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RESUMEN

En nuestro pafs, las infecciones gastrointestinales son causa importante de morbilidad en la
poblacién menor de 5 afios; siendo Campylobacter jejuni uno de los agentes etiolégicos méds

comiinmente aislado.

Aln cuando se conoce muy poco de la patofisiologfa de la infeccién por Campylobacter, sc ha
demostrado que su asociacién in vitro con células HEp-2, se relaciona significativamente con el
cuadro clinico del cual fue aislada Iz cepa. Uno de los propésitos de determinar la habilidad de
diferentes cepas para asociarse a cultives celulares, y de estudiar los mecanismos por los cuales
lo realiza, es el desarrollo de medidas de prevencién para abolir tal interacci6n. Para ello se ha
propuesto el uso de receptores andlogos, llamados asf porque son capaces de interferir con la
adherencia microbiana y la colenizacién in vivo; en este sentido, la leche humana cumple con
esta funcién, involucrando la presencia de componentes no inmunoglobulinicos capaces de inhibir

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

Entre los objetivos del presente trabajo se incluyeron: 1) La purificacién de componentes de
naturaleza oligosacérida a partir de leche materna; 2) El determinar, mediante ensayos de
inhibicién de la asociacién bacteriana a c€lulas HEp-2, el posible papel como receptores andlogos
de cada una de las fracciones oligosacdridas, asf como de distintas fracciones protcicas y/o
lipfdicas de la leche; y 3) El desarrollo de un modelo animal de colonizacién que nos permitié
estudiar, in vivo, la capacidad de cada una de las fracciones oligosacdridas para inhibir la

colonizacién por C. jejuni.

Con cepas bien caracterizadas como adherentes e invasivas y con el ensayo de inhibicién,
demostramos la presencia, en leche materna, de inhibidores de la asociacién de cepas invasivas
de C. jejuni a las células HEp-2 en las fracciones oligosacdridas probadas. Se presume que tales
inhibidores son oligosacdridos fucosilados, 1os cuales probablemente actiian compitiendo con los
receptores presentes en las células epiteliales para las cepas invasivas, pero no para las

adherentes.



Se establecié un modelo experimental de colonizacion, con el cual s¢ demostré una clara
diferencia entre el comportamiento de cepas patdgenas y no pardgenas, por lo que podria ser ftil

para evaluar los efectos causades por medidas profildcticas.

Finalmente, en este trabajo se demostré que la actividad inhibitoria para C. jejuni presente en
leche materna es similar in vitro e in vivo; sin embargo, se requiere la realizacién de ensayos
inhibitorios con una gama variada de cepas de Campylobacter, ademds de efectuar una

caracterizacién bioquimica detallada de tal actividad inhibitoria.

=
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I, INTRODUCCION

Campylobacter jejuni es una de las principales causas de gastroenteritis en humanos (15-17). En
pafses en desarrollo es uno de los enteropatégenos mds cominmente aislado de casos de diarrea
en nifios menores de 5 afios (9,14,16,46); Georges-Courbout y cols. (45) han demostrado una
asociacién estadfsticamente significativa de Campylobacter con diarrea en nifios entre 1 y 6
meses de edad, al igual que Calva y cols. (21), quienes demostraron la misma ascciacién en una
cohorte de nir,ﬁos mexicanos menores de 5 afios, con una relacién de enfermedad-infeccién de
50% durante fos primeros 6 meses de vida, que disminuye considerablemente con Iz edad.

En los pafses industrializadoes, C. jejuni ocupa el segundo lugar como agente etiolGgico de diarrea
infecciosa, tinicamente superado por rotavirus (91), con una frecuencia de aislamiento del 60%,
seguido por Salmonella con un 25% y Shigella en un 10% (49). A nivel hospitalario, C. jejuni
también se afsla més frecuentemente que Safmonella y Shigella en proporciones de 2:1 y 5:1,
respectivamente (41). Ademds dé que puede llegar a causar infecciones nosocomiales graves,
debe ser considerado como un posible agente de la meningitis de origen desconocido,

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

Poco se conoce acerca de la fisiopatologfa de la infeccién por Campylebacter y €l procese exacto
de Ia inducci6n de dinrrea en el huésped; sin embargo, se han propuesto res mecanismos por los
que la bacteria es capaz de producir ia enfermedad y que se asocian con cuadros clfnicos
caracterfsticos:

1) La adherencia al epitelio intestinal y la produccién de una enterotoxina similar a la CT de
Vibrio cholerae y a la LT de E. coli, por lo que origina una diarrea de tipo secretor similar a la
ocasionada por estos dos microorganismos (89,102).

2) La invasién al epitelio intestinal, lo que provoca dajio tisular y, por ende, una diarrca de tipo
inflamatorio similar a la ocasionada por Shigella y que se¢ caracteriza por la presencia de
leucocitos en heces (37,84); adn cuando se ha descrito 1a produccién de una citotoxina, su papel
dentro del proceso inflamatorio no ha sido completamente dilucidado (51).

3) La translocacién, proceso similar al ejercido por Salmonella, en la que la bacteria es capaz



de atravesar 1a mucosa intestinal sin dafiar su integridad, proliferando posteriormente en la ldmina
propia y los nddulos linfdticos mesentéricos, y dando as{ origen a infecciones extraintestinales

como meningitis, colecistitis y adenitis mesentérica (103).

La adhesi6n de 1a 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 sunque no posee pilis o fimbrias, se cree que puede poseer
otras adhesinas (76). Algunos estudios con lfneas celulares han demostrado la adherencia del
microorganismo a células HeLa, HEp-2, INT 407 y a bordes en cepillo de cerdo
(19.65,76,83,101). Se ha propuesto que las ¢structuras de supetficie juegan un papel primordial
en la adherencia; tal es el caso del flagelo, el lipopolisacdrido y las protefnas de membrana
externa (37,76).

En nuestro laboratorio se han estandarizado métodos in vifro que nos han permitido evaluar la
capacidad de C. jejuni para asociarse a células HEp-2 (22,71). Se ha definido un Indice de
Asociacién (IA) en microcémaras de cultivo, como el porcentaje de células con bacterias
adheridas; una cepa se considera adherente cuando este fndice es mayor al 20%. El Indice de
Invasividad (I) se ha determinade como el porcentaje de bacterias que son capaces de penetrar
cn un ensayo con cultivos celulares en esferas de sephadex; una cepa se considera invasiva
cuando el fndice es mayor al 60%. Se ha demostrado que la asociacidn in vitro de C. jejuni con
células HEp-2 estd relacionada con ¢l cuadro clfnico del cual fue aislada la cepa; en general el
nimero de cepas asociadas a las células fue significativamente mayor en los nifios con diarrea
que en nifios asintomdticos (17), lo que se apoya con los resultados de los estudios realizados por
Fauchere y cols. (37). De acuerdo con estos pardmetros, hemos definido tres tipos de cepas segin
" su comportamiento in vitro: 1) Invasivas, cuando el IA es mayor de 20% y el mayor de 60%;
2) Adherentes, cuando el IA es mayor de 20% y el II menor de 60% , y 3) No adherentes/no
invasivas cuando los dos fndices se encuentran por abajo del punto de corte respectivo,



II. ANTECEDENTES

A. Adherencia Microbiana

La adherencia de los organismos patégenos a las superficies epiteliales parece ser necesaria para
la colonizacién y subsecuente infeccién. En el intestino parecen ser diversos los factores que
influyen en ella (104). Se han propuesto tres mecanismos de asociacién intestinal: i) adhesi6n,
en la que la bacteria se une al epitelio por medio de adhesinas o desarrollando estructuras de
insercién especializadas; ii) colonizacién del moco, en la que ciertos organismos tiencn la
capacidad de sobrevivir y multiplicarse en las dreas mds externas de la capa de moco que cubre
la superficie intestinal; y iii) asociacién a las criptas intestinales que son colonizadas por grandes

agregados bacterianos (69).

Hasta el memento los datos disponibles apoyan la hip6tesis de que un organismo debe poseer
adhesinas que le permitan unirse a receptores celulares en los tejidos del huésped (59). Tales
interacciones son muy especfficas, dando lugar a enlaces complementarios adhesina-receptor que
le permiten a la bacteria permanccer y no ser eliminada por los mecanismos de defensa del
huésped (11). Las adhesinas son, por tanto, estructuras de la superficie de los microorganismos;
se ha demostrado la existencia de 8 clases especiales de fimbrias de naturaleza proteica, que
median la adherencia de E. coli enterotoxigénica a los receptores de la mucosa intestinal (44).
Dentro del grupo de adhesinas se incluyen componentes bacterianos bien conocidos, como
flagelos, cépsulas, glicocdlix, lipopolisacdridos, lectinas asociadas y protefnas de membrana
externa (7.11,26).

B. Receptores Celulares

Con respecto a los receptores, la evidencia existente sugiere que su presencia estd determinada
genéticamente, se relaciona con la edad del huésped y varfa en los diferentes niveles del tracto
gastrointestinal (17,25), con lo que se explicarfa el porqué de los diferentes niveles de
colonizaci6n, el surgimiento de enfermedades relacionadas con la edad y la existencia de

huéspedes susceptibles o resistentes.



Los receptores sobre las membranas celulares para las bacterias Gram-negativas estdn compuestos
en general por carbohidratos. En algunos casos, por cjemplo en muchas especies de
Enterobacteriaceae, el receptor parece residir en un sélo aziicar, la manosa. Esto es, la manosa
por i sola es capaz de bloquear la unién de estos organismos a las células del huésped (8,11).
Knutton y cols. (60) demostraron que los receptores con alto contenido de manosa se localizan
sobre la superficie basolateral del enterocito, mds 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 glicolipidos y glicoprotefnas que las constituyen
(17,104). Existen diversos estudios que fundamentan tal aseveracién, como son los realizados por
Mouricout y cols. (78), quienes demostraron que cepas de E. coli enterotoxigénica patégenas para
bovinos se adherfan fuertemente a glicoprotefnas del moco intestinal, demostrando ademds que
el receptor principal responsable de la adherencia era una glicoprotefna con un peso molecular
entre 2X10° y 4X10°D. Por otra parte, Bartus y cols. (9) demostraron que el receptor responsable
de la adherencia de cepas de E. coli, que poseen el factor de colonizacién CFA 1, a eritrocitos

es un sialoglicoconjugado.

Uno de los r es glicoconjugad para bacterias patégenas mejor caracterizado es

GalB1—54Gal (35) y se encuentra en las células epiteliales del tracto urinario. Es bien sabido,
ademds, que los glicolfpidos presentes en los enterocitos, y conocidos como gangliésidos, actdan

como receptores para las diversas fimbrias de E. coli (104).

C. Glicoconjugados de Membrana

En general, las membranas plasméticas de los mamfferos estfin compuestas de una bicapa lipfdica
consistente de fosfolfpidos, colesterol y glicolfpidos. Las protefnas y glicoprotefnas estin
insertadas en Ia capa lipfdica de tal manera que la porcién hidrofébica de la molécula estd dentro
de la membrana y la porcién hidrofflica, constitufda por carbohidrato, en Ia parte exterior, Los

glicolfpidos asociados a membrana estdn alineados de una mancra similar, Las protefnas y



glicoprotefnas pueden ser parcial o completamente transmembranales y estar asociadas
estrechamente con los lfpidos integrales de la membrana o sélo estar en contacto con Ia bicapa

lipfdica por su superficie externa (11,104).

Los glicoconjugados se clasifican en dos grandes grupos: glicolfpidos y glicoprotefnas. Los
receptores que Se consideran mis importantes son las glicoprotefnas, ya que ademds 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 oligosacdridas unidas a él (62). De
acuerdo al enlace existente entre la proteina y 1a fraccién oligosacdrida, fas plicoprotefnas se

clasifican en dos tipos:

1) O-glicosfdicas: existe un enlace o-glicosfdico entre un hidroxiaminodcido como serina o

treonina y los residuos de N-acetilgalactosamina. Los oligosacdridos contienen ficido N-acetil o
N-glicolilneuramfnico y fucosa que se encuentra en los extremos no reductores (43,104). Las
cadenas de carbohidrato pueden variar en tamaiio, desde un disacdrido hasta 15 6 18 residuos
(43,66).

2) N-glicos{dicas: existe un enlace N-glicos(dico entre la asparagina del péptido y los residuos
de N-acetilglucosamina. Se han clasificado en cuatro diferentes variedades, que tienen en comiin
un pentasacdrido central constitufdo por dos residuos de N-acetilglucosamina y tres residuos de
manosa; éste dltimo s6lo se presenta en las glicoprotefnas N-glicosidadas. Las cadenas N-
glicosfdicas pueden liegar a tener una longitud de hasta 70 residuos (96,97).

D. Antiadherentes
Uno de los propésitos en los estudios de los mecanismos de adherencia bacteriana ha sido el

desarrollo eventual de medidas para prevenir la adhesién de bacterias patégenas a las superficies
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mucosas antes de que puedan causar dafio tisular, E! desarrollo de antiadherentes puede plantearse

desde varios puntos como son:

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

componentes, como inhibidores competitivos de la adherencia bacteriana.

- El uso de sustancias que supriman la formacién o expresién de las adhesinas bacterianas, tales

como dosis subletales de antibidticos.

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

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

E. Receptores Andlogos

() ATl tealinl,

El aislamiento de receptores especificos biolégic T es de las ep del

intestino ¢s dificil, ya que requiere de la identificacién de una molécula espectfica o secuencia
de residuos azdcares determinada, tomando en cuenta que la estructura de los glicoconjugados
de membrana varfa considerablemente segiin el grado de diferenciacién celular, la localizacién
proximal o distal en el intestino, Ia edad del huésped y el medio ambiente Iuminal. Por ello, se
prefiere trabajar con receptores andlogos, Hamados asi porque son capaces de interferir con la

adherencia microbiana y la colonizacién in vivo.

Leffler y Svanborg-Eden (70) demostraron que una fraccién glicolipfdica, aislada de las c€lulas
epiteliales del wacto urinario humano, inhibfa la adherencia de E. coli a las células del mismo
donador, lo que sugerfa un papel impertante de los glicolfpidos como receptores para la
adherencia de 1a bacteria, Posteriormente identificaron un glicoesfingolfpido, de la serie de los
globésidos, para una cepa de E. coli que se une a las células epiteliales del tracto urinario y
aglutina los eritrocitos humanos, Por ensayos de inhibicién utilizando globotetrasilceramida y
otras ceramidas semejantes, concluycron que probablemente era la cadena carbohidrato la
responsable de Ia actividad biolGgica del globésido.



Posteriormente, en 1982, Svanborg-Eden y cols. (99) demostraron que tales glicolfpidos, a los
que denominaron receptores anflogos a los de las membranas celulares, podfan bloquear la
adherencia de E. coli in vitro y la infeccién experimental del tracto urinario de ratones Balb/c,
por lo que sugirieron que los compuestos semejantes a los receptores del huésped podrfan unirse
competitivamente a los ligandos superficiales de la bacteria. Esto probablemente disminuirfa el
niimero de bacterias unidas a la mucosa en un grado suficiente, para alterar el delicado balance

de la interaccién huésped-pardsito en favor del huésped.

Son diversos los estudios que documentan e} papel de los receptores andlogos como blequeadores
de la adherencia. Asf, en 1979, Arenson y cols. (6) lograron prevenir la colonizacién por E, coli
del tracto urinario de ratones mediante el blogueo de la adherencia con un glucopirandsido,

especificamente el metil-a-D-manopiranésido.

Estudios més recientes han clasificado a las adhesinas de E. coli de acuerdo a la especificidad
de la porci6n carbohidrato que reconocen. Asf, por ejemplo, para el pili tipo 1 se ha descrito un
glicopéptido cuya porcién carbohidrato correspende a un oligomanésido, y de acuerdo a ello se
han preparado potentes inhibidores de la adherencia a partir de glicoprotefnas extraidas de

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

Uno de los trabajos que demucstra el importante papel que desempefian las glicoprotefnas como

receptores andlogos y, por ende, como inhibid de la adh ia, lo encontramos en los
estudios de Mouricout y cols. (79). Ellos trataron en forma experimental la colibacilosis con
glicoprotefnas extrafdas de plasma y lograron excelentes resultados, asumiendo que era la porcién
carbohidrato la responsable de la actividad biolégica, dado que si la destrufan la actividad

desaparecfa.

Estudios clfnicos en animales de granja han demostrado la efectividad de este tipo de extractos
contra cepas de Campylobacter spp. o Streptococcus spp., como paliativos de los efectos de la

infeccién con esas bacterias (79).



F. Importancia de la Alimentacién al Seno Materno

En pafses donde las condiciones sanitarias son pobres y las tasas de infeccidn altas, se ha
demostrado 1a susceptibilidad de los nifios a diferentes patégenos microbianos cuande 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 nifios alimentados al
seno materno. Se sabe que la leche humana contiene muchos factores que proveen defensas
especfficas y no especfficas contra diversos agentes infecciosos, y parece ser que algunos factores
de la Ieche permanecen activos en el intestino de los lactantes, dado que es dificil su colonizacién

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

En este sentido 1a diarrea, que es una de las principales causas de muerte en nifios menores de
5 afios de edad en Ins dreas menos desarrolladas del mundo, es una infeccién especialmente
frecuente durante la ablactacién y en los nifios que no reciben leche materna (50).

G. Factores Protectores en la Leche Materna

La leche humana estd caracterizada no sélo por un complejo sisterna de defensa del huésped,
constitufdo por oligosacdridos y glicoconjugados antiadherentes que previenen Ia colonizacién
y proliferacién de patSgenos microbianos comunes en el tracto gastrointestinal y respiratorio de
los nifios, sino también por la presencia de agentes antiinflamatorios. Entre &stos se incluyen
enzimas que degradan mediadores de la inflamacién, asf como antiproteasas, lactoferrina,
lisozima, IgA secretora, lipidos antivirales y antioxidantes, tales como cistefna, ascorbato, a-
tocoferol y B-carotenos. Hay que hacer notar que estos factores que confieren proteccién son
componenies casi exclusivos de la leche humana, ya que se encuentran en menor cantidad o bien

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

La leche contiene una gran cantidad de glicoprotefnas, glicopéptidos y oligosacdridos,
principalmente durante las etapas tempranas de la lactacién. Entre los mamiferos, la leche
humana es notable debido a que es tinica con respecto a la alta concentracién y complejidad de

su fraccién oligosacdrida (61).



H. Oligosacdridos en Leche Materna

En 1933 Polonovsky y Lespagnol (86) aislaron una fraccién principal de la leche a la que
llamaron gynolactosa, la que segin los estudios realizados por ellos esta constitufda por
oligosacdridos, Afios mds tarde, Montreuil y Mullet (77) determinaron que esta fraccidn constitufa
¢l 2.4% de! calostro humano y entre el 1.2 y 1.3% de la leche materna madura. Por lo tanto, la
fraccién oligosacdrida es el cuarto componente mayoritario de la leche después del agua, lactosa

y grasa, y representa una porcién significativa del nitrégeno no proteico en ella.

Laleche y el calostro contienen oligosacdridos libres que son tinicos estructuralmente y que hasta
ahora sélo se han encontrado en las secreciones ldcteas, y han atrafdo considerable atencién en
vista de sus propiedades antigénicas, su efecto promotor en €l crecimiento de ciertas bacterias

benéficas y sus homé6logos estructurales (34).

Durante los tltimos 30 afios, los esfuerzo combinados de diversos grupos de investigadores han
lievado a dilucidar la estructura de mds de 50 oligosacdridos de la leche humana
(36,61,98,107,108).

Estructuralmente los oligosacdrides pueden ser clasificados en nueve grupos, ya que son
derivados de nueve cadenas centrales principales: lactosa, lacto-N-tetrosa, neo-lacto-N-tetrosa,
lacto-N-hexosa, neo-lacto-N-hexosa, para-lacto-N-hexosa, para-neo-lacto-N-hexosa, lacto-N-
octaosa y neo-lacto-N-octaosa (61,108). Resalta el hecho de que todos los oligesaciridos
estudiados a Ia fecha tienen lactosa en sus extremos reductores y que, ademds, los derivados
fucosilados y sialilados de la lactosa y lacto-N-tetrosa son los que se encuentran en mayor

cantidad (61,62).

Generalmente la fucosa y el 4cido sidlico se presentan en las posiciones terminales; se ha
demostrado que existe un patrén para la localizacién de los residuos fucosilados y sialilados en
las cadenas oligosacdridas. Existen cuatro tipos de enlaces para los residuos fucosilados, Fuc-
(ct,1->2)-Gal, Fuc-(e,1~»4)-GlcNAc, Fuc-(c,1—3)-GlcNAc y Fuc-(at,1-3)-Gle, que son originados

por diferentes fucosiltransferasas. Para los residuos sialilados se han descrito tres tipos de enlaces:
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NANA-(a,2-53)-Gal, NANA-(a,2—36)-Gal, y NANA-(0,2—6)-GIcNAc, determinados por tres
sialiltransferasas (61,62).

Asf, puede decirse que las diferencias estructurales en los oligosacdridos de la leche humana
pueden atribuirse principalmente a isémeros anoméricos del tetrasacdrido central bdsico, o bien
a isémeros anoméricos posicionales de los puntos de unién de la fucosa y el dcido sidlico (34).

Egge y cols. (36) reportaron la separacién de oligosacdridos neutros de la leche que contenfan
fucosa en al menos 100 diferentes componentes. Muchos de ellos probablemente también ocurren
en la forma sialilada, pero la caracterizacién total de esta fraccién en el calostro y la leche ha

estado limitada por las técnicas analiticas disponibles y la complejidad de la fraccién (81).

Estudios sobre Ia presencia de los oligosacdridos fucosilados en muestras de leche individuales,
han mostrado evidencia importante de que este tipo de oligosacdridos no siempre sc detectan en
todas Ias muestras de leche. Kobata (61) ha demostrado que la presencia de ciertos oligosacédridos
estd relacionada con los grupos sangufneos y que las glicosiltransferasas, responsables de su

biosintesis, son también responsables de la biosfntesis de las glicoprotefnas determinantes de los

grupos sangufneos (3).

Los oligosacdridos presentes en muestras individuales de leche varfan con el tipo sangufneo A,
B, O § Lewis de la donadora. Las cadenas carbohidrato, unidas a las sustancias solubles de los
grupos sangufneos, contienen un azicar central que es comdn a todos; la unién de fucosa,
galactosa y N-acetilgalactosamina en las posiciones apropiadas de Ia forma central bdsica,
originan los determinantes especfficos de los grupos sangufneos A, B, H y Lewis. Los aziicares
que conficren tal especificidad son: para H, fucosa; para A, N-acetilgalactosamina; para B,
galactosa; para Le', fucosa; y para Le®, dos fucosas. Finalmente, una comparaci6n de la estructura
de los oligosaciridos de la leche con el oligosacdrido central de los grupos sangufneos ha

confirmado una marcada homologfa (34).



Las mujeres pueden ser clasificadas en tres grupos de acuerdo a la presencia de los oligosacdridos

fucosilados en su leche:

El primer grupo comprende aproximadamente 75% de la poblacién y su leche contiene los siete
oligosacdridos fucosilados principales, con residuos de fucosa con uniones 2, 3, y 4o y

corresponde al tipo fneo Le a'b*

El segundo grupo comprende 20% de Ia poblacién, siendo su tipo sangufneo Le a*b’, Las mujeres
que pertenecen a este grupo son no secretoras y carecen de una fucosiltransferasa que forma las
unidades Fuc-(at,1—2)-Gal, por 1o que su leche carece de todos los oligosacdridos y glicoprotefnas

que poseen esta unidad como estructura parcial.

El tercer grupo comprende tinicamente 5% de la pablacién; corresponde al grupo sangufneo Le
a'b’ y las mujeres que pertenecen a este grupo carccen de otra fucosiltransferasa que forma las
unidades Fuc-(a,1-24)-GlcNAc, usando cadenas Gal-(8,1—3)-GlcNAc como aceptores. La carencia
de ciertos oligosacdridos 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 importantes en
la composicidn de carbohidratos en la leche durante la lactancia, sugiriendo que ¢l sisterna Lewis

juega un papel importante en la determinacién de la idad de oligosacaridos sintetizados, y

definiendo ademds que existen 2 catcgorfas de oligosacdridos: aquellos cuya presencia esta

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

I. Papel de los Oligosacdiridos Lécteos Como Receptores Andlogos

Con respecto a las infecciones bacterianas, la leche materna parece poseer un efecto biolégico
asociado a su fraccién oligosacdrida al proteger contra ellas; tal es ¢l caso de la shigelosis y la
otitis media (75).

La fraccién oligosacdrida de la leche humana conticne estructuras que son receptores para varios
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microorgani flogos a los existentes sobre las células epiteliales, Por ejemplo, los
pncumococos se unen a la porcién oligosacdrida de una neolactoceramida sobre las células
farfngeas, y la leche humana inhibe la adherencia a tales células por un receptor andlogo que se

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

Muchas bacterias enteropatégenas son enteratoxigénicas, y las estructuras oligosacdridas de las
glicoproteinas o glicolipidos parecen ser los receptores para ellas. Si tales estructuras estdn
presentes en la fraccién oligosacdrida de la leche, una unién competitiva podrfa proveer

proteccién contra esas toxinas (81).

De acuerdo con los trabajos realizados en modelos in vive por Holmgren y cols. en 1981 (53),
Ia leche hurnana y el calostro pueden inhibir la adherencia de cepas de E. coli y V. cholerae a
eritrocitos, asf como la unién de sus enterotoxinas a los receptores especificos en las membranas

celulares.

El mayor grado de inhibicién sc encontrd en la fraccién no inmunoglobulfnica de las muestras,
por Io que se propuso que los componentes inhibitorios podrfan ser estructuras anflogas a los
receptores involucrados, y que éstas actian a través de una inhibicién competitiva. Todo ello
sugiere la presencia de residuos oligosacdridos como unidad activa, dade que se sabe que las

toxinas se unen a una secuencia de carbohidratos especifica del gangliésido GM, en el intestino.

Dos aiios después, el mismo grupo de investigadores caracterizé los factores en la leche humana
responsables de la inhibici6én de la adherencia de V. cholerae a eritrocitos, sugiriendo que tales
estructuras correspondfan a glicomoléculas de acuerdo con sus propiedades fisicoqufmicas de
estabilidad al calor, uni6én a concanavalina A y destruccién de su actividad por oxidacién con
periodato (54).

En ese mismo afio Kolsto y cols. (63), con un método de extraccién y particién recomendado
para la separacién de gangliésidos, 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 ganglidsido GM,. De sus resultados concluyeron que los gangliésidos o las
estructuras semejanics a ¢llos presentes en la leche materna, avin cuando s6lo se encuentran en
trazas, pueden ser importantes en la proteccién de los lactantes contra la diarrea inducida por

enterotoxinas.

Cleary y cols. (24) mostraron que la leche humana contiene una fraceién que protegfa a los
ratones lactantes de los efectos de la enterotoxina termoestable (ST) de E. coli administrada por
via orogdstrica. Este factor protector era de bajo peso moleculur y estable al calor y al
tratamiento con &cidos 6 dlcalis, por lo que se sugirié que su naturaleza era oligosacdrida, siendo

un andlogo estructural del receptor para {a ST en el intestino.

Algunos afios después, Newburg y cols. (82) encontraron que esta uctividad protectora se
localizaba sisteméticamente en una fraccién de oligosacdridos neutros de la leche, proporcionando
evidencia de la existencia de este factor y de su identidad como un pequeiio oligosacdrido
fucosilado mediante ¢l desarrollo de técnicas para su aislamiento. Demostraron, ademds, que los
oligosacdridos fucosilados disponibles comercialmente no desarrollaban Ia actividad protectora
contra ST, y finalmente concluyeron que el componente minoritario activo podrfa interferir con
la actividad de ST actuando como un andlogo para el receptor de csta toxina cn la mucosa

intestinal,

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

Streptoccocus | iae y He philus infl a las células epiteliales bucales o faringeas,
pero mediante mecanismos diferentes. La inhibicién del primero se explicé en parte por el
contenido de oligosacdridos, correspondientes a la porcidn carbohidrato de la serie de neolactosas
de los glicolipidos que se sabe actilan como receptores para €l. Esta fraccién no tuvo efecto sobre
H. influenzae, por 1o que de la caracterizacién del componente que inhibe su adherencia podria

-ser dilucidado el receptor epitelial para Ia bacteria.

Alphen y cols. (2), en un estudio muy completo de la inhibicién de la adherencia mediada por
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fimbrias de H. influenzae, establecieron varios puntos importantes, entre los que se destaca que
1a exposici6n previa de las cepas fimbriadas de H, influenzae a diferentes gangli6sidos, resulta
en la inhibicién de la interaccién entre esta bacteria y las células cpiteliales orofarfngeas y los
eritrocitos. Asf mismo, que la inhibicién estf gobernada por los grupos de dcido sidlico, el grupo
ceramido y la glucosa presentes en la molécula, estableciéndose un receptor de naturaleza
glicolipfdica en el que el grupo ceramido determina la orientaci6én apropiada de los sitios de
unién de la fimbria. Finalmente, sugieren que muchas bacterias que reconocen receptores de este
tipo son invasivas, por lo que probablemente la interaccién entre H. influenzae y su receptor

lactosilceramido facilita o dispara el proceso de invasién.

Por otro lado, el papel de las mucinas en la prevencién de la adherencia bacteriana a los tejidos
epiteliales ya ha sido documentada (37,74,92). Se conocen atrededor de 200 cadenas carbohidrato
que se unen al péptido central de los monémeros 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 andlogas a los receptores para las adhesinas
bacterianas. Las mucinas son constituyentes regulares de la leche humana. Asf, por ejemplo, la
unidad estructural comiin de todos los glicanos dcidos, en las mucinas ldcteas, es la unidad
disacdrida terminal NeuAca-(2—33)-Gal8, la que se ha demostrado que actiia como un receptor
andlogo para 1a E. coli S-fimbriada (93).

Asf, los receptores andlogos en la leche humana pucden disminuir la ocurrencia de infeccibn e

inflamacién bloqueando la unién de los microorganismos a la mucosa (5).
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IIL. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Son numerosos los estudios que avalan el papel protector de la leche materna en la defensa de
los lactantes cantra infecciones gastrointestinales. Es bien sabido que contiene un alto contenido
de IgA secretora contra una gran variedad de microorganismos, asf como componentes
protectores de naturaleza no inmunoglobulinica. Se ha propuesto que la leche humana y el
calostro pueden contener glicocompuestos andlogos 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 enfermedades gastrointestinales son un problema de salud piiblica en la poblacién
infantil menor de dos afios de edad, y entre ellas C. jejuni es una causa comin de diarrea
bacteriana aguda, es muy imporante contar con medidas preventivas y terapéuticas para el

tratamiento de este tipo de enfermedades.

Para determinar el papel preciso que juegan tales componentes en la proteccién del nifio contra
1a infeccién por C. jejuni, es necesario purificarlos y caracterizarlos en cuanto a estructura y
naturaleza quimica. Su conocimiento nos abrird ¢! camino hacia nuevas perspectivas de

aplicacién, como son:

- Desarrollo de nuevos métodos de diagnéstico. El contar con receptores andlogos purificados
especfficos para las cepas patégenas de C. jejuni nos permitird el montaje y estandarizacién de
ensayos rdpidos de diagnéstico, como podrfa ser la coaglutinacién, que presenta ventajas en
cuanto a tiempo de realizacién 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 andlogos, se

podrin establecer ensayos de inhibicién in viro y en modelos animales que nos ayuden a
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diferenciar el potencial patégeno de cepas nisladas de casos de diarrea y de portadores

asintomdticos.

- El determinar la composicién de los receptores andlogos para C. jejuni presentes en la leche
materna y que protegen 8 los nifios en forma natural, permitird su bisqueda posterior en otros
medios naturales como pueden ser plantas y otras fuentes para su produccién y purificacién a
gran escala, con el fin de poder suplementar con ellos las férmulas ldcteas para bebés, y asf

conferir la proteccién con esos componentes a aquelfos nifios no alimentados al seno materno.

- Se ha sugerido, ademds, que la fraccién oligosacdrida de la leche materna estimula el
crecimiento de Bifidobacterium bifidum, bacteria que al colonizar el intestino provoca dos efectos
principales: 1a fermentacién anaerébica de azicares, lo que disminuye considerablemente el pH
intestinal, y la habilidad para inhibir la colonizacién del intestino con bacterias potencialmente
enteropatégenas. 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 i globulfnica p en la leche materna que son

capaces de actuar como receptores andlogos inhibiendo la adherencia y/o invasién de

Campylobacter jejuni a las células epiteliales.

V. OBJETIVOS

Para corroborar la hipétesis se plantearon cinco objetivos especificos:

1.

Purificacién de componentes oligosacdridos de una poza de leche materna.

Definir si las fracciones oligosacédridas obtenidas son capaces de actuar como receptores

andlogos, mediante la inhibicién de la asociacién de C. jejuni a células HEp-2,

Determinar si otras fracciones de naturaleza proteica y/o lipfdica obtenidas de Ia leche

materna son de funci como anflogos en los ensayos de inhibicidn
P P

de la asociacién a células HEp-2.

Establecer un modelo animal que permita valorar Ia colonizacién por cepas de C. jeiuni

(inSculo, via de administracién, seguimiento, tasa morbi/mortalidad).

Estudiar in vivo la capacidad de los receptores andlogos para inhibir Ia colonizacién por

C. jejuni.
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VI. DISENO EXPERIMENTAL

OBJETIVO 1. Purificacién de componentes oligosacdridos (OS) de una poza de leche matema.

Dado que In presencia de ciertos oligosac4ridos en la leche materna estd relacionada con fos
grupos sangufneos, con las glicosiltransferasas responsables de su biosfntesis que son codificadas
genéticamente, ademds de estar sujetos a modificaciones cuantitativas a través del perfodo de
lactancia (61,81,103), la purificacién de las fracciones se realizé de un conjunto de leches

obtenidas de diferentes madres (poza).

Extraccibn de oligosaciridos crudos,

La primera fraccién de oligosacdridos crudos (0S-C) se obtuvo después de eliminar los lfpidos
y las protefinas de la muestra por el método de Egge (36), utilizando una columna de carbén-
celita descrita inicialmente por Whistler (106), en la que los OS son separados de acuerdo con
su grado de polimerizacién, lo que permite eliminar la lactosa, el disacdrido mds abundante cn
leche materna.

Extraccién de oligosacdridos neutros y ficidos,

Mediante una columna de intercambio i6nico se separd la fraccién mayoritaria de oligosacdridos
neutros (OS-N) de los oligosacdridos acfdicos (OS-A) cuya proporci6n en la leche es de 300:1
(82).

Extraccion de oligosacaridos fucosilados.

Finalmente, y considerando que se ha demostrado previamente la inhibicién de la asociacién de
Campylobacter a células por L-fucosa (22,76), una porcién de los OS-N se aplicé a una columna
cromatogréfica con la lectina Ulex enropaeus cuya especificidad para ligar residuos fucosilados
es bien conocida (57); después de eluir la fraccién no-fucosilads, los oligosacdridos fucosilados
(OS-F) s¢ eluyeron incrementando la osmolaridad en la columna con un amortiguador de alta
fuerza iénica (82).



Cromatografia en capa fina.
Se utilizaron métodos compl arios, como Ja cromatograffa en capa fina con placas de

P

aminopropilsflica, en las que los OS se fijan por su extremo reductor (73) y se revelan por la
condensacién de sus grupos aldehfdicos con grupos fen6licos, para el monitoreo y verificacién

de cada una de las fracciones.

Determinacién de proteinas.
Se utiliz6 el método de Bradford para determinar si existfan protefnas copurificadas en cada una

de las fracciones oligosacdridas obtenidas.

Separacién de 1a fraccién fucosilada mediante HPLC,

El uso de métodos microanaliticos como la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
permitié la separacién de los componentes de 1a fracci6n fucosilada, con el uso de columnas de
tipo preparativo (81) se puede contar con cantidades suficientes de cada uno de estos

cormponentes para estudios posteriores.

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

receptores andlogos mediante la inhibicién de la asociacién de C. jejuni a c€lulas HEp-2.

En el laboratorio de infectologfa del INNSZ se han realizado estudios longitudinales sobre las
infecciones por Campylobacter en cohortes de nifios menores de 5 aiios (21). De ellos se han
aislado cepas de cuadros clfnicos caracterfsticos, como diarrea de tipo inflamatorio y diarrea de
tipo secretor, as{ como de nifios asintomdticos; ademds se han estandarizado métodos in vitro que
nos han permitido valorar la capacidad de las cepas para adherirse ¢ invadir lineas celulares, de
producir enterotoxina y citotoxina, y de corrclacionar estos posibles factores de virulencia con

el cuadro clfnico del cual se aislaron (22).

Estudios in vitro de inhibicién de la asociacién de Campylobacter a células HEp-2. Haciendo
uso del ensayo en microcdmaras de cultivo (22,71), se estandarizé un ensayo de inhibicién para
definir la capacidad de las distintas fracciones de OS para interferir con el grado de asociacién
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de C. jejuni a las células HEp-2. Se utilizaron tres cepas prototipo caracterizadas previamente
como invasiva (INN-3831P), adherente (INN-10SP) y no adherente/no invasiva (INN-57SP), para
determinar si la habilidad de esos componentes para inhibir su asociacién estaba o no influida
por el tipo de interaccién bacteria-célula. Cada ensayo se realizé por triplicado, considerando los
resultados como la media & DS: el grado de inhibicién fue significativo cuando el porcentaje de

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

Una vez establecido el ensayo y habiendo demostrado que existian fracciones con capacidad
inhibitoria para una de las cepas prototipo, se decidié ampliar el grupo de cepas en estudio para
corroborar los resultados obtenidos durante la estandarizacién y hacerlo estadfsticamente
significativo; se ensayaron 47 cepas, 22 de ellas invasivas y 25 adherentes, con la fraccién de OS
que mostré el mayor porcentaje de inhibicién y que ademds durante el proceso de purificacidén

se obtiene en concentracién suficiente.

OBJETIVYO 3. Determinar si otras fracciones de naturalcza proteica y/o lipfdica obtenidas de la
leche materna son capaces de funcionar como receptores andlogos en los ensayos de inhibicién
a células HEp-2,

Aun cuando se ha descrito que las porciones carbohidrato de los glicoconjugados, que se

i

encuentran en las membranas celulares, son las respc de las interacci bacteria-célula
(8,94,104), era necesario determinar el posible papel de los componentes proteicos y lipfdicos de

1a leche materna en la inhibicién de 1a asociacién de C. jejuni a los cultivos celulares.

Estudios in vitro de inhibicién de 1a asociacién con fracciones lip(dicas y proteicas.

‘Todas las fracciones probadas fueron cedidas amablemente por el Dr, David Newburg del Shriver
Center for Mental Retardation en Boston, MA.; de acuerdo con los esquemas de purificacién
desarrollados en su laboratorio, utilizames un total de 12 fracciones proteicas de naturaleza no

inmunoglobulinica 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 lipfdicas agrupadas como ipidos neutros de fase inferior,
glicolfpidos, fosfolfpidos, lipidos neutros de fase superior y gangliésidos.

Mediante el ensayo de inhibicién en microcdmaras de cultivo, se probaron cada una de las
fracciones con las cepas prototipo: at igual que con los OS, cada ensayo se realizé por iplicado,

considerando los resultados como la media & DS.

OBJETIVQ 4. Establecer un modelo animal que permita valorar la colonizaci6n por cepas de

C. jejuni (inéculo, via de administracién, seguimiento, tasa de morbi/mortalidad).

El establecimiento de un modelo animal adecuado de la enteritis por Campylobacter s¢ ha
considerado esencial para la comprensién de la patogénesis del padecimiento, siendo necesario
para determinar cualitativa y cuantitativamente la virulencia de las cepas aisladas y que
epidemiolégicamente son importantes, Muchos intentos se han realizade para infectar diversos
animales, se han probado desde bovinos y carneros (42) hasta mamiferos pequefios como conejos
(20,85) y hamsters (1).

Russell y cols. (90) estudiaron monos en los que ademds de demostrar la transmisi6n oro-fecal,
asentaron que la infeccién de 3 a 4 semanas de duracién, con una cepa de C. jejuni en particular,
era similar al curso de la infeccién en humanos susceptibles. Por su parte, Rufz-Palacios y cols.
(88) desarrollaron un modelo experimental en pollos recién nacidos, en los que fueron capaces
de inducir diarrea con pequefios indculos bacterianos administrados en forma oral. Avn cuando
los modelos en monos y pollos han sido sumamente dtiles, presentan algunas desventajas en

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

Son diversos los estudios que se han reatizado utilizando ratones como modelo experimental
(38,69,109). El incremento hasta en 100 veces del ndmero de microorganismos recuperados de
los ratones inoculados en forma experimental, confirma la eficiencia de la colonizacién y de la

subsecuente proliferacién de C. jejuni en el medio intestinal (84).
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El uso de ratones presenta algunas ventajas sobre otro tipo de animales, como su fécil manejo
y mantenimiento a relativamente bajo costo, su disponibilidad y Ia facilidad de reproducir las
condiciones experimentales en difercntes laboratorios y en distintos periodos. Por tales razones,
se eligié trabajar con ratones Balb/c para el desarrollo de nuestro modelo de colonizacién,
tomando en cuenta que la susceptibilidad de los animales, la virulencia de la cepa y el indculo

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

De acuerdo con los estudios de Blaser y cols. (13) y Field y cols. (40,41), la colonizacidn de
ratones adultos es inconsistente por la flora normal del intestino asi como por Ia resistencia
propia del animal 2 la infeccién, por lo que se requiere de in6culos relativamente grandes para
lograr establecerla. Por esta razén decidimos trabajar con ratones de 10 a 15 dfas de nacidos, que
se inocularon por via oral, que es la ruta natural de infeccién, con 10* y 10° UFC/ml de cada una

de las cepas prototipo,

Ademds de contar con grupos controles, se definié un esquema de seguimiento previo a la
infeccién, para verificar la no presencia de C. jejuni o bacierias espirales semejantes a
Campylobacter en el intestino de los animales. La colonizacién se determing como el grado de
excrecién de Campylobacter posterior a la infeccién, cuantificdndose como UFC de

Campylobacter por gramo de heces.

OBJETIVO 5. Estudiar in vivo la capacidad de los receptores andlogos para inhibir Ia

colonizacién por C. jejuni.
Una vez establecido el modelo experimental que nos permitié valorar la colonizacién por cepas

de Campylobacter, se disefié un ensayo de inhibicién in vivo con los OS que resultaron relevantes

en los ensayos in vitro para definir si su capacidad de interferencia en ambos casos era 1a misma.
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Se conformaron cuatro subgrupos de animales por cada ensayo: un subgrupo de prueba que
recibié tres dosis de OS por via oral y ¢l reto con Campylobacter; un subgrupo control de

colonizacién; ademds de dos subgrupos controles de esterilidad y toxicidad.

De acuerdo con lo reportado en la literatura (13), la infeccién experimental de los ratones no
provocé ningiin cuadro clfnico pero pudo observarse una marcada diferencia en el grado de
excrecién de la bacteria, dependiendo de sus caracterfsticas de virulencia in vitro. Por ello se
consideré que la inhibicién de la colonizacién con los QS deberfa definirse como una
disminucién importante del grado de excrecién bacteriana en heces, durante el pericdo de

seguimiento,
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VII. METODOS

A. PURIFICACION DE LOS OLIGOSACARIDOS DE LA LECHE MATERNA.
(Objetivo 1)

La purificacién se realiz6 de acuerdo al método descrito por Newburg y cols. (82). Brevemente:
una poza de leche matema se centrifuga a 3,000g, a 4°C durante 1h; se elimina la fase lipfdica
y la fase acuosa renianente se mezcla con un volumen igual de acetona, dejéndose en agitacién
constante durante toda la noche y a 4°C para precipitar las protefnas. Después de centrifugar a
3,000g por 45 minutos, el sobrenadante se concentra por evaporacién rotatoria hasta un volumen
aproximado de 200m1 y se pasa por una columna Chromaflex de 1L, empacada con carbén-celita;
se eluye 1a lactosa con etanol al 5% y posteriormente se eluye la fraccién oligosacdrida cruda con
etanol al 65%. Esta fraccién cruda se somete a una cromatograffa de intercambio iénico, con la
resina de intercambio aniénico AG 1-X2 (Formato), para separar los oligosacdridos neutros de
los 4cidos, por elucién con dcide férmico 1M; 25mg de la fraccién neutra se aplica a una
columna de 50ml con la lectina Ulex europaeus, de donde se eluyen los oligosacdridos no
fucosilados con un amortiguador de bicarbonato pH 7.4 (15mM NaHCO,, 150mM NaCl, 0.1mM
CaCl,, 6mM NaN,). Los oligosacdridos fucosilados retenidos sec eluyen, finalmente,
incrementando lu concentracién de NaCl cn ¢l amortiguador hasta 1M (Diagrama 1),

Rendimiento y monitoreo.

Para verificar el rendimiento de cada una de las fraccioncs obtenidas durante ¢l proceso de
purificaci6n, cada una de ellas se concentré por evaporacién rotatoria, se secé bajo corriente de
N, se liofilizé y se determiné su peso seco. Posteriormente, para verificar su composicién, cada
fraccion se sometié a una cromatograffa en capd fina, utilizando como soporte placas de
aminopropilsflica y eluyendo con una mezcla de piridina/acetato de etilo/dcido acético/agua
(6:2:1:2) y revelando con orcinol al 0.2% en H,S0, 2.5N.
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Diagrama 1. Preparacién de las fracciones oligosacfridas de la leche materna.

HPLC.
Finalmente, 20mg de la fraccién de oligosacdridos fucosilados se sometieron a cromatografia

lfquida de alta resolucién. Se utilizé una columna de aminosilica (NH,83C, 300x10mm), un
gradiente lineal de acetonitrilo/agua (85%/15% hasta 15%/85%) para la eluci6n, con un flujo de
0.5ml/min, y un sistema de deteccién basado en fa absorbancia a 195nm.
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B. METODOS IN VITRO. (Objetivos 2 y 3).

L. Definici6n de las cepas de Campylobacter jejuni.

Las cepas de C. jejuni fueron aisladas de nifios con diarrea participantes en un estudio
longitudinal en comunidad de infecciones entéricas. Se utilizaron un total de 47 cepas, 22
invasivas y 25 adherentes. Para la estandarizacién de cada uno de los ensayos se utilizaron tres
cepas prototipo de C. jejuni, una invasiva (INN-3831P), una adherente (INN-10SP) y una no
adherente/no invasiva (INN-57SP).

2. Fracciones de Ia leche materna.

Fracciones oligosaciridas. Se probaron las 5 fracciones oligosacdridas obtenidas de la
purificacién: oligosacdridos crudos, neutros, 4cidos, fucosilados y no fucosilados (Diagrama 1).
Fracciones proteicas. Se probaron 12 fracciones de naturaleza ro inmunoglobulfnica obtenidas

del proceso de separacién (Diagrama 2),

Poza de lecta
l 30059,
tase samen awma
Jossums
)
raco £} st )
N concangvens A | eoncenevaine A
Nm Nt N,, 1N
ad 104 Qo liad 1Ebe O
140 Mann RN b
mw-m. mm--n-
m_] e | FrcE _| vsuz_l Prioe l PeICE ‘I
Prc F1an PrICA

Diagrama 2. Preparacién de las fracciones proteicas de Ia leche materna.
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Dingrama 3. Preparacién de las fracciones glicolfpidas de la leche materna.

Fracciones lipidicas. Se probaron las fracciones obtenidas a partir de los lipidos de fase inferior:
lipidos neutros, glicolfpidos y fosfolfpidos, y los lipidos de fase superior neutrales y gangliésidos
(Diagrama 3).
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3. Métodos in vitro para asociacion e invasividad.

Cultivo de células HEp-2 en microcimaras de cultivo (asociacién). El método descrito por
Cravioto (29) para E, coli enteropatégena se utiliz6 con algunas modificaciones (22); 400ul por
pozo de una suspensién con 2X10° células viables/m! se colocan en microplacas de cultive de
8 pozos y se incuban por 18h a 37°C en atmésfera con 8% de CO,. Las células se lavan con
Hank's PBS; 100p! de una suspensién de Campylobacter, con 3X10° 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 tifien
por el método de Warthin-Starry. La placa se observa al microscopio para determinar las células
con bacterias asociadus. Los resultados se interpretan como porcentaje de células con bacterias
asociadas. Una cepa se considera adherente cuando el 20% de las células presentan bacterias

asociadas.

Cultivo de células HEp-2 en esferas de sephadex (invasion). D¢ acuerdo al método disefiado
en nuestro laboratorio (22,71), 3mg de microacarreadores Cytodex 2 (Pharmacia Fine Chemicals,
Uppsala, Succia) se colocan en matraces Erlenmeyer de 10m), se rehidratan, lavan y resuspenden
en PBS y son esterilizados. Un ml de una suspensién con 2X10° células HEp-2 viables/ml se
adiciona a cada matraz y se incuban en rotacién intermitente a 37°C durante 3 horas.
Posteriormente se dejan en agitacién continua a 80 rpm hasta alcanzar confluencia (aprox. 48h)
incubando a 37°C con 8% de CO,. Inéculos de 1mi de una suspensién bacteriana con 9X10°
UFC/ml de Campylobacter marcado con [*H] alanina y [’H] leucina se incuban por duplicado
con los cultivos celulares confluentes, durante 5h a 37°C con 8% de CO,. Se lavan las esferas
y se adicionan 100pg/ml de gentamicina a uno de los matraces; se incuban por una hora mds y
posteriormente se lavan 3 veces con PBS, se lisan las células con etanol y agitacién fuerte en
vértex durante 15 minutos y se transfieren a frascos de centelleo con 10ml de Aquasol para ser
contados, Los resultados se interpretan de acuerdo a un fndice de invasividad,

cpm Frasco 1 (Gentamicina)
Indice de Invasividad = x 100

cpm Frasco 2 (MEM-Eagle)

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

La determinacién de la capacidad de las fracciones de actuar como receptores andlogos, se realiz6
mediante ensayos de inhibicién de la asociacién a células HEp-2, en microcimaras de cultivo.
Para ello, cada una de las fracciones se puso en contacto con las cepas de C. jejuni, incubdndose
durante 1h a temperatura ambiente antes de ponerlas en contacto con las monocapas celulares;
al mismo tiempo se realizé un ensayo de asociacién normal como control. Después del tiempo
de incubacién establecido, se lavaron las células y se tifieron por el método de Warthin-Starry.
El porcentaje de inhibicién se determin6é comparando smbos ensayos, considerando una fraccién
como positiva cuando disminuy6 al menos en un 20% el porcentaje de asociacién de Ia cepa en

el ensayo control .

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

1. Modelo experimental de colonizacién.
Se utiliz6 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 discrecién.

Cepas, Se utilizaron las tres cepas prototipo de C. jejuni INN-383IP, INN-105P e INN-57SP

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

In6culo. Se crecieron cultivos puros de C. jejuni sobre agar-sangre de carnero, incubdndose a
42°C en atmésfera microaerofilica (5% O,, 10% CO, y 85% N,) durante 24h. Se prepararon
suspensiones conteniendo 10* y 10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por ml, en solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS), pH 7.2, de acuerdo al nefelémetro de McFarland.
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Infeccién de los ratones. Diariamente se registré el peso de los animales y durante los dos dfas
previos a la infeccién se realizé la biisqueda de C. jejuni y otros enteropatégenos sembrando
muestras de heces de cada uno de los animales en Campy-Bap, agar-sangre de carnero y agar
McConkey. Al tercer dfa se realizé la infeccién, administrando por vfa oral 0.1 ml de la
suspensién correspondiente de Campylobacter. La dosis se verific6 en fonma retrospectiva,

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

Excrecién bacteriana, La excrecién de Campylobacter posterior a la infeccién se determiné
diariamente, colectando muestras de heces durante 5 dfas. Cada muestra se pesé y homogenizé
en un ml de caldo tioglicolato, se centrifugé a 1000g por 10min para eliminar ¢l exceso de
materia orgdnica y mediante la siembra por estrf2 radial del sobrenadante sobre agar-sangre de
camero, en forma directa y en dilucicnes seriadas, se determinaron las UFC por gramo de heces.
Las colonias sospechosas se examinaron por tincién de Gram para la bisqueda de 1a morfologfa
tfpica de Campylobacter y por la prueba de oxidasa.

2. Inhibicién de la col in vivo.

Para la inhibicién in vivo se utilizaron los oligosacdridos neutros (0S-N), que por ensayo de

asociacién a células HEp-2, en microcdmaras de cultivo, mostraron un 71% de inhibicién. Cada
grupo de ensayo consistié de 18 ratones: el subgrupo de prueba, conformado por 6 animales,
recibi6 tres dosis por via oral de los OS-N (cada dosis de 2mg/ml), administradas 2 horas antes
de la inoculacién con Campylobacter, junto con el indculo y dos horas después. Se formaron tres
subgrupos controles: el de colonizacién, también con 6 animales, al que sc le administré Solucién
Salina Isotdnica (SSI) y el inSculo correspondiente de Campylobacter; un subgrupo control de
toxicidad gue solamente recibi las tres dosis de oligosacdridos y no fue inoculado con la
bacteria; y un subgrupo de control de esterilidad o negativo al que sélo se le administré SSI
(Tabla 1). La excrecién de Campylobacter se cuantificé por cultivo diario de las heces,

determinando UFC/g de heces. Los ratones fueron seguidos 3 dfas antes y 5 dfas después del reto.
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Tabla 1. Diseiio de los ensayos de inhibicibn de la colonizacién in vivo con

oligosacdridos neutros (OS-N)

Subgrupos de animales Tiempo de Administracién

(n=18) (horas)
-2 0 2
Prucba (n=6) 1a. Dosis OS-N 2a, Dosis OS-N 3a. Dosis OS-N
+ Inéculo

Controles:

Colonizacién (n=6) 581 Inéculo SSI
Toxicidad (n=3) 1a. Dosis OS§-N 2a. Dosis OS-N 3a. Dosis OS-N
Esterilidad (n=3) SSt SSI SSI

SSI= Soluci6n Salina Isoténica
Indculo= 10* 6 10° UFC/ml de Campylobacter

n= nimero de animales en cada subgrupo
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VIII. RESULTADOS .

A. PURIFICACION DE LOS OLIGOSACARIDOS DE LA LECHE MATERNA.

Purificacion y rendimiento de las fracciones oligosacdridas.

Partiendo de un volumen inicial de 1750ml de leche materna, se¢ obtuvieron 116g de lactosa de
la columna de carbdn-celita, por elucién con etanol al 5%, lo que representa cl 6.62% (p/v); y
por elucién con etanol al 65%, 5.43g de oligosacdridos crudos, lo que a su vez representa el

0.31% (p/v) del volumen inicial.

Con el uso de la resina de intercambio i6nico se separaron aproximadamente 5g de oligosacdridos

neutros y 15 mg de oligosacdridos dcidos que eluyeron con dcido férmico,
De 25mg de oligosacdridos neutros que se aplicaron a Iz columna de afinidad con la lectina,

aproximadamente ¢l 90% de la fraccién obtenida cormrespondié a oligosacdridos no fucosilados

y el 10% a los fucosilados.
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Figura I, Cromatograffa en capa fina de cada una de tas fracciones oiigosacdridas
obtenidas.
Carril 1. Estdndar de glucosa
Canil 2. Oligosacdridos crudos (0S-C)

Camil 3. Oligosacdridos neutros (OS-N)
Carril 4. Oligosacdridos fucosilados (0S-F)
Carril 5. Oligosacdridos dcidos

En Ia Figura ! se muestra el cromatograma en capa fina de las fracciones obtenidas; cada una
se ajust6 a una concentracién de 10pg de oligosacdridos por carril, reveldndose con orcinol al
0.2% en H,SO, 2.5N. Para asegurar que ninguna de ellas presentara componentes proteicos
copurificados, se les realiz6 determinacién de protefnas por el método de Bradford, en todos los

casos la prueba fué negativa,
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Figura 2. Cromatograma de la fracci6n de oligosacdridos fucosilados por HPLC,

HPLC.

20emg de 1a fraccién de oligosaciridos fucosiludos se sometieron a Cromatograffa Liquida de Alta
Presi6én (HPLC), obteniéndose un perfil cromatogréfico de 25 picos, por absorbancia a 195nm,
que fueron colectados por separado y que se mantienen para estudios posteriores (Figura 2).
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B. METODOS IN VITRO.

Ensayos de inhibicién con las fracciones de leche. )

Se demostré que las fracciones oligosacdridas, obtenidas de la leche deslipidizada y
desprotcinada, eran capaces de inhibir la asociacién de la cepa invasiva de C. jejuni a las células
HEp-2, no asf la de la cepa adherente. No se observé inhibicién significativa de la asociacién con

ninguna de las fracciones lipidicas o proteicas de naturaleza no-inmunoglobulfnica.

En [a Tabla 2 y Figura 3 se muestra el efecto in virro de los oligosacdridos de la leche materna

en la interaccién de Jas dos cepas prototipo de Campylobucter con las célutas HEp-2.

Tabla 2. Efecto in vitre de los oligosacdridos de la leche materna en la
interaccion de las cepas de Campylobucter con las células 1{Ep-2

Oligosucdridos Asociacion de Campylobacter a células HEp-2*
(mg/ml)

Invasiva Adherente

(INN-3831P) (INN-105P)
PBS 65£3.3 7145.7
Crudos (3) 2514.5 (62) 72+£5.2 ()
Neutros (3) 1912.6 (70) 60£4.5 (14)
Acidos (1) 65+5.5 () 78462 (0)
No-fucositados (2.3) 62421 4) 69158 (1.5)
Fucosilados (0.2) 3048.1 (54) 79420 ()

* Los datos estdn dados como porcentaje de célulus infectadas, Cada valor represcnta la media
+ DS de tres experimentos. En p is estd el aje de inhibicién con respecto al control,
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Figura 3. Efecto in vitro de los oligosacdridos de la leche materna en la interacei6n de
la cepa invasiva de Campylobacter con las células HEp-2.
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Figura 4. Inhibicién de la asociacién de Campylobacter jejuni a células HEp-2 por
oligosacdridos crudes de leche materna.

Con los oligosacdridos crudos se observé un porcentaje de inhibicién significativo decde una
dilucién 1:4 de la concentracién equivalente en leche materna, porcentaje que aumenté conforme
se disminuyd Ia dilucién de la fraccién hasta alcanzar un 62% con la concentracién equivalente

a Ja de la leche (Figura 4).
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Figura 5. Inhibicién de la asociacién de Campylobacter jejuni a células HEp-2 por

oligosacdridos neutros de la leche matema.

Un patrén similar se observé con los oligosacdridos neutros, resultantes de la separacién de la
fraccion cruda por cromatograffa de intercambio idnico, cuyo porcentaje de inhibicidn fué del
70% (Figura 5); con la segunda fraccién obtenida de los oligosacdridos crudos, la fraccidn de

oligosacdridos dcidos, no se observé inhibicién significativa.
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Figura 6.

Se demostré que los componentes con actividad inhibitoria se encontraban principalmente entre
los oligosacdridos fucosilados, ya que al pasar la fraccién neutra a través de una columna con
1a lectina U. europeaus, con afinidad por residuos fucosilados (72), no se observé actividad con
1a fraccién no retenida de oligasacéridos no-fucosilados, mientras que la mayor parte se concentré
en la fraccién fucosilada elufda de la columna con un amortiguador de alta fuerza idnica. Se
de inhibici6n significativos con concentraciones por abajo (0.1mg/mi) o

detectaron porcentajes

Inhibicién de 1a asociacién de Campylobacter jejuni a células HEp-2 por
oligosacdridos fucosilados de la leche materna.

iguales (0.2mg/ml) a las encontradas normalmente en la leche (Figura 6).

39




Inhibicién de la asociacion de las cepas de C. jejusni con oligosacdridos neutros,

Para corroborar los resultados obtenidos con lus cepas prototipo, se probaron un total de 47 cepas
en ¢l ensayo de inhibicién utilizando oligosacdridos neutros. Se decidié utilizar esta fraccién dado
que con ella se encontré ¢l mayor porcentaje de inhibicién (70%), ademds de que durante el

proceso de purificacién se obtiene en mayor concentracién que las fracciones subsecuentes.

Se determiné que de 22 cepas invasivas 18 (82%) fueron inhibidas por la fraccién oligosacdrida,
mientras que sélo 5 de 25 (20%) de las cepas adherentes mostraron ¢l mismo comportamiento.
Cabe hacer notar que no se probaron cepas aisladas de casos asintorndticos, ya que sus Indices
de Asociacién son muy bajos (<10%),y metodolégicamente no es posible ddeterminar un grado

de inhibicién real.

En la Figura 7 se muestra el diagrama de dispersién de los porcentajes de inhibicién para cada
una de las cepas, siendo la media para las cepas invasivas de 42% y el correspondiente para las
adherentes de 12%. Las diferencias entre las medias fueron probadas vsando la prueba no
paramétrica de U de Mann-Whitney (28), resultando estadisticamente significativas con una
p=0.0002.
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Figura 7. Porcentaje de inhibicién de Ja asociacién de diferentes cepas de
Campylobacter jejuni a células HEp-2 por oligosacdridos neutros,

Comparaci6n del ensayo de inhibicién con oligosacdridos y el ensayo de esferas de sephadex,
Los resultados obtenidos del ensayo de inhibicién se compararen en tablas de contingencia con
el ensayo de invasividad en esferas de sephadex, considerando a éste como el estdndar de oro,
para establecer si el primero podria utilizarse como un método alternative de identificacién de
cepas invasivas.

Invasividad
Esferas de Sephadex
+ .
Inhibicién + 18 5
de
Asociacién - 4 25

El ensayo mostré 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%

41



C. MODELOQOS DE COLONIZACION.

L. Modelo in vitro.
Se ha demostrado que la asociacién de C. jejuni a las células HEp-2 es un marcador de virulencia

importante, para diferenciar cepas patdg de no patég . En la Figura 8 se muestra ¢}
comportamiento de las tres cepas prototipo de C. jejuni en su interacci6n in vitro con las células
HEp-2; puede observarse un incremento del Indice de Asociacién (porcentaje de c€lulas con
bacterias adheridas) para las dos cepas aisladas de cuadros clfnicos caracterfsticos después de dos
horas de contacto, alcanzando 70% de asociacién después de 5 horas de incubacién. No se
observaron diferencias significativas entre los porcentajes de asociacién para ambas cepas en
cualquiera de los ticmpos empleados. Por otra parte, el porcentaje de asociacién de la cepa no
patégena se mantiene por abajo de 20%, min después de 6 horas de incubacién. En este sentido
se establecit una diferencia estadfsticamente significativa entre los porcentajes determinados para

esta cepa y las dos procedentes de casos de diarrea, con una p=0.003.
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Figura 8. Comportamiento de las tres cepas prototipo de Campylobacter jejuni en su
interaccion in vitro con las células HEp-2, ’
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2. Modelo in vivo.

El comportamiento in vivo de las tres cepas es muy similar al observado in vitro sin embargo,
y aiin cuando se pudo determinar Ia colonizacién por la excrecion de campylobacter en las heces,
en ningidn caso se produjo un cuadro clfnico ni se detectd pérdida de peso de los animales.

En 1a Figura 9 (Cada punto representa la media + DS de cada grupo de 6 ratones) se muestra la
excrecién de Campylobacter indicada como UFC/g de heces durante el tiempo de seguimiento;
cada punto representa la media obtenida por grupo de animales indicdndose la desviacién
estdndar, La colonizacién ocurri6 en todos los ratones con las cepas invasiva y adherente (INN-
383IP ¢ INN-10SP), utilizando un inéculo de 10* UFC/ml: a los cinco dfas se observé una
excrecién de 1.1+6x10° UFC/g de heces para la cepa invasiva y de 6.1+1.4x10¢ UFC/g de heces
para la adherente. Con este in6culo no se observé excrecién de la cepa no adherente/no invasiva
(INN-57SP), por lo que su in6culo se increment6 en 4 logaritmos, obteriéndose una excrecién
de 6.3%£9.6x10° UFC/g de heces a los cinco dias de seguimiento. No obstante, se mantiene la

diferencia estadfsticamente significativa entre los dos tipos de cepas, las paSgenas y no

patégenas, con una p<0.005.
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Figura 9. Colonizacién de ratones Balb/c (modelo in vivo) con las tres cepas tipo de
Campylobacter jejuni (Ver Tabla 1, control de colonizacién).
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Inhibi :.‘..; de 1a ¢ i
En la inhibicién se utilizaron oligosacdridos neutros y las tres cepas con un inéculo de 10°

UFC/ml, para la cepa invasiva se utilizé ademds un inéculo de 10° UFC/mL

De acuerdo con lo esperado por los ensayos in vitre, no se encontré inhibicién de la colonizacién
con la cepa adherente. Como se observa en la Figura 10, las curvas de seguimiento para los dos
grupos de animales, el control de colonizacién y el de inhibicién, son muy semejantes y en

algunos puntos se traslapan.

g INN- 10SP

£ 107 . 10° /

= 4

a8 o 0S+10

5, ~
L e 1074

£8 2 i—1

52 £ I

o S = 10'- —

T &5

g & 10° 4 i

B

.g 10?4

k4

&1 10 T , T T T T \

5 -2 B Reto 1 2 3 4 5

dias

Figura 10.  Ensayos de inhibicién de la colonizacién de ratones Balb/c, con la cepa
adherente (INN-10SP), por oligosacdridos neutros (Tabla 1, subgrupos de
prucba © y colonizacién @).



Por otra parie, se definieron dos tipos de comportamiento dependientes del indculo en los ensayos
de inhibicién con la cepa invasiva. En la Figura 11 puede notarse que, con un reto de 10°
UFC/ml, la inhibicién por los oligosacdridos se manifesté como una disminucién importante en
el nimero de UFC/g de heces. En cambio, con un reto de 10° UFC/ml, con la misma
concentracién de oligosacdridos, sélo se logré un retraso de 48h en la aparicién de

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

10" 4

INN- 383IP :

. /16" 10°
N T ri!
)

w1 f/ T I /I /.\Lf\*

I/ os+10° os+10°

(log,y)

Unidades formadoras de colonias de Campylobacter
por gramo de heces

3 2 wReto1 2 3 4 s 3 2 4Reto1 2 3 4 s
dias dlas

Figura 11.  Inhibicién de la colonizacién de ratones Balb/c por la cepa invasiva
(INN-3831P), en in6culos de 10* y 10° bacterias/ml, con oligosacdridos
neutros.

(Tabla 1, subgrupos de prueba @ y colonizacién ©)
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IX. DISCUSION

Las infecciones gastrointestinales en nuestro pafs, y en general en los pafses menos desarrollados,
son causa importante de morbilidad en la poblacién menor de 5 afios (10,50); siendo
Campylobacter jejuni uno de los principales agentes etiolégicos de diarrea aguda
(14,16,21,45,46).

Se ha propuesto que la adherencia es ¢l primer paso en la infeccién y subsecuente colonizacién
del intestino; in vitro sc ha demostrado la adherencia de C. fejuni a diversas Ifneas celulares
(31,37,65), mediante la interaccién de posibles adhesinas con sus receptores correspondientes
(32,76). Estudios realizados en cl Jaboratorio de Infectologfa del INNSZ nos han permitido
diferenciar cepas patégenas de no patégenas, ademds de clasificar las causantes de diarrea como

invasivas 6 adherentes (22,71).

Uno de los propésitos de determinar la habilidad de diferentes cepas para asociarse a cultives
celulares, y de estudiar los mecanismos mediante los cuales lo realizan, es el desarrollo de
medidas de prevencién para abolir tal interaccién in virro y posteriormente poder aplicarlas in
vivo. En este sentido se ha demostrado que la leche humana cumple con esta funcién, ya que
diversos estudios de la epidemiolog(a de la diarrea han puesto de manifiesto que los nifios que
son alimentados al seno materno presentan una incidencia de diarrea mucho menor que los nifios
que no lo son (10,39,50,55,68). Tal proteccién se debe en parte a su alto contenido de IgA
secretora contra diferentes enteropatégenos, entre los que se cuenta C. jejuni (87), pero también

a la fraccién oligosacdrida que constituye uno de sus principales componentes (77).
Existen evidencias imporntantes de que los oligosacdridos presentes en la leche materna son

capaces de inhibir la adherencia in vitro de varias bacterias (2,4,5,53,54) 6 de algunos de sus

productos, como por ejemplo enterotoxinas (24,63,82).
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Se ha propuesto que los enteropatégenos reconocen la porcién oligosacdrida de los
glicoconjugados de membrana como molécula blanco en su interaccién con el receptor, por lo
que la presencia de oligosacdridos en la leche estructuralmente semejantes, darfa lugar a una

inhibicién competitiva que explicarfa las funciones protectoras de la leche materna.

En este estudio demostramos la presencia, en leche materna, de inhibidores de 1a asociacién de
las cepas invasivas de C. jejuni 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 logré el 100% de
inhibicién (Figuras 4-6,11), 1o que nos hace pensar que posiblemente Ia asociaci6n de las cepas
a las células es un proceso complejo, que puede estar mediado por varios componeates de Ia
superficie bacteriana, entre los que se cucntan protefnas de membrana externa (32), el flagelo y
el lipopolisacdrido (76). Por otra parte, la no inhibicién de las cepas adherentes nos hace suponer
que existen diferencias importantes entre los dos tipos de cepas, posiblemente antigenos asociados

especificamente con invasividad (64,95).

Se presume que tales inhibidores son oligosacdridos fucosilados, los cuales probablemente actian
compitiendo con los receptores presentes en las células epiteliales para las cepas invasivas, pero
no pura las adherentes; los mecanismos de interaccién y los receptores de membrana pueden ser
diferentes para los dos tipos de cepas. Estos hallazgos apoyan también la existencia de cepas con
diferentes mecanismos patogénicos, aunque se requiere hacer mds estudios con otros aislados

invasivos, adherentes y de infecciones asintométicas, para validar esta conclusién.

En estudios previos se ha relacionado a la fucosa con la inhibiciér no sélo de la adherencia de
Campylobacter a las células INT 407 (23), sino también con la inhibicién de la adherencia de
V. cholerae y V. parahaemolyticus a eritrocitos humanos (57).

Cinco y cols. (23) especulan que las bacterias de los géneros Vibrio y Campylobacter, por tener
caracterfsticas en comin, exhiben la misma especificidad en sus adhesinas en los modelos

celulares que se han utilizado para medir su habilidad de asociacién. Sin embargo, estudios mds
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recientes han demostrado que también son residuos fucosilados los responsables de Ia inhibici6n

de 1a actividad de la enterotoxina termoestable de E. coli en ratones lactantes (82).

Por su parte, Cravioto y cols. (30) han reportado que la adherencia localizada de cepas de EPEC
a células HEp-2 es mediada por un mecanismo que involucra el reconocimiento preferencial de
tetra- y pentasacdridos fucosilados, como los que se presentan en leche matema, siendo el mejor
inhibidor de la adherencia localizada una mezcla de pentasacdridos que contenia sélo especies

fucosiladas.

La siguiente fase del proyecto comprendié estudios in vivo, que consideramos necesarios para
confirmar la actividad inhibitoria de los oligosacdridos contra Ia infecci6n por Campylobacter.

La recuperacién de un gran nimero de microorganisinos de las heces diarreicas indica que C.
Jejuni es altamente eficiente para colonizar y multiplicarse en e! tracto intestinal humano
(41,83,103). Se ha reportade que ¢l principal sitio de colonizacién es ¢l fleon distal, afin cuando
el colén también puede estar involucrado (69). Sin embargo, el mecanismo exacto por el que C.
Jejuni es capaz de producir diarrea no ha sido dilucidado; el establecimiento de un modelo
animal adecuado de la enteritis por Campylobacter se ha considerado esencial para la

comprensién de la patogénesis del padecimicnto.

Con nuestro modelo experimental, demostramos que es posible infectar oralmente ratones Balb/c
logrando una rdpida y persistente colonizacién con las dos cepas de C. jejuni procedentes de
casos de diarrea (INN-383IP ¢ INN-105P). Diferentes investigadores han intentado colonizar
ratones con C. jejuni (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 irregularmente, a menos de que el animal sea pretratado con
antibiéticos para eliminar 1a flora normal. Blaser y asociados (13) por su parte, logran la

colonizacién sin requerir del tratamiento antimicrobiano pero con dosis infectivas altas. En
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nuestro modelo, logramos la colonizacién con dosis mucho menores que las utilizadas por Blaser,
siendo la diferencia entre ambas de cuatro logaritmos, y sin ¢l tratamiento antimicrobiano, al

trabajar con ratongs de !0 a 15 dfas de nacidos.

Aiin cuando en ningin caso se provocé un cuadro clinico en los ratones y s6lo medimos la

[<s ién por la i6n de Campylobacter en heces (UFC/g), existié una clara diferencia

en el comportamiento de ta cepa no patégena (INN-575P) cuya excrecién con respecto a las
patégenas fué menor siendo la diferencia estad(sticamente significativa (Figura 9). Esto nos hace

pensar que este modelo puede ser vitil para evaluar los efectos causados por medidas profilicticas.

En cuanto & la inhibicién de la colonizacién por los OS-N, se observé que ésta es dependiente
del indculo, es decir, con un reto de 10° UFC/m! se manifesté como una disminucién importante
de las UFC/gr de heces. En cambio, con un reto menor de 10* UFC/m, se logré un retraso en
la aparicién de Campylobacter en las heces. En ambos casos, Ia diferencia existente con el
ensayo control es significativa, con lo que confinnamos la presencia de los inhibidores para la

cepa invasiva.

Quedan por realizar ensayos similares con un mayor nimero de cepas invasivas, adherentes y las
no adherentes/no invasivas, para confirmar la especificidad de la inhibicién hacia las cepas
invasivas, o bién, establecer si existen diferentes grados de inhibicién para cada grupo de cepas

de C. jejuni que pudieran ser importantes, tanto in vitre como in vivo.

La purificacién llevada a cabo nos permitié obtener cantidades suficientes de cada una de las
fracciones oligosacdridas para los ensayos posteriores de verificacién de los métodos y para los
estudios in vivo, ya que es necesario definir Ia estructura de los residuos fucosilados responsables
de la actividad inhibitoria. De acuerdo al estudio de Cravioto y cols. (30), el tamafio de la cadena
oligosacdrida es muy importante; ademds no todos los compuestos fucosilados tienen tal
propiedad ya que dependen de su afinidad por et microorganismo. Esto se demuestra en el trabajo

de Brassart y cols. (18), en el que los oligosacdridos de 3 a 7 residuos con secuencias
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Fuca1~»2GalB son inhibitorios de ta adherencia de C. albicans a células epiteliales bucales, pero

no lo son aquellos que presentan las secuencias Fucal-3/4GIcNAcB.
Dado que el nimero de oligosacdridos fucosilados en la leche materna varfa de acuerdo a los

grupos sangufneos (102), serd importante su cuantificacién y caracterizacién para definir si existe
variacién en la actividad protectora de la leche de diferentes madres contra C. jejuni.
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X. CONCLUSIONES

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

leche matemna.

La actividad inhibitoria pudiera deberse a la presencia de receptores andlogos para
Campylobacter, pudiendo ser oligosacéridos fucosilados que probablemente actian 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 interaccién 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 establecié un modelo experimental de colonizacién que puede ser (til para evaluar los efectos

causados por medidas profildcticas.

Se demostré que la actividad inhibitoria para Cjejuni presente en leche materna es similar in

vitro e in vivo.

Se requiere hacer ensayos inhibitorios in vive con una gama variada de cepas de Campylobacter,

incluyendo cepas invasivas, adherentes y de casos asintomdticos.

Se requiere, ademds, realizar una caracterizacién bioqufmica detallada de 1a actividad inhibitoria.
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