  Factores de virulencia de los patotipos de Escherichia coli causantes de enfermedad diarreica en humanos

Virulence factors of Escherichia coli pathotypes of causing human diarrheal disease
Título corto: Factores de virulencia de Escherichia coli
Short title: Virulence factors of Escherichia coli

Sandra Catherine Ariza-Rojas1, Lizeth Viviana Vargas-Remolina1, Fabiola Andrea Vargas-Cárdenas1, Ana Elvira Farfán-García1

1 Universidad de Santander –UDES-. Facultad de Ciencias de la Salud. Programa de Bacteriología y Laboratorio Clínico. Grupo de Investigación en Manejo Clínico –CliniUDES- Colciencias. Calle 70 No. 55-210. Campus Lagos del Cacique. Bucaramanga, Santander, Colombia. 
Todos los autores contribuyeron de igual forma en la realización de este trabajo. 
Financiación: Universidad de Santander. 
Conflictos de interés: Los autores declaran no tener conflicto de interés. 
Autor para correspondencia: Ana Elvira Farfán García. 6516500 Ext. 1212
e-mail: elvirafarfan01@hotmail.com. Calle 70 No. 55-210 Campus Lagos del Cacique. Universidad de Santander –UDES- Santander, Bucaramanga, Colombia
[bookmark: _GoBack]

RESUMEN
La enfermedad diarreica aguda es un problema de salud a nivel mundial, especialmente en los países en vía de desarrollo. Escherichia coli está clasificada como uno de los principales agentes diarreagénicos. Su trasmisión está dada por el consumo de agua y alimentos contaminados o mal cocidos.  Esta revisión recopila información de interés acerca de los factores de virulencia y los mecanismos de patogenicidad de siete patotipos de E. coli denominados, E. coli enteropatógena (ECEP), E. coli enterotoxigénica (ECET), E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli shigatoxigénica (ECST), E. coli enteroagregativa (ECEA) y E. coli de adherencia difusa (ECAD). Un último patotipo, E. coli adherente invasiva (ECAI) asociado a la  enfermedad de Crohn también fue revisado.
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ABSTRACT
Acute diarrheal disease is a health problem worldwide, especially in developing countries. Escherichia coli is classified as one of the major diarreagenics agents. Transmission is given by the consumption of food and water contaminated or undercooked food. This review collects information of interest about the virulence factors of six initial E. coli pathotypes called enteropathogenic Escherichia coli, enterotoxigenic E. coli, enteroinvasive E. coli, shigatoxigenic E. coli, enteroaggregative E. coli, E. coli adhesion diffuse, and a final pathotype, adherent-invasive E. coli associated with Crohn's disease also was reviewed.
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INTRODUCCIÓN

En los últimos años, las muertes de niños menores de cinco años han disminuido, sin embargo las cifras aún son alarmantes. Entre los primeros lugares de causas de muerte por infecciones se encuentran la neumonía, seguida por diarrea y malaria1-3. Datos obtenidos de análisis sistemáticos, demostraron que entre los años 2010 y 2011 se presentaron 7.6 y 6.9 millones de muertes de niños menores de cinco años respectivamente. El 9.9% de esas muertes fue a causa de la diarrea. Rotavirus, Calicivirus, Escherichia coli  enteropatógena y E. coli enterotoxigénica causaron más de la mitad de los casos2,3.

La enfermedad diarreica aguda (EDA) es una problemática que afecta a adultos y pequeños y E. coli se encuentra entre las principales causas bacterianas de diarrea. Sus patotipos se han relacionado con mayor frecuencia en los casos de niños con procesos diarreicos4.

Se han descrito seis patotipos de Escherichia coli involucrados en procesos diarreicos mediante la  identificación de factores de virulencia y mecanismos de patogenicidad. E. coli enteropatógena (EPEC: Enteropathogenic E. coli), E. coli enterotoxigénica (ETEC: Enterotoxigenic E. coli), E. coli enteroinvasiva (EIEC: Enteroinvasive E. coli), E. coli shigatoxigénica (STEC: Shigatoxigenic E. coli), E. coli enteroagregativa (EAEC: Enteroaggregative E. coli) y E. coli adherente difusa (DAEC: Diffusely Adherent E. coli)5. Y finalmente, E coli adherente invasiva (AIEC: Adherent Invasive E. coli) ha sido clasificada en estudios recientes6.
EPEC es el patotipo más asociado a diarrea en lactantes y algunas veces se asocia a vómito y fiebre7. EIEC es de importancia en niños mayores de seis meses, su manifestación general es diarrea y en ocasiones va a acompañada de sangre y moco8. ETEC tiene mayor frecuencia en niños menores de dos años, la diarrea puede acompañarse de fiebre y algunas veces vómito  y es el principal agente causal de la diarrea acuosa del viajero seguido por EAEC y otras como Salmonella spp, Shigella spp o Campylobacter jejuni9. EAEC suele causar diarrea persistente de un color  verde característico y con presencia de moco. La diarrea acuosa causada por DAEC se presenta sin sangre en niños que van desde el año hasta los cinco8. Y por último STEC, la cual causa dolor abdominal, diarrea sanguinolenta y poca fiebre. Este patotipo es el principal agente etiológico asociado al síndrome urémico hemolítico (SUH), caracterizado por daño renal, anemia hemolítica microangiopática y trombocitopenia10. En los casos más graves puede llegar a causar complicaciones del sistema nervioso central11.
Dada la importancia clínica que tiene la enfermedad diarreica a nivel mundial, la presente revisión de tema recopiló información actual sobre los factores de virulencia de los patotipos de E. coli como uno de los principales agentes diarreagénicos, con el propósito de que esta información proporcione datos de interés en el conocimiento de este patógeno.

Para esta revisión se usaron las bases de datos EBSCO, Science Direct, NCBI y Hinary, usando términos como “Escherichia coli virulence, virulence factors, Enteropathogenic, Enterohemorrhagic, Enteroinvasive, Enterotoxigenic, Enteroaggregative, Diffusely Adherent y Adherent Invasive”. Se tomaron en cuenta investigaciones originales y revisiones con artículos completos disponibles, de los cuales se incluyeron un total de 130 artículos.

E. coli enteropatógena 

EPEC al igual que STEC pertenecen a un grupo de agentes patógenos causantes de lesiones de adhesión y borrado (A/E: Attaching/Effacing). Las lesiones se caracterizan por la formación de pedestales debido a la reorganización de la actina en la región apical del enterocito, lo que altera la morfología de la célula12,13. Este pedestal de actina se forma por la unión de las bacterias al enterocito por medio de un sistema de secreción tipo 3 (T3SS: Type III Secretion System) que introduce en el citoplasma proteínas efectoras14,15. Una de estas proteínas es el receptor translocador de la intimina (Tir: Translocated intimin receptor) que interactúa con la intimina, una proteína de membrana externa de la bacteria, codificada por el gen eae (Figura1)12. Las cepas de EPEC se dividen en típicas y atípicas, esta división depende de la presencia (típicas) o ausencia (atípicas) de un plásmido de virulencia llamado factor de adherencia de EPEC (EAF: EPEC Adherence Factor)16. 

Se han descrito tres etapas en la patogénesis de EPEC. Sin embargo, no es claro si éstas ocurren de forma secuencial o simultánea. La primera, conocida como adherencia localizada (LA: Localized-Adherence) es función de los pili tipo IV (BFP: Bundle-Forming Pilus), la segunda es la translocación y transducción de señales por T3SS y por último la adherencia íntima con formación de A/E17. Posteriormente, fue descrito otro modelo y que a diferencia del primero, la primera etapa no estaba mediada por BFP sino por otras adhesinas no descritas. Y en la cuarta etapa que se cumple solo para las cepas típicas en donde se forman microcolonias unidas por medio de BFP, como estas bacterias no tienen una unión íntima con la célula se pueden separar y pueden colonizar otros sitios18. 
En la adherencia, EPEC inicia la interacción con el enterocito por medio un flagelo y por  BFP, que tiene como función la autoagregación bacteriana y la adherencia a la célula19,20. BFP son codificados por 14 genes y requieren de un regulador que es el operon per (per: plasmid-encoded regulator)21 y de una proteína DsbA que forma enlaces disulfuro para darle estabilidad a los pili tipo IV22. Todos estos genes se localizan en el plásmido de virulencia EAF23.

EPEC y STEC tienen el T3SS que se encuentra extracelularmente durante la infección. El sistema T3SS se codifica en la isla de patogenicidad locus de esfacelación del enterocito (LEE: Locus of Enterocyte Effacement)24. LEE se divide en cinco operones policistrónicos que van de LEE1 a LEE5. El grupo de LEE1, LEE2 y LEE3 codifican los genes de las proteínas Esc (Esc: E. coli secretion) que forman el T3SS20. Estas proteínas incluyen EscR, EscS, EscT, EscU, EscV que se encuentran en la membrana interna. EscC se ubica en la membrana externa y EscJ conecta al grupo de la membrana interna con la membrana externa formando un conducto por donde pasa EscF acoplándose en la punta. Finalmente EscN que tiene acción ATPasa proporciona energía al sistema25. 

LEE4 codifica los genes de las proteínas secretoras Esp (Esp: EPEC-secreted proteins) (EspA, EspB y EspD) y algunas proteínas efectoras (EspF, EspG, EspH, EspZ y Map)26. EspA se une a EscF y se polimeriza para formar un conducto27. EspB y EspD forman los poros de translocación en la membrana del enterocito por donde van a pasar las proteínas efectoras26. La proteína asociada a la mitocondria (Map: Mitochondria-associated protein) se dirige a la mitocondria donde altera el potencial de membrana y también estimula la formación transitoria de filopodios activando una GTPasa Cdc4228,29. EspF está regulado por la disfunción mitocondrial que le ayuda a dirigirse al nucleolo donde induce reorganización y pérdida de la nucleolina para bloquear el proceso del ARNr30. EspH al igual que Tir-intimina reprimen la formación de estos filopodios aunque de manera independiente, para dar paso a la formación de pedestales de actina (Figura 1)31,32. Se ha demostrado que EspG altera los microtúbulos de los fibroblastos y de células epiteliales no polarizadas, lo que contribuye al daño celular33. Y por último EspZ bloquea la translocación de proteínas al finalizar la infección o durante ella cuando hay una infección secundaria. Éste se une a EspD mediante la inhibición del paso de EspF, Map y Tir34.

LEE5 codifica los genes eae para las adhesinas bacterianas intimina y tir para el correspondiente Tir. La expresión génica de LEE, está regulada por per codificado en EAF, Ler (LEE-encoded regulator), GrlA (Global regulator of LEE Activator) y GrlR (Global regulator of LEE Repressor)35.

Después de la unión de T3SS al enterocito pasan las proteínas efectoras a través de los poros, entre ellas Tir que inicia la adherencia a la intimina36. Una vez dentro de la célula huésped la cabeza de Tir se proyecta a la superficie de la membrana del enterocito donde se adhiere la Intimina y trasmite señales adicionales después de la interacción37. 

La formación del pedestal se debe a la interacción Tir-intimina. Tir es fosforilada en tirosina 474 un evento que se requiere para la formación del pedestal38, donde tirosina 474 se une a proteínas adaptadoras de la célula huésped (Nck: Non-catalytic tyrosine kinase). Nck activa N-WASP (Neural Wiskott-Aldrich-Syndrome Protein) que a su vez activa el complejo Arp 2/3 mediador de la polimerización de actina39. Otra proteína adaptadora es la Crk (CrK: CT10 regulator of kinase) que compite con Nck por la unión a la tirosina 474, con la diferencia que Crk inhibe la polimerización de actina, aunque no se ha entendido cuál función cumple al regularla negativamente (Figura 1)40.
En la polimerización, empiezan a formarse largas cadenas de actina y como consecuencia de ésto, se altera la morfología del citoesqueleto de las células y ocasiona la pérdida de las microvellosidades y su función38. 
E. coli shigatoxigénica 

Este patotipo produce una o más toxinas Shiga (Stx) similar a las producidas por Shigella dysenteriae tipo 1, por lo que se les denomina shigatoxigénicas (STEC)41. También se han descrito como E. coli enterohemorrágica (EHEC, del inglés Enteohemorragic E. coli) y E. coli verotoxigénica (VTEC, del inglés Verotoxigenic E. coli) debido a la producción de una toxina con efecto citotóxico sobre las células vero42.
La interacción de STEC con los enterocitos está mediada por la intimina y el T3SS, descritos en EPEC14. La unión de la intimina con su receptor Tir ayuda en la fijación de STEC a la célula y produce lesiones A/E características de este patotipo (Figura 1)43. Al igual que en EPEC los factores que participan en la formación de la lesión se codifican en la isla de patogenicidad LEE24.
Otro factor de virulencia es la toxina Stx. Esta tiene 2 subgrupos que son Stx1 y Stx2, inmunológicamente diferentes. Una cepa puede presentar uno o ambos. Stx2 está más asociado a los casos de SUH44,45. Por otra parte esta toxina está compuesta de dos subunidades designadas A y B. La subunidad A tiene a su vez dos fragmentos: A1 que realiza actividad enzimática para dirigirse al ARNr 28S e inhibir la síntesis de proteínas, que tiene como consecuencia la muerte celular46. A2 que se encarga de la unión a la subunidad B está compuesta por 5 unidades idénticas y cuya función es fijarse al receptor globotriaosilceramida 3 (Gb3) para ser endocitada (Figura 2a)47.

La macropinocitosis (MPC) es otro mecanismo que permite la entrada de Stx cuando Gb3 no es expresado por la célula, como en el caso de los enterocitos. La MPC ocurre independientemente de T3SS y de la intimina, es decir, es estimulada por la reorganización de la actina a causa de otros factores bacterianos y no necesariamente de la adhesión de la bacteria48. Uno de estos factores es la proteína P secretada por E. coli (EspP: E. coli secreted protein P), una serin proteasa que es suficiente para estimular MPC y la transcitosis de la toxina (Figura 2b)49. El mecanismo de la transcitosis aún está en estudio, no obstante se sabe que aumenta debido a la MPC y facilita la propagación sistémica de la toxina para unirse a las células endoteliales que expresan Gb3 en su membrana, siendo el endotelio glomerular y las células endoteliales del intestino y cerebro quienes expresan mayores niveles (Figura 2c)48-50.
Algunas cepas de STEC pueden poseer un plásmido llamado pO157 que involucra otros factores de virulencia. Dentro de estos factores están: catalasa-peroxidasa (katP)51, EspP52, una adhesina (ToxB)53, metaloproteasa dependiente de zinc (StcE)54 y una enterohemolisina (Ehx)55.
 La EspP también está implicada en la formación de microcolonias y en la adhesión a células epiteliales de colon T8452. ToxB  homóloga de las toxinas A y B de Clostridium difficile, ha sido implicada en la adherencia53. StcE degrada mucinas y glicoproteínas, para mediar la unión a la célula huésped y aumenta la actividad del inhibidor de esterasas (C1-INH: C1 esterase Inhibitor), una serpina reguladora de mecanismos de inflamación, que evita la lisis de los enterocitos y por consiguiente de la bacteria adherida. StcE es secretada por un sistema de secreción tipo II codificado también en el plásmido pO15754,56,57. Y por último Ehx está relacionada con las hemolisinas Hly presente en cepas de E. coli uropatógenas y aunque no presentan la misma estructura, ambas hacen parte de la familia de citolisinas RTX formadoras de poros55. Los efectos producidos por Ehx siguen en estudio, se conoce que tiene actividad citotóxica en el endotelio microvascular del cerebro humano58. Ehx también cumple un papel importante en el aumento de los niveles de IL-1β y en la citotoxicidad en células THP-1 maduras, aunque se desconoce su mecanismo59.

E. coli enterotoxigénica

Cada cepa contiene estructuras en su superficie que son necesarias para la adhesión denominados factores de colonización (CFs: Colonization Factors) y que en ETEC son llamados antígenos de superficie coli (CSs: Coli Surface antigens), también denominados antígenos de los factores de colonización (CFAs: Colonization Factor Antigens) o  PCFs  (Putative Colonization Factors). Estas estructuras son fimbriales, afimbriales, helicoidales o fibrilares y hasta la fecha se conocen aproximadamente 25, en su mayoría codificados en plásmidos de virulencia60-63. 

Los CFs se encargan de la adhesión de las bacterias a receptores (fibronectina, glicoesfingolípidos y glicoproteínas) de las células epiteliales del intestino delgado lo que permite su colonización62-65. Algunos de estos CFs se han asociado a movilidad y autoagregación bacteriana65,66. Aproximadamente en el 50% de las cepas de ETEC no se logran identificar los CFs62.

EtpA, es una exoproteína de adhesión (TPS: Two-Partner Secretion) situada al extremo del flagelo de ETEC que ayuda a la adherencia de las células epiteliales para permitir que los CFs se adhieran a dichas células y así disminuir la distancia. Inmediatamente después el autotransportador EatA (EatA: autotransporter A) incluida en el grupo de las serin-proteasas (SPATEs: Serine Protease Autotransporter of Enterobacteriaceae) inhibe la actividad de EtpA y da origen a la adhesión de ETEC a los enterocitos por el loci toxigénico de invasión A (Tia: Toxigenic invasion loci A), una proteína de membrana externa y loci toxigénico de invasión B (TibA: Toxigenic invasion loci B) (Figura 3) 67-70. Otro de los factores de colonización importantes se deben a la expresión del gen INga, denominado Longus Type IV Pilus. Este actúa de manera semejante al BFP de EPEC e interviene en la auto-agregación bacteriana66,71,72.

El principal factor de virulencia de ETEC es la secreción de enterotoxinas termoestables (ST: Heat-stable enterotoxin) y enterotoxinas termolábiles (LT: Heat-labile enterotoxin). Existen dos tipos de LT (LT-I y LT-II), las LT-I están directamente asociadas a cepas humanas. Cada toxina se divide en dos subunidades A y B62,64.

ETEC por medio del sistema de secreción tipo 2 libera la LT y es secretada las vesículas de la membrana externa (OMVs: Outer Membrane Vesicles)73. A través de la subunidad LT-B se une al gangliósido GM1 y por endocitosis de las OMV ingresa al citoplasma.  Una vez allí se dirige al aparato de Golgi y al retículo endoplasmático74.

La subunidad LT-A1 presente en el citosol mediante ribosilación del ADP se une a los nucleótidos de guanina (Gs) e inhibe la actividad de GTPasa y activa la adenilatociclasa61. Estas reacciones producen un aumento del AMP cíclico, lo que estimula la secreción de cloruro y  demás electrolitos a través del canal regulador transmembranal de la fibrosis quística (CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) e impide la absorción del intestino62,70,75.

En las ST, la unión está mediada por la Guanilato-Ciclasa-C (GC-C) y existe un aumento del GMP cíclico dependiente de la proteína quinasa II donde se produce el mismo efecto de la LT al aumentar la secreción por el CFTR70,76. Además la ST tiene capacidad de controlar la proliferación celular. Según estudios inhibe la síntesis de ADN en células de cáncer de colon y esto también depende de los niveles de calcio intracelulares (Figura 3)77,78.

La citolisina A (ClyA: Cytolysin A) expresada del gen clyA también ha sido descrita como citotoxina de ECET. Tiene como función la formación de poros, inducir la apoptosis de los macrófagos y se ha descrito actividad hemolítica79-81.

E. coli enteroagregativa 

Entre las cepas de EAEC existe gran variabilidad en la presencia de factores de patogenicidad, por consiguiente, en los modelos estudiados aún no se ha encontrado relación entre un genotipo o fenotipo específico y el desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, un estudio reciente describe la asociación entre las cepas EAEC del grupo filogenético D  y  pacientes sintomáticos82.
Por otro lado, la patogénesis exhibe en común, la formación de microcolonias83 y un patrón de adherencia-agregativa (AA: Aggregative- Adherence) a células HEp-2 y HeLa descrito como "apilación de ladrillos"84.

EAEC presenta plásmidos llamados pAA, que codifican varios factores de virulencia, en los que se incluye un regulador AggR perteneciente a la familia de activadores transcripcionales AraC/XylS, el cual se encuentra en la mayoría de las cepas, por lo que se sugirió el término "EAEC típica" a aquellas que lo expresan85,86. Algunos genes regulados por AggR son los factores necesarios para la expresión del patrón AA que implica las fimbrias AAF con variantes I, II, III y IV (este último también llamado adhesina Hda) codificadas por los genes aggA, aafA, agg3A y agg4A87-90. Se han relacionado con la formación de microcolonias otros genes regulados por AggR, entre los que se incluyen una proteína Irp2 involucrada en la expresión yersiniabactin (sideróforo) encontrada en especies de Yersinia, una enterotoxina de Shigella (ShET1: Shigella Enterotoxin 1) codificada por el gen set1A, presente en cepas de Shigella causantes de diarrea83 y por último dos proteínas Fis y YafK junto con un sistema de secreción tipo VI91. Sin embargo, se ha evidenciado la formación de microcolonias cuando están los factores regulados por AggR en su y también, cuando ninguno de ellos incluyendo AggR está presente, lo que indica la existencia de factores de virulencia aún no descritos83.

En la adhesión también están involucradas proteínas de la membrana externa como Hra-1 (Hra: Heat-resistant agglutinin 1) con actividad aglutinina y adhesina, Hra-2 con actividad adhesina y Tia homóloga de Hra-1 con actividad invasiva y adhesina, también relacionada con cepas de ETEC92.
 
En la colonización bacteriana actúa un complejo denominado Aat que se requiere para el transporte de una dispersina codificada por el gen aap, juntos regulados por AggR y codificados en el plásmido pAA. Aat media la secreción de la dispersina desde la membrana externa de la bacteria para promover la colonización de la mucosa intestinal (Figura 4a)93,94.

EAEC presenta factores no regulados por AggR como la enterotoxina 1 (EAST 1: Enteroaggregative E. coli Heat-stable Enterotoxin 1) codificada por astA, que altera el transporte de iones e induce aumento de GMPc95 y una variedad de SPATEs citotóxicos y no citotóxicos (Figura 4b)96.

Dentro de los SPATEs se encuentran la proteasa involucrada en la colonización intestinal (Pic: Protease involved in intestinal colonization) y la toxina codificada en plásmidos (Pet: Plasmid-encoded toxin). Pic hace parte de los no citotóxicos. Es una proteasa que incrementa el número de células caliciformes y la producción de moco que atrapa a las bacterias autoaglutinándolas en el epitelio intestinal, aunque su mecanismo de acción aún está en estudio. También es responsable de la actividad mucinolítica que le abre paso a través de esta capa de moco97. Pet  es una SPATE citotóxica que se une a la espectrina en la membrana del complejo de Golgi, la cual es una proteína de unión a la actina y una vez unida bloquea su función y causa el redondeamiento de la célula98.
Adicionalmente, pueden estar presentes otras SPATEs citotóxicas como EspP (de STEC) que escinde pepsina A y el factor V de coagulación99, la toxina autotransportadora secretada (Sat: Secreted autotransporter toxin) y el homólogo de proteasa de Shigella tipo IgA (SigA: Shigella IgA-like protease homolog) descrita en cepas de Shigella flexneri100,101. SPATEs no citotóxicas como la proteína extracelular de Shigella (SepA: Shigella extracellular protein A) también descrita en Shigella flexneri, contribuye a la inflamación intestinal102.

E. coli enteroinvasiva 

EIEC posee un plásmido de virulencia pINV que codifica para T3SS y 25 proteínas como OscpB, VirA, OspG y los antígenos de invasión de plásmidos (Ipa: Invasion plasmid antigens) Ipa A, Ipa B, Ipa C, Ipa D103. EIEC evade la respuesta inmune porque entra fácilmente a las células epiteliales del colon por medio de adhesinas, moviéndose lateralmente para invadir otras células104. Para conseguir la invasión celular EIEC posee proteínas de gran importancia como IpaA, IpaB, IpaC, IpgB1, IpgB2, IpgD and VirA. Estas ingresan por medio T3SS. IpaA se une al N- terminal de la proteína de superficie de las células e induce la despolimerización de la actina105. IpaB lisa la vacuola del macrófago, tiene afinidad en la unión a la Caspasa-1 para inducir la muerte de los macrófagos vía apoptosis y es un receptor de la bacteria104,106,107.

IpaC al igual que IpaB está involucrado en la lisis de la vacuola. Además en el citoplasma de la célula epitelial está relacionada con la polimerización de actina. Actúa en la fosforilacion de cortactin (monómero de proteína) que activa al complejo Arp2/3 e induce esta actividad  dependiente de Src y Crk105. IpgB2 (análogo IpgB1) interviene en las ondulaciones de la membrana. IpgD es una proteína encargada de la entrada de la bacteria a los macrófagos y actúa sobre el fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PtdIns 4,5 P2) y lo transforma en  fosfatidilinositol 5-monofosfato (PtdIns (5) P), para la invasión. Estos son componentes claves como reguladores de tráfico de membrana108,109. Por su parte VirA favorece la generación de protuberancias y permite el traspaso a las células proximales104.

EIEC, invade las células M y utiliza el proceso de transcitosis para atravesar la célula y llegar al polo baso lateral con el fin de ser expulsada110. El T3SS incorpora efectores bacterianos y de allí se produce la activación de los elementos del citoesqueleto105. Posteriormente la bacteria ingresa por medio de una vacuola al macrófago y mediante la proteína IpaB, ECEI lisa la vacuola donde queda libre en su citoplasma para finalmente salir de allí104. Al quedar liberada la bacteria, ésta ingresa a las células epiteliales y reconoce los receptores del hospedero, CD44 y α5β1 integrina, los cuales se unen a los receptores de la bacteria IpaB y el complejo IpaBCD. Para escapar nuevamente del fagosoma de la célula8,107,111. Las bacterias que son liberadas de las células M o las células epiteliales con ayuda de la proteína IpgD inducen a la apoptosis celular104 (Figura 5). 

VirG localizada al extremo de EIEC promueve la aproximación de N-WASP y por medio de la polimerización de actina se forma el complejo VirG*N-WASP*actina e inicia el movimiento lateral en el citoplasma de las células infectadas112. VirA localizada al otro extremo de la bacteria favorece el proceso de invasión donde se generan unas protuberancias y así la infección de otras células104.

E. coli adherente difusa

Se conoce poco de los mecanismos de patogenicidad de ADEC a pesar que han sido ampliamente estudiados113,114. Las cepas de  DAEC expresan  adhesinas afimbriales (Afa) y adhesinas fimbriales (Dr). Estas adhesinas se encuentran en la superficie de la membrana externa de la bacteria, confiriendo el principal mecanismo de patogenicidad115,116. Se subdividen en dos clases, la típica Afa/ DrDAEC y la atípica Afa/DrDAEC que tienen como características la misma organización genética y la unión al factor de aceleración (hDAF: human Decay-Accelerating Factor)117. La clase típica Afa / Dr DAEC se encuentra AfaE-I, AfaE-II, AfaE-III, AfaE-V, Dr, Dr-II, F1845 y NFA-I. Estas adhesinas se encuentran codificadas por los genes afa-, dra-, daa-. Todas las adhesinas Afa/Dr se unen a hDAF (DAF, CD55), mientras que AfaE-III, Dr y las adhesinas F1845 se unen a  CEACAM6 (del inglés carcinoembryonic antigen–related cell adhesion molecule 6)118. hDAF es una glicoproteína de 70 KDa que se encuentra distribuida en todas las células de la sangre, en el epitelio del intestino, tracto genitourinario y células endoteliales. Tiene como función regular la cascada del complemento en el paso de la convertasa C3, cumple un papel importante en la interacción entre el patógeno y las células huésped para favorecer la infección119.

Se sabe que DAEC tienen dos adhesinas principales que permiten la adherencia al enterocito. Adhesina Fimbrial 1845 (F1845) y la adhesina involucrada en la adherencia difusa (AIDA I: Adhesin Involved in Diffuse Adherence). F1845 es una adhesina fimbrial que pertenece a la cepa C1845 de tipo silvestre que tiene como receptor hDAF. Al originarse esta unión ocurre un alargamiento de las microvellosidades120. La otra adhesina es AIDA-I, que pertenece a la familia de autotransportadores de membrana externa de 100 kDa y se ha encontrado en la cepa 0:126H:2121. Una vez Afa/Dr adhesina se une con los receptores de la membrana del enterocito hDAF o CEACAM6 se da la activación de la quinasa Src, la cual es necesaria para la movilización y organización de hDAF alrededor de las bacterias122. La lesión de la membrana celular inducida por la bacteria ocasiona elongación, daño en las microvellosidades y reordenamiento de las proteínas en el citoesqueleto que generan  aumento de la permeabilidad del enterocito (Figura 6)123,124. Al ocurrir la asociación Afa/Dr, se activa la MAP quinasa (MAP: Mitogen-Activated Protein) que da como resultado la producción de IL-8 que induce la migración transepitelial de los polimorfonucleares124, lo que por su parte estimula en los enterocitos la síntesis de citoquinas proinflamatorias  FNT-α e IL-1β, que favorecen el daño celular125.

E. coli Adherente invasiva 

AIEC es uno de los agentes etiológicos relacionados con la enfermedad de Crohn (EC), enfermedad inflamatoria en el intestino delgado6,8. La EC favorece la invasión de los enterocitos intestinales, lo que conduce a un aumento de la estimulación de IFN-γ y TNF-α, lo que genera la sobre expresión del molécula 6 de adhesión celular relacionada con el antígeno carcinoembrionario (CEACAM6: Carcinoembryonic Antigen–Related Cell Adhesion Molecule 6)126.

Esta bacteria posee dos mecanismos de invasión a la célula. AIEC se moviliza a través de los flagelos, los cuales la acercan a la célula epitelial y por medio del pili tipo1 se une al receptor de superficie CAECAM6 de la célula hospedera (Figura 5).

Los pacientes que sufren de esta enfermedad también generan en las células epiteliales estrés del retículo endoplásmico. En respuesta a ésto el factor de transcripción XBP1, origina un aumento en la expresión de gp96 sirviendo como receptor de OmpA, una proteína de membrana generada por el factor de virulencia OMV. OmpA promueve la virulencia del patotipo al intervenir en la adhesión, invasión y la permanencia de bacterias intracelulares127,128.

El segundo mecanismo es mediante la invasión de las Células M. AIEC posee una fimbria polar larga (LPF: Long polar fimbriae) que permite la aproximación a las Células M129. Utiliza el mismo proceso de ECEI donde atraviesa la célula por medio de transcitosis70. AIEC es fagocitada por los macrófagos, donde se replica dentro de los fagosomas sin estimular la muerte celular6,130. AIEC induce en el macrófago infectado la secreción de FNT-α, el cual causa la  inflamación del íleon y lleva a la formación de granulomas6,8.

Conclusiones 
Escherichia coli por ser uno de los principales agentes causales de enfermedad diarreica infecciosa, ha sido motivo de interés en la realización de un gran número de investigaciones que contribuyen a su entendimiento. Se encontró información actualizada sobre su patogenicidad y permitió ampliar el conocimiento de los factores de virulencia y sus mecanismos de acción en el hospedero. Algunos de estos factores de virulencia son potenciales candidatos para el desarrollo de vacunas y son herramientas útiles para la caracterización molecular de las cepas de E. coli.
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Figura 1. E. coli  Enteropatógena. La adherencia de ECEP está mediada por un flagelo y por el pili tipo IV (BFP) que también une las bacterias entre si formando microcolonias, permitiendo que estas se separen y colonicen. EPEC y STEC tienen un sistema de secreción (T3SS) que inyecta proteínas en la célula, dentro de ellas se encuentra EspF que se dirige al nucleolo donde bloquea el proceso del ARNr. Map que induce la formación de filopodios activando una GTPasa Cdc 42, aunque solo es momentáneo porque después EspH interrumpe esta formación para que otra proteína llamada Tir unida a la intimina (proteína de la membrana externa de la bacteria)  se fosforile en tirosina 474, el cual se une a proteínas adaptadoras como Nck o CrK. NcK activa  a N-WASP que a su vez activa Arp 2/3, mediador de la polimerización de actina. La unión Tir-Intimina finalmente provoca la reorganización de la actina, alterando la morfología y formando las lesiones de adhesión y borrado (A/E).
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Figura 2. E. coli  shigatoxigénica. a. La toxina Shiga (Stx) está compuesta por una subunidad A que tiene dos fragmentos: A1 con actividad enzimática y A2 que se une a la subunidad B, pentámero encargado de la unión al receptor Gb3 en la célula huésped. b. Existen factores como EspP que estimulan la reorganización de actina en ausencia de receptores Gb3, que permiten la entrada de Stx al enterocito por medio de macropinocitosis (MPC) y se desplaza dentro de la célula por transcitosis para llegar a la circulación. c. Sxt viaja hasta encontrar el receptor Gb3 que se une a la subunidad B de la toxina y permite la entrada a las células endoteliales por endocitosis en donde la subunidad A1 se dirige al ARNr para bloquear la síntesis de proteínas y producir la muerte celular. 
[image: ]


Figura 3. E. coli enterotoxigénica. ETEC se une a los enterocitos por EtpA. EatA inhibe a EtpA para lograr la adhesión por CFs, Tia y TibA. LT se une al GM1 entrando por endocitosis y genera un aumento del AMPc. ST tiene como receptor GC-C donde origina altos niveles de GMPc para terminar los dos procesos con la secreción de cloruro y demás electrolitos por el canal CFTR.
[image: ]
Figura 4  E. coli enteroagregativa. a. ECEA utiliza para la adhesión las fimbrias AAF además de una proteína Tia  y unas aglutininas estables al calor (Hra 1-2).  EAST es una toxina que tiene actividad guanilatociclasa (GC) e incrementa el GMPc. En la colonización actúa una dispersina transportada por el complejo Aat y una variedad de SPATEs. b. Una proteasa Pic, hace parte de SPATEs no citotóxicos. Pic es capaz de incrementar la secreción de moco, pero a su vez  le abre paso a la bacteria gracias a su actividad mucinolítica. También tiene SPATE citotóxicos como Pet, que escinde una proteína llamada espectrina, unida a la actina, finalmente para bloquear su función y ocasionar el redondeamiento de la célula. 
[image: ]

Figura 5. E. coli enteroinvasiva a. EIEC mediante transcitosis atraviesa las células M. Es fagocitada por los macrófagos y con ayuda de IpaB es liberada. Los receptores del hospedero CD44 y α5β1 integrina se unen a los receptores de la bacteria IpaB y al complejo IpaBCD respectivamente. Se forma el complejo VirG*N-WASP*actina y VirA favorece el proceso de invasión a células proximales. b. AIEC por medio del Pili tipo 1 reconoce cual reconoce el receptor de la célula CEACAM6 e invade.
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Figura 6. E. coli adherente difusa. Las adhesinas Afa/Dr de DAEC reconocen a hDAF o CEACAM6, activa la quinasa Src que ayuda a la movilización y organización de FAD alrededor de la bacteria y se produce  elongación, pérdida de las microvellosidades y secreción de agua y electrolitos. La activación de la vía de señalización de MAP culmina en la síntesis de IL-8, que induce la transmigración de polimorfonucleares (PMN). Esto estimula la síntesis de FNT-α e IL1β en los enterocitos y causa daño celular. 
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