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PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA RELACIONADAS CON LA
RESISTENCIA A LA ACIDEZ EN Escherichia coli

RESUMEN
La acidificacion de los alimentos es un procedimiento utilizado para su
conservacion, sin embargo, algunos microorganismos han desarrollado
mecanismos que les permiten tolerar condiciones de pH acido. Esto representa un
grave problema cuando se desea controlar el desarrollo de microorganismos

patégenos.

Los estudios de resistencia a la acidez se han centrado principalmente en
Escherichia coli O157:H7 por su asociacion con el sindrome urémico hemolitico.
Estudios previos refieren un incremento en la resistencia a la acidez en esta
bacteria, después de un tratamiento térmico subletal, el cual se ha relacionado con
la expresion de proteinas de membrana externa (OMPs) de bajo peso molecular.

El serogrupo O88 de Escherichia coli es considerado como patdégeno,
asociado a brotes de diarrea. En estudios previos se aislaron cepas con este
serogrupo del pozol, que es una bebida acida fermentada de maiz. También se
comparo la sobrevivencia de esta cepa con la de O157 a valores bajos de pH (2.0,
2.5 y 3.0), sin encontrarse diferencias significativas entre una y otra. En este
mismo estudio, se analizé el tratamiento con choque térmico (48°C por 10min),
para determinar la expresion de OMPs. El resultado fue la expresion de éstas,
tanto en la cepa de pozol como en la O157 ademas de un aumento en la

resistencia a la acidez de ambas cepas.

El presente trabajo muestra datos relacionados con la expresion de
proteinas de membrana externa, posiblemente asociadas con la sobrevivencia de
las bacterias sometidas a diferentes tipos de estrés. Asi mismo se presentan
resultados relacionados con la expresion de proteinas compartidas por ambas
cepas (088:H25, O157:H7).



Después de someter a las bacterias a estrés acido, térmico mas acido y
térmico, se analizaron los perfiles electroforéticos de las OMPs de las cepas
O157:H7 y O88:H25 de E. coli. Los resultados mostraron la presencia de proteinas
expresadas especificamente para cada condicién y cada cepa, asi como también
algunas que se comparten. La identidad de algunas de ellas se corroboré al hacer
analisis por Western Blot, empleando el suero humano de una paciente
convaleciente de una infecciobn por E. coli O157:H7. Al mismo tiempo se
identificaron otras proteinas que reaccionaron con este suero. Lo anterior permitio
establecer qué proteinas son sintetizadas en cada condiciéon de estrés.

Los resultados obtenidos sugieren que con cada tipo de estrés se generan
respuestas diferentes, dependiendo del tipo de estrés que la bacteria detecte,
aunque también existe respuesta compartida entre algunos de ellos.




CAPITULO 1. INTRODUCCION

El pozol es una bebida acida, no alcohdlica, consumida tradicionalmente en
el sureste de México que se obtiene a partir de una masa fermentada de maiz
nixtamalizado (Wacher, 1999). Su proceso de elaboracidon es casero y sin ningdn
control de las condiciones higiénicas durante su preparacién, lo cual permite la
introduccion de grandes cantidades de microorganismos a la masa durante la
molienda, amasado y moldeado del nixtamal. La fermentacion es un proceso
natural debido a la accion de bacterias, levaduras y hongos. Ademas de los
microorganismos participantes en el proceso de fermentacion, se pueden
introducir otros causantes de enfermedad, principalmente por un manejo higiénico
inadecuado durante el proceso de elaboracion del pozol. Las enterobacterias
incluyen algunas de las bacterias patogenas que se han aislado las cuales
persisten durante varias horas después de iniciada la fermentacion. Entre las
enterobacterias, Escherichia coli ha sido una de las identificadas y se ha podido
aislar de muestras de pozol con valores de pH de 3.85, a las 48 horas de iniciada
la fermentacion de la masa (Sainz y col., 2001).

Las bacterias experimentan peridodicamente situaciones de estrés en gran
variedad de eventos naturales o de patogénesis. Con la finalidad de aumentar la
posibilidad de sobrevivencia en estas circunstancias, los microorganismos son
capaces de detectar senales de alarma y desencadenar una respuesta molecuiar,

sintetizando proteinas especificas.

En sus habitats naturales las enterobacterias son constantemente
sometidas a variadas situaciones de estrés ambiental, siendo el acido una de las
condiciones hostiles mas frecuentes. Microorganismos neutréfilos como
Escherichia coli, encuentran estas condiciones en su transito por el tracto
gastrointestinal, con valores de pH extremadamente bajos en el estomago y
presencia de acidos grasos volatiles en el intestino. Fuera de un huésped los
microorganismos entéricos enfrentan estrés acido en los residuos industriales, el




procesamiento de alimentos y la degradacion de la materia organica. Asi, la
capacidad de detectar y responder a cambios de pH potencialmente letales, es
crucial para la sobrevivencia de un microorganismo.

Uno de los factores extrinsecos de los alimentos en contra de los cuales las
bacterias pueden desarrollar resistencia es la temperatura; se sabe que al exponer
las células a un choque térmico subletal se induce la resistencia a temperaturas
mayores. Se ha observado que en respuesta a este tratamiento, se sintetizan
proteinas conocidas como proteinas de choque térmico (HSP). La sintesis de
proteinas de choque en respuesta a un factor estresante puede proteger también
en contra de otros, lo cual se conoce como proteccion cruzada (Madigan, 1997).

La capacidad de Ilos microorganismos patégenos para desarrollar
respuestas de adaptacion a condiciones de estrés, recibe cada vez mas atencion
en la microbiologia de alimentos. La adaptacion a condiciones acidas por parte de
los patégenos entéricos puede incrementar significativamente su sobrevivencia en

alimentos acidos.

La mayoria de los estudios de resistencia a valores de pH bajo en
Escherichia coli se centran en la cepa O157, debido a la gravedad de los sintomas
que ocasiona; sin embargo, en México, donde aparentemente esta cepa no causa
problemas, son las cepas EPEC y ETEC, como las aisladas del pozol, las que
ocasionan episodios graves de diarreas, sobre todo en nifios.

Al identificar algunas de las proteinas de membrana externa que pudieran
cumplir una funcion importante para la sobrevivencia de estas cepas patégenas,
se puede avanzar en la comprension del mecanismo de resistencia a condiciones
de estrées y de este modo poder combatirlas, con lo que el presente trabajo
representa un adelanto importante para la identificaciéon de las mismas.




CAPITULO il. GENERALIDADES
2.1 El Pozol

La palabra pozol viene del vocablo nahuatl pozolli, que significa espumoso.
Es una bebida acida y refrescante que se consume desde la época prehispanica
en el sureste de México. Se prepara diluyendo en agua una masa fermentada de
nixtamal (Cruz y Ulloa, 1973). Se ingiere como bebida ceremonial y alimento
basico por las poblaciones indigenas del sureste de Meéxico y como bebida
refrescante por los mestizos de la misma regién del pais (Ulloa y Herrera, 1976-
1982).

El pozol se elabora a partir de granos de maiz, de preferencia blanco, que
se hierven en agua con cal (aprox. 10% de Ca(OH)z), durante 1h, o hasta que los
granos se hinchan y los pericarpios se separan facilmente. Posteriormente se
enfrian y se enjuagan con agua; a los granos resultantes se les llama nixtamal. El
nixtamal se transfiere a un molino metalico del cual se obtiene una masa
martajada a la que se ie da forma de bola manualmente. Estas bolas se envuelven
en hojas de platano para evitar la desecacion y se dejan fermentar a temperatura
ambiente de 1 a 14 dias, dependiendo de las preferencias del consumidor y de las
circunstancias prevalecientes (Sainz y col., 2001).

El proceso de fermentacion del pozol es flevado a cabo por una microbiota
mixta que incluye bacterias lacticas, enterobacterias, levaduras, asi como varios
hongos filamentosos (mohos). Es comun la presencia de enterobacterias al inicio
de las fermentaciones en las que interviene una microbiota mixta, asi como la
transmision de estos microorganismos por contaminacion fecal directa o a través
del agua utilizada. El pozol es un alimento muy manipulado, sobre todo durante la
molienda, el amasado y el moldeado, procedimientos que se realizan en
condiciones poco higiénicas, hecho que muestra por qué es probable que se
aislen de la masa enterobacterias con propiedades patégenas (Wacher, 1995).




Sainz y col., (2001), aislaron de 10 muestras de pozol recién hechas, un
total de 73 cepas de E. coli, de las cuales a 37 identificaron serolégicamente.
Algunas de las aisladas fueron identificadas como pertenecientes a grupos
patogenos de E. coli ETEC (E. coli enterotoxigénica), como: O20:HNM, O173:H23,
O8:H7, 0O8:H8, 0O8:H49, 0O11:H47; EPEC (E. coli enteropatogénica), como:
088:H25, O18:H53 y UPEC (E£. coli uropatogénica), como: O1:H6, O1:H10,
O1:H?. También sefalan que Ila presencia y sobrevivencia de cepas
potencialmente patogenas de E. coli en el pozol, sugiere que los alimentos
fermentados puedan ser una fuente potencial de brotes de enfermedad por

alimentos.

2.2 Clasificacion de Escherichia coli

Bacteria de forma bacilar, gramnegativa, anaerobia facultativa, no
esporulada, oxidasa negativa, moévil o inmovil, fermenta la glucosa con formacion
de acido y gas (algunas cepas no producen gas), produce indol a partir de
triptofano, no produce acetoina, y no puede utilizar citratos como unica fuente de
carbono. Forma parte de la microbiota intestinal y tiene un papel nutricional
importante ya que produce vitaminas, en especial la vitamina K (Madigan,
Martinko y Parker, 1997).

Escherichia coli es de los microorganismos anaerobios facultativos mas
importantes del tracto intestinal, permanece confinada dentro del lumen intestinal
como un saprofito inocuo, pero en huéspedes debilitados o inmunosuprimidos,
causa infecciones oportunistas. También existe un conjunto de cepas de E. coli
que poseen un arreglo especifico de propiedades de virulencia que les permite
contrarrestar los mecanismos de defensa del huésped y causar enfermedad.

La tipificacion serologica es utilizada ampliamente para la deteccion del
origen de brotes de enfermedades intestinales y para la identificacion de cepas




patégenas. La identificacion seroloégica utiliza la deteccion de los antigenos
somatico (O) y flagelar (H). Por otro lado hay un esquema de clasificacion basado
en los factores de virulencia que incluye patrones caracteristicos de adherencia a
las células del huésped, produccion de toxinas e invasividad. De este modo se han
definido cinco tipos de E. col/i: enterotoxigénica, enteroinvasiva, enteropatégena,

enteroagregativa y enterohemorragica.

Doyle (1997), describe las principales caracteristicas de los diferentes
grupos de Escherichia coli, de la siguiente manera:

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Estas bacterias son los agentes causantes de la mayoria de las diarreas en
nifos de paises en desarrollo y de los viajeros que visitan estos paises. No hay
cambios aparentes en las células a las que la bacteria se adhiere, la inflamacion
es minima y la diarrea no es tan severa, pero puede ser fatal, especialmente en
infantes y niflos de hasta 3 afios. La infeccion es adquirida por la ingestion de

agua y alimentos contaminados.

Las cepas ETEC no invaden las células epiteliales pero se adhieren a la
mucosa intestinal. Elaboran dos tipos diferentes de toxinas: la termolabil (LT), se
inactiva a 100°C durante 10 minutos y la termoestable (ST), que conserva su
toxicidad después de incubarta a 100°C durante 30 minutos. La adhesion es
mediada por factores de colonizacion CFA, que son adhesinas fimbriadas.

Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)

Las cepas de EIEC se parecen mucho a Shigella spp., causan una
enfermedad indistinguible a nivel sintomatico de la disenteria que causa Shigella
Spp., ya que se observa la presencia de moco y sangre en las heces. Estas cepas
afectan a adultos principalmente y se aislan muy poco en nifos, identificandose
preferentemente a partir del sexto mes de vida. Invaden y se multiplican
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activamente en los eritrocitos colonizados, diseminandose lateralmente a las
células vecinas, tal y como se ha descrito en Shigella spp. Son altamente

virulentas y de distribucion mundial.

Escherichia coli enteroagregativa (EAggEC)

Estas cepas se asocian con diarrea persistente, mayor de 14 dias, en nifios
en paises en vias de desarrollo. También se asocia con diarreas en adultos,
transmitidas por alimentos contaminados en paises desarrollados. Presentan un
patron de adherencia a células, caracterizado por la formacion de agregados que
se han definido como ladrillos apilados. El mecanismo de patogenicidad comienza
a ser elucidado, considerandose dos eventos como los mas importantes, la

adherencia y la produccion de toxinas.

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

La cepa prototipo de este grupo es la O157:H7, responsable de brotes a
gran escala en paises desarrollados por infeccion a través de alimentos
contaminados. La bacteria se ha relacionado con casos de colitis hemorragicas y
cuadros de sindrome urémico hemolitico en humanos. Se distingue de otras cepas
de E. coli, por su incapacidad para fermentar el sorbitol, su incapacidad para
producir B-glucuronidasa y su gran tolerancia a valores bajos de pH, esta uitima
caracteristica la hace incrementar la posibilidad de su participacion en infecciones
alimentarias a partir de productos fermentados. Tiene varios factores implicados
en la patogénesis como son las toxinas tipo Shiga, asi como una isla de
patogenicidad (LEE), que codifica para proteinas como la intimina, involucrada en
el evento de adhesion y esfacelamiento.

Los brotes mas recientes se relacionan frecuentemente con la ingesta de
alimentos contaminados, como hamburguesas de carne de res, leche, agua, etc.,
y también por contacto con animales y de persona a persona.



Escherichia coli enteropatégena (EPEC)

Es una importante causa de diarrea aguda especialmente en nifos, de
paises en desarrollo. Su mecanismo de patogenicidad se caracteriza por la
adherencia de las bacterias a la porciéon apical del enterocito con formacion de un
pedestal y posterior destruccién del borde rugoso de las microvellosidades, es
decir, deforman y destruyen las microvellosidades del intestino. Dentro de los
serogrupos O reconocidos en la categoria EPEC, se encuentra el O88.

2.3 Respuestas bacterianas al pH

La sobrevivencia y colonizaciéon de las bacterias requiere de su capacidad
para detectar y adaptarse a cambios ambientales. La capacidad de los
microorganismos patégenos de adaptarse a un pH moderadamente acido debida a
la expresion de ciertos productos regulada por genes especificos, ha provocado
un gran interés por la respuesta de las bacterias expuestas a valores extremos de
pH. Lo anterior debido al reconocimiento de que todos los organismos que se
establecen en el intestino deben pasar a través del estomago, en donde el pH
alcanza valores tan bajos de hasta 1.5 unidades.

Los estudios mas completos acerca de la tolerancia al acido son aquélios
realizados con las bacterias entéricas, los cuales han proporcionado una evidencia
convincente de que la tolerancia al acido no es una respuesta Unica gobernada
por un regulador global. El mejor modelo explica que la tolerancia al acido se debe
a que miultiples sistemas perciben los cambios en el pH de manera diferente,
utilizando estructuras regulatorias distintas e incluso a veces compartidas (Booth y

col., 2001).

Es un hecho que los mecanismos de resistencia a condiciones adversas de
pH son relevantes en varios campos, por ejemplo, en la medicina, en relacion a la



invasion patogénica y en la industria alimentaria, en términos de su potencial para

transmitir patégenos.

Los mecanismos que dan a las bacterias neutréfilas la capacidad de tolerar
pH acido o alcalino son muy interesantes, ya que estos les permiten soportar la
accion de los acidos del estémago y la acidez de los alimentos, por ello son de

considerable interés.

Una propiedad importante de los patogenos microbianos asociados con
vias de transmision oral-fecal, es la habilidad de sobrevivir en ambientes
extremadamente acidos, asi como en los moderadamente acidos que contienen
acidos débiles (Lin y col, 1996). Esta resistencia a valores bajos de pH puede ser
importante para la sobrevivencia de patégenos en alimentos especificos y en el
tracto intestinal. Por ejemplo, un pH acido y la presencia de acidos deébiles en
algunos alimentos, no solo confieren sabor, sino que ademas se encargan de
evitar el crecimiento de microorganismos contaminantes. En muchos alimentos,
los acidos débiles son producidos por los mismos microorganismos via
fermentativa. Los acidos débiles son también utilizados en el procesamiento de los
alimentos, designados para controlar patogenos contaminantes en la superficie de
la carne, y en los piensos para animales. Consecuentemente, la habilidad para
resistir el acido puede permitir a los microorganismos patégenos sobrevivir en
alimentos acidificados y al procesamiento de mismos hasta que son ingeridos.

Los alimentos son ecosistemas complejos, compuestos por el ambiente y
los organismos que viven en él (Doyle y col., 1997). El ambiente del alimento esta
compuesto por factores extrinsecos, como por ejemplo, pH, actividad acuosa,
nutrientes, asi como factores intrinsecos, que pueden ser la temperatura, gases
ambientales, presencia de otros microorganismos, etc. Los dos tipos de factores
pueden ser manipulados para conservar el alimento.
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2.3.1 Estrés Acido

El estrés acido puede describirse como el efecto biolégico combinado del
pH bajo y la presencia de acidos organicos en el ambiente, incluye acidos como e!
lactato, butirato, propionato y acetato, producidos comunmente como resultado de
la fermentacion. Los acidos débiles en su forma protonada, no cargada, pueden
difundir a través de la membrana celular y disociarse en el interior de la célula,
disminuyendo en el proceso el pH interno (pH,;). Los efectos letales de estos acidos
no solo son dependientes de su concentracion, sino del pH ambiental y de sus
constantes de disociacion. A menor pH externo (pH,), mas acidos deébiles no
disociados estaran disponibles (segun sus valores de pk,), para atravesar la
membrana y afectar el pH; (Bearson y col., 1997).

Existen tres funciones fundamentales que son afectadas cuando la célula
es expuesta a condiciones acidas: La capacidad de adquirir nutrientes y por lo
tanto de generar energia; la homeostasis del pH citoplasmatico y la proteccion de

proteinas y DNA.

Cualquier organismo que sobreviva a un cambio brusco de pH debe tener
mecanismos que permitan mantener la funcidn biolégica de las estructuras
superficiales de la célula; proteger a las proteinas citoplasmaticas y al DNA, o bien
tener la capacidad para poder repararlos en caso de dafo. Existe evidencia
suficiente que sugiere la existencia de dos mecanismos que contribuyen con la
proteccion de estructuras superficiales: la produccion de proteinas chaperonas vy la
alcalinizacion del periplasma (Booth y col., 2002).
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2.3.2 Efectos del pH extracelular

Las macromoléculas externas en la superficie de la membrana
citoplasmatica (flagelos, pili, quimiorreceptores, proteinas periplasmicas, pared
celular, etc.) se encuentran expuestas al pH externo (pH,) cualquiera que este
sea, por lo mismo son las primeras en sufrir dafo. Las células cuentan con
opciones limitadas para proteger estas estructuras, por lo que deben producir
versiones modificadas que les permitan resistir el pH adverso. Un ejemplo al
respecto lo constituye la pérdida de movilidad en el flagelo y por tanto de la
respuesta quimiostatica bajo condiciones de acidez (Bowra y Dilworth, 1981).

2.3.3 Proteccion y reparacién de darfios en condiciones de pH acido

La acidificacion del ambiente afecta la actividad de proteinas asociadas con
la superficie de la célula (superficie externa de la membrana plasmatica,
periplasma, membrana externa, pared celular). Investigaciones recientes han
identificado un sistema en el periplasma de E. coli y de Shigella que contribuye
con la sobrevivencia de estas dos bacterias al pH acido (Waterman y Smali, 1996;
Gajiwala Y Burley, 1999). Se trata de las proteinas HdeA y B, que son expresadas
por el operon hdeAB bajo el control del factor sigma RpoS y también de la proteina
H-NS. Lo que hasta ahora se entiende de este sistema es que las proteinas HdeA
y B forman un heterodimero que se disocia a pH acido y asi las partes liberadas
se unen con las proteinas que se encuentran desnaturalizadas en el periplasma,
evitando su aglomeracion. Lo anterior podria asemejarse a lo que ocurre cuando
hay un choque térmico, donde los sistemas de proteccidon son inducidos para
evitar que se desnaturalicen las proteinas en el periplasma.
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2.3.4 Mantenimiento del pH intracelular

El pH intracelular (pH;) de las células bacterianas tiende a mantenerse en
los limites propios de su condicion. Para un neutrdéfilo, como Escherichia coli, el
pH; se mantiene a 7.6-7.8; mientras que para otros, este rango puede ser mas
amplio o mucho mas bajo, particularmente para bacterias fermentativas. Dado que
el pH; debe mantenerse constante, las bacterias cuentan con diversos
mecanismos para minimizar el estrés producido por un pH externo que no es
optimo. Dichos mecanismos son los siguientes:

v" Disminucion en la permeabilidad de la membrana
Capacidad amortiguadora del citoplasma
Neutralizacion del pH, externo
Salida de protones del citoplasma, o limitacion de su entrada

AR NN

Las bacterias que crecen en un intervalo de pH de acido a neutro,
generalmente mantienen su pH; en un valor mas alcalino que el de su ambiente
(Booth, 1999) y cambios en éste alteran su fisiologia celular y la expresion génica
con cambios tan pequefios como 0.2 unidades de pH.

La capacidad para mantener el pH;, dentro de un intervalo estrecho de
valores a pesar de las variaciones del pH ambiental se ilama homeostasis de pH y
la hay pasiva y activa. El principal componenete de la primera es la baja
permeabilidad de la memebrana a los iones, especialmente protones; mientras
que la segunda implica la capacidad de detectar y responder a perturbaciones del
pH;. Esta se logra principalmente por el movimiento controlado de cationes y
aniones a través de la membrana, siendo principales los iones potasio, sodio y

protones.
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2.3.5 Membranas citoplasmaitica y externa como barreras al acido

La permeabilidad de la membrana a los protones es muy importante.
Células de E. coli adaptadas al acido muestran una reduccion significativa en la
permeabilidad de los protones, lo cual correlaciona bien con el incremento en la
tolerancia a valores bajos de pH. Las bicapas lipidicas son relativamente
impermeables a los protones. La sobrevivencia de ceélulas de E. coli O157
habituadas al acido expuestas a pH de 3.0, ha sido correlacionado con el
incremento del acido graso ciclopropano en la membrana (Brown, y col., 1997).
Investigaciones posteriores sugieren que el incremento de este durante la fase
estacionaria puede ser parcialmente responsable del incremento en la acido

tolerancia de E. coli.

Estudios recientes (McGowan y col., 1998) sugieren que la membrana
externa es una barrera importante para el paso de los protones. La pérdida de
lipopolisacaridos provoca cambios en la estructura de la membrana externa, lo

cual es suficiente para provocar en la bacteria sensibilidad al acido.

Por otra parte, Rowbury ha mostrado que cambios en las porinas de la
membrana externa, especialmente la induccién de la porina PhoE, contribuye en la
sensibilidad al acido de E. coli (Rowbury y Goodson, 1993).

La estructura de las capas superficiales de la célula es un factor
determinante en la sensibilidad que ésta presenta a acidos organicos e
inorganicos, aunque no queda lo suficientemente claro como estas estructuras
contribuyen con la proteccién contra el estrés acido (Booth, 2002).
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2.3.6 El factor sigma S y el estrés

Las células que entran a la fase estacionaria pasan por una adaptacion
fisica para asegurar que pueden combatir el estrés. El cambio mas llamativo en la
morfologia ocurre en las ceélulas de E. col/i, que se hacen mucho mas pequenas y
casi esféricas, el citoplasma se condensa mientras el volumen del periplasma
incrementa, la composicion de la membrana se altera y ocurre un cambio
concomitante en la estructura de la pared celular, incrementando su resistencia a
agentes caotroficos. La accion de la DNA girasa y de la sintesis de proteinas de
unién al DNA provoca un incremento en la superhelicidad del DNA cromosomal, lo
que le permite empacarse mas densamente. Algunas de las proteinas de union del
DNA, actuan protegiéndolo de dafo oxidativo.

Fenotipicamente, las bacterias en ia fase estacionaria de crecimiento son
mas resistentes a estrés térmico, oxidativo, acido, y estan mejor equipadas para
sobrevivir al estrés osmoético y a la inanicidn. Mucho del incremento en la
resistencia de las bacterias a diferentes tipos de estrés, es ahora relacionada con
la expresion de genes, que ahora se sabe son regulados por la induccion de rpoS
(Cuadro 1).

El factor o es una proteina que se une a la RNA polimerasa, confiriéndole la
capacidad de iniciar la transcripcid5n en un cierto promotor. En E. coli, «’°
codificado por rpoD, inicia la transcripcion de la mayoria de los promotores del
genoma de E. coli. Al inicio de la fase estacionaria ’° es sustituido por <

(codificado por rpoS).
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Cuadro 1. Ejemplo de genes regulados por RpoS

Gene Funciéon Resistencia contra
otsA, otsB, treA? Sintesis de trehalosa Protege a la membrana y
a las proteinas del
incremento en la
temperatura y da
resistencia osmaotica.
katEP Induccién de catalasa Resistencia contra estrés
xthA Exonucleasa Il oxidativo

Sintesis de DPS (proteina
de union no especifica al

DNA)
DnakK, GroEL y HtpG® Induccion de chaperonas | Resistencia contra la
moleculares acidez y choque térmico,

ya que promueven el
doblamiento correcto de
fas proteinas en el interior
de las células

FHengge-Aronis (1993), °Strom y Kaasen (1993).

Durante un estado normal de crecimiento a cualquier temperatura, el factor
sigma o3? es una proteina inestable, con una vida media de sélo 1 minuto. Sin
embargo, después de un cambio en la temperatura por ejemplo de 30° a 42°C, la
proteina se estabiliza en poco tiempo, y como consecuencia de ello incrementa su
cantidad. Adicionalmente, hay un aumento en la velocidad de traduccion dei
mRNA para °2 durante el periodo en el que incrementa la sintesis de proteinas de
choque térmico. Resulta interesante que después de que baja la temperatura, la
actividad de o2 decrece, y esto, en lugar de resultar en una disminucion de la
concentracion de o2, resulta en una mas baja velocidad de sintesis de proteinas

de choque térmico (White, 2000).
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2.3.7 Respuestas al estrés por acido en enterobacterias

Una vez ingeridos, los patogenos deben lidiar con una serie de
exposiciones al acido en el organismo huésped. La importancia de las secreciones
gastrointestinales como mecanismo de defensa en contra de patégenos entéricos
ha sido reconocida desde hace mucho tiempo. Después de pasar por el estémago,
donde los microorganismos enfrentan un pH con valores bajos (1 — 3) debido al
HCI secretado, al avanzar hacia el intestino, encuentran un ambiente menos acido
(pH de 4 a 6); sin embargo ahi estan presentes productos finales de la
fermentacion (acidos débiles), producidos por la flora intestinal. Asi que, aunque el
intestino tiene un ambiente menos acido, la presencia de acidos débiles
incrementa el estrés a niveles potencialmente letales para las bacterias entéricas

(Lin, 1996).

Términos como resistencia a la acidez (AR), tolerancia a la acidez (ATR) y
habituacion a la acidez (AH), se usan para describir la sobrevivencia a valores
bajos de pH, en diferentes condiciones de crecimiento de los diferentes

microorganismos.

Los microorganismos que crecen en un medio moderadamente acido
sobreviven la transferencia a un medio extremadamente acido mucho mejor que
cuando crecen a valores de pH 7 o mayores. Dos componentes principales
cumplen un papel importante en esta respuesta. La incubacion de enterobacterias
en un pH moderadamente acido, induce la sintesis de un conjunto de proteinas
que permiten la sobrevivencia a valores de pH de 2.5 — 3.0. Adicionalmente, la
acido tolerancia en la fase estacionaria esta bajo el control del factor sigma RpoS.
Aunque RpoS estaba originalmente descrito como un gene regulador de la fase
estacionaria temprana, ahora se reconoce como un factor importante durante el
crecimiento exponencial bajo ciertas condiciones. Especificamente, RpoS prepara
la linea principal en la tolerancia al acido de las enterobacterias en fase
exponencial y estacionaria (Booth y col., 2001).
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ATR abarca sistemas de sobrevivencia al acido en fase exponencial o fase
estacionaria que pueden funcionar para proteger a las células de valores de pH
3.0 (Lin y col, 1995).

AR, abarca sistemas de sobrevivencia al acido evidentes en células en fase
estacionaria que protegen a las células de valores de pH, menores o iguales a 2.5.
Lin y col., demostraron que un medio completo y las células en fase estacionaria
son importantes para el fenobmeno de resistencia a la acidez (AR) a valores de pH,

de 2.5.

Escherichia coli presenta tres sistemas AR dependientes de medio
completo. La actividad de estos sistemas depende, en parte, si el metabolismo de
las células es oxidativo o fermentativo. Dos sistemas AR fermentativos involucran
a las descarboxilasas inducibles, arginina descarboxilasa y glutamato
descarboxilasa. El tercer sistema, llamado oxidativo, es inducido por el crecimiento
en la fase estacionaria en medio Luria Bertani, es reprimido por glucosa, y una vez
inducido, no requiere de la presencia de aminoacidos en el medio durante un
cambio subsecuente a un pH, de 2.5 (Bearson y col., 1997).

El sistema de las descarboxilasas, consta normalmente de una o mas
enzimas descarboxilasas, que convierten al sustrato en su amina respectiva y CO,
asi como de un un antiporte que intercambia el aminoacido por la amina que es
producto de la descarboxilacion. En S. flexneri y E. coli el sistema glutamato
descarboxilasa tiene un papel complemetario al de las chaperonas del periplasma.
Mutantes que carecen de este sistema estan extremadamente expuestas en su
sobrevivencia al incubarse a valores de pH de 2.5 (Waterman y Small, 1996).

El mecanismo de protecciéon proveido por las descarboxilasas no queda
completamente claro, sin embargo lo mas probable es que suceda la alcalinizacion
del periplasma. Tomando la glutamato descarboxilasa como un ejemplo, se
sugiere que el glutamato es descarboxilado en el citoplasma. El producto, y-
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aminobutirato, sale de la célula por intercambio con el glutamato via el antiporte
GadC. Se ha considerado normalmente que el consumo de un protéon en el
citoplasma durante la descarboxilacion con el aumento consecuente en el pH
citoplasmatico, es el mecanismo por el cual se logra la acido tolerancia (Figura 1)

(Park y col., 1996).
u’ﬁ

GABA® — GABA™*
Afuera

s o L
Citoplasma Ador:r. :.S)
7 Gl° GABA®
=
l GABA®

HCOy — 7?7
Figura 1. Sistema glutamato descarboxilasa (Booth, 2002).

El glutamato protege a las células de E. coli contra los efectos del benzoato
a pH acido (Lin y col., 1996). El benzoato entra a la célula y se disocia liberando
un protéon; cuando el benzoato entra completamente y la disociacion rebasa la
capacidad amortiguadora del citoplasma, el pH citoplasmatico cae. La inhibicion
del benzoato depende del pH externo. Consecuentemente, si aumenta el pH
externo, se reduce el estrés causado por el benzoato. La produccion y salida de
aminas a partir de aminoacidos ofrece una eficiente manera para logrario. La
proteccion del efecto toxico que tiene el benzoato sobre las células, proporcionada
por el glutamato representa un modelo de protecciéon por descarboxilacion que es
mediado via alcalinizacion del periplasma.
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La habituacidon al acido (AH) ocurre en E. coli cuando crece en fase
exponencial en medio nutritivo a un pH de 5. Esta habituacion permite su
sobrevivencia al ser transferida a un medio con valores de pH entre 3 y 3.5. La
habituacion al acido aparentemente involucra sintesis de proteinas que, como un
evento clave, reparan dafios en el DNA.

2.4 Membrana citoplasmatica y proteinas de membrana

La membrana plasmatica rodea a todas las células, definiendo su extension
y manteniendo las diferencias esenciales entre el contenido de la célula y su
entorno. Esta membrana es un filtro altamente selectivo y un mecanismo para el
transporte activo; controla la entrada de nutrientes y la salida de productos
residuales, y genera diferencia en la concentracion de iones entre el interior y el
exterior de la célula. La membrana plasmatica también actia como un sensor de
senales externas, permitiendo que la célula cambie en respuesta a indicaciones

ambientales.

Todas las membranas biologicas tienen una estructura basica comun: se
trata de agrupaciones de moléculas lipidicas y protéicas, unidas en gran parte por
interacciones no covalentes. Las membranas celulares son estructuras dinamicas,
y la mayoria de sus lipidos y de sus moléculas protéicas son capaces de moverse
en el plano de la membrana. Las moléculas lipidicas estan dispuestas en forma de
una doble capa continua. Esta bicapa lipidica constituye la estructura basica de la
membrana y actia como una barrera relativamente impermeable al paso de la
mayoria de las moléculas hidrosolubles. Las moléculas protéicas median la
mayoria del resto de funciones de la membrana. Algunas, por ejemplo, son
transportadoras de moléculas especificas hacia el interior o exterior de la célula,
mientras que otras son enzimas que catalizan reacciones asociadas con la
membrana. Otro tipo de proteinas de membrana actian como eslabones
estructurales que conectan a la membrana plasmatica con el citoesqueleto y/o con
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la matriz celular de células adyacentes. Otras son proteinas receptoras que
reciben y transducen sefales quimicas procedentes del entorno celular, etc.

Aunque la estructura basica de las membranas biologicas esta determinada
por la bicapa lipidica, la mayoria de sus funciones especificas estan
desempeifiadas por proteinas. Muchas proteinas de membrana atraviesan la
bicapa lipidica y son denominadas proteinas transmembranales. Otras proteinas
de membrana no ocupan el interior de la bicapa lipidica, sino que estan unidas
mediante interacciones no covalentes con otras proteinas de membrana (proteinas
periféricas de membrana). Muchas de ellas pueden ser liberadas de la membrana
mediante procedimientos de extraccion relativamente suaves, como la exposicion
a soluciones de muy alta o baja fuerza ionica o de pH extremo que interfieren con
las interacciones protéicas pero mantienen intacta la bicapa lipidica. Algunas
proteinas unidas a la bicapa por cadenas de Aacidos grasos, y algunas otras
proteinas intimamente unidas a la membrana, solo pueden ser liberadas
rompiendo la bicapa con detergentes o solventes organicos, por lo que se les

denomina proteinas integrales de membrana.

En general, las proteinas transmembranales y también algunas otras que
estén estrachamente unidas a la membrana, pueden ser solubilizadas unicamente
por medio de agentes que rompan las interacciones hidrofébicas y destruyan la
bicapa. De entre estos compuestos que alteran las propiedades biogquimicas de la
membrana, los mas utiles son los detergentes, pequefias moléculas anfipaticas
que tienden a formar micelas en el agua. Al mezclarios con las membranas, los
extremos hidrofobicos de las moléculas de detergente se unen a las regiones
hidrofébicas de la zona externa de las proteinas de membrana, desplazando asi
las moléculas lipidicas. Puesto que el otro extremo de detergente es polar, la
union detergente—proteina tiende a dispersar en agua a las proteinas de
membrana, a pesar de que algunas moléculas lipidicas intensamente asociadas a
las proteinas quedan unidas a estos complejos. Los extremos polares de los
detergentes pueden estar cargados (ser idnicos) como en el caso del dodecil
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sulfato de sodio (SDS), o no cargados (ser no idnicos), como en el caso de los

detergentes tipo Tritén.

Ademas de la capa de peptidoglucanos que rodea la membrana
citoplasmatica de las células, las bacterias gramnegativas tienen una membrana
adicional constituida de lipopolisacaridos; las moléculas de LPS estan compuestas
por dos regiones conservadas: el lipido A, que ancla la molécula en la membrana
y el nacleo de oligosacaridos, unido a un polisacarido O (antigeno somatico). Las
proteinas que constituyen esta segunda membrana, tienen diferentes estructuras,
por lo cual cumplen diversas y muy variadas funciones dentro de la célula
(Nikaido, 1985), por ejemplo, las porinas que son proteinas transportadoras /
receptoras como: el precursor de la maltoporina (/amB), que esta involucrada en el
transporte de maltosa y maltodextrinas; el precursor de la proteina de membrana
externa A (ompA), requerida para la accion de las colicinas K y L y que también
puede funcionar como porina de baja afinidad permitiendo una lenta penetracién
de solutos pequefos; los precursores de las proteinas de membrana externa C
(ompC) y F (ompF), que funcionan como poros de difusidon pasiva para moléculas
hidrofilicas de bajo peso molecular; el precursor de la proteina de membrana
externa E (phoE), que es un poro que transporta fosfato inorganico, compuestos

fosforilados y solutos con carga negativa, etc.

Ademas de las porinas hay otras proteinas de membrana externa
encargadas del transporte y recepcion de moléculas, algunos ejemplos al respecto
son: el precursor del receptor de la Vitamina B+ (btuB), que es receptor para
cobalamina y bacteriofago Bf23, necesaria para el transporte de colicinas E; la
colicina |, que participa en el transporte de hierro; la proteina transportadora de
acidos grasos de cadena larga, involucrada en la translocacién de acidos grasos
de cadena larga a través de la membrana; el precursor de la proteina involucrada
en una probable via de secrecion general de proteinas (gspD).
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Hay proteinas de membrana externa que actian como enzimas que
pueden ser hidrolasas y actuar sobre enlaces éster (carboxil-éster hidrolasa,
fosférico-monoéster hidrolasa); glucosidasas encargadas de hidrolizar compuestos
o-glicosidicos; peptidasas, las cuales actuan sobre enlaces peptidicos como la
serina peptidasa. También hay lipoproteinas como el precursor BLc que puede
funcionar como respuesta a la inanicion; la proteina de membrana externa Sip,
que estabiliza la membrana externa durante la fase estacionaria y periodos de

inanicion.

Existen otras OMPs como son las de autoagregacion, que pueden ser
proteinas de adherencia conocidas como intiminas, necesarias para la

produccion de lesiones en el tejido celular.

La funcién de las porinas resulta de gran relevancia cuando las bacterias se
ven amenazadas por un descenso en el pH del medio. El crecimiento a valores
bajos de pH provoca el incremento en la expresion de OmpC, mientras que
disminuye la de OmpF. Son dos ios posibles mecanismos que han sido postulados
para la regulacidn a pH acido: (1) la actividad de estos dos componentes del
sistema regulatorio se ve alterada por el pH, y (2) E. coli emplea diferentes
sistemas a diferentes valores de pH para la expresion de porinas (Sato y col.,
2000). La acumulacion de nutrientes disminuye cuando el pH es acido debido a la
baja actividad energética en el metabolismo. Por lo mismo una aceleracion en el
transporte de nutrientes a través de la membrana externa mediado por las porinas,

es especialmente importante.
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2.4.1 Proteccion del citoplasma a pH Acido, proteinas de choque térmico

La disminucion de la estabilidad de las proteinas es una consecuencia de la
acidificacion del citoplasma, lo cual puede afectar indirectamente la integridad del

DNA.

Uno de los mecanismos utilizados por las bacterias para aumentar las
posibilidades de sobrevivencia ante situaciones de estrés acido es la respuesta
programada, por la cual se sintetizan proteinas especificas inducibles.
Presumiblemente estas proteinas actian previniendo o reparando daino molecular
causado por el estrés acido. Algunas de ellas son inducidas bajo distintas
condiciones estresantes, como el choque térmico y otras unicamente en respuesta

a un estrés especifico.

Cuando E. coli es sometida a inanicidn, o a un cambio osmdtico en el
medio, se induce la sintesis de una gran cantidad de proteinas cuya transcripcion
es dependiente del factor sigma, lo cual hace a las células mas resistentes a la
temperatura, a un choque osmotico o a inanicidén prolongada (White, 2000).

Cuando las bacterias son expuestas a temperaturas mayores a las que
estan acostumbradas, responden transitoriamente, al incrementar la sintesis de un
" grupo de proteinas, llamado proteinas de choque térmico (heat-shock proteins,
Hsp). Por ejemplo, al cambiar la temperatura de 30 a 42°C para E. coli, las células
incrementan el rango de sintesis a 20 de estas proteinas durante 5 — 10 minutos.

La mayoria de las proteinas de choque térmico desarrollan funciones
importantes en e! doblamiento, desdoblamiento y/o translocacion de las proteinas,
asi como también en el agrupamiento y desagrupamiento de compiejos
proteinicos, o en la protedlisis de proteinas anormales asi como de las dobladas
de manera incorrecta. Las proteinas de choque térmico que cumplen la primera de
las funciones antes mencionadas pertenecen a la clase de proteinas llamadas
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CHAPERONAS. Una proteina chaperona es aquella proteina que toma parte en el
doblamiento o ensamblamiento de otras proteinas, pero no es parte final de la
proteina o complejo de proteinas que ayudo a doblar o ensamblar.

Las proteinas chaperonas evitan ya sea la agregacion con otras proteinas o
un mal doblamiento de las mismas. Se piensa que ellas se unen a las superficies
expuestas de las proteinas evitando que estas superficies interactien
inapropiadamente con otras. Esto es especialmente importante a altas
temperaturas, cuando el doblamiento inadecuado y la agregacién de proteinas
ocurre de manera mas frecuente. Se ha encontrado que en E. coli hay tres
proteinas chaperonas muy importantes que asisten el doblamiento, estas son
DnaK, DnaJ y GrpE, las cuales actuan juntas y otras dos que son GroEL y GroES
que también cooperan para producir un doblamiento adecuado (White, D., 2000).

Dentro de las proteinas de choque térmico, se encuentran unas
identificadas como proteasas dependientes de ATP que se encargan de degradar
proteinas dobladas de manera incorrecta o aquéllas que han sido
desnaturalizadas. El ATP es requerido para desdoblar a la proteina antes de su

proteolisis.

Lon es una proteasa dependiente de ATP y es codificada por el gene capR.
Como otras proteinas de choque térmico, Lon funciona no sélo durante la
respuesta al choque térmico, sino también a temperaturas ordinarias de
crecimiento. Lon es importante en ia degradacion de proteinas anormales, como
proteinas que son el resultado de mutaciones mal censadas, o de proteinas
desnaturalizadas en general. De hecho, parece que Lon es responsable de la
degradacion de la mayoria de las proteinas anormales de Escherichia coli.

Otras proteasas dependientes de ATP en E. coli, incluyen a la proteasa
CIpP (proteasa caseinolitica) y a FtsH una proteina de unién a la membrana. Se

ha propuesto que FtsH ademas de ser una proteasa dependiente de ATP que

25



degrada proteinas selectivamente, es una chaperona de union a la membrana que
de alguna manera, no definida todavia, juega un papel en la secrecion de ciertas
proteinas. También se ha sugerido que la familia de proteinas Clp ATPasa, son
chaperonas que entregan proteinas especificas a ClpP para su protedlisis (White,

2000).

Cuando un microorganismo patégeno se interna en un huésped es
confrontado a muchos cambios, algunos de los cuales son altamente estresantes.
Esto incluye alteraciones en la temperatura, pH, etc., mas aun, el patégeno se
enfrenta con defensas naturales del! huésped como es la fagocitosis y como
consecuencia de esta se enfrenta con oxigeno reactivo, intermediarios de
nitrégeno, ataque de lizosimas y a un agotamiento de Fe2?*. Asi que, para
protegerse a si mismo del huésped, el patéogeno activa sus sistemas de evasion,
uno de los cuales es la sintesis de proteinas de choque térmico (Hsp) (2ugel y

Kaufmann, 1999).

La infeccidn es un proceso bimodal, determinado por el huésped y el
patoégeno. Durante la infeccion, tanto el patogeno como el huésped, incrementan
la produccion de Hsp. La induccion de la sintesis de Hsp por el huésped cuando
se enfrenta a un patdégeno, se debe a por lo menos dos causas principales.
Primero, que los macréfagos infectados son confrontados con mecanismos
antimicrobianos que han sido activados durante la infeccion. La proteccion
eficiente contra sus propias moléculas efectoras (p.ej. radicales libres) resulta vital
para la sobrevivencia de los macréofagos. Segundo, una vez dentro del fagocito,
muchos microorganismos, especialmente aquellos que persisten en el huésped,
interfieren con el metabolismo intracelular (Zugel y Kaufmann, 1999).
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2.4.2 Proteinas de choque térmico e inmunidad protectora

Tanto las células del huésped como las de los microorganismos se
confrontan con alteraciones dramaticas durante sus condiciones de vida a lo lago
de la infeccion. Con estas condiciones cambiantes, la induccion a la sintesis de
proteinas de choque térmico es vital para la sobrevivencia del patégeno. El papel
de las Hsp en la inmunidad a las infecciones microbianas no esta completamente
entendido. Aparentemente las proteinas de choque térmico sirven como antigenos
importantes que defienden en contra de agentes infecciosos. El hallazgo reciente
de que el complejo GroE esta involucrado en la sintesis de la pared celular,
sugiere la accesibilidad de estas Hsp como anticuerpos (McLennan, 1998).

Al menos dos factores contribuyen al hecho de que las proteinas de choque
térmico representan la mayoria de anticuerpos en un amplio espectro de
infecciones: Primero, estas proteinas son abundantes en los patéogenos,
especialmente bajo condiciones de estrés; segundo, la memoria inmunologica
para reaccion cruzada determinada por las Hsp conservadas, es generada durante
la vida basada en frecuentes estimulaciones por medio de encuentros
subsecuentes con microorganismos con diferentes grados de virulencia. Bajo
estas condiciones, un individuo infectado por un patégeno, pondria en uso su
sistema inmune ya preparado a reaccionar rapidamente antes de que la respuesta
inmune desarrolle mas antigenos para patogenos especificos. Una respuesta
inmune que conserva determinantes de Hsp compartidas para diferentes
microorganismos, podria prevenir la colonizacion del huésped por bacterias

patogenas (Zuagel y Kaufmann, 1999).

Ziagel y Kaufmann concluyen de su revision que las proteinas de choque
térmico, en lugar de iniciar respuestas inmunes anti-infecciosas o autoagresivas,
acompanan la respuesta inmune inducida por otros anticuerpos. Asi, ambos
influencian su fuerza y la sostienen. De esta manera, el término de chaperonas
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originalmente usado para describir la funcion biolégica de las Hsp, también ajusta
bien a la descripciéon de su papel como antigenos en la infeccion y autoagresion.

En estudios sobre la sobrevivencia de células de E. coli O157:H7 sometidas
a choque térmico subletal y luego a pH de 2.5 se observé que esta fue 10 a 100
veces mayor, comparada con las células no tratadas, dependiendo de la cepa
(Wang y Doyle, 1998). Se ha comprobado que la exposicion a calor medio o la
adaptacion al acido, pueden contribuir a la tolerancia al acido de E. coli O157:H7.
Se ha propuesto que el bajo pH interno bacteriano induce enzimas especificas que
influencian la homeostasis; por tanto, es posible que proteinas de membrana
recién sintetizadas, puedan incrementar la sobrevivencia de este organismo
cuando se expone a acidez letal, ya sea por mantenimiento del pH transportando

H*, o por reparacién de componentes dafados.

En la investigacion citada por Wang y Doyle, (1998) se reportaron dos
proteinas de membrana externa (OMPs) de 22 y 15 kDa, a los 10 minutos del
choque térmico y expresadas por lo menos 6h en células mantenidas a 37°C. En
dicho estudio no se observaron diferencias significativas entre el choque térmico y
la acido adaptacion inducida. La secuencia N terminal de la OMP de 22 kDa es el
componente de una alquil hidroperoxidasa reductasa que contiene un sulfito redox
activo, posiblemente involucrado en el transporte de H'. La proteina de 15 kDa
tiene 100% de homologia con otra de funcidn desconocida de E. coli y su
secuencia de nucledtidos esta localizada en el gene de uracilo glucosidasa DNA,
encargada del inicio de la reparacion del DNA que ha sufrido dafos oxidativos. En
esta cepa la adaptacion al acido produce el aumento de la sintesis de dos OMPs,
que posiblemente sean componentes de regulacion globa! que responden a
tensiones ambientales como el calor o el choque acido, para reparar dafos en el

DNA o lipidos de membrana.

En otro estudio acerca de la resistencia a la acidez de algunas cepas
patogenas de E. coli aisladas de pozol (Cueto, 2001), entre las que se incluyen la
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de serotipo O88:H25. Se investigé si el choque térmico influye en la resistencia a
la acidez de las cepas a valores de pH 2.0 y 2.5 y se evaluo si las cepas aisladas
de pozol, sometidas a estrés térmico, expresaban proteinas de membrana externa
semejantes a las que se han relacionado con la resistencia a la acidez. De esta
investigacion se obtuvo la comprobacion de que las cepas de E. coli aisladas de
pozol sometidas a choque térmico subletal (48°C, 10 minutos) incrementan
sensiblemente su tolerancia a la acidez. También del analisis de! perfil
electroforético de las OMPs de las diferentes cepas posteriores al choque térmico,
mostré que las cepas 0157:H7 y O88:H25 presentan dos proteinas de
aproximadamente 19 y 22 kDa, semejantes a las ya reportadas por Wang y Doyle,
1998.

Es asi que este trabajo tiene como propdsito identificar las proteinas de
membrana externa expresadas como consecuencia al estrés en la cepa de
Escherichia coli O157:H7 y en una de las cepas patégenas aisladas de pozol con
serotipo 0O88:H25. Aunque de la primera no se han dado casos de brote en
México, es un patogeno muy importante aislado de alimentos acidos y
fermentados, mientras que la segunda se encuentra en un alimento consumido
popularmente en el sureste del pais y ambas representan un alto riesgo para la

salud.
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CAPITULO IIl. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Establecer si diferentes condiciones de estrés sobre cepas de Escherichia
coli se relacionan con la expresion de proteinas de membrana externa, que

pudieran asociarse con su resistencia al acido.

3.2 Objetivos Particulares

1. ldentificar cambios en el patron de proteinas de membrana externa (OMPs)
de las cepas de E. coli O175:H7 y O88:H25 después de haberlas sometido

a estrés acido, térmico y a la combinacion de ambos.

2. Conocer mediante el ensayo de Western Blot si las OMPs expresadas
como consecuencia del estrés son inmunogénicas y si son similares en las

dos cepas de E. coli estudiadas.
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CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS
4.1 Material biolégico, cepas de Escherichia coli

La cepa de E. coli, serotipo O157:H7 con FMU 088267 fue
proporcionada por el Cepario del Laboratorio de Salud Publica, Facultad de
Medicina, UNAM; procedente del CVD (Center Vaccine Development), coleccion
DEC (Whittam 1993).

La cepa con el serotipo O88:H25 FMU 095223 también de E. coli, es
procedente del pozol con 48h de fermentacion (Sainz, 1998).

Las cepas se conservaron a temperatura ambiente en tubos con agar soya

tripticaseina y se resembraron cada dos meses.

4.2 Pureza de las cepas

Para verificar la pureza de las cepas, se sembraron en agar sangre y agar
Mc Conkey; el primero es un medio que esta destinado para el aislamiento, cultivo
y determinacion de diversos microorganismos, sobre todo patdgenos exigentes, ya
que su abundante forma nutritiva ofrece condiciones 6ptimas de crecimiento para
todos los microorganismos presentes. El segundo es un agar selectivo para el
aislamiento de Sa/monella, Shigella y bacterias coliformes, a partir de heces, orina,
alimentos, aguas residuales. El fundamento de su utilizacién consiste en que las
sales biliares y el cristal violeta inhiben considerablemente la flora Gram positiva y,
la lactosa, junto con el indicador de pH rojo neutro sirven para la comprobacion de
la fermentacion de dicho azuUcar, asi las colonias lactosa negativo son incoloras y
las lactosa positivo son rojas con un halo turbio provocado por la precipitacion de
los acidos biliares debido al descenso del pH. Con esto, se sabe que las colonias
de Escherichia coli que son lactosa positivo deberan ser rojas y asi fueron
identificadas.
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4.3 Confirmacion de la identidad de las cepas

Esta fue realizada por el método automatizado de Vitek (bioMérieux Vitek,
Hazeiwood, MO). Se suspendio el cultivo en solucion salina 0.45% y se ajusto a
0.5 de la escala de Mc Farland. El método de Vitek cuenta con un sistema de
vacio para inocular una placa con las diferentes pruebas bioquimicas, esta es
leida por el aparato durante su incubaciéon y posteriormente los resultados se
comparan con la base de datos del equipo para identificar el microorganismo.

4.4 Identificacion serologica
4.4.1 Antigeno somaitico O y flagelar H

Una vez identificadas las cepas se realizd la serotipificacion segin el
procedimiento utilizado en el laboratorio de Salud Publica de la UNAM. Las
colonias aisladas de cada cultivo se sembraron en agar soya tripticaseina (TSA)
para ser resuspendidas en solucion salina fisioldogica con formalina al 0.6%,
después de crecer a 37°C durante 18 horas. Posteriormente se calentaron a una
temperatura de 105-110°C durante una hora. De cada cultivo se tomaron 50 ulL y
se colocaron en una microplaca de 96 pozos. A cada pozo se le agregaron 50 ul
de cada uno de los 175 antisueros (SERUNAM) contra los diferentes antigenos
somaticos de E. coli. Las placas se incubaron a 50°C durante 24 horas y se leyo la

aglutinacion correspondiente.

Para el caso de los antigenos flagelares se crecié la bacteria en medio
semisolido con tubo de Craig y se dejé hasta que la bacteria migré a la superficie.
De este cultivo se tomé un inéculo y se sembré en caldo biotriptona, que se incubé
a 37°C durante 2 horas. De ahi se tomaron 50 ubL y se pusieron a reaccionar con
cada uno de los 56 sueros contra los respectivos antigenos flagelares. Se
incubaron a 50°C durante dos horas y se observod la reaccion.



4.5 Condiciones de estrés (Figura 1)

La cepas se sembraron en TSA y se incubaron a 37°C durante 18 h, para
posteriormente tomar una asada y preparar un precultivo de la cepa en 10 mL de
TSB. Este se dejo incubar durante 6 h a 37°C con agitacion suave, 100 rpm
(Model G25, Incubator Shaker, New Brunswick, Scientific Co., Edison, New
Jersey). De ahi se tomaron 600 uL, que se sembraron en 50 mL de TSB y se
incubd a 37°C durante 15 h. Este es el cultivo nocturno que fue sometido a
diferentes tipos de estrés: un choque térmico subletal en bafio de agua durante
10 minutos a 48°C, después del cual se centrifugd a 8000 rpm, durante 30 min
(Sorval RCS5Bplus) para obtener el paquete celular. Este fue resuspendido en 10
mL de TSB y se sembré en 390 mL del mismo medio. Se incubo durante 3 6 6
horas a 37°C con agitaciéon suave, 100 rpm (Model G25, Incubator Shaker). Estrés
acido pH a 2.5, el cultivo nocturno se centrifugé a 8000 rpm, 30 min (Sorval
RCS5Bpius) y el paquete celular se resuspendié en 10 mL de TSB. Este se sembré
en 390 mL de TSB acidificado a pH 2.5 con HCI y se incubd a 37°C durante 3 6 6
horas con agitacion suave, 100 rpm (Model G25, Incubator Shaker). Choque
térmico subletal (48°C, 10min) + estrés acido (pH2.5), para esta condicion,
primero se sometid al estrés térmico, como se explicé antes y posteriormente se
centrifugé a 8000 rpm, 30 min (Centrifuga Sorval RC5Bplus) para obtener el
paquete celular. Este se resuspendio en 10 mL de TSB y se sembro en 390 mL
del mismo medio acidificado a pH 2.5 con HCI que se incubd durante 3 6 6 horas a
37°C con agitacion suave, 100 rpm (Model G25, Incubator Shaker). Por ultimo se
preparé un control, que no fue sometido a estrés, pero del cual también se obtuvo
el paquete celular mediante centrifugacion y se sembré en 390 mL de TSB y
posteriormente se incubd durante 3 6 6 horas a 37°C.
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Siembra de E. coli en TSA, incubacion a 37°C, 18 h

Siembra de preindculo, una asada en 10 mL de TSB, incubacion a 37°C, 6 h

'

Siembra de 600 yL del preindculo en 50 mL de lSB, incubacidn a 37°C, 16 h CULTIVO NOCTURNO

v v o

CONTROL ESTRES ACIDO CHOQUE T
Siembra de 600 pL Siembra de 600 pL en Someter el cultivo nocturno
en 400 mL de TSB 400 mL de TSB acidificado a48°CM0 min
apH 2.5 con HCI .
concentrado l CHOQUE T+ESTRES ACIDO
Siembra de 600 pL en 400 mL Siembra de 600"l en 400 mL
de TSB de TSB acidificado a pH 2.5
con HCI concentrado
1

‘ L
Incubacion 37°C/3h Incubaciéln 37°Ci6h
l

Tomar alicuota para Obtencion de OMPs
hacer cuenta en placa

Figura 1. Procedimiento en el cuaf se indican las condiciones de estrés a las que fueron sometidas las cepas de E. coli



4.6 Sobrevivencia de las cepas

Para determinar la sobrevivencia de las cepas, se realizaron cuentas en
placa inoculando por duplicado en placas con agar soya tripticaseina, 100 ul de
las diluciones apropiadas en solucion salina 0.15N, se extendié el inéculo con
varilla de vidrio y se incub6 a 37°C durante 18 a 24 h. Posterior a ese tiempo, se
cuantificaron las ufc/mL. Esto se hizo con los cultivos de cada una de las etapas
del ensayo: precultivo, cultivo nocturno y de las incubaciones a las 3 y 6 horas de
las condiciones de estrés anteriormente mencionadas.

Para cada una de las condiciones de estrés y el control, se realizaron
cuentas en placa del precultivo, al t, (recién inoculado) y después de haber
transcurrido las 6 h de incubacion (is); del cultivo nocturno t, (recién inoculado) y
t1s (después de 15 h de incubacién); inmediatamente después del estrés; después
de la inoculacion del paquete celular en los 390 mL de TSB tp; v posterioralas 3 y

6 h de incubacion.

4.7 Obtencion de las proteinas de membrana externa (OMPs)

El proceso para la obtencion de proteinas de membrana externa (OMPs),
se realizé con la cosecha de células de 400 mL de cultivo después de haber sido
sometidas a estrés. Los cultivos se centrifugaron a 8000 rpm (Sorval RC5Bplus)
durante 30 minutos para obtener los paquetes bacterianos, que fueron
resuspendidos en 2 mL de Hepes 10 mM pH de 7.4,

Los paquetes celulares se sonicaron en el equipo “vibra cell” Fisher,
aplicando pulsos de 30 segundos (50 watts, 20% salida), en bafio de hielo para
evitar el sobrecalentamiento y la desnaturalizacion de las proteinas. Los restos
celulares se sedimentaron por centrifugacién a 12500 rpm durante 10 min a 4°C
(Centrifuga Sorval RC5Bplus). Del sobrenadante se obtuvieron las membranas por
ultracentrifugacion a 20000 rpm, 30 min a 4°C (Centrifuga Sorval M120EXx), siendo
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luego solubilizadas en 400 plL del detergente Sarcosyl al 1% en Hepes pH 7.4.
Esta mezcla se incubo a temperatura ambiente durante 30 minutos, con agitacion
suave. Posteriormente se ultracentrifugo (20000 rpm, 30 min 4°C) y se lavdé con
400 ul. de Hepes pH 7.4 para obtener los sedimentos finales que contienen los
extractos de proteinas de membrana externa, los cuales se distribuyeron en

alicuotas y se mantuvieron congelados a —75°C (Figura 2).
Obtencion de bacterias
Centrifugacion y resuspension del sedimento

Rompimiento de células por sonicacion

v

Sedimentacion de restos bacterianos

Sedimentacion de membranas celulares
(ultracentrifugacion del sobrenadante anterior)

v

Solubilizacion de la membrana citoplasmatica con Sarcosy!
Sedimentacién‘de las OMPs
Resuspension de las OMPs
Lavado del sedimento
Resuspension en 200 mL de Hepes pH 7.4
v

Conservacién en alicuotas a —20°C 6 —80°C

Figura 2. Procedimiento para la obtencion de proteinas de membrana externa (OMPs)
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4.7.1 Cuantificacion de proteina

Se colocaron 20 uL de la dilucion apropiada de cada muestra en el orden
correspondiente en una placa de Elisa y en cada pozo se agregaron 150 uL de
reactivo de Bradford, con el cual se dejé reaccionar 5 min a temperatura ambiente
y posteriormente se leyd la placa a 570 nm en el equipo Microelisa autoreader
(MR 580, Adynatech Product). Se prepard una curva patrén con BSA (1mg/mL) de
0 a 200 ug/mL.

4.8 Electroforesis de proteinas

La separacion de las proteinas obtenidas se hizo por electroforesis en geles
de poliacrilamida al 15%, en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las
preparaciones se corrieron en la camara Mini-Protean Il de Bio-Rad.

Las muestras se prepararon ajustando la concentracion de proteina que se
tuvo en cada caso. Posteriormente se calentaron 5 minutos en agua hirviendo y se
colocaron en los pozos del gel. La electroforesis se corrié a 100 volts, 200 watts y
200 miliamperes y una vez que paso al gel de separacion, se subid el voltaje a
200. Se usaron marcadores de proteinas de bajo peso molecular de Bio-Rad para
la estimacion del peso y posicion de las bandas encontradas (Prestained
Standards: 161-0305 Prestained SDS-PAGE Standards, low range y 161-0318
Prestained SDS-PAGE Standards, broad range).

Los geles se tineron con plata. Primero se fijaron con una solucion de
etanoi: acido acético (3:1) durante mas de 3 horas, después se lavaron dos veces
con etanol al 10%, durante 10 min y luego con agua desionizada 3 veces durante
10 min. Posteriormente se dejaron en solucién del granjero durante 1 h y se
lavaron con agua 3 veces durante 10 min (hasta dejar los geles incoloros
nuevamente). Se tifieron con nitrato de plata 0.1% durante 30 min y se lavaron con
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agua 20 seg para poder revelar con carbonato de sodio al 2.5% en formaldehido al
0.02% durante un lapso de S a 10 min, en seguida se lavo con acido aceético al 1%
5 min y después con agua 3 veces 10 min, para aclarar con solucion de granjero y
por udltimo lavarlos con agua varias veces y poder pasarlos a una solucion de
conservacion (carbonato de sodio 0.03% y glicerol 3%).

4.9 Western Blot

Se llevo a coabo una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes. La concentracion del gel de separacion fue del 15% y de 1.5
mm de grueso, esto es porque en cada pozo se colocaron 10 ng de proteina. Las
condiciones en las que se corrid el gel fueron iguales a las explicadas en el

procedimiento anterior.

Posteriormente se hizo la transferencia himeda, para la cual, la camara
Mini-Protean Il de Bio-Rad, se llendé con buffer de transferencia, se cortaron los
trozos de la membrana de nitrocelulosa del tamafno de los geles y se
humedecieron en el buffer. Después se colocaron sobre el gel y todas las partes
se fueron humedeciendo. Primero se coloco la esponja sobre el soporte, después
un papel filtro siguiendo con el gel, el cual se colocé de manera que los
marcadores de peso molecular quedaron del lado derecho, luego se coloco la
membrana de nitrocelulosa y encima otro papel filtro, una esponja y se cerrd la
rejilla de soporte. Las dos rejillas se colocaron en la camara teniendo cuidado de
ubicarlas de acuerdo a la carga. Posteriormente, se corrioc a 500 volts, 200
miliamperes y 200 watts durante 3 h.

Después de transcurridas las tres horas, se sacaron las membranas y se
pusieron en leche descremada (Svelty en polvo) al 5% en PBS con el objeto de
bloquear los espacios libres. Seguido de esto, se lavaron 3 veces 5 min con PBS-
Tween al 0.1% con agitacion y se colocd el primer anticuerpo, dejando incubar
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toda la noche a 4°C con agitacion. En seguida, se lavaron nuevamente las
membranas con PBS-Tween 0.1% 3 veces durante 5 min para poder adicionar el
segundo anticuerpo, con el cual se dejoé incubar 1 h a temperatura ambiente en
agitacion. Por ultimo se volvieron a lavar las membranas con PBS-Tween 0.1% 3
veces, 5 min el ultimo de ellos se hizo sdlo con PBS para eliminar el detergente.

Del primer anticuerpo, obtenido del suero humano de una paciente con una
infecciéon subclinica por Escherichia coli O157:H7, se hizo una dilucién 1:50 y del
segundo, que fue un anti IgG humano marcado con peroxidasa, se hizo una
dilucién 1:5000, ambas diluciones se hicieron en leche descremada al 5% en PBS.

Posteriormente se revelaron las membranas con quimioluminiscencia. Para
lo cual fueron expuestas a una mezcla de los reactivos de luminiscencia (3.5 mL
de luminol y 3.5 mL de reactivo oxidante, No. de catalogo NEL105, NEN™ |Life
Science Products), durante unos minutos. Se quitd el exceso de liquidos de las
membranas y fueron colocadas sobre un chasis para placas radiograficas. En un
cuarto obscuro se expusieron las superficies de las membranas a las placas
radiograficas (KODAK Bio Max film) durante unos segundos, de tal manera que la
luz emitida por los reactivos de Iluminiscencia velan las placas permitiendo

observar la reaccion proteina — anticuerpo.

Se enjuagaron nuevamente las membranas con PBS-Tween 2 veces 5 min
y también con TB otros 5 min para después poder exponerlas a una mezcla de 30
mg de 4-cloro-1-naphtol que fueron disueitos en 10 mL de metanol. A esto se
adicionaron 40 mL de TB y 16.5 uL de H20.. Las membranas se dejaron en esa
solucion durante aproximadamente 10 min para que se lleve a cabo la reaccién y
comience a observarse color en las bandas. La reaccion se paré con agua de la

llave antes de que el fondo comenzara a obscurecerse.
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La comparacion de los perfiles electroforéticos de cada condicién y cada
cepa se hizo analizando los pesos moleculares de las bandas por computadora,
mediante un programa que analiza la imagen del gel y reporta los pesos
moleculares detectados para cada banda (Documentador de imagenes, Kodak
1D3, Scientific Imaging Systems, Serial B7-111748-7B1911-231311). Se decidio
dar un rango del +/-2%, asi las bandas que tuvieran pesos moleculares dentro del
rango de la proteina observada, fueron consideradas proteinas semejantes.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Identificacién de las cepas

Para determinar la pureza e identidad de las bacterias en estudio, se realizd
la identificacion biogquimica y serologica. Los resultados confirmaron que estas
corresponden a las cepas de Escherichia coli con serotipos O157:H7 y O88:H25.

5.2 Capacidad de sobrevivencia a diferentes condiciones de estrés

Para determinar el nimero de bacterias (UFC) con los que se estaba
trabajando, se realizaron dos cultivos subsecuentes en el mismo medio antes de
someter a las bacterias al estrés correspondiente. Los datos obtenidos mostraron
que, en general, la concentracidn de microorganismos fue constante en los
preindculos y sdélo hasta después de |la incubacion posterior al estrés (3 y 6 horas,
cuadro 1), fue cuando se presentaron cambios. Con la cepa testigo, las cuentas de
UFC no se modificaron durante los distintos tiempos de incubacion, al respecto
consideramos que probablemente se deba a un error metodoldgico. Una de .las
situaciones posibles es que la cantidad inoculada en el tiempo cero (después del
cultivo nocturno), fue menor a la indicada y por o mismo después de 3 h de
incubacion se observa lo que parece una disminucion en la cuenta.

El tratamiento con choque térmico ocasiond disminucion en una unidad
logaritmica (Cuadro 1), en el crecimiento de la cepa O157:H7 observandose las
mismas cuentas a las 3 y 6 horas. Al someter las mismas bacterias a estrés acido,
se observo una disminucién en la concentracion de microorganismos de tres ciclos
logaritmicos a las 3 horas. El efecto a las 6 h fue de inhibicion total del
crecimiento. Lo anterior podria estar relacionado con la propiedad conocida como
“estado viable no cultivable” ya que no se detectdé sobrevivencia, pero si sintesis
de proteinas. Esta condicidbn permite que los microorganismos mantengan
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funciones vitales; sin embargo, cambian su morfologia y pierden la capacidad de
crecer en medios comunes (Castro, 2001).

La combinacién de choque térmico mas estrées acido al que fueron
sometidas las bacterias, originé que no hubiese desarrollo de bacterias viables en
ninguno de los tiempos de ensayo (3 y 6 horas). Nuevamente se considera la
aparicion del estado viable no cultivable que permite a las bacterias sobrevivir,

pero no desarrollarse de manera visible.

Cuadro 1. UFC/mL. de la cepa de E. coli O157:H7 en las diferentes condiciones de
ensayo y bajo diferentes tratamientos de estrés.

Precultivo Cultivo Nocturno Tiempo 3h 6 h
to te to te cero incubacion | incubacion
Control [ 1.3x107 | 6.7x10° | 6x10° 5x10° 1.4x10°% 4x107 1.4x10°8
CHT 3x107 6x10° 3x10” | 5x10° . 1.4x10° 3.3x10°
5x10°
5x108 ™
EA 6x107 7x10° 3x107 5x10° 7x10° 6x10° R —
T+A 5x107 7x10° | 2x107 | 7x10° . ---- ----
3x10°
6x10% "

CHT, choque térmico; EA, estrés acido; T + A, choque térmico mas estrés acido.
*Antes del choque térmico

**Después del choque térmico

--— No se observaron colonias

Con la cepa 088:H25, los resultados de las unidades formadoras de
colonias en cada tiempo de ensayo fueron muy semejantes a los reportados para
la cepa O157:H7 (Cuadro 2).
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Cuadro 2. UFC/mL de la cepa de E. coli O88:H25 en las diferentes condiciones de
ensayo y bajo diferentes tratamientos de estrés.

Precultivo Cultivo Nocturno Tiempo 3h 6 h
to te to te cero incubacion | incubacién
Control 2x107 1x10"% | 1.3x107 [ 2.6x10° 1x10° 1%x107 2x10°%
CHT 4x10° 2x10° 3.4x107 | 7.8x10° R 1x10° 1x10°
5.4x10°
8.1x10%”
EA 1x10° 2x10° 5x10° 5x10Y 1.3x10°% 5x10° --=~-
T+A 1x107 | 2x10° 1x107 | 3.5x107 . ---- ----
1.5x10°
2x10%™

CHT, choque térmico; EA, estrés acido; T + A, choque térmico mas estrés acido.
*Antes del choque térmico

**Después del choque térmico

--— No se observaron colonias

5.3 SDS-PAGE e inmunoelectrotransferencia proteinas de membrana externa

Se analizaron los perfiles electroforéticos de las proteinas de membrana
externa obtenidas en cada una de las condiciones de estrés. Estos se compararon
con los perfiles de las OMPs obtenidas con las cepas no tratadas. El analisis
mostro la presencia de bandas especificas para cada tipo de estrés, asi como
algunas que son similares entre los diferentes tratamientos. Lo observado indica
que dependiendo del tipo de estrés se induce la regulacién en la expresiéon de
diferentes genes, como lo pueden ser aquéllos que codifican para la expresién de
proteinas de choque térmico, o de otros mecanismos encargados de la protecciéon

de las células (Booth, 2001).

El analisis de los perfiles electroforéticos en el ensayo de 3 horas de
incubacion, después de haber sometido a la cepa O157:H7 a los diferentes tipos
de estrés, mostro pocas diferencias con respecto a las que presentod el control, sin
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tratar (Figura 1). Sin embargo, se observaron algunas proteinas, que parecen ser
sintetizadas especificamente para cada situacion de estrés, (cuadro3).

Después del choque térmico se observo la expresion de dos proteinas con
pesos moleculares de 72,960, y 43,2082y Da. Con el estrés acido se sintetizé una
proteina de bajo peso molecular (14,3705 Da). Como respuesta a la combinaciéon
de ambos tratamientos se sintetizaron otras proteinas con peso molecular de

74,090, y 48,2864, Da.

Resulta relevante indicar que el estrés térmico aunado al estrés acido (T+A)
es una condicion en la que pareciera ser que las bacterias responden de modo
diferente, ya que el perfil electroforético mostréo no sdélo la sintesis de nuevas
proteinas sino también la desaparicion de algunas con respecto a las del control.
Dos proteinas con peso molecular de 50,309, y 28,452(7) Da no se observaron
después de aplicar el estrés. Aunque pudiera pensarse que la combinacion de
ambos tipos de estrés dispararia en la bacteria mecanismos de defensa en los
cuales se sintetizan mas proteinas para proteger contra las dos condiciones, al
parecer solo dos proteinas (3 y 4) son especificas para esta condicion.

La presencia de dos o mas proteinas con el mismo peso molecular en los
diferentes tratamientos no asegura que se trate de la misma. Para corroborar la
identidad de las proteinas se realizé su caracterizacion por medio del ensayo de
Western blot. Se considera que las proteinas que sean identificadas por el

anticuerpo presentan identidad inmunogénica.

Las proteinas identificadas por inmunotranferencia tienen gran relevancia
ya que probablemente cumplen un papel especifico en la sobrevivencia de las
bacterias sometidas a estrés. Para sobrevivir la bacteria requiere de la sintesis de
proteinas que le confieran la capacidad para resistir los cambios de pH,
temperatura, etc., que se presentan durante su paso por el organismo antes de

llegar a su érgano blanco.
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El analisis por inmunoelectrotransferencia de las proteinas de membrana
externa de E. coli O157:H7 mostré que el anticuerpo reacciond con la proteina de
74,0903y Da (Figura 2), inducida por el estrés térmico mas acido (T+A) y con la de
43,2082y Da, inducida por el choque térmico (CHT). El suero empleado reacciond
ademas con una proteina de 39,5254, Da que fue identificada en todas las
condiciones. El hecho de que estas proteinas sean reconocidas por los
anticuerpos, abre la posibilidad de su empleo como inmundégenos, que pudieran
ser utilizados para diagndstico o vacunas. Se requiere hacer la purificacion y
secuencia de los aminoacidos de las proteinas para determinar su funcion en la
bacteria, asi como su posible asociacion en la respuesta a estrés.
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PM C CHT T+A EA PM kDa
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Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15%. E. coli O157:H7 sometida
a situaciones de estrés con 3horas de incubacion. PM, marcadores de peso
molecular; C, control; CHT, choque térmico; T+A, choque térmico mas estrés
acido; EA, estrés acido.

1-5, OMPs expresadas despuées de aplicar estrés; 6 y 7, OMPs expresadas por el
control y que no fueron detectadas después de aplicar estrés.
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Figura 2. Western Blot de las OMPs obtenidas para los diferentes tipos de estrés
después de 3h de incubacion E. coli O157:H7. PM, marcadores de peso
molecular; C, control; CHT, choque térmico; T+A, choque térmico mas estrés

acido; EA, estrés acido.
2 y 3, OMPs que reaccionaron con el suero de manera especifica para el estrés
térmico y térmico mas acido, respectivamente; 8, OMP identificada en todos los

casos.
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Después de 6 h de incubacion posteriores al tratamiento estresante, se
observo que el choque térmico induce la sintesis de tres proteinas (Figuras 3 y 4,
cuadro 4), una de las cuales se observo desde las tres horas de incubacion
(43,208(2) Da). De las otras dos, la proteina con peso molecuiar de 27,451, Da se
observé en SDS-PAGE, pero no fue reconocida por los anticuerpos. La segunda
con un peso molecular de 18,752(,0y Da aunque reacciono con el anticuerpo no se
observé en SDS-PAGE. Esta ultima observacion puede estar relacionada con una
expresion pobre de la proteina, sin embargo, por el hecho de que el inmunoblot es
mas sensible permite detectar la proteina aunque su concentracion sea baja.

Con el estrés térmico+acido, se observo la expresion de dos nuevas
proteinas, las cuales fueron identificadas por el suero. El con peso molecular de
estas fue de 64,978(11) y 44, 75012y Da. Nuevamente sélo una de ellas (64,978 Da)

se observo en el gel.

El estrés acido mostré cambios en el perfil con respecto a lo observado a
las 3 horas, en una proteina con peso molecular de 78,158(13, Da la cual también

se expresa al aplicar el estrés térmico+acido.

Se sabe que al entrar en fase estacionaria las bacterias sintetizan proteinas
de estrés, el hecho de dar un tratamiento estresante antes de flegar a la fase
estacionaria, podria dar origen a la expresion de proteinas con dichas
caracteristicas (Rees y col., 1995). Estudios previos muestran que a las 6 h la
bacteria se encuentra en fase estacionaria (Cueto, 2001), esta puede ser la razén
por la que se observaron proteinas similares en el control a las 6 h de incubacion y

a las 3 h después del estrés.
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PM C CHT T+A EA PM kDa

Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15%. E. coli O157:H7 sometida
a situaciones de estrés con 6h de incubacion. PM, marcadores de peso molecular;
C, control; CHT, choque térmico; T+A, choque térmico mas estrés acido; EA,

estrés acido.
2,9 11 y 13: OMPs expresadas de manera especifica para los diferentes tipos de

esrés.
1, 3 y 4: OMPs expresadas por el contro! después de 6 h de incubacion.

6 y 7: OMPs detectadas para el control y después de someter a las bacterias a
estrés térmico mas acido.
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Figura 4. Western Blot de las OMPs obtenidas para los diferentes tipos de estrés
después de 6h de incubacidn E. cofi O157:H7. PM, marcadores de peso
molecular; C, control; CHT, choque térmico; T+A, choque térmico mas estrés
acido; EA, estrés acido.

2 y 10: OMPs identificadas por el anticuerpo para CHT

11 y 12: OMPs identificadas por el anticuerpo para T+A.
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Para evaluar si la expresion de proteinas asociada a diferentes tipos de
estrés es un evento especifico de E. coli O157:H7 o una situacibn comun en
bacterias adaptadas para sobrevivir en ambientes acidos. Para esto se selecciono
la cepa de E. coli O88:H25, aislada del pozol (Sainz y col., 2001), dado que en
ensayos previos mostré su capacidad de sobrevivencia en medio acido (Cueto,

2001).

Con respecto a la expresion de OMPs de la cepa de E. coli O88:H25
después del choque térmico incubada durante 3 horas, se observé la expresion de
dos proteinas (Cuadro 3), una de peso molecular de 132,134(4 Da y otra de
68,656(15y Da, que no se detectaron en la cepa O157:H7 (Figura 5). Sin embargo,
cuando el analisis se realizé después de 6 horas de incubacién, se observé en el
perfil de SDS-PAGE (Figura 7) una proteina de 22,2416y Da y otra de 43,2082
Da. El ensayo de western biot, revelé que ambas proteinas (2 y 16) (Cuadro 4),
son reconocidas por el anticuerpo (Figura8), y que la de mayor peso (43,208.3
Da) es producida por las dos cepas estudiadas (O157:H7 — O88:H25).

En los ensayos de la cepa O88:H25, también se obtuvieron las proteinas de
membrana externa para el estrés acido y para el estrés térmico aunado acido; sin
embargo, el efecto disminuy® de manera importante la masa bacteriana
ocasionando que la concentracion de proteinas obtenida fuera tan poca que no se

logré detectar.
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Figura 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15%. Control y choque térmico de las
cepas de Escherichia coli O157:H7 y 0O88:H25, posterior a 3h de incubacion.
Concentracion 2.03ug/mL. PM, marcadores de peso molecular; Coiszivr Y CHTo1s7:m7
control y choque térmico de la cepa de E. coli O157:H7; Coasnzs ¥ CHTosenzs control y
choque térmico de la cepa de E. coli O88:H25.

14 y 15: OMPs expresadas solo por E. coli O88:H25
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Figura 6. Western Blot de las OMPs obtenidas para el control y choque térmico de las
cepas O157:H7 y O88:H25 de Escherichia coli, a las 3h de incubacién. Mw, marcadores
de peso molecular; Co1s7.47 Y CHTo1s7.47 control y choque térmico de la cepa de E. coli
O157:H7; Coss:Hzs Y CHTogs.nzs control y choque térmico de la cepa de E. coli O88:H25.
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Figura 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15%. Contro!l y choque térmico
de las cepas de Escherichia coli O157:H7 y 0O88:H25, posterior a 6h de
incubacién. Concentracion 2.03ug/mL. PM, marcadores de peso molecular;
Cois7:H7 Y CHTois7:47 control y choque térmico de la cepa de E. coli O157:H7;
Coss:H2s Y CHToss:H25 control y choque térmico de la cepa de E. coli O88:H25.

2: OMP expresada por ambas cepas

16: OMP expresada solo por E. coli O88:H25
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Figura 8. Western Blot de las OMPs obtenidas para el control y choque térmico de
las cepas O157:H7 y O88:H25 de Escherichia coli, a las 6h de incubacion. PM,
marcadores de peso molecular; Cois7:H7 Y CHTo1s7:17 control y choque térmico de
la cepa de E. coli O157:H7; Coss:hzs Y CHToss:Hzs control y choque térmico de la
cepa de E. coli O88:H25.

2: OMP identificada por el anticuerpo para ambas cepas

10 y 16: OMPs identificadas por el anticuerpo para las cepas de E. coli O157:H7 y

088:H25 respectivamente.
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Cuadro 3. Pesos moleculares de las OMPs expresadas después de someter a las
cepas de E. coli (O157:H7 y O88:H25) a diferentes tipos de estrés. Con 3 h de

incubacion.
Estrés PM (Da) de PM (Da) de PM (Da) de PM (Da) de
OMPs OMPs OMPs OMPs
identificadas identificadas identificadas identificadas
en SDS-PAGE en Western en SDS-PAGE en Western
de O157:H7 blot de de O88:H25 blot de
0157:H7 088:H25
CHT 1.- 72,960 14.- 132,134
2.- 43,208 2.- 43,208 15.- 58,556
T+A 3.- 74,090 3.- 74,090
4.- 48,286
EA 5.-14,370

CHT, choque térmico; T+A, chogque térmico mas estrés acido; EA, estrés acido.

Cuadro 4. Pesos moleculares de las OMPs expresadas después de someter a las
cepas de E. coli (O157:H7 y O88:H25) a diferentes tipos de estrés. Con 6 h de

incubacién.
Estrés PM (Da) de PM (Da) de PM (Da) de PM (Da) de
OMPs OMPs OMPs OMPs
identificadas identificadas identificadas identificadas
en SDS-PAGE en Western en SDS-PAGE en Western
de O157:H7 blot de de 0O88:H25 blot de
0157:H7 088:H25
CHT 9.- 27,451
2.- 43,208 2.- 43,208 2.- 43,208 2.- 43,208
12.- 18,752 16.- 22,241 16.- 22,241
T+A 11.- 64,978 11.- 64,978
12.- 44,750
13.- 78,158
EA 13.-78,158

CHT, choque térmico; T+A, choque térmico mas estrés acido; EA, estrés Acido.
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Los resultados obtenidos indican claramente un comportamiento diferente
de ambas cepas ante el estrés, el cual varia dependiendo del tiempo de
incubacion. Este hecho plantea la regulacion en la expresion de genes asociado a
las condiciones ambientales, situacion importante para la sobrevivencia de la

bacteria.

Por otro lado es importante observar que estos cambios se dan durante la
infeccion en el hospedero, lo cual se demuestra por la reaccion de algunas
proteinas con el suero. Esto indica que la bacteria presenta periodos de
adaptacion durante el proceso infeccioso, los cuales pudieran estar relacionados

con las manifestaciones clinicas del paciente.

Wang y Doyle (1998), al estudiar la influencia que tiene el choque térmico
sobre el incremento en la tolerancia al acido de la cepa de Escherichia coli
0157:H7, observaron la presencia de dos proteinas de membrana externa de bajo
peso molecular (22 y 15 kDa) sintetizadas por la bacteria. Su expresion fue
detectada inmediatamente después del choque térmico (48°C durante 10 min). La
secuencia de la parte amino terminal de la proteina reporté que la proteina de
membrana externa de 22 kDa es componente de una alquil hidroperoxido
reductasa, que probablemente se encarga del transporte de protones. Por otro
lado la proteina de 15 kDa tal vez esté implicada en la reparacion del DNA cuando
ha sufrido dafio oxidativo. Cueto (2001) reportd que al someter a choque térmico
las cepas de Escherichia coli O157:H7 y O88:H25 (aislada del pozol), sintetizaron
una proteina de membrana externa de bajo peso molecular (de entre 19 y 22 kDa)
similar a una de las reportadas por Wang y Doyle.

Lo anterior coincide con lo observado en este trabajo, ya que la cepa de E.
coli O157:H7 sintetizé una proteina de membrana externa de 18,752 Da y la
aislada del pozol (088:H25), una de 22,245 Da. El no haber encontrado la
proteina de mas bajo peso molecular (15 kDa) en la cepa O157:H7 puede estar
relacionado con que la cepa O157:H7 utilizada era una clona diferente.
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Los resultados muestran que aunque hay concordancia en la expresion de
algunas proteinas, existen otras que son diferentes lo que plantea la existencia de
mecanismos de respuesta convergentes asi como otros diferentes.

Un aspecto de mayor importancia es relacionar la secuencia de las
proteinas identificadas para saber la funcién que cumplen en la sobrevivencia de
las bacterias cuando se encuentran ante situaciones de estrés. Cabe mencionar
que algunas de las proteinas de membrana externa reportadas en este trabajo,
probablemente tengan la funcidon de proteinas chaperonas, ya que la acidificacion
del ambiente afecta la actividad de proteinas asociadas a la superficie de la célula
(superficie exterior de la membrana citoplasmatica, periplasma, membrana
exterior, pared celular). Se ha reportado que una de las funciones de estas
proteinas es evitar la aglutinacion de proteinas como consecuencia de un pH
acido. Esto es importante para que sigan manteniendo su funcién biolégica (Booth
y col., 2002). Lo anterior ocurre también durante el estrés térmico, ya que hay
proteinas que se desnaturalizan debido a la temperatura alta, entonces existen
sistemas de proteccion que son inducidos para proteger proteinas danadas (Yura

y col, 2000).

Otras de las proteinas encontradas podrian formar parte de los sistemas
que tiene la bacteria para alcalinizar el periplasma, por lo que pudieran estar
encargadas del transporte de protones fuera de la membrana (Wang y Doyle,

1998).
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

El presente trabajo se realizé con el fin de profundizar en el conocimiento
sobre la expresion de proteinas de membrana externa sintetizadas por Escherichia
coli O157:H7 y O88:H25 como respuesta a diferentes tipos de estrés. Resulta de
interés practico estudiarlas, debido a que los tratamientos acidos y/o térmicos de
mediana intensidad, asi como el desarrollo de resistencia o tolerancia de los
microorganismos presentes en estas condiciones en los alimentos fermentados,
representan un peligro potencial para la seguridad alimentaria.

Las dos cepas sobrevivieron a las condiciones de estrés térmico y acido,
siendo la sobrevivencia mayor cuando se aplicé el choque térmico antes del acido.
Como respuesta a las situaciones de estrés las bacterias sintetizaron proteinas de

membrana externa.

Tanto E. coli O157:H7 como 088:H25 expresaron OMPs comunes y otras
diferentes asi como especificas en respuesta a cada tipo de estrés a los que
fueron sometidas. Después de un tiempo de incubacion mayor (6 h), algunas
proteinas también fueron expresadas por la cepa control, esto puede estar
relacionado con la fase de crecimiento ya que cuando las bacterias alcanzan la

fase estacionaria sintetizan proteinas de estrés.

El analisis por Western blot con el anticuerpo perteneciente a una persona
que estuvo en contacto con E. coli O157:H7 permiti® detectar las proteinas de
membrana externa que se inducen en situaciones naturales como lo es el proceso
infeccioso, asi como detectar queé proteinas son producidas por ambas cepas.

Una proteina de 43,208 Da correspondiente al choque térmico, fue la dnica
producida por las dos cepas estudiadas. Esta observacion permite suponer que
cada una de estas cepas usa mecanismos diferentes para sobrevivir a condiciones

de estrés.
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CAPITULO VIi. RECOMENDACIONES

Obtener anticuerpos de las proteinas correspondientes para cada tipo de
estrés y cada cepa con el objeto de identificar estas mismas en otras bacterias,

utilizandolo como un método de deteccion.

Secuenciar las fracciones proteinicas con identidad inmunogénica,
encontradas tanto en la cepa de E. coli O157:H7 como en la O88:H25. Ya que por
sus caracteristicas podria determinarse su funcidon en la proteccion de las células

sometidas a diferentes tipos de estrés.
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