSION

La invazién de la mucosa del colon es el primer paso en la
patoganesis de la disenteria bacilar, la cual es causada por las 4
eopeci e e Shigalla v las cepas invasivas de E. cott
enteroinvasiva CEIECD entre oetras. Esta propl edad e ha
rel acionade en éstas bacterias con la precencla de un plicmido de
120~140 MDa ¢ 43 D. La ldentificaecian experimental de éctie
fendmeno ha tido potible mediante =l modela in vive de prueha de
Bereny C 1‘0 D e in wvitro mediante el encsayo de penetracicdn en
cultivos celularez € 11 5. La produccidn de queratoconjuntivitie
es el ‘resultado de 1a invasién del epitelio de la cdrnes,
replicacidén y dicpersidn a células vecinas. En la penetracion de
cultivos celulares, el microorganismo requiere méecuniomoz  de
adherencia € internalizacidon para residir eventualm=nte en el
citoplasma de la célula huédsped C 385 2,

Harris y col.en 1382 ¢ 21 3 demostraron la presencia de un
plasmidoe de alto peso molecular de 140 MDa en 31 cepis EIEC
positivas a la prueba de Sereny, aunque tamblén aobzervaron la
presencia del plasmido en algunas cepas Sereny negativas. Estos
dltimos resultados sugieren q'ue pude haber sufrido la elimnacidan
de algin o algunoz genes necesarios para producir el znomnens de
queratoconjuntivitis ¢ 21 3.De forma similar Gomes y col, =n 1967
demostraron que las cepas EIEC que reciben varios pases en el
laboratorio pierden eventualmente el plasmido y por consigulente
ge tornan negativas a la prueba de Sereny € 18 3. En nusztiros
resultados € solo 2 cepas positivas a la pruebs de Sereny 3 es wuy
probable que =e haya perdido el placsmido que confiere el
carcter de invasividad a las cepas EIEC ectudiadaz; ya que con
anlerioridad Alcantar € 198 5 demozirdéd la capacidad invaziva de
8 cepas &n la prueba de Sereny € 3 3.

Day y col. en 1988 € 10 ) ectudiaron el {enolipo invasivo de
30 cepas de Shigella y 18 cepas de EIEC, correlacionanda las
pruebas de Secreny e invasividad en células HEp-2. Enconiraraon gque
29 de las 30 cepas de Shigelle fueron potitivas a las & pruehas y 1

fue negativa en ambas; solamente 8 de las cepas de EIEC fueron
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positivas & ambas y las 7 cepas reclantes fueron negativas en las
dos pruebas. En nuestro ensayo obtuvimoes resullados diferentes  ya
que  Tola 1 de las 34 cepas estudiadaz correlaciand en ambas
determi naciones, Sin embargo, nueslras resultladoes fueron similares
a log de Susakawa y colCl98ED quilenes reporiaron que cepas mutadas
de Shigella flexneri 8a en la regidn vir G del plasmido de 140 MDa
son Ser- C(negativas en prueba Sereny) pero Inv+ (pozitivas al
ensayo de penetracidn =n cul'.i‘vo celulard); este fenotipo de
mutantes vir 6, e debe a la incapacidad de 1la diseminacién
intracelular de los microarganismos dentra del epitelioc de 1la
cérnea,sin embargo no tenemos la certeza de mis caracteristicas
genéticas de las cepas con que btrabajamas.C 46 3.

E= posible que las Ccepas que reportamos positivas
csolo en el ensayo de penetracidn en  cé&lulas  HEp-2 poseen
anlteraclidn en los genes kep A y vir G por lo que solo presentan la
capacidad de penetrar la mohocapa ¢elular perd ho kel la
proaduceti én de queratoconjuntivitis, .

Es pro.b;hle que las 16 cepas que anteriormente moctraron la
capicldad de penetrar células Hela vy que ahors resultaron
negativas al enzayo. precentan las caractericticas reportadass par
Hale ¥y ecole. C i091 3 C 20 3 relacionadas con la auczencia del gene
que codifica una protelna de 30 KDa Cgene vir F) que regula
positivamente la expresidén del gene vir G recponzable de 1a
dispersidn de la bacteria intra e intercelular.

La cepa No, 1098 mostrd una reaccidn retardada para la
prueba positiva de Sereny y cuando se administrd el indculo
«r el cabayo, los resultados se obluvieron hastia las 96 h. Esta
reaccidn retardada la observaron tambieén Sasakawa y col. € 46 >
quienes sugleren gue en estas cepas existen alleraciones en los
genes 1pa B,C y A

Las c¢epas que fueron positivas para la prueha de Sereny
o al ensayo de penetracidn en monhocaps celular y que ahora
resuliaron ser negativas a ambas pruebass, creemos que perdieron el
plasmido de alteo peso molecular; evento que e demostraria =i
realizaramos la prueba reportada por Malabl y col. en 1989 ¢ 31 D

quienss usaron una sonda de DHA conteniendo el gene ipa C
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Okamura ¥y col.en 1977 ¢ 39 ) observaron que 1la cepa licsa
de 5. flexrieri 2a con el fenatipo Ser+ e Invt dezpués de sulrir
unia mutacion que la hizo pasar de fase lica a rugosa CL-R), cambid
el fenotipa a Ser- & Inv+, Al parecer el antigeno de superficie
no €S necesario para la penetracidn en cultivo celulsar, pero si es
indlispensable en la producclidn  de la Queratoconjuntivitis,
Hocotros democtramogs por la técnich de vapor fluente que 21 cepac
son lisas por lo que no podemos siribulr la pérdida de un antigena
de superfic_:ie con la capacidad invasiva.

Levine ¥y col. en 16987 € 287 ) reportaran una relacidn
ectrecha entre ciertos serogrupos ¥y la capacidad invasiva de cepaz
de E. coli. Las cepas estudiadas no probaron perlenecer a nhinguno
de los seragrupos invasivos propuestos por el autor, lo gque bien
podria deberse a la presencia de seragrupos locales diferentes,
hecho que =olo podra ser demostrado ci ce hace la tipificacian de
cepas alsladas en nuestra localidad y si Se tipifica la tolalidad
de zerotipos Clos cuales solo e llevan a cabo en €l laboaratorio
de referencia de Dinamarca por las Doctores Orskov y OrsRov ¢ & D

Toledo y col. en 1983 ¢ 51 > obzervaron que en cepusz EIEC
habia una estrecha coarrelaciédn entre dos caracteristicas
bloquimicas € lisina descarboxilaza negativo y movilidad negativo D
vy la prueba de  Sereny; todas las cepas fueron lisina
descarboxilaca negativa e inmaviles, Esta correlacidn no se abtuve
en nuesiras cepas puesto que las 2 fueraon lisina descarboxilasa
negativo., dieron negstiva la pruebs de Sereny. La diferencis entre
eslos resuliados puede deberse a las caracleristiche presentes en
las ecepas cuando se inleia un estudio, ez decir las cepas
trabajadas por Toleda fueron alsladas a partir de heces de casos
diarréicos recientes y lac cepas que estudianos provienhen de casos
con ¥y =in diarrea pero a partir de un medio de conservacidn.

El eictema de blotipificacidn que prezsents Crichion es
altamente discriminalorio y define tipos de E. colti estables in
vive e in wvitro, ecte ecquens lae  propone pars pedquefios
laboratariaos en los que una complela cerotipificacidn es

impracticable, pera de esla farma pueden experimentar en estudics
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de Lipo epidemiolaogea. Silva ¥ col. en 1980 ¢ &8 2 reportan la
identificacidn do cepaz de E. coli invacivasz al considerar las
pruebas biloquimiens de utilizaeidn de lactoza, muesto y acelato
ademas las pruebat de ligina deccarboxilasa neqgativo ¥y movilidad
negative ¢ 14, 34 . La identificacion de ectoz micraorganismos
por pruebaz bloquimicas no ez posible y muchos aislamientos que
pertenscen a recanocidoz gerogrupas de EIEC son avirulentos ¢ 42 D)
por lo que las EIEC pueden  ser detectadas por pruchas
bioquimicas v caroldagicaz, pera el diagndstico debe Ser
confirmadn por enctayos hioldgicos y un  procedimicento alternativo
parn identificar potencialmente la invasividad de F. coli zon los
ensaycs de hibridaclidn con sondas de DNA de 7.6, 11.9 vy 17 Kb (431D,

La capacidad de captar el colorante rojo congo CCGrh +) ce
relaciona con la produccidn de queraloconjuntivitiz en cobayos y
esle fenatipa = relacions I recusntemsnte con alteraciones
moleculares detectables en =l plasmido de &30 Kb, ¢ 4fi ). Gomes y
conl. en 1987 € 18 3 estudlaron un grupa de 54 <epas EIEC de
las cualec 8 fueron Crb+ y Ser+ mienlracs ¢que lac cepas restantec
zon Crh—~ y Ser-. Todas l1a= coleonlasz Crb+ fueron pasitivas en
células Hela, mientrac que una sola calonia plerdld la capacidad
de invadir estas células; ellos encontraron que el plnve estuve
precente en colonlas Crb- aunque en & <cepas €l Lamahio  del
plasmido € 1280 - 140 MDa 2 fué disminuido sugiriende que
hubo alteraciones internas én el placmido.

Hale ¥y col. en 1901 C 20 ) han revelado que la regidn
»yl+/rhat+  contiene =1 lacus  i1ue  ARCD que caodiflesn para  #)
slderdfore F hidroxamata de aserobactina y el gene iut A que
codifica para un receplor proteinico de 76 KDa. En base s nuestros
resultados no pademosn afirmar la relacisan que existe =ntre la
capaciclad de captacidn del zolorante b'% ta producai an de:
queratoconjuntivitis reportada por Sazakawa y col. en 46 y
tampoco se puede azegurar coi esicte dizminucidn en el tamabio del
plasmido reportado por Gomes y el € 18 D

Las cepas que poseen ¢l fenotipe Crbh+ fueran invaziwvas en
celulas Hep~2 y las cepacs restantes na fueron invasivaz en Sereny

ni en cultivo celular, Seria myy Util conocer =i eslaz Cepas
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poseian alteraciones en los locus iuc ABCD que codifican para la
produccidn de siderdforeas, © st en el gene iut A que sirve en la
exprecidn del receptor de diche complejo, para explicar &l porque
las cepas repartadas por Lépez en 1988 plerden capacidad de
caplacidn del colorante ¢ 29 3.

La producclidén  de enzimas como factor de virulencia ha sido
establecida en  diferentes microorganiemos  como Plcketlsia Y
Shigelle ¢ 29, 53 ). Sansonettl y cal. en 1986 € 44 >
estudianda cepaz de E. coll invasiva propusieron la produccidn de
una enzima'que destirula gldbules reojos. Esta enzima probabl ements
sen Una fosfolipaza, la <ual altera la membrana eritrocitica.
Clere ¥ col. en 14687 ¢ & 5 par su parte, trabajando con 1a linea
celular de macrdfagos JIJ774 demastraron que lan cepas EIEC
fagocitades se liberaban del fagosoma por efecto de un factor ds
tipa metabdlico que aparéentemnsnte na tilene relacidn con la
producel én de la cltoloxina cemejante a4 la toxina chiga € 45 D,

En el patrdn  enzimitieco realizado, solo sbtuvimos & cepaz
invasivas en el ensayo de penetracidn que solo fueran capaces o=
sintetizar caselnasa., ya que la produccidn de DNasa se observd =n
1 cepa ¥ las enzimas lipasa, lecitinasa y gelatinasa no estuvieron
preszentes en el ensaya. Eclos recultados son totalmente difersntes
a los obtenidos por Lédpez en 1988 € 29 D qulen obtervd una elevada
produceidn de lipasa y lecitinaca en el grups invasiva, £1 sefiala
que es posible establ ecer un patrén enzimitice para
E1EC comoe factor de carscterizacidn y de virulencia de este grupo
de bhacterias basada en la produccidn de estas enTimas en cepacs
positivas a la prueba de Sereny y enzayo de invazd vidadd en o=lulaz
HeLa y que posiblemente estas enzimas podrian participar en la
degradaclidn del fagonoma coms lo hace la fosfolipasa product da por
Rickettsia € 53 J. Sin embargo, Zancanetii y col. en 1991 C 45 D
repartaron que eventualmente la bacterdia =& libera y deztruye 1a
célula por un  proceso de exocitozic que ha zido estudiade
bl ogueando la respiracidn b4 que da lugar a una rapica
acldificacidn intrafagasomal antes que la produccian de la taxina

chiga o la produccidn de enzimas hidrollticas € 45 3.
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VI.- CONCLUSI ONES

Ho e encontréd correlacidn entre 1a prashs de E}-.ereny y el
ennayc de penelr aca dn ern eelul as HEp-&, Ya cpue sola e
ldentificaron & cepaz positivas en la primera pruebsa y 4 cepas
chpaces de pehetrar la monacapa celular, unlcae que mantuvieron

esn capacidad reconocida desde su alslamiento.

El esquenia de hiotapificacion propuesto para la
identificacién de EIEC no fué OLIl, ya fque lus cepas invasivas
no poselan los biotipos caracteristicos para diferenciarlas de las

cepas no invasiwvac,

Se ddentificaron  por serotipificacion somatica S cepas
pertenecientes a lon cerogrupos no invazivo:z 025, 055 y 0111

Se establecid 1a capacidad de caplar el colorante rojo congo
&« cepat que fueron no  invanivas, ya que 32 cCcepas dieron
negativa la prueba de Sereny y 29 cepas dieron negative el NS Ayl

de penelraclidn en monacapa celular,

Se demostrd que el patlrdn enzimbtico realizade no fud
caracteristica para cepas EIEC por lo que no se pudoe aplicar en
la determinacidn de un perfil de virulencia por la produacclon

de enzimas hidroliticac,

La caracterizacian de cepas des Eschertchia colt
enterotnvasiva, no fusd posible, yu que no hubo correlacidsn entre
las pruebas in vive e in witre realizadas, per lo que e
considera necesarlo: 12 (ue se hagan dichas pruebas con cepas de
primaaiclamiento y &) Llevar 8 cabe oruebas bioquimicas vy
ceraldéglicas para la identificacidn de ectac cepas, pero confirmar
el diagndstica can ensSayos bioldglcos Yy pracaedimi entos
alternativos para la identificacidn potencisl de la tnvascividad de
E coll tales como los encayos de bioloagiia molecular utilizando
sandas de DNA de 7.6 Kb, 11.5 Kb, 17 Kb y swndas ™ ipa A, H, C, D
y H .



VII.- APENDICE

Preparacldn de medios de cultive

ad Medio de descarboxilasa de Moller € 35 ).

Bactoe peptona [=7e]
Extracto de carne Sg
Ptirpura de bronocresol O0.1g
_ Desctrosa 0.5g
Aguea qestllada 1000ml

Pesar y rehidratar como sa indiea en el prospecto. calentar
suavensnte hasta disolueidn y agregar 10 g de Dicloerhidrato de
LC+3-Ornitina ClX. Afjustar el pH a B8 con hidréxido de sodio (O N
y extertlizar a 121 C durante 18 minutos.

bd Prueba de Fermentacicdn de Carbohidratos € 38 D).

Bacto Peptona 1.5g
Pdrpura de bromocresol O. 02g
Agua destilada 1000mlL

Preparar los carbohidratos al 10 % CP-V), calentar hasta
disolucidn y adicionar al nmedio basal en una concentracion inal
de O.S 2 CPrVD, esterilizar a 100* C por 10 minutos y ditstribuir 4
ml en tubos con tapdén de rosca.

) Agar rojo Congo € 8 J.
Agar Nutritive
Rojo Congo al ©.01 2%
Pesar y rehidratar como indica el proveedor y adicionar el

colorante hasta obtener una <concentracidn final de 0,01 X,

d> Agar caseinasa € 1 D.

Caselna 1.5g
Citrata diaménico ©. 25g
Claruro de seodio O.1g
Fosfate monoicido de

potasio 0.15g



Sulfato de magnesio 0. 05g

Carbonato de sodio 0.15g
Glicerol 2. 5ml
Agua destilada 100nml

Hemagenizar lo mejor posible la caselna con el medio liquido
mineral empleando un mortero de porcelana, ajustar pH a 6.6,
esterilizar en la forma habitual Y vaciar poreliohes de

aproximadamente 13 ml en placas esteriles.

e) Agar yema de huevo & 29 ).
Agar de soya

Tripticasaeina 25g
Digertidoe pancreatico

de caselina X 40g .
Fz‘:s!‘ato de sodio

dibasico 8g
Fosfate de sodio

nonobasico 1g
Cloruroe de sodio 2g
Sulratoe de magnestio O.1g
Glucosa 2g
Agua destilada £ 000l

Disolver y .lJus"..\r PH & 7.6 , esterilizar a 1281+ C durante 1S
minutos, enfriar a 50-55- €. Lavar un hueve en etanol 85 % durante
30 minutos. aspirar y separar el huevo de su cascardn. Adicionar
el huevo :x SO0 ml de la base y agitar hazta tener una cuspensidn
honoganea. Distribuir de 1S a 20 ml en placas de Petri estériles.

€3> Agar DNasa ¢ 13 5.

Agar nuteitive &.3g
Verde de metilo 0. 05y
DNA 0. 03g
Casami noacidos O.1g

Pegar e hidratar conw se indica en el prospecto, el verde de
metllo se prepara disolvidndole al 0.8 % en agua destilada y

extrayéndolo repedidamente €8 a 10 veces) con un volumen igual de
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cloroformo, hasta que éste ultimo sale incoloro. De ésta solucion
se utiliza 1 ml para 100 ml del medio fundido esteril. Si se
desea, 1 colorante puede esterilizarse por separade, o bien
agregarlo desde antes de esterilizar el nedio en la autoclave.

g) Prueba de licuefaccion de gelatina € 35 2.

Extracto de carne 3g
Peptona Sg
Gerlatina 120g
! Aguai destilada 1000ml.

Pesar e hidratar siguiendo -l.as instrucciones del prospecto,
distribulr en tubos con tapdn de rosca S mnl del medio, esterilizar
a 121« C durante 15 min. Enfriar en posicién vertical y refrigerar
para su conservacidn, El medio debe estar solidificado al memento

de su inoculacidn.
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