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PATRONES DE ADHERENCIA DE CEPAS DE Escherichia coli
DIFUSAMENTE ADHERENTE (DAEC) PROVENIENTES
DE NINOS CON Y SIN DIARREA

Maribel Riveros'?, Francesca Barletta'?, Martin Cabello™<, David Durand'?, Erik H. Mercado'?,
Carmen Contreras'?, Fulton P. Rivera'c, Susan Mosquito'®, Angela Lluque'?, Theresa J. Ochoa'?¢

RESUMEN

Introduccién. Las E. coli de adherencia difusa (DAEC) son el sexto grupo de E. coli diarrogénicas reconocidas. Su
asociacion con diarrea es controversial. No se conoce la variabilidad en los patrones de adherencia de cepas clinicas.
Objetivos. Comparar los patrones de adherencia entre cepas aisladas de nifios con y sin diarrea. Materiales y métodos.
Se analiz6 31 cepas DAEC, 25 de diarrea y 6 de nifios asintomaticos (control) aislados de un estudio de cohorte de nifios
menores de 12 meses en el cono sur de Lima. Las DAEC fueron identificadas por PCR (gen daaD). Se evaluo el patron
y grado de adherencia en cultivos de células HEp-2; la polimerizacion de actina se evalué por la prueba de coloraciéon
de fluorescencia de actina (FAS); y la motilidad se evalué por métodos convencionales microbiolégicos. Resultados.
El patron de adherencia difusa se encontr6 en el 88% de muestras de diarrea y en el 100% de muestras control.
La cantidad de bacterias adheridas por célula fue significativamente menor en las muestras de diarrea (p<0,05). Sin
embargo, la polimerizacién de actina fue mayor en las muestras de diarrea (60% frente a 17%). La prueba de motilidad
fue positiva en el 60% de las cepas de diarrea y en el total de muestras control. Conclusiones. Nuestros hallazgos
sugieren la existencia de diferencia en los patrones de adherencia, polimerizaciéon de actina y motilidad entre cepas de
DAEC correspondientes a los grupos de diarrea y control. La significancia de estos resultados debe confirmarse con
mayor numero de cepas, asi como la determinacion de los genes de virulencia en las cepas.

Palabras clave: Escherichia coli de Adherencia Difusa; Diarrea; Nifio; Adhesion Bacteriana; (fuente: DeCS BIREME).

ADHESION PATTERNS IN DIFFUSELY ADHERENT
Escherichia coli (DAEC) STRAINS ISOLATED FROM CHILDREN
WITH AND WITHOUT DIARRHEA

ABSTRACT

Introduction. Diffusely adherent E. coli (DAEC) is the sixth recognized group of diarrheagenic E. coli. However, its
association with diarrhea remains controversial. Variability in the adherence patterns of clinical strains is unknown.
Objectives. To compare the adherence patterns between strains isolated from children with and without diarrhea. Materials
and methods. A total of 31 DAEC strains were analyzed, 25 from children with diarrhea and 6 from asymptomatic (control)
children, isolated from a cohort study of children under one year of age in the southern districts of Lima. DAEC were
identified by PCR (daaD gene). The pattern and adherence score in HEp-2 cell culture were evaluated, Actin polimerization
was determined by fluorescence actin staining (FAS) and motility was evaluated by conventional microbiology methods.
Results. Diffuse adherence pattern was found in 88% of diarrhea samples and in the total of control strains. The number of
bacteria adhered per cell was significantly lower in diarrhea samples (p<0.05). However, actin polymerization was greater
in diarrhea samples (60% vs. 17%). Motility test was positive in 60% of the diarrhea samples and in all control samples.
Conclusions. Our findings suggest a difference between adherence patterns, actin polymerization and motility between
DAEC strains corresponding to diarrhea and control groups. The significance of these results must be confirmed with a
bigger number of strains and determining the presence of virulence genes in the strains.

Key words: Diffusely Adherent Escherichia coli; Diarrhea; Child; Bacterial Adhesion (MeSH NLM).

INTRODUCCION Por tal motivo, para obtener medidas preventivas es
esencial describir la historia natural y la importancia

La diarrea es una de las principales causas de muerte relativa de varios agentes diarrogénicos.

en niflos menores de cinco afnos de edad en el mundo

™). Aunque la mortalidad de la enfermedad diarreica esta Las cepas de E. coli diarreogénicas son una de las

disminuyendo, la incidencia de diarrea no disminuye. causas mas importantes de diarrea aguda y persistente
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en nifios de paises en vias de desarrollo . Actualmente
sSe reconocen seis grupos en base a criterios clinicos,
epidemioldgicos y moleculares: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli productora de shiga
toxina (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E.
coli de adherencia difusa (DAEC). Inicialmente fueron
clasificadas segun su patrén de adherencia a células
HEp-2 como: adherencia localizada (LA), adherencia
agregativa (AA) y adherencia difusa (DA) ©4. Esta
ultima adherencia es presentada por la E. coli de
adherencia difusa (DAEC), la cual tiene una asociacion
muy controversial con los episodios diarreicos ©.

La adhesioén es el primer paso para mantener alos miem-
bros de la microflora normal en el intestino; sin embargo,
es también la primera etapa critica en todas las infeccio-
nes diarreicas causadas por cepas patégenas de E. coli.
Es importante, por lo tanto, comprender las caracteristi-
cas que subyacen a la adhesion de E. coli difusamente
adherente ©). Estudios morfolégicos han descrito que las
cepas DAEC generan un fenotipo inusual de adherencia
celular sobre el cultivo de células HEp-2, observandose
la induccién de algunas proyecciones de la membrana
celular 7®, la prueba de FAS (tincion fluorescente para
actina, por sus siglas en inglés) es una técnica alternati-
va que ha sido ampliamente usada para la identificacion
de la alteracion histopatoldgica en el intestino, conocida
como lesion A/E (adherencia y borramiento) causada por
EPEC. La lesion se lleva a cabo mediante un mecanis-
mo de virulencia complejo, que induce la degeneracion
de las microvellosidades y altera la morfologia normal
de la region apical del enterocito ©.

Muchos procariotas son moviles y esta capacidad de
movimiento independiente se debe con frecuencia a
una estructura especial, el flagelo. Un ndmero creciente
de estudios han incluido la motilidad mediada por
los flagelos en la virulencia, como en la adhesion, la
invasion y la respuesta proinflamatoria en bacterias
Gram negativas. Un patrén asociado a cepas DAEC fue
la liberacion de interleuquina 8 (IL-8) y su asociacion
con la motilidad (9. La prueba de la movilidad entonces
puede ser un método sencillo a tomar en cuenta para
predecir la capacidad patogénica de DAEC aislados en
laboratorios.

El objetivo principal de este estudio fue determinar
si existen diferencias en la distribucién de bacterias
adheridas de cepas DAEC provenientes de nifios con
y sin diarrea, como también describir y comparar las
caracteristicas del patréon de adherencia, la variacion en
los patrones de polimerizacion de actina y la motilidad
de las diferentes cepas de E. coli de adherencia difusa
provenientes de nifios con y sin diarrea.
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MATERIALES Y METODOS
CEPAS

Un total de 31 cepas de DAEC confirmadas por un PCR
multiple en tiempo real (") fueron colectadas de 1034 ni-
fos seguidos desde los 2 a 12 meses de edad de un es-
tudio de cohorte de vigilancia pasiva de diarrea condu-
cido en el distrito de Chorrillos, Lima, durante el 2006 y
2007 2, En este estudio se aislaron 25 cepas DAEC de
pacientes con diarrea y seis de pacientes sin diarrea.

LINEA CELULAR Y CONDICIONES DEL CULTIVO

Las células HEp-2 fueron cultivados en medio esencial
minimo Eagle’s (DMEM) enriquecido con L- glutamina
(5 mg/mL), piruvato (5 mg/mL), SBF (10%), penicilina
(200 pg/mL) y estreptomicina (200 pg/mL) a 37 °C en
5% de CO,,.

ENSAYO DE ADHERENCIA

Se colocd 1 mL de monocultivos HEp-2 a una densidad
de 105 células/mL, en placas de 24 pocillos con cubre-
objetos de 13 mm de didmetro para luego incubarse
durante 24 horas a 37 °C y 5% CO, procedimiento de-
tallado por Donnenberg y Nataro ©. Pasada las 24 ho-
ras, este medio fue reemplazado por 1 mL de medio de
adherencia mas 1 mL del cultivo bacteriano a una den-
sidad de 107 bacterias/mL incubandose por tres horas a
37 °C, siendo la relaciéon de infecciéon bacteria-célula en
una proporcion de 100:1. Terminado el periodo de incu-
bacion se lavé con buffer fosfato salino de 2-3 veces, se
fijo con metanol absoluto, el cubreobjeto fue traslada-
do rapidamente a una lamina de vidrio donde se realiz6
una tincion Giemsa, para luego realizar la evaluacion
microscopica. La lectura fue revisada por el observador
sin conocer el tipo de muestra a la que pertenecia.

PATRON DE ADHERENCIA DIFUSA A CELULAS HEp-2

La interpretacion del ensayo de adherencia se realizd
considerando el patron de adherencia difusa (DA) segun
las consideraciones mencionadas por Donnenberg y
Nataro ©), se interpretd la lectura de cada lamina de la
siguiente manera:

Bacteria sin adherencia. Determinado como organismos
individuales en el cubreobjeto o células sin bacterias.

Adherencia localizada. Bacterias visualizadas median-
te observacion microscopica (1000x), donde las células
HEp-2 tenian microcolonias localizadas.

Adherencia difusa. Las bacterias son vistas en todo el
entorno o cubriendo la superficie de la célula.
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CUANTIFICACION DE ADHERENCIA A CELULAS
HEp-2

Dos experimentos iniciales con cepa DAEC-CG33 (con-
trol del patron DA) permitieron la cuantificacion de las
bacterias adheridas bajo el microscopio, para luego cate-
gorizar las células segun la cantidad de bacterias adhe-
ridas como: 0, 1-50, 50-100 y >100 bacterias por célula.
En las 31 cepas se realizaron tres ensayos por duplica-
do. Se analizé un total de 300 células por cubreobjeto.

PRUEBA DE FAS (TINCION FLOURESCENTE PARA
ACTINA)

Con modificaciones seguin el método de Knutton et al. (',
esta prueba se realizé con los mismos procedimientos
iniciales del ensayo de adherencia descrito previamente,
variando en el proceso de fijacion con formalina al
20% vy la tincién con BODYPI (tiiendo de color verde
la actina) y DAPI (tifiendo de color azul el nucleo de la
célula y DNA bacterial). Con ayuda de un microscopio
de fluorescencia se determind lo siguiente:

FAS positivo. Membrana de la célula con puntos
fluorescentes muy intensos y localizados.

FAS negativo. Presencia de las fibras sin intensidad de
fluorescencia.

Como control positivo de polimerizacién de actina se
utilizé la cepa EPEC E2348/69 y como control negativo
la cepa E. coli C600.

ENSAYO DE MOTILIDAD

La motilidad de cada cepa fue examinada en medio SIM
(Sulfide-Indol-Motility). Con un asa de siembra en punta
se picé una colonia de placa MacConkey, luego se sembré
en tubos de 3 mL de medio SIM, para incubarla por 24
horas a 37 °C. La lectura permiti6 clasificarlas como:

Cepas moviles. Aquellas que producian turbidez del me-
dio y que se extienden mas alla de la linea de siembra.

Cepas no moviles. Aquellas cuyo crecimiento se
observé solamente en la linea de siembra.

ANALISIS ESTADISTICO

Se analiz6é los datos mediante un promedio general
de las células encontradas por intervalos, se calculd la
frecuencia y comparacion a través de la prueba de Chi
cuadrado (x2) con el programa Epi Info v.3.5. Para la
comparacion entre poblaciones se utilizé la prueba de
Kruskal Wallis para determinar si existian diferencias
entre los grupos evaluados. Se considerd un p<0,05
como significativo.

RESULTADOS
ADHERENCIA DIFUSA A CELULAS HEp-2

Las cualidades del fenotipo de adherencia, asi como las
diferencias entre las cepas que presentan este fenotipo,
son comparadas en la Figura 1, donde se puede
observar la cepa de EPEC (Figura 1A) de adherencia
localizada (LA), que se manifiesta como una adherencia
comunitaria de todas las bacterias en un mismo punto;
mientras que la cepa prototipo DAEC-CG33 (Figura
1B) presenta una adherencia bacteriana mas aleatoria
y alrededor de toda la célula y no en un solo punto
como ocurre en la adherencia localizada. En la Figura
1C se observa una célula con bacterias E. coli C600,
las cuales se caracterizan por ser no patogénicas y
carecer de algun fenotipo de adherencia. Considerando
estos puntos de identificacion, pudimos observar que
el patron de adherencia difusa (DA) a células HEp-2
fueron observados en 22/25 (88%) cepas de diarrea y
6/6 (100%) cepas de control.

Figura 1. Patrones de adherencia en células HEp-2 (1000x). A) EPEC E2348/69, patron de adherencia localizada (LA); B) cepa
prototipo DAEC-CG33, patron de Adherencia Difusa (DA); y C) sin adherencia, cepa C600 (no patogénica).
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Tabla 1. Distribucion de bacterias adheridas a células HEp-2 y patrones observados.

Bacterias adheridas (%)*

Patrones observados

Cepas

0 1-50 51-100 >100 DA Motilidad FAS

Control

D-0021 42,2 (14,1) 240,7 (80,2) 15,5 (5,2) 1,7 (0,6) + + -
D-7041 12,8 (4,3) 2445 (81,5) 33,8 (11,3) 8,8 (2,9) i T -
D-0014 0 195,8 (65,3) 82,5 (27,5) 21,7 (7,2) + + -
D-3114 0 143,5 (47,8) 85,0 (28,3) 71,5 (23,8) i S -
D-3550 0 202,5 (67,5) 79,2 (26,4) 18,3 (6,1) + + -
D-7110 0 223,7 (74,6) 66,0 (22,0) 10,3 (3,4) + + +
Diarrea

D-0030 0 214,2 (71,4) 71,0 (23,7) 14,8 (4,9) + + +
D-3044 0 98,8 (32,9) 145,7 (48,6) 55,5 (18,5) + + +
D-0089 0 2347 (78,2) 52,3 (17,4) 13,0 (4,3) + + +
D-7197 87,0 (29,0) 204,0 (68,0) 8,2 (2,7) 0,8 (0,3) + + +
D-0011 14,3 (4,8) 264,0 (88,0) 20,0 (6,7) 1,7 (0,6) S S T
D-3137 6,3 (2,1) 180,0 (60,0) 59,5 (19,8) 542  (18,1) + + +
D-3100 72,8 (24,3) 225,2 (75,1) 2,0 (0,7) 0 S A i
D-5001 82,5 (27,5) 217,5 (72,5) 0 0 + + +
D-7100 0 252,8 (84,3) 427 (14,2) 4,5 (1,5) + + -
D-0185 0 237,5 (79,2) 49,7 (16,6) 12,8 (4,3) + + -
D-7202 0 250,2 (83,4) 44,8 (14,9) 5,0 1,7) + + -
D-3042 25,7 (8,6) 262,8 (87,6) 11,5 (3,8) 0 + + -
D-0092 29,3 (9,8) 251,8 (83,9) 18,8 (6,3) 0 S s -
D-0072 20,3 (6,8) 227,0 (75,7) 42,5 (14,2) 10,2 (3,4) + - +
D-3388 19,8 (6,6) 271,0 (90,3) 9,2 (3,1) 0 + = +
D-3041 25,8 (8,6) 250,2 (83,4) 22,5 (7,5) 1,5 (0,5) + - +
D-7153 78,3 (26,1) 187,3 (62,4) 31,8 (10,6) 2,5 (0,8) A - A
D-5003 0 2142 (71,4) 75,8 (25,3) 10,0 (3,3) + - +
D-3051 0 265,7 (88,6) 29,5 (9,8) 4,8 (1,6) + - +
D-0018 94,0 (31,3) 204,8 (68,3) 1,2 (0,4) 0 + - +
D-5003 8,4 (2,8) 248,8 (82,9) 39,0 (13,0) 3,8 (1,3) + - -
D-5030 32,7 (10,9) 267,3 (89,1) 0 0 + - -
D-7220 33,2 (11,1) 266,8 (88,9) 0 0 = =
D-0070 259,5 (86,5) 40,5 (13,5) 0 0 - -
D-3347 106,3 (35,4) 193,7 (64,6) 0 0 - - -

DAEC (cepa prototipo)
GC33 0 223,8 (74,6) 64,8 (21,6) 11,3 (3,8) A T A

*Promedio de 6 lecturas por cepa; DA: adherencia difusa; FAS: tincion fluorescente para actina.

CUANTIFICACION DE ADHERENCIA
A CELULAS HEp-2

La categorizacion de las células segun la cantidad de
bacterias adheridas como: cero bacterias por célula (Fi-
gura 2A), de 1 a 50 bacterias por célula (Figura 2B), de 50
a 100 bacterias por célula (Figura 2C), >100 bacterias por
célula (Figura 2D) permitieron la cuantificacion (Tabla 1),
observando una adherencia leve (< 50 bacterias/célula)
en 87% de muestras de diarrea y moderada (>50 bacte-
rias/célula) en 72,5% de muestras control (Figura 3).
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Se realiz6 una homogenizacion de los datos mediante
una media geométrica y se us6 la prueba de Kruskal-
Wallis, encontrando que las poblaciones de control y
diarrea difieren en su distribucion de bacterias adheridas
a las células (p<0,05).

PRUEBA DE FAS
(TINCION FLUORESCENTE PARA ACTINA)

En 15 de los 25 casos de diarrea (60%) y uno de los seis
casos de control (16,7%) fueron positivos para la prueba
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Figura 2. Categorizacion de las células segun bacterias
adheridas (1000x) como: A) 0, B) 1-50, C) 50-100 y D) >100
bacterias/célula.

de FAS (Figura 4). Al mismo tiempo, se realizé un conteo
de las células que presentaban esta fluorescencia (203
+ 69) en diarrea frente al control (69 + 23). Ademas se
observé ramificaciones muy notorias.

@ 80 1

E 28 " Diarrea
8}

,‘g 50 1 Control

51-100 >100
Bacterias adheridas por célula

0 1-50

Figura 3. Frecuencia de bacterias adheridas por célula segiin
cepas de diarrea y controles sanos.

ENSAYO DE MOTILIDAD

Todas las cepas control fueron méviles, a diferencia de
cepas de diarrea donde solo el 60% fue movil.

ANALISIS COMPARATIVO DE LOS PATRONES
DE ADHERENCIA EN MUESTRAS DE DIARREA' Y
CONTROL

Se compard la distribuciéon de las cepas de diarrea y
control seguin la asociacion de adherencia, polimerizacion
de actina y motilidad, encontrando que las cepas control

Figura 4. Prueba de FAS en células HEp-2 e infectadas con A) EPEC E2348/69 control FAS positivo (FAS +) (LA) B) cepa C600 control
FAS negativo (FAS-) C) cepa prototipo DAEC-CG33, FAS+ D) Cepa DAEC de diarrea con acumulacion de actina del citoesqueleto

(flechas blancas) inducido por la infeccion (400x).
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Tabla 2. Correlaciéon del patron de adherencia, FAS y
motilidad en cepas DAEC de diarrea y control.

Caracteristica Diarrea Control
DA FAS Motilidad n (%) n (%) P
s T A 8/22 (36,4) 1/6 (16,7) --
+ + - 7122 (28,0) -- --
A - + 5/22 (22,7) 5/6 (83,3) <0,05
+ - - 2/22 (9,1) - --
- - i3 2/3  (66,7) - -
- - - 1/3  (33,3) -- --

DA: adherencia difusa; FAS: tincién fluorescente para actina.

se encuentran asociadas a la adherencia con motilidad
y sin polimerizacion (Tabla 2).

DISCUSION

En el presente trabajo se observé que 88% de cepas
DAEC identificadas por PCR presentaron el fenotipo de
adherencia difusa, lo cual sustenta el reconocimiento del
método de PCR como rapido, sensible, especifico y ba-
rato para la deteccion de E. coli diarrogénicas. Esta téc-
nica reconoce al gen daabD, el cual es el gen mejor con-
servado entre los genes relacionados a la adhesina Dr.
Servin " indica que este gen pertenece a una secuen-
cia conservada que esta dirigida por un operon daa, el
cual comanda la secreciéon de la adhesina F1845 uno
de los miembros de la familia de adhesinas Dr, el cual
pertenece al conjunto de DAEC Afa/Dr tipicas, subclase
1 debido a su unidn con el receptor antigeno carcinoem-
brionario (CEA) (9.

No encontramos diferencias significativas entre la
presencia de cepas provenientes de nifios con y sin
diarrea y la frecuencia de la adherencia difusa; sin
embargo, estudios realizados en México, Chile, Nueva
Caledonia y Peru reportan un mayor porcentaje de
DAEC aisladas de muestras diarreicas que de muestras
control en nifios (2'618) No obstante, estudios realizados
en Francia y Brasil, no encontraron una asociacion
entre adherencia difusa y la presencia de diarrea (*
2V, Esta controversia probablemente incluye a clones
patogénicos y no patogénicos.

La ausencia de adherencia en 22% de nuestras cepas
puede deberse, como indica Nataro 2, a que si bien la
adhesion a la superficie celular es considerada un paso
esencial para el desencadenamiento de enfermedades
entéricas, otras proteinas de virulencia pueden ser
responsables de la enfermedad, considerando que
este sexto grupo ahora reconocido entre las E. coli
diarrogénicas es un grupo heterogéneo que hasta
nuestros dias sigue siendo materia de investigacion.
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En este estudio se describe los patrones de adherencia
observados en la interaccion de cepas DAEC con culti-
vos celulares HEp-2, encontrando que la mayor pobla-
cion de bacterias adheridas fue menor a 50 por célula,
lo cual fue asociado significativamente con cepas de
diarrea. Muchos estudios reportan el tipo de adheren-
cia que acompafa a estas cepas; sin embargo, pocos
estudios evallan la cantidad de bacterias que forman
parte de este fenotipo. Beinke et al. ?® evaluaron cepas
causantes de diarrea identificadas como DAEC segun
su patron de adherencia, presencia de genes asociados
con la familia de adhesinas Dr y la ausencia de marca-
dores genéticos de otras E. coli diarreogénicas, obser-
vando que estas cepas promovieron el fenotipo de ad-
herencia y efacelamiento (A/E), secrecién de proteinas
homdlogas de Esp (proteinas secretadas por EPEC) y
acumulacion de actina en sitios de union de la bacteria.

Las cepas DAEC positivas para FAS, en comparacion
con microcolonias de la cepa EPEC 2348/69, se unen
en una proporcién mas baja de manera difusa, lo que
pareceria proporcionar las condiciones necesarias
para la transferencia de sefales que conduzcan a la
acumulacién de actina en sus sitios de fijacion. En este
mismo estudio Beinke et al. ®®encontraron que las cepas
DAEC de muestras control produjeron acumulacion de
actina en menor proporcion que las cepas de muestras
de diarrea.

En un estudio con una cepa DAEC aislada de un nifio
con diarrea, que hibridizé con una sonda de DNA F1845,
Yamamoto et al. ?» observaron la adherencia a células
HEp-2, sugiriendo la posibilidad de que las bacterias
DAEC provocan la acumulacion de actina. En nuestro
caso, las cepas DAEC presentaron acumulacién de
actina en 60% de las cepas de diarrea en comparacion
a 16,7% en muestras control, lo que indica que no todas
las DAEC inducen la acumulacién de actina y por ende
el dafo o lesion.

Estudios previos 5% han demostrado que DAEC Afa/Dr
promueven el desamblaje de F-actina, villina y frimbrina,
que son proteinas que desempefian papeles clave en
las microvellosidades. Un estudio de Peiffer et al. ?"), en
células intestinales no diferenciadas INT407 y células
Caco-2 totalmente diferenciadas expresando DAF, de-
mostraron que la infeccion con la cepa prototipo C1845
y E. coli recombinante llevando los plasmidos codifican-
tes de la adhesina fimbrial F1845 y adhesina Dr provo-
caron dramaticos reordenamientos de F-actina ademas
de la agrupacion de fosfotirosinas y la activacion de una
cascada de sefializaciéon de moléculas, incluyendo la
proteina tirosina quinasa, fosfolipasa C, fosfatidilinositol
3-quinasa y la proteina quinasa C, y un aumento de la
concentracion de calcio.
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Patrones de adherencia en E. coli

Actualmente, se considera que la motilidad mediada por
los flagelos contribuye a la virulencia en las bacterias
Gram negativas. Un caso particular es el flagelo de
EPEC que esta directamente involucrado en la adhesion
de estas bacterias - En nuestro estudio todas las
cepas control fueron motiles, a diferencia de las cepas
de diarrea (60%), no obstante, este andlisis esta limitado
por un reducido niumero de cepas control. Curiosamente,
Arikawa et al. ®, ha notificado recientemente que cepas
E. coli Dr y F1845 maviles fueron capaces de inducir la
produccion de IL-8 a diferencia de las cepas no moviles,
lo que sugiere que el flagelo desempefia un papel
importante en DAEC Afa/Dr que indujeron respuestas
proinflamatorias ?®. Una hipotesis que explicaria estas
diferencias, y que no excluiria otras, es que existe
variacion dependiente de la edad en la expresiéon de
receptores de membrana que se desarrollan en el epitelio
intestinal humano para las adhesinas Afa/Dr, que a su
vez modula la colonizacién intestinal por DAEC Afa/Dry
la adhesina dependiente de las lesiones estructurales y
funcionales en las células intestinales.

En conclusion, 88% de las cepas de diarrea y 100%
de las cepas control presentaron adherencia difusa,
mientras que 60 y 17% respectivamente presentaron
polimerizacion de actina 'y 60 y 100% respectivamente,
presentaron motilidad. En general, las poblaciones de
diarrea y control presentaron una diferencia significativa
en el numero de bacterias adheridas por célula. Una
limitacion de este estudio es el reducido numero de
cepas control para una adecuada comparacion. Por otro
lado, no se ha realizado una caracterizaciéon molecular
de las cepas estudiadas, para determinar la variacion de
genes de virulencia en cada grupo. Adicionalmente, el
ensayo de motilidad debe ser evaluado por parametros
mas robustos que permitan sostener la teoria de su
participacion como factor de virulencia. Sin embargo,
este estudio presenta la primera caracterizacion de
patrones de adherencia de cepas DAEC aisladas de
ninos peruanos. Se requieren estudios adicionales con
mayor numero de cepas y la caracterizacion molecular
de las mismas.
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