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1. RESUMEN

Escherichia coli enteropatdgena (EPEC) se adhiere a la mucosa intestinal de tal forma que
destruye las microvellosidades, altera el citoesqueleto y se adhiere intimamente a la membrana de
las células hospederas produciendo lesiones denominadas de adherencia y eliminacion (attaching
and effacing lesions, A/E). Sin embargo, poco se sabe sobre el proceso de adherencia y
colonizacion via fimbrias y/o adhesinas especificas que inician la interaccion entre la bacteria y la
mucosa intestinal, asi como el anclaje de la bacteria sobre la superficie de los enterocitos.
Previamente, demostramos que los anticuerpos tipo inmunoglobulina A secretora (slgA) de leche
materna inhibieron la adherencia de una cepa de EPEC a células cultivadas. El objetivo de la
presente investigacion fue identificar y caracterizar las proteinas de EPEC que interaccionen o
medien la adherencia a células epiteliales, e identificar las proteinas de EPEC que reaccionan con
los anticuerpos sIgA de leche materna en células HEp-2 infectadas. Con el fin de hacer esto se
desarrollé un método in vitro con proteinas desprendidas de la bacteria para que interaccionen
con células HEp-2. También se utilizé la inoculacidn de células HEp-2, como modelo de infeccidn
para investigar las proteinas que EPEC transfiere a las células, para este propdsito se obtuvieron
fracciones sub-celulares (citoplasmatica, membrana y citoesqueleto), y se analizaron por
inmunodeteccidon (Western blotting) con anticuerpos slgA de leche materna. En los ensayos de
reconocimiento a células se detectaron primordialmente 4 proteinas (de masa molecular
aproximada de 43, 70, 90 y 115 kDa) de EPEC las cuales mostraron capacidad de unirse a las
células HEp-2, una de estas proteinas se identificd por su secuencia de aminoacidos como la
proteina de choque térmico-70 (Hsp-70). La Hsp70 purificada a partir de la superficie bacteriana
de EPEC fue capaz de adherirse a células HEp-2, indicando que puede ser parte del conjunto de
proteinas que median la adherencia de EPEC a las células epiteliales. De las proteinas transferidas
por EPEC a las células HEp-2, los anticuerpos slgA reaccionaron con Tir y EspB en las fracciones
citoplasmaticas y de membrana y con intimina principalmente en la fraccion de membrana. Los
anticuerpos slgA también reconocieron a la proteina Hsp-70 de EPEC en la fraccién de membrana
de las células HEp-2 infectadas. La proteina EspC secretada al medio reacciond fuertemente con
los anticuerpos slgA. Una proteina de 115 kDa de EPEC no relacionada con la proteina EspC se
detectd en el citoplasma de las células HEp-2 infectadas, sugiriendo que es una nueva proteina

translocada por EPEC. Los resultados indicaron que hay una respuesta fuerte de los anticuerpos



slgA contra Tir e intimina en el hospedero, las cuales son proteinas esenciales para que el

patogeno productor de la lesion A/E medie la enfermedad.

2. ABSTRACT

Enteropathogenic E. coli (EPEC) adheres to the intestinal mucosa in a way that destroys
the microvilli, disrupts the cytoskeleton and intimately attaches to the host cell membrane to
produce a characteristic attaching and effacing (A/E) lesions. However, little is known about the
process of adherence and colonization via fimbriae and / or specific adhesins to initiate the
interaction between the bacteria and the intestinal mucosa, as well as the bacterial anchorage
onto the surface of enterocytes. Previously, we showed that secretory immunoglobulin A (slgA)
antibodies isolated from human milk inhibited adhesion of an EPEC strain to cultured cells. The
objective of this research was to identify and characterize proteins that interact or mediate EPEC
adherence to epithelial cells, and identify EPEC proteins that are recognized by human sigA
antibodies in infected HEp-2 cells. In order to do this, an in vitro method which comprises the
interaction between the proteins released from the bacteria and HEp-2 cells was developed.
Inoculation of HEp-2 cells, as a model of infection was also used to investigate EPEC proteins
transferred into cells, for this purpose sub-cellular fractions (cytoplasmic membrane and
cytoskeleton) were obtained, and probed with sIgA antibodies from human milk and analyzed by
Western blotting. In the HEp-2 cells recognition assay four EPEC proteins (approximate molecular
mass of 43, 70, 90 and 115 kDa) which showed ability to bind to cells were detected, one of these
resulted to be the Heat-shock protein 70 (Hsp-70). Hsp70 purified from the bacterial surface of
EPEC was able to adhere to HEp-2 cells, indicating that it may be part of the set of proteins that
mediate EPEC adherence to epithelial cells. From the proteins transferred by EPEC to HEp-2 cells,
the slgA antibodies reacted with Tir and EspB in cytoplasmic and membrane fractions and with
intimin in the membrane fraction mainly. SIgA antibodies also recognized the EPEC Hsp-70 protein
in the membrane fraction of infected HEp-2 cells. The EspC protein secreted to the medium
reacted strongly with the slgA antibodies. An EPEC 115 kDa protein, unrelated to the EspC protein
was detected in the cytoplasm of infected HEp-2 cells, suggesting that this is a new protein
translocated by EPEC. The results indicates that there is a strong host slgA antibody response to Tir
and intimin, which are essential proteins for A/E pathogen mediated disease.
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3. INTRODUCCION

Escherichia coli fue descubierta en 1885, es una bacteria anaerobia facultativa que
forma parte de la microbiota intestinal humana. Esta bacteria coloniza el tracto
gastrointestinal dentro de las primeras horas después del nacimiento y establece una
relacion de beneficio mutuo con el hospedero a lo largo de la vida (Lai et al, 2013). Sin
embargo a través de la adquisicién de islas de patogenicidad (PAIl), profagos y plasmidos
ciertas clonas de E. coli poseen la habilidad de colonizar especificos sitios anatdomicos y
causar enfermedad (Schmidt 2010; Lai et al, 2013).

Un importante paso en la colonizacion del tracto gastrointestinal humano por las
bacterias es la adherencia de éstas a la superficie de la célula hospedera. Aunque la
adherencia es esencial para mantener la microbiota normal del intestino, es critica en la
primera fase de todas las infecciones diarreicas, causadas por las cepas patdgenas de E.

coli (Torres et al, 2005).
3.1 E. coli diarreagénicas

Tradicionalmente las cepas de E. coli diarreagénicas se dividen en 6 patotipos
(Clements et al, 2012): (i) E. coli enterotoxigénica (ETEC), (ii) E. coli enteroinvasiva (EIEC),
(iii) E. coli de adherencia difusa (DAEC), (iv) E. coli enteroagregativa (EAEC), (v) E. coli
enterohemorragica (EHEC) y (vi) E. coli enteropatégena (EPEC); estdn surgiendo nuevos
patotipos, tal es el caso de E. coli 0104:H4, una cepa EAEC productora de la toxina
termoestable (Stx), que causé un brote letal en Alemania en 2011 (Lai et al, 2013; Frank et

al, 2011; Rohde et al, 2011).

ETEC. El mecanismo cldsico de la patogénesis de ETEC es la colonizacion del intestino
delgado, la misma que se encuentra mediada a través de los mas de 25 factores de
colonizacidén (CFs) que se han identificado en cepas ETEC aisladas de humanos, los cuales
permiten que la bacteria se adhiera a la mucosa. Entre los mas comunes se encuentran
CFA/1, CFA/Il y CFA/IV (Croxen y Finlay 2010). Estudios recientes demostraron que el

flagelo que se une transitoriamente con la adhesina EtpA, funciona como un factor de
3



adherencia de ETEC a células epiteliales. Los CFs y el flagelo estan involucrados en la
adherencia inicial a las células epiteliales y la adherencia intima se le atribuye a las
proteinas de membrana externa Tia y TibA (Dorsey et al, 2006).

La diarrea mediada por ETEC es debida a la secrecidon de la toxina termo-estable
(ST) y/o a la toxina termo-labil (LT) (Croxen y Finlay 2010). Las toxinas ST se clasifican en
STa o STb basadas en su funciéon y estructura. La toxina ST que estd asociada con
infecciones en humanos, se une a los receptores guanidilciclasa en las microvellosidades
intestinales, estimulando el incremento del GMP ciclico intracelular. La toxina STb se
asocia con cepas de ETEC porcinas, aunque también ha sido encontrada en cepas ETEC
gue infectan humanos. La toxina LT es estructural, funcional e inmunolégicamente similar
a la toxina del cdlera (CT). Sin embargo la toxina CT es secretada extracelularmente,
mientras que la toxina LT es atrapada en el periplasma bacteriano y liberada después de la
lisis celular (Svennerholm, 2011; Dubreuil, 2012). La toxina LT es una enterotoxina termo-
Iabil que activa la adenilato-ciclasa en los enterocitos (Dubreuil, 2013) y ha sido asociada
con el lipopolisacarido en la superficie bacteriana, facilitando la adherencia de la bacteria
a la célula. (Arenas-Herndndez et al, 2012). ETEC secreta una metaloproteasa llamada
YghlJ, que degrada la mucina en el intestino delgado facilitando su acceso a los enterocitos

(Luo et al, 2014).

EHEC. Es causa potencial de diarrea asociada con alimentos contaminados. EHEC es
responsable de la colitis hemorragica y del sindrome urémico hemolitico (HUS), (por sus
siglas en inglés, haemolitic uremic syndrome). Mientras que la diarrea con sangre sin
complicaciones es provocada por la toxina Shiga (colitis hemorragica), algunos pacientes
progresan a sindrome urémico hemolitico (HUS), que puede provocar una lesion renal
aguda y como consecuencia, la muerte (Page et al, 2013). El principal factor de virulencia
de EHEC es la toxina Shiga (Stx), también conocida como verocitotoxina, (STEC). Existen
dos subgrupos de Stx (Stx1 y Stx2); la toxina Stx2 es mas prevalente en colitis hemorragica

y HUS que la toxina Stx1 (Croxen y Finlay, 2010). La toxina Stx1 es muy similar a la toxina



tipo 1 de Shigella dysenteriae (Pennington et al, 2012). El genoma de EHEC contiene la isla
de patogenicidad LEE y su intima adherencia a la célula hospedera ocurre por la
interaccion de la proteina intimina y su receptor Tir, al igual que EPEC. Esta adherencia
puede ser aumentada por la interaccion de intimina con nucleolina, que es un receptor de
intimina localizado en la superficie celular y cuya expresidon se incrementa por Stx2
(Robinson et al, 2006). EHEC sobrevive a la exposicidon del acido gastrico en la mucosa
intestinal durante su paso a través del estdmago y utiliza el estimulo del pH bajo para
inducir la expresion de intimina y el sistema de secrecidn tipo lll, facilitando la adherencia
a las células epiteliales y resultando en diarrea una vez que la bacteria ha alcanzado el

tracto intestinal bajo (House et al, 2009).

EIEC. Comparte propiedades bioquimicas, genéticas y patégenas con Shigella (Lan et al,
2004), EIEC comprende 21 serotipos los cuales son definidos por su patrén de antigenos
O, utiliza las células del epitelio intestinal para replicarse. Este patdégeno se adapta a
cambios del medio ambiente (pH gastrico, cambios de temperatura, disponibilidad de
oxigeno, estrés oxidativo y osmolaridad) (Croxen et al, 2013). EIEC es una bacteria no
movil, al igual que unas cepas de Shigella, poseen un largo plasmido de 140 MDa, que
codifica ciertos factores de virulencia. La primera fase de la patogénesis por EIEC
comprende la invasién y penetracién de las células epiteliales, seguida de lisis de la
vacuola endocitica, multiplicacidon intracelular y posterior diseminacion lateral de una
célula otra, tal como lo hace Shigella spp, pero a diferencia de ésta no produce toxina
Shiga, un factor importante que podria explicar la ausencia del sindrome urémico

hemolitico por parte de las cepas EIEC (Nataro y Levine, 1994, Kaper et al, 2004).

EAEC. Es causa de diarrea persistente en nifios donde estas cepas son endémicas y en
adultos infectados con el virus de inmunodeficiencia adquirida (HIV). La clasificacién de
EAEC se basa principalmente en su patrén de adherencia, asi como, en que algunas cepas

colonizan preferentemente el intestino delgado, mientras que otras colonizan tanto el



intestino delgado como el colon (Okhuysen et al, 2010). Una caracteristica comun que
define a las cepas EAEC es la capacidad de producir una apariencia de “ladrillos apilados”
cuando la bacteria se incuba con células epiteliales mantenidas en cultivo (Nataro y Kaper
1998). Los determinantes del fenotipo de adherencia agregativa (AA) se encuentran
contenidos en un plasmido de gran tamafio (pAA), que ademas contiene otros genes de
virulencia y que estan bajo el control de regulador AggR (Gioppo et al, 2000). La
adherencia a la mucosa intestinal de EAEC esta asociada a adhesinas fimbriales (AAF) vy
adhesinas afimbriales también conocidas como proteinas de membrana externa asociadas
con adherencia agregativa (Estrada-Garcia y Navarro-Garcia 2012). EAEC posee varios
factores de virulencia, tales como las toxinas Pet y EAST-1, que se encuentran codificadas
en plasmido y las toxinas Pic y ShET1, que estan codificadas en el cromosoma bacteriano
de EAEC (Czeczulin et al, 1999; Henderson et al, 1999). Pet, es una proteina
autotransportadora serin-proteasa, que induce el incremento de moco y produce
exfoliacion de las células del hospedero. La célula blanco de Pet es una proteina alfa-
fodrina que se une a actina, y el anclaje de esta proteina resulta en reorganizacién de

citoesqueleto de actina (Navarro-Garcia et al, 1998).

DAEC. Este patotipo se caracteriza por un patron de adherencia difuso en monocapas de
células HEp-2 y células Hela. Este patron esta mediado por proteinas codificadas por una
familia de operones que incluyen adhesinas fimbriales (Dr y F1485) y adhesinas
afrimbriales (Afa), llamadas Afa-Dr (Servin et al, 2005). Las cepas DAEC que expresan
algunas de las adhesinas Afa-Dr colonizan el intestino delgado y han sido implicadas en la
diarrea en nifios entre 18 meses a 5 afios de edad. La patogénesis de DAEC parece estar
mediada a través de la interaccién de las adhesinas Afa-Dr con la célula hospedera (Croxen
and Finlay et al, 2010). DAEC desencadena la activacion de diferentes cascadas de
transduccion de sefiales en los enterocitos del intestino delgado, lo cual conduce al
desarrollo de proyecciones celulares largas que envuelven a la bacteria (Kaper et al, 2004).

Las adhesinas Afa-Dr interaccionan con el receptor DAF (del inglés, decay-accelerating



factor), el cual se encuentra en la superficie de las células epiteliales y urinarias. La unién a
DAF resulta en la agregacion de moléculas DAF debajo del sitio donde se adhirié la
bacteria. Esto activa una cascada de sefializacién dependiente de Ca?*, la cual resulta en
una elongacion y dano de las microvellosidades debido al rearreglo de componentes del
citoesqueleto (Servin et al, 2005). La interaccién de las adhesinas Afa-Dr y DAF induce
ademas la secrecion de la interleucina 8 de los enterocitos, promoviendo la migracién de
neutrdéfilos polimorfonucleares (PMNs) a través del epitelio de la mucosa epitelial (Croxen

y Finlay 2010).
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Fig. 1. Patrones de adherencia de los diferentes patotipos de E. coli a las células epiteliales. EPEC
(representado en amarillo) y £, coli productora de toxina Shiga (STEC) (representado en rosa) son patdgenos
extracelulares que se adhieren al epitelio intestinal y forman la lesién A/E. Debido a la presencia de los BFP,
EPEC forma microcolonias resultando en el patrén de adherencia localizada (LA). ETEC (representado en
naranja) utiliza los factores de colonizacién (CFs) para adherirse a las células epiteliales. EAEC (representado
en verde), forma biopeliculas y las bacterias se adhieren a la célula epitelial en apariencia de “ladrillos
apilados”. DAEC (representado en azul), se adhiere en forma dispersa sobre la superficie de las células
intestinales, resultando el patrén de adherencia difusa. AIEC (£ coli adherente invasiva) (representado en
morado) coloniza la mucosa de pacientes con enfermedad de Crohn’s e invaden las células epiteliales, se
replican dentro de los macréfagos. EIEC (representado en rojo) penetra en el epitelio intestinal a través de las
células M, penetra en los macréfagos, se libera de los mismos, seguida de una invasién basolateral a las células

epiteliales adyacentes. Tomado de (Croxen et a/, 2013).



3.2 E. coli enteropatogena (EPEC)

Es la mayor causa de diarrea en niflos menores de 2 afios en paises en vias de
desarrollo (Black et al, 2010). EPEC interactua con la mucosa intestinal, especialmente con
las células epiteliales, e induce cambios celulares en el hospedero (Moon et al, 1983). Esta
bacteria pertenece a un grupo de patégenos con caracteristicas especificas, llamado
familia de patdégenos A/E. Los patdgenos A/E se caracterizan por colonizar el tracto
intestinal de sus hospederos y por la formacién de una lesién histopatoldgica denominada
de adherencia y eliminacion (A/E). De las E. coli diarreagénicas EPEC fue el primer patotipo
en ser identificado. El termino EPEC fue utilizado por primera vez en 1955 para describir
un numero de cepas relacionadas epidemioldégicamente con una serie de brotes de
diarrea infantil entre 1940-1950 en el Reino Unido. Originalmente definida por su
serotipo, las cepas EPEC se clasifican ahora basadas en sus caracteristicas patdgenas
(Croxen y Finlay 2013). Esta bacteria posee especificos determinantes de virulencia como
el factor de adherencia de EPEC (EAF), un plasmido que codifica para los BFP (del inglés
bundle-forming pili), los cuales son requeridos para el fenotipo de adherencia localizada y
formacién de microcolonias que presentan estas bacterias cuando se adhieren a las
células epiteliales (Giron et al, 1991; Trabulsi et al, 2002; Humphries et al, 2010). Otro
determinante de virulencia es la isla de patogenicidad LEE (del inglés locus of enterocyte
effacement), en esta isla se encuentran codificada la adhesina intimina, componentes
estructurales del sistema de secrecion tipo Il (T3SS), (involucrado en la translocacion de
proteinas “efectoras” a la célula hospedera), genes reguladores, chaperonas,
translocadores y 7 proteinas efectoras (EspB, EspF, EspG, EspH, EspZ, Map vy Tir)
(Garmendia et al, 2005; Iguchi et al, 2009). El genoma de EPEC ademas codifica por lo
menos 23 efectores que no se encuentran en la isla de patogenicidad LEE (Nle) (lguchi et
al, 2009; Deng et al, 2012; Croxen et al, 2013).

EPEC, al igual que los patdgenos causantes de diarrea emplea una variedad de

sofisticadas estrategias para colonizar el epitelio intestinal humano: resiste las defensas
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no especificas del hospedero tales como la acidez del estdmago, peristaltismo, exfoliacién
de las células de la mucosa y bacteriocinas, se adhiere al epitelio intestinal y por ultimo lo
coloniza (Souza dos Reis y Horn 2010).

Las cepas EPEC se dividen en dos grupos: tipicas (tEPEC) y atipicas (aEPEC). Las
cepas tipicas se caracterizan por la presencia del pldsmido EAF, mientras que este
pldsmido esta ausente en las cepas atipicas (Trabulsi et al, 2002). Por definicion las cepas
EPEC carecen de los genes que codifican para la toxina Shiga (stx). Las cepas tEPEC
(eae*bfp*stx-) producen el fenotipo de adherencia localiza (LA) y las cepas aEPEC (eae*bfp-
stx-), producen un patrén de adherencia “similar a la adherencia localizada” (LAL),
adherencia difusa (DA) y adherencia agregativa (AA). El fenotipo de adherencia LAL se
encuentra asociado con el pilus ECP (del inglés E. coli common pilus), (Saldafa et al, 2009).

Los BFP contribuyen a la adherencia de la bacteria a la célula eucariética pero
parecen no ser necesarios para causar la enfermedad en humanos. Otras adhesinas (Paa,
LpfA113, lha, Ehx, ToxB, LdaG), presentes en las cepas aEPEC juegan probablemente el
mismo papel que los BFP en la adherencia (Hernandes et al, 2009). Intimina es una
proteina de 94 kDa, codificada por el gen eae, que se encuentra en todas las cepas que
producen la lesion A/E y es requerida para la intima adherencia de EPEC a las células
epiteliales, el dominio N-terminal de esta proteina es altamente conservado entre los
patogenos A/E, mientras que la region C- terminal muestra menos homologia. Diferencias
en la regidon C-terminal de intimina han sido utilizadas para la clasificacion de los distintos
sub-tipos; los subtipos a y B, son encontrados entre las cepas tEPEC y los subtipos a, B, v,
¢, 8 y € ha sido encontrado principalmente en las cepas aEPEC (Tardelli y Gonzalez-Pedrajo

2010).

3.2.1 Modelo de Patogénesis de EPEC

El modelo de patogénesis de EPEC puede dividirse en tres estados: a) adherencia
inicial, y colonizaciéon del intestino b) Translocacidon de proteinas bacterianas a las células

eucaridticas mediante el T3SS que causa el rearreglo del citoesqueleto en los enterocitos y
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c) la intima adherencia de la bacteria a la célula eucarionte por intimina. Los pasos by c

juntos causan la formacién de la lesion A/E (Chen y Frankel 2005).

Pedestal

Fig. 2.- Modelo de patogénesis de EPEC. Tomado de (Lu y Walker 2001)

a) Adherencia inicial

La adherencia inicial de las tEPEC a la superficie del epitelio intestinal estd mediada
por los BFP (Girdn et al, 1991). Los BFP son fimbrias de 7 nm de didmetroy 14 a 20 um de
largo, cuya biogénesis requiere 14 genes codificados en el plasmido de virulencia de 50-70
MDa (EAF). En este plasmido también se encuentran codificados los genes del operdn per
(regulador codificado en el plasmido) que regula la sintesis del BFP y de las proteinas que
secreta EPEC. (Ibarra et al, 2003).

Ademas de los BFP, se ha propuesto que otras adhesinas (fimbriales y no
fimbriales), asi como el flagelo podrian participar en la adherencia de la bacteria a la célula

hospedera (Cleary et al, 2004; Saldafia et al, 2009).
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Fig. 3.- Imagen de microscopia electrénica que muestra el fenotipo de adherencia localizada de EPEC

a células HEp-2. [Tomada de: http:/medschool.umaryland.edu/infeMSD /images.htm]

b) Translocacion de proteinas bacterianas a las células eucariéticas mediante el sistema

de secrecion Tipo Il (T3SS)

Luego del contacto inicial, la bacteria transloca a la célula una serie de proteinas
“efectoras” mediante el T3SS. La mayor parte de estas proteinas estan codificadas en el
cromosoma de EPEC, dentro de una isla de patogenicidad de 35 kb (LEE) (Nataro y Kaper
1998). No obstante, se han encontrado nuevos efectores involucrados en la patogénesis
de EPEC codificados fuera del LEE que también se secretan y se translocan a la célula
hospedera a través del T3SS donde afectan diferentes procesos de sefializacion (Dean et
al, 2005; Croxen y Finlay 2013).

La isla de patogenicidad LEE estd organizada en cinco operones policistrénicos
(LEE1 a LEE5); estos operones forman tres dominios de virulencia que codifican a los
siguientes genes: a) los operones LEE1, LEE2 y LEE3 codifican proteinas componentes del
T3SS (los genes esc y sep); b) LEE4 contiene genes que codifican las proteinas que forman
el translocén como EspA, EspB y EspD; y c) en LEE5 se encuentran los genes necesarios
para la adherencia intima al enterocito: tir (translocated intimin receptor), cesT y eae

(intimina) (Clarke et al, 2003).
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Las proteinas del T3SS forman el complejo de aguja (CA); este complejo atraviesa la
membrana interna, el espacio peripldasmico y la membrana externa de la bacteria y
permite la secrecién de proteinas. A través del CA pasan tres proteinas codificadas en el
LEE conocidas como proteinas translocadoras. La primera de ellas, EspA, se ensambla
directamente con EscF y se polimeriza en la punta o regién distal del CA. La polimerizacién
permite que la aguja molecular se extienda y forme un puente fisico que posibilita el
contacto entre la bacteria y la membrana de la célula (Sekiya et al, 2001). Evidencias
ultraestructurales han demostrado que EspA forma un conducto cilindrico en cuyo interior
pasan las proteinas EspB y EspD. Estas proteinas forman un poro en la membrana de la
célula eucaridética y completan el conducto llamado T3SS-translocén, que conecta y
permite la comunicacidon molecular entre la bacteria y la célula y por el cual EPEC inyecta
directamente a las proteinas efectoras. Un efector de gran importancia es Tir. La inyeccidn
de Tir en el citosol es un paso crucial durante la lesién A/E y la formacion de los
pedestales. Después de que Tir es translocado a la célula hospedera via T3SS, se inserta en
la membrana plasmatica del eritrocito en donde adopta una topologia de asa en la que los
extremos amino y carboxilo se mantienen citosdlicos (Campellone y Leong 2003), mientras
gue su regidon central permanece extracelular y actlia como un receptor para intimina

(Kenny et al, 1997; Croxen y Finlay 2013).

Fig. 4.- Imagen de microscopia electrénica de barrido donde se observa a EPEC infectando

células HeLa, las flechas sefialan el filamento del T3SS. Tomada de (Knutton er a/ 1998)
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b) intima adherencia de la bacteria a la célula eucarionte: Formacion de la lesién

A/E.

En la ultima etapa, el dominio extracelular de Tir interactua con intimina (Kenny et
al, 1997) y promueve la adherencia intima de la bacteria a la célula. Esta interaccién
promueve el agrupamiento de diversas moléculas de Tir, el cual es fosforilado en la
tirosina 474 por al menos dos cinasas del hospedero, Fyn y Abl. La forma fosforilada de Tir
interactya con la proteina adaptadora NcK. El dominio SH3 de Nck recluta y activa a la
proteina N-WASP (Neural-Wiskott- Aldrich sindrome protein) y al complejo Arp 2/3 (Actin-
related-protein 2/3). El reclutamiento de este complejo resulta en la nucleacién de los
filamentos de actina por debajo del sitio de adherencia de la bacteria y la formacidén de

una estructura de pedestal caracteristica de la infeccidon por EPEC (Sal-Man et al, 2009).

Fig. 5.- Microscopia electrénica de barrido de EPEC infectando células HeLa, donde se
observa la formacién de pedestal. Tomada de (Knutton er a/ 1998)

3.3 Mecanismos de proteccion mediados por IgA de leche materna.

Extensivos estudios epidemiolégicos han demostrado que la leche materna
humana protege a los infantes contra infecciones agudas gastrointestinales y respiratorias
(Hanson, 1999). La leche materna humana tiene anticuerpos principalmente del tipo IgA

secretora (slgA) y en menor proporcién IgG e IgM, todos ellos reaccionan contra un gran

13



numero de microorganismos. Una de las funciones protectoras de IgA es proporcionar una
barrera inmunoldgica que protege contra sustancias extrafias. Los anticuerpos sIgA son
transportados a la superficie de la mucosa a través de las células epiteliales por
mecanismos mediados por receptores y funcionan para eliminar al patégeno del intestino
inhibiendo su adherencia y colonizacién (Nagano et al, 2014).

Los anticuerpos IgA pueden impedir la adherencia de bacterias a células epiteliales
humanas, asi como la adherencia y penetracion de virus (Mazanec et al, 1993; Brandtzaeg,
2013. La polivalencia de la slgA (formacion de dimeros y tetrdmeros) aumenta su potencial
para aglutinar a las bacterias y neutralizar toxinas, enzimas y virus (Gavilanes-Parra et al,
2002). La inmunoglobulina slgA porta oligosacdridos que le confieren proteccidon contra
degradacion por enzimas. Por otro lado, Schroten et al, demostraron que los
oligosacaridos sialil-galactdsidos que porta la regién Fc inhibié la adherencia de un tipo de
E. coli con fimbrias tipo S. Esto es que los anticuerpos slgA son capaces de inhibir la
adhesién de bacterias que poseen fimbria tipo S independientemente de la region Fab (la
que reconoce especificamente al antigeno) del anticuerpo. Los efectos mediados por la
region Fab, que resultaron de la inmunizacién materna, demostraron tener un papel
menos importante en esta inhibiciéon (Schroten et al, 1998). Cravioto et al, en 1991
demostraron que fracciones de oligosacaridos de leche materna humana inhibieron la
adherencia de EPEC a las células epiteliales. El grado de proteccién conferida por los
anticuerpos slgA de la leche humana dependié de la cantidad de anticuerpos especificos
presentes, y también estuvo relacionado con la cantidad de anticuerpos.

El sistema inmunoldgico de la madre produce anticuerpos slgA, que se encuentran
en la leche humana, contra una gran variedad de antigenos bacterianos o virales
incluyendo Escherichia coli, Vibrio cholerae, Shigella y Salmonella, rotavirus, y virus
sincitial respiratorio. También se han encontrado anticuerpos sIgA contra Giardia lamblia

y contra toxinas como la de Clostridium difficile (Gavilanes-Parra et al, 2002).
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3.4 Inhibicidn de la adherencia bacteriana por sigA.

La inhibicion a la adherencia bacteriana es considerada uno de los mecanismos de
defensa mds importantes contra la invasién bacteriana a la mucosa. Se ha demostrado in
vitro, que la sIgA limita la adherencia de bacterias a células epiteliales aisladas de mucosas
bucales, intestinales, urinarias, genitales, nasales y bronquiales (Fernandes et al, 2001).

La slgA interfiere con la adherencia bacteriana a las superficies del hospedero
mediante la prevencion especifica y no especifica (interacciones estereoquimicas). La
unién de slgA a adhesinas bacterianas pueden reducir la carga negativa de la superficie y
la hidrofobicidad de la bacteria, limitando de esta manera el potencial de las interacciones
idnicas e hidrofébicas entre las bacterias y los receptores del hospedero. La reduccién de
la hidrofobicidad de la bacteria es probablemente debida a la abundante glicosilacidon de
los componentes Fc y del componente de secrecidon el cual confiere propiedades
hidrofilicas a la molécula de slgA. Anticuerpos slgA contra fimbrias de gonococci y
miembros de la familia Enterobacteriaceae reducen la adherencia del gonococci a las
células epiteliales (Tramont, 1977). La slgA ademas puede alterar la adherencia mediante
la aglutinacion de bacterias facilitando su eliminacidn por las secreciones. Por otro lado, se
ha demostrado que la sIgA reconoce especificamente carbohidratos de manosa de la
lectina fimbrial tipo 1 de E. coli (Wold et al, 1990).

Se conoce hasta el momento que existen anticuerpos slgA contra una variedad de
microorganismos involucrados en enfermedades gastrointestinales. La adherencia de
EHEC al epitelio intestinal es esencial para inducir la produccion de anticuerpos sIgA en el
intestino del ratéon (Nagano et al, 2014). El calostro humano presenta una actividad
inhibitoria de EIEC a células HEp-2 (Carbonare et al, 1995). Anticuerpos especificos contra
el factor de colonizacién de antigenos (CFA) de ETEC son suficientes para la proteccion y
profilaxis de la diarrea producida por ETEC (Freedman et al, 1998). En la leche humana se
han encontrado anticuerpos contra antigenos de virulencia asociados a plasmidos de
Shigella, lo cual sugiere un posible mecanismo de proteccién a infantes contra infecciones
por Shigella. Cravioto et al en 1991, mostraron que slgA purificada de leche materna

inhibe la adherencia de una cepa de EPEC a células mantenidas en cultivo.
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4. ANTECEDENTES

La colonizacién de los tejidos del hospedero por bacterias patégenas es un evento
multifactorial que lo llevan a cabo adhesinas fimbriales y no fimbriales, las cuales pueden
actuar al mismo tiempo o en diferentes estados durante el proceso infeccioso
(Nougayrede et al, 2003). Con respecto a EPEC se han identificado y caracterizado varias
adhesinas que participan en la colonizacién del intestino humano de las células epiteliales
cultivadas (Nougayrede et al, 2003). La primera adhesina descrita de EPEC fue intimina
(Jerse et al, 1990), una proteina de membrana externa que media una adhesién estrecha
con la membrana celular via su propio receptor traslocado (Tir) (Kenny et al, 1997). Los pili
llamados BFP son los responsables de la formacién de microcolonias bacterianas debido la
interaccidon bacteria-bacteria (Girén et al, 1991; Tobe y Sasakawa, 2001) y también se
demostrd que son un factor de virulencia en voluntarios. La adherencia inicial de las cepas
de EPEC tipicas a las células del hospedero esta mediada predominantemente por los BFP,
mientras que los filamentos de EspA juegan un papel importante en la adherencia de las
cepas de EPEC atipicas, las cuales carecen de BFP (Knutton et al, 1998; Cleary et al, 2004).
Respecto a los receptores celulares para los BFP se reportd que median adherencia a las
células del hospedero via reconocimiento de fosfoetanolamina de las células (Khursigara
et al, 2001). Hyland et al. (2008) reportaron que los BFP poseen propiedades parecidas a
lectinas que pueden mediar la adherencia inicial de EPEC a receptores que tienen N-
acetilactosamina en la superficie de la célula hospedera. Knutton et al. (1997) reportaron
gue después de 6 horas de infeccidon las microcolonias ya no estaban presentes, sin
embargo se observaron las asas de los BFP formando una compleja red tridimensional; Por
lo tanto, se concluyé que la estructura de los BFP desaparece y conduce a la dispersién de
las microcolonias. Tobe y Sasakawa (2001) reportaron datos similares que dicen que los
BFP de EPEC expresados sobre las células epiteliales desaparecen con la expansiéon de la
microcolonia después de 3 6 4 horas de la infeccion. Por otro lado, también se demostré
que los flagelos de EPEC tienen propiedades adhesivas que contribuyen a la adherencia de

cepas moviles a células epiteliales y a la mucosa intestinal in vitro. Dicha adherencia se
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sugirio debido a que una mutante en el gen fliC fue deficiente en la adherencia (Giron et

al, 2002).

Un factor de adherencia adicional es el pilus de E. coli comun (ECP), el cual esta
involucrado en la colonizaciéon de células epiteliales por cepas de E. coli comensales y
patégenas (Renddn et al, 2007). En EPEC, los ECP han mostrado actuar como factores de
adherencia accesorios, jugando un papel durante la adherencia celular y/o en
interacciones bacteria-bacteria (Saldafa et al, 2009). Sin embargo, la importancia de los
ECP en la patogénesis de EPEC no se ha determinado (Rendén et al, 2007). Por otro lado,
Cleary y colaboradores en 2004 produjeron una cepa mutada en bfpA y eaeA (por
bloqueo de la expresion de estos genes) la cual mostré muy poca adherencia pero tiempo
después en la infeccidon la adherencia bacteriana se incrementd, sugiriendo que EPEC
expresa otros factores de adhesién que no han sido identificados y probablemente
contribuyen a la abundante adherencia que es caracteristica de EPEC. A pesar de la
importancia de la intimina y los BFP en la adherencia intima y la formacién de
microcolonias, respectivamente, otras adhesinas desconocidas probablemente
contribuyen en la interaccidn eficiente entre EPEC y las células epiteliales durante el curso
de una infeccidén, al menos in vitro (Saldafia et al, 2009). Recientemente se reporté que
una maltoporina de EPEC (LamB) media la adherencia de EPEC (E2348/69) a las células
HEp-2 se observé que el antisuero anti-LamB y la AlamB redujeron la adherencia de esta
cepa a las células epiteliales cultivadas (Subramanian et al, 2007).

La adherencia inicial a las células del hospedero es el primer paso de la infeccidn
por EPEC. La importancia de este paso en la infeccion reside en el hecho de que este
primer contacto entre la bacteria y las células del intestino es la base de la especificidad
del hospedero para una gran cantidad de agentes patégenos (Bardiau et al, 2009).

La contribucion de la slgA en defensa del epitelio de la mucosa juega un papel
importante en la prevencién de la adhesidon del patégeno a la célula epitelial del
hospedero, blogueando y evitando una futura infeccion (Brandtzaeg, 2013). La leche

materna humana es particularmente rica en anticuerpos slgA (Newburg, 2005; Hanson,
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2007; Honorio-Franca et al, 1997). Los anticuerpos purificados de slgA obtenidos de
calostro y leche madura de madres que vivian en aéreas de alto riesgo de Sao Paulo, Brasil
y ciudad de México inhibieron la adherencia de EPEC a células epiteliales humanas
cultivadas, indicando que tales anticuerpos estan dirigidos contra proteinas de superficie
bacteriana. La actividad inhibidora se ha encontrado tanto en la fraccién de slgA como de
oligosacaridos (Camara et al, 1994; Cravioto et al, 1991). Utilizando un modelo clasico in
vitro, Silva y Giampaglia en 1992, mostraron que el calostro humano inhibe la adherencia
de EPEC a las células HEp-2 y Hela. Numerosos estudios han mostrado que el calostro
humano y la leche materna contienen anticuerpos slgA contra muchas proteinas de EPEC,
incluyendo intimina, EspA, EspB (Parissi-Crivelli et al, 2000; Manjarrez-Hernandez et al,
2000).

La estrategia de utilizar anticuerpos de leche materna del tipo slgA (que han
demostrado bloquear la adherencia bacteriana) para buscar factores de adherencia de
EPEC podria aportar datos utiles que permitan entender el mecanismo de adherencia y
patogenicidad de EPEC. También se han utilizado previamente células epiteliales de
humanos cultivadas en monocapa e infectadas con EPEC como modelo de infeccién in
vitro. Con este modelo se encontrd a la proteina Tir ademas de su interaccidn con intimina

en la membrana citoplasmatica (Kenny et al, 1997).
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5. Objetivo

Identificar y caracterizar proteinas de EPEC que interaccionen o medien la
adherencia a células epiteliales, e identificar las proteinas de EPEC que son reconocidas

por los anticuerpos slgA de leche materna en células HEp-2 infectadas.

6. Hipodtesis

Las cepas EPEC expresan una variedad de proteinas que median la adherencia a las

células epiteliales y algunas de ellas no han sido identificadas.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Cepas bacterianas

Se usé la cepa silvestre de EPEC E2348/69 (0127:H6) (Levine et al., 1985) y las
mutantes isogénicas que portan mutaciones en tir (CVD463) reportada previamente como
SE896; eae (CVD206), donadas por el Dr. José Luis Puente; escN (CVD452), espB
(UMD864), y espC (MAS111) (Elliot et al., 1999; Donnenberg et al., 1991; Stein et al., 1996)
respectivamente; pMAR2 (JPN15) (Jerse et al., 1990). La cepa JML174 es una HB101 que

porta el gen espC clonado, donada por el Dr. Fernando Navarro-Garcia.
7.2 Anticuerpos

Los anticuerpos IgA purificados del suero (utilizados como controles), se
compraron de Caltag Laboratories, UK. Los sueros producidos en conejo contra EPEC, Tiry
EspB se obtuvieron de la coleccidn del Dr. J.A. Girén y el suero contra EspC se obtuvo del
laboratorio del Dr. A. Manjarrez. Los anticuerpos de conejo Anti-calnexina (sc-11397) y

anti-a tubulina (sc-5546) se compraron de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).

7.3 Muestras de leche

La leche se colecté de madres mexicanas sanas a las cuales se les informé y se
obtuvo su consentimiento. Las donantes no estaban recibiendo ningiin medicamento que
pudiera interferir con la lactancia. En este estudio, se incluyeron madres de un estatus
socioecondmico bajo, quienes vivian en condiciones sanitarias pobres. Se desconoce si
ellas previamente habian tenido infecciones con EPEC. La leche materna se colectd
manualmente dentro de un frasco de vidrio estéril de 10 a 30 dias después del nacimiento
del bebé. Las muestras de leche de 10 mujeres se mezclaron y se congelaron a -20°C hasta
su uso. Después de descongelarlas, se centrifugaron 3 veces a 12,000 x g para obtener una

fraccion clara.
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7.4 Métodos de preparacion de las fracciones que se utilizaron en los ensayos de

reconocimiento a células

7.4.1 Método de obtencion de proteinas de superficie bacteriana

Las bacterias se crecieron en caldo Casoy (soya y tripticaceina, OXOID), a 37°C por
12-16 horas, se colectaron por centrifugacién a 1,500 x g, por 20 minutos. El botdn
bacteriano se resuspendié en medio de cultivo de células eucariontes Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM, Gibco) y se mantuvo a 37°C por 1 hora, luego las bacterias se
colectaron a 1,500 x g, por 30 minutos, se lavaron con solucién salina de fosfatos (PBS) y la
suspension bacteriana se sonicé (en 0.5 ml de PBS) 10 veces (pulsos de 15 segundos por
cada vez) a una intensidad de 20 Watts, en la escala de switch a “25”, en una cama de
hielo (Aparato; High Intensity Ultrasonic Liquid Processor, 50-Watt Model, Sonics
Materials Inc. USA) (Volokhina et al, 2013). Posteriormente se centrifugd a 9,700 x g, por
10 minutos para eliminar las bacterias y residuos. El sobrenadante se ultracentrifugd a
100,000 x g, por una hora. El sobrenadante resultante contiene las proteinas de superficie
bacteriana. Las proteinas de esta obtencién se analizaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida de dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE), bajo condiciones desnaturalizantes

y en presencia de B-mercaptoetanol (Laemmli, 1970).
7.4.2 Preparacion de la fraccion de adhesinas

La fraccién de adhesinas se obtuvo segun el método descrito por Moch et al.
(1987). Brevemente, las proteinas de superficie bacteriana se suspendieron en solucién
salina de fosfatos/EDTA 5 mM y se calentaron a 70°C por 1 hora, después se
ultracentrifugd a 140,000 x g, por 2 horas, el botdn resultante contiene en mayor cantidad
la fraccion de fimbrias y el sobrenadante la fraccién enriquecida de adhesinas. El
sobrenadante que contiene las adhesinas se dializé6 contra 50 mM de Tris-HCl (pH 7.4)
(Moch et al, 1987) El contenido proteico de las fracciones obtenidas se analizd por

electroforesis SDS-PAGE.
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7.4.3 Método de obtencion de proteinas de membrana externa (OMP)

Las proteinas de membrana externa se prepararon segin el método de Fedorka-
Cray et al, 1990, con modificaciones. Las bacterias se crecieron en 200 ml de DMEM a 37°C
por 8 horas, se centrifugaron a 1,500 x g, por 30 minutos, al botén bacteriano se le agregd
1 ml de solucién de HEPES 100 mM pH 7.4, las bacterias se sonicaron (en 0.5 ml) 3 veces
(pulsos de 1 minuto cada vez) a una intensidad de 40 Watts, en la escala de switch a “25”,
en una cama de hielo. El residuo celular se removié por centrifugacién a 9,700 x g por 10
minutos a 4°C. Las membranas celulares bacterianas se colectaron por centrifugacién del
sobrenadante a 15,800 x g, por 30 minutos. El botén de membranas se suspendié en 400
pl de HEPES 10 mM (pH 7.4)-Sarkosyl 1%, y se incubd a temperatura ambiente con
movimiento (agitacion en vortex) por 30 minutos. Las proteinas de membrana externa
(OMP) se colectaron por centrifugacion a 15,800 x g, y el botén que contiene los OMP se

resuspendié en 100 ul de HEPES y se almacené a -20°C hasta su utilizacién.
7.4.4 Purificacion parcial de la proteina de 70 kDa de EPEC

La proteina de 70 kDa se purificd a partir de la fraccion de adhesinas (descrito
anteriormente). Dicha fraccion se dializé contra 50 mM Tris-HCI (pH 7.4) y se purificd
mediante cromatografia de intercambio aniénico Mono Q HR 5/5 de alta resolucién bajo
las siguientes condiciones; amortiguador A (100 mM Tris-HCIl, pH 7.3); amortiguador B
(amortiguador A/0.5 M KCl); velocidad de flujo, 1 ml/min; formacién del gradiente, 2
mM/ml. Todas las muestras de proteinas se resolvieron y analizaron mediante
electroforesis en geles a poliacrilamida SDS-PAGE, finalmente la pureza de la proteina se

analizo por electroforesis en dos dimensiones (2D-PAGE) .
7.4.5 Marcaje radioactivo de las bacterias

La cepa E2348/69 se crecid en caldo Casoy a 37°C por 12-16 horas suplementado
con metionina-[>*S] 0.4 mCi por ml (actividad especifica: 1,140.0 Ci/mmol; NEN Research

Product, Dupont, Wilmington, Del.). Las bacterias se colectaron y se lavaron 4 veces con
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solucién salina de fosfatos (PBS) pH 7.4 y se suspendieron en medio DMEM a una
concentraciéon de 3 x 108 CFU/ml y se incubaron por 2 horas. La incorporacién de
metionina-[3°S] fue entre 0.015 y 0.1 cpm/CFU. El botén bacteriano se guardd para la

obtencién de proteinas de superficie bacteriana.
7.5 Preparacion de los sueros utilizados en los ensayos
7.5.1 Preparacion del suero anti-EPEC

El suero anti-EPEC se preparé mediante la inmunizacion de conejos (Nueva
Zelanda) con proteinas de membrana externa y de superficie de la cepa E2348/69, el
homogenado (100 ug de proteinas) sin adyuvante se inyectd por via subcutanea en el
lomo de los conejos. Posteriormente se aplicaron refuerzos a las 3 y 6 semanas con el
mismo homogenado y condiciones similares. Se tomaron muestras de sangre antes y
después de la inmunizacién para evaluar los titulos de anticuerpos producidos por el
conejo mediante una inmunodeteccidn. Previa a la inmunizacidén se tomé una muestra

sanguinea de cada conejo y el suero obtenido se utilizé6 como control negativo.
7.5.2 Preparacion del suero anti-70 kDa

Para obtener anticuerpos especificos contra la proteina de 70 kDa, se utilizé la
fraccién resultante de la purificacidon parcial de dicha proteina (descrita anteriormente),
en la cual se observé solo un tipo de proteina en la regiéon de 70 kDa, (analizado por
electroforesis de dos dimensiones, 2D-PAGE). El suero se produjo inmunizando a conejos
(Nueva Zelanda) por via subcutdnea con la proteina de 70 kDa de EPEC obtenida del un gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE). Se corté y extrajo del gel la banda correspondiente a la
proteina de 70 kDa. Los pedacitos del gel (SDS-PAGE) se homogenizaron en solucién de
PBS. El homogenado completo se inyectd en los conejos por via subcutanea. Se aplicaron

refuerzos a las 3 y 6 semanas mediante el mismo procedimiento.
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7.5.2.1 Purificacion de los anticuerpos anti-70 kDa

Concluido el proceso de inmunizacidon los conejos se sangraron a blanco, la sangre
obtenida se dejé coagular durante 3 horas a temperatura ambiente, el coagulo formado
se removié con un aplicador de madera y se permitié su concentracién durante toda la
noche a 4°C. Los tubos se centrifugaron a 1,200 x g por 30 minutos a 4°C para recuperar el
suero. La fraccion gamaglobulina del suero se obtuvo por precipitacién con sulfato de
amonio, inicialmente al 50% (p/v) de saturacion y posteriormente al 33% (p/v). Para
eliminar el exceso de sulfato de amonio los precipitados obtenidos se dializaron contra
PBS pH 7.4, a 4°C, efectuando dos cambios diarios durante 3 dias (Harlow and Lane, 1988).
Se continuo purificando los anticuerpos de clase IgG por cromatografia liquida empleando
una columna de intercambio idnico (Q-sepharose). Con 20 mM Tris pH 8.0 como solucién
amortiguadora de inicio, los anticuerpos que se unieron a la matriz se eluyeron de la
columna por incremento lineal de la concentracion de NaCl de 0.0 a 0.5 M en el mismo

amortiguador inicial (Harlow and Lane, 1988).
7.6 Metodologia para los ensayos de adherencia de EPEC a células HEp-2
7.6.1 Cultivo celular

Las células HEp-2 se cultivaron en botellas de plastico para tejidos (Nunc. Inc.) a
37°C con 5% de CO2 en medio DMEM que contenia 10 6 20 % de suero fetal bovino (SFB).
Las células se crecieron por 4-6 dias y el medio se reemplazé cada 2 dias hasta obtener
una monocapa confluente para luego ser colectadas con un gendarme de plastico (por
raspado) en solucién de lisis (10 mM HEPES, 1 mM MgCl,, 1 mM EGTA, pH 7.4, and 0.1
mg/ml PMSF).

7.6.2 Ensayo de adherencia

Para el ensayo de adherencia se utilizd la linea celular HEp-2. El ensayo se realizd
mediante el método descrito por (Cravioto et al, 1979). La técnica consistié en despegar la
monocapa celular con tripsina y sembrar 1.5 x 10° células/ml en cada uno de los 24 pozos
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de la placa, a los que previamente se les colocd una lenteja de plastico (de 13 mm
didmetro) o de vidrio a la cual se adhieren las células. Las lentejas de vidrio se trataron
previamente mediante lavados con solucién de hipoclorito de sodio conteniendo 1% del
detergente Decon, y lavados con agua corriente y destilada. Un dia antes del ensayo, las
bacterias se sembraron en tubos de 1 ml de medio Luria-Bertani (LB) y se incubaron a 37°C
durante 18 horas. Al siguiente dia se tomé 0.1 ml de cultivo bacteriano y se le agregd 10
ml de medio para células epiteliales DMEM sin antibidtico y se incubaron por una hora
mas a 37°C. Antes de inocular a las células se les cambié el medio y se les agregd 1.0 ml de
DMEM fresco sin antibiéticos y con 2% de SFB. A cada pozo se le agregd 30 ul de
suspension bacteriana y se incubd por 3 horas a 37°C con 3% de CO,. Posteriormente las
células de los pozos se lavaron con PBS, se fijaron con metanol/acido acético, se tifieron
con colorante Giemsa al 1% durante 20 min, se lavaron con agua desionizada, se
deshidrataron las células con acetona y xileno, y las lentejas se montaron en un

portaobjetos con bdlsamo de Canada. Finalmente se observaron al microscopio de luz.
7.6.3 Ensayo de inhibicion a la adherencia bacteriana

Para estudiar el efecto de la fraccién de adhesinas en la adherencia de EPEC a
células HEp-2, el ensayo se llevo a cabo en presencia de las proteinas de dicha fraccién, se
utilizaron las cantidades de 150 y 300 ug/ml en medio de cultivo celular con 2% de SFB.
Las adhesinas se incubaron por 30 minutos con las células HEp-2 en los pozos de la placa,
posteriormente las células se lavaron con PBS (una vez) y se agregd medio fresco
conteniendo la suspensidn bacteriana (en todo el experimento se usé un inoculo de 2 X
108 bacterias/ml). Después de un periodo de incubacion de 3 horas, las células se lavaron,
fijaron, tineron y montaron sobre un cubre objetos. El control del ensayo consistid en
utilizar albumina sérica en cantidades similares. El grado de inhibicién a la adherencia
bacteriana se determind mediante el conteo de todas las bacterias adheridas a 200 células
HEp-2 seleccionadas al azar y se compard este numero con los controles (albumina sérica)
realizados simultdneamente en las mismas placas de cada preparacion. Las preparaciones

se leyeron o evaluaron a doble ciego por dos observadores independientes. Cada
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experimento se realizé por duplicado vy se repitid 3 veces. La inhibiciéon de la adherencia
se expres6 como el porcentaje total de adherencia comparado con el control

experimental (ensayo de adherencia realizado en ausencia del supuesto inhibidor).

7.6.4 Infeccidn de células HEp-2 y deteccidn de la lesion A/E

La localizacién de la a-actinina se detectd en las células epiteliales infectadas,
como se describié previamente (Johnson-Henry et al, 1995). Brevemente, las células HEp-
2 se sembraron en los pozos de las placas que tenian lentejas de vidrio, y se cultivaron
durante la noche para obtener una monocapa semiconfluente. Antes de la infeccién
bacteriana el medio de cultivo celular (DMEM) se cambid por medio fresco sin
antibidticos y con 2% de SFB. Entonces se infectaron las monocapas con 1 X 10° bacterias
de E. coli por ml (cepa E2348/69) a una multiplicidad de infeccion de 100:1 y se incubaron
por tres horas a 37°C en 5% de CO2. Después se eliminaron los organismos no adherentes
mediante el lavado de las monocapas con PBS. Se fijaron las monocapas con metanol frio
al 100% a temperatura ambiente por 10 minutos. Después de haber sido lavadas tres
veces con PBS, las células fijadas se incubaron con la inmunoglobulina monoclonal murina
Ganti-actinina (Sigma, Oakville, Ontario, Canadd) a una dilucién 1:100, como primer
anticuerpo y se incubd por 1 hora a 37°C con movimiento suave. Se lavaron nuevamente
las monocapas y se incubaron por una hora con la inmunoglobulina de conejo anti-murina
conjugada con lIsotiocinato de fluoresceina (Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.,
West Grove, Pa.) como anticuerpos secundarios. Las lentejas de vidrio se montaron con un
medio especial para fluorescencia (Vectashield, Vector Laboratories, Inc.) y se examinaron
en el microscopio por contraste de fase y fluorescencia (Microscopio Carl-Zeiss, Axiostar).
El nimero de lesiones A/E medidas como el nimero de acumulaciones de actinina en las
células epiteliales se determiné por microscopia de inmunofluorescencia por tres

observadores independientes.
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7.7 Metodologias para la deteccion de proteinas de EPEC que interactian con las células

HEp-2

7.7.1 Método de deteccion de proteinas de superficie y adhesinas de EPEC marcadas

con metionina-[3°S] que reconocen células epiteliales HEp-2

El ensayo consistié en incubar las fracciones de proteinas de superficie y/o
adhesinas bacterianas con las células HEp-2 a temperatura ambiente, en medio DMEM sin
SFB, con agitacion breve y por 1 hora. Cien microgramos de proteinas de superficie y/o
similar cantidad de adhesinas (previamente marcadas con metionina-[3°S]) se incubaron
con 100 pl de suspension celular (5 x 10° células HEp-2 desprendidas por raspado).
Después de este tiempo las células se centrifugaron a 1,000 x g por 5 minutos y se lavaron
3 veces con PBS que contenia Tween 20 al 2% para remover las proteinas que se unieron
débilmente o inespecificamente a las células epiteliales. El botén celular, que contiene las
proteinas bacterianas marcadas que se unieron a las células se resuspendié en solucién de
electroforesis de Laemmli (60 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 5% B-
mercaptoetanol, 0.01% bromofenol azul) y se calentd a ebullicion. Las proteinas totales
extraidas se separaron y analizaron por electroforesis (SDS-PAGE). Las proteinas
bacterianas que se adhirieron o reconocieron a las células epiteliales durante el ensayo se

detectaron mediante autoradiografia del gel después de la electroforesis.

7.7.2 Método de deteccion de proteinas de superficie y adhesinas de EPEC que
reconocieron células HEp-2, detectadas mediante un suero anti-EPEC y anticuerpos sIgA

de leche materna

Se realiz6 el ensayo de reconocimiento entre proteinas de superficie bacterianas y
células HEp-2 (descrito anteriormente), pero en estos ensayos las proteinas bacterianas
no se radio-marcaron, sino que se detectaron mediante el uso de anticuerpos en una
inmunotransferencia. Se utilizaron dos estrategias con diferentes tipos de anticuerpos
para detectar a las proteinas bacterianas que hayan reconocido a las células HEp-2

durante el ensayo; en una estrategia se empled un suero anti-EPEC producido en conejo
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(descrito anteriormente) y en la otra se utilizaron anticuerpos slgA de leche materna
(descrito anteriormente). El suero anti-EPEC se utilizé a una dilucién 1:100; los anticuerpos
secundarios anti-lgG a una dilucién 1:5000. Los anticuerpos slgA de leche materna se

utilizaron a una dilucién de 1:50; los anticuerpos anti-IgA a una dilucién 1:4000.

7.8 Método de identificacion de proteinas transferidas por EPEC a las células HEp-2

7.8.1 Crecimiento bacteriano, cultivo celular, condiciones de infeccion celular e

inmunofluorescencia

La cepa de EPEC se crecié por 16 horas en caldo LB a 37°C, posteriormente el
cultivo bacteriano se diluyd 1:100 con medio de cultivo para células epiteliales DMEM y se
incubaron por 3 horas mas, éste ultimo cultivo es para activar a las bacterias y sean
capaces de adherirse a las células durante el ensayo. A la monocapa de células HEp-2
(formada en los cubreobjetos de cada pozo de la placa) se le agregd 30 pl de cultivo
bacteriano en fase logaritmica (OD600nm ~0.5) y se incubaron por 3 6 6 horas a 37°Cen la
incubadora de CO; (Manjarrez-Hernandez et al, 2000). Las bacterias adheridas a la
superficie de las células HEp-2 se observaron mediante inmunofluorescencia. Para esto, se
lavaron las monocapas celulares con PBS, las células se fijaron con 2% de formaldehido,
se lavaron y se incubaron por 1 hora con un suero anti-EPEC (1:100) en presencia de 10%
de suero de caballo en PBS. Después de lavar se agregd el segundo anticuerpo anti-conejo
Alexa Fluor fluorescente conjugado (1:5000) en PBS y se incubd por 1 hora en la
oscuridad. Finalmente el cubreobjetos con la monocapa celular se monto con un medio
especial para fluorescencia (Vectashield). Las imdagenes se analizaron usando un
microscopio confocal laser scanning (Olympus FluoView FV1000 Confocal Laser Scanning

Biological Microscope, objective lens 60 x NA 1.45).
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7.8.2 Fraccionamiento celular y extraccion de proteinas epiteliales

El fraccionamiento celular se llevé a cabo mediante una combinaciéon de métodos
ya establecidos. La monocapa de células HEp-2 infectadas se lavd con PBS frio, se
desprendié suavemente (por raspado con un gendarme de plastico) y se lavd una vez
mas con solucién de lisis (10 mM HEPES, 1 mM MgCl;, 1 mM EGTA, pH 7.4, and 0.1 mg/ml
PMSF). Las células se suspendieron en 200 ul de solucion de lisis y se mantuvieron en
hielo por 15 minutos para permitir que éstas aumenten de volumen. Las células se lisaron
por congelamiento y descongelamiento, liberando al exterior a las proteinas
citoplasmaticas; el homogenado se centrifugd a 16,000 x g, por 20 minutos a 4°C. El
sobrenadante (fraccion citoplasmatica) se ultracentrifugd (41,000 x g, por 20 minutos)
para remover contaminantes de membrana. El botdn celular se lavé y las células se lisaron
mecanicamente mediante el paso a través de una jeringa de insulina con aguja (6 veces)
en 200 pl de solucion de lisis conteniendo inhibidores de proteasas. Las bacterias, células
HEp-2 no-rotas, nucleos celulares, y citoesqueleto se obtuvieron en un botédn mediante
una centrifugacion a baja- velocidad (3,000 x g, por 15 minutos a 4°C). El sobrenadante se
ultracentrifugé por 30 minutos a 41,000 x g, para obtener la fraccion de membrana
(boton) (Gauthier et al, 2000). El botén resultante de la centrifugacién a baja velocidad se
traté con 200 pl de la soluciéon Triton X-100-DOC (20 mM HEPES [pH 7.4], 1 % (v/v) Triton
X-100, 1 % (w/v) deoxicolato de sodio [DOC], 100 mM cloruro de sodio, 5 mM EDTA, y con
inhibidores de proteasas) para solubilizar las proteinas de membrana, seguido por otra
centrifugacién a 14,000 x g, por 15 minutos. El material insoluble del botdn se extrajo con
9 M de urea, 100 mM DTT, y 1 % (v/v) NP40 para obtener las proteinas del citoesqueleto
vimentina y actina en el sobrenadante después de la centrifugacion a 14,000 x g, por 15
minutos (Mahadevan et al, 1988). Las proteinas (marcadores celulares) tubulina y

calnexina se usaron como un control en el fraccionamiento celular.
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7.8.3 Ensayo de unidn de proteinas a células HEp-2

La fraccion de proteinas que contiene la proteina de 70 kDa (100 ug/ml) o la
proteina EspC purificada (60 pug/ml) se probaron para evaluar la union e internalizacion a
células HEp-2. Las proteinas se diluyeron en DMEM vy se agregaron a la monocapa celular
(sin antibidticos o suero) a un volumen final de 3 ml por plato durante 2, 6 6 12 horas en
una atmdsfera de CO; a 37°C. Después de la incubacidn, el medio se aspird, las células se
lavaron 3 veces con PBS, se desprendieron suavemente y se procesaron para el método
de fraccionamiento celular descrito anteriormente, o se hizo una extraccion de células
completas con la solucion de Laemmli. Las fracciones se analizaron por inmunodeteccion

usando suero anti-70 kDa o anti-EspC.
7.8.4 Identificacion de la proteina de 70 kDa de EPEC

Para la secuenciacion del NHz-amino terminal, la banda de la proteina de 70 kDa se
cortd y extrajo del gel (SDS-PAGE), se enjuagd con agua destilada, se destifid, se redujo, se
carbamidometild, se digiri6 con tripsina (Promega, MA) y se extrajo del gel como
previamente se describi6 (Matsudaria 1993). Los péptidos se purificaron por
cromatografia de fase-reversa en HPLC. Se aisld un péptido en forma pura y se secuencid
por degradacién de Edman en fase gaseosa (LF 3000, Beckman Instruments, Irvine, CA).
La proteina de 70 kDa se identificd mediante una busqueda en la base de datos BLAST

usando la secuencia del péptido obtenido.
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8. RESULTADOS
8.1 Anticuerpos de sIgA de leche materna reconocen proteinas en distintas cepas EPEC

Se analizd la respuesta de anticuerpos slgA de leche materna en 20 diferentes
cepas de EPEC (las cepas se aislaron de 20 muestras de niflos con diarrea) las cuales
fueron capaces de producir la lesion A/E en células HEp-2, también se analizé dicha
respuesta en 20 cepas de E. coli no virulentas (aisladas de 20 muestras de heces de nifios
sanos) incapaces de producir la lesiéon A/E en las células cultivadas. La localizacién de la
lesion A/E se realizé mediante la deteccidn de la a-actinina acumulada en las células HEp-
2 infectadas y se observé mediante contraste de fase e inmunofluorescencia (descrito en
métodos). Los anticuerpos slgA purificados reconocieron principalmente tres proteinas de
94, 80 y 70 kDa, expresadas Unicamente por las 20 cepas EPEC; mientras que las cepas de
E. coli no virulentas fueron incapaces de generar una respuesta a sIgA (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas EPEC productoras de la lesién A/E expresan tres proteinas de superficie,
reconocidas por slgA de leche materna

Cepa Serotipo Respuesta de sigA a
94 kDa 80 kDa 70 kDa

E2348/69 0127:Hé6 + + +
88255 OR:H6 + + +
B171 011:NM + + +
88259 055:H6 + + +
29358 Ollab:NM + + +
65570/0 055:H6 + + +
E851/71 0O142H:6 + - +
Sc80 086:H34 + * +
47151 O111:NM + + +
41141 Ol1lac:NM + + +
65553 0114:H2 + + +
65893 0114:H2 + + +
65900 0114:H2 + + +
47146 0O111ab:NM + + +
203680 0119:H6 + + +
94645 0119:H6 + + +
E380/69 0114:H2 + + +
88263 055:H6 + + +
66295 0126:NM + + -
63961 0145:H45 + + +

*: bandas difusas inmunotefiidas débilmente en la inmunodeteccién
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8.2 Proteinas de EPEC que interactiian con células HEp-2 detectadas mediante el uso de

anticuerpos slgA, suero anti-EPEC 6 radio-ensayo
8.2.1 Obtencion de una fraccidon de proteinas de superficie bacteriana

Para detectar las proteinas de EPEC que reconozcan células epiteliales, se realizé
una preparacion cruda de proteinas de superficie bacteriana por tratamiento mecdanico de
la bacteria mediante una leve sonicacién. Durante el proceso de sonicacion se determind
la intensidad, el tiempo y los pulsos necesarios para desprender o extraer las proteinas de
la superficie bacteriana (cepa E2348/69) con el minimo rompimiento de los
compartimentos celulares (ver Métodos). Posteriormente se selecciond la velocidad vy
tiempo de centrifugacion para la obtencion de las proteinas de superficie.

Una vez que se obtuvo la fraccién de proteinas de superficie, esta se analizd por
inmunodeteccién utilizando suero anti-bfp adsorbido (control positivo de fimbrias) y
anticuerpos contra una proteina de membrana externa, anti-intimina (control de dafo a la
membrana celular) (Fig. 6a y 6b). Se utilizaron como controles de la obtencién de
proteinas de superficie la cepa JPN15 (cepa que no expresa las fimbrias llamadas bfp); y la
cepa CVD206 (no expresa la proteina de membrana externa intimina).

Los resultados muestran que utilizando 5 pulsos (20 Watts) por 15 segundos (2 veces)
podiamos recuperar la mayor cantidad de proteinas de superficie de la bacteria con un

minimo de contaminantes de membrana (Fig. 6a).
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a) anti-bfp b)

anti - intimina

kDa

67-

43-

30-

1 2 3 4 1 2 3 4
Fimbrias Proteinas de superficie OMP Proteinas de Superficie
bacteriana bacteriana

Fig. 6.- Inmunotransferencia que muestra los controles del método del fraccionamiento bacteriano (basado
en sonicacién y centrifugacidén) y obtencion de las fracciones enriquecidas en; fimbrias y proteinas de
membrana externa (OMP). Se utilizé (a) suero anti-bfp adsorbido y (b) anti-intimina. (a) Los bfp se
detectaron en la fraccidn de fimbrias (carril 1), y en la obtencién de proteinas de superficie bacteriana con 5
pulsos de 15 y 30 segundos (carril 2 y 3 respectivamente), obtenidas de la cepa E2348/69. No se observé
ninguna banda en la obtencidn de proteinas de superficie obtenidas de la cepa JPN15 (bfp-) (carril 4). (b) La
intimina se detecté en la fraccién obtenida de proteinas de membrana externa (OMP) a partir de la cepa
E2348/69 (carril 1); no se observaron bandas en la fraccion de OMP de la cepa mutante CVD206 (int") (carril
2), 6 fraccidn de proteinas de superficie bacteriana de la cepa E2348/69 con 5 pulsos de 15” y 30” segundos
(carril 3 'y 4) respectivamente.

8.2.2 Inhibicién de la adherencia de EPEC en células HEp-2 por proteinas de superficie
bacteriana

Se realizé un ensayo de inhibicidn de la adherencia de la cepa E2348/69 en células
HEp-2 utilizando 3 diferentes concentraciones de proteinas de superficie bacteriana: 0.2,
0.5 y 1.0 mg/ml. El nimero de bacterias que se adhirieron a las células en el control
experimental sin proteinas de superficie bacteriana fue de 3,307 bacterias por 200 células
HEp-2 (100% de adherencia). Las proteinas de superficie bacteriana inhibieron
marcadamente la adherencia de EPEC a las células en todas las concentraciones usadas, el
porcentaje de inhibicién fue de 10.5 + 3.8, 51.4 + 4.7 y 55.2% + 6.0 respectivamente (Tabla

2). Las proteinas de superficie extraidas de la cepa JPN15 inhibieron la adherencia de la

33



cepa E2348/69 a células HEp-2 en un porcentaje similar (11.2 + 4.1 y 55.1% * 3.0) al
causado por las proteinas de superficie de la cepa E2348/69, indicando que los bfp no
estdn implicados en este efecto de inhibicidn. Estos ensayos de inhibicidn se realizaron

tres veces y por duplicado.

Tabla 2. Proteinas de superficie bacteriana que inhiben la adherencia de EPEC en células HEp-2

Proteinas de Superficie Bacteriana Bacterias adheridas /200 células % de inhibicion
- 3,307 0.0

0.2 mg/ml 2,962 10.5+3.8

0.5 mg/ml 1,610 51.4+%4.7

1.0 mg/ml 1,482 52.2+6.0

8.2.3 Fraccion enriquecida de adhesinas obtenidas de E2348/69 inhibe la adherencia de
EPEC en las células HEp-2

Se obtuvo una sub-fraccion de adhesinas a partir de la fraccidon de proteinas de
superficie bacteriana de EPEC. Esta subfraccion de adhesinas se obtuvo por calentamiento
de la fraccion de proteinas de superficie segin métodos ya establecidos (Moch et al, 1987;
De Graaf y Roorda, 1982). Dicha subfraccidn enriquecida en adhesinas (cepa E2348/69) se
probd para determinar si estas proteinas podian bloquear la adherencia de la bacteria a
las células HEp-2. Encontramos que en contraste con la subfracciéon de adhesinas de las
cepas de E. coli no adherentes, las adhesinas de EPEC inhibieron la adherencia de la
bacteria a las células HEp-2. La incubacion de las células HEp-2 con 150 pg/ml o 300 pg/ml
de la fraccién de adhesinas antes del ensayo de adherencia redujo el porcentaje de
adherencia de la bacteria a las células HEp-2; el porcentaje de inhibicién de la adherencia

fue de 16.2 y 41.4% respectivamente (Tabla 3).
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Tabla 3. Proteinas de una subfraccion de adhesinas (de E2348/69) inhibieron la adherencia de

EPEC en células HEp-2

% de inhibicidn a la adherencia por proteinas de una
fraccion de adhesinas

150 pg/ml 300 pg/ml

Células HEp-2 incubadas con
las proteinas antes del ensayo 16.2+6.1 41.4+3.1
de adherencia

Células incubadas con las
proteinas durante el ensayo 27.6+4.2 82.8+2.6
de adherencia

8.2.4 Diferentes estrategias para detectar proteinas de EPEC que se unan a las células

HEp-2 en el ensayo de reconocimiento

8.2.4.1 Proteinas de superficie bacteriana de EPEC se unen a células HEp-2

Se utilizaron 3 diferentes estrategias para detectar las proteinas de EPEC (fraccién
de proteinas de superficie) que reconozcan células HEp-2 durante un ensayo de
reconocimiento: 1)Radio-ensayo, se marca radioactivamente a la bacteria con metionina-
(S*) y se obtiene la fraccidn de proteinas de superficie y adhesinas para realizar el ensayo
de reconocimiento; 2) inmunodeteccidén con suero anti-EPEC para detectar las proteinas
gue se hayan unido a las células HEp-2 durante el ensayo de reconocimiento. El suero
anti-EPEC se produjo mediante la inmunizacién de conejos con proteinas totales de
membrana y superficie; 3) inmunodeteccién con anticuerpos slgA de leche materna (un
combinado de leche proveniente de 10 diferentes madres) para detectar las proteinas que
se hayan unido a las células HEp-2. Los resultados del ensayo de unidn a células HEp-2
muestran, en los geles, varias bandas de proteinas de EPEC con diferentes masas
moleculares (Fig. 7). Las proteinas que reconocieron a las células epiteliales por los 3
diferentes ensayos de reconocimiento tuvieron pesos moleculares aproximados de: 90; 43

y 38 kDa (Tabla 4). También se encontré una proteina de 70 kDa que fue detectada con
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suero anti-EPEC y por anticuerpos slgA, mientras que la proteina de 28 kDa solamente

pudo ser detectada por el radio-ensayo (Tabla 4); (Fig. 7). Estos ensayos se realizaron tres

veces y por duplicado.

Tabla 4. Proteinas de superficie bacteriana que se unieron a células HEp-2 en los

ensayos de reconocimiento y detectadas por tres diferentes estrategias.

Radio-ensayo (S%*) Anti-EPEC IgA de leche materna
90 kDa 90 kDa 90 kDa
- 70 kDa 70 kDa
43 kDa 43 kDa 43 kDa
38 kDa 38 kDa 38 kDa
28 kDa - _

Peso molecular aproximado (kDa) en los geles, SDS-PAGE.
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KkDa Metionina $% Anti-EPEC sIgA
kDa kDa

<+ 90

<90

70

43
<38

28 <38

1 2

Fig. 7.- Proteinas de superficie bacteriana de EPEC (cepa E2348/69) que se unieron a células HEp-2 durante
el ensayo de reconocimiento. a) Detectadas mediante autoradiografia del radio-ensayo utilizando
metionina-(5*); 0.4 mCi por ml (actividad especifica: 1,140.0 Ci/mmol) y después de electroforesis (SDS-
PAGE). Carril 1: proteinas de superficie totales antes del ensayo de unidn. Carril 2: proteinas de superficie
bacteriana que reconocieron células HEp-2. b) Inmunodetectadas con suero anti-EPEC dilucién 1:100 y anti-
IgG 1:5000. c) Inmunodetectadas con anticuerpos slgA de leche materna dilucién 1:50 y anti-IgA 1:4000.

8.2.4.2 La fraccion de adhesinas de EPEC reconoce células HEp-2

Se realiz6 el ensayo de reconocimiento a células HEp-2 con la fraccion enriquecida
de adhesinas de la cepa E2348/69. Varias proteinas de esta fraccion se unieron a las
células HEp-2 durante los ensayos de reconocimiento, dos de estas proteinas con una
masa molecular aproximada de 90 y 43 kDa se detectaron con las tres diferentes
estrategias; radio-ensayo, suero anti-EPEC y anticuerpos slgA. Dos proteinas de 115y 70
kDa fueron reconocidas por el suero anti-EPEC y anticuerpos slgA, finalmente, una

proteina de 38 kDa Unicamente se pudo visualizar con los sIgA (Tabla 5); (Fig. 8).
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Tabla 5. Proteinas de la fraccion de adhesinas que se unieron a células HEp-2 detectadas por tres

diferentes estrategias

Radio-ensayo (S*) Anti-EPEC slgA
- 115 kDa 115 kDa
90 kDa 90 kDa 90 kDa
- 70 kDa 70 kDa
43 kDa 43 kDa 43 kDa
_ - 38 kDa
a) b) C)
Metionina S*° Anti-EPEC Anticuerpos slgA
o kDa kDa
<+ 9
115
115
<« 9
94- 90
< 43 67- 70 67- < 70
43- 43 43 43
38

Fig. 8.- Proteinas de la fraccién de adhesinas de EPEC (cepa E2348/69) que se unieron a células HEp-2 en el
ensayo de reconocimiento. a) La fraccion de adhesinas se obtuvo después de marcar a las bacterias con
metionina-(5*°); 0.4 mCi por ml (actividad especifica: 1,140.0 Ci/mmol). Carril 1, autoradiografia de
electroforesis (SDS-PAGE) de la fraccion de adhesinas totales antes del ensayo de unidn. Carril 2, adhesinas
que reconocieron células HEp-2. b) y c) Inmunotransferencia de las adhesinas que se unieron o reconocieron
células HEp-2 detectadas mediante suero anti-EPEC dilucién 1:100 y anti-IgG 1:5000 o mediante anticuerpos
slgA de leche materna dilucion 1:50 y anti-IgA 1:4000, respectivamente.
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8.2.4.3 Cultivo de EPEC a 25°C

Cuando EPEC se cultivé a 25°C, las bacterias perdieron la habilidad para adherirse a
las células HEp-2 (Tabla 6). Para conocer si la pérdida de la adherencia estd relacionada
con la reduccidn de la expresidn de estas proteinas, se obtuvo una fraccidon de adhesinas
después de haber cultivado las bacterias a 25°C. Posteriormente se realizé el ensayo de
union a células HEp-2 y se observé una marcada reduccion de la expresidon de la proteina
de 70 kDa, mientras que no hubo modificacidon en la produccion de las otras proteinas (43

y 90 kDa) (Fig. 9).

Tabla 6. Efecto de la temperatura en la adherencia de EPEC a células HEp-2

Temperatura a la cual Temperatura del ensayo
Crecio la bacteria (14 h) de adherencia (3h) % de adherencia
37°C 37°C = 100
25°C 37°C = 20.1
25°C 25°C = 20.1
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a) b)

Bacteria cultivada a: sIgA
kDa kDa
T AR — <« 90
67 — <+— 70 67 — « 70
43 - 43 — | <43
25°C 37°C 25°C  37°C

Fig. 9.- Disminucidn de la expresidon de la proteina de 70 kDa cuando la bacteria EPEC (E2348/69) es
cultivada a 25°C. a) Gel de acrilamida tefiido con azul de Coomassie muestra las proteinas de la fraccion de
adhesinas, obtenidas de bacterias cultivadas a 25°C 6 37°C. La flecha muestra la banda de la proteina de 70
kDa. b) Inmunodeteccién muestra las proteinas de la fraccién de adhesinas que reaccionaron con los
anticuerpos slgA, las adhesinas se obtuvieron de bacterias cultivadas a 25°C 6 37°C.

8.2.4.4 Anticuerpos purificados anti-70 kDa inhiben la adherencia de EPEC a células
HEp-2

Para conocer si la proteina de superficie bacteriana de 70 kDa de EPEC, estaba
involucrada en la adherencia a las células HEp-2, se produjeron anticuerpos anti-70 kDa
mediante la inmunizacién de conejos con la proteina de 70 kDa. Los anticuerpos
purificados inhibieron la adherencia de EPEC a las células. Los resultados mostraron que a
0.5 y 1.0 mg/ml. Los anticuerpos inhibieron la adherencia en un 62.2 + 2.2 y 86.1% + 3.0

respectivamente (Tabla 7).
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Tabla 7. Anticuerpos especificos anti-70 kDa inhiben la adherencia de EPEC a células HEp-2.

% de inhibicion a la adherencia

Anticuerpos anti-70 kDa 0.5 mg/ml 1.0 mg/ml

Células incubadas con los
anticuerpos en el ensayo de

. 62.2+2.2 86.1+3.0
adherencia - -

8.3 Proteinas transferidas por EPEC a células HEp-2 reaccionan con los anticuerpos sigA
de leche materna

En este estudio ademas se identificaron varias proteinas transferidas por EPEC
mediante un ensayo de infeccidon a células HEp-2, utilizando anticuerpos slgA de leche
materna. La estrategia que se eligid consiste en identificar antigenos de EPEC que
interactuen especificamente con células epiteliales durante la infeccién, permitiendo de
esta manera detectar a las proteinas antigénicas que la bacteria deposita naturalmente en
las células HEp-2. Antes de examinar la interaccién de EPEC con las células HEp-2, se
verificd la adherencia de EPEC sobre la superficie celular mediante el ensayo de adhesion

en células HEp-2 y tincion fluorescente (Fig.10).
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(a)

Celulasinfectadas a 3h

(b)

Células sin infectar

Fig. 10. Inmunofluorescencia que muestra imagenes de las bacterias adheridas a las células epiteliales
cultivadas. (a) Bacterias (Cepa E2348/69) adheridas a la superficie de células HEp-2 después de 3 horas de
infeccion, detectadas mediante anticuerpos anti-EPEC y anticuerpo secundarios conjugados Alexa Fluor 488
(verde). (b) células sin infectar tratadas de la misma forma que en (a).

8.3.1 Deteccion de las proteinas transferidas por EPEC a células HEp-2 en diferentes
fracciones celulares (citoplasmatica, membrana y citoesquelética)

Para investigar si la sIgA de leche reacciona contra proteinas de EPEC transferidas o
entregadas dentro de las células epiteliales, se obtuvieron fracciones sub-celulares a partir
de células infectadas y se analizaron por inmunodeteccion (Western blotting).
Previamente, se encontrd que las muestras de leche de madres de estatus
socioecondmico bajo, dieron una reaccion mas fuerte de slgA a extractos proteinicos de
EPEC que las muestras de leche obtenidas de mujeres universitarias (Gavilanes et al,
2001). Para este estudio, se usaron las muestras de leche materna que dieron las
reacciones mas intensas de slgA a las proteinas de EPEC. Los anticuerpos slgA purificados,
de madres de estatus socioecondmico bajo, inhibieron marcadamente la adhesion

bacteriana (cepa E2348/69) a células HEp-2. Los valores de la inhibicion producidos por
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0.5y 1.0 mg/ml de sIgA se resumen en la tabla 8. Estos ensayos se repitieron tres veces y

se hicieron por duplicado.

Tabla 8. Capacidad de los anticuerpos sIgA de inhibir la adherencia

de EPEC a las células HEp-2

Anticuerpos sigA N° de bacterias adheridas /200 % inhibicion
células
Sin anticuerpos 718 £52 0.0
0.5 mg/ml 2469+ 18 63.1
1.0 mg/ml 106.26+ 14 85.2

Las monocapas de células HEp-2 se infectaron con E2348/69 entre 1y 6 horas, y se
realizdé un procedimiento secuencial de extraccién de proteinas para preparar diferentes
fracciones; citoplasmatica, membrana y citoesquelética. Después de una hora de
infeccion, los anticuerpos slgA no reaccionaron con ninguna proteina (dato no mostrado);
sin embargo, a 3 horas post-infeccion, se detectaron tres proteinas en la fraccion
citoplasmadtica que claramente reaccionaron con los anticuerpos slgA; una banda
prominente de 80 kDa y otras dos bandas de 38 y 115 kDa, Fig. 11 (a). La fraccién de
membrana mostrd tres bandas de proteinas reactivas de aproximadamente 70, 80 y 90
kDa. En la fraccién del citoesqueleto se observaron proteinas en el rango de 60-90 kDa
que reaccionaron con los slgA, Fig. 11 (a). A las 6 horas post-infeccion se encontraron
esencialmente el mismo numero de bandas inmuno-teiiidas, con la excepcion de una
banda mas de 38 kDa en las fracciones de membrana, (que ya encontraba en la fraccién
citoplasmatica a las 3 horas), la cual sospechamos que se trataba de EspB, Fig. 11 (b). En
contraste, la infeccién de células HEp-2 con la mutante en el T3SS (AescN) no mostrd
ninguna reaccion a proteinas con los anticuerpos slIgA en la fraccién citoplasmatica, sin
embargo en la fraccion de membrana se observaron dos bandas de 70 y 94 kDa,
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indicando que estas proteinas no son transferidas por el T3SS, Fig. 11 (c). Otras cepas
adherentes de E. coli (uropatégena CFT073 y fecal 037231) que no pertenecen al patotipo
de las EPEC y que carecen del T3SS no fueron capaces de reaccionar con los anticuerpos
slgA en las células HEp-2 infectadas con estas cepas a 3 6 6 horas post-infeccidn (dato no
mostrado). El extracto de bacterias completas de EPEC, obtenidas por calentamiento a
ebullicién en solucién amortiguadora de SDS (Laemmli 1970) mostré solo dos bandas de
proteinas que reaccionaron con los anticuerpos slgA, un patrén que es diferente del

obtenido con células infectadas con EPEC Fig.11 (c).

Para demostrar que las fracciones celulares obtenidas contienen proteinas
transferidas por la bacteria EPEC a las células HEp-2 durante el ensayo de infeccidon, un
botén bacteriano de EPEC fue sujeto al mismo método de fraccionamiento celular usado
para las células HEp-2 infectadas. Brevemente, se obtuvo un botdn bacteriano a las 3
horas de la infeccion de EPEC, crecidas en DMEM, y se fraccioné para obtener las
supuestas fracciones celulares. La Fig. 11 (d) muestra muy poca reactividad a las proteinas
bacterianas liberadas directamente por el método de fraccionamiento empleado; se
observaron unas bandas palidas con una masa molecular diferente de las proteinas que
fueron transferidas por EPEC. Estos resultados indican que la fraccion celular de HEp-2 no
contiene contaminantes bacterianos relevantes. La Fig. 11 (e) muestra el control para el
procedimiento del fraccionamiento celular; La calnexina, una proteina marcadora de
membrana fue detectada solo en la fraccién de membrana (Me); la a-tubulina, un
marcador de citoesqueleto se detectd solo en la fraccidn de citoesqueleto (Ck). Ninguno

de estos marcadores se observaron en la fraccion citoplasmatica.
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Fig. 11.- Los anticuerpos slgA de leche materna reaccionaron con las proteinas que EPEC transfirid a las
células HEP-2. (a) Células HEp-2 infectadas con E2348/69 por 3 horas 6 (b) 6 horas y fraccionadas en las
siguientes fracciones; citoplasmatica (C), de membrana (Mem) y fraccién de citoesqueleto (Ck) que
reaccionaron con los anticuerpos slgA en la inmunodeteccion. (c) (Bact) bacteria completa de EPEC extraida
con solucion de Laemmli; (AescN) células HEp-2 infectadas con la cepa mutante en sistema de secrecion tipo
3 (T3SS), fraccionada y utilizada como control negativo. (d) Botén bacteriano de la cepa E2348/69 al que se
le realizé el mismo método de fraccionamiento de las células HEp-2 infectadas (control del método). Las
bandas de las proteinas se indican 115 kDa (*), 80 kDa (**) y 38 kDa (***). Control del procedimiento de
fraccionamiento de las células HEp-2. Calnexina, una proteina marcadora de membrana se detectd solo en la
fracciéon de membrana; a-tubulina, una proteina marcadora de citoesqueleto se detectd solo en la fraccion
citoesqueletica. Ninguna de estas dos proteinas se observo en la fraccion citoplasmatica.
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8.3.2 Identificacion de proteinas de EPEC en células HEp-2

Se sospechd que la proteina de 90 kDa de la fraccion de membrana es intimina
(una proteina de 94 kDa) y por lo tanto, para confirmar su identidad, se hicieron
reaccionar las fracciones de las células HEp-2 infectadas con anticuerpos anti-intimina, Fig.
12 (b). Se utilizaron como controles las fracciones de membrana de células HEp-2
infectadas con una mutante en intimina Fig. 12 (d). La intimina también se encontrd,
aunque con menor intensidad, en la fraccion de citoesqueleto de las células HEp-2
infectadas con EPEC, Fig. 12 (c). Estos datos indican que la proteina bacteriana de 90 kDa
encontrada principalmente en la fraccién de membrana de las células HEp-2 es intimina.
La proteina Tir migra a 78 kDa en su forma bacteriana (no fosforilada) y a 90 kDa cuando
es fosforilada por la célula del hospedero (Kenny et al, 1997). Se llevd a cabo un andlisis
mas detallado para descubrir si la proteina de 80 kDa que reacciona con la sIgA
corresponde a Tir usando antisuero policlonal anti-Tir. Como se predijo, debido al tamafio
molecular, los anticuerpos contra Tir y los anticuerpos sIgA reaccionaron fuertemente con
la misma proteina de 80 kDa en las fracciones citoplasmatica, de membrana y de
citoesqueleto derivadas de células HEp-2 infectadas con EPEC, Fig. 13 (a), (b). En apoyo a
este resultado, las células HEp-2 infectadas con las mutantes en Tir (Atir) o en T3SS
(AescN) no mostraron ninguna proteina reactiva con estos anticuerpos Fig. 13 (a), (b), (c).
La banda de 38 kDa detectada por los anticuerpos slgA en todas las fracciones probadas
fue identificada como EspB. No se observé ninguna banda de EspB en las células

infectadas con la mutante en EspB (AespB), Fig. 14 (a), (b), (c).
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Fig. 12.- Identificacion de intimina como blanco de la sIgA en células infectadas con EPEC. Inmunodeteccidn
de las células HEp-2 infectadas con EPEC por 3 h. Fracciones celulares probadas con leche materna; (a)
citoplasmatica (b) de membrana (c) de citoesqueleto, dilucién 1:50 o suero policlonal anti-intimina 280
dilucién 1:200. (d) Células HEp-2 infectadas con la cepa mutante CVD 206 (AeaeA) por 3 h. La fraccion de
membrana fue probada con leche materna y suero anti-intimina. La banda de la proteina intimina se indica
con un asterisco.
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Fig. 13.- Identificacién de Tir en las fracciones de la célula HEp-2 infectadas con EPEC. Inmunodeteccion de
las células infectadas con EPEC, mutantes escN (AescN) o tir (Atir). (a) Fraccidn citoplasmatica; (b)
Membrana; (c) Fraccidon de citoesqueleto. Se indican con asteriscos las bandas que corresponden a las
proteinas: Tir (*), intimina (**) y 70 kDa, (***). Se utilizd leche materna dilucién 1:50 y antisuero policlonal
anti-Tir dilucién 1:4000.
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Fig. 14.- Identificacion de EspB con anticuerpos slgA en células infectadas con EPEC. Las células HEp-2
fueron infectadas con la mutante en espB por 6 h. (a) Fraccidn citoplasmatica; (b) membrana; (c) Cultivo de
sobrenadante bacteriano (libre de baterias) después de infectar las células por 3 h. Inmunoblot utilizando
leche materna dilucién 1:50 y antisuero policlonal anti-EspB dilucion 1:1000. La banda correspondiente a la
proteina EspB estd indicada con asterisco (*).

8.3.3 Identificacion de la proteina de EPEC de 70 kDa que se une a células HEp-2

La fraccion de membrana de las células HEp-2 infectadas con EPEC mostré una
proteina de 70 kDa que reacciond con los slgA, Fig. 15 (a). Tir se detectd en esta fraccién
con un antisuero policlonal contra Tir para demostrar que la proteina de 70 kDa no es Tir,
Fig. 15 (a). Debido a que la proteina de 70 kDa se detectd en una fraccidn de proteinas de
superficie bacteriana, la proteina se aislé de la superficie celular de la bacteria mediante
breve vibracién soénica (sonicacion) del botdén bacteriano y centrifugacién del
sobrenadante (extracto crudo), Fig. 15 (b), (c), para identificar su secuencia de
aminodcidos. La purificacion de la proteina se evalud y siguié mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) y por inmunodeteccion usando los

anticuerpos slgA. Esta suspension cruda se disocié parcialmente por calentamiento a 70°C
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seguido de ultracentrifugacion, la proteina de 70 kDa se encontrd en la fraccion del
sobrenadante, Fig. 15 (b), (c). La proteina de 70 kDa se continué purificando a partir de la
fraccion del sobrenadante mediante cromatografia de intercambio-anidnico; la proteina
eluyé de la columna con KCl entre las concentraciones de 290 y 350 mM, conteniendo
como contaminante una pequefa cantidad de proteinas de bajo peso molecular (dato no
mostrado). El andlisis de la proteina por geles de electroforesis en dos dimensiones
mostrd un solo punto o mancha tefiida con azul de Coomassie en la regién de los 70 kDa,
la cual reacciond con los anticuerpos slgA, Fig. 16 (a). El analisis de la secuencia de
aminodcidos se realizé para determinar la identidad o naturaleza de esta proteina. La
muestra de la proteina se electro-transfiri6 a una membrana de PVDF y sometid a
digestion triptica (quimiotripsina), posteriormente los péptidos resultantes se separaron
por HPLC y se secuenciaron por el método de degradacidon de Edman. Un péptido derivado
de la proteina de 70 kDa mostré la secuencia de aminodcidos interna
DAEANAEADRKFEELVQTXNQ, la cual alined 100% con los aminoacidos 518-538 de la
proteina de choque térmico 70 (Hsp70, heat shock protein) de E. coli 0157:H7.

Se ha reportado que las proteinas Hsp60 y Hsp70 median la adherencia bacteriana
(Hennequin et al, 2001; Huesca et al, 1998) por lo tanto, hay interés en saber si la proteina
de EPEC Hsp70 soluble era capaz de unirse a células epiteliales. Para hacer esto, la fraccién
del sobrenadante de las proteinas de superficie de EPEC se incubd con la monocapa de las
células HEp-2 por 2 horas a 37°C. La Fig. 16 (c) muestra que la proteina Hsp70 es capaz de
unirse a las células HEp-2, lo cual sugiere que esta proteina tiene propiedades adhesivas.
Al usar un antisuero policlonal anti-70 kDa, la Hsp70 también se detectd en la fraccidn de

membrana cuando las células HEp-2 se infectaron con EPEC Fig. 16 (d).
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Fig. 15.- Una proteina de superficie de EPEC de 70 kDa se unid a las células HEp-2 infectadas (por 3 horas)
con la cepa E2348/69 y fue reconocida por los sIgA de leche materna. (a) La proteina de 70 kDa permanecid
en la fraccion de membrana de las células infectadas. Tir se detectd (arriba de la de 70 kDa) en la fraccion de
membrana de las células infectadas demostrando que la proteina de 70 kDa (*) no es Tir. (b) Extraccién y
aislamiento de la proteina de 70 kDa a partir de la superficie celular bacteriana (cepa E2348/69); Andlisis por
SDS-PAGE e inmunodeteccidn de las fracciones obtenidas: proteinas de superficie bacteriana extraidas por
sonicacion breve: extracto crudo (Ext. crudo); sobrenadante (SN) y fraccién de botén obtenidos después de
disociar el extracto crudo por calentamiento a 70°C y ultracentrifugacion. (c) Inmunodeteccién utilizando
slgA de leche materna. (c) Las transferencias se probaron con sigA de la leche materna.
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Fig. 16.- Electroforesis en gel de dos dimensiones (2D-PAGE) mostrando la purificacién de la proteina de 70
kDa. (a) Tincidn en azul de Coomassie y (b) Inmunodeteccidn utilizando slgA de leche materna. Las células
HEp-2 se incubaron con la fraccidn del sobrenadante de las proteinas de superficie bacteriana de EPEC (250
pg/ml) por 2 horas y la unién de la proteina de 70 kDa se detectd con slgA y suero anti-70 kDa. (c) y (d)
Células HEp-2 infectadas con EPEC, la proteina de 70 kDa se detectd en la fraccion de membrana con suero
anti-70 kDa.

8.3.4 Deteccidn de una posible nueva proteina translocada de 115 kDa

Una proteina de 115 kDa que reaccioné con la slgA se encontré en la fraccidon
citoplasmatica de células infectadas con EPEC a las 3 horas después de la infeccion, Fig. 17

(a). Para determinar si se trata de la proteina EspC de 110 kDa, se probd la fraccidon
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citoplasmatica con suero anti-EspC por inmunodeteccién. El suero especifico anti-EspC no
reacciond con ninguna proteina en la fraccion citoplasmatica de células infectadas con
EPEC, Fig. 17 (a). Para ver si la proteina EspC era reconocida por los anticuerpos slgA
después de ser secretada por EPEC, se infectaron células HEp-2 con E2348/69 o con la
mutante isogénica AespC por 3 horas. El sobrenadante del medio de cultivo (DMEM) se
colectd, se filtré para remover las bacterias, se concentrd 10-veces y se probd con la sIgA
de la leche materna o con el antisuero de conejo anti-EspC por inmunodeteccién. El
antisuero especifico anti-EspC y los anticuerpos slgA reaccionaron con la misma proteina
de 110 kDa en el sobrenadante de la E2348/69 pero no reacciond con el sobrenadante de
la mutante AespC, Fig. 17 (b). Ninguno de los anticuerpos reaccionaron con la proteina de

115 kDa en este sobrenadante de cultivo, Fig. 17 (b).

(a) (b)
Células HEp-2 infectadas Sobrenadante bacteriano
sIgA  Anti-EspC slgA Anti-EspC sigA
kDa
115 ** |» EspC’ [Remsn
94— T
677 .
437 E
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E2348/69 E2348/69 AespC
Fraccion

Citoplasmatica

Fig. 17.- Deteccién de un posible nuevo efector de EPEC inyectado en las células HEp-2. (a) Fraccidn
citoplasmatica de la célula HEp-2 después de la infeccién con E2348/69 por 3 h. (b) Cultivo de sobrenadante
de EPEC o AespC (concentrada 10 veces) ensayada con una mezcla de leche materna (1:50) y con antisuero
anti-EspC (1:2000).
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9. DISCUSION

Aunque existen significantes progresos en el conocimiento de los factores de
adherencia que utiliza EPEC para unirse a la célula hospedera, las adhesinas responsables

de esta propiedad de la bacteria son parcialmente conocidas (Nougayrede et al, 2003).

En el presente estudio desarrollamos un método que nos permitié detectar al
menos 5 proteinas de EPEC que interaccionan con las células HEp-2. Las masas
moleculares aproximadas de dichas proteinas (supuestas adhesinas) son de 115, 90, 70, 43
y 38 kDa. Sin embargo, solo 3 de estas proteinas (90, 70 y 43 kDa) fueron detectadas por
las 3 diferentes estrategias de deteccién que empleamos; 1) radio-ensayo, 2) anticuerpos
anti-EPEC ¢ 3) anticuerpos slgA de leche materna. No obstante no sabemos la identidad
de cada una de las proteinas detectadas con las 3 diferentes estrategias, solamente
conocemos sus masas moleculares aproximadas, que al compararlas sugeririan hablar de
la misma molécula. A pesar de esto, es importante notar que las 3 diferentes estrategias
de deteccién no difirieron mucho en cuanto a las supuestas adhesinas detectadas. Se
esperaba basicamente resultados similares entre los diferentes sistemas de deteccién, a
pesar de que representan estrategias diferentes. Para poder comparar los resultados
entre los diferentes sistemas seria necesario identificar las proteinas detectadas en sus

respectivos sistemas.

Pensamos que en este estudio, los anticuerpos slgA de leche materna pueden ser
de mayor utilidad en la busqueda de proteinas de superficie de EPEC, que los anticuerpos
anti-EPEC, ya que los slgA se produjeron en respuesta a la infeccién intestinal bacteriana,
lo cual involucra la interaccidon de antigenos potentes bacterianos con el epitelio asociado
a foliculo en el intestino del hospedero. El suero anti-EPEC se obtuvo al inmunizar conejos
(via subcutanea) con proteinas bacterianas de superficie y de membrana externa, por este
motivo esperariamos que sus principales blancos fueran diferentes a los blancos de los
slgA. Con el radio-ensayo esperabamos encontrar mayor numero de proteinas detectadas

(supuestas adhesinas) que en los otros dos sistemas, sin embargo no resultd asi, en
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general los 3 sistemas de deteccidon mostraron resultados similares. Con el radio-ensayo
fue mas dificil distinguir entre los reconocimientos inespecificos y las uniones estables
especificas de las supuestas adhesinas bacterianas. Ademas, el fondo radioactivo
contaminante es mas fuerte y dificil de eliminar que el de la inmunotincién. Los tres
sistemas de deteccién no difirieron mucho en sus resultados, esto probablemente se
debid a que se realizaron sobre el mismo ensayo de reconocimiento en células HEp-2, el
cual puede tener limitantes, por ejemplo que no todas las adhesinas (separadas de las

bacterias) puedan interaccionar con las células HEp-2.

La proteina de 70 kDa parece estar realmente implicada en la adherencia de EPEC a
células HEp-2, esta observacidn se vio apoyada por el hecho de que la expresidon de dicha
proteina en la bacteria se redujo cuando se crecid a 25°C, temperatura a la cual EPEC
pierde su capacidad de adherencia a células HEp-2 (datos no mostrados). Algunos factores
de virulencia son regulados en coordinacion con sefiales ambientales cuya base comun es
un sistema de regulacién que controla la expresidon de genes de virulencia. Por ejemplo, la
transicion de un ambiente de baja temperatura a temperatura corporal ha sido
correlacionada con cambios dramaticos en la expresidén de determinantes de virulencia en
varios organismos (Mekalanos, 1992). Ademas la proteina de 70 kDa también se detectd
en el modelo de infeccién de células HEp-2, donde se identificd junto con otras proteinas
que la bacteria EPEC transfiri6 hacia las células epiteliales, dicha proteina se detectd

cuando las bacterias se cultivaron a 37°Cy no se observé a 25°C.

Por otro lado, descartamos a las proteinas de 90 y 43 kDa como posibles
participantes en la adherencia de EPEC debido a que se observaron en cepas de E. coli
poco adherentes, es posible que estas proteinas de 90 y 43 kDa sean un artefacto o
producto de una reaccion inespecifica dificil de eliminar, a pesar del lavado intenso
durante el ensayo de uniéon con las células HEp-2. Ademds estas dos proteinas se
detectaron en el ensayo de unién a pesar de ser obtenidas de bacterias crecidas a 25°C.
Con los resultados obtenidos en el ensayo de reconocimiento, con proteinas desprendidas

de la bacteria, pensamos que éste no es suficiente por si solo para identificar a las
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proteinas de adherencia de EPEC. Es necesario complementarlo con otros modelos o
herramientas para poder detectar con mayor certeza las posibles adhesinas bacterianas.
Se sabe que la adherencia bacteriana es un proceso muy complejo que depende de
muchos factores y ademas requiere de la energia y movimiento de la propia bacteria
(Nougayrede et al, 2003). Las proteinas o adhesinas desprendidas de las células
bacterianas pueden reaccionar de manera diferente que cuando son parte de las bacterias
mismas.

En consecuencia se decidio utilizar otro modelo que permitiese la interaccion entre
las células HEp-2 y las bacterias EPEC, el cual consistid en la infeccion de las células
epiteliales cultivadas permitiendo que la bacteria transfiriese sus proteinas y efectores a la
célula infectada, y posteriormente obtener fracciones celulares que contengan las
proteinas transferidas por EPEC para finalmente identificarlas. La proteina Tir translocada
a las células epiteliales se identific6 mediante este modelo de infeccién (Kenny et al,
1997). En este modelo de infeccion, la slgA reacciond claramente con 5 proteinas, las mas
prominentes fueron intimina y Tir. Los anticuerpos sIgA reaccionaron predominantemente
con Tir en las fracciones citoplasmatica y de membrana y con intimina en la fraccidon de
membrana. Estos resultados sugieren que la proteina intimina se adhiere
abundantemente a las membranas de las células epiteliales, directamente o a través de
Tir, intimina no ha sido considerada realmente como una proteina translocada (Frankel et
al, 2001), sin embargo estos datos sugieren que intimina por si misma se inserta
directamente dentro de la membrana plasmatica de las células o se une fuertemente a
receptores celulares. Se ha reportado que intimina se une ademas de a Tir, a un receptor
codificado por la célula del hospedero, se trata de la B1 integrina (Frankel et al, 2001; Liu
et al, 1999; Frankel et al, 1996) y a la nucleolina en las células HEp-2 (Sinclair et al, 2002).
Es claro que los diferentes tipos de intimina presentes en las cepas de EPEC influencian un
tropismo tisular en el intestino (Reece et al, 2001). La unién de intimina con Tir conecta la
bacteria extracelular a el citoesqueleto de la célula hospedera (Gruenheid y Finlay, 2003).
Una fuerte respuesta inmunitaria hacia Tir se ha reportada previamente (Li et al/, 2000);

los autores usaron suero obtenido de pacientes pedidtricos con diarrea aguda causada por
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E. coli enterohemorragica (EHEC) O157:H7 y proteinas recombinantes de EHEC. Las
proteinas intimina y Tir son esenciales para que EPEC altere y desorganice la barrera
epitelial y para la formacion de la lesidon de adherencia y eliminacién. Estos resultados
nuevos indican que intimina y Tir también son antigenos potentes que inducen

considerable produccién de anticuerpos slgA en el hospedero.

Los controles experimentales indican que las proteinas de EPEC detectadas en las
fracciones subcelulares de células HEp-2 después de la infeccion con EPEC no se deben a
contaminaciéon bacteriana, puesto que el botdn bacteriano sin células HEp-2 y sujeto al
mismo proceso de fraccionamiento produjo solo bandas pdélidas sin ninguna similitud a las
proteinas transferidas por EPEC en las células HEp-2 Fig. 2 (d). En este estudio, el método
de fraccionamiento usado para obtener las fracciones citoplasmadtica y de membrana
mostré ser muy confiable, y estd basado en disrupcién mecanica y ultracentrifugacién
(Gauthier et al, 2000). Lo mismo se aplica para la extraccion de elementos del
citoesqueleto, el cual se basa en detergentes y alta concentracion de urea (Mahadevan et
al, 1988). Ademas, el hecho de que la cepa adherente uropatégena (CFT073) no dio
ninguna respuesta de slgA en las células HEp-2 infectadas indica que esta bacteria, la cual
carece de T3SS, es incapaz de transferir proteinas en las células epiteliales. Estos
anticuerpos de slgA fueron capaces de reconocer un buen nimero de proteinas (mediante
inmunodeteccion) de la cepa CFT073 cuando se extrajeron directamente del botén

bacteriano.

La identificacion de la proteina de 70 kDa, como una proteina de choque térmico
(heat-shock protein, Hsp70), la cual reacciond con la sIgA, fue inesperada en parte porque
Hsp60 y Hsp70 son generalmente consideradas chaperonas, las cuales son encontradas
como proteinas citoplasmaticas en la mayoria de procariontes. Una abundante cantidad
de Hsp70 se encontrd en la superficie de EPEC, la cual pudo facilmente ser desprendida de
la bacteria mediante una simple agitacion (con vortex) de la suspensién bacteriana (dato
no mostrado). Comparada con la respuesta de la slgA hacia intimina y Tir, la reaccién de

slgA hacia la Hsp70 de EPEC fue menos intensa en las células HEp-2 infectadas. Juzgando
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por la intensidad de las bandas de la Hsp70 en el gel tefiido con Coomassie (SDS-PAGE) e
inmunodeteccion, ya sea la concentracion de anticuerpos o su afinidad es muy baja. Las
proteinas de choque térmico han sido extensamente estudiadas a nivel inmunolégico y se
han reportado como blancos importantes de la respuesta inmunitaria tanto humoral
como mediada por células (Kaufmann 1990; Young et al, 1989). Por ejemplo, la familia de
la Hsp70 de Cryptococcus neoformans parece ser una molécula blanco importante de la
respuesta humoral en pacientes humanos con criptococcosis pulmonar (Kakeya et al,
1999). Nuestros resultados sugieren que la Hsp70 reconoce o se une a células HEp-2 y no
podemos desechar la posibilidad de que esta proteina sea una adhesina accesoria que
contribuya al proceso de adherencia de EPEC a las células del hospedero. La expresion de
Hsp60 y Hsp70 en la superficie de la bacteria ha sido reportada por mediar incremento en
la adhesidon de organismos estresados, tales como Helicobacter pylori, Clostridiun difficile,
y Salmonella enterica serovar Typhimurium (Hennequin et al, 2001; Huesca et al, 1998;
Ensgraber et al, 1992). De Jesus y colaboradores (2005) reportaron una correlacidon entre
un aumento en la adhesion de EPEC a las células hospederas y un incremento en la
expresion de la Hsp70 asociada a la superficie cuando EPEC se expuso a estrés con acido o
sales biliares. Ademas, el tratamiento de la bacteria con anticuerpos anti-Hsp70 elimind el
incremento en la adhesion bacteriana. Mamelak y colaboradores (2001) mostraron que la
Hsp70 de procariotas puede funcionar como adhesina mediante unién especifica a los

glicoesfingolipidos sulfogalactosilceramida.

Hasta ahora, varias proteinas efectoras no-codificadas en la isla de patogenicidad
LEE vy translocadas por T3SS han sido identificadas (Garmendia et al, 2005; Dahan et al,
2005). Recientemente Deng y colaboradores (2012) confirmaron la existencia de 25
efectores y proteinas secretadas por el sistema de secrecidn tipo Il de EPEC, previamente
identificadas por técnicas convencionales de biologia molecular y bioinformatica, estos
autores también identificaron varias nuevas proteinas secretadas por el sistema de
secrecién tipo lll, incluyendo dos nuevos efectores, que mostraron ser translocados

dentro la célula del hospedero.
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En este estudio de proteinas de EPEC transferidas dentro células HEp-2 se detectd
una proteina de 115 kDa que reacciond con anticuerpos slgA en la fraccién citoplasmatica
de células infectadas. Esta proteina no es EspC puesto que no reacciond con antisuero
especifico anti-EspC y tampoco fue detectada en células infectadas por la mutante AescN
Fig. 2 (c), lo cual sugiere que esta proteina citoplasmatica de 115 kDa es una proteina
nueva translocada por EPEC a través del T3SS dentro de las células. Ninguno de los
efectores recientemente descritos pueden ser esta proteina puesto que el tamaiio de
dichos efectores estd entre 20 y 44.7 kDa. Un buen numero de supuestos efectores
algunos en potencia y otros comprobados se han identificado, principalmente en
Citrobacter rodentium. Tobe y colaboradores (2006) han especulado que el reportorio de
los genes que codifican para efectores en E. coli podria ser mas grande que el actualmente
reconocido. El intento para identificar la proteina de 115 kDa no resulté debido a que esta
proteina se encontré en muy pequeia cantidad; no fue posible ver una banda proteinica
después de teiiirla con azul de Coomassie; la banda de 115 kDa se visualizé solo por
inmunodetecién. Pensamos que la proteina de 115 kDa es producida en muy bajos niveles

y justamente después de que la bacteria se adhirié a las células eucariotas.

La proteina EspC autotransportadora de EPEC dio una fuerte respuesta a los
anticuerpos sIgA entre las proteinas secretadas por EPEC durante el ensayo de infeccidn.
El papel patdgeno de esta proteina en la infeccién de EPEC es desconocido aunque varias
propiedades bioldgicas, tales como toxigenicidad, dano a las células epiteliales, unién e
hidrélisis a varias proteinas del hospedero, se han atribuido a esta proteina (Mellis et al,
2001; Navarro-Garcia et al, 2004; Drago-Serrano et al, 2006). La EspC parece ser una
proteina altamente inmunogénica puesto que suero humano colectado de un voluntario
después de una infeccion experimental con EPEC fuertemente reconocié a la EspC (Jarvis
et al, 1995). Se ha reportado que la internalizaciéon de EPEC dentro de células HEp-2 es
lenta, y requiere del contacto de la bacteria con la célula hospedera junto con la
produccién del sistema de secrecion tipo Il (Vidal et al, 2008). Bajo estas condiciones

experimentales, no fue posible detectar a la EspC dentro de la célula después de 3 horas
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de la infeccion con EPEC. Vidal y colaboradores (2008) reportaron que la distribucién de la

EspC al citosol de la célula hospedera ocurrié después de 2 horas de la infeccidn.

En conclusidn, después de la infeccion de las células HEp-2 con EPEC, intimina y Tir
mostraron ser los blancos principales de los anticuerpos slgA de la leche humana, seguido
por EspB. La proteina Hsp70 purificada a partir de EPEC fue capaz de reconocer o unirse a
las células HEp-2 sugiriendo un posible papel en la adhesién de EPEC a las células
epiteliales.

La caracterizacion de posibles nuevos factores de adherencia contribuird a un
mejor entendimiento de la patogénesis de EPEC, ademas de ser los “blancos” atractivos

para nuevas terapias y desarrollo de vacunas.
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