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RESUMEN 

En nuestro país, las infecciones gastrointestinales son causa importante de morbi1idad en la 

población menor de 5 aílos; siendo Campylobacter jej1111i uno de los agentes etiológicos más 

comúnmente aislado. 

Aún cuando se conoce muy poco de la patofisiologfa de la infección por Campy/obacter, se ha 

demostrado que su asociación in 1.'itro con células HEp-2, se relaciona significativamente con el 

cuadro clínico del cual fue aislada In cepa. Uno de los propósitos de determinar In habilidad de 

diferentes cepas para asociarse a cultivos celulares, y de estudiar los mecanismos por los cuales 

lo realiza, es el desarrollo de medidas de prevención para abolir tal interacción. Para ello se ha 

propuesto el uso de receptores análogos, llamados asf porque son capaces de interferir con la 

adherencia microbiana y la colonización fo vivo; en este sentido. la leche humana cumple con 

esta función, involucrando la presencia de componentes no inmunoglobulínicos capaces de inhibir 

6 de disminuir, en forma importante, el grado de adherencia bacteriana. 

En!re los objetivos del presente 1rnbajo se incluyeron: 1) La purificación de componentes de 

naturaieza oligosacárida a panir de leche materna; 2) El determinar, mediante ensayos de 

inhibición de la asociación bacteriana a células HEp-2, el posible papel como recep!Ores análogos 

de cada una de las fracciones oligosacáridas. así como de distintas fracciones proteicas y/o 

lipídicas de la leche; y 3) El desarrollo de un modelo animal de colonización que nos permitió 

estudiar, in vivo, la capacidad de cada una de las fracciones oligosacáridas para inhibir la 

colonización por C. jej1mi. 

Con cepas bien caracterizadas como adherentes e invasivas y con el ensayo de inhibición, 

demostramos Ja presencia, en leche materna. ~e inhibidores de la asociación de cepas invasivas 

de C.}ejuni a las células HEp-2 en las fracciones oligosacáridas probadas. Se presume que tales 

inhibidores son oligosacáridos fucosilados, los cuales probablemente actúan compitiendo con los 

receptores presentes en las células epiteliales para las cepas invasivas, pero no para las 

adherentes. 



Se estableció un modelo experimental de colonizncion, con el cual se demostró una clara 

diferencia entre el comportamiento de cepas patógenas y no patógenas, por lo que podría ser útil 

para evaluar los efectos causados por medidas profilácticas. 

Finalmente, en este trabajo se demostró que la actividad inhibitoria para C. jej1111i presente en 

leche materna es similar in vitro e in vivo; sin embargo, se requiere Ja realización de ensayos 

inhibitorios con una gama variada de cepas de Campylobacter, además de efectuar una 

caracterización bioquímica detallada de tal actividad inhibitoria. 
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l. INTRODUCCION 

Campy/obacter jej1111i es una de las principales causas de gastroenteritis en humanos (15-17). En 

países en desarrollo es uno de los enteropatógenos más comúnmente aislado de casos de diarrea 

en niños menores de 5 años (9,14,16,46); Georges-Courbout y cols. (45) han demostrado una 

asociación estadísticamente significativa de Campylobacter con diarrea en niños entre 1 y 6 

meses de edad, al igual que Calva y cols. (21), quienes demostraron la misma asociación en una 

cohone de niños mexicanos menores de 5 años, con una relación de enfermedad-infección de 

"' 50% durante i~s primeros 6 meses de vida, que disminuye considerablemente con la edad. 

En los países industfializados, C. jejuni ocupa el segundo lugar como agente etiológico de diarrea 

infecciosa, únicamente superado por rotavirus (91), con una frecuencia de aislamiento del 60%, 

seguido por Sa/mone//a con un 25% y Shige//a en un 10% (49). A nivel hospitalario, C. jejzmi 

también se aísla más frecuentemente que Salmone//a y Shige//a en proporciones de 2:1 y 5:1, 

respectivamente (41). Además de que puede llegar a causar infecciones nosocomialcs graves, 

debe ser considerado como un posible agente de Ja meningitis de origen desconocido, 

particularmente en recién nacidos y otros huéspedes inmunocomprometidos (19). 

Poco se conoce acerca de la fisiopatologfa de la infección por Campylobacter y el proceso exacto 

de In inducción de diarrea en el huésped; sin embargo. se han propuesto tres mecanismos por los 

que la bacteria es capaz de producir Ja enfennedad y que se asocian con cuadros clínicos 

característicos: 

1) La adherencia al epitelio intestinal y la producción de una enterotoxina similar a la CT de 

Vibrio cholerae y a la LT de E. co/i, por lo que origina una diarrea de tipo secretor similar a la 

ocasionada por estos dos microorganismos (89, 102). 

2) La invasión al epitelio intestinal, lo que provoca daño tisular y, por ende, una diarrea de tipo 

inflamatorio similar a la ocasionada por Shigel/a y que se caracteriza por la presencia de 

leucocitos en heces (37,84); aún cuando se ha descrito la producción de una citotoxina, su papel 

dentro del proceso inflamatorio no ha sido completamente dilucidado (51). 

3) La translocación, proceso similar al ejercido por Salmone/la, en la que la bacteria es capaz 



de atravesar la mucosa intestinal sin dañar su integridad, proliferando posteriormente en la lámina 

propia y los nódulos linfáticos mesentéricos, y dando así origen a infecciones extrn.intestinales 

como meningitis, colecistitis y adenitis mesentérica (103). 

La adhesión de ta bacteria a las superficies mucosas parece ser el primer paso en la patogénesis 

de muchas infecciones intestinales (12). El mecanismo por el cual Campylobacter se adhiere al 

epitelio intestinal no se conoce, y aunque no posee pilis o fimbrias, se cree que puede poseer 

otras adhesinas (76). Algunos estudios con líneas celulares han demostrado la adherencia del 

microorganismo a célulns HeLa, HEp-2, INT 407 y a bordes en cepillo de cerdo 

(19,65,76,83,101). Se ha propuesto que las estructuras de superficie juegan un papel primordial 

en la adherencia; tal es el caso del flagelo, el lipopolisac'1rido y las proteínas de membrana 

externa (37, 76). 

En nuestto laboratorio se han estandarizado métodos in \'itro que nos han permitido evaluar la 

capacidad de C. jej1111i para asociarse a células HEp-2 (22,71). Se ha definido un Indice de 

Asociación (IA) en microcámaras de cultivo, como el porcentaje de células con bacterias 

adheridr.s; una cepa se considera adherente cuando este índice es mayor al 20%. El Indice de 

lnvasividad (11) se ha determinado como el porcentaje de bacterias que son capaces de penetrar 

en un ensayo con cultivos celulares en esferas de sephadex; una cepa se considera invasiva 

cuando el índice es mayor al 60%. Se ha demostrado que la asociación in vitro de C. jejuni con 

células HEp-2 está relacionada con el cuadro clínico del cual fue aislada la cepa; en general el 

número de cepas asociadas a las células fue significativamente mayor en los niños con diarrea 

que en niños asintomáticos (17), lo que se apoya con los resultados de los estudios realizados por 

Fauchere y cols. (37). De acuerdo con estos parámetros, hemos definido tres tipos de cepas según 

su componamiento i11 vitro: 1) Invasivas, cuando el IA es mayor de 20% y el JI mayor de 60%; 

2) Adherentes, cuando el IA es mayor de 20% y el Il menor de 60% , y 3) No adherentes/no 

invasivas cuando los dos índices se encuentran por abajo del punto de corte respectivo. 
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II. ANTECEDENTES 

A. Adherencia Microbiana 

La adherencia de los organismos patógenos a Jas superficies epiteliaJes parece ser necesaria para 

la colonización y subsecuente infección. En el intestino parecen ser diversos los factores que 

influyen en ella (104). Se han propuesto tres mecanismos de asociación intestinal: i) adhesión, 

en la que Ja bacteria se une al epitelio por medio de adhesinas o desarrollando estructuras de 

inserción especializadas; ii) colonización del moco, en la que ciertos organismos tienen la 

capacidad de sobrevivir y multiplicarse en las áreas más externas de Ja capa de moco que cubre 

Ja superficie intestinal: y iii) asociación a las criptas intestinales que son colonizadas por grandes 

agregados bacterianos (69). 

Hasta el momento los datos disponibles apoyan la hipótesis de que un organismo debe poseer 

adhesinas que Je pennitan unirse a receptores celulares en los tejidos del huésped (59). Tales 

interacciones son muy específicas, dando lugar a enlaces complementarios adhesina-receptor que 

le permiten a la bacteria permanecer y no ser eliminada por los mecanismos de defensa del 

huésped (11). Las adhesinas son, por tanto, estructuras de Ja superficie de los microorganismos; 

se ha demostrado la existencia de 8 clases especiales de fimbrias de naturaleza proteica, que 

median la adherencia de E. co/i enterotoxigénica a Jos receptores de la mucosa intestinal (44). 

Dentro del grupo de adhesinas se incluyen componentes bacterianos bien conocidos, como 

flagelos, cápsulas, glicocálix, lipopolisacáridos, Jectinas asociadas y proteínas de membrana 

externa (7,11,26). 

B. Receptores Celulares 

Con respecto a los receptores, Ja evidencia existente sugiere que su presencia está determinada 

genéticamente, se relaciona con la edad del huésped y varía en los diferentes niveles del tracto 

gastrointestinal (17,25), con lo que se explicarfa el porqué de Jos diferentes niveles de 

colonización, el surgimiento de enfermedades relacionadas con la edad y la existencia de 

huéspedes susceptibles o resistentes. 
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Los receptores sobre las membranas celulares para las bacterias Gram-negativas están compuestos 

en general por carbohidratos. En algunos casos, por ejemplo en muchas especies de 

Enterobacteriaceae, el receptor parece residir en un sólo azúcar, la manosa. Esto es, la manosa 

por sí sola es capaz de bloquear la unión de estos organismos a las células del huésped (8,1 !). 

Knutton y cols. (60) demostraron que los receptores con alto contenido de manosa se localizan 

sobre la superficie basolateral del enterocito, más que sobre los bordes en cepillo, y es en ellos 

donde se adhiere E. coli enterotoxigénica. 

Los mejores candidatos moleculares para actuar como receptores, en las membranas celulares del 

huésped, son las porciones carbohidrato de los glicolfpidos y glicoprotefnas que las constituyen 

(17,104). Existen diversos estudios que fundamentan tal aseveración, como son Jos realizados por 

Mouricout y cols. (78), quienes demostraron que cepas de E. co/i enterotoxigénica patógenas para 

bovinos se adherían fuertemente a glicoprotefnas del moco intestinal, demostrando además que 

el receptor principal responsable de la adherencia era una glicoproteína con un peso molecular 

entre 2Xl06 y 4XIO'D. Por otra parte, Bartus y cols. (9) demostraron que el receptor responsable 

de la adherencia de cepas de E. co/i, que poseen el factor de colonización CFA 1, a eritrocitos 

es un sialoglicoconjugado. 

Uno de los receptores glicoconjugados para bacterias patógenas mejor caracterizado es 

Gal61~4Gal (35) y se encuentra en las células epiteliales del tracto urinario. Es bien sabido, 

además, que los glicolfpidos presentes en los enterocitos, y conocidos como gangliósidos, actúan 

como receptores para las diversas fimbrias de E. co/i (104). 

C. Glicoconjugados de Membrana 

En general, las membranas plasmáticas de los mamíferos están compuesras de una bicapa lipídica 

consistente de fosfollpidos, colesterol y glicolfpidos. Las proteínas y glicoproteínas están 

insertadas en la capa lipídica de tal manera que la porción hidrofóbica de la molécula está dentro 

de la membrana y la porción hidrofílica, constituída por carbohidrato, en la parte exterior. Los 

glicolfpidos asociados a membrana están alineados de una manera sinülar. Las proteínas y 
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glicoprotefnas pueden ser parcial o completamente transmembmnales y estar asociadas 

estrechamente con los lfpidos integrales de la membrana o sólo estar en contacto con la bicapa 

lipídica por su superficie externa (l l, 104). 

Los glicoconjugados se clasifican en dos grandes grupos: glicolfpidos y glicoprotefnas. Los 

receptores que se consideran más imponantes son las glicoprotefnas. ya que además de ser 

componentes estructurales de las membranas, son secretadas dentro del moco que cubre el 

epitelio. constituyéndose en su componente principal: por ello se les conoce también con el 

nombre de mucinas (104). 

En general, las glicoprotefnas son macromoléculas constitufdas por un péptido central, que 

representa del 10 al 30% de su peso molecular, y por cadenas oligosacáridas unidas a él (62). De 

acuerdo al enlace existente entre la proteína y la fracción oligosacárida, las glicoprotefnas se 

clasifican en dos tipos: 

1) 0-glicos(dicas: existe un enlace o-glicosfdico entre un hidroxiaminoácido como serina o 

treonina y los residuos de N-acetilgalactosamina. Los oligosacáridos contienen ácido N-acetll o 

N-glicolilneuramfnico y fucosa que se encuentra en los extremos no reductores (43,104). Las 

cadenas de carbohidrato pueden variar en tamaño, desde un disacárido hasta 15 ó 18 residuos 

(43,66). 

2) N-glicosfdicas: existe un enlace N-glicosfdico entre la asparagina del péptido y los residuos 

de N-acetilglucosamina. Se han cJasificado en cuatro diferentes variedades, que tienen en común 

un pentasacárido central constitufdo por dos residuos de N-acetilglucosamina y tres residuos de 

manosa; éste último sólo se presenta en las glicoprotefnas N-glicosidadas. Las cadenas N

glicosfdicas pueden llegar a tener una longitud de hasta 70 residuos (96,97). 

D. Antiadherentes 

Uno de los propósitos en los estudios de los mecanismos de adherencia bacteriana ha sido el 

desarrollo eventual de medidas para prevenir la adhesión de bacterias patógenas a las superficies 
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mucosas antes de que puedan causar daño tisular. El desarrollo de antiadhcrentes puede plantearse 

desde varios puntos como son: 

- El uso de adhesinas bacterianas purificadas, de receptores de membrana o de análogos de estos 

componentes, como inhibidores competitivos de la adherencia bacteriana. 

- El uso de sustancias que supriman Ja formación o expresión de las adhesinns bacterianas, tales 

como dosis subletales de antibióticos. 

- Desarrollo de vacunas para inducir la fonnación de anticuerpos locales que pudieran ser activos 

contra el microorganismo y por ello prevenir la adhesión (11). 

E. Receptores Análogos 

El aislamiento de receptores específicos biológicamente relevantes de las células epiteliales del 

intestino es difícil, ya que requiere de la identificación de una molécula específica o secuencia 

de residuos azúcares determinada, tomando en cuenta que la estructura de los glicoconjugados 

de membrana varía considerablemente según el grado de diferenciación celular, la localizaci6n 

proximal o distal en el intestino, la edad del huésped y el medio ambiente luminal. Por ello, se 

prefiere trabajar con receptores análogos, llamados así porque son capaces de interferir con la 

adherencia microbiana y la colonización bi vivo. 

Leffler y Svanborg-Eden (70) demostraron que una fracción glicolipfdica, aislada de las células 

epiteliales del tracto urinario humano, inhibía la adherencia de E. co/i a las células del mismo 

donador, lo que sugería un papel imponante de los glicolfpidos como receptores para la 

adherencia de la bacteria. Posteriormente identificaron un glicoesfingolfpido, de la serie de los 

globósidos, para una cepa de E. co/i que se une a las células epiteliales del tracto urinario y 

aglutina los eritrocitos humanos. Por ensayos de inhibición utilizando globotetrasilcernmida y 

otras ceramidas semejantes, concluyeron que probablemente era la cadena carbohidrato la 

responsable de la actividad biológica del globósido. 
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Posteriormente, en 1982, Svanborg-Edcn y cols. (99) demostraron que tales glicolípidos, a los 

que denominaron receptores análogos a los de las membranas celulares, podlan bloquear la 

adherencia de E. coli in vitro y Ja infección experimental del tracto urinario de ratones Balb/c, 

por lo que sugirieron que los compuestos semejantes a los receptores del huésped podrían unirse 

competitivamente a los Iigandos superficiales de la bacteria. Esto probablemente disminuirla el 

número de bacterias unidas a la mucosa en un grado suficiente, para nlterar el delicado balance 

de la interacción huésped-parásito en favor del huésped. 

Son diversos tos estudios que documentan eJ papel de los receptores análogos como bloqueadores 

de la adherencia. Así, en 1979, Aronson y cols. (6) lograron prevenir la colonización por E. coli 

del tracto urinario de ratones mediante el bloqueo de la adherencia con un glucopiranósido, 

específicamente el metil-a-D-manopiranósido. 

Estudios más recientes han clasificado a las adhesinas de E. co/i de acuerdo a In especificidad 

de la porción carbohidrato que reconocen. Así, por ejemplo, para el pili tipo 1 se ha descrito un 

glicopéptido cuya porción carbohidrato corresponde a un oligomanósido, y de acuerdo a ello se 

han preparado potentes inhibidores de la adherencia a partir de glicoproteínas extraidas de 

plantas, principalmente estructuras del tipo Man,GlcNAc,- (67,80). 

Uno de los trabajos que demuestra el importante papel que desempeñan las glicoproteínas como 

receptores análogos y, por ende, como inhibidores de la adherencia, lo encontramos en los 

estudios de Mouricout y cols. (79). Ellos trataron en forma experimental la colibacilosis con 

glicoproteínas extraídas de plasma y lograron excelentes resultados, asumiendo que era la porción 

carbohidrato la responsable de la actividad biológica, dado que si la destrulan la actividad 

desaparecía. 

Estudios clfnicos en animnles de granja han demostrado la efectividad de este tipo de extractos 

contra cepas de Campy/obacrer spp. o Streptococcus spp., como paliativos de los efectos de la 

infección con esas bacterias (79). 
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F. Importancia de la Alimcnlación al Seno Materno 

En países donde las condiciones sanitarias son pobres y las tasas de infección altas, se ha 

demostrado la susceptibilidad de los niños a diferentes patógenos microbianos cuando no son 

alimentados al seno materno. La incidencia y severidad de las infecciones bacterianas de los 

tractos gastrointestinal y respiratorio son significativamente menores en los niñ.os alimentados al 

seno materno. Se sabe que la leche humana contiene muchos factores que proveen defensas 

específicas y no específicas contra diversos agentes infecciosos, y parece ser que algunos factores 

de la leche permanecen activos en el intestino de los lactantes, dado que es difícil su colonización 

con cienos microorganismos (47,48,58,75). 

En este sentido la diarrea. que es una de las principales causas de muerte en niños menores de 

5 años de edad en las áreas menos desarrolladas del mundo, es una infección especialmente 

frecuente durante la ablactación y en los niños que no reciben leche materna (50). 

G. Factores Protectores en la Leche Materna 

La leche humana está caracterizada no sólo por un complejo sistema de defensa del huésped, 

constitufdo por oligosacáridos y glicoconjugados antiadherentes que previenen la colonización 

y proliferación de patógenos microbianos comunes en el tracto gastrointestinal y respiratorio de 

los niños, sino también por la presencia de agentes antiinflamatorios. Entre éstos se incluyen 

enzimas que degradan mediadores de la inflamación, así como antiproteasas, lactoferrina, 

lisozima, IgA secretora, lfpidos nntivirales y antioxidantes, taJes como cisterna, ascorbato, a

tocoferol y 6-carotenos. Hay que hacer notar que estos factores que confieren protección son 

componentes casi exclusivos de la leche humana, ya que se encuentran en menor cantidad o bien 

ausentes en la leche de otros mamíferos (47,48). 

La leche contiene una gran cantidad de glicoprotefuas, glicopéptidos y oligosacáridos, 

principalmente durante las etapas tempranas de la lactación. Entre los mamíferos, la leche 

humana es notable debido a que es única con respecto a la alta concentración y complejidad de 

su fracción oligosacárida (61). 



H. Oligosacáridos en Leche Materna 

En 1933 Polonovsky y Lespagnol (86) aislaron una fracción principal de la leche a la que 

llamaron gynolactosa, la que según los estudios realizados por ellos esta constituída por 

oligosacáridos. Afios más tarde, Montreuil y Mullet (77) determinaron que esta fracción constituía 

el 2.4% del calostro humano y entre el 1.2 y 1.3% de la leche materna madura. Por lo tanto, la 

fracción oligosacárida es el cuano componente mayoritario de la leche después del agua, lactosa 

y grasa, y representa una porción significativa del nitrógeno no proteico en eUa. 

La leche y el calostro contienen oligosacáridos libres que son únicos estructuralmente y que hasta 

ahora sólo se han encontrado en las secreciones lácteas, y han atraído considerable atención en 

vista de sus propiedades antigénicas, su efecto promotor en el crecimiento de cienas bacterias 

benéficas y sus homólogos estructurales (34). 

Durante los últimos 30 años, los esfuerzo combinados de diversos grupos de investigadores han 

llevado a dilucidar la estructura de más de 50 oligosacáridos de la leche humana 

(36,61,98, 107' 108). 

Estructuralmente los oligosacáridos pueden ser clasificados en nueve grupos. ya que son 

derivados de nueve cadenas centrales principales: lactosa. lacto-N-tetrosa. nco-lacto-N-tetrosa, 

lacto-N-hexosa, neo-Jacto-N-hexosa, para-Iacto-N-hexosa. para-neo-lacto-N-hexosa, Iacto-N

octaosa y neo-lacto-N-octaosa (61,108). Resalta el hecho de que todos los oligosacáridos 

estudiados a la fecha tienen lactosa en sus extremos reductores y que, además. Jos derivados 

fucosilados y sialilados de la lactosa y lacto-N-tetrosa son los que se encuentran en mayor 

cantidad (61,62). 

Generabnente la fucosa y el ácido siáJico se presentan en las posiciones terminales: se ha 

demostrado que existe un patrón para la localización de los residuos fucosilados y sialilados en 

las cadenas oligosacáridas. Existen cuatro tipos de enlaces para los residuos fucosilados, Fuc

(a,l->2)·Gal, Fuc-(a,1-M)-GlcNAc, Fuc-(a,l->3)-GlcNAc y Fuc-{a,1 ~3)-Glc, que son originados 

por diferentes fucosiltransferasas. Para los residuos sialilados se han descrito tres tipos de enlaces: 
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NANA-(a,2-73)-Gal, NANA-(a,2-.6)-Gal, y NANA-(a,2-76)-GlcNAc, detenninados por tres 

sialiltrunsferasas (61,62). 

As(, puede decirse que las diferencias estructurales en los oligosacáridos de la leche humana 

pueden atribuirse principalmente a isómeros anoméricos del tetrasacárido central básico, o bien 

a isómeros anoméricos posicionales de los puntos de unión de la fucosa y el ácido siálico (34). 

Egge y cols. (36) reponaron la separación de oligosacáridos neutros de la leche que contenían 

fucosa en al menos 100 diferentes componentes. Muchos de ellos probablemente también ocurren 

en la fonna sialilada, pero la caracterización total de esta fracción en el calostro y la leche ha 

estado limitada por las técnicas analíticas disponibles y la complejidad de la fracción (81). 

Estudios sobre la presencia de los oligosacáridos fucosilados en muestras de leche individuales, 

han mostrado evidencia imponante de que este tipo de oligosacáridos no siempre se detectan en 

todas las muestras de leche. Kobata (61) ha demostrado que la presencia de cienos oligosacáridos 

está relacionada con Jos grupos sangufneos y que las glicosiltrnnsferasas, responsables de su 

biosfutesis, son también responsables de la biosíntcsis de las glicoproteínas determinantes de.los 

grupos sanguíneos (3). 

Los oligosacáridos presentes en muestras individuales de leche varían con el tipo sanguíneo A, 

B, O ó Lewis de la donadora. Las cadenas carbohidrato, unidas a las sustancias solubles de los 

grupos sanguíneos, contienen un azúcar central que es común a todos; la unión de fucosa, 

galactosa y N-acetilgalactosamina en las posiciones apropiadas de la fonna central básica, 

originan los detenninantes especfficos de los grupos sanguíneos A, B, H y Lewis. Los azúcares 

que confieren tal especificidad son: para H. fucosa; para A, N-acetilgalactosamina; para B, 

galactosa; para Le1
, fucosa; y para Leb, dos fucosas. Finalmente, una comparación de la estructura 

de los oligosacáridos de la leche con el oligosacárido central de los grupos sanguíneos ha 

confirmado una marcada homología (34). 
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Lns mujeres pueden ser clasificadas en tres grupos de acuerdo a la presencia de los oligosacáridos 

fucosilados en su leche: 

El primer grupo comprende aproximadamente 75% de la población y su leche contiene los siete 

oligosacáridos fucosilados principales, con residuos de fucosa con uniones 2--+, 3--+, y 4--+ y 

corresponde al tipo sanguíneo Le a·b+ secretor. 

El segundo grupo comprende 20% de la población, siendo su tipo sanguíneo Le a'bº. Las mujeres 

que pertenecen a este grupo son no secretoras y carecen de una fucosiltrnnsferasa que fonna las 

unidades Fuc-(a.1--+2)-Gal, por lo que su leche carece de todos los oligosacáridos y glicoproteínas 

que poseen esta unidad como estructura parcial. 

El tercer grupo comprende únicamente 5% de la población; corresponde al grupo sanguíneo Le 

a·b· y las mujeres que penenecen a este grupo carecen de otra fucosiltransferasa que fonna las 

unidades Fuc-(a, l 44)·GlcNAc, usando cadenas Gal-(ll,l--+3)-GlcNAc como aceptares. La carencia 

de ciertos oligosacáridos fucosilados en la leche de estos individuos ha llevado al descubrimiento 

de componentes minoritarios que generalmente son enmascarados por los primeros (62,102). 

Viverge y cols. (102) han demostrado que ocurren modificaciones cuantitativas imponantes en 

la composición de carbohidratos en la leche durante la lactancia, sugiriendo que el sistema Lcwis 

juega un papel importante en la determinación de la cantidad de oligosacáridos sintetizados, y 

definiendo además que existen 2 categorías de oligosacáridos: aquellos cuya presencia esta 

determinada por los grupos sanguíneos y los que son independientes de ellos. 

l. Papel de los Oligosacáridos Lácteos Como Re<:eptores Análogos 

Con respecto a las infecciones bacterianas, la leche materna parece poseer un efecto biológico 

asociado a su fracción oligosacárida al proteger contra ellas; tal es el caso de la shigelosis y la 

otitis media (75). 

La fracción oligosacárida de la leche humana contiene estructuras que son receptores para varios 
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microorganismos, análogos a los existentes sobre las células epiteliales. Por ejemplo. los 

pneumococos se unen a la porción oligosacárida de una neolactoceramidn sobre las células 

faríngeas, y la leche humana inhibe la adherencia a tales células por un receptor análogo que se 

encuentra en la forma de GlcNAcB1-->3Gal (5). 

Muchas bacterias enteropatógcnas son cntcrotoxigénicas. y las estructuras oligosacáridas de las 

glicoproteinns o glicolfpidos parecen ser los receptores para ellas. Si tales estructuras están 

presentes en la fracción oligosacárida de la leche. una unión competitiva podría proveer 

protección contra esas toxinas (81). 

De acuerdo con los 1rabajos realizados en modelos in vivo por Holmgren y cols. en 1981 (53), 

Ja leche humana y el calostro pueden inhibir la adherencia de cepas de E. coli y V. cho/erae a 

eritrocitos, así como la unión de sus enterotoxinas a los receptores específicos en las membranas 

celulares. 

El mayor grado de inhibición se encontró en Ja fracción no inmunoglobulfnica de las muestras, 

por lo que se propuso que los componentes inhibitorios podrían ser estructuras análogas a los 

receptores involucrados, y que éstas actúan a través de una inhibición competitiva. Todo ello 

sugiere la presencia de residuos oligosacáridos como unidad activa, dado que se sabe que las 

toxinas se unen a una secuencia de carbohidratos específica del gangliósido GM1 en el intestino. 

Dos años después. el mismo grupo de investigadores caracterizó los factores en la leche humana 

responsables de la inhibición de la adherencia de V. cholerae a erittocitos, sugiriendo que tales 

eslructuras correspondían a glicomoléculas de acuerdo con sus propiedades fisicoquímicas de 

estabilidad al calor, unión a concanavalina A y destrucción de su actividad por oxidación con 

periodato (54). 

En ese mismo año Kolsto y cols. (63), con un método de exttacción y panición recomendado 

para la separación de gangliósidos, purificaron los componentes de la leche humana con actividad 

inhibitoria para las enterotoxinas de los dos microorganismos, demostrando que su naturaleza era 
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similar a la del gangliósido GM1• De sus resultados concluyeron que los gangliósidos o las 

estructuras semejantes a ellos presentes en la leche materna, aún cuando sólo se encuentran en 

trazas, pueden ser importantes en la protección de los lactantes contra la diarrea inducida por 

enterotoxinas. 

Cleary y cols. (24) mostraron que la leche humana contiene una fracción que protegía a los 

ratones Jactantes de los efectos de la enterotoxina tennoestable (Sl) de E. co/i administrada por 

vía orogástrica. Este factor protector era de bajo peso moleculur y estable al calor y al 

tratamiento con ácidos 6 álcalis, por lo que se sugirió que su naturaleza era oligosacárida, siendo 

un análogo estructural del receptor para Ju ST en el intestino. 

Algunos años después, Newburg y cols. (82) encontraron que esta actividad protectora se 

localizaba sistemáticamente en una fracción de oligosacáridos neutros de la leche, proporcionando 

evidencia de la existencia de esre factor y de su idenridad como un pequeño oligosacárido 

fucosilado medianre el desarrollo de récnicas para su aislamiento. Demostraron. además. que los 

oligosacáridos fucosilados disponibles comercialmente no desarrollaban la actividad prorecrorn 

contra ST, y finalmente concluyeron que el componenre minoritario activo podría interferir con 

la actividad de ST acruando como un análogo para el receptor de esta roxina en la mucosa 

inrcstinnl. 

Por su parte Andersson y cols. (4) han demostrado que la leche inhibe la adherencia de 

Streptoccocus pneumoniae y Haemophilus i11jlue11zae a las células epiteliales bucales o faríngeas, 

pero mediante mecanismos diferentes. La inhibición del primero se explicó en parte por el 

contenido de oligosacáridos, correspondientes a la porción carbohidrato de la serie de neolactosas 

de los glicolfpidos que se sabe actúan como receptores para él. Esta fracción no tuvo efecto sobre 

H. i11f111e11zae, por lo que de la caracterización del componente que inhibe su adherencia podría 

ser dilucidado el receptor epitelial para la bacteria. 

Alphen y cols. (2), en un estudio muy completo de la inhibición de la adherencia mediada por 
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fimbrias de H. injluenzae, establecieron varios puntos importantes, entre los que se destaca que 

la exposición previa de las cepas fimbriadas de H. i11jluenzae a diferentes gangli6sidos, resulta 

en la inhibición de la interacción entre esta bacteria y las células epiteliales orofarlngeas y los 

eritrocitos. Así mismo, que la inhibición está gobernada por los grupos de ácido siálico, el grupo 

cera.mido y la glucosa presentes en la molécula, estableciéndose un receptor de naturaleza 

glicolipfdica en el que el grupo ceramido determina la orientnción apropiada de los sitios de 

unión de la fimbria. Finalmente, sugieren que muchas bacterias que reconocen receptores de este 

tipo son invasivas, por lo que probablemente la interacción entre H. influenzae y su receptor 

lnctosilcerwnido facilita o dispara el proceso de invasión. 

Por otro Indo, el papel de las mucinas en la prevención de la adherencia bacteriana n los tejidos 

epiteliales ya ha sido documentada (37,74,92). Se conocen alrededor de 200 cadenas carbohidrato 

que se unen al péptido central de los monómeros de mucina por enlaces o-glicosfdicos, por lo 

que exhiben un alto grado de diversidad estructural. Por lo tanto, también las mucinas que se 

encuentran en las secreciones humanas o en las membranas epiteliales son candidatos adecuados 

para expresar una gran variedad de estructuras análogas a los receptores para las ndhesinas 

bacterianas. Las mucinas son constituyentes regulares de la leche humana. Así, por ejemplo, la 

unidad estructural común de todos los glicnnos ácidos. en las mucinas lácteas, es Ja unidad 

disacárida terminal NeuAccx-(2-43)-GnlB, la que se ha demostrado que actúa como un receptor 

análogo para In E. co/i S-fimbrinda (93). 

Asf, los receptores análogos en la leche humana pueden disminuir la ocurrencia de infección e 

inflamación bloqueando la unión de los microorganismos a la mucosa (5). 
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111. JUSTIFICACION DEL PROYECTO 

Son numerosos los estudios que avalan el papel protector de la leche materna en Ja defensa de 

Jos lactantes contra infecciones gastrointestinales. Es bien sabido que contiene un alto contenido 

de IgA secretora contra una gran variedad de microorganismos, así como componentes 

protectores de naturaleza no inmunoglobulínica. Se ha propuesto que Ja leche humana y el 

calostro pueden contener glicocompuestos análogos a los receptores celulares que pueden prevenir 

la adherencia bacteriana por competencia con los receptores sobre las células blanco 

(27,53,54,63). 

Dado que las enfennedades gastrointestinales son un problema de salud pública en Ja población 

infantil menor de dos años de edad, y entre ellas C. jejuni es una causa común de diarrea 

bacteriana aguda, es muy importante contar con medidas preventivas y terapéuticas para el 

tratamiento de este tipo de enfermedades. 

Para detenninar el papel preciso que juegan tales componentes en la protección del niño contra 

la infección por C. jejzmi. es necesario purificarlos y caracterizarlos en cuanto a estrUctura y 

naturaleza química. Su Ct)nocimiento nos abrir:i el camino hacia nuevas perspectivas de 

aplicación. como son: 

- Desarrollo de nuevos métodos de diagnóstico. El contar con receptores análogos purificados 

especfficos para las cepas patógenas de C. jejuni nos permitirá el montaje y estandarización de 

ensayos rápidos de diagnóstico, como podría ser la coaglutinnción, que presenta ventajas en 

cuanto a tiempo de realización y bajo costo relativo, aunadas a su alta sensibilidad y 

especificidad. 

- Un mejor conocimiento de los factores responsables de la patogénesis de C. jejuni es esencial 

para establecer sus marcadores de virulencia. Mediante el uso de los receptores análogos, se 

podrán establecer ensayos de inhibición in vitro y en modelos animales que nos ayuden a 
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diferenciar el potencial patógeno de cepas aisladas de casos de diarrea y de penadores 

asintomáticos. 

- El determinar la composición de los receptores análogos para C. jejuni presentes en la leche 

materna y que protegen a los niños en fonna natural. pennitirá su búsqueda posterior en otros 

medios naturales como pueden ser plantas y otras fuentes para su producción y purificación a 

gran escala. con el fin de poder suplementar con ellos las fórmulas lácteas para bebés, y as! 

conferir la protección con esos componentes a aquellos niños no alimentados al seno materno. 

- Se ha sugerido, además, que la fracción oligosacárida de la leche materna estimula el 

crecimiento de Bifldobacterium bifidum. bacteria que al colonizar el intestino provoca dos efectos 

principales: la fermentación anaeróbica de azúcares, lo que disminuye considerablemente el pH 

intestinal, y la habilidad para inhibir la coloniznci6n del intestino con bacterias potencialmente 

enteropatógenas. Tales efectos, conocidos en conjunto como "actividad bifidus". son notables en 

la leche humana. siendo mucho menores en la leche de bovinos. 
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IV. HIPOTESIS 

Existen factores de naturaleza no inmunoglobulínica presentes en la leche materna que son 

capaces de actuar como receptores análogos inhibiendo In adherencia y/o invasión de 

Campy/obacter jejw1i a las células epiteliales. 

V. OBJETIVOS 

Para corroborar la hipótesis se plantearon cinco objetivos específicos: 

1. Purificación de componentes oligosacáridos de una poza de leche materna. 

2. Definir si las fracciones oligosacáridas obtenidas son capaces de actuar como receptores 

análogos, mediante la inhibición de la asociación de C. jejw1i a células HEp-2. 

3. Determinar si otras fracciones de naturaleza proteica y/o lipídica obtenidas de la leche 

materna son capaces de funcionar como receptores análogos en los ensayos de inhibición 

de la asociación a células HEp-2. 

4. Establecer un modelo animal que permita valorar la colonización por cepas de C. jeju11i 

(inóculo, vía de administración, seguimiento, tasa morbi/monalidnd). 

5. Estudiar in vivo la capacidad de Jos receptores análogos para inhibir la colonización por 

C.jejuni. 
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VI. DISEÑO EXPERIMENTAL 

OBJETIVO l. Purificación de componentes oligosacáridos (OS) de una poza de leche materna. 

Dado que la presencia de ciertos oligosacáridos en la leche materna está relacionada con los 

grupos sanguíneos, con las glicosiltrnnsferasas responsables de su biosíntesis que son codificadas 

genéticamente. además de estar sujetos a modificaciones cuantitativas n través del período de 

lactancia (61,81,103), la purificación de las fracciones se realizó de un conjunto de leches 

obtenidas de diferentes madres (poza). 

Extracción de oligosacáridos crudos. 

La primera fracción de oligosacáridos crudos (OS-C) se obtuvo después de eliminar los lfpidos 

y las proteínas de la muestra por el método de Egge (36), utilizando una columna de carbón

eelita descrita inicialmente por Whistler (106), en la que los OS son separados de acuerdo con 

su grado de polimerización, lo que permite eliminar la lactosa, el disacárido más abundante en 

leche materna. 

Extracción de oligosacáridos neutros y ácidos. 

Mediante una columna de intercambio iónico se separó la fracción mayoritaria de oligosacáridos 

neutros (OS-N) de los oligosacáridos acfdicos (OS-A) cuya proporción en la leche es de 300:1 

(82). 

Extracción de oligosacáridos fucosilados. 

Finalmente, y considerando que se ha demostrado previamente la inhibición de la asociación de 

Campylobacter a células por L-fucosa (22,76), una porción de los OS-N se aplicó a una columna 

cromatográfica con la lectina U/ex europaeus cuya especificidad para ligar residuos fucosilados 

es bien conocida (57); después de eluir la fracción no-fucosilada, los oligosacáridos fucosilados 

(OS-F) se eluyeron incrementando la osmolaridad en la columna con un amortiguador de alta 

fuerza iónica (82). 
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Cromatografía en capa fina. 

Se utilizaron métodos complementarios, como la cromatografía en capa fina con placas de 

aminopropilsílica, en las que los OS se fijan por su extremo reductor (73) y se revelan por la 

condensación de sus grupos aldehídicos con grupos fenólicos. para el monitorco y verificación 

de cada una de las fracciones. 

Determinación de proteínas. 

Se utilizó el método de Bradford para determinar sí existían proteínas copurificadas en cada una 

de las fracciones oligosacáridas obtenidas. 

Separación de la fracción fucosilada mediante HPLC. 

El uso de métodos microanalíticos como la cromatografía lfquida de alta resolución (HPLC) 

permitió la separación de los componentes de la fracción fucosilada, con el uso de columnas de 

tipo preparativo (81) se puede contar con cantidades suficientes de cada uno de estos 

componentes para estudios posteriores. 

OBJETIVO 2. Definir si las fracciones oligosacáridas obtenidas son capaces de actuar como 

receptores análogos mediante la inhibición de la asociación de C. jej1111i a células HEp-2. 

En el laboratorio de infectologfa del lNNSZ se han realizado estudios longitudinales sobre las 

infecciones por Campy/obacter en cohortes de niños menores de 5 años (21). De ellos se han 

aislado cepas de cuadros clínicos característicos, como diarrea de tipo inflamatorio y diarrea de 

tipo secretor, así como de niños asintomáticos; además se hun estandarizado métodos in i•itro que 

nos han permitido valorar la capacidad de las cepas para adherirse e invadir !Cneas celulares, de 

producir enterotoxinn y citotoxina. y de correlacionar estos posibles factores de virulencia con 

el cuadro clínico del cual se aislaron (22). 

Estudios in viJro de inhibición de la asociación de Campy/obacter a células HEp-2. Haciendo 

uso del ensayo en microcámaras de cultivo (22,71), se estandarizó un ensayo de inhibición para 

definir la capacidad de las distintas fracciones de OS para interferir con el grado de asociación 
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de C. jej1111i a las células HEp-2. Se utilizaron tres cepas prototipo caracterizadas previamente 

como invasiva (INN-3831P), adherente (INN-lOSP) y no adherente/no invasiva (INN-57SP), para 

determinar si la habilidad de esos componentes para inhibír su asociación estaba o no influida 

por el tipo de interacción bacteria-célula. Cada ensayo se realizó por triplicado, considerando los 

resultados como la media± DS: el grado de inhibición fue significativo cuando el porcentaje de 

asociación se redujo al menos en un 20% comparado con los controles. 

Una vez establecido el ensayo y habiendo demostrado que existían fracciones con capacidad 

inhibitoria para una de las cepas prototipo, se decidió ampliar el grupo de cepas en estudio para 

corroborar los resultados obtenidos durante la estandarización y hacerlo estadísticamente 

significativo; se ensayaron 47 cepas. 22 de ellas invasivas y 25 adherentes, con la fracción de OS 

que mostró el mayor porcentaje de inhibición y que además durante el proceso de purificación 

se obtiene en concentración suficiente. 

OBJETIVO 3. Detenninar si otras fracciones de naturaleza proteica y/o lipídica obtenidas de la 

leche materna son capaces de funcionar como receptores análogos en los ensayos de inhibición 

a células HEp-2. 

Aun c:iando se ha descrito que las porciones carbohidrato de los glicoconjugados, que se 

encuentran en las membranas celulares, son las responsables de las interacciones bacteria-célula 

(8,94,104), era necesario determinar el posible papel de los componentes proteicos y lipídicos de 

la leche materna en la inhibición de la asociación de C. jejuni a los cultivos celulares. 

Estudios in vitro de inhibición de la asociación con fracciones lipídicas y proteicas. 

Todas las fracciones probadas fueron cedidas amablemente por el Dr. David Newburg del Shriver 

Center far Mental Retardation en Boston, MA.; de acuerdo con los esquemas de parificación 

desarrollados en su laboratorio, utilizamos un total de 12 fracciones proteicas de naturaleza no 

inmunoglobulfnica y clasificadas de acuerdo con su peso molecular en mayores de 100 kDa y 
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menores de 100 kDa; y cinco fracciones lipídicas agrupadas como Jfpidos neutros de fase inferior. 

glicolfpidos, fosfolfpidos, lípidos neutros de fase superior y gangliósidos. 

Mediante el ensayo de inhibición en microcámaras de cultivo, se probaron cada una de las 

fracciones con las cepas prototipo: al igual que con los os. cada ensayo se realizó por triplicado. 

considerando los resultados como la media± DS. 

OBJETIVO 4. Establecer un modelo animal que permita valorar la colonización por cepas de 

C. jej1mi (inóculo, vfa de administración, seguimiento, tasa de morbi/mortalidad). 

El establecimiento de un modelo animal adecuado de Ja enteritis por Campy/obacter se ha 

considerado esencial para la comprensión de la patogénesis del padecimiento, siendo necesario 

para determinar cualitativa y cuantitativamente la virulencia de las cepas aisladas y que 

epidemiológicamentc son importantes. Muchos intentos se han realizado para infectar diversos 

animales, se han probado desde bovinos y cameros (42) hasta mamíferos pequeños como conejos 

(20,85) y hamsters (1). 

Russell y cols. (90) estudiaron monos en los que además de demostrar la transmisión oro-fecal, 

asentaron que la infección de 3 a 4 semanas de duración, con una cepa de C.jejuni en particular, 

era similar al curso de la infección en humanos susceptibles. Por su pane, Rufz-Palacios y cols. 

(88) desarrollaron un modelo experimental en pollos recién nacidos, en los que fueron capaces 

de inducir diarrea con pequeños inóculos bacterianos administrados en fonna oral. Aún cuando 

los modelos en monos y pollos han sido sumamente útiles, presentan algunas desventajas en 

cuanto a las condiciones prácticas necesarias para el manejo de los animales. 

Son diversos los estudios que se han realizado utilizando ratones como modelo experimental 

(38.69,109). El incremento hasta en 100 veces del número de microorganismos recuperados de 

los ratones inoculados en forma experimental, confirma la eficiencia de la colonización y de la 

subsecuente proliferación de C. je}uni en el medio intestinal (84). 
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El uso de ratones presenta algunas ventajas sobre otro tipo de animales, como su fácil manejo 

y mantenimiento a relativamente bajo costo, su disponibilidad y Ja facilidad de reproducir las 

condiciones experimentales en difercnles laboratorios y en distintos periodos. Por tales razones, 

se eligió trabajar con ratones Balb/c para el desarrollo de nuestro modelo de colonización, 

tomando en cuenta que la susceptibilidad de los animales, la virulencia de la cepa y el inóculo 

administrado son puntos importantes para el éxito de su establecimiento (38,84,109). 

De acuerdo con Jos estudios de Blaser y cols. (13) y Field y cols. (40,41), la colonización de 

ratones adultos es inconsistente por la flora nonnal del intestino así como por la resistencia 

propia del animal a la infección, por lo que se requiere de inóculos relativamente grandes para 

lograr establecerla. Por esta razón decidimos trabajar con ratones de JO a 15 días de nacidos, que 

se inocularon por vía oral, que es la ruta natural de infección, con I04 y 108 UFC/ml de cada una 

de las cepas prototipo. 

Además de conrar con BfUpos controles, se definió un esquema de seguimiento previo a la 

infección, para verificar la no presencia de C. jejuni o bacterias espirales semejantes a 

Campylobacrer en el intestino de los animales. La colonización se determinó como el grado de 

excreción de Campylobacter posterior a la infección, cuantificándose como UFC de 

Campylobacter por gramo de heces. 

OBJETIVO S. Estudiar ;,, vivo la capacidad de Jos receptores análogos para inhibir Ja 

colonización por C. jejuni. 

Una vez establecido el modelo experimental que nos pemütió valorar la colonización por cepas 

de Campylobacter, se diseñó un ensayo de inhibición in vi1•0 con los OS que resultaron relevantes 

en los ensayos in vitro para definir si su capacidad de interferencia en ambos casos era la misma. 
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Se conformaron cuatro subgrupos de animales por cada ensayo: un subgrupo de prueba que 

recibió tres dosis de OS por vía oral y el reto con Campylobacter, un subgrupo control de 

colonización; además de dos subgrupos controles de esterilidad y toxicidad. 

De acuerdo con lo reportado en la literatura (13), la infección experimental de los ratones no 

provocó ningún cuadro clínico pero pudo observarse una marcada diferencia en el grado de 

excreción de In bacteria, dependiendo de sus características de virulencia in vitro. Por ello se 

consideró que la inhibición de la colonización con los OS debería definirse corno una 

disminución importante del grado de excreción bacteriana en heces, durante el periodo de 

seguimiento. 
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VII. METODOS 

A. PURIFICACION DE LOS OLIGOSACARIDOS DE LA LECHE MATERNA. 

(Objetivo 1) 

La purificación se realizó de acuerdo al método descrito por Newburg y cols. (82). Brevemente: 

una poza de leche materna se centrifuga a 3,000g, a 4°C durante lh; se elimina la fase lipídica 

y la fase acuosa remanente se mezcla con un volumen igual de acetona, dejándose en agitación 

constante durante toda la noche y a 4ºC para precipitar las proteínas. Después de centrifugar a 

3,000g por 45 minutos, el sobrenadante se concentra por evaporación rotatoria hasta un volumen 

aproximado de 200ml y se pasa por una columna Chromaflex de !L, empacada con carbón-celita; 

se eluye la lactosa con etanol al 5% y posteriormente se eluye la fracción oligosacárida cruda con 

etanol al 65%. Esta fracción cruda se somete a una cromatografía de intercambio iónico, con la 

resina de intercambio aniónico AG t-X2 (Formato), para separar los oligosacáridos neutros de 

los ácidos, por elución con ácido fórmico lM; 25mg de la fracción neutra se aplica a una 

columna de 50ml con la lectina U/ex e11ropae11s, de donde se eluyen los oligosacáridos no 

fucosilados con un amortiguador de bicarbonato pH 7.4 (15mM NaHCO,. 150mM NaCI, O. lmM 

CaCI,. 6mM NaN,). Los oligosacáridos fucosilados retenidos se eluyen, finalmente, 

incrementando la concentración de NaCI en el amortiguador hasta !M (Diagrama 1). 

Rendimiento y monitorco. 

Para verificar el rendimiento de cada una de las fracciones obtenidas durante el proceso de 

purificación, cada una de ellas se concentró por evaporación rotatoria, se secó bajo corriente de 

N2, se liofilizó y se detenninó su peso seco. Posteriormente. para verificar su composición, cada 

fracción se sometió a una cromatografía en capa fina, utilizando como soporte placas de 

aminopropilsílica y eluyendo con una mezcla de piridina/acetato de etilo/ácido acético/agua 

(6:2:1:2) y revelando con orcinol al 0.2% en H,SO, 2.5N. 
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Diagrama l. Preparación de las fracciones oligosacáridas de la leche materna. 

HPLC. 

Finalmente, 20mg de la fracción de oligosacáridos fucosilados se sometieron a cromatografía 

líquida de alta resolución. Se utilizó una columna de aminosflica (NH283C, 300x10mm). un 

gradiente lineal de acctonilrilo/agua (85%/15% hasta 15%/85%) para la elución, con un flujo de 

0.5ml/min, y un sistema de detección basado en la absorbancia a l 95nm. 
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B. METODOS IN VITRO. (Objetivos 2 y 3). 

l. Dennición de las cepas de Campylobacler jcjuni. 

Las cepas de C. jejw1i fueron aisladas de niños con diarrea participantes en un estudio 

longitudinal en comunidad de infecciones entéricas. Se utilizaron un total de 47 cepas, 22 

invasivas y 25 adherentes. Pam la estandarización de cada uno de los ensayos se utilizaron tres 

cepas prototipo de C. jej1111i, una invasiva (INN-3831P), una adherente (INN- IOSP) y una no 

adherente/no invasiva (INN-57SP). 

2. Fracciones de la leche materna. 

Fracciones oligosncáridas. Se probaron las 5 fracciones oligosacáridas obtenidas de la 

purificación: oligosacáridos crudos, neutros, ácidos, fucosilados y no fucosilados (Diagrama !). 

Fracciones proteicas. Se probaron 12 fracciones de naturaleza no inmunoglobulínica obtenidas 

del proceso de separación (Diagrama 2). 

""ia•-
1 J,OOO•glh 

-.!... ... 
'º"""'ª 

Diagrama 2. Preparación de las fracciones proteicas de In leche materna. 

26 



Poza de leche 

J Cloroformo!Matanol (2:1) 

extrabo Upfdlco ReJdoo 
1 Hexano/90% etanol (3:2) 

Ópktls Lfpldos 1ke etanólfca 
neutros no-polares JCIO<gfCl'~~j°"Agu• 

F~se superior U pi dos da f~o Inferior 

Columna de slliee 

[911 

Llpldos neutros GllooUpfdos Fosfoflpldos 

c1B colurMa 

No~lpldos Upidos do fnse superior 

1 DOEAE Sephadex 

Motanor 1 1 O.S M Acolato de am::inlo 
Neutros superioras Gangllósfd:Js 

Diagrama 3. Preparación de Jas fracciones glicolípidns de la leche materna. 

Fracciones lipídicas. Se probaron las fracciones obtenidas a partir de los llpidos de fase inferior: 

lípidos neutros, glicolípidos y fosfolfpidos, y los lfpidos de fose superior neutrales y gangliósidos 

(Diagrama 3). 
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3. Métodos in vitro para asociación e invasividad. 

Cultivo de células HEp-2 en microcámaras de cullivo (asociación). El método descrito por 

Cmvioto (29) para E. coli enteropatógena se utilizó con algunas modificaciones (22); 400µ1 por 

pozo de una suspensión con 2X JO' células viables/mi se colocan en microplacas de cultivo de 

8 pozos y se incuban por 18h a 37ºC en atmósfera con 8% de CO,. Las células se lavan con 

Hank's PBS; JOOµI de una suspensión de Campylobacter, con 3XJO' UFC/ml, se adiciona a uno 

de los pozos y se incuba por 5h a 37°C. Las células se lavan, se fijan con formalina y se tiñen 

por el método de Warthin-Starry. La placa se observa al microscopio para determinar las células 

con bacterias asociadas. Los resultados se interpretan como porcentaje de células con bacterias 

asociadas. Una cepa se considero adherente cuando el 20% de las células presentan bacterias 

asociadas. 

Cultivo de células HEp-2 en esferas de sephadex (invasión). De acuerdo al método diseñado 

en nuestro laboratorio (22,71), 3mg de microacarreadores Cytodcx 2 (Pharmacia Fine Chemicals, 

Uppsala, Suecia) se colocan en matraces Erlenmeyer de lOm!, se rehidratan, lavan y resuspenden 

en PBS y son esterilizados. Un mi de una suspensión con 2XJO' células HEp-2 viables/mi se 

adiciona a cada matraz y se incuban en rotación intermitente a 37ºC durante 3 horas. 

Posteriormente se dejan en agitación continua a 80 rpm hasta alcanzar confluencia (aprox. 48h) 

incubando a 37ºC con 8% de C02• lnóculos de 1 mi de una suspensión bacteriana con 9X JO' 

UFC/ml de Campylobacter marcado con ['HJ alanina y ['HJ leucina se incuban por duplicado 

con los cultivos celulares confluentes, durante 5h a 37ºC con 8% de CO,. Se lavan las esferas 

y se adicionan IOOµg/ml de gentarnicina a uno de los matraces; se incuban por una hora más y 

posteriormente se lavan 3 veces con PBS, se lisan las células con etanol y agitación fuerte en 

vónex durante 15 minutos y se transfieren a frascos de centelleo con !Oml de Aquasol para ser 

contados. Los resultados se interpretan de acuerdo a un índice de invasividad. 

cpm Frasco 1 (Gentamicina) 

Indice de Invasividad = ----------------------------------------- x 100 

cpm Frasco 2 (MEM-Eagle) 

Una cepa se considera invasiva cuando el índice de invasividad es >60%. 
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4. Ensayos de inhibición con las fracciones de la leche materna. 

La detenninaci6n de la capacidad de las fracciones de actuar como receptores análogos, se realizó 

mediante ensayos de inhibición de la asociación a células HEp-2, en microcámaras de cultivo. 

Para ello, cada una de las fracciones se puso en contacto con las cepas de C. jejw1i, incubándose 

durante lh a temperatura ambiente antes de ponerlas en contacto con las monocapas celulares: 

al mismo tiempo se realizó un ensayo de asociación normal como control. Después del tiempo 

de incubación establecido, se lavaron las células y se tiñeron por el método de Warthin-Starry. 

El porcentaje de inhibición se determinó comparando ambos ensayos, considerando una fracción 

como positiva cuando disminuyó al menos en un 20% el porcentaje de asociación de la cepa en 

el ensayo control . 

C. MODELOS IN VIVO. (Objetivos 4 y 5). 

l. Modelo experimental de colonización. 

Se utilizó el modelo establecido por Blaser y cols. (13) con algunas modificaciones: 

Animales. Ratones Balb/c de 10 a 20g en peso se mantuvieron en jaulas, separados por pares o 

bien en grupos de tres, alimentados con Purina y agua a discreción. 

Cepas. Se utilizaron las tres cepas prototipo de C. jej1111i INN-383IP, INN-IOSP e INN-57SP 

clasificadas como invasiva. adherente y no adherente/no invasiva. respectivamente. 

lnócuto. Se crecieron cultivos puros de C. jejuni sobre ngnr·snngre de carnero, incubándose a 

42ºC en atmósfera microaerofílica (5% o,. 10% C01 y 85% N,) durante 24h. Se prepararon 

suspensiones conteniendo 10' y 108 Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mi, en solución 

amortiguadora de fosfatos (PBS), pH 7.2, de acuerdo al nefclómetro de McFarland. 
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Infección de los ratones. Diariamente se registró el peso de los animales y durante los dos días 

previos a la infección se realizó la búsqueda de C. jej1mi y otros entcropat6genos sembrando 

muestras de heces de cada uno de Jos animales en Campy-Bap, agar-sangre de carnero y agar 

McConkey. Al tercer día se realizó la infección, administrando por vía oral 0.1 mi de Ja 

suspensión correspondiente de Campylobacter. La dosis se verificó en forma retrospectiva, 

realizando la cuenta de UFC/ml en placas de agar-sangre de carnero. 

Excreción bacteriana. La excreción de Campylobacter posterior a la infección se detenninó 

diariamente, colectando muestras de heces durante 5 días. Cada muestra se pesó y homogenizó 

en un mi de caldo tioglicolato, se centrifugó a IOOOg por !Omin para eliminar el exceso de 

materia orgánica y mediante la siembra por estría radial del sobrenadante sobre ngar-sangre de 

camero, en forma directa y en diluciones seriadas, se detenninaron las UFC por gramo de heces. 

Las colonias sospechosas se examinaron por tinción de Gram para la búsqueda de la morfología 

típica de Campylobacter y por la prueba de oxidasa. 

2. Inhibición de la coloni1..ación in riro. 

Para Ja inhibición i11 vii•o se utilizaron los oligosacáridos neutros (OS-N), que por ensayo de 

asociación a células HEp-2, en microcámaras de cultivo, mostraron un 71 % de inhibición. Cada 

grupo de ensayo consistió de 18 ratones: el subgrupo de prueba, conformado por 6 animales, 

recibió tres dosis por vía oral de Jos OS-N (cada dosis de 2mg/ml), administradas 2 horas antes 

de la inoculación con Campylobacter, junto con el inóculo y dos horas después. Se formaron tres 

subgrupos controles: el de colonización, también con 6 animales, al que se le administró Solución 

Salina Isotónica (SS!) y el inóculo correspondiente de Campylobacter; un subgrupo control de 

toxicidad que solamente recibió las tres dosis de oligosacáridos y no fue inoculado con la 

bacteria; y un subgrupo de control de esterilidad o negativo al que sólo se Je administró SS! 

(Tabla 1). La excreción de Campy/obacter se cuantificó por cultivo diario de las heces, 

determinando UFC/g de heces. Los ratones fueron seguidos 3 días antes y 5 días después del reto. 
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Tabla l. Diseño de los ensayos de inhibición de la coloniznción in vivo con 

oligosacáridos neutros (OS-N) 

Subgrupos de animales 

(n=l8) 

Tiempo de Administración 

Prueba (n=6) 

Controles: 

Colonización (n=6) 

Toxicidad (n=3) 

Esterilidad (n=3) 

-2 

la. Dosis OS-N 

SS! 

la. Dosis OS-N 

SS! 

SS!= Solución Salina Isotónica 

Inóculo= 10' ó 108 UFC/ml de Campy/obacter 

n= número de animales en cada subgrupo 
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(horas) 

o 

2a. Dosis OS-N 

+ Inóculo 

Inóculo 

2a. Dosis OS-N 

SSI 

2 

3a. Dosis OS-N 

SSI 

3a. Dosis OS-N 

SSI 



VIII. RESULTADOS 

A. PURIFICACION DE LOS OLIGOSACARIDOS DE LA LECHE MATERNA. 

Purificación y rendimiento de las fracciones oligosacáridas. 

Partiendo de un volumen inicial de 1750rnl de leche materna, se obtuvieron 116g de lactosa de 

la columna de carbón-celita. por elución con etanol al 5%. lo que representa el 6.62% (p/v): y 

por elución con etanol al 65%, 5.43g de oligosacáridos crudos, lo que a su vez representa el 

0.31% (p/v) del volumen inicial. 

Con el uso de la resina de intercambio iónico se separaron aproximadamente Sg de oligosacáridos 

neutros y 15 rng de oligosacáridos ácidos que eluyeron con ácido fórmico. 

De 25mg de oligosacáridos neutros que se aplicaron a la columna de afinidad con la lectina, 

aproximadamente el 90% de la fracción obtenida correspondió a oligosacáridos no fucosilados 

y el 10% a los fucosilados. 
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Figura l. 

Carril l. 
Carril 2. 
Carril 3. 
Carril 4. 
Carril 5. 

f •• 
···A~ft 
. ~~~-~.~~ ... 

Cromatografía en capa fina de cada una de las frncciones oiigosacáridas 
obtenidas. · 

Estándar de glucosa 
Oligosacáridos crudos (OS-C) 
Oligosacáridos neutros (OS·N) 
Oligosacáridos fucosilados (OS-F) 
Oligosacáridos ácidos 

En la Figura 1 se muestra el cromatograma en capa fina de las fracciones obtenidas; cada una 

se ajustó a una concentración de IOµg de oligosacáridos por carril. revelándose con orcinol al 

0.2% en H,SO, 2.5N. Para asegurar que ninguna de ellas presentara componentes proteicos 

copurificados, se les realizó determinación de proteínas por el método de Bradford. en todos los 

casos la prueba fué negativa. 
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Figura 2. 

HPLC. 

HPLC 

Mueslra: Ollgosac:árldos Fucosllados (OS-F) 
Columna: NH2B3C, 300x10mm 
Solvenle A: acelonilri/o 
Solvenle B: agua 
Gradiente: lineal 85% N15% a--..15% A/85% B 
Velocidad de flujo: 0.5 mVmln 
Oelecdón: UV, 195 nm 

Cromamgrama de la frncción de oligosacáridos fucosiludos por HPLC. 

20mg de la fracción de oJigosacáridos fucosilado:-¡ se sometieron a Cromatografía Liquida de Alta 

Presión (HPLC), obteniéndose un perfil cromatográfico de 25 picos, por absorbancia a l 95nm, 

que fueron colectados por sepamdo y que se mantienen para estudios posteriores (Figura 2). 
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B. METODOS IN VITRO. 

Ensayos de inhibición con las fracciones de leche. 

Se demostró que las fmcciones oligosacáridas, obtenidas de In leche deslipidizada y 

desprotcinada, emn capaces de inhibir la asociación de la cepa invasiva de C.jejuni a las células 

HEp-2, no así la de la cepa adherente. No se observó inhibición significativa de la asociación con 

ninguna de las fracciones lipídicas o proteicas de naturaleza no-inmunoglobulínica. 

En la Tabla 2 y Figura 3 se muestra el efecto in vitro de los oligosacáridos de la leche materna 

en la interacción de las dos cepas prototipo de Campylo/JllctN· con las células HEp-2. 

Tabla 2. Efecto in \'itro de Jos oligosacáridos de la leche materna en la 
interacción de las cepas de Cumpylolutcter con las células llEp-2 

Oligosacáridos 
(mg/ml) 

PBS 
Crudos (3) 
Neutros (3) 
Acidos (1) 
No·fucosilados (2.3) 
Fucosilados (0.2) 

A:mciación de Campylo/Jucter a células llEp-2* 

Invasiva 
(INN-3831P) 

65±3.3 
25±4.5 (62) 
19±2.6 (70) 
65±5.5 (O) 
62±2.1 (4) 
30±8.t (54) 

Adherente 
(INN·IOSP) 

71±5.7 
72±5.2 (0) 
60±4.5 (14) 
78±6.2 (O) 
69±5.8 (1.5) 
79±2.0 (O) 

* Los dacos están dados como porcentaje de células infectadas. Cada valor representa la media 
± OS de tres experimentos. En paréntesis está el porcentaje de inhibición con respecto al control. 
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Efecto in vitre de los oligosacáridos de In leche materna en la interacción de 
In cepa invasiva de Campy/obacter con las células HEp-2. 
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Inhibición de la asociación de Campylobacter jej1111i a células HEp-2 por 
oligosacáridos crudos de leche materna. 

Con los oligosacáridos crudos se observó un porcentaje de inhibición significativo de<de una 

dilución 1 :4 de la concentración equivalente en leche materna, porcentaje que aumentó conforme 

se disminuyó la dilución de la fracción hasta alcanzar un 62% con la concentración equivalente 

a Ja de la leche (Figura 4). 
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Figura 5. 
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Inhibición de la asociación de Campy/abacter jej1111/ a células HEp-2 por 
oligosacáridos neutros de la leche materna. 

Un patrón similar se observó con los oligosacáridos neutros, resulranies de la separación de la 

frnccion cruda por cromato¡,'nlffa de inlercambio iónico, cuyo porcentaje de inhibición fué del 

70% (Figura 5); con la segunda fracción obtenida de los oligosacáridos crudos, la fracción de 

oligosacáridos ácidos, no se observó inhibición significativa. 
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Figura 6. 
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Inhibición de la asociación de Campy/obacter jej1111i a células HEp-2 por 
oligosacáridos fucosilados de la leche materna. 

Se demostró que los componentes con actividad inhibitoria se encontraban principalmente entre 

los oligosacáridos fucosilados, ya que al pasar la fracción neutra a través de una columna con 

la lectina U. europeaus, con afinidad por residuos fucosilados (72), no se observó actividad con 

la fracción no retenida de oligosacáridos no-fucosilados, mientras que la mayor parte se concentró 

en la fracción fucosilada eluída de la columna con un amortiguador de alta fuerza iónica. Se 

detectaron porcentajes de inhibición significativos con concentraciones por abajo (0. lmg/ml) o 

iguales (0.2mg/ml) a las encontradas normalmente en la leche (Figura 6). 
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Inhibición de la asociación de las cepas de C. jejuni con oligosacáridos neutros. 

Para corroborar los resultados obtenidos con lus cepas prototipo. se probaron un total de 47 cepas 

en el ensayo de inhibición utilizando oligosacáridos neutros. Se decidió utilizar esta fracción dado 

que con ella se encontró el mayor porcentaje de inhibición (70%), además de que durante el 

proceso de purificación se obtiene en mayor concentración que las fracciones subsecuentes. 

Se determinó que de 22 cepas invasivas 18 (82%) fueron inhibidas por la fracción oligosacárida, 

mientras que sólo 5 de 25 (20%) de las cepas adherentes mostraron el mismo comportamiento. 

Cabe hacer notar que no se probaron cepas aisladas de casos asin1omáticos, ya que sus Indices 

de Asociación son muy bajos (<10%),y metodológicamente no es posible ddeterminar un grado 

de inhibición real. 

En la Figum 7 se muestra el diagrama de dispersión de Jos porcentajes de inhibición para cnda 

una de las cepas, siendo la media para las cepas invasivas de 42% y el correspondiente para Jas 

adherentes de 12%. Las diferencias entre las medias fueron probadas usando Ja prueba no 

pararnétrica de U de Mann-Whitney (28), resultando estadísticamente significativas con una 

p=<J.0002. 
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Figura 7. 
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El ensayo mosiró una sensibilidad del 81.8% y una especificidad del 83.3%, con un valor 
predictivo positivo de 78.3% y un valor predictivo negativo de 86.2% 
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C. MODELOS DE COLONJZACION. 

l. Modelo in vitro. 

Se ha demostrado que la asociación de C. j'ejuni a las células HEp-2 es un marcador de virulencia 

importnnte, para diferenciar cepas patógenas de no patógenas. En la Figuro 8 se muestra el 

componarniento de las tres cepas prototipo de C. jeju11i en su interacción in vitro con las células 

HEp-2; puede obseivarse un incremento del Indice de Asociación (porcentaje de células con 

bacterias adheridas) para las dos cepas aisládas de cuadros clínicos característicos después de dos 

horas de contacto, alcanzando 70% de asociación después de 5 horas de incubación. No se 

observaron diferencias significativas entre los porcentajes de asociación para ambas cepas en 

cualquiera de los tiempos empleados. Por otra parte, el porcentaje de asociación de la cepa no 

patógena se mantiene por abajo de 20%, aún después de 6 horas de incubación. En este sentido 

se establecitl una diferencia estadísticamente significativa entre los porcentajes determinados para 

esta cepa y las dos procedentes de casos de diarrea, con una p=0.003. 

Figura 8. 
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Componamiento de las tres cepas prototipo de Campylobacter jejuni en su 
interacción in vitro con las células HEp-2. 
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2. Modelo in vivo. 

El componamiento in vii•o de las tres cepas es muy similar al observado in vitro sin embargo, 

y aún cuando se pudo determinar la colonización por la excreción de campylobacter en las heces, 

en ningún caso se produjo un cuadro clínico ni se detectó pérdida de peso de los animales. 

En la Figura 9 (Cada punto representa la media ± DS de cada grupo de 6 ratones) se muestra la 

excreción de Campy/obacter indicada como UFC/g de heces durante el tiempo de seguimiento; 

cada punto representa la media obtenida por grupo de animales indicándose la desviación 

estándar. La colonización ocurrió en todos los ratones con las cepas invasiva y adherente (INN-

3831P e INN-IOSP), utilizando un inóculo de JO' UFC/ml: a los cinco días se observó una 

excreción de 1.1±6x109 UFC/g de heces para la cepa invasiva y de 6.l±l.4xl06 UFC/g de heces 

para la adherente. Con este inóculo no se observó excreción de la cepa no adherente/no invasiva 

(INN-57SP), por lo que su inóculo se incrementó en 4 logaritmos, obteniéndose una excreción 

de 6.3±9.6x IO' UFC/g de hece; a los cinco días de seguimiento. No obstante, se mantiene la 

diferencia estadísticamente significativa entre los dos tipos de cepas, las patógenas y no 

patógenas, con una p<0.005. 

Figura 9. 
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Colonización de ratones Balb/c (modelo i11 vivo) con las tres cepas tipo de 
Campylobacter jej1mi (Ver Tabla l, control de colonización). 
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Inhibición de la colonización. 

En la inhibición se utilizaron oligosacáridos neub"os y las b"es cepas con un inóculo de JO' 

UFC/ml, para la cepa invasiva se utilizó además un inóculo de 108 UFC/ml. 

De acuerdo con lo esperado por Jos ensayos in vitro, no se encontró inhibición de la colonización 

con la cepa adherente. Como se observa en la Figura 10, las curvas de seguimiento para Jos dos 

grupos de animales, el conb"ol de colonización y el de inhibición, son muy semejantes y en 

algunos puntos se b"aslapan. 
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Figura 10. Ensayos de inhibición de la colonización de ratones Balb/c, con la cepa 
adherente (INN-10SP), por oligosacáridos neub"os (Tabla 1, subgrupos de 
prueba o y colonización e). 
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Por otra pane, se definieron dos tipos de comportamiento dependientes deJ inóculo en los ensayos 

de inhibición con Ja cepa invasiva. En la Figura 11 puede notarse que, con un reto de 101 

UFC/mJ, Ja inhibición por Jos oligosacáridos se manifestó como una disminución imponante en 

el número de UFC/g de heces. En cambio, con un reto de 10' UFC/ml, con la misma 

concentración de oligosacáridos, sólo se logró un retraso de 48h en la aparición de 

Campylobacrer en las heces, aunque las UFC/g de heces fueron menores. 

-3 ·2 -1 Reto 1 2 3 4 s -a .2 

días 

-1 Reto 1 2 3 4 s 

días 

Figura 11. Inhibición de la colonización de ratones Bnlb/c por Ja cepa invasiva 
(INN-383JP), en inóculos de JO' y 108 bacterias/mi, con oligosacáridos 
neutros. 

(Tabla !, subgrupos de prueba e y colonización o) 
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IX. DISCUSION 

Las infecciones gastrointestinales en nuestro país, y en general en los países menos desarrollados, 

son causa imponante de morbilidad en la población menor de 5 años (10,50); siendo 

Campylobacter jejuni uno de los principales agentes etiológicos de diarrea aguda 

(14,16,21,45,46). 

Se ha propuesto que la adherencia es el primer paso en la infección y subsecuente colonización 

del intestino; in vitro se ha demostrado la adherencia de C. jeju11i a diversas líneas celulares 

(31,37,65), mediante la interacción de posibles adhesinas con sus receptores correspondientes 

(32,76). Estudios realizados en el laboratorio de lnfectología del INNSZ nos han pemútido 

diferenciar cepas patógenas de no patógenas, además de clasificar Jas causantes de diarrea como 

invasivas ó adherentes (22,71). 

Uno de los propósitos de determinar la habilidad de diferentes cepas para asociarse a ~ultivos 

celulares, y de estudiar los mecanismos mediante los cuales lo realizan. es el desWTollo de 

medidas de prevención para abolir tal interacción br vitro y posteriormente poder aplicarlas in 

vivo. En este sentido se ha demostrado que la leche humana cumple con esta función, ya que 

diversos estudios de la epidemiología de la diarrea han puesto de manifiesto que los niños que 

son alimentados al seno materno presentan una incidencia de diarrea mucho menor que los niños 

que no lo son (10,39,50,55,68). Tal protección se debe en parte a su alto contenido de lgA 

secretora contra diferentes enteropatógenos, entre los que se cuenta C. jej1111i (87), pero también 

a la fracción oligosacárida que constituye uno de sus principales componentes (77). 

Existen evidencias importantes de que los oligosacáridos presentes en In leche materna son 

capaces de inhibir la adherencia i11 vitro de varias bacterias (2,4,5,53,54) ó de algunos de sus 

productos, como por ejemplo enterotoxinas (24,63,82). 
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Se ha propuesto que los enteropatógenos reconocen la porción oligosacárida de Jos 

glicoconjugados de membrana como molécula blanco en su interacción con el receptor, por lo 

que In presencia de oligosacáridos en la leche estructuralmente semejantes, daría lugar a una 

inhibición competitiva que explicaría las funciones protectoras de la leche materna. 

En este estudio demostramos la presencia, en leche materna, de inhibidores de la asociación de 

las cepas invasivas de C. je}uni a las células HEp-2. Para ello en la primera fase de nuestro 

trabajo, utilizamos dos cepas bien caracterizadas como adherente e invasiva respectivamente. Hay 

que hacer notar que en ninguno de los ensayos con la cepa invasiva se logró el 100% de 

inhibición (Figuras 4-6,11), lo que nos hace pensar que posiblemente Ja asociación de las cepas 

a las células es un proceso complejo, que puede estar mediado por varios componentes de la 

superficie bacteriana, entre los que se cuentan proteínas de membrana externa (32), el flagelo y 

el Iipopolisacárido (76). Por otra parte, la no inhibición de las cepas adherentes nos hace suponer 

que existen diferencias importantes entre los dos tipos de cepas, posiblemente antígenos asociados 

especificamente con invasividad (64,95). 

Se presume que tales inhibidores son oligosacáridos fucosilados. los cuales probablemente actúan 

compitiendo con los receptores presentes en las células epiteliales para las cepas invasivas. pero 

no para las adherentes; Jos mecanismos de interacción y los receptores de membrana pueden ser 

diferentes para los dos tipos de cepas. Estos hallazgos apoyan también Ja existencia de cepas con 

diferentes mecanismos patogénicos, aunque se requiere hacer más estudios con otros aislados 

invasivos, adheremes y de infecciones asintomáticas.,parn validar estn conclusión. 

En estudios previos se ha relacionado a Ja fucosa con la inhibición no sólo de la adherencia de 

Campylobacter a las células INT 407 (23), sino también con la inhibición de la adherencia de 

V. cholerae y V. para/Jaemo/yticus a eritrocitos humanos (57). 

Cinco y cols. (23) especulan que las bacterias de los géneros Vibrio y Campylobacter, por tener 

características en común, exhiben la misma especificidad en sus adhesinas en Jos modelos 

celulares que se han utilizado para medir su habilidad de asociación. Sin embargo, estudios más 
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recientes han demostrado que también son residuos fucosilados los responsables de Ja inhibición 

de la actividad de la enterotoxina tennoestabJe de E. coli en ratones lactantes (82). 

Por su pane, Cravio10 y cols. (30) han reportado que Ja adherencia localizada de cepas de EPEC 

a células HEp-2 es mediada por un mecanismo que involucra el reconocimiento preferencial de 

tetra- y pentasacárldos fucosilados, como los que se presentan en leche materna, siendo el mejor 

inhibidor de la adherencia localizada una mezcla de pentasacáridos que contenta sólo especies 

fucosiladas. 

La siguiente fase del proyecto comprendió estudios in vii10, que consideramos necesarios para 

confirmar la actividad inhibitoria de los oligosacáridos contra la infección por Campy/obacter. 

La recuperación de un gran número de microorganismos de las heces diarreicas indica que C. 

jejuni es altamente eficiente para colonizar y multiplicarse en el tracto intestinal humano 

(41,83,103). Se ha reportado que el principal sitio de colonización es el íleon distal, aún cuando 

el colón también puede estar involucrado (69). Sin embargo. el mecanismo exacto por el que C. 

}ej1111i es capaz de producir diarrea no ha sido dilucidado; el establecimiento de un modelo 

animal adecuado de Ja enteritis por Campy/obacter se ha considerado esencial para In 

comprensión de la patogénesis del padecimiento. 

Con nuestro modelo experimental, demostramos que es posible infectar oralmente ratones Balb/c 

logrando una rápida y persistente colonización con las dos cepas de C. jejuni procedentes de 

casos de diarrea (INN-3831P e INN· IOSP). Diferentes investigadores han intentado colonizar 

ratones con C. jej1mi (13,38,40.41 ,69,84,109). 

Jesudason y cols. (56) y Field y cols. (40,41) han mostrado que el tracto gastrointestinal de los 

ratones adultos se coloniza irregulnnnentc, a menos de que el animal sea pretratado con 

antibióticos para eliminar la flora normal. Blaser y asociados (13) por su pane, logran Ja 

colonización sin requerir del tratamiento antimicrobiano pero con dosis infectivas altas. En 
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nuestro modelo, logramos la colonización con dosis mucho menores que las utilizadas por Blaser, 

siendo la diferencia entre ambas de cuatro lognriunos, y sin el tratamiento antimicrobiano, al 

trabajar con ratones de 10 a 15 días de nacidos. 

Aún cuando en ningún caso se provocó un cuadro clínico en los ratones y sólo medimos la 

colonización por In excreción de Campylobacter en heces (UFC/g), existió una clara diferencia 

en el comportamiento de la cepa no patógena (INN-57SP) cuya excreción con respecto a las 

patógenas fué menor siendo la diferencia estadísticamente significativa (Figura 9). Esto nos hace 

pensar que este modelo puede ser útil para evaluar Jos efectos causados por medidas profilácticas. 

En cuanto a la inhibición de la colonización por los OS-N, se observó que ésta es dependiente 

del inóculo, es decir, con un reto de 1011 UFC/ml se manifestó como una disminución importante 

de las UFC/gr de heces. En cambio, con un reto menor de JO" UFC/ml, se logró un retraso en 

la aparición de Campylobacter en las heces. En ambos casos, la diferencia existente con el 

ensayo control es significativa, con lo que confinnarnos la presencia de los inhibidores para la 

cepa invasiva. 

Quedan por realizar ensayos similares con un mayor número de cepas invasivas, adherentes y las 

no adherentes/no invasivas, para confinnar la especificidad de la inhibición hacia lns cepas 

invasivas. o bién, establecer si existen diferentes grados de inhibición para cada grupo de cepas 

de C. jejzmi que pudieran ser importantes, tanto in vitro como in vfro. 

La purificación llevada a cabo nos pennitió obtener cantidades suficientes de cada una de las 

fracciones oligosacáridas para los ensayos posteriores de verificación de los métodos y para los 

estudios in vivo, ya que es necesario definir la estructura de los residuos fucosilados responsables 

de In actividad inhibitoria. De acuerdo al estudio de Cravioto y cols. (30), el tamaño de la cadena 

oligosacárida es muy importante¡ además no todos los compuestos fucosilados tienen tal 

propiedad ya que dependen ele su afinidad por el microorganismo. Esto se demuestra en el trabajo 

de Brassart y cols. (18), en el que los oligosacáridos de 3 a 7 residuos con secuencias 
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Fucnl~2Gal6 son inhibitorios de la adherencia de C. albicans a células epiteliales bucales, pero 

no lo son aquellos que presentan las secuencias Fucnl->3/4GlcNAcB. 

Dado que el número de oligosacáridos fucosilados en Ja leche marema varía de acuerdo a los 

gntpos sanguíneos (102), será importante su cuantificación y caracterización para definir si existe 

variación en la actividad protectora de la leche de diferentes madres contra C. jej1111i. 
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X. CONCLUSIONES 

En este estudio se demostró la presencia de una actividad inhibitoria para Campylobacter en la 

leche materna. 

La actividad inhibitoria pudiera deberse a la presencia de receptores análogos para 

Campy/obacter, pudiendo ser oligosacáridos fucosilados que probablemente actúan compitiendo 

con los receptores presentes en las células epiteliales para las cepas invasivas de Campylobacter, 

pero no para las adherentes, sugiriendo que los mecanismos de interacción y los receptores de 

membrana pueden ser diferentes para las cepas adherentes e invasivas. 

Estos hallazgos apoyan la existencia de cepas con diferentes mecanismos patogénicos. 

Se estableció un modelo experimental de colonización que puede ser útil para evaluar los efectos 

causados por medidas profilácticas. 

Se demostró que la actividad inhibitoria para CJejuni presente en leche materna es similar in 

vitro e ftJ vivo. 

Se requiere hacer ensayos inhibitorios in \•ivo con una gama variada de cepas de Campylobacter, 

incluyendo cepas invasivas, adherentes y de casos asintomáticos. 

Se requiere, además, realizar una caracterización bioquímica detallada de la actividad inhibitoria. 
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