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RESUMEN

Las cepas de Escherichia coli (E conli) enteroagregativas (EAggEC) estan
epidemiolégicamente asociadas con diarrea persistente y diarrea con sangre en
ninos menores de 5 afios principalmente en paises en desarrollo. Sin embargo,

poco se conoce con respecto a sus mecanismos de patogenicidad.

En este trabajo se presentan datos referentes a la identificacion de dos
proteinas de alto peso molecular (116 y 108 kDa) presentes en el sobrenadante
del cultivo bacteriano de diferentes cepas EAggEC. Estas proteinas fueron
purificadas de la cepa EAggEC (O?:H10), aislada durante un brote de diarrea
persistente en un Hospital de Pediatria. Las protefnas se precipitaron con sulfato
de amonio al 75% de saturacién, fraccionandose posteriormente con
amortiguador de fosfatos de potasio (K1/K2) a 1.15 y 1.75 M. Al precipitado
obtenido en el ultimo paso del fraccionamiento se le realizé cromatografia de
intercambio iénico en DEAE-Celulosa y de manera alternativa en Q-Sepharose.
El primer pico de elucién de la cromatografia en Q-Sepharose mostré las dos
proteinas, teniendose un rendimiento de 4.4% al recuperar 28 mg de proteina de
un total de 630 mg. Al realizar la caracterizacién de ambas proteinas, se observd
que son termolébiles y sensibles a proteinasa K. E! andlisis por SDS-PAGE en
condiciones reductoras, mostré que no estan constituidas por subunidades
unidas por puentes disulfuro. Al analizar estas proteinas por
inmunoelectrotransferenciacon anticuerposde conejoscontralas toxinas colérica
(CT) y termoestable de E. coli (LT); se observé que éstos reaccionaban contrala
proteina de 108 kDa, no observdndose la misma reactividad con anticuerpos
preparados contra la hemolisina alfa de E. coli {HlyA). Al evaluar la reactividad
del suero de nifios infectados naturalmente por EAgQQEC y el de voluntarios
retados con estas mismas bacterias, se encontré que en ambos casos se

presentaba una respuesta intensa contra ambas proteinas.



Utilizando ei modelo in vivo de asa ligada de yeyuno de rata, se analizd la
estudio histopatoldgico realizado mostré

actividad de estas proteinas, el
acortamiento y disminucién de las vellosidades intestinales, necrosis, hemorragia

de |la mucosa y edema, acompaiado de una reaccién inflamatoria intensa. El

ensayo in vitro en Camaras de Ussing, con intestino de rata, mostré un efecto

de tipo enterotéxico, manifestado por el incremento en la corriente de corto
circuito y la diferencia de potencial, efecto que fue inhibido cuando las proteinas

se incubaron previamente con gamaglobulina de conejo anti 116 y 108 kDa.

El andlisis de la frecuencia de expresién de las proteinas de 116 y 108
kDa, para conocer su importancia como posibles factores de virulencia de
EAggEC, mostré que 85 (76%) de 126 (100%) cepas aisladas de nifios con
diarrea, expresaban ambas protefnas, mientras que sdélo en 7 (16.2%) de 42

(100%) cepas EAggEC aisladas de nifios sin cuadro clinico se identificaron tales

productos.

Estos resultados apoyan la participacion de estas proteinas (116 y 108
kDa) en la patogénesis de la diarrea por la infeccién de EAggEC.



INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas afectan al hombre durante todas las etapas
de su vida, lo cual las hace relevantes, ya que constituyen la mayor causa de
muerte a nivel mundial. Sabemos que todas son prevenibles, lo que las hace
factibles de controlar primeramente y posteriormente tender a su erradicacion.
Para 1990 la estimacion mundial de muertes por enfermedades infecciosas y
parasitarias fue de 50O millones de defunciones. En los paises en desarrolio, una
tercera parte de todas estas muertes fueron en menores de 5 afios (cercade 13
millones}) (1), entre ellas, las del tracto gastrointestinal representan un serio

problema de salud pudblica especiaimente en la poblacién infantil y preescolar {2-

3).

DEFINICION Y CLASIFICACION DE LA DIARREA

La diarrea se define como el aumento en el numero de evacuaciones y
disminucién de la consistencia de las mismas (4). La diarrea se puede clasificar
en base al tiempo de evolucidn y por su fisiopatologia. En funcién del tiempo, la
denomina diarrea aguda es aquella cuya duracién es igual o inferior a 13 dias (5),
mientras que la diarrea persistente es aquella que tiene una duracién de 14 dias
o mas (6). Desde el punto de vista fisiopatoldgico, la diarrea se explica por uno
o varios de los siguientes mecanismos (4-11): 1) disminucién en la absorcion, 2)

secrecién aumentada y 3) exudacion.
1.-Disminucidn en la absorcién, ésta se produce via tres mecanismos
diferentes: a) mecanismo osmdtico (4, 7), b) movilidad intestinal alterada (4, 8)

y c) malabsorcién especifica (4).



a) Mecanismo osmédtico (4, 7). Este tipo de diarrea estd causada por la
ingestién de solutos que se absorben poco, generalmente carbohidratos o iones
divalentes. Por ejemplo, magnesio o sulfato. Dentro de las causas exdgenas que
la originan se encuentra el abuso en el consumo de laxantes (leche de magnesia
y sulfato de magnesio), antidcidos y medicamentos diversos (neomicina vy
colchicina). Las causas endogenas que |la producen pueden ser congénitas y
adquiridas. Las primeras se han relac¢ionado con trastornos en la absorcién de
hidratos de carbono por deficiencias enzimaticas (deficiencias de disacaridasas)
y las segundas con enfermedades con absorcién deficiente, como es la
deficiencia de disacaridasas post-enteritis, insuficiencia pancredatica (alcohol),
sobrecrecimiento bacteriano, enfermedad celiaca, enteritis por rotavirus o
secundaria a cirugia (vagotomia, piloroplastia, gastroyeyunostomia).

b) Movilidad intestinal alterada (4, 8). Las diarreas relacionadas con
trastornos de la movilidad se asocian principalmente a trastornos organicos. Esta
puede ser secundaria a tres diferentes mecanismos: 1) aumento en el transito
intestinal, en este caso se observa una disminucién del contacto de la mucosa
y el contenido luminal, en consecuencia malabsorcién; 2) disminuciédn en la
peristalsis, en ésta se condiciona estasis y se favorece la sobrepoblacién
bacteriana que induce la diarrea; 3) vaceamiento colénico prematuro, se produce
por anormalidad del contenido o por “irritabilidad" colénica, con la consecuente

disminucién en el contacto del liquido luminal y la mucosa, y por lo tanto,

disminucién en la absorcion.

c) Malabsorcién especifica (4). Un ejemplo de este tipo de diarrea es la
clorhidrorrea congénita, entidad en donde el paciente es incapaz de absorber
cloro activamente, lo que da como resultado disminucién en la absorcién de
liquidos, disminucién en la acidificacién y aumento en la concentracién de cloro,

por lo que, los pacientes sufren alcalosis metabdélica y diarrea crénica (9).



2.- Secrecién aumentada (4, 9). Esta diarrea resulta de una variedad de
circunstancias y el mecanismo incluye un agente estimulador, que pueden ser:
toxinas bacterianas, hormonas, o bien otros agentes como acidos biliares y
laxantes. Entre los inductores mas importantes tenemos microorganismos que
elaboran productos con actividad enzimatica, como es el caso de las
enterotoxinas de Vibrio cholerae (V. cholerae) y E. coli enterotoxigénica (ETEQC),
que alteran el sistema de la adenilato ciclasa (9).

3.- Exudacién (4, 10, 11). La ruptura de la mucosa intestinal debida a la
inflamacién y ulceracién puede condicionar una descarga de moco, detritus
celulares, proteinas séricas y sangre hacia la luz del intestino (10). El dafio a la
mucosa intestinal puede producirse a través de cuatro vias: a) infecciédn, como
es el causado por rotavirus, E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), Shigelia, Salmonella, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica,
Entamoeba histolytica (E. histolytica), Giardia, Criptosporidium, Ascaris,
Trichinella y sprue tropical; b) hipersensibilidad, ésta es debida a infecciones por
nematodos, enfermedad celiaca (hipersensibilidad a las proteinas de la soya o de
la leche), colitis inducida por medicamentos (alfa metildopa); c) idiotipica o
autoinmune (colitis ulcerativa, colitis colagenosa, enfermedad de injerto contra
huésped, linfoma, enfermedad de Crohn): d) agentes citostaticos (anticéncer),

quimioterapia (mucositis) y radioterapia (enteritis por radiacién).

Independientemente del mecanismo fisiopatolégico que induzca diarrea, los
principales agentes etiolégicos del padecimiento particularmente en los paises en

proceso de desarrollo son los infecciosos.



MAGNITUD Y TRASCENDENCIA DE LAS INFECCIONES GASTROINTESTINALES

La transmisién de las infecciones gastrointestinales estad asociada con el
nivel de saneamiento y el! desarrollo socioecondmico (3, 12-13). En 1990 se
estimdé la poblacién mundial en 5,292 millones de habitantes, de los cuales, el
77.2% vivian en paises en desarrollo, de éstos un tercio son menores de 15 afos
(2). Una quinta parte de la poblacién mundial no dispone de abasto de agua
potable (1,015 millones), de los cuales el 80% viven en zonas rurales. Una
tercera parte de la poblaciéon mundial no dispone de ningun tipo de sistema
higiénico de eliminacién de las excretas y el 60% de la poblacién total es

analfabeta, elevdndose en las mujeres hasta el 75% (3).

En 1990 se estimdé que la diarrea estuvo asociada en 3.2 millones de
muertes en menores de 5 afnos, ocupando la tercera causa de mortalidad,
después de las infecciones respiratorias agudas y las causas perinatales (1). La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estimdé en 1992, que los nifos menores
de 5 aifios (547 millones), que vivian en los paises en desarrollo, presentaron en

promedio 3 episodios diarreicos anuales (3, 12-14).

En 19921, la OMS estimdé que a nivel mundial, el 68% de los ninos menores
de 5 ailos de paises en desarrollo, tuvieron acceso a la terapia de rehidratacién
oral (TRO). A pesar de esta medida, sélo el 38% de los episodios de diarrea

recibieron sobres de rehidratacién oral (1, 13).

En un estudio realizado por la OMS en 5 paises en desarrollo, en el que se
estudiaron nifios de O a 36 meses de edad, se encontré que los 3 agentes mas
frecuentes de diarrea aguda fueron: rotavirus, Shigella y ETEC (15). De las
parasitosis mas frecuentes se encontraron: ascaris, uncinarias, Trichuris y Giardia

lamblia (G. lamblia) (14).



SITUACION DE LAS ENFERMEDADES DIARREICAS Y SU ETIOLOGIA EN

MEXICO
Enlos Estados Unidos Mexicanos, la poblacién estimada para 1990 fue de
80 millones de habitantes, de los cuales, 10 millones eran menores de 5 afios.
El pafs se caracteriza por una amplia diversidad ecoldgica y sociocultural que
determina grandes diferencias en las condiciones de salud. El porcentaje de

analfabetismo en la poblacién mayor de 10 afos fue de 12.4%; en el Distrito
Oaxaca y Guerrero, la

federal éste erd de 4%, mientras que en Chiapas.
proporcién fue siete veces mayor. El piso de tierra de las viviendas como factor
condicionante de geohelmintiasis es de 19.5% y estd presente en la mitad de las
casas de Chiapas, Oaxaca y Guerrero. En todo el pais, 20.6 yv 26.4% de las
viviendas no tienen agua entubada y drenaje respectivamente (16). A partir de
fa introduccién del cdlera en México, el nimero de hectdreas de cultivos
restringidos, regados con aguas negras es insignificante. Sin embargo, el uso de
aguas negras no tratadas, para cultivos no restringidos, es todavia una préactica

comun en las &reas de riego aledafias a las grandes metrépolis (17).

De acuerdo a los resultados de la Encuestas Nacionales de Salud de 1985
a 1991, se estima que en México ocurren 100 a 110 millones de eventos
diarreicos al afio, de los cuales la incidencia en menores de cinco afnos es de
cuatro episodios al afio y de uno en los mayores de esta edad (18-20). En el
9.5% de las diarreas estudiadas habia evidencias de sangre en heces y 9.2%
tenla diarrea persistente, por lo que 81.3% correspondieron a diarrea aguda

liquida (19).

Las enfermedades diarreicas en México muestran variacion estacional, con

incremento en el nimero de casos en primavera-verano y descenso en los meses

frios (diciembre, enero y febrero) (21).



Las tasas de mortalidad por diarrea en nuestro pais durante los uitimos
cincuenta aifos han descendido mas de veinte veces y durante los ultimos diez
afos se redujeron a la mitad (asociado al incremento del uso de la TRO); para
1990 se registraron 22,196 muertes por esta causa, con tasa de 26.5 muertes
por 100,000 habitantes, representando el 5.2% del total de las defunciones

registradas (22).

Del total de muertes por diarrea en 1990, el 63% (14,0711 muertes)
currieron en menores de cinco afios. Anualmente, en el pals mueren por diarrea
uno de cada 1000 menores de cinco afnos (tasa de 133.3 muertes por 100,000

habitantes) y una de cada seis defunciones, en este rango de edad, es debida a

diarrea (16.4%) (22).

Las muertes por diarrea en menores de cinco afios disminuyd de 29,691
en 1980 a 14,011 en 1990. El mayor descenso se observa a partir de mediados

de los anos ochenta y estd asociado al incremento del uso de los sobres de

rehidratacidn oral (22).

Entre 1982 y 1985, Cravioto y col. {(23-24) estudiando una cohorte de 75
nifos de una localidad rural del estado de Morelos, encontraron ETEC en 33.5%,
rotavirus en 9.9%, EPEC 8.1%, Salmonella en 6.2%, Campylobacter 5.6% vy

Shigella 3.8%; como los principales agentes etiolédgicos de diarrea.

Septilveda y col. (25) efectuaron en 1984 un estudio de casos y controles,
en un area del sur de la Ciudad de México y encontraron los siguientes agentes:

E. ¢oli enteropatégena 28%, Campylobacter 15%, ETEC 13%, Shigella 9%, G.
lamblia 8%, rotavirus 6%, E. histolytica 1.6% y Salmonella 0.8% (25).



En 1991, Olarte y col. (15) trabajando con nifios de O a 35 meses de edad

en el Hospital Infantil de México, identificaron algun agente patégeno en el 70%

de los casos de diarrea y en 31% de los controles. Los agentes mads

frecuentemente identificados fueron ETEC (17% casos/7% controles), rotavirus
(13% casos/2% controles), Campylobacter (15 % casos/10% controles), Shigela
sp. (11% casos/1% controles) y EPEC (10% casos/9.1% controles). El virus
Norwalk se identificé en 5%, Salmonella sp. 4%, G. lambia 5%, adenovirus 3%

y E. histolytica sélo en 0.7% de los casos.

en pafses como México, no son tan

Las helmitiasis intestinales,
liquida, a pesar de tener un impacto

importantes como causa de diarrea
importante en el crecimiento y desarrollo de los nifios (18).

Escherichia coli (E. coli) AGENTE CAUSAL DE DIARREA

Durante las tltimas décadas del presente siglo, un numero considerable de
trabajos de investigacién han establecido que E. coli constituye uno de los
agentes etiolégicos mas importantes causantes de enteritis y otras infecciones
intestinales. El bacteridlogo aleman Theodore Escherich fue el primero en
describir a la bacteria, denominandola Bacterium coli commune. Este investigador
aislé la bacteria de las heces normales de un infante y aungue constantemente

propuso su participacién como agente causal de diarrea, no fue sino hasta la

década de los aiios cincuenta del presente siglo, cuando se establecid

plenamente su participaciédn como patégeno intestinal (27).

De acuerdo al manual Bergey’s, el microorganismo se incluye en la familia
Enterobacteriaceae, dentro del género Escherichia. En la actualidad se conocen
E. blattae, E. vulneris y E.

cinco especies de este género: E. coli, E. harmannii
ferqusonni (28-29). De acuerdo a estudios de hibridizacidn de DNA, el género
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relacionado con E. cogli (30). Sin embargo, la

Shigella esta [ntimamente
separaciéon entre las dos especies se han mantenido principalmente por razones
practicas. E. coli es la especie mejor conocida como patdégeno y las especies

restantes se han empezado a estudiar respecto a su capacidad para producir

enfermedad.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS. BIOQUIMICAS Y DEL CULTIVO DEE. coli

E. coli es un bacilo corto Gram negativo, no esporulado, generalmente con
flagelos peritricos y fimbrias. Frecuentemente presenta una capsula y algunas
cepas producen colonias mucoides. Es un anaerobio facultativo, crece en medios
de cultivo simples y sintéticos, donde utiliza glicerol o glucosa como dnica fuente
de carbono y energia. Fermenta la glucosa para dar acido y gas. El cultivo en
medio liquido de cepas lisas producen una turbiedad uniforme, mientras que las
cepas rugosas presentan un sobrenadante claro con un depdsito granular de
crecimiento. Sobre medios sélidos, las colonias son circulares y lisas, con borde
bien definido. En medio conteniendo eritrocitos lavados se observa alfa o beta

hemdlisis, relacionados con la produccién de hemolisinas (31).

TIPIFICACION

E. coli es una especie formada por cepas variables fenotipicamente, por tal
motivo, diversos antigenos pueden ser usados para su tipificacién. Ademas de
éste, existen otros métodos que son uUtiles para caracterizar y ordenar los grupos
de cepas hasta nivel de especie, como es el caso de la tipificacién por fagos (32),
por colicinas (33), por sus antigenos fimbriales (F) y capsulares (K) (34).



Mediante la caracterizacién serolédgica de sus 173 antigenos somaticos (O)
y 56 flagelares (H), se ha demostrado que sdélo un pequefio grupo de estos

gérmenes estan asociados con la produccién de enfermedad (35-38).

MECANISMOS DE PATOGENICIDAD DE E. coli CAUSANTES DE DIARREA

La asociacién constante entre ciertos serotipos de E. coli con procesos
diarreicos, ha permitido plantear medidas de control a través de la busqueda de
los mecanismos de patogenicidad que comparten estas clonas bacterianas. Estos
mecanismos corresponden fundamentalmente a tres tipos: 1) Adherencia,
indispensable para que la bacteria pueda acercarse, pegarse y colonizar el epitelio
de ciertas areas del intestino; 2) Produccién de proteinas bacterianas (toxinas),

liberadas una vez que la bacteria ha colonizado el intestino. Siendo su efecto final

la estimulacién de secrecién de agua y electrélitos {(enterotoxinas) o la

destruccion celular (citotoxinas); 3) Invasién yreproduccién bacterianadentro del
citoplasma de las células epiteliales del intestino, lo cual permite a las bacterias

evadir los mecanismos de proteccién del hospedero, una vez que se encuentran

en el interior de la célula.

El desarrollo de diversas técnicas de laboratorio han permitido clasificar a
asociadas con procesos diarréicos, en cinco grupos
(EPEC), enterotoxigénico (ETEC),
y enteroagregativo

las cepas de E. coli,
principales {(cuadro 1): Enteropatégeno
enteroinvasor (EIEC), enterohemorragico (EHEC) (39)

(EAggEC) (40).



CEPAS ENTEROTOXIGENICAS DE E. coli (ETEC)

A partir de los estudios publicados por De y col. en 1956 (41), en los que

se observé que al inocular asas ligadas de intestino de conejos con ultrafiltrados
de cultivos bacterianos de cepas de E. coli, éstas se distendian por la
acumulacién de liquidos. Se demostré que algunas cepas de E. coli tenian la

capacidad para producir exotoxinas, que al interactuar con las células epiteliales
de la mucosa intestinal del hospedero, inducfan aumento en la secrecién de agua

y electrdlitos.
Las cepas ETEC elaboran dos diferentes toxinas. La primera es una

proteina dimérica de 86.5 kilodaltones (kDa) de peso molecular,
estructura quimica, funcién y antigenicidad a la toxina producida por V. cholerae

similar en

Q1 (CT). Por su labilidad al calor {se inactiva a 100°C durante 10 minutos) se
La toxina estad compuesta por dos subunidades

denomina termolabil (LT).
conocidas como A y B; la subunidad A posee la actividad enzimadtica y tiene

una adenosindifosfato ribosilacién (ADP

como funcién principal inducir
ribosilacién), que da lugar al incremento en los niveles de adenosinmonofosfato

La subunidad B es un pentadamero que tiene la

ciclico (AMPc) intracelular.
propiedad de unirse a las células del epitelio intestinal a través de receptores

celulares (gangliésido GM 1) de superficie (42). El incremento de Jos niveles de

AMPc intracelular provoca que las células de las criptas intestinales aumenten la
con una consecuente disminucién en la

secrecién de agua y electrélitos,
absorcién en las vellosidades. Ambos eventos conducen a un incremento en la

secrecidn de liquidos a nivel del lumen intestinal, que clinicamente se manifiesta

como diarrea.
La otra familia de enterotoxinas producidas por las cepas ETEC son
termoestables (ST), estructurailmente son péptidos de bajo peso molecular, entre

1 a 6 KDa, no inmunogénicas, pueden o no ser solubles en metanol y como su
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nombre lo sugiere, resistentes al calentamiento (43-44). Aun no ha sido posible
evidenciar como es que la toxina (ST) se pega a la membrana y penetra al
citoplasma del enterocito. Sin embargo, 1o que si es conocido, es su capacidad
para incrementar los niveles de guanosinmonofosfato ciclico (GMPc) al estimular
la enzima guanilato ciclasa (44).

Ademas de la elaboracién de las toxinas LT y ST, las cepas ETEC producen
proteinas fimbriadas con las cuales se adhieren a receptores celulares
especificos. Hasta la fecha, se han descrito cuando menos 15 diferentes tipos
de estos factores adhesivos (45-46). Aligual que las enterotoxinas, la produccion
de los factores de adherencia estd controlada genéticamente por plasmidos (45-
48).

Las cepas ETEC son causa frecuente de diarrea severa en lactantes en
paises en desarrollo (49-51), asi como la causa mas comun de diarrea en
individuos de paises industrializados que viajan a zonas menos desarrolladas del
mundo (52).

CEPAS ENTEROPATOGENAS DE E. coli (EPEC)

La capacidad patogénica de cepas de E. coli aisladas de nifnos con diarrea
en los aifos 40 fue comprobada experimentalmente una década después por
Neter y col. (53), cuando oralmente se inocularon voluntarios con dosis elevadas
de bacterias (10%-10%/ml). Su virulencia se demostré por la diarrea que
desencadenaron, asi como por la respuesta inmunoldgica sistémica desarrollada
por los voluntarios, contra los antigenos somaticos de las cepas con las que
fueron desafiados. Neter propuso el término EPEC para designar a este grupo de
bacterias aisladas de nifios con diarrea, capaces de reproducir el cuadro clinico

cuando se administraban a adultos humanos.
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Estudios de necropsias de nifos fallecidos a consecuencia de diarreas
causadas por EPEC mostraban lesiones de esfacelamiento en el intestino delgado
(54), sin embargo, el mecanismo por el cual producian el dafio no era conocido.
Investigaciones posteriores, incluyendo estudios con microscopia electrénica,
revelaron que las cepas EPEC se encontraban adheridas a la membrana del
enterocito de manera intima, observandose ademas destruccién importante de

las vellosidades intestinales (55).

Cravioto y col. (56) utilizando cultivos de células HEp-2, encontraron que
80% de una coleccidn importante de cepas EPEC se adherian a las células
formando microcolonias sobre el citoplasma, caracteristica que no era compartida

por otros grupos de E. coli asociados con la produccién de diarrea.

Estudios posteriores demostraron que existian cuando menos tres tipos de
adherencia de E. coli, observados en células en cultivo HEp-2: 1) Localizada,
caracterizada porla formaciédnde microcolonias enla superficie celular; 2) Difusa,
cuando Jas bacterias se adherian a toda la superficie celular y 3) Agregativa,
cuando las bacterias formaban acumulos, con una apariencia de ladrillos apilados

tanto en la superficie celular, como en e! vidrio de la preparacién (567-58).

Diferentes estudios sefalan que las cepas de E. coli, con adherencia de

tipo localizado, se aislan significativamente con mayor frecuencia de nifios con

diarrea secretora aguda (49, 59-60).

Knutton y col. (55) han propuesto que la adherencia de tipo localizado en

las cepas EPEC tiene dos fases: una inicial mediada por adhesinas de tipo

fimbriado, que permiten a la bacteria acercarse a sus receptores celulares y una
segunda fase de adherenciaintima. Esta Gltima serelaciona con el esfacelamiento

del epitelio, pérdida de las microvellosidades y la formacién de imagenes en

pedestal.
12



Hasta fecha reciente, no existia confirmacién morfoldgica en relacién a la
primera fase de adherencia. Girén y col. (61) encontraron que cuando crecian
repetidas veces en agar sangre una cepa EPEC, ésta expresaba haces de fimbrias
parecidos a los que elaboran V. cholerae y Neisseria gonorrhoeae. La codificacién
genética para la produccidn de estos haces esta controlada por genes presentes

en un plasmido., previamente relacionado tanto con la capacidad de cepas EPEC

para adherirse en forma localizada, como para causar diarrea en voluntarios

humanos (62).

La fase intima de adherencia, posterior al esfacelamiento de las
microvellosidades intestinales, estarelacionada con la produccidén de unaproteina
de 94 kDa denominada intimina (63-65). La produccién de esta proteina esta

controlada genéticamente por un locus en el cromosoma de la bacteria

denominado eae (65). Para la expresién de este locus se requieren ciertos genes
presentes en el plasmido antes mencionado, el cual tiene la informacién que

codifica para la adherencia localizada y para la produccién de haces de fimbrias

en algunas cepas EPEC.

Estudios realizados por Baldwin y col. {66-67) han sefalado que la
adherencia intima de las cepas EPEC da lugar a que se polimerice la actina del
citoesqueleto, como respuesta a un incremento en fos niveles intracelulares de
calcio y la activacién de la proteina cinasa C. El proceso de adherencia intima
entre |la bacteria y la membrana de las células del epitelio intestinal, seguida de
la destruccién de las microvellosidades con alteracién del citoesqueleto en el sitio
de unién de la bacteria, han sido denominados adherencia y esfacelamiento (A/E)
(68-70). Los cambios bioquimicos reiacionados con estos procesos son los que
probablemente inducen a la célula intestinal a secretar agua y electrélitos (cloro
y potasio); al espacio intraluminal. El efecto fisioldgico secundario a estas
alteraciones, asi como la deficiente absorcidn de liquidos por la falta de

microvellosidades en segmentos importantes del intestino, son los principales
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responsables del cuadro de diarrea.

CEPAS ENTEROINVASIVAS DE E. coli (EIEC)

Las cepas de E. coli cuyo mecanismo de patogenicidad es la invasividad,
se caracterizan por pertenecer a un numeroc de serogrupos relativamente
pequefio. Desde el punto de vista de su metabolismo, presentan caracteristicas
intermedias con el género Shigella (71), y destaca su deficiente capacidad para

utilizar la lactosa y la carencia de flagelos, por lo cual, al igual que las shigelias

son inmdviles.

Estudios basados en el andlisis de hibridos de una cepade £. coli K12 con
Shigella flexneri (S. flexneri) 2a, demostraron que por fo menos dos regiones del
cromosoma de estas bacterias son indispensables para la virulencia: una es el
locus kcp, que se relaciona con la capacidad de S. flexneri para producir
queratoconjuntivitis y otraes unaregiones cercanas al operén de la histidina, que
codifican para antigenos somaticos O (72). Para que estas bacterias invadan y
se multipliquen en el interior de las células, se requiere que posean un
lipopolisacérido liso, ya que las cepas rugosas son incapaces de producir

queratoconjuntivitis en la cornea de cobayo (Prueba de Sereny) (73).

Diversos estudios han concluido que ademas de los genes cromosomales
involucrados en la virulencia de estas bacterias, son necesarios locus
extracromosomales (74-75). Se ha podido establecer que un plasmido de 140
megadaltones (MDa) presente en las cepas de EIEC y de Shigella, es
indispensable junto con los genes cromosomales antes sefnalados para conferir

el fenotipo invasivo a estos microorganismos.
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La participaciéon pciogénica de la toxina de Shiga, en el caso de Shigelia
dysenteriae (S. dysenteriae) tipo 1 o a toxinas semejantes en el caso de S.
flexneri v EIEC, no es muy clara. Estudios histolégicos realizados por Hale y
Formal (76) mostraron que las cepas de Shigella se establecen en las células
epiteliales, causando destruccidn de la mucosa y la formacién de abscesos. Estas
alteraciones fueron atribuidas a la accién de las citotoxinas, cuya actividad
especifica es la inhibicidn de la sintesis proteica (77). Sin embargo, Sansonetti
(78), al realizar estudios cinéticos de crecimiento intracelular, demostré que
cepas de E. coli que tenian el pldsmido de 140 MDa, pero que no producian la
toxina semejante a la de Shiga, presentaron un crecimiento mucho mayor que

una cepa altamente productora de esta toxina.

Estudios epidemiolégicos realizados por Cravioto y col. {49, 79) muestran
que EIEC como agente responsable de diarrea se aisla con poca frecuencia,

identificdndose preferentemente después del 6° mes de vida.

CEPAS ENTEROHEMORRAGICAS DE E. coli (EHEC)

El término E. coli enterohemorragica propuesto por Levine {(39) incluye

cepas de diferentes serotipos que presentan las mismas caracteristicas clinicas,
epidemioldgicas y patogénicas del serotipo 0157:H7;: considerado como

prototipo del grupo EHEC.

Tzipori y col. (80} utilizan un criterio mas amplio para definir a este grupo
bacteriano, sefialando la asociacién de EHEC con la etiopatogenia de colitis
hemorragica y sindrome urémico hemolitico. Las cepas responsables de estos
cuadros tienen la capacidad para elaborar una o més citotoxinas y son portadoras
de un plasmido (50-70 MDa), y en modelos animales inducen distintas lesiones

en la mucosa intestinal caracterizadas por el dafo de A/E; semejante al causado
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por cepas EPEC (68-70).

En la actualidad existe evidencia sufiente que permite reconocer la
participacién tanto de genes cromosomales como plasmidicos presentes en estas
bacterias (69-70). Se ha identificado un locus cromosomal llamado eae, cuya
expresién es regulada por genes presentes en el plasmido. Este locus codifica
para una proteina de membrana externa (65), la cual confiere a la bacteria la
el efecto de destruccién de las

capacidad para adherirse e inducir

microvellosidades (esfacelamiento) (69-70).

lLas citotoxinas que produce el grupo enterohemorragico de E. coli, por sus
caracteristicas antigénicas y por su actividad sobre cultivos celulares; reciben dos
diferentes denominaciones aceptadas en la actualidad: citotoxina semejante a la
de Shiga (SLT), por la caracteristica que tiene una de las variedades de cruzar
antigénicamente con la toxina de Shigella dysenteriae tipo 1 y el término de
verotoxina (VT), por su efecto citotéxico sobre monocapas de células Vero.

Se conocen tres tipos antigénicos de las citotoxinas, dos de ellas afectan
especificamente a humanos, refiriéndose como VT1 o SLT-1y VT2 o SLT-II (81),
y una variedad antigénicade VT2, que afecta a animales denominada VTe o SLT-

liv (82).

Todas estas toxinas tienen estructura y mecanismo de accién similar. Son
proteinas compuestas por dos subunidades, de las cuales la conocida como A
tiene la funcidn enzimatica, la cual se encuentra unida al oligémero B, el cual es
un pentamero que tiene como funcién especifica: unirse a receptores presentes
en la superficie celular (83-84). La actividad especifica de estas toxinas consiste
en inhibir la sintesis de proteinas a través de interferir con la unién del aminoacil

t-RNA con la sub-unidad 60S del ribosoma (85).
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Scotland y col. {(86) inicialmente y posteriormente otrosinvestigadores (87-
88), observaron que los genes que controlan la expresién de la citotoxina era
mediada por fagos en estado lisogénico. En México, Eslava vy col. (89-90)
identificaron en diferentes cepas de E. coli productoras de citotoxina, fagos

similares tanto estructural como genéticamente a los descritos por otros

investigadores.

Diferentes serotipos de EHEC se han reiacionado con la etiologla de la
diarrea esporadica en adultos, colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico
y purpura trombocitopénica (91-94). Estos padecimientos se han observado con
mayor frecuencia en paises con climas templados como son: Estados Unidos,
Canada, Inglaterra, Argentina, Australia y Alemania; entre otros (91-95). Los
serogruposinvolucrados sondiversos, encontrandose mas frecuentemente: 026,
0111, 0121, 0145 y particularmente O157 (91-96).

En Meéxico, Cravioto y col. (94) encontraron que este tipo de
microorganismos sélo se relacionan con diarrea de tipo secretor, leve o
moderada. Los serogrupos identificados en este estudio, incluyen algunos de los
observados en otras partes del mundo, ademdas de otros como son: 0119 vy
o0128.

CEPAS ENTEROAGREGATIVAS DE E. coli (EAgg9EC)

Las cepas de EAggEC derivan su nombre por la forma de adherencia que
presenta a células HEp-2 en cultivo (40). Esta adherencia se caracteriza por la
formacién de agregados bacterianos, con una apariencia de ladrillos apilados,
observados tanto sobre las células como en la superficie del vidrio de la

preparacién.
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E! grupo EAggEC ha adquirido relevancia en los dultimos afos por
considerarsele responsable de cuadros de diarrea persistente {con mas de 14 dias
de duracién) y diarrea con sangre en nifios menores de 5 anos de edad, de

diversas regiones geogréaficas tales como: la India, Brasil, Chile y México (40, 97-

101).

Algunas cepas de EAggEC aisladas poseen antigeno O no tipificable.
Muchas cepas de E. coli que pertenecian a los serogrupos de EPEC: 044,
O111ab, O86 y O126; son enteroagregativas (102-103). En el Reino Unido, el
grupo de Scotland (103) aislé cepas EAggEC del serotipo O44:H18 a partir de
ancianos con diarrea. Ademas examinando 113 cepas de EAggEC aisladas de

casos clinicos, de diversas regiones, encontraron que todos pertenecian al mismo

serotipo 0O44:H18 (104).

En México, Cravioto y col. (60) han reportado una estrecha asociacién
entre el aislamiento de cepas EAggEC vy la presencia de diarrea persistente, y

diarrea con sangre en nifos menores de 5 aifos de edad.

Para explicar el o los mecanismos por los cuales las cepas
enteroagregativas de E. coli causan diarrea, se han desarrollado estudios en

modelos animales, en voluntarios humanos y modelos in vitro; de donde varios

factores de patogenicidad han sido propuestos con el fin de explicar el dafo

intestinal producido por este grupo bacteriano.

Tickoo y col. (105) demostraron que algunas cepas EAggEC vivas de
origen humano, al ser administradas por via oral a conejos fueron capaces de
colonizar los intestinos delgado y grueso, causando diarrea, acortamiento

moderado de las vellosidades y cariorrexis.
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Estudios realizados por Vial y col. (106) demostraron que al inocular las
cepas EAggEC 042 y 17-2 vivas de origen humano en asas ligadas de la porcién
ileal de intestino de conejo y rata, estas cepas producfan lesiones
histopatolégicas semejantes a las causadas por cepas de E. coli productoras de
SLT ensayadas en el mismo modelo. El dafio observado se caracterizé por
acortamiento y necrosis hemorragica de las vellosidades intestinales, ademas por
una respuesta inflamatoria intermedia, con edema e infiltracién de la submucosa

por células mononucleares.

Tzipori y col. {107) realizaron estudios con un modelo animal en cerdos
gnotobioticos, a los cuales se les administraron las cepas EAggEC JM221
(aislada de un adulto con diarrea en México) v 17-2 (aislada de un nifio con
diarrea en Chile); los resultados obtenidos refieren la aparicién de un cuadro
diarreico e incluso la muerte de algunos cerdos. El examen histopatolégico del
intestino mostré hiperemia moderada de la porcion distal del intestino delgado y
del ciego, asi como dilatacién de las vellosidades del intestino delgado, en
ausencia de una respuesta inflamatoria, ademas de agregados bacterianos junto

con una matriz mucoide sobre el epitelio intacto.

En un primer estudio realizado en humanos por Mathewson y col. (108),
en un intento por identificar aislados de EAggEC patogénicos, voluntarios adultos
fueron inoculados por via oral con cepas EAggEC, encontrando que la cepa

JM221 fue capaz de producir diarrea en 3 de 8 individuos.

En un segunndo estudio, Nataro y col. {109) inocularon 19 voluntarios
adultos por via oral, con la cepa EAggEC 17-2, a una dosis de 10'° unidades
formadofas de colonias (cfu), encontrado que sélo un sujeto experimentd diarrea.
El suero de 13, de los 19 individuos, mostré un incremento en anticuerpos hacia
una proteina de 14 KDa en un ensayo de inmunoelectrotransferencia. El gen que
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codifica para esta proteina esta localizado en un plasmido en la cepa EAggEC 17-
2.

En otro estudio realizado por Nataro y col. {(110), al inocular cuatro grupos
de 5 voluntarios adultos, cada grupo con una de 4 diferentes cepas EAggEC vy
cada individuo a una dosis de 10'° cfu, encontraron que sélo la cepas 042
[JPN10] causé diarrea en 3 de 5 adultos; los otros 3 aislados de EAgQEC (17-2,
34b y JM221) fallaron en la induccion de diarrea. Todos estos individuos fueron
seleccionados para este trabajo por su condicién de seronegatividad en contra
de la proteina de 14 KDa.

La adherencia de tipo agregativo ha sido asociada con un plasmido de 60-
65 MDa (106, 111), éste codifica para diferel:\tes haces de fimbrias (AAF/l vy
AAF/Il) de 2 a 3 nm de didmetro (109-110).

Knutton y col. {(102) encontraron que las cepas EAggEC expresan cuatro
tipos morfolégicos de fimbrias (observadas por microscopia electrénica), con las
que se adhieren a la mucosa del colon humano en ensayos in vitro. A diferencia
de lo observado en EPEC (101, 103, 112), estas bacterias no se adhieren

fntimamente a la membrana de la célula.

La simple adherencia de EAQgEC a la superficie de las células epiteliales
del intestino no explica e! dafio intestinal observado. Lo anterior sugiere que
pudieran estar involucrados una o varias toxinas en el proceso de dafo. Sin
embargo, no elaboran toxinas como las enterotoxinas de V. cholerae (CT) y de
ETEC (LT y ST) o citotoxinas como las que produce S. dysenteriae tipo 1 (SLT-|
vy SLT-I'. No obstante que las lesiones histopatolégicas descritas anteriormente
en los modelos animales son similares a tas producidas por cepas productoras de
SLT, el DNA de cepas EAggEC no hibridiza con sondas especificas para SLT-l o
SLT-1Il (106).
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Savarino y col. {113-114) reportaron en una cepa EAggEC (17-2) una
toxina termoestable de aproximadamente 10 kDa, la cual denominaron
enterotoxina termoestable 1 de EAggEC (EAST1). El gen que codifica para esta
proteina (astA) esta localizado en el plasmido previamente mencionado (113-

114). EAST1 incrementa los niveles de GMPc y en el modelo in vitro de camaras

de Ussing produce un incremento en la corriente de corto circuito (debido a la
secrecion de liquidos), sugiriendo un efecto enterotdxico semejante al producido

por la enterotoxina termoestable de ETEC (STa), sin embargo, no da reactividad

cruzada con anticuerpos producidos contra STa.

Baldwin y col. {(115) encontraron que el sobrenadante del cultivo de
diferentes cepa EAggEC, precipitado con sulfato de amonio, tenfa la propiedad
de incrementar los niveles de calcio intracelular en células Hep-2. Estos autores
sefnalaron como posible responsable de tal efecto a una proteina de 120-140
kDa, la cual mostré reactividad cruzada con anticuerpos preparados en contra de
la porcién carboxilo terminal (RTX) de la hemolisina alfa producida por E. coli, la
cual es una secuencia repetida de 9 aminodacidos rica en glicina (L-X-G-G-X-G-
(N/D)-D-X). Los autores propusieron que esta proteina, semejante a la hemolisina
alfa de E. coli, induce la elevacidon del calcio intracelular libre por entrada de
calcio extracelular, seguido de un proceso de fosforilacién proteica, debida

probablemente a la accién de cinasas calcio dependientes.

Una actividad hemolitica por contacto ha sido reportada por Haque y col.
{117), aunque este efecto posiblemente es debido a la hemolisina alfa de E. coli
(Hly A) previamente reportada por Welch (117-118). Knutton (102) ha observado
propiedades de una hemolisina aifa por algunas cepas EAggEC en ensayos de
citotoxicidad en monocapas de células en cultivo HEp-2. Elliot y col. {(119) han
propuesto que varias cepas EAggEC produce hemolisina alfa, observaciones
basadas en ensayos de hemdlisis de eritrocitos, sondas de ADN y anticuerpos

monoclonales.
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Todo lo anterior indica que sdélo algunas cepas EAggEC producen aiguna
de estas toxinas y ninguna de ellas ha sido asociada plenamente con la

enfermedad entérica inducida por el microorgamismo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha establecido epidemioldgicamente que el aislamiento de cepas de
EAggEC se asocia con casos de diarrea persistente y diarrea con sangre en
humanos, experimaentalmente se ha demostrado la capacidad de estas cepas para
adherirse a la superficie de células en cultivo, a enterocitos humanos y de
animales de experimentacién a través de fimbrias, evento que es indispensable
para la colonizacién de! intestino (102, 106-107, 110, 120-121). Sin embargo.
este uUltimo fendmeno no explica en su totalidad la patogénesis de EAggEC. Lo
anterior sugiere que en el proceso de dafio al intestino deben estar participando
factores téxicos como son la HIyA descrita por Welch (117-118), lta EAST1
descrita por Savarino {113-114) y la hemolisina estimuladora de fosforilacién de
proteinas de Baldwin (1156). De las dos ultimas no se ha demostrado su
participaciéon en el proceso de dafo al intestino, tanto en ensayos in vivo en
animales de experimentacién como en voluntarios humanos. De igual manera, no
existe evidencia de una respuesta inmunolégica en contra de alguno de estos

factores en casos clinicos o en los individuos inoculados experimentalmente.

Hasta el momento, aunque se han descritos diferentes factores bacterianos
no se ha establecido la participacién de alguno en la patogénesis de la diarrea.
Conocer plenamente los mecanismos por los cuales la bacteria induce el cuadro

clinico, permitird proponer los procedimientos iddneos para el control de la

infeccién por este grupo bacteriano.
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OBJETIVO GENERAL

cepas EAggEC, que pudieran participar en el

Identificar y caracterizar componentes secretados al medio de cultivo por

proceso de dafio intestinal

relacionado con la diarrea producida por este grupo bacteriano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-

Obtener, purificar y caracterizar los componentes proteicos

secretados por diferentes cepas EAggEC.

Obtener anticuerpos especificos contra las fracciones proteicas

identificadas.

Evaluar la respuesta inmune contra los componentes identificados,

en el suero de nifios convalecientes de diarrea por EAggEC.

Determinar la actividad bioldgica de las fracciones proteicas

identificadas utilizando un modelo animal.

Evaluar ia actividad bioldgica de ias fracciones proteicas obtenidas

empleando el sistema in vitro de camaras de Ussing.

Determinar la frecuencia de expresién de las fracciones proteicas
secretadas por cepas EAggEC, aisladas de nifios con diarrea y del

ambiente.
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HIPOTESIS

Las cepas de EAggEC estan relacionadas principaimente con diarrea
persistente y diarrea con sangre. El simple proceso de adherencia bacteriana no

explica los cuadros clinicos, por lo que, la patogénesis de las mismas debe estar

relacionada ademias de la adherencia con productos con actividad téxica

secretados por la bacteria.
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MATERIAL Y METODOS

En el diagrama 1 se muestran los procedimientos metodoldgicos utilizados

en el andlisis de los factores secretados por cepas EAggEC durante el desarrolio

de este trabajo.

CEPAS

Se utilizaron 191 diferentes cepas de E. coli con adherencia de tipo

agregativo a células HEp-2, algunas positivas en la prueba de hibridizacién con
una sonda para EAggQEC (cuadro 2). Las cepas fueron aisladas en estudios
previos realizados por Cravioto y col. (23-24, 49, 60), y actualmente éstas

forman parte del cepario del Laboratorio de Serologia del Departamento de Salud
Publica de la Faculitad de Medicina de la UNAM. Del total de cepas EAQgEC, 126
fueron aisladas de nifios con diferentes tipos de diarrea (aguda, persistente y con
sangre), 43 fueron aisladas de nifios sin cuadro clinico de diarrea y 22 aisladas
de diferentes fuentes ambientales. Las cepas prototipo EAggEC utilizadas como
control fueron: 17-2 (aislada de un nifio con diarrea en Chile, productora de
EAST1), 042 [UPN10] (aislada de un nifio con diarrea en Lima, Perl. Productora
de la proteina de 120-140 kDa que cruza antigenicamente con la hemolisina alfa
de E. coli y que induce fosforilacién de proteinas), 34b (aislada de un niifo con
diarrea persistente en la India), JM221 (aislada de un adulto con diarrea en
México). Las cepas 30651 yv K12 sin propiedades de virulencia como controles
negativos; la primera aislada de un nifio sin diarrea y la segunda que se utiliza

como recipiente en ensayos de transformacién en biologia molecular.

Todas las cepas fueron caracterizadas para los antigenos somatico (O) y
flagelar (H), mediante aglutinacién en microplaca, utilizando anticuerpos contra

los 173 antigenos O y 56 H ((122-123).
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Las cepas bacterianas se conservaron en medio de Dorset y su pureza se

comprobé cultivandolas en medio de gelosa sangre y Mac Conkey.

ENSAYO DE ADHERENCIA A CELULAS

Se prepararon monocapas de células HEp-2 en lentejas de vidrio colocadas
en placas de 24 pozos. Las células se cultivaron en medio minimo esencial
(MEM), éste fue suplementado con 10% (v/v) de suero fetal de ternera
(inactivado a 5§6°C por 30 min), 2 mM de L-glutamina, 10 mM de HEPES,
0.075% (p/v) de bicarbonato de sodio y una mezcla de antibidticos (penicitina-
estreptomicina a una concentracién final de 100 U/ug/ml). Se crecieron en una
atmésfera al 90% de humedad, en presenciade una mezclade C0O,:0, (5%:20%:
[v/v]); a temperatura de 37°C. Previo al ensayo de adherencia, la monocapa
obtenida fue lavada con PBS pH 7.4 e incubadas con 1% (p/v) de D-manosa en

MEM libre de suero fetal y antibidticos.

Las bacterias se crecieron en caldo peptonado al 2% (p/v}. con 1% (p/v)
de D-manosa y se incubaron a 37°C durante toda la noche. De este cultivo se
inocularon 25 ul sobre las monocapas de células HEp-2 previamente preparadas.
Las placas se incubaron durante 3 h, después se lavaron con PBS vy se fijaron con
metanol 10 min. En seguida se tineron con colorante de Giemsa por 30 min, se
lavé una vez mas con PBS y se decoloraron las preparaciones obtenidas
utilizando: acetona (100%:; I[v/v]), acetona:xileno; (50%:50%; [v:v]),
acetona:xileno (33%:66%: [v:v]) y xileno (100%; [v/v]). Por ultimo, las
monocapas sobre las lentejas se montaron en un portacbjetos con resina (Depex)
y se observaron las preparaciones al microscopio con el objetivo 100X. Las cepas
de E. coli se consideraron adherentes cuando el 40% de las células presentaron

al menos diez bacterias adheridas.
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OBTENCION DE PROTEINAS TOTALES

Para obtener las proteinas secretadas al medio de cultivo, las cepas de
EAggEC se crecieron en caldo nutritivo (Difco Laboratories Cat. No 0003-01-6)
a 8 g/l de medio. Tubos conteniendo 5 m! de caldo nutritivo fueron adicionados
con las bacterias y se incubaron durante 4 h a 37°C; en agitacidon para obtener
un preinédculo. De éste se tomaron 200 ul para reinocular matraces de 500 ml,
conteniendo 200 mi de!l mismo medio, éstos se incubaron durante 18 ha 37°C
en agitacion continua. Los cultivos se centrifugaron a 12,000 g durante 30 min
a 4°C, el paquete bacteriano se descartd y el sobrenadante se precipité con
suifato de amonio a una saturacién de 60 o 75% (350 y 470 g/l de sal
respectivamente). El sulfato de amonio se adicioné lentamente al sobrenadante
del cultivo bacteriano libre de bacterias, con agitacién suave hasta su total
disolucién, dejandose en reposo durante toda la noche a 4°C (124). E!
precipitado se obtuvo por centrifugacién a 12,000 g durante 30 minutos a 4°C.
Posteriormente fue resuspendido y dializado con solucién amortiguadora de
fosfatos de sodio 0.07 M pH 8.2. La muestra se dializé durante tres dias,
haciendo dos cambios de 4 | por dia (127). El producto dializado se estabilizé con
glicerol a una concentracién final del 20% v/v y se guardd en alicuotas a -20°C

para su analisis posterior (diagrama 2).

CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES

La concentracién de proteinas de los productos obtenidos se determind por
el método de Bradford (126), utilizando el microensayo en placa, empleando
seroalbumina bovina (fraccién V) como estandar, la reaccién colorida se midié a

575 nm en un espectrofotémetro Dynatech MR 580.
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ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA CON SDS (SDS-PAGE)

Las proteinas obtenidas a partir del sobrenadante del cultivo de las cepas
EAggEC se analizaron por electroforesis convencional en una dimensién, bajo
condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida al 10% (p/v) con 0.1%
(p/v) de dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE), libres o en presencia de beta-
mercaptoetanol (127-128). Las dimensiones del gel resolutor (separador) fueron
de 10 cm de altura por 1.5 mm de espesor (10 X 1.5). La corriente aplicada al
gel concentrador fue de 100 V y de 200 al gel resolutor, en ambos casos con el

amperaje variable. La cantidad de protefna aplicada por carril fue de 10 a 100 ug.

La migracién de las proteinas fue comparada con marcadores de peso
molecular conocido pretenidos (129): beta-galactosidasa de E. coli, subunidad de
116 kDa; fructosa-6-fosfato cinasa de musculo de conejo, subunidad de 91.8
KDa; piruvato cinasa de musculo de pollo, subunidad de 72.7 KDa; fumarasa de
corazén de cerdo, subunidad de 57.8 KDa; deshidrogenasa lactica de musculo
de conejo, subunidad de 48.8 KDa; triosafosfato isomerasa, subunidad de 34.1
KDa, (Sigma Kit No. MW-SDS-BLUE).

Los geles se tiferon con azul de Coomassie R (Coomassie Brillant Blue R,
Sigma Chemical Co., cat No B 0630) y con nitrato de plata (Sigma Chemical Co.
Kit No AG-25, Silver stain) para analizar el perfil proteico de cada cepa (127,

139).
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GELES EN GRADIENTES DISCONTINUOS

Como método alterno se analizaron los productos proteicos utilizando SDS-

PAGE en gradiente {127). Este tipo de geles tienen las mismas caracteristicas de

los anteriores, con la diferencia que el gel resolutor se formdé en dos fases: una

inferior que abarcdé cuatro quintas partes y una quinta parte superior, con 6y 8%

(p/v) de acrilamida respectivamente.

ANTICUERPOS

Se probaron diferentes antisueros y anticuerpos en contra de

los

componentes proteicos secretados por EAggEC:

1.-

Suero de 116 nifos que fueron hospitalizados en la Sala de
Nutricion de! Instituto Nacional de Pediatria (INP) de la Ciudad de

México por problemas de desnutricién asociada con diarrea, de los

cuales se aislaron cepas EAggEC.

Suero vy fluido intestinal de yeyuno, proporcionados por Nataro J.
P. del CVD en Baltimore. Obtenidos de 10 voluntarios humanos,
antes y después de la administracién por via oral con 10'° ¢fu de la

cepa EAggEC 17-2.

IgG de conejo anti-hemolisina alfa de E. coli, molécula completa

(anti-HIyA), purificada por cromatografia de afinidad (proporcionada

por Welich).
Gamaglobulina de conejo anti-toxina colérica (anti-CT).

Gamaglobulina de conejo anti-toxina termoiabil de E. coli (anti-LT).
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1gG de conejo anti-toxina tetanica (anti-TT).

Anticuerpo monocional de ratén (13C4) anti-citotoxina semejante
a la de Shiga-i/Verotoxina 1 PR87-32 (anti-SLT I/VT 1).

Anticuerpo monoclonal de ratén (BC5 BB12) anti-citotoxina
semejante a la de Shiga-lI/Verotoxina 2 PR87-32 (anti-SLT II/VT 2).

La deteccién de los anticuerpos anteriores combinados con el antigeno se

llevé acabo mediante un segundo anticuerpo en contra del primero, estando el

segundo anticuerpo conjugado a la enzima peroxidasa. Se utilizaron:

Anti-IgG de conejo (Kinkergaard and Perry Laboratories, cat. No

074-1516).
Anti-lgG de humano (Hy Clone, cat. No EA-1164-U).

Anti-lIgA humana (Kinkergaard and Perry Laboratories, cat. No 14-
10-01).

Anti-gama globulinas de ratdn: I1gG, IgA y IgM (Sigma No A0412).

DOBLE INMUNODIFUSION

Los 116 sueros de ninos convalecientes de cuadros diarréicos, internados
en el INP, se analizaron por doble inmunodifusién en agar de acuerdo con la
técnica descrita por Quchteriony (130). El ensayo se realizé en portaobjetos,
cubriendo éstos con § mi de agar al 1% (p/v) en amortiguador de barbital
conteniendo azida de sodio al 0.02% (p/v). En el pozo central se colocé el
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antigeno bacteriano (precipitado proteico total) obtenido de la cepa 49766 vy el
precipitado de una cepa K12 coino contro! negativo, los sueros de los infantes
se colocaron en pozos laterales. La reaccién se llevé a cabo a 4°C en cadmara
humeda por 48 h, las muestras se lavaron durante 72 h con PBS pH 7.4 en
presencia de azida de sodio 0.02% (p/v). Después se levaron con agua destilada
durante un dia y se secaron a temperatura ambiente. Por ultimo, las laminillas se
tifleron con amido negro (negro amido 10B Sigma |.C. No.20470) al 0.5% (p/v),
en acido acético al 20% (v/v) durante 7 min, eliminando el exceso de colorante

al lavar con acido acético al 5% (v/v).

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

Los productos proteicos obtenidos de las diferentes cepas bacterianas,
sometidos a SDS-PAGE, fueron transferidos a membranas de pape! de
nitrocelulosa (Inmunobilon-N C, Millipore HAHY 304 FO). Para &sto se utilizd el
método de Towbin y col. (131). El amortiguador de transferencia se preparé con
0.25% (p/v) de Trizma-base, 1.2% (p/v)de glicinay 16.6% (v/v) de metanol. Las
condiciones de transferencia fueron las siguientes: 200 mA constante por 3 h
para geles normales de (10 X 1.5), mientras que en los geles en gradientes
discontinuos se utilizaron 200 mA constante por 1.5 h, La transferencia de las
proteinas al papel de nitrocelulosa se comprobdé mediante la tincidn reversible con
amido negro al 0.001% (p/v) en 0.5% (v/v} de &acido acético glacial, éste
posteriormente se elimind lavando las membranas con un exceso de 0.5% (v/v)
de Tween-20 en H,0 destilada, seguido de amortiguador 0.01 M Tris-HCI1 en
0.15 M NaCl pH 7.4 (TBS). Los sitios libres de las membranas fueron bloqueados
durante 1 h a temperatura ambiente con leche descremada a!l 5% (p/v) en TBS.
Al terminar se lavd tres veces (5 min cada uno) con Tween-20 al 0.05% (v/v) en
TBS (TBS-Tween). Los antisueros y anticuerpos fueron diluidos en leche
descremada al 5% (p/v) en TBS. Posteriormente se incubaron con las membranas
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de manera independiente durante 1 h a temperatura ambiente. Después de
ircubar con el primer anticuerpo, las membranas se lavaron con TBS-Tween
como se describid anteriormente. Para la deteccidon del complejo antigeno-
anticuerpo se utilizaron anticuerpos marcados con peroxidasa diluidos en leche
descremada al 5% en TBS: anti-lgG de conejo (1:5000), anti-lgG humana
(1:1000), anti-lIgA humana (1:1000) y anti-gama globulina total de ratdn
{(1:1000). En seguida se lavé con TBS-Tween y se incubé durante 5 min en 0.01
M Tris-HCI pH 6.8 (TB). La reaccién fue evidenciada por |la degradacién de!
substrato H,0, en presencia de 4-cloro-1-naftol, dando para una reaccién
positiva, bandas de un precipitado insoluble oscuro. La reaccién se detuvo

lavando con un exceso de agua corriente.

PURIFICACION DE PROTEINAS

Para la produccién y purificacion de las proteinas identificadas se utilizé

la cepa 49766, empleando la siguiente secuencia:

Se utilizé un cultivo bacteriano de 6 | en caldo nutritivo para la obtencién
de los precipitados proteicos tal como se describié previamente (124). Las
protefnas se precipitaron con sulfato de amonio al 75% (p/v) de saturacién y se

dializaron caontra amortiguador de fosfatos de sodio 0.07 M pH 8.2 (124-125).

El precipitado obtenido se fracciondé con una solucién de fosfatos de
potasio 3.5 M pH 6.8 (K1/K2) {125), primeramente a 1.15 M durante 18 h, el
precipitado fue separado del sobrenadante mediante centrifugacién a 12,000 g
durante 30 min a 4°C. El sobrenadante de la precipitacién anterior {(1.15 M) fue
nuevamente fraccionado, ahora a 1.75 M con K1/K2 también por 18 h. E!
precipitado fue separado del sobrenadante mediante centrifugacién a 12,000 g
durante 30 min a 4°C. Las fracciones obtenidas (precipitados y sobrenadantes
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a1l1.18y 1.75 M con K1/K2) se dializaron contra amortiguador de fosfatos de
sodio 0.07 M pH 8.2. E! prepecipitado a 1.75 M se sometié a cromatografia
(127, 132, 134-135), la primera de intercambio i6nico en DEAE-Celulosa (Sigma
D 6418), seguida por otra de exclusién molecular en Sephadex G-100 (Pharmacia
Fine Chemicails No 17-0060-01). De manera alterna, el precipitado en 1.75 M se
sometié a cromatografia en columna de intercambio iénico (127, 132-133) en Q-

Sepharose (Pharmacia Fine Chemical No 17-0510-01).
Las dimensiones de las columnas y las condiciones de elucién fueron las

siguientes:

DEAE-Celulosa 1.5 cm de didmetro por 50 cm de largo. Velocidad

de flujo de 10 ml/h. Fracciones de 5 ml.

Sephadex G-100 1.2 cm de didmetro por 60 cm de largo. Velocidad

de flujo 10 mi/h. Fracciones de 2.5 ml.

Q-Sepharose 1.4 cm de diadmetro por 5§7.5 cm de largo. Velocidad

de flujo 50 mi/h. Fracciones de 10 ml.

Todas las columnas fueron equilibradas con amortiguador 0.05 M Tris-HCI
en 0.01 M EDTA.2Na a pH 8.0. Algunas protefinas fueron eluidas en el mismo
amortiguador. Las fracciones proteicas retenidas por las colunmas de intercambio
idnico se eluyeron aumentando la fuerza idnica del sistema con 0.5 M de NaCl.

Los perfiles de elucidn se determinaron por dos vias: 1) midiendo la
densidad 6ptica de cada fraccidon con luz uitravioleta a 280 nm, utilizando un
espectrofotédmetro Zeiss (PM 2K), 2) por otro lado, una muestra de cada fraccion
se utilizé en una reaccién colorida por el método de Bradford y se leyd en un

espectrofotémetro Dynatech MR 580 a 575 nm.
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Las fracciones proteicas obtenidas se estabilizaron con glicero!l al 20%

(v/v).

OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES DE CONEJO

Para la obtencién de sueros hiperinmunes en contra de las proteinés de
116 y 108 kDa, obtenidas a partir de los sobrenadantes de los cultivos de las
cepas EAggEC, se utilizaron conejos Nueva Zelanda blancos de 2 meses de edad

bajo dos protocolos de inmunuzacién:

1.- Un lote de cuatro conejos fueron inmunizados con fas proteinas

obtenidas por cromatografia en Sephadex G-100. Se administraron 7 dosis con
100 g de proteina en solucién. Las cuatro primeras dosis se inocularon en
presencia de adyuvante completo de Freund (136), en proporcién de 1:1 (v:v),
cada 15 dias. La via de administracidn de la primera dosis fue por via subcutanea
en el dorso y en el cojinete plantar, de la segunda a la cuarta por via subcutanea

en el dorso. Las ultimas 3 dosis se administraron por via intramuscular, libres de

adyuvante, cada 7 dias.

2.- Por otro lado, dos fracciones proteicas obtenidas de la cromatografia
en Q-Shepharose se sometieron a SDS-PAGE en gradientes discontinuos (6 y

8%; [v/v]). Las bandas de proteina se detectaron por tincién con azul de

Coomassie, se cortaron y homogeneizaron. Cada bandas fue inoculada en un

conejo. La via de administracién fue subcutanea en el dorso, administrandose un

total de cinco dosis, con intervalos de 15 dias.

Previo a la inmunizacién se tomd una muestra sanguinea de cada uno de

los conejos para emplear el suero como control negativo.
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OBTENC!ON Y PURIFICACION DE GAMAGLOBULINA HIPERINMUNE

HOMOLOGA

Los conejos inmunizados se sangraron a blanco, la sangre se dejé durante
varias horas coagular a temperatura ambiente y se removié el coadgulo con un
aplicador de madera que permitié su contraccién durante toda la noche a 4°C.
Al dia siguiente se centrifugsd a 2000 g durante 30 min a 4°C y se recuperd el

suero del sobrenadante. La fraccién gamaglobulina del suero se obtuvo por

precipitacién con sulfato de amonio (124, 137), inicialmente al 50% (p/v) de

saturacién y posteriormente al 33% (p/v). La gamaglobulina precipitada se dializé
contra PBS pH 7.4 a 4°C para eliminar el exceso de suifato de amonio, haciendo

dos cambios diarios de cuatro litros cada uno, durante 3 dias. Las muestras se

guardaron en alicuotas de 50 ul a -20°C hasta su uso.

MODELO DE ASA LIGADA DE INTESTINO DE RATA

Se utilizé el modelo de asa ligada de intestino delgado de rata (106, 138)
para evaluar la actividad de las fracciones obtenidas. Ratas Srague-Dawley de 2
a 3 meses, mantenidas en ayuno durante 24 h, se les practicé laparotomia para
exponer el intestino delgado, se localizé el duodeno y sobre éste se prepararon
tres segmentos de aproximadamente 10 cm de longitud, dejando entre ellos, un
segmento de aproximadamente 2 cm. En cada segmento se inocularon 100 ug

de cada una de las fracciones proteicas obtenidas de la cepa 49766. En este

caso se utilizdo como controles: solucién salina en la que se diluyeron las

fracciones y un precipitado de una cepa no patégena (K12) obtenido en las
mismas condiciones que el de la cepa 49766. Empieando el mismo sistema se
administraron de manera independiente 3 X 10° bacterias vivas de cada una de

las cepas EAgQgQEC: 49766, 17-2 y JM221. También se utilizo la cepa no

adherente 30651 como control. Una vez terminada la inoculacién se introdujo el
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intestino y se cerré por rslanos, dejando a los animales en reposo 6 h sin alimento
(sélo con ingesta de agua). Al finalizar dicho tiempo, los animales se anestesiaron
vy posteriormente se sacrificaron para visualizar los segmentos inoculados. De
cada segmento se tomd una porcién de aproximadamnte 1 cm, el cual se colocé
en formaldehido al 3% (v/v) en amortiguador salino. Los segmentos se incluyeron
en parafina, se cortaron en microtomo y se tifieron en hematoxilina eosina para

su posterior observacién al microscopio de luz.

MODELO DE CAMARAS DE USSING

La actividad biolégica de las proteinas previamente identificadas se
determindé empleando el sistema in vitro de camaras de Ussing (113-114, 139).
Se utilizaron fragmentos de yeyuno de ratas adultas Spregue Dawley. Las ratas
fueron anestesiadas previamente con pentobarbital sédico. El tejido se conservé
en solucién Ringer, gasificado con una mezcla de 0,:CO, (95%:5%). Los
segmentos se cortaron siguiendo el borde del mesenterio, se lavaron con solucién
de Ringer fria y se dividieron en dos fragmentos, uno de los cuales se utilizé para
el ensayo vy e! otro como control. Estos fragmentos fueron colocados entre las
aberturas circulares (6 mm de didmetro, 0.28 cm? de dos hemicamaras de
Ussing adyacentes. Cada hemicamara se llend con 10 m! de solucién de Ringer
gasificante y se mantuvo a 37°C con burbujeo constante de la mezcla O,:CO,.
La diferencia de potencial transmural (PD) vy la corriente de corto circuito (Isc),
expresadas en milivolts (mV) y en microamperios entre cada centimetro cuadrado
{(uA/cm?) respectivamente, fueron determinados a intervalos de 1 min empleando

un aparato fijador de voltaje.

Las fracciones obtenidas por cromatografia en Q-Sepharose (del
precipitado 1.75 M de la cepa 49766) vy el precipitado total de la cepa K12

fueron éjustadas a la concentracidn de 2.5 ug/ml, para lo cual se utilizé como
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diluyente solucién de Ringer previamente calentada a 37°C. En seguida se
agregaron 10 ml (25 ug de proteina) a la hemicamara que contenia la preparacién
con la porcién mucosa de! yeyuno de rata. Solucion fresca de Ringer calentada

a 37°C se colocé en la porcién serosa y ambas hemicamaras fueron sometidas

a burbujeo con la mezcla 0,:C0O,. Los valores de resitencia transmural (R),

expresada en Ohm'’s por cm cuadrado (QQcm?), se obtuvieron de los valores de la

PD vy Isc al utilizar la ecuacién de la ley de Ohm.

INACTIVACION

Las fracciones obtenidas por cromatografia en Q-Sepharose (25 uyg de
proteina) fueron tratadas con calor a 75°C durante 15 min o con 200 ug/ml de
proteinasa K (proteasa de Tritirachium album, Sigma cat. 2308) a 37°C durante
1 h, antes de ser adicionadas al lado luminal de las porciones de yeyuno
montadas en las cdmaras de Ussing (142). Los valores de PD e isc fueron
registrados 30 min después de la adicién a la hemicamara, lo anterior fue con el

propdsito de determinar si es termoestable y de naturaleza proteica.

Por otra parte, en el mismo modelo de cdmaras de Ussing se evalud el
efecto neutralizante de los antisueros y anticuerpos siguientes: 1) gamaglobulina
hiperinmune contra las fracciones proteicas identificadas, 2) gamaglobulina
contra toxina colérica (anti-CT) y 3) el suero de un infante dei cual se aislé
EAggEC. Las fracciones proteicas obtenidas por cromatografia en Q-Sepharose
se incubaron durante 10 min con cada uno de los anticuerpos antes de ser
agregados a la porcién luminal de la hemicdmara de Ussing. Los antisueros y

anticuerpos fueron calentados a 56°C por 30 min previamente para inactivar

factores del complemento) (143).
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FRECUENC:A DE EXPRESION DE PROTEINAS SECRETADAS POR FAggEC

Se analizd la frecuencia de expresidon de las fracciones proteicas

" secretadas por cepas EAggEC aisladas de pacientes con diarrea. Las cepas
fueron aisladas en estudios previos realizados por Cravioto y col. (23-24, 49,
60). Cada cepa EAggEC corresponde a un paciente, estos Ultimos presentaron
diferentes caracteristicas clinicas (diarrea aguda, diarrea persistentente y diarrea
con sangre). Asi también se estudiaron cepas EAggEC aisladas de individuos
asintomaticos y de cepas EAggEC ambientales. Para este propdsito se procedid
a obtener precipitados con sulfato de amonio {75% [p/v] de saturacién) de los
sobrenadantes de los cultivos, alos productos obtenidos se les realizé SDS-PAGE
e inmunoelectrotransferencia utilizando los antisueros hiperinmunes en contra de
las fracciones proteicas. Para evaluar ia signhificancia de los resultados obtenidos,
se realizé un andlisis estadistico utilizando el paquete estadistico Epi. Info.
Versién 5. Utilizando ji cuadrada {X?), con un intervalo de confianza del 95%,
para un riesgo relativo del 2.59, ignorando los controles. Las correcciones de

Yates y Fisher fueron empleadas en datos menores de 10 y de 5 respectivamente

(144).
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RESULTADOS

ANALISIS DE CEPAS EAggEC

Los serotipos identificados en las cepas en estudio resultaron muy
heterogéneos, encontrandose en muy baja proporcién el serotipos 044:H18

considerado como prototipo del grupo EAggEC.

E! cuadro 2 muestra las caracteristicas de las cepas de referencia y de
algunas de las cepas analizadas en el trabajo. Las cepas de referencia como las
cepas aisladas de casos de diarrea mostraron un patrén de adherencia agregativo
a células HEp-2 (figura 1). Las cepas K12 y 30651 utilizadas como controles

negativos no fueron adherentes.

PERFIL ELECTROFORETICO DE PROTEINAS SECRETADAS AL MEDIO POR
DIFERENTES CEPAS EAggEC

El andlisis por SDS-PAGE (en codiciones no reductoras) de los precipitados

proteicos obtenidos con sulfato de amonio a partir del sobrenadante del cultivo
las cepas con adherencia

de diferentes cepas EAggEC, mostré que tanto
agregativa como las no adherentes a células HEp-2 expresaban una amplia gama

de proteinas de alto, mediano y bajo peso molecular. Entre las proteinas de alto
presentes

peso molecular destacaron dos con pesos de 108 y 116 kDa,

unicamente en las cepas con adherencia de tipo agregativo aisladas de diferentes
nifos que presentaron diferentes tipos de diarrea: persistente, aguda y con

sangre. Se observd que estas protefnas eran secretadas en mayor abundancia por
la cepa EAggEC 49766 (probado por Bradford y SDS-PAGE), por lo que, se
consider6 como cepa prototipo (en la expresién de estas proteinas) y se empled
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en los experimentos siguientes. También se observé que en paticular la cepa 17-
2 expresaba una protefna abundante, ligeramente mayor de aproximadamente
120 kDa pero ausente en las otras cepas EAggEC (figura 2). En la misma figura
se puede observar que ia cepa no adherente K12 no expresa las proteinas de alto

peso molecular antes mencionadas.

RECONOCIMIENTO INMUNOLOGICO DE PROTEINAS DE 116 Y 108 kDa
(SECRETADAS POR CEPAS EAggEC) POR EL SUERO DE NINOS
CONVALESCIENTES DE DIARREA

Utilizando el método de dobleinmunodifusién en agar se observd que el
suero de 26 nifios, de un total de 116 convalescientes de cuadros de diarrea,
reaccionaron con los extractos proteicos obtenidos al precipitar con sulfato de
amonio el sobrenadante del cultivo de la cepa EAggEC 49766. La mayoria de los
sueros positivos mostraron s6lo una banda de identidad, sin embargo, algunos
presentaron mas de un reconocimiento antigénico (figura 3). La identidad en
algunos de los sueros fue total, mientras que otros presentaron reconocimiento
parcial con el mismo extracto proteico. La respuesta de estos sueros contra
extractos proteicos de cepas no adherentes (K12) obtenida con el mismo

tratamiento fue negativa.

Larespuesta en el ensayo de inmunoelectrotransferencia de los 26 sueros
en el que dieron |la prueba de Cuchteriony positivo mostré que algunos sueros
reconocen unicamente proteinas de bajo peso molecular, otros ademas de las
protefnas de bajo peso molecular reconocen una proteina de aproximadamente
116 kDa y otros ademas de las proteinas antes referidas reaccionan con una de
peso molecular aproximado de 108 kDa (figura 4). Ninguna de las proteinas de
alto peso molecular fue identificada por los sueros que dieron la prueba de

Ouchterlony negativa.
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Conelmismo ensayo deinmunoelectrotransferencia se analizd larespuesta
de una mezcia de sueros de los nifios contra protelnas de alto peso molecular en
diferentes cepas EAggEC (49766, 58275, 88142, 042 [JPN10), 17-2, 86978
[10e], 88134 y 59319). Como puede observarse en la figura 5, reaccionan
contra las moléculas de 116 y 108 kDa. En esta prueba el suero de los infantes

no mostré reaccidén con el precipitado proteico de la cepa K12 (figura 5).

RECONOCIMIENTO INMUNOLOGICO DE FRACCIONES PROTEICAS (116 vy 108
kDa) POR SUERO Y FLUIDO INTESTINAL OBTENIDOS DE VOLUNTARIOS
HUMANOS INOCULADOS CON LA CEPA EAgQgEC 17-2

El ensayo de inmunoelectrotransferencia utilizando el fluido intestinal y
suero de 10 voluntarios humanos desafiados con la cepa EAggEC 17-2, contra
los precipitados proteicos de las cepas EAggEC 17-2, JM221 y 49766, mostré
que el fluido intestinal no contenia anticuerpos que reaccionaran contra las
fracciones proteicas en estudio. Sin embargo, no se encontraron diferencias en
la reacctividad de los sueros antes y despues del desafio contra una proteina de
120 kDa, presente sélo en la cepa 17-2 (figura 6). Las dos fracciones proteicas
presentes en las cepas JM221 y 49766 correspondientes a las proteinas de 116
y 108 kDa (figuras 7 y 8 respectivamente) fueron reconocidas también por el

suero de voluntarios.

En la figura 2 se muestra la respuesta de los sueros de voluntarios
posteriores al desafio en contra de los precipitados proteicos de las cepas
EAggEC: 49766, 58275, 88144, 042 [JPN10], 17-2, 86978 [10e], 88134 y
59319. En ésta se observa que los sueros reaccionan contra tres proteinas de
alto peso molecular, dos de ellas son de 116 y 108 kDa presentes en las cepas
en estudio, asi como una proteina de 120 kDa que se observa Unicamente en la

cepa 17-2. En la misma figura se puede observar ademas, que los sueros no

42



reaccionan contra fracciones de aito peso molecular (116, 108 y 120 kDa) en la

cepa no adherente K12.

PURIFICACION DE FRACCIONES PROTEICAS DE 116 Y 108 kDa.

Para la purificacién de las proteinas identificadas se selecciond ia cepa

49766 aislada de un nifo con diarrea persistente, la cual resuité ser

hiperproductora de las dos proteinas de 116 y 108 kDa. El precipitado obtenido
con el tratamiento con sulfato de amonio del cultivo de la cepa sometido a
precipitacion fraccionada (1.15-1.75 M) con K1/K2, mostré enriquecimiento de
las proteinas de 116 y 108 kDa a 1.75 M. Este precipitado al ser sometido a
cromatografia en columna en DEAE-Celulosa muestra cuatro picos en el perfil de
elucién (figura 10). En el primero se encontraron las proteinasde 116y 108 kDa
(figura 11: carril 9) libres de otras moleculas de menor peso. E! perfil
electroforético de las diferentes fracciones proteicas obtenidas durante el proceso
de purificacidon de las proteinas de 116 y 108 kDa también se pueden observar
en la figura 11. Para corroborar la eficiencia de la purificacion de las proteinas de
116 y 108 kDa se realizé inmunoelectrotransferencia utilizando una mezcla de los

sueros de ninos que fueron infectados por cepas EAggEC y que reconocen estas

proteinas (figura 12).

Con el propésito de obtener las proteinas de 116 y 108 kDa por separado,
el producto obtenido de la cromatografia anterior se sometié a una cromatografia

de filtracién molecular en Sephadex G-100, en donde se obtuvo un sélo pico en

el perfil de elucién (datos no mostrados). Al realizar SDS-PAGE e

inmunoelectrotransferencia del eluido anterior se encontré que las fracciones
proteicas de 116 y 108 kDa no se pudieron separar (figuras 11 y 12: carril 10).
El producto obtenido en Sephadex G-100 mostré que la proteina de 108 kDa se

mantuvo, mientras que la proteina de 116 kDa desaparecié, formandose
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subproductos de 60, 40 y 35 kDa. Sin embargo por inmunoelectrotransferencia

s6lo se detectd la proteina de 108 kDa (figura 12: carril 10)

En la SDS-PAGE e Inmunoelectrotransferencia que corresponden a las
figuras 11 y 12 se aplicaron 100 ug de proteina por carril, a excepcién de los
carriles 9 y 10 donde sdélo se aplicaron 10 g de proteina, ésto se debié a que
una mayor cantidad de proteina (100 xg) alteraba el corrimiento y resolucién de

las proteinas de 116 y 108 kDa.

Tratando de obtener en forma individual las proteinas de 116 y de 108
kDa, el precipitado a 1.75 M con K1/K2 se sometié a una cromatografia de
intercambio iédnico en columna en Q-Sepharose. Como puede apreciarse en la
figura 13 se obtuvieron tres picos del perfil de elucién. En el primer pico se
encontraron las proteinas de 116 y de 108 kDa libres de otras moléculas de
menor peso, similar alo encontrado con DEAE-Celulosa. Lo anterior se corraboré
al realizar SDS-PAGE en gradientes discontinuos {6-8%) en condiciones no
reductoras (figura 14). El andlisis de estas proteinas bajo condiciones reductoras
(en presencia de beta-mercaptoetanol} no mostré cambios en el perfil

electroforético (figura 14).

E! cuadro 3 muestra el rendimiento del proceso de purificacién de las
proteinas de 116 y 108 kDa producidas por la cepa EAggEC 49766, utilizando
como ultimo paso la cromatografia en Q-Sepharose del precipitado a 1.75 M en

K1/K2.
RESPUESTA DE ANTICUERPOSEN EL SUERO DE CONEJOS INMUNIZADOS CON

LAS PROTEINAS DE 116 Y 108 kDa

Los cuatro conejos inmunizados con las protelnas de 116 y 108 kDa en
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solucién (en presenciade adyuvante de Freund) respondieron satisfactoriamente.
La fraccién gamaglobulina del suero obtenida por precipitacién con sulfato de
amonio (anti-116 y 108 kDa), al ser probada por inmunodifusién mostré un titulo
de 1:32 yde 1:1000 por inmunoelectrotransferencia cuando se utilizé el antigeno
homdélogo. La intensidad de la respuesta de la gamagiobulina anti 116 y 108 kDa
hacia ambas protelnas (116 y 108 kDa) medida por inmunoelectrotransferencia

fue similar (figura 15).

Larespuesta de los conejos inmunizados con de las proteinas de 116 o de

108 kDa (obtenidas por SDS-PAGE en gradientes discontinuos) resulté también

satisfactoria, mostrando un titulo de 1:1000 cuando se probdé por

inmunoelectrotransferencia cuando se utilizé una mezcla de las proteinas de 116
y 108 kDa como antigeno. No obstante haber inmunizado con cada una de las
proteinas, la especificidad de las gamaglobulinas anti-116 y anti-108 kDa no fue

satisfactoria, ya que mostraron reaccién cruzada entre ellas. La gamaglobulina

anti-116 kDa reconocié las proteinas de 116 y 108 kDa con intensidad

semejante. Sin embargo, la gamaglobulina anti y 108 kDa mostré respuesta
principalmente contra la proteina de 108 kDa (figura 15).

La gamaglobulina de conejo anti 116 y 108 KDa se probdé por

inmunoelectrotransferencia contra los precipitados proteicos de diferentes cepas
EAggEC: 49766 (cepa homdioga control positivo), 58275, 88142, 042 [JPN10],
17-2, 86978 {10e], 88134 y 59319. También se probd una cepa no adherente
{(K12). La figura 16 muestra que las proteinas de 116 y 108 KDa secretadas por
diferentes cepas EAggEC aisladas de casos clinicos son identicas entre si. En la
cepa 17-2 no se detectd la proteina de 116 KDa aunque si la de 108 kDa.
También se pudo corroborar que las cepas K12 y 86978 [10e] no expresan
ninguna de las proteinas identificadas en las cepas EAggEC restantes. De igual
modo, la cepa 30651 aisladas de un nifio sin cuadro clfnico de diarrea no expresd
las proteinas de 116 y 108 kDa (datos no mostrados). El suero preinmune de los
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conejos ensayado por con la misma técnica y con las mismas cepas no mostraron

respuesta (datos no mostrados).

HOMOLOGIA ANTIGENICA DE LAS PROTEINAS 116 Y 108 kDa DE EAggEC
CON OTRAS TOXINAS CONOCIDAS

La respuesta de la IgG anti-hemolisina alfa de E. coli (anti-HIlyA) en contra
de los precipitados totales de diferentes cepas EAggEC mostré que reconocen
dos proteinas de 120 y 80 kDa presentes sélo en las cepas 17-2 y 86978 {10e],
pero ausentes en las demdas cepas EAggQEC (particularmente en la cepa 49766)

(figura 17).

Los anticuerpos anti-SLT I/VT 1, anti-SLT II/VT 2 y anti-toxina tetadnica no
tienen cruce antigenico con estas proteinas, sin embargo, los anticuerpos anti-CT

y anti-LT reconocen principalmente la proteina de 108 kDa (figura 18).

ACTIVIDAD DE LAS CEPAS EAggEC Y DE LAS PROTEINAS DE 116 Y 108 kDa
EN EL MODELO DE ASA LIGADA DE INTESTINO DE RATA

Los ensayos en asas ligadas de intestino de rata utilizando cepas EAggEC
vivas y las fracciones proteicas de la cepa 49766 mostraron que éstas no
inducen secrecién de liquidos que sugieran actividad enterotéxica. Sin embargo,
las asas ligadas de intestino de rata inoculadas con bacterias vivas de la cepa
49766 mostraron alteraciones en la morfologia de las vellosidades, acompafiada
de una enteritis aguda necrotico-hemorragica con inflamacién transmural {figura
19). Ademdas se aprecia necrosis multifocal en el epitelio superficial apical,
necrosis con microabscesos en el epitelio del fondo de las vellosidades,
hemorragia e inflamacién aguda en |la muscular y un exudado fibrinopurulento en
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la mucosa. Los resultados obtenidos con la cepa 17-2 fueron similares a los
descritos con la cepa 49766 (datos no mostrados). La cepa JPNT1O mostré un
efecto semejante al inducido por la cepa no adherente 30651 (figura 20).

Cuando el indculo administrado en las asas ligadas fueron las proteinas
(116 v 108 kDa) obtenidas a partir del sobrenadante del cultivo de la cepa
49766, las alteraciones histolédgicas fueron semejantes a las inducidas por las

bacterias vivas, como el mostrado en la figura 19.

Al ensayar las proteinas de 116 y 108 kDa (obtenidas de los picos | de las
cromatografias en DEAE-Celulosa, Q-Sepharose y Sephadex G-100) en el mismo

lesiones necrotico-inflamatorias, con ulceras en la

modelo, se observaron
las vellosidades, ademas de un exudado

mucosa, necrosis del epitelio de
fibrinopurulento transmural, hemorragia en la superficie mucosa, en la muscular

y serosa (figura 21). En algunos casos se observa una inflamacién focal de las
glandulas en aquellos sitios con Placas de Peyer. Los resultados obtenidos con

el precipitado total de la cepa K12 no presentaron alteraciones en la morfologia

de las vellosidades intestinales.

ACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS DE 116 Y 108 kDa EAggEC EN EL MODELO DE
CAMARAS DE USSING.

La propiedades eléctricas de las proteinas de 116 y 108 kDa juntas (25 ug

del pico | en Q-Sepharose) respecto del tiempo, medidas en el modelo in vitro de
camaras de Ussing mostraron que inducen un incremento en la corriente de corto
circuito (Isc) y en la diferencia de potencial (PD), sin observarse alteracién en la

resistencia eléctrica (figura 22). Esto se observé cuando se graficaron los valores

antes mencionados con respecto del tiempo (figura 22). Mientra que el

precipitado total de la cepa la cepa K12 mostré una disminucién en Isc y PD,
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manteniendose le R constante (figura 23).

Alrealizar un ensayo de neutralizacién utilizando los anticuerpos de conejo
anti 116 y 108 kDa se encontré que éstos inhiben e! incremento en Isc y en PD
inducidas por las proteinas EAggEC, permaneciendo constante la R (figura 24).
Esto se observé cuando se graficaron los parametros eléctricos respecto del
tiempo. Un efecto semejante se observé cuando se incubaron las proteinas de

116 y 108 kDa con gamaglobulina de conejo anti-CT, y con el suero de un nifo
infectado por cepas EAggEC {que reconoce las proteinas por
inmunoelectrotransferencia). De igual manera, el tratamiento con calor y
proteinasa K también inhiben el incremenento
electrofisiolégicos de Isc y PD (cuadro 4). En este Ultimo ensayo se observa una
inhibicién de los valores de PD del 100 y 95% cuando se trata con calor y con

proteinasa K de forma respectiva. Los valores de Isc también se inhiben al 95 y

de los parametros

100% al ser tratadas de igual modo {(cuadro 4).

FRECUENCIA DE EXPRESION DE PROTEINAS DE 116 Y 108 kDa SECRETADAS
POR EAggEC

En el estudio de la frecuencia de expresién de las proteinas de 116 y 108
kDa secretadas por cepas EAggEC, empleando el ensayo de
inmunoelectrotransferencia, se encontré que de 126 cepas EAggEC aisladas de
casos de diarrea, 85 de las cepas EAggQEC (67 %) expresaron ambas proteinas,
mientras que Unicamente en 7 (16.2%) de 42 niffios sin cuadro clinico se
identificaron tales productos (cuadro 5). Se encontrd significancia estadistica al
analizar la expresién de las fracciones proteicas de 116 y 108 kDa de cepas
EAggEC aisladas de ninos con diarrea en comparacién con bacterias obtenidas
de nifios sin cuadro clinico (P=0.0007)(cuadro 5). Cuando se considero de

manera independiente las fracciones se observé que la de 108 kDa se presenta
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en todos los cuadros de diarrea, mientras que la de 116 kDa se detecta

preferentemente en los casos de diarrea con sangre con una significancia

estadistica de P<0.00085.

Al comparar las cepas de cuadro clinico con las de origen
ambiental encontramos que unicamente las cepas EAggEC aisladas de pacientes

expresan las proteinas de 116 y 108 kDa (cuadro 6).
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DISCUSION

Estudios epidemioldgicos han establecido la importanciade EAggEC como
agente causal de diarrea persistente y diarrea con sangre en humanos,
principalmente en nifos menores de cinco afos de edad (40, 97-101). Sin
embargo, ni los estudios con voluntarios (108-110), nilos ensayos con modelos
animales (105-107) han logrado establecer plenamente los mecanismos de
patogenicidad de las cepas EAggEC, implicados en el dano al intestino, que
conducen al cuadro clinico. Experimentalmente se ha demostrado la capacidad
de estas cepas para adherirse por medio de fimbrias a la superficie de los
enterocitos del intestino humano y de animales de experimentacién (102, 109-
112). Waiy col. (143) describieron una proteina de membrana externa de 38 kDa
en cepas EAggEC., con propiedades hidrofébicas que puede estar participando en
la agregacion bacteriana, que favorece la colonizacién de grandes extensiones del
epitelio intestinal. Sin embargo, el evento por si solo no explica en su totalidad
el dafio observado en las infecciones por EAggEC. Las lesiones observadas en
diferentes modelos animales (105-107), sugieren la participacién de algun factor

con actividad toxigénica como responsable del dafio intestinal descrito en dichos

modelos.

El peptido soluble con actividad enterotéxica denominado EAST1 (113-
114), es un compuesto de bajo peso molecular cuya actividad fue demostrada
en el modelo de camaras de Ussing, este factor no obstante que fue identificado
en cepas EAggEC, se ha reportado que es elaboradoc por diferentes grupos
patogénicos de E. coli (144). Baldwin y col. {115} identificaron un segundo
compuesto presente en el sobrenadante de! cultivo de una cepa EAggEC (042
{JPN10)). Este compuesto es una protefna de 120-140 kDa que cruza
antigénicamente con la hemolisina alfa de E. coli (HIyA), e induce fosforilaciéon

de proteinas a través de la activacién de proteinas cinasas calcio dependientes.

Aunque existen datos de actividad bioldgica jn vitro de la proteina HiyA y del
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peptido EAST1, su participacién en el proceso de dafio ai intestino no ha sido
demostrada en ensayos con modelos animales, ni en los estudios con voluntarios
humanos que se han realizado. As{ mismo, tampoco existe evidencia de
respuesta inmunoldgica contra estos productos, ni de casos clinicos infectados

naturalmente ni de los individuos desafiados experimentalmente.

En este trabajo se muestran resultados referentes a la expresidon de dos
proteinas de alto peso molecular (116 y 108 kDa [SDS-PAGE]), presentes en el
sobrenadante del cultivo de cepas EAggEC aisladas de diferentes casos clinicos
(figura 2). También se observd que dichas proteinas no eran elaboradas por
cepas de referencia no adherentes (K12). En el trabajo también se observd que
diferentes cepas EAggEC aisladas en otros estudios secretan las proteinas de
116 y 108 kDa antes referidas (figura 5).

El ensayo de doble inmunodifusién (figura 3}, utilizando como antigeno e!
precipitado de la cepa EAggEC 49766 (0?:H10) mostré que el suero de ninos
convalescientes de un cuadro de diarrea persistente, relacionado con la infeccién
por esta y otra cepa EAggEC (044:H18), daba una reaccién de precipitacién,
observacién que sugiere la participaciéon de estas proteinas en el proceso
patogénico de las bacterias identificadas, ya que activan la respuesta inmune
humoral. La reactividad especifica de los sueros contra ambas proteinas se
determind por la prueba de inmunoelectrotransferencia (figura 4), observandose
también respuesta contra proteinas de bajo peso molecular (10 y 30 kDa), las
cuales probablemente son componentes de proteinas de membrana externa

(porinas).

La respuesta especifica del suero de nifios contra las proteinas
identificadas se corroboré al analizar el suero de un grupo de voluntarios
humanos, desafiados por via oral con la cepa EAggEC 17-2 (109). Al respecto,

es importante mencionar que la reactividad del suero de estos voluntarios fue
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similar tanto con los sueros obtenidos antes del desafio, que con las muestras
posteriores al reto (figuras 6, 7 y 8). Este hecho podria explicar los resultados
obtenidos por Nataro y col. {109), quienes reportaron que sdélo uno de los
voluntarios desafiados presentd un cuadro de diarrea aguda de corta duracién.
Las cepas EAgQQEC (042 [JPN10], JM221, 34b y 17-2) utilizada en el estudio de
voluntarios de Nataro (110), fueron analizados con respecto a su capacidad para
elaborar las proteinas identificadas, encontrandose que todas producen una (108
kDa) o ambas protefnas (figura 9). Lo anterior sugiere que los individuos se
infectan con estas bacterias en etapas tempranas de su vida y al llegar a la edad
aduita poseen anticuerpos de tipo IgG capaces de neutralizar la actividad de estas
toxinas. También se determind por inmunoelectrotransferencia la reactividad del
fluido intestinal de los mismos voluntarios contra las proteinas identificadas, para
evaluar la respuesta local mediada por IgA, obteniendose resultados negativos.

Las posibles explicaciones a estas observaciones podrian relacionarse con
1) sensibilidad de la técnica empleada; 2) el

diferentes aspectos como son:
qQue son

numero, la frecuencia y la cantidad de los estimulos antigénicos,
necesarios paradesencadenar unarespuestainmune local y sistémica, de células
productoras de IgA secretora; 3) y la regulacién de la respuesta inmunolégica en
la produccién de anticuerpos del isotipo IgA en la mucosa intestinal (145). Con
respecto a la primera posibilidad, ésta podrfa probarse utilizando la técnica de
radioinmunoanélisis, con la cual seria posible detectar IgA especifica. En Ia
segunda y tercera causas no existe informacién al respecto, por lo tanto, ésto

seria motivo de nuevos estudios.

Al purificar las proteinas de 116 y 108 kDa a partir de los sobrenadantes

del cultivo de la cepa EAggEC 49766 y realizar su andlisis por SDS-PAGE bajo
condiciones reductoras, se encontré que estas moléculas no poseen subunidades

que estén unidas por puentes disulfuro (figura 14).
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Los anticuerpos obtenidos en conejo contra las proteinas de 116 y 108
kDa, mostraron reactividad cruzada entre ambas en el ensayo de
inmunoelectrotransferencia (figura 15), lo anterior sugiere que se trata de dos
proteinas diferentes, probablemente con epitopes comunes. Al respecto, durante
el estudio para evaluar |la capacidad de cepas EAggEC para elaborar las proteinas
de 116 y 108 kDa, se encontré que mientras unas cepas expresan ambas

proteinas, otras alguna de las dos (figura 16).

La respuesta de la gamaglobulina de conejo contra las proteinas de 116 y
108 kDa fue especifica e intensa, cuando se analizaron precipitados de la cepa
homdéloga 49766, a partir de la cual se prepararon los inoculos para inmunizar
(figura 16; carrii 2), observandose respuesta poco intensa contra otros
componentes (figura 16; carril 2), sin embargo, cuando se probd contra otras
cepas se observd que ademdas de reconocer las protelnas especificas éstos
reaccionaban contra otras fracciones que variaban entre 50 a 92 kDa (figura 16).
El hecho de haber utilizado anticuerpos policlonales de animales que en el
trascurso de su vida han estado expuestos a una gran variedad de antigenos,
podria en cierta medida explicar la respuesta inespecifica observada contra
diferentes fracciones. La respuesta podria estar dirigida contra los residuos de
azucares presentes en algunas proteinas (glicoproteinas con epitopes
compartidos). La oxidacién con meta-peryodato de sodio, podria abolirlareaccion
cruzada entre los residuos de azucares y de esta manera, se podria aclarar
mayormente el resultado obtenido (146). La generacién de anticuerpos
monoclonales en contra de las proteinas de 116 y 108 kDa ayudaria

enormemente a la especificidad en la deteccidén de estos factores (147).

Las proteinas de 116 y 108 KDa identificadas en este trabajo se
obtuvieron por un procedimiento semejante al descrito por Baldwin y col. (115),
para obtener un producto proteico con peso molecular de 120-140 kDa. Lo
anterior planteaba la posibilidad de que las proteinas identificadas pudieran ser
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el mismo producto descrito por dichos autores. Esto se descarto al observar que
ninguna de las dos proteinas (116 y 108 kDa) era reconocida por anticuerpos
anti-hemolisina alfa de E. coli (anti-HIyA), tal y como lo describié Baldwin (115)
con la protelina de 120-140 kDa identificada en algunas cepas EAggEC (figura
17). La proteina de 120-140 kDa con homologia antigénica con la hemolisina

(HIyA), es producida por algunas cepas de EAggEC, sin embargo, no es

constante su expresiéon, y no se ha observado respuesta inmune en individuos
infectados naturaimente o desafiados experimentalmente contra esta proteina,
por lo que hasta el momento no podria ser cosiderado como un posible factor de

patogenicidad de EAggEC.

Exixsten varios ejemplos de homologia antigénica y de actividad bioldgica
entre proteinas producidas por bacterias de diferentes géneros, al respecto se
conoce la relacién que existe entre la toxina de S. dysenteriae y la denominada
semejante a la de Shiga de E. coli enterohemorragica (81, 83), en el grupo
enteroagregativo de E. coli se conoce la proteina de 120-140 kDa descrita por
Baldwin y col.(115) que comparte caracteristicas con la hemolisina (HIyA) de
otros grupos de E. coli. En este trabajo se encontré que la proteina de 108 kDa
tiene homologia antigénica con las toxinas de V. cholerae (CT) y de E. coli (LT}
(figura 18). Esta observacién concuerda con el efecto de tipo enterotdxico
identificado mediante el modelo de cdmaras de Ussing (figuras 22, 23 y 24), falta
por establecer si ademas de la homologfa antigénica existe homologfia en la

secuencia de aminoacidos y en el mecanismo de accién.

En este trabajo se pudo observar que ademas dei efecto enterotéxico las
proteinas de 116 y 108 kDa muestran actividad citotéxica identificada en el
modelo de asa ligada de intestino de rata. El dafno inducido por los precipitados
conteniendo ambas protelnas fue similar al causado por las bacterias vivas
({figuras 19 y 21). Estas observaciones brindan un apoyo mas consistente, en
relacién a la participacién de estos productos en la patogénesis de la diarrea.
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Estudios previos, describen la presencia de respuesta inflamatoria intensa,
hemorragia y alteraciones de las microvellosidades del intestino en diferentes
modelos animales desafiados con cepas EAggEC (7105-107). Ailteraciones

similares fueron identificadas en nuestro laboratorio, en necropsias del intestino
de nifos muertos a consecuencia de una infeccién severa por EAggEC (datos no

mostrados).

La posible activacidon de células linfoides y mieloides en el tracto intestinal,
consistente al efecto estimulatorio de las protefnas de 116 y 108 kDa secretadas
por las cepas EAggEC, podria ser una de las causas de la liberacién de citocinas
y de la respuesta inflamatoria (148), efecto que podria relacionarse con algunas
de las alteraciones descritas en el estudio histoldgico de los cortes de intestino
tanto de los modelos animales como el referente a los cortes de intestino de
nifios. La localizacién de las proteinas de 116 y 108 kDa en el sitio de la lesién,

aportaria nuevos elementos que ayudarian a esclarecer el mecanismo de

patogenicidad de estas protelnas.

Recientemente Hicks y Nataro (149-150) trabajando en ensayos de

toxicidad y adherencia de cepas EAggEC: UJM221, 17-2 yv 042 [UPN10], en

biopsias de yeyuno, ileon y colon de nifios, reportaron un efecto citotéxico

severo principalmente en colon, que incluye vacuolizacion de las vellosidades
intestinales, ampliacién de la apertura de las criptas, la formacién de grietas entre
las criptas y extrusién de las células epiteliales. En células polarizadas T84,
derivadas de células epiteliales humanas, las cepas mencionadas produjeron

sobre la membrana apical de las células vacuolizacién, subnuclear del citoplasma,

vy en algunos casos separacién del nucleo del citoplasma que lo rodea y

desprendimiento de las microvellosidades. Las proteinas de 116 y 108 kDa
podrian estar participando en la induccién de tales efectos, ya que las cepas
utilizadas por Nataro y Hicks (042 [JPN10]l y JM221) fueron analizadas en este

estudio y se determiné que expresan ambas proteinas.
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La codificacién de la informacién genética para la expresién de la proteina
de 108 kDa se identificé que se encuentran en el mismo plasmido que porta la
informacién para la expresién de las fimbrias (AAF/I, AAF/H), asi como la toxina
EAST1 (manuscrito en preparacién). Tal hecho ha facilitado realizar la clonacién
del gen implicado en la expresion de esta proteinas. Al respecto, al realizar el
andlisis de la secuencia de bases se encontré que tiene homologia con diferentes

proteinas bacterianas relacionadas con virulencia. Entre las proteinas que se

observé homologla se encuentran la proteina EspC de EPEC (33%), cuya

actividad no estd aun determinada (151), SepA de S. flexneri (44%), proteina
que participa en la invasién a los tejidos (152) y Tsh de E. coli {(39%), una
hemaglutinina de cepas patégenas de aves (153); todas ellas miembros de una

familia de protefinas secretadas semejantes a proteasas para IgA (manuscrito en

preparacion).

Otra observacién interesante con respecto a las protefnas estudiadas se
relaciona con la secuencia de 28 aminoacidos del extremo amino terminal en la
proteina de 116 kDa, de estos, los 20 primeros aminoacidos mostraron entre 50
y 75% de homologia con diferentes tipos de coldgenas. Del mismo modo, una
secuencia de 24 aminodacidos del extremo amino terminal de la proteina de 108
kDa, mostré homologia con coldgenas. Este resuitado apoya el planteamiento de
que ambas proteinas comparten algunas secuencias, |lo que permite proponer que
se trata de miembros de una familia de proteinas, una de las cuales (108 kDa)
esta codificada por un pladsmido y cuya actividad es principalmente citotéxica. La
otra proteina es probablemente es la responsable del efecto enterotéxico lo cual

se apoya en observaciones preliminares no descritas en este texto.

El estudios de la frecuencia de expresién de las proteinas de 116 y 108
kDa permitié constatar que estas protelnas estdn implicadas en la patogénesis de
la diarrea, al determinar que las cepas EAggEC aisladas de nifios con diarrea las
expresan en mayor proporcién que las cepas aisladas de nifios sin cuadro clinico,
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las diferencias observadas al respecto mostraron diferencia estadisticamente
significativa. Lo anterior permite considerar que estos compuestos pueden ser
utilizados como marcadores de virulencia y sugieren ademas que existen
diferentes clonas de EAggEC, algunas de las cuales son patégenas causantes de
diarrea. La obtencién de sondas moleculares especificas, para la deteccidn de las
proteinas de 116 y 108 kDa en muestras de heces, ayudaria al diagndstico
oportuno de EAggEC y estudio de prevalencia de estos patégenos en la poblacién

susceptible.

Es importante considerar que son diferentes factores de virulencia, los que
actuan coordinadamente en |a patogenesis de las cepas EAggEC. Los resultados
obtenidos hasta el momento permiten vislumbrar parte del proceso, por lo cual,

es importante continuar realizando estudios al respecto. Falta por estudiar

aspectos relacionados con posibles receptores celulares, asi como la respuesta
del huésped, para poder entender mejor la patologia del proceso, y asf poder

diseiar estrategias de control de la infeccién por EAggEC.

57



PEFERENCIAS

-
[

10.

11.

12.

13.

Pwon
L)

WHO. 1993. Global health situation Ill. WER 6:33.
WHO. 1992. Global health situation |. WER 45:337.

WHO. 1992. Global health situation li. WER 47:350.

Phillips, S. F. 1972. Diarrhea: a current view of the pathophysiology.
Gastroenterology 63:495-518.

Marine, E. 1991. Diarrea aguda. En: Llamas Esperén G. (ed.). Diagnéstico
y terapéutica en medicina interna. México: Méndez Cervantes, p. 571-

574.
Dehesa, N. 1991. Diarrea crénica. En: Llamas Esperén G. (ed.).
Diagnéstico y terapéutica en medicinainterna. México: Méndez Cervantes,
p. 574-579.

Bond, J. H., B. E. Currier, H. Buchwald, and M. D. Levitt. 1980. Colonic
conservation of malabsorbed carbohydrate. Gastroenterology 78:1500-
1507.

Camilleri, M. D., and S. F. Phillips.
motility. Gastro. Clin. N. Amer. 18:405-424.

1989. Disorders of small intestinal

Gill, D. M., and M. Woolkalis. 1985. Toxin wich activate adenilate cyclase.
in: Pitman Publishing Ltd, (Ciba Foundation Symposium 112)(ed.). London,

UK, p. 57-73.

Guerrant, L. C. 1990. Inflamatory enteritis.
Dougtas., E. J. Bennett (ed.). Principles and practice of

diseases. 3ed. Churchill, Livingtone. New York.

In: Mandell G. L., R. G.
infectious

Anthonisen, P., and P. Riis. 1961. A new diagnostic approach to mucosal
inflammation in proctocolitis. Lancet ii. 81-82.

WHO. 1992. Programme for control of diarrhoeal diseases. Vill programme
report 1990-1991. Geneve.

WHO. 1993. Programme for control of diarrhoeal diseases. interim

programme report 1992. Geneve.

58



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

WHO. 1993. Global health situation IV. WER 7:43.

Hullan, S., Z. L. Guang., and NMathan. 1991. Etiology of diarrhoea among
children in developing countries: A multicentre study in five countries. Bull.

WHO 89:542.

INEGI]. 1990. X| Censo general de poblacién y vivienda 19980. Estados
Unidos Mexicanos. INEGI, México.

Avances de la epidemiologia de célera en México. 1993. Boletin Mensual
de cdélera/diarreas infecciosas 3:293-296.

SSA. 1988. Encuesta de morbilidad, mortalidad y tratamiento de diarreas
en 1985 (EMMTD). SSA, México.

SSA. 1988. Encuesta sobre practica y prevalencia de la terapia de

rehidratacién oral en 1987 (EPPTRO). SSA, México.

Mota, H. F., C. R. Tapia y C. Welti. 1993. Manejo de la enfermedad
diarreica en el hogar en algunas regiones de Meéxico. En:
SSA/UNICEFF/OPS, México.

Direccién General de Epidemiologia. 1980-1982. Boletin semanal de

epidemiologfa. SSA, México.

Lezana, F. M. A. 1993. Morbilidad y mortalidad por enfermedades
diarreicas en México. En: SSA/UNICEFF/OPS: Manejo efectivo de diarreas
agudas en nifios y colera. SSA/UNICEFF/OPS, México.

Cravioto, A., R. Ortega y P. Rodriguez. 1985. Estudio longitudinal de
colonizacidn intestinal en una cohorte de nifos rurales mexicanos. |.
Disero de estudio y hi''azgos iniciales durante durante el periodo neonatal.

Bol. Med. Hosp. Infant. Méx. 42, 5:287.

Cravioto, A., R. E. Reyes y R. Ortega. 1987. Iincidencia y etiologia de la
diarrea aguda durante los dos primeros afios de vida de una cohorte de
nifos rurales. Bol. Med. Hosp. Infant. Méx. 44, 6:316.

Sepulveda, J. 1990. Malnutrition and infectious diseases. A longitudinal
study of interaction and risk factor. Perspectivas en salud publica No. 9.

Instituto nacional de salud publica, México.

59



26.-

27.-

28.-

29.-

30.-

31.-

32.-

33.-

34.-

35.-

36.-

Velasco, O., A. Escobar y J. L. Valdespino. 1993. Epidemioliogia de las
helmitiasis intestinales en México. Bases para su control. Publicacién
técnica del INDRE. No. 24, SSA, México.

Lior, H. 1994. Clasification of Escherichia coli. in: Gyles C. L. (ed.}.
Escherichia coii in domestic animals and humans. C. A. B. International
Wallingford, Oxon, Ox10, 8DE. UK, p. 7-45.

Krieg, N. R., and J. G. Holt (eds). 1984. Bergey’'s manual of systematic
bacteriology, Volume 1, Williams & Wilkins, Baltimore USA, p. 408-600.

Farmer, J. J., B. R. Davis, and F. W. Hickman-Brenner. 19865. Bioquimical
identification of new species and biogroups of Enterobacteriaceae isolated
from clinical specimens. J. Clin. Microbiol. 21:46-76.

Brenner, D. J. 1978. Characterization and clinical identification of
Enterobacteriaceae by DNA hybridization. Prog. Clin. Pathol. 7:71-117.

Sussman, M. 19865. Escherichia coli in human and animal disease. In:
Sussman M. (ed.). The virulence of Escherichia coli. Academic Press, Inc.,

New York, p. 7-465.

Milch, H. 1978. Phage typing of Escherichia coli. In: Bergan T. and J. R.
Norris {eds.). Methods in Microbiology. Vol. ll. Academic Press, London,

p. 87-155.

Gillies, R. R. 1978. Bacteriocin typing of Entergbacteriaceae. in: Bergan T.
and J. R. Norris (eds.). Methods in Microbiology. Vol. Il, Academic Press,

London, p. 78-86.

Jann, K., and B. Jann. 1985. Cell surface components and virulence:
Escherichia coli O and K antigens in relation to virulence and
pathogenicity. In: Sussman M. (ed.). The virulence of Escherichia coli.
Academic Press, Inc., New York, p. 157-177.

Kauffmann, F. and A. Dupont. 1950. Escherichia coli from infantile
gastroenteritis. Acta Pathol. Microbiol. Immunol. Scand. 27:552-564.

Parry, S. H., S. N. Abraham, and M. Sussman. 1982. The bioclogical and
serological propieties of adhesion determinants of Escherichia coliisolated
from urinary tract infections. In: Schulte-Wissermann H. (ed.). Clinical,
bacteriological and immunological aspects of urinary tract infection in
children. Thieme. Stuttgart. p. 113-125,

60



37.-

40.-

45.-

46.-

47.-

Orskov, I. and F. Orskov. 1983. Serology of Escherichia cgli fimbriae.

Progress in Allergy 33:80-1085.

Orskov, F. and I. Orskov. 1984. Serotyping of Escherichia cili. In: Bergan
T. (ed.). Methods in microbiology. Vol. 14, Academic Press, London. p.

43-112.

Levine, M. M. 1987. Escherichia coli that cause diarrhea: enterotoxigenic,
enteropathogenic, enteroinvasive, enterohemorrhagic, and enteroadherent.

J. Infect. Dis. 185:377-389.
Nataro, J. P., J. B. Kaper, R. Robins-Browne, V. Prado, P. A. Vial, and M.
M. Levine. 1987. Patterns of adherence of diarrheogenic Egscherichia coli

to HEp-2 cells. J. Ped. Infect. Dis. 6:829-831.
De, S. N., k. Bhattacharya, J. K. Sarkar. 1956. A study of the
pathogenicity of strains of Bacterium coli from acute and chronic enteritis.
J. Pathol. Bacteriol. 71:201-206.

Sprangler, 8. D. 1992. Structure and function of cholera toxin and the
related Escherichia coli heat-labile enterotoxin. Microbiol. Rev. 56:622-

647.
Yoshimura, S., H. lkemura, H. Watanabe, et al. 1985. Essential structure
for full enterotoxigenic activity of heat-stable enterotoxin produced by

enterotoxigenic Escherichia coli. FEBS Lett. 181:138-142.
Kupersztoch, Y. M., K. Tachias, and C. R. Mooman. 1990. Secretion of
insoluble heat-stable enterotoxin (STh): energy-and-secA-

methanol
dependent conversion of pre STb to an intermediate indistinguishable from
the extracellular toxin. J. Bacteriol. 172:2427-2432.

De Graff, F. K. 1990. Genetic of adhesive fimbriae of intestinal Escherichia
coli. Curr. Top. Microbiol. Immunol. 1561:29-53.
Wilishaw, G. A., M. M. McConnell, H. R. Smith, B. Rowe.

Structural and regulatory genes for coli surface associated antigen 4 (CS4)
are encoded by separate plasmids in enterotoxigenic Escherichia coli

strains of serotype O25:H42. FEMS Microbiol. Lett. 68:225-260.
1989. A plasmid-encoded

1990.

Caron, J., L. M. Coffield, and J. R. Scott.
regulatory gene, rns requiered for expression of CS1 and CS2 adhesins of

enterotoxigenic Escherichija coli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:963-967.

61



48.

49,

50.

51.

52.

53.

54.

565.

56.

57.

58.

Gaastra, W., B. J. A. M. Jordi, and E. M. A. Mul. 1990. A silent
regulatory gene cfaD’ on region 1 of the CFA/I plasmid NTP113 of
enterotoxigenic Escherichia coli. Microbial. Pathogen. 9:285-291.

Cravioto, A., R. E. Reyés y F. Trudjillo. 1990. Risk of diarrhea during the
first year of life associated with initial and subsequent colonization by
specific enteropathogens. Am. J. Epidemiol. 131:886-904.

Sack, R. B. 1975. Human diarrheal disease caused by enteroctoxigenic
Escherichia coli. Annu. Rev. Microbiol. 29:333-353.

Merson, M. H., G. K. Morris, and D. A. Sack. 1976. Travellers’ diarrhea
in Mexico: a prospective study of physicians and family members
attending a congress. N. Engl. J. Med. 294:1299-1305.

Hyams, K. C., A. L. Bourgeois, and B. R. Merrell. 1991. Diarrheal disease
during Operation Desert Shield. N. Eng!. J. Med. 325:1423-1428.

Neter, E., and C. Shuymway. 1950. Escherichia colid 433: Occurence in
intestinal and respiratory tracts. Cultural characteristics, pathogenicity,
sensitivity to antibiotics. Proc. Soc. Expe. Biol. Med. 75:504-507.

Varela, C., A. Aguirre y J. Carrillo. 1946. Escherichia coli Gémez, nueva
especia aislada de un caso mortal de diarrea. Bo!l. Med. Hosp. Inf. Méx.
3:623-627.

Knutton, S., D. R. Lloyd, and A. S. McNeish. 1987. Adhesion of
enteropathogenic Escherichia coli to human intestinal enterocytes and
cultured human intestinal mucosa. Infect. Immun. §5:69-77.

Cravioto, A., R. J. Gross, S. M. Scotland, and B. Rowe. 1979. An
adhesive factor found in strains of Escherichia coli belonging to the
traditional enteropathogenic serotypes. Curr. Microbiol. 3:95-99.

Scaletsky, I. C. A., M. L. M. Siiva, and L. R. Trabulsi. 1984. Distinctive
patterns of adherence of enteropathogenic Escherichia coli to HelLa cells.
infect. Immun. 45:534-536.

Vial, P. A., R. M. Robins-Browne, H. Lior, V. Prado, J. B. Nataro, D.
Maneval, A. Elsayed, M. M.Levine. 1988. Characterization of
enteroadherent-aggregative Escherichia coli, a putative aget of diarrheal
disease. J. Infect. Dis. 1568:70-79.

62



59.-

60.-

61.-

62.-

63.-

64.-

65.-

66.-

67.-

68.-

Levine, M. M., and R. Edeirnan. 1984. Enteropathogenic Escherichia coli
of classic serotypes associated with infant diarrhea: epidemiology and

pathogenesis. Epidemiol. Rev. 6:31-51.

Cravioto, A., A. Tello, A. Navarro, J. Ruiz, H. Villafan, F. Uribe, and C.

Eslava. 1991. Association of Escherichia coli HEp-2 adherence patterns
with type and duration of diarrhoea. Lancet. 337:262-264.

Girén, J. A., S. Y. Ho, and G. K. Schoolnick. 1991. An inducible bundle-
forming pilus of enteropathogenic Escherichia coli. Science 254:710-713.

Sohel, ., J. L. Puente, W. J. Murray, J. Vuopio-Varkila, and G. K.
Scholnik. 1993. Cloning and characterization of the bundle-forming pili
gene of enteropathogenic Escherichia coli and its distribution in Salmonelia
serotypes. Molec. Microbiol. 7:563-575.

Levine, M. M., J. P. Nataro, H. Karch, M. M. Baldini, J. B. Kaper, R. E.
Black, M. L. Clements, and A. D. O’Brien. 1985. The diarrheal response
of humans to some classic serotypes of enteropathogenic Escherichia coli
is dependent on a plasmid-encoding an enteroadhesiveness factor. J.

Infect. Dis. 152:550-559.

Nataro, J. P., M. M. Baldini, J. B. Kaper, R. E. Black, N. Bravo, and M. M.
Levine. 1985 Detection of an adherence factor of enteropathogenic

Escherichia coli with a DNA probe. J. infect. Dis. 152:560-565.

Jerse, A. E., and J. B. Kaper. 1991. The eae gene of enteropathogenic

Escherichia coli encodes a 94-kilodalton membrane protein, the expression
of which is influenced by the EAF plasmid. Infect. Immun. 59:4302-4309.

Knutton, S., T. Baldwin, P. H. Williams, and A. S. McNeish. 1989. Actin
accumulation at sites of bacterial adhesion to tissue culture cells: basis of
anewdiagnostic test for enteropathogenic Escherichia coli. Infect. Immun.

67:1290-1298.

Baldwin, T. J., S. F. Brooks, S. Knutton, H. A. Manjarrez-Hernandez, A.
Aitken, and P. H. Williams. 1990. Protein phosphorylation by protein
kinase C in HEp-2 cells infected with enteropathogenic Escherichia coli.

Infect. Immun. 58:761-765.

Moon, H. W., S. C. Whipp, R. A. Argenzio, M. M. Levine, and R. A.
Giannella. 1983. Attaching and effacing activities of rabbit and human

enteropathogenic Escherichia coli in pig and rabbit intestines. Infect.
immun. 41:1340-1351.

63



69.-

70.-

71.-

72.-

73.-

74.-

75.-

76.-

77.-

78.-

79.-

Jerse, A. E., Y. Jun, B. D. Tall, and J. B. Kaper. 1990. A genetic locus of

enteropathogenic Escherichia c¢oli necessary for the production of
attaching and effacing lesions on tissue culture cells. Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 87:7839-7843.

Jerse, A. E., K. G. Gicquelais, and J. B. Kaper. 1991. Plasmid and
chromosomal elements involved in the pathogenesis of attaching and

effacing Escherichia coli. Infect. Immmun. §9:3869-3875.
Formal, S., and R. B. Hornick. 1978. Invasive Escherichia coli. J.
Dis. 137:641-647.

Collins, H., and S. B. Formal. 1983. Alteraciones in the pathogenicity of
Escherichia coli K12 after transfer of plasmid and chomosomal genes from
shigella flexneri. Infect. Immun. 39:1392-1402.

Infect.

kerato conjuntivitis Shigellosa. Acta

Sereny, B. 1975. Experimental
Microbiol. Acad. Sci. Hung. 4:367-376.
Sansonetti, P.,, D. A. Kopecko, and S. B. Formai. 1982. Involment of a
plasmid in the invasive ability of Shigell flexneri. Infect. Immun. 35:852-
860.

Sasakawa, C., K. Kamata, T. Sakai, S. Murayama, S. Makmo, and
Yoshikawas. 1986. Molecular altertion of the 140-megadalton plasmid
associated with los of virulence and congo red binding activity in Shigella

fleneri. Infect. Immun. 51:470-475.

Hale, T., and S. B. Formal. 1981. Protein Syntesis in Hela of Henle 407
cells infect with Shigella dysenteriae 1, Shigella flexneri 2a or Saimonelia
typhimurium w 118. Infect. Immun. 32:137-144,

Brow, E., and S. Rothman. 1980. Inhibition of protein syntesis in intact
Hel a cells by Shigella dysenteriae toxin. Infect. Immun. 29:90-107.

San-Sonetti, P., A. Ryter, P. Clerc, A. Maurilli, and J. Maunier. 1986.

Multiplication of Shigella flexneri within Hela cells: Lysis of the
phagocyatic vacuole and plasmid mechated contact hemoysis. Infect.

Immun. 51:461-469.

Cravioto, A., R. E. Reyes, R. Ortega, G. Fernandez, R. Hernandez, and D.
Lopez. 1988. Prospective study of diarrhoeal disease in a cohort of rural
Mexican children: incidence and isolated pathogens during the first two

years of life. Epidemiol. Infect. 101:123-134.

64



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

Tzipori, S., R. M. Robins-Browne, G. Gonis, J. Hayes, M. Withers, and E.
McCarty col. 1985. Enteropathogenic Escherichia coli enteritis: evaluation
of the gnotobiotic piglet as a model of human infection. Gut. 26:570-578.

Scotland, S. M., H. R, Smith, and B. Rowe. 1985. Two distinct toxins
active on Vero cells from Escherichia coli O157. Lancet ii:B885-886.

Marquez, L. R. M., J. S. M. Peiris, S. J. Cryz, and A. D. O’Brien. 1987.
Escherichia coli strains isolated from pigs with edema disease produce a
variant of Shiga-like toxin |l. FEMS Microbiol. Lett. 44:33-38.

ito, H., T. Yutsudo, T. Hirayama, and Y. Takeda. 1988. Isolation and some
properties of A and B subunits of Vero toxin 2 and in vitro formation of
hybrid toxins between subunits of Vero toxin 1 and Vero toxin 2 from
Escherichia ¢oli O157:H7. Microbiol. Pathogen. 5:188-195.

Pellizzari, A., H. Pang, and C. A. Lingwood. 1992. Binding of
verocytotoxin 1 to it's receptor is influenced by differences in receptor
fatty accid content. Biochemistry 31:1363-1370.

Igarishi, K., T. Ogasawara, and K. ito. 1987. Inhibition of elongation factor
1 dependent aminoacyl-tRNA binding to ribosomes by Shiga-iike toxin |
(VT1) from Escherichia coli 0157:H7 and by Shiga toxins. FEMS
Microbiol. Lett. 44:91-94.

Scotland, S. M., H. R. Smith, G. A. Willshaw, and B. Rowe. 1983.
Verocytotoxin production in strains of Escherichia coli is determined by
genes carried on a bacteriophage. Lancet ii:216.

O’Brien, A. D., J. W. Newland, S. F. Miller, R. K. Holmes, H. W. Smith,
and S. B. Formal. 1984. Shiga-like toxin converting phages from
Escherichia coli strains that cause hemorrhagic colitis or infantile diarrhea.
Science 226:694-696.

Smith, H. R., N. P. Day, and S. M. Scotland. 1984. Phage-determined
production of verocytotoxin in strains of Escherichia coli of serogroup
0157. Lancet i:1242-1243.

Eslava, C. A., H. M. Zepeda, and M. P. Herrera. 1990. Phage detection of
cytotoxic Escherichia coli strains. Rev. Lat-amer. Microbiol. 32:95-97.

65



90.-

91.-

92.-

93.-

94.-

95.-

96.-

97.-

98.-

99.-

Eslava, C. A., P. Cano, A. Cravioto, and S. Giono. 1990. Characterization
of phages obtained from Shiga-like toxin-producing Escherichia coli
isolated from Mexican children. Washington, D.C. Proceedings of the
Annual Meeting of the American Society for Microbiology., (abstracts
1086).

Scotland, S. M., N. P. Day, and B. Rowe. 1980. Production of a
cytototoxin affecting Vero cells by strains of Escherichia coli belonging to
traditional enteropathogenic serogroups. FEMS Microbiol. Lett. 7:15-17.

Karmali, M. A., M. Petric, B. T. Steele, and C. Lim. 1983. Sporadic cases
of haemolytic-uraemic syndrome associated with faecal cytotoxin and

cytotoxin-producing Escherichia coli in stools. Lancet i:619-620.

Spika, J. S., J. E. Parson, and D. Nordenberg. 1986. Hemolytic uremic
syndrome and diarrhea associated with Escherichia coli O157:H7 in day

care center, J. Peadiatr. 109:287-291.

Cravioto, A., V. Vazquez, and A. Soria. 1988. Produccién de citotoxina

tipo Shiga (SLT) 1 en cepas de Escherichia coli aisladas de nifios con
diarrea en una comunidad rural. Bol. Med. Hosp. Infant. Mex. 45:206-210.

Lopez, E. L., M. Diaz, and S. Grinstein. 1989, Hemolytic uremic syndrome
and diarrhea in Argentine children: the role of Shiga-like toxins. J. Infect.

Dis. 160:469-475.

Johnson, W. M., H. Lior, and G. S. Bezanson. 1983. Cytotoxic Escherichia
coli0157:H7 associated with haemorrhagic colitis in Canada. Lanceti:76.

Levine, M. M., V. Prado, R. Robins-Browne, H. Lior, J. B. Kaper, S. L.
Moseley, K. Gicquelais, J. P. Nataro, P. Vial, and B. Tall. 1988. Use of
DNA probes and HEp-2 cell adherence assay to detect diarrheogenic

Escherichia coli. J. Infect. Dis. 158:224 -228.

Bhan, M. K., P. Raj, M. M. Levine, J. B. Kaper, N. Bhandari, R.
Srivastava, R. Kumar, and S. Sazawal. 1989. Enteroaggregative

Escherichia coli associated with persistent diarrhea in a cohort of
rural children in India. J. Infect. Dis. 169:1061-1064.

Baqui, A. H., R. Bradley Sack, R. E. Black, K. Haider, A. Hossain,
A. R. M. Abdul Alim, M. Yunus, H. R. Chowdhury, and A. K.
Siddique. 1992. Enteropathogens associated with acude and

- persistent diarrhea in Bangladesh in children < 5 years of age. J.

infect. Dis. 166:792-796.

66



100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

Gomes, T. A. T., V. Rassi, K. L. MacDonaid, S. R. T. S. Ramos, L.
R. Trabulsi, M. A. M. Vieira, B. E. C. Guth, J. A. N. Candeias, C.
ivey, M. R. F. Toledo, and P. A. Blake. 1991. Enteropathogens

_associated with acute diarrheal disease in urban infants in Sao

Paulo. J. Infect. Dis. 164:331-337.

Mathewson, J. J., R. A. Oberhelman, H. L. DuPont, F. J. de la
Cabada, and E. V. Garybay. 1987. Enteroadherent Escherichia coli
as a cause of diarrhea among children in Mexico. J. Clin. Microbiol.
25:1917-1919.

Knutton, S., R. K. Shaw, M. K. Bhan, H. R. Smith, M. M.
McConnell, T. Cheasty, P. H. Williams, and T. J. Baidwin 19392.

Ability of Enteroaggregative Escherichia coli Strains To Adhere In
Vitro To Humam Intestinal Mucose. Infect. Immun. 60:2083-2091.

Scotland, S. M., H. R. Smith, B. Said, G. A. Willshaw, T. Cheasty,
and B. Rowe. 1991. Identification of enteropathogenic Escherichia
coli isolated in Britain as enteroaggregative or as members of a
subciass of attaching-and effacing E. coli not hybridising with the
EPEC adherence-factor probe. J. Med. Microbiol. 35:278-283.

Smith, H. R., S. M. Scotland, G. A. Willshaw, B. Rowe, A. Cravioto, and
C. Eslava. 1994. Isolates of Escherichia coli O44:H 18 of diverse origen are
enteroaggregative. J. Infect. Dis. 170:1610-1613.

Tickoo, S. K., M. K. Bham, R. Srivastava, B. K. Dass, M. Shariff, S. Saini,
and R. Kumar. 1992. Intestinal colonization and production of diarrhea by
enteroadherent-aggregative E. coli. Indian J. Med. Res. 95:278-283.

Vial, P.A., R. Robins-Brown, H. Lior, V. Prado, J.B. Kaper, J.P. Nataro,D.
Maneval, A. Elsayed, and M. M. Levine. 1988. Characterization of
enteroadherent-aggregative Escherichia coli, a putative agent of diarrheal
disease. J.Infect. Dis. 158:70-79.

Tzipori, S., J. Montanaro, R. M. Robins-Browne, P. Vial, R. Gibson,
and M. M. Levine. 1992. Studies whith Enteroaggregative
Escherichia coli in the Gnotobiotic Piglet Gastroenteritis Model.
Infect. Immun. 60:5302-5306.

Mathewson, J. J., P. C. Johnson, H. L. DuPont, T. K. Satterwhite, D. K.

Winsor. 1986. Pathogenicity of enteroadherent E. coli in adult volunteers.
J. Infect. Dis. 154:524-527.

67



109.-

110.-

111.-

112.-

113.-

114.-

115.-

116.-

117.-

118.-

Nataro, J. P., Y. Deng, D. R. Maneval, A. L. German, W. C. Martin and M.
M. Levine. 1992. Aggregative adherence fimbriae | of enteroaggregative

Escherichia coli mediate adherence to HEp-2 cell and hemagglutination of
human erythrocytes. Infect. Iimmun. 60:2297-2303.

Nataro, J. P., D. Yikang, S. Cookson, A. Cravioto, S. J. Savarino, L. D.
Guers, M. M. Levine, C. O. Tacket. 1995. Heterogeneity of

enteroaggregative Escherichia coli virulence factors demonstrated in
volunteers. J. Infect. Dis. 171:465-468.

Nataro, J. P., 1. C. A. Scaletsky, J. B. Kaper, M. M. Levine, L. R. Trabulsi.
1985. Plasmid-mediated factors conferringdiffuse andlocalized adherence

of enteropathogenic Escherichia coli. Infect. Immun. 48:378-383.
Knutton, S., T. Baldwin, P. H. Williams, and A.S. McNeish. 1989, Actin

accumulation at sites of bacterial adhession to tissue cuitured cells: basis
of a new diagnostic test for enteropathogenic and enterchemorrhagic

Escherichia coli. Infect. Immun. 57:1290-1298.
Savarino, S. J., A. Fasano, D. C. Robertson, and M. M. Levine. 1991.
Enteroaggregative Escherichia coli elaborate a heat-stable enterotoxin
demostrable in an in vitro rabbit intestinal model. J. Clin. invest. 87:1450-
1455.

Savarino, S. J., A. Fasano, J. Whatson, B. M. Martin, M. M. Levine, S.
Guandalini, and P. Guerry. 1993. Enteroaggregative Escherichia coli heat-
stable enterotoxin 1 represents another subfamily of E. coli heath-stable
toxin. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3093-3097.

Baldwin, T. J., S. Knutton, L. Sellers, H. A. Manjarrez-Hernandez, A.
Aitken, and P.H. Williams. 1992. Enteroaggregative Escherichia coli strains
secrete a heat labile toxin antigenically related to E. coli hemolysin. Infect.

Immun. 60:2092-2095.
Haque, M. A., K. Ohki, M. Kikuchi, and O. Kahashi. 1994, Contact

hemolysin production by strains of enteroaggregative Escherichia coli
isolated from children with diarrhea. J. Clin. Microbiol. 32:1109-1111.

Welch, R. A., and S. Falkow. 1984. Characterization of Escherichia coli
hemolysins conferring quantitative diferences in virulence. Infect. lmmun.
43:156-160.

Welch, R. A., 1991. Poro-forming cytolysins of Gram negative bacteria.
Mol. Microbiol. 5:521-528.

68



120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

ESTA TESIS N pee
SAUE DE LA BIBLIOTECA

Elliot, S. J., B. J. Mee, B. J. Chang. 1995. Diarrhoea-associated alfa-
hemolytic E. coli display both enteropathogenic and uropathogenic
features. Washington D. C. Proceeding of the General Meeting of the
American Society for Microbiology, (abstract C44).

Yamamoto, T., Y. Koyama, M. Matsumoto, E. Sonada, S. Nakayama, M.
Uchimura, W. Paveenkittiporn, K. Tamura, T. Yokota, and P. Echeverria.
1992. Localizad, aggregative, and diffuse adherence to Hel a cells, plastic,
and human small intestines by Escherichia coli isolated from patients with
diarrea. J. Infect. Dis. 116:1295-1310.

Yamamoto, T., S. Endo, T. Yacota, and P. Echeverria. 1991.
Characteristics of adherence of enteroaggregative Escherichia coli to
human and animal mucose. infect. Immun. $9:3722-3739.

Kauffman, F., and F. Orskov. 1956. Die Bakteriologie der E. coli-enteritis.
In: Adam A. (ed.) Sauglingsenteritis. Georg Thieme Veriag, Stuugart, p. 1-

q.

Kauffman, F. 1947. The serology of the coli group. J. Immunol,. 57:71-
100.

Green, A. A., and W. L. Hughes. 1955, Protein fractionation on the basis
of solubility in aqueous solutions of salts and organic solvents. Methods
in Enzymology. Colowick S. P. and N. O. Kaplan {ed.). Vol. 1. Academic
Press, New York, p. 67-87.

Bizzini, B., A. Turpin, and M. Raynaud. 1969. Production et purification de
la toxine tétanique. Annales de |’Institut Pasteur 116:686-712.

Bradford, M. M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation
of microgram quantities of protein utilizing the principle of protein dye
binding. Anal. Biochem. 72:248-254.

Ausubel, F. M., R. Brent, R. E. Kington, D. D. More, J. G. Seidman, J. A.
Smith, and K. Struhl. 1987. Analysis of Proteins. In: Ausubel, F. M., et al.
(ed.). CurrentProtocolsin Molecular Biology. Greene Publishing Associates
and Wiley-Interscience, New York, Chap. 10, p. 10.0.1-10.12.9.

Laemmli, U. K. 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly
of the head of bacteriophage T4. Nature 22:680-683.

69



129,

130.

131.

132.

133.

134.

136.

136.

137.

138.

139.

140.

Weber, K., and M. Osborn. 1969. The reability of molecular weight
determination by dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis. J.
Biol. Chem. 244:4406-4412.

Ouchterlony, O. 1949. Antigen-antiboby reactions in gel. Ark. Kemi.
Mineral. Geol. 26:1.

Towbin, H., T. Staehelin, and J. Gordon. 1979. Electrophoretic transfer of
proteins from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and
some applications. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:4530-4534.

Fahey J. L., and E. W. Terry. 1978. lon exchange chromatography and gel
filtration. In: Weir D. M. (ed). Handbook of experimental immunology, vol.
1: Immunochemistry, 3nd. Blackwell Scientific Publications Ltd., Oxford,

chap. 8, p. 8.1-8.16.

lon Exchange Chromatography. Principles and methods. Pharmacia Fine
Chemicals AB, Box 175, S-715 04 Uppsala 1, Sweden.

Fischer, L. 1986. Gel Filtration Chromatography. Elsevier, New York.

Gel filtration theory and practice. Pharmacia Fine Chemicals AB, Box 175,
S-715 04 Uppsaia 1, Sweden.

Freund, J. 1974. Some aspects of active immunization. Ann. Rev.
Microbiol. 1:291-298.

Ishikawa, E., M. Imagawa, S. Hashida, S. Yoshitake, Y. Hamaguchi, and
T. Ueno. 1983. Enzyme labeling of antibodies and their fragments for
enzime immunoassay and immunohistochemical staining. J. Immunoassay

4:209-327.

Lange, S.A. 1982. A rat model for an in vivo assay of enterotoxic
diarrhea. FEMS Microbiol Lett. 15: 239-242.

Li, F. Y., N. W. Weisbrodt, Y. Harari, and F. G. Moody. 1991. Use
of a modified Ussing Chamber to monitor intestinal epithelial and
smooth muscle functions. Special communications. Am. Physiol.
Soc. G166-G170.

Sambrook, J., E. F. Fritsch, and T. Maniatis. 1980. In: Ford, N., C. Nolan,
and M. Froguson (ed.). Motlecular cloning. A laboratory manual. 2ed. Book
3. Cold Spring Harbor Laboratory, USA, p. B.16.

70



1417.-

146.-

147.-

148.-

149.-

150.-

151.-

Porter, R. R. and K. B. M. Reid. 1978. The biochemistry of complement.

Nature 275:699-704.

Dean, G. A., J. A. Dean, A. H. Burton, and R. C. Dicker. 19380. Epi. Info.
a word processing database and statistics program for

Version 5:
Georgia USA, Incorporates, Stone

epidemiology on microcomputers.
Moutanin.

Wai, N. S., A. Takade, and K. Amako. 1996. The hydrophobic surface
protein layer of enteroaggregative Escherichia coli strains. FEMS.
Microbiol. Lett. 135:17-22.

A. Cravioto, J. Molina, P.

Savarino, S. J., A. Mc Veigh, J. Watson,
and A. Fasano. 1996.

Echeverria, M. K. Bham, M. M. Levine,
Enteroaggregative Escherichia coli heat-stable enterotoxinis notrestricted
to enteroaggregative E. coli. J. Infect. Dis. 173:1019-1022

Weess, J. A. and T. M. Petro. 1987. Modulation of murine Peyer’s patch
immunoglobulin A response by enterotoxigenic Escherichia coli. Infect.

Immun. 55:1085-1089.
Wenneras, C., J-R. Neeser, and A-M. Svennerholm. 1995. Binding of the

fibrillar CS3 adhesin of enterotoxigenic Escherichia coli to rabbit intestinal
glycoproteins is competitively prevented by galNAcbeta1-4gal containing

glycoconjugates. Infect. Immun. 63:640-646.

Kohler, G., and C. Milsteins. 1975. Continuous cultures of fused cell
secreting antibody of predefied specificity. Nature. 256:495.

Santor, R. B. 1994, Citokinesin intestinalinflammation: pathophysiological
and clinical considerations. Gastroenterology. 106:533-539.

Hicks, S., D. C. K. Candy, and A. D. Phillips. 1996. Adhesion of
enteroaggregative Escherichia coli to pediatric intestinal mucosa [n vitro.
Infect. Immun. 64:4751-4760.

Nataro, J. P., S. Hicks, A. D. Phillips, P. A. Vial, and C. L. Sears. 1996.
T84 ceils in culture as a model for enteroaggregative Escherichia coli

pathogenesis. Infect. Immun. 64:4761-4768.

Stein, M., B. Kenny, M. A. Stein, and B. B. Finlay. 1996. Caracterization
of EspC, a 110-Kilodalton protein secreted by enteropathogenic

Escherichia coli which is homologous to members of the immunoglobulin
A protease-like family of secreted proteins. J. Bacteriol. 178:6546-6554.

71



152.- Benjellountouimi, Z., P. J. Sansonetti, and C. Parsot. 1995, SepA. the
major extracellular protein of Shigella flexnori-autonomous secretion and
involvement in tissue invasion. Mol. Microbiol. 17:123-135.

1563.- Provence, D. L., and R. Curtiss., 1994. Isolation and characterization of a
gene involved in hemagglutination by avian pathogenic Escherichia coli

strain. Infect. Immun. 62:1369-1380.

72



CUADRO 1
CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS DE Escherichia coli CAUSANTE DE DIARREA

Enterotoxigénico Dianea Diarrea en nifios 8,15, 20,25, Se adhiere por Termolbil {LT) 30-75mDa
(ETEC) acuosa en palses en 27,63,78, 80, medio de y/ o termoes- (plasmido}
desarrolio, 85, 115, 128, fimbrias CFAI, 1able {ST)
Diarrea del 148, 159 CFAll
viajero (adultos)
Enteroinvasivo Diarrea Afecta adultos 28, 112,124, Invade y se 140 mDa
{E'EC) €0n Moco principalmente, 136, 143, 144, multiplica en (plasmido)
y sangre a veces brotes 147, 152, 164 enferocitos;
(disenteria) por alimentos inflamacién
contaminados por PMN
Enterchemorragico Diarrea Brotes de 157 Se adhiere al Citotoxina Fagos
(EHEC) aguday alimentos enterocito por semejante a lisogénicos
crénica contaminados fimbrias Shigal yll
en nifios (SLT)
Enteropatégeno Diarrea Brotes de diarrea 26, 55, 86, 111, Se adhiere §5-60mDa
{EPEC) aguday €0 Cuneros, 114, 119, 125, intimamente (ptasmido)
cronica diarrea epidémica 126,127, 128, a enterocitos
en niftos y esporadica en 142 y destruye
comunidades, es microvellocidades
rara en adullos
Enteroagregativo Diarrea Diarrea en 044 Se adhiere Hemolisina 60-65mDa
(EAggEC) persistente niflos en serolipo formando agregados termolabil {plasmido)
y con sangre paises en (044 : H18) bactenanos por fosforilante
en nifios desarrollo medio de
fimbrias Enteroloxina
ARy lermoestable

AAFI (EAST 1}



CUADRO 2
CARACTERISTICAS DE CEPAS EAggEC AISLADAS DE NINOS CON DIARREA
PERSISTENTE Y/O CON SANGRE, Y UNA CEPA NO ADHERENTE

av! mEer o W : . PR

K12 : NEGATIVA NEGATIVA

49766 07 H10 AGREGATIVA POSITIVA
58275 044 : H18 AGREGATIVA POSITIVA
88142 0105 NM? AGREGATIVA ND*

042 [JPN10) 044 : H18 AGREGATIVA POSITIVA
17-2 03 : NM AGREGATIVA ND
86978 [10e) 051: NM AGREGATIVA NEGATIVA
88134 OR: H30 AGREGATIVA ND

59319 07:NM AGREGATIVA POSITIVA

1. BAUNDRY B., & et al. 1950, J INFECT DIS; 161 : 1249 - 1251,

2. NM = NO MOVILES.

3. ND = NO DETERMINADA.



CUADRO 3

RENDIMIENTO DEL PROCESO DE PURIFICACION DE PROTEINAS
DE 116 Y 108 kDa SECRETADAS POR LA CEPA 49766.

SN CULTIVO 6000 0.105 630 100

PP (NH4) SO: 160 3.76 601.6 95.49
PP1.15M 36 3.8 1368 241
SN1.15M 173 6.8 4976 78.98
PP1.75M 40.8 3.38 1379 21.88
SN1759M 98.4 1.35 133.1 2112

PICO 1 Q-SEPHAROSE 50 0.56 28 44

PP = PRECIPITADO; SN = SOBRENADANTE
PICO | Q-SEPHAROSE = FRACCIONES 7-11 (PICO ) DEL PERFIL DE ELUCION DE LA CROMATOGRAFIA EN
Q-SEPHAROSE DEL PRECIPITADO 1.75 M EN K1/K2.



CUADRO 4

PROPIEDADES ELECTRICAS (PD Y Isc) DE YEYUNO DE RATA MEDIDAS EN
CAMARAS DE USSING, PARA EVALUAR LA SENSIBILIDAD AL CALOR
Y A PROTEINASA K DE LAS PROTEINAS DE 116 Y 108 kDa, OBTENIDAS
EN EL PICO { EN Q-SEPHAROSE

NINGUNO NINGUNO 0.92 389

{SOLUCION RINGER)
PROTEINAS 116 Y 108 kDa NINGUNO 2.20 15.3
(PICO | EN Q-SEPHARQSE)
CALOR® 0.50 4.49
PROTEINASAK ¢ 0.98 363

*VALORES PROMEDIO REGISTRADOS 30 MIN. DESPUES DE LA ADICION A LA HEMICAM
® 25 ug DE PROTEINAS DE 116 Y 108 kDa PRECALENTADAS A 75°C POR 15 MIN.

€25 g DE PROTEINAS DE 116 Y 108 kDa PREINCUBADAS CON 200 pg / ML DE PROTEINASA K
POR 1HORAA37°C.



CUADRO 5

EXPRESION DE PROTEINAS DE 116 Y 108 kDa POR CEPAS DE
E. coli ENTEROAGREGATIVAS, AISLADAS DE NINOS CON

DIARREA Y ASINTOMATICOS.

PROTENA.

103 kDa

No (%) -
ASINTOMATICOS (43) 2 {4.6) 5 (116) 0 ()
DIARREA AGUDA (70) 28 (40.0) 18 (257) 4 (8.7)
DIARREA PERSISTENTE {18) 8 (44.4) 7 (38.8) 5 (27.7)
DIARREA AGUDA C/SANGRE {39) 15 (38.4) 7 (17.9) 4 (10.2)
DIARREA PERSISTENTE C/SANGRE (6) 3 {50.0) 2 {33.3) 2 {333)
TOTAL DE DIARREA C/SANGRE (45)* 18 (40.0) 9 {20.0) 6 (13.3)
DIARREA INDETERMINADA (38) 11 (28.9) 13 (34 2) 7 (18.4)
TOTAL DE CASOS CON DIARREA (126)* 47 (37.3) 38 (30 1) 16 {12.6)

TOTAL DE CEPAS 169.

* INCLUYEN LAS CEPAS DE DIARREA AGUDA Y DIARREA PERSISTENTE.

** NO INCLUYEN PACIENTES ASINTOMATICOS.

(1) CEPAS QUE PRESENTAN LA PROTEINA DE 116 kDa

(2) CEPAS QUE PRESENTAN LA PROTEINA DE 108 kDa

(3) CEPAS QUE PRESENTAN AMBAS PROTEINAS (116 Y 108 kDa) QUE TAMBIEN FUERON INCLUIDAS
EN(1)Y (2).



CUADRO 6

EXPRESION DE PROTEINAS DE 116 Y 108 kDa POR CEPAS DE
E. coli ENTEROAGREGATIVAS AISLADAS DEL AMBIENTE Y DE

CASOS CLINICOS CON DIARREA.
» | FRACCIONPROTECA
::-GRUPO(n) 116KkDa(1)  108KDa(2) ~~~11s-v.1oa‘knié(3)1
| e e i
~AMBIENTALES (22) 00 (0) 00 (0) 00 (0)
CASOS CLINICOS (126) 47 (373) 38 (30.1) 16 (126)
TOTAL DE CEPAS 148

* NO INCLUYE PACIENTES ASINTOMATICOS.

(1) CEPAS QUE PRESENTAN LA PROTEINA DE 116 kDa
(2) CEPAS QUE PRESENTAN LA PROTEINA DE 108 kDa
{3) CEPAS QUE PRESENTAN AMBAS PROTEINAS (116 Y 108 kDa) QUE TAMBIEN FUERON INCLUIDAS EN (1) Y (2).
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Figura 1.-

Patrén de adherencia agregativo de E. coli a células HEp-2 en
cultivo. Se observan agregados bacterianos con una apariencia de
de ladrillos apilados sobre las células. Ensayo a tres horas. Tenido

con Giemsa. 100X.



Figura 2.-

[v/v]}) de las proteinas

Perfil (SDS-PAGE 10%
obtenidas a partir del sobrenadante del cultivo de cepas EAggEC y
un control no adherente (K12), precipitados con sulfato de amonio
al 75% (p/v) de saturacion. Se aprecian dos bandas de proteinas de
116 y 108 kDa constantes en las cepas EAggEC y ausente en la
cepa K12. Marcadores de pesos moleculares (carril 1), cepa K12
{carril 2}, 49766 (carril 3), 58275 (carril 4), 88142 (carril 5), 042

electroforetico

[JPN10] (carril 6), 17-2 (carril 7), 86978 [10e] (carril 8), 88134
(carril 9) y 59319 (carril 10). Se aplicaron 100 g de proteina por
carril, libres de agentes reductores (beta-mercaptoetanol). Teflido

con nitrato de plata.



Figura 3.-

Doble inmunodifusion (Ouchteriony) del suero de diferentes niRos
infectados por cepas EAggEC contra las proteinas secretadas por la
cepa EAggEC 49766. Los suero de ninos (pozos lateraies) contra
las proteinas precipitadas con sulfato de amonio al 75% (p/v) de
saturacién a partir del sobrenadante de los cultivos de las cepas
EAggEC 49766 (pozo central). Los sueros 13 y 18 muestran una
reaccién de identidad total, y los sueros 16, 17 y 18 una reaccion
de identidad parcial contra el mismo antigeno. Los sueros 14y 15
fueron negativos en la prueba. Ensayo en agar 1% (p/v). TeRido con
amido negro.



Figura 4 .-
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Inmunoelectrotransferencia de proteinas secretadas por la cepa
EAggEC 49766, precipitadas con sulfato de amonio al 756% (p/v) de
saturacién, probadas con los suero de nifios infectados por EAggEC
{dilucién 1:25). Los sueros reconocen dos fracciones proteicas de
alto peso molecular (116 y 108 kDa). Suero control Ouchteriony
negativo (grupo A), sueros Quchteriony positivos (grupos B, C, vy
D). Los numeros superiores muestran el ndmero del paciente.
Marcadores de pesos moleculares (carriles 1 y 29), suero control
con respuesta negativa (grupo A, carril 2), sueros que reconocen
sé6lo las proteinas de bajo peso (grupo B, carriles 3 y 4), sueros que
reconocen una proteina de 116 kDa y otras de bajo peso (grupo C,
carriles 5 a 12), sueros que reconocen las fracciones proteicas de
116 y 108 kDa, y otras de menor peso (grupo D, carriles 13 a 28).
La separacién electroforetica fue en SDS-PAGE al 10% (p/v). Se
aplicaron 100 g de proteina por carril libres de agentes reductores

{beta-mercaptoetanol).



Figura 5.-

Inmunoelectrotransferencia de proteinas secretadas por diferentes
cepas EAggEC y una cepa no adherente (k12), precipitadas con
sulfato de amonio al 75% de saturacidén a partir del sobrenadante
del cuitivos. Fueron probadas con una mezcla de sueros de nifios
infectados por EAggEC que reconocen las proteinas de 116 y 108
kDa (figura 4, grupo D). Los marcadores de pesos moleculares (kDa)
se muestran a la izquierda. La mezcla de sueros no reconoce en la
cepa K12 proteinas de alto peso molecular (carril 1). En los carriles
restantes se observa una respuesta preferentemente contra dos
proteinas de alto peso molecular (116 y 108 kDa) semejantes a las
producidas porla cepa 49766 (carril 2). Las muestras corresponden
a las cepas 58275 (carril 3), 88142 (carril 4), ©42 [JPN10] (carril
5), 17-2 {(carrit 6), 86978 [10e] (carril 7), 88134 (carril 8) y 59319
(carril 9). La cepa 17-2 presenta una proteina ligeramente mas
pesadade 120 kDa. La separacién electroforetica fue en SDS-PAGE
al 10% (p/v). Se aplicaron 100 ug de proteina por carril libres de
agentes reductores {(beta-mercartoetanol).



Figura 6.-
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Inmunoelectrotransferencia de proteinas secretadas porlacepa 17-
2, precipitadas con sulfato de amonio al 75% de saturacidn,
probadas con sueros de diez voluntarios humanos desafiados con
107'° cfu de la misma cepa (cuadro 3). A la izquierda se observa los
marcadores de pesos moleculares (kDa). El nimeros de paciente se
indica en la parte superior. Los sueros previos y posteriores al
desafio (carriles a y b respectivamente) reconocen principalmente
una proteina de 120 kDa y otra de 108 kDa (esta ultima presente
en los precipitados de otras cepas EAggEC). Algunas proteinas de
bajo peso son también detectadas. La diferencia en la respuesta de
los sueros previos y posteriores al desafio fue minima. La
separacién electroforetica fue en SDS-PAGE al 10% (p/v}). Se
aplicaron 100 g de proteina por carril libres de agentes reductores

(beta-mercaptoetanol).



Figura 7.-
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Inmunoelectrotransferencia de proteinas secretadas por la cepa
JM221, precipitadas con sulfato de amonio al 75% (p/v) de
saturacién, probadas con los mismos sueros de voluntarios y bajo
las mismas condiciones que la figura 6. Los sueros previos y
posteriores ai desafio (carriles a y b respectivamente) reconocen
principalmente las proteinas de 116 y 108 kDa. Algunas proteinas
de bajo peso son también detectadas. La diferencia en la respuesta
de los sueros previos y posteriores al! desafio fue minima. Se
aplicaron 100 xg de proteina por carril libres de agentes reductores

{(beta-mercaptoetanol).



Figura 8.-

T

Inmunoelectrotransferencia de proteinas secretadas por la cepa
75% (p/v) de

49766, precipitadas con sulfato de amonio al
saturacidén, probadas con los mismos sueros de voluntarios y bajo

las mismas condiciones figura 6. Los sueros previos y posteriores
al desafio (carriles ay brespectivamente) reconocen principalmente
ilas proteinas de 116 y 108 kDa. Algunas protelnas de bajo peso
son también detectadas. La diferencia en la respuesta de los sueros
previos y posteriores al desafio fue minima. Se aplicaron 100 ug de
protefna por carril libres de agentes reductores (beta-

mercaptoetanol).



Figura 9.-

Inmunoelectrotransferencia de proteinas secretadas por diferentes
cepas EAgQEC y una cepa no adherente (K12), precipitadas con
sulfato de amonio al 75% (p/v) de saturacién a partir del
sobrenadante del cultivo. Fueron probadas con una mezcla de
sueros de voluntarios posteriores al desafio con 10'° cfu de la cepa
17-2. Los marcadores de pesos moleculares (kDa) se muestran a la
izquierda. La mezcla de sueros no reconoce en la cepa K12
proteinas de alto peso molecular (carril 1). En los carriles restantes
se observa una respuesta preferentemente contra dos proteinas de
alto peso molecular (116 y 108 kDa) semejantes a las producidas
por la cepa 49766 (carril 2). 58275 (carril 3), 88142 (carril 4), 042
[JPN10Q] (carril B), 17-2 (carril 6), 86978 (10e) (carril 7), 88134
(carril 8) y 59319 (carril 9). La cepa 17-2 presenta una proteina
ligeramente mas pesada de 120 kDa. La separacién electroforetica
fue en SDS-PAGE al 10% (p/v). Se aplicaron 100 ug de proteina por
carril libres de agentes reductores (beta-mercaptoetanol).



CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO
EN DEAE-CELULOSA DE PROTEINAS
DE 116 Y 108 kDa

5 0.05M Tris-HCi 0.01M o.5M
EDTA.2Na pH 8.0 NacCli
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Figura 10.- Cromatografia en DEAE-Celulosa del PP 1.75 M con K1/K2.
El pico | (fracciones 6-16) del perfil de eluciédn contiene las
proteinas de 116 y 108 kDa.



Figura 11.-

e

SDS-PAGE 10% (p/v) de las fracciones proteicas obtenidas en el
proceso de purificacién de tas proteinas de 116 y 108 kDa,
obtenidas a partir del sobrenadante del cultivo de |la cepa EAggEC
49766. Marcadores de pesos moleculares (carril 1), precipitado con
sulfato de amonio al 60% (p/v) de saturacion de ia cepa K12 (carril
2), precipitados con sulfato de amonio al 60 y 75% (p/v) de
saturacién de la cepa 47766 (carriles 3 y 4 respectivamente),
precipitado y sobrenadante a 1.15 M con K1/K2 de la cepa 49766
(carriles 5 y 6 respectivamente), precipitado y sobrenadante a 1.75
M con K1/K2 de la cepa 49766 (carriles 7 y 8). En el pico | de la
cromatografiaen DEAE-Celulosa se concentran preferentemente las
proteinas de 116 y 108 kDa (carril 9). El producto obtenido en el
unico pico de la cromatografia en Sephadex G-100 no fue posible
separ las proteinas de 116 y 108 kDa (carril 10), en este caso la
proteina de 116 kDa desaparece y aparecen subproductos de 60,
40 y 35 kDa. La cantidad de proteina aplicada fue 100 g (carriles
2 a9)y 10 ug (carriles 9 y 10) libres de agentes reductores (beta-
mercaptoetanol).



Figura 12.-
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Inmunoelectrotransferencia de las fracciones proteicas del proceso
de purificacién de las proteinas de 116 y 108 kDa, obtenidas a
partir de! sobrenadante del cultivo de la cepa 49766. La separacién
electroforetica fue identica al mostrado en la figura 11. Se utilizé
como primer anticuerpo una mezcla de sueros de nifios infectados
por cepas EAggEC (figura 4, grupo D). Marcadores de pesos
moleculares (carril 1), precipitado con suifato de amonio al 60%
{p/v) de saturacidon de la cepa K12 (carril 2), precipitados con
sulfato de amonio al 60 vy 75% (p/v) de saturacion de la cepa
47766 (carriles 3 y 4 respectivamente), precipitado y sobrenadante
a 1.1 M con K1/K2 de la cepa 49766 (carriles 5 y 6
respectivamente), precipitado y sobrenadante a 1.75 M con K1/K2
de la cepa 49766 (carriles 7 y 8). En el pico | de la cromatografia
en DEAE-Celulosa se detectd Gnicamente las proteinas de 116 y
108 kDa (carril 9). El producto obtenido en la cromatografia en
Sephadex G-100 se encontré respuesta preferentemente con la
proteina de 108 kDa (carril 10). Se aplicaron 100 u4g (carriles 2 a 9)
y 10 ug de proteina (carriles 9 y 10) libres de agentes reductores

(beta-mercaptoetanol).



CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO
EN Q-SEPHAROSE DE PROTEINAS

DE 116 Y 108 kDa
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0,8 -
0,6 | i ) v
0,4
0,2 -

0O | T T

1 10 20 30 40 50

No de fraccion

Figura 13.- Cromatografia en Q-Sepharose del PP 1.75 M con K1/K2.
El pico | (fracciones 7-11) del perfil de elucién contiene las
proteinas de 116 y 108 KDa.



Figura 14.-
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SDS-PAGE en gradientes discontinuos (6 y 8% I[p/v]) de las
proteinas de 116 y 108 kDa, obtenidas en el pico | de Ila
cromatografia en Q-Sepharose. A la izquierda se indican los
marcadores de pesos moleculares. La SDS- PAGE libre y en
presencia de agentes reductores (beta-mercaptoetanol), no mostré
cambios en el patrén electroforetico (carriles 1 y 2
respectivamente). Se aplicaron 10 iyg de proteina por carril. Tefiido
con azul de Coomasie.



Figura 15.-
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Inmunoelectrotransferencia de proteinas secretadas por la cepa
EAggEC 49766, precipitadas con sulfato de amonio al 75% (p/v) de
saturacién, probadas con gamaglobulinas de conejos inmunizados
con las proteinas de 116 y 108 kDa. La respuesta de la
gamaglobulina del conejo inmunizado con la banda de proteina de
108 kDa, obtenida por SDS-PAGE, reconoce sdélo la proteina
homologa (carril 1); la respuesta de la gamaglobulina de conejo
inmunizado con la banda de proteina de 116 kDa, obtenida por
SDS-PAGE, reconoce la proteina homdloga y la proteina de 108
kDa, ademés otra de 80 kDa (carril 2); la respuesta de las
gamaglobulinas de conejos inmunizados con las proteinas de 116
y 108 kDa en solucién, en presencia de Adyuvante de Freund,
reconoce ambas proteinas de 116 y 108 kDa, y otra de menor peso
(80 kDa) (carrit 3). Los marcadores de pesos moleculares se indican
a la izquierda.



Figura 16.-
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Inmunoelectrotransferencia de proteinas secretadas por diferentes
cepas EAggEC y una cepa no adherente (k12), precipitadas con
suifato de amonio al 75% (p/v) de saturacion probadas con
gamaglobulinas de conejo anti 116 y 108 kDa. Los marcadores de
pesos moleculares (kDa) se muestran a la izquierda. Las cepas
49766, 58275, 88142, 042 [JPN10], 88134 yv 59319 (carriles 2,
3,4, 5 8y 9 respectivamente) expresan las proteinas de 116 y
108 kDa. La cepa 17-2 expresa unicamente la proteina de 108 kDa
(carril 6) y las cepas 86978 y K12 no expresan las proteinas
(carriles 1 y 7). La separacién electroforetica fue en SDS-PAGE al

10% (p/v). Se aplicaron 100 uyg de proteina por carril.



Figura 17.-
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Inmunoelectrotransferencia de las proteinas secretadas por
diferentes cepas EAggEC vy una cepa no adherente (k12),
precipitadas con sulfato de amonio al 75% (p/v) de saturacién, a
partir de los sobrenadantes de los cultivos. Fueron probadas con el
anticuero lgG anti-HIly A observandosereconocimiento inmuneenlos
precipitados de la cepa 17-2 (carril 6) contra una proteina de 120
kDa y otra cercana a 80 kDa. También se encontré respuesta el en
precipitado de la cepa 86978 [10e] (carril 7) contra una proteina de
120 kDa. Las cepas K12, 49766, 58275, 88142, 042 {JPN10],
88134 y 59319 {(carriles 1, 2, 3, 4, 5, 8 y 9 respectivamente), no
mostraron reaccidén cruzada con anti-HiyA. La separacién
electroforetica fue en SDS-PAGE al 10% (p/v). Se aplicaron 100 ug
de protelna por carril, libres de agentes reductores (beta-

mercatoetanol).




Figura 18.-
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Inmunoelectrotransferencia de las proteinas de 116 y 108 kDa de
la cepa EAggEC 49766, que muestran homologfia antigénica con la
toxina colerica (CT) y la toxina termolabil de E. coli (LT). Las
proteinas fueron reconocidas por las gamaglobulinas de conejo anti
116 y 108 kDa (carrili 1), la anti-LT reconoce preferentemente la
proteina de 108 kDa (carril 2) y !la anti-CT también reconoce
preferentemente la proteina de 108 kDa (carril 3). Las proteinas de
116 y 108 kDa fueron obtenidas en el pico | de la cromatografia en
Q-Sepharose y separadas por SDS-PAGE al 10% (p/v). Se aplicaron
10 ug de proteina por carril libres de agentes reductores (beta-

mercaptoetanol).



Figura 19.-

Corte de intestino de rata (duodeno) inoculada con 3 X 10'°
bacterias vivas de la cepa 49766, incubada por 6 horas. Muestra
deformacién y acortamiento de las vellosidades intestinales (1),
inflamacion (infiltrado celular [21), necrosis del epitelio (3) vy
hemorragia transmural (4). Tefido con hematoxilina-eosina. (10 X).



Figura 20.-

Corte de intestino de rata (duodeno) inoculada con 3 X 10'°
bacterias vivas de la cepa no adherente 30651; incubada por &6
horas. Las vellosidades intestinales se observan conservadas sin
alteraciones. Tefido con hematoxilina-eosina. (10 X).



Figura 21.-

Corte de intestino de rata (duodeno) inoculada con 100 xg de
proteinas de 116 y 108 kDa (obtenidas en el pico | de la

cromatografia en Q-Sepharose). Se observa acortamiento de las
vellosidades intestinales (1), necrosis del epitelio (2), ulceras (3),
edema (4), la presencia de un exudado fibrinopurulento (5),
inflamacion (infiltrado celular [6]) y hemorragia extensa en la
mucosa, muscular y serosa (7). Tendido con hematoxilina-eosina. (40

X).



Figura 22.-
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Propiedades eléctrica del yeyuno de rata medidas en camaras de

Ussing, después de inocular 25 u4g de las proteinas de 116 y 108
kDa obtenidas en la fraccién | en Q-Sepharose (cepa EAggEC

49766). Se observa incremento de la diferencia de potencial [PD]
fA) v de la corriente de corto circuito [Isc] (B), sin alteracién de la

resistencia [R] rCJ.



Figura 23.-
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Propiedades eléctrica del yeyuno de rata medidas en cadmaras de
Ussing, después de inocular 25 g de proteinas de 116 y 108 kDa
de la cepa EAggQEC 49766, y del precipitado total de la cepa K12,
Para la cepa 49766 se observa incremento de la diferencia de
potencial (PD] 7r4) y de la corriente de corto circuito [Isc] (8), sin
alteracién de la resistencia [R] 7rCJ/, mientras que para la cepa K12
los valore de PD y iIsc se inhiben /A y 8)



Figura 23.-
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Propiedades eléctrica del yeyuno de rata medidas en camaras de
Ussing, después de inocular 25 ug de proteinas de 116 y 108 kDa
de la cepa EAggEC 49766, y del precipitado total de ia cepa K12.
Para la cepa 49766 se observa incremento de la diferencia de
potencial [PD) fA) y de la corriente de corto circuito [Isc] (8), sin
alteraci6én de la resistencia [R] /C), mientras que para la cepa K12
los valore de PD vy Isc se inhiben (4 y B/



Figura 24 .-
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Propiedades eléctrica del yeyuno de rata medida en camaras de
que muestra la respuesta neutralizante de anticuerpos

Ussing,

obtenidos contra las fracciones proteicas de 116 y 108 kDa. Los
anticuerpos inhiben el incremento de la diferencia de potencial [PD])
(A) y de la corriente de corto circuito lIsc] r8), inducido por las
proteinas de 116-108 kDa. La resistencia eléctrica [R] permanecid

constante (CJ.



| METODOLOGIA

CULTIVO DE EAggEC EN CALDO NUTRITIVO
, PAQUETE CELULAR
NTRIFUGACION >
cE F l DESCARTADO

SOBRENADANTE DEL CULTIVO DE EAggEC

A 4
PRECIPITACION DE PROTEINAS CON SULFATO DE AMONIO

I

PRECIPITACION A 1.15 M CON K1/K2

v
PRECIPITACION A 1.75 M CON K1/K2
CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA, SEPHADEX G-100 Y Q-SEPHAROSE

CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR ERADFORD

ELECTROFORESIS (SDS-PAGE) E INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES

MEDICION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

i

IN vivo ———————p ENSAYO EN ASA LIGADA DE INTESTINO DE RATA Y
EVALUACION DEL DANO HISTOPATOLOGICO

IN VITRO ——— . 3 ENSAYQO EN CAMARAS DE USSING

DETERMINACION DE LA FRECUENCIA DE EXPRESION DE LOS FACTORES
IDENTIFICADOS POR CEPAS AISLADAS DE CASOS CLINICOS Y DEL AMBIENTE

" Diagrama 1.- Estrategias utilizadas para la
obtencién, purificaciéon, ensayo de la actividad
bioldgica y frecuencia de expresiéon de las proteinas
identificadas como factores de virulencia de cepas

EAggEC.



OBTENCION DE PROTEINAS TOTALES A PARTIR DE
LOS SOBRENADANTES DE LOS CULTIVOS DE

CEPAS EAggEC

PREINOCULO DE EAggEC EN CALDO NUTRITIVO A 37°C POR 4 HRS
EN AGITACION CONTINUA A 150 RPM

|
|

\d
CULTIVO EN CALDO NUTRITIVO A 37°C POR 18 HORAS
EN AGITACION CONTINUA A 150 RPM

CENTRIFUGACION A 12,000 g X 30 MIN A 4°C

> PAQUETE CELULAR
DESCARTADO

PROTEINAS DE SOBRENADANTE DEL CULTIVO PRECIPITADAS CON
SULFATO DE AMONIO AL 75% DE SATURACION X 18 HRS A 4°C

l

CENTRIFUGACION A 13,000 g x 30 MIN A 4°C

> SOBRENADANTE
DESCARTADO

PRECIPITADO RESUSPENDIDO Y DIALIZADO CONTRA
AMORTIGUADOR DE FOSFATOS DE SODIO 0.07M pH 8.0

Diagrama 2.- Proceso de obtencién de proteinas
totales secretadas por cepas EAggEC. Las proteinas
son obtenidas mediante |la precipitacién con sulfato

de amonio.
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