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!.RESUMEN 

Recientes estudios han indicado que la adherencia de las bacterias a las superficies de 
la mucosa intestinal es el evento inicial en la patogenesis de algunas de las 
enfermedades infecciosas en el hombre. Para encontrar nuevas formas de combatir 
estas enfermedades infecciosas es necesario comprender los mecanismos de 
adaptación que desarrollan los microorganismos, los cuales les permiten sobrevivir a 
los cambios del medio ambiente que los rodea. 
Esclterichia coli enteropatógena (EPEC) es un importante patógeno causante de 
diarrea aguda en niños menores de 1 año. EPEC coloniza el intestino delgado del 
hospedero, adhiriéndose a las células epiteliales y como consecuencia produce ciertas 
lesiones de adherencia y esfacelación (destrucción de microvellosidades). 
Poco se sabe de las estructuras celulares que participan en el proceso de adherencia 
de las EPEC a células eucariontes. A la fecha no se han identificado proteínas de 
superficie bacteriana (adhesinas) responsables de la adherencia de EPEC a la 
mucosa intestinal. Tampoco se tiene información sobre los receptores celulares que 
utiliza la bacteria para adherirse. En este trabajo encontramos dos proteínas de 
superficie de EPEC que reconocieron enterocitos y moco intestinal de cerdo. El peso 
molecular de dichas proteínas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) fue de 43 y 
ISO kDa. Otras proteínas de bajo peso molecular también fueron detectadas pero con 
menor intensidad 17-19 y 27-29 kDa. 
Con respecto a los posibles receptores celulares que utiliza la bacteria para adherirse 
a la mucosa intestinal, dos proteínas de 32-33 kDa de vellosidades de intestino 
humano han sido reportadas como estructuras de unión de EPEC. 
En el presente estudio se demostró que un antísuero especifico contra las proteínas de 
32-33 kDa inhibió la adherencia de EPEC a células HEp-2 en un ensayo de 
adherencia. Este resultado sugiere la participación de las proteínas de 32-33 kDa 
durante el proceso de adherencia de EPEC. 



II. INTRODUCCION 

Las diarreas son uno de los problemas de salud más graves que afectan a la 

población infantil en los países en desarrollo. En muchos países, ocupa el primer 

lugar como causa de defunción en niños de I a 4 años de edad ( OMS, 1994 ). En 

1979 Ecuador, Nicaragua y México obtuvieron altas tasas de mortalidad por diarrea 

en niños menores de un año. Según estimaciones de la OMS-UNICEF, publicadas 

en 1984 en los países en desarrollo cinco millones de niños menores de cinco años 

de edad mueren cada año , a consecuencia de las enfennedades diarreas. En un 

estudio realizado en México en el año de 1982 se encontró que el total de 

defunciones causadas por diarrea, el 75% correspondió a niños menores de cinco 

años y el 25% a niños menores de un año (Herrera.1990). En el afio de 1996 se 

presentaron un total de 2 I 8 I 459 casos de enfermedades dimTeas, en I 997 se 

presentaron 2 181 459 casos ( Sistema Nacional de Vigilancia 

Epidemiologica.1997) y en la actualidad se han presentado un total de 1 609 085 

casos diarreicos en toda la República (Sistema Nacional de Vigilancia 

Epidemiologica, 1998). 

Eschericfzia coli es una bacteria gram-negativa, perteneciente a la familia 

enterobacteriaceae, algunas de sus cepas son componentes de la flora intestinal 

humana y tienen una relación comensal con el hospedero (Murray.1993). Puesto 

que existen cepas patógenas de E. cofi que causan diferentes tipos de enfermedades, 

se elaboró un esquema de clasificación scrológica en 1940 por Kau!Tman, en el que 

se ordena a las cepas de E.co/i por divisiones o sistemas de serotipificación. E.coli 

es dividida en scrogrupos tomando como base la tenno-estabilidad de los antígenos 

(Levine M.1984). l lay tres grupos principales de antígenos: Iipopolisacando 



somático O (LPS), antígenos capsulares K, y antígenos proteicos H presentes en los 

flagelos bacterianos. El antígeno O de los lipopolisacaridos identifica el serogrupo 

de la cepa ( ejemplo 08), y el serotipo es identificado por el antígeno somático O y 

el antígeno flagelar H ( ejemplo 0111 :Hl2) (Stanier.el al. 1992, Smith.et a/.1994 ). 

Los serotipos de E. coli asociados constantemente con procesos diarreicos presentan 

alg,.mos mecanismos comunes de patogenicidad. 

Estos mecanismos corresponden fundamentalmente a tres tipos: 

1) adherencia, que permite a las bacterias acercarse, adherirse y colonizar el 

epitelio intestinal. 

2) producción de proteínas bacterianas (toxinas) que estimulan la secreción de agua 

y electrólitos al interactuar con las células del intestino y 

3) invasión y reproducción dentro de las células epiteliales del intestino (Cravioto. 

1994) 

CLASIFICACION DE CEPAS DE E. coli RELACIONADAS CON 

LA PRODUCCION DE DIARREA EN HUMANOS. 

El conocimiento de los mecanismos de patogenicidad de las cepas de E. coli 

asociadas con procesos diarreicos ha pennitido clasificar a las cepas en seis s>nipos: 

E co/i enterotoxigenica (ETEC), E.coli enteropatógena (EPEC), 

E.coli entcroinvasíva (EIEC), E.coli entcrohemorragica (EHEC) (Knutton.1992, 

M; Albert.1995), E.coli adherencia difusa (DAEC) y E.coli agregativa 

(AGGEC), estas dos últunas originalmente descritas como E.coli entcroadhercntc 

(Elliott 1995). 



E.coli enterotoxigénica (ETEC). Las cepas se adhieren a la mucosa intestinal, no 

la invaden; sin embargo pueden producir dos tipos de enterotoxinas, unas 

enterotoxinas lábiles (LT) de aproximadamente 86 500 Da, muy semejante en 

estrnctura y función a la enterotoxina producida por V.cholerae. Esta enterotoxina 

esta fonnada por cinco subunidades B que rodean a la única subunidad lipídica A, 

que se encuentra en la membrana externa de la bacteria (Rietschel Ernest). Después 

de secretar la toxina lábil (LT) se une mediante cinco subunidades B al gangliósido 

GM1 en la membrana del enterocito. Una vez fijada a la membrana celular, la 

subunidad A penetra al citoplasma para estimular la producción de la enzima 

adenilciclasa y provocar un incremento intracelular de adenosina monofosfato 

cíclico (AMPciclico ), dando como consecuencia un aumento de la secreción de 

agua, cloro y potasio por la célula de la mucosa intestinal (Salyers 1994). 

La toxina tenno-estable (ST), estimula la guanilactociclasa, e incrementa la 

concentración intracelular de guanilato monofosfato cíclico (GMP) lo cual produce 

la diarrea (Fasano. 1977). 

E.coli enteroinvasiva (EIEC). Las cepas de este grnpo colonizan a la célula, 

penetrando al epitelio intestinal, proliferan dentro de la célula, y p,1eden invadir a las 

células adyacentes, la invasión de una célula a otra aparentemente tiende a ser igual 

a la realizada por Shigella spp. Aunque las cepas de EIEC son parecidas a las cepas 

de Shigella spp, las cepas de EIEC no producen toxina Shiga (Elliott. 1994). 

E.coli cntcrohemorragica (EHEC). Las cepas de EHEC han sido reconocidas 

recientemente corno una causa de enfermedades diarreicas, se ha relacionado con 

cohtis hernomig1ca y Síndrome Urcmico Hemolitico (HUS) Las cepas de EHEC 

causan una enfermedad similar a la disentería producida por Shigclla o a la dia1Tea 



producida por ETEC o EPEC. Las cepas de EHEC se adhieren fuertemente a 

cultivos de células, y produce una lesión típica de adherencia y esfacelamiento 

celular similar al producido por las cepas de EPEC. 

Aunque algunas cepas de EHEC causan disentería similar a la causada por Shigella 

spp., estas cepas de EHEC probablemente no invaden las células de la mucosa 

intestinal tan fácil como las cepas de Shigella. Las cepas de EHEC producen una 

toxina la cual es semejante a la toxina Shiga. Esta toxina juega tm papel en la 

intensa respuesta inflamatoria producida por las cepas de EHEC (Elliott.1994). 

E.co!i adherencia difusa (DAEC). Las cepas DAEC han sido asociadas con la 

producción de diarrea aguda y crónica. La adhesión de las cepas DAEC es 

heterogénea, las bacterias se adhieren sobre la superticie celular cubriendo 

totalmente a la célula. Un número de toxinas le han sido descritas; pero ninguna esta 

claramente asociada con el efecto producido sobre la adherencia difüsa, una de ellas 

es la producción de la alfa-hemolisina que esta asociada con la producción de 

diarrea. Otra toxina desintegra el citoesqueleto de las células, aunque estas han sido 

observadas con poca frecuencia (Elliott.1994). 

E.coli agregativa (AGGEC). Estas cepas han sido asociados con gastroenteritis 

crónica infantil. Presentan tm patrón de adherencia a células HEp-2 diferente al 

localizado y al difuso, el cual fue observado en cepas carentes del factor de 

adherencia plasmidico (EAF), este factor es necesario para llevar acabo la 

adherencia localizada, estas cepas fueron asociados con gastroenteritis infantil en 

Chile. En modelos experimentales con conejos y ratas EAggEC producen lesiones 

histopatologícas del intestino y destrucción de las vellosidades de los 



enteroc1tos tanto en los conejos como en las ratas (Bhan. 1989). Las bactenas 

fonnan agregados tanto en la superficie celular como en la superficie del vidno de la 

preparación. La adherencia de cepas agregativas a la mucosa del colon produce 

alterac10nes en la estrnctura de las criptas y vellosidades a las cuales les füe 

atribuido el efecto de lllla posible toxina (Elliott.1994 ). 

E.coli enteropatógena (EPEC), füe el pnmer grnpo que se identifico como 

productor de cuadros clínicos diarreicos infantiles, tomándose en cuenta bases 

epidemiologicas y algunos hallazgos clínicos como el comunicado por Varela, 

Agnirre y Carrillo en 1946 , en el Hospital Infantil y que posterionnente fue 

clasificado en el Esquema de Kauffinann, Knipchild, y Vahlne como serotipo 

O 1 l l:B4 (K58)'. El ténnino de E. coli enteropatógena (EPEC), fue acm1ado por 

Neter y Shmnway en 1955 (Cravioto.,and Eslava.1994). La habilidad de E.coli 

enteropatógena (EPEC) para producir diarrea en humanos esta asociada a la 

fonnación de lesiones histopatológicas en los enterocitos del intestino, daño en el 

citoesqueleto de la célula y perdida de las microvellosidades. 

Cravioto et al. reportaron que a diferencia de otras E. coli, las cepas de EPEC 

presentan la capacidad de adherirse en fonna de microcolonias a células epiteliales 

mantenidas en cultivo. La capacidad de adherirse en forma de microcolonias fue 

denommada como adherencia localizada por Scaletsky et al. La capacidad de 

adherirse en fonna localizada, la compartían todas las cepas de EPEC, 

independiente de su serotipo. El modelo propuesto por Knutton et al, para explicar 

la naturaleza molecular de la adherencia localizada consta de las siguientes fases: La 

primera fase comprende el acercamiento y agrnpación de las bacterias sobre las 

células epiteliales, este tipo de asociación de la bacteria con las célula hospedera es 

denominado adherencia no intima y es dependiente en parte de la presencia de nn 



plásmido de 55-70 mDa que codifica la formación de haces de fimbrias o pilis 

adhesivos y que se han denominado como haces formadores de pilis (BFP). Los 

BFP tienen una secuencia terminal de aminoácidos muy similar a la de las fimbrias 

producidas por Vlbrio cholerae y Neisseria gonorrhoea, indicando que se trata de 

proteínas bacterianas que regulan la adherencia fundamental a las células del 

intestino. Estas fimbrias permiten a las bacterias unirse unas con otras para formar 

microcolonias a través de las cuales van a interactuar con las células epiteliales 

(Cravioto.,and Eslava.1994). Una segunda fase comprende un íntimo contacto de 

las bacterias con las células intestinales (adherencia intima). Funcionalmente la 

intimina es esencial para llevar acabo la adherencia intima de la bacteria con las 

células epiteliales. La intimina es el producto de un locus cromosoma! bacteriano 

eaeA, y es 

una proteína de 94kDa. La intimina aparentemente participa en la estimulación 

para la reorganización del citoesqueleto de la célula huésped. 

Otros factores bacterianos estimulan la transducción de señales epiteliales 

produciendose una consecuente degeneración localizada de las microvellosidades 

de las células intestinales, así como alteraciones del citoesqueleto. A este daño 

celular se le ha llamado adherencia y esfacelamiento (AE). Las lesiones de AE 

producidas están asociadas al desajuste que se produce en las estructuras, alfa­

actina, miosina, ezrina, talina, del citoesqueleto en las células epiteliales a las que 

se adhiere la bacteria. 

La adherencia de EPEC a la superficie epitelial provoca el fenómeno 

esfacelamiento, el cual involucra un íntimo contacto, degeneración localizada de 

los bordes de las microvellosidades, la reorganización de las estructuras del 

citoesqueleto y la formación de una estructura en fonna de pedestal debajo de 

donde se encuentra adherida la bacteria. 

A pesar del progreso que se h,1 hecho para entender el proceso de adherencia de las 



cepas de EPEC, se conoce poco de los eventos que inducen el incremento de la 

secreción a nivel celular, los cuales producen diarrea en individuos infectados. Los 

mecanismos por los cuales E.coli enteropatógena (EPEC), causa diarrea no han 

sido determinados completamente; sin embargo la abilidad de adherirse a la 

mucosa intestinal y destruir las microvellosidades es un factor muy importante a 

determinar (Elliott, and Natarol995). 

ADHERENCIA BACTERIANA 

Recientes estudios han indicado que la adherencia bacteriana a la mucosa 

intestinal, es el evento inicial en la patogénesis de la mayoría de las enfermedades 

infecciosas. La bacteria usa numerosos mecanismos con los cuales se adhiere y/o 

penetra a los tejidos del hospedero (receptores) (Firon, 1985). 

Frecuentemente, múltiples ligandos localizados en la superficie de los patógenos 

sirven para incrementar la fuerza y especificidad de la adherencia. El proceso de 

adhesión de una bacteria requiere una estrategia, y la más común para la mayoría 

de las bacterias es poseer adhesinas en la punta de sus apéndices y en algunos 

casos en las superficies laterales de estos apéndices. Entre los apéndices de 

superficie y estructuras bacterianas que portan adhesinas se incluyen fimbrias o 

pilis, flagelos. Las adhesinas así nombradas por Jones Duguid et al, se refieren a el 

término ligando, usualmente son pequeñas moléculas adherentes localizadas 

principalmente en las fimbrias de las bacterias, y compuestas de largas estructuras 

poliméricas. Los pilis estabilizan el contacto entre la superficie bacteriana y la 

superficie de la célula hospedera (Nathan.1989). 



TIPOS DE ADHERENCIA 

Las cepas de E.coli causantes de diarrea se adhieren a células en cultivo (HEp-2 o 

HeLa) formando diferentes patrones. Se consideran tres patrones de adhesión bien 

definidos: adherencia localizada, adherencia difusa y adherencia agregativa. La 

adherencia localizada, se caracteriza por que las bacterias forman microcolonias 

y se adhieren en forma localizada a células epiteliales mantenidas en cultivo 

(Figura 1 ). La dherencia difusa se caracteriza por la presencia de bacterias 

adheridas individualmente a toda la superficie celular (Figura 2). Y en la 

adherencia agregativa las bacterias frecuentemente se apilan en forma de ladrillos 

formando cúmulos, a través de los cuales se adhieren tanto a las células en cultivo 

como al vidrio de la preparación (Knutton .1987) (Figura 3 ). 
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FACTORES DE VIRULENCIA DE EPEC 

La mayoría de las cepas de EPEC no producen toxinas, sin embargo producen 

diarrea. Se desconoce el mecanismo por el cnal estas cepas producen la 

enfermedad. Posiblemente la diarrea es resultado del dai1o cansado a las 

vellosidades intestinales ( esfacelación), disminuyendo su capacidad absortiva. 

Aunque la causa de diarrea asociada con las cepas de EPEC no ha sido identificada 

en su totalidad, se cree que los complejos efectos de la adhesión bacteriana, las 

lesiones de adherencia y la esfacelación (A/E), producidas por estas cepas pueden 

ser la causa de la producción de diarrea (Nathail.1989). Las lesiones de A/E (o 

pedestal) están asociadas con el ensamble y organización de las estructuras del 

cotoesqueleto en las células epiteiles inmediatainente después de que la bacteria se 

adhiere (Kutton et al.,1989). 

El primer estado de asociación de la bacteria con la célula hospedera es por medio 

de una unión no íntima, la cual es llevada acabo por un complejo proteico 

denominado formadores de Asas o Fimbrias (BFP). seg(m el modelo mas aceptado 

(K.nutton et al.,1988). En un segundo estado las moléculas involucradas en el 

contacto de la bacteria con la célula, o porción de una parte de la célula, llevan 

acabo un mecanismo de transducción de señales (Rosenshine.1992). 

La importancia de los Bfp en la vimlencia de las cepas de EPEC no ha sido 

establecida, pero los Bfp aparentemente son responsables de la adherencia 

bacteriana en forma localizada en cultivos de células HEp-2. La tendencia de las 

cepas de EPEC a agregarse durante el crecimiento, probablemente es mediado por 

los Bfp en la interacción bacteria-bacteria antes de la adherencia entre la bacteria y 

la célula hospedera. Algunas cepas de EPEC tienen adhesinas que reconocen 
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diferentes receptores reconocidos probablemente por los Bfp, los cuales no han 

sido identificados (Nathan.1989). 

La transmisión de mensajes entre el exterior y el interior de la célula, no implica 

necesariamente el intercambio de moléculas o iones. Existen otros mecanismos de 

transducción de información que exige la participación de proteínas de membrana 

(Popot.1986). Este segundo evento esta sociado con la activación de la fosfolipasa 

C de la célula hospedera y da como resultado un incremento en los niveles de 

calcio intracelular de la célula. 

En un tercer estado, la bacteria se asocia aun más con la célula teniendo un íntimo 

contacto, se produce un extensivo rearreglo de los filamentos de actina del 

citoesqueleto y perdida de las microvellosidades de las células epiteliales. A 

consecuencia de este fenmeno se forma una estructura en forma de pedestal justo 

debajo de donde se adhiere la bacteria que se compone de una densa cantidad de 

filamentos de actina. Este efecto puede ser observado por fluoresencia (FAS) y se 

le ha llamado esfacelamiento (AE). Uno de los genes que estan involucrados en 

estos procesos ha sido designado como eae (Ruoslahti.1991). 

La unión íntima de las cepas de EPEC a las células hospederas es regulada por otra 

proteína de membrana de _94 kDa llamada intimina. El gen de la intimina ha sido 

designado eaeA (Narhan 1989). 
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EFECTOS PRODUCIDOS POR LA ADHERENCIA DE EPEC A 

CELULAS EPITELIALES 

Al estabilizarse el contacto entre la célula hospedera y los pilis o fimbrias de la 

superficie bacteriana. EPEC produce señales en las células epiteliales infectadas, 

produciendo la generación del inositol trifosfato, flujo del calcio intracelular y la 

fosforilación de proteínas en los amonoácidos tirosina (Figura 4). 

La elevación de calcio es dependiente del inositol trifosfato y trae como 

consecuencia el rearreglo del citoesqueleto, facilitando la destrucción de las 

microvellosidades, esto probablemente afecta la pertnebilidad epitelial y 

contribuye a la producción de diarrea. 

EPEC activa la fosfolipasa C en la célula, la cual hidroliza el fosfatidil inositol de 

la membrana celular, produciendose el inositol trifosfato y el diacil-glicerol (DG), 

considerados como segundos mensajeros. El inositol trifosfato interactua con sus 

receptores que se encuentran en almacenes de calcio, como el retículo 

endoplasmico, permitiendo la salida del calcio intracelular, este mismo calcio junto 

con el diacil-glicerol, activan a la proteína quinasa C (PKC), esta posteriormente 

fosforila a las proteínas en serina/treonina. El incremento de calcio intracelular 

podría contribuir junto con los efectos de fosforilación en la destrucción de las 

microvellosidades. 

La fosforilación de la tirosina en la proteína de 90 kDa (Hp90), facilita la 

adherencia íntima, junto con otra proteína la intimina. También se ha visto que la 

fosforilacion en tirosina es necesaria para que la bacteria penetre la célula 

hospedera. 

El gen involucrado en la inducción del rearreglo del citoesqueleto es el gen eae. 

Este gen codifica la intimina una proteína de 94 kDa. Funcionalmente la intimina 

es esencial para la íntima adherencia de la bacteria a las células epiteliales y para la 
ló 



invasión de las mismas en algunos casos. También se ha demostrado que los genes 

cfm de EPEC son necesarios para la inducción de la fosforilación de la tirosina 

(Hp90) (Rouslahti.1991 ). 

Por otra parte EPEC también fosforila una proteína de 20 kDa identificada como la 

cadena ligera de miosina. Los resultados proponen la extensa fosforilación de la 

cadena ligera de miosina, activada por las concentraciones de calcio en los sitios de 

la célula en donde se adhiere EPEC, con esto se piensa que se produce destrucción 

de las microvellosidades (Rouslahti.1991 ). 
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TIPOS DE ADHESINAS 

Las bacterias expresan diferentes tipos de adhesinas, como las existentes entre 

interespecies (bacteria-célula hospedera) e intraespecie (bacteria-bacteria) (Stanier 

R.! 992). Se conocen adhesinas de composición proteíca, lipopolisacárida, lipídica y 

algunas en forma compleja como glucoproteínas o glucolípidos (Ryley.1987). 

Adhesinas de naturaleza proteíca. En este grupo se reconocen las fimbrias o pilis, 

proteínas de membrana externa y quizá antígenos flagelares (Beachey.1981). 

Adhesinas de naturaleza polisacárida. Las cápsulas de algunos organismos gram 

positivos y gram negativos funcionan como adhesinas en la colonización de las 

mucosas del huésped. 

Adhesinas de naturaleza lipídica como el ácido lipoteicoico, en Sptococcus 

pyogenes, que fonna puentes en la proteína M para conferir hidrofobicidad en la 

superficie y poder interaccionar con sitios de unión en la fibronectina en tejidos 

fanngeos (Ryley. 1987). 



LAS LECTINAS EN EL PAPEL DE RECONOCIMIENTO DE LAS 

CELULAS. 

Las adhesinas son usualmente lectinas, capaces de reconocer residuos de azúcar y 

actuar como mensajeros para glicoproteínas o glicolipidos ( Ryley, 1987). Muchas 

especies de Enterobacterias tienen la habilidad de producir lectinas de superficie 

(por ejemplo, Escherichia coli y Salmonellae spp). Al igual que en algunas otras 

especies las lectinas están comúnmente en fonna de apéndices parecidos a cabellos 

submicroscopicos conocidos como fimbrias (pili) que salen de la superficie celular. 

Las fimbrias son usualmente de 5 a 7 mn de diámetro y de 100 a 200 mn de 

longitud. Los receptores de los pilis en la célula hospedera son comúnmente 

carbohidratos, residuos de glicoproteínas o glicolípidos. Varias especies de la 

familia enterobacteriacea expresan fimbrias tipo I conteniendo subunidades de 

lectinas que reconocen glicanos tipo oligomanosa en la superficie de las células 

eucariontes como receptores. Las lectinas en la superficie de la célula regulan la 

interacción célula-célula por la combinación de carbohidratos complementarios en 

aposición a las células. 

Todas las células llevan carbohidratos en la superficie en la fonna de glicoproteínas, 

glicolípidos y lipopolisacáridos. Los carbohidratos tienen un enonne potencial para 

codificar infonnación biológica. En los carbohidratos la información es codificada 

en la posición y confi¡,,uración anomérica (a o B) de las unidades glicosidicas 

(Stryer.1995) Dos moléculas de un simple monosacarido se pueden unir con 11 

diferentes disacaridos, dos moléculas de un aminoácido o un simple nucleotido se 

puede mm con un dipcptrdo o un dinuclcotído respectivamente. Cuatro diferentes 
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monosacaridos se pueden unir con 35 560 distintos disacaridos, puesto que cuatro 

diferentes aminoácidos o nucleotidos pueden unirse con 24 estructuras tetramericas. 

Una unión-füerte ocurre por adherencia covalente del sulfato, fosfato y grupo acetil 

o el azúcar. La primera hipótesis sugiere que la especificidad de muchos polímeros 

es en ténninos de residuos de azúcar y no de aminoácidos o nucleotidos. En muchos 

casos los carbohidratos modifican las actividades de las proteínas a las cuales estas 

se adhieren. Ciertas lectinas de membrana tienden a presentar o participar en la 

interacción con las glicoproteinas. Las lectinas distinguen los diferentes 

monosacáridos, algunos se nnen específicamente a oligosacaridos, detectando 

sutiles diferencias en complejos carbohidratos. Muchas lectinas se combinan con 

carbohidratos de componentes insolubles de la matriz extracelular que promueve la 

adhesión al substrato de la célula. Además muchas lectinas solubles actúan como 

puente de unión a carbob.idratos en oposición a las células (Roth.1995). 
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111. OBJETIVO 

Identificar las proteínas (adhesinas) de EPEC qne le penniten adherirse a la mucosa 

intestinal. Por otro lado, detenninar si las proteínas de (32-33 kDa) de 

mirovellosidades de cerdo actúan como estrncturas de unión (receptores) de EPEC 

durante el proceso de adherencia. 
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IV.HIPOTESIS 

A) Proteínas de superficie bacteriana, desprendidas de la bacteria por efecto 

mecánico, reconocerán sus receptores en células epiteliales. De esta manera 

podremos detectar las proteínas que EPEC utiliza para adherirse al epitelio 

intestinal. 

B) Dos proteínas de microvellosidades de cerdo con peso molecular de 32-33 

kDa, fueron reconocidas por EPEC en un ensayoJ!! vitro, la inhibición de la 

adherencia bacteriana mediante antisuero específico contra estas proteínas, 

determinará la relevancia de estas proteínas en el proceso de adherencia de 

EPEC. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

A. Deteccion de proteínas de superficie bacteriana involu­
cradas en el eroceso de adherencia. 

Marcaje radiactivo y crecimiento 
de cepas E2348/69 en medio sinte-
tico. 1 
Liberación de proteínas de super­
ficie bacteriana por sonicación. 

1 
Obtención de proteínas de super- Obt ., d • 11 'd d d . . . . , enc1on e m1crove os, a es e 
fic1e bacteriana por centnfugac1on . t t' ,1 1 HE 2 • , 10 es 100 y ce u as p- . 
y filtrac1on a traves de membrana~ 

de 22 uM. --------------..... ---~--------
Incubación de microvellosidades ólcél. HEp-2 con prot. de sup. bacteriana 

Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE 

1 
Autoradiografia 
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B. RELEVANCIA DE LAS PROTEINAS DE INTESTINO 
(32-33 kDa) 

Obtención de proteínas totales 
de microvellosidades de cerdo 

1 
Electroforesis en geles de po­
liacrilamida SDS-PAGE. 

1 
Obtención de bandas corres 
pondientes a las proteínas 
32-33 kDa. 

1 

Obtención de proteínas de intestino 
humano y células HEp-2. 

1 
Electroforesis en geles de poliacri­
lamida SDS-PEGE. 

Inmunización en conejos y Electrotransferencia de las protei-
obtención de antisuero nas a membrana e nitrocelulosa 

(32-33 kDa) 

Utilización del antisuero para inhibir 
la adherencia bacteriana a células HEp-2. 
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V.MATERIAL Y METODOS 

OBTENCION DE LAS CEPAS BACTERIANAS 

Las cepas bacterianas E23487/69,55784 y 1PN10 de Escheric/1ia coli que se 

utilizaron en el presente estudio, fueron obtenidas de niños con diarrea, menores de 

cinco años. Las cepas fueron proporcionadas por el Biólogo Armando Navarro y el 

Dr. Alejandro Cravioto y serotipificadas en el Laboratorio de Salud Pública de la 

Facultad de Medicina U.N.A.M. 

CRECIMIENTO DE CEPAS 

Las cepas bacterianas fueron crecidas en medio caldo CASOY líquido por 8 horas 

a 37ºC, posteriormente se tomaron dos gotas de la suspensión bacteriana y fueron 

sembradas en medio sintético con manosa al 1 % . 

ENSAYO DE ADHERENCIA A CELULAS HEp-2 

Las cepas E2348/69,55784 y 1PNI0, fueron crecidas durante un período de 18 

horas a 37ºC, en I mi de caldo triptona al 1%, conteniendo 1% de D-manosa. La 

turbidez que se obtuvo después de esta incubación fue comparable al estándar de 

McFarland a 6 x I o' Unidades Formadoras de Colonia/mi (UFC/ml). Se empleo la 

técnica descnta por Cravioto et al.La prueba se desarrollo colocando una lenteja de 
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vidrio de 1 cm de diámetro en cada uno de los 24 pozos de una placa de 

polipropileno, a las cuales se les agregó una suspensión de células HEp-2 a una 

concentración de 2.5xl 06 /mi, se incubaron a 37ºC con 5% de CO2 durante 24 

horas para fonnar una monocapa con 80% de confluencia. 

Después de este tiempo se eliminó el medio de cultivo de los pozos y se lavó con 

amortiguador de fosfatos pH 7.2. Posterionnente se agregó lx 108 bacterias en 1 mi 

de medio de cultivo celular (Medio Esencial Mínimo de Eage ). Se incluyo un 

control positivo y tm pozo con cepa negativa a la adherencia. La placa fue incubada 

por tres horas a 37°C en atmósfera de 5% de CO2, después de este período de 

incubación se descartó el medio, y se lavó cada pozo tres veces con 1 mi de 

amortiguador de fosfatos, con la fmalidad de eliminar a las bacterias no adheridas a 

las células. Las células se frjaron con 0.5 mi de metano!, ácido acético 3:1 durante 

1 O minutos, se dejaron secar las preparaciones y posterionnente se tiñeron con 

colorante Giemsa durante 20 minutos. Finalmente se lavaron tres veces con 1 mi de 

agua desionizada, para eliminar el exceso de colorante. La lenteja con células se 

deshidrató pasándola por acetona, acetona-xileno y xileno, la preparación se colocó 

en un porta objetos fijándola con bálsamo de Canadá para observarla 

posterionnente en microscopio de luz. 



ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 

Las proteínas de membrana celular fueron separadas esencialmente por el método 

descrito por Laennnli (! 970), denominado electroforesis de Poliacrilamida en 

Dodecil Snlfato Sódico (SDS-PAGE). Las membranas celulares fueron hervidas por 

5 minutos en solución de Laemmli (ver apéndice), para solubilizar las proteínas y 

liberarlas de la bicapa lipídica, reducir los puentes de cisteina y abrir o desdoblar las 

proteínas para la separación electroforetica óptima. Las soluciones que se utilizaron 

para reahzar la SDS-PAGE son las siguientes: 

o 

GEL SEPARADOR 

Acrilamida-bis Acrilamida (30:0.8) 

Tris-HCL pH 8.8 

SOS al 10% 

Persulfato de amonio al 10% 

Agua desionizada 

TEMED 

GEL CONCENTRADOR 

Acrilamida-bis Acrilamida (30:0.8) 

Tris-HCI pH 6.8 

SOS al 10% 

11.0 ml 

3.75 ml 

0.3 mi 

1.5 ml 

13.45 mi 

0.015ml 

1.250 mi 

2.50 mi 

0.1 mi 

Pcrsulfato de amouio al 10% 0.5 mi 



Agua desionizada 

TEMED 

5.75 mi 

0.0075 mi 

Los marcadores de pesos moleculares utilizados son: fosforilasa b (94,000 

daltones), albúmina (67,000 daltones), ovoalbúmina (43,000), anidrasa carboniva 

(30,000), inhibidor de tripsina ( 20,100 daltones), o-lacto albúmina ( 14,400 

daltones). 

La electroforesis se realizó a un amperaJe constante de 40 mA para el gel 

concentrador y 60 mA para el gel separador. 

Después de la separación SDS-PAGE a un porcentaje de 11-12.5% de 

poliacrilamida los geles fueron ya sea teñidos con azul de Coomassie (ver 

apéndice) o electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa. 

TINCION CON AZUL DE COOMASSIE 

El gel fue teñido inmediatamente después de la electroforesis en una solución 

conteniendo 40% (v/v) metano!, 10% ácido acético y 0.2% (p/v) de azul de 

coomassie R-250 durante 2 horas. Esta solución debe ser filtrada antes de usarse. 

Los geles son desteñidos durante varias horas en una solución conteniendo 20% de 

metano! y 10% de ácido acético (v/v). 



OBTENCION DE MEMBRANAS A PARTIR DE CELULAS HEp-2 

Las células HEp-2, fueron obtenidas de cultivos celulares. El medio de cultivo se 

desechó y la monocapa celular se lavó tres veces con PBS frío y se desprendió 

raspándola con un gen~e <je plástico, las células fueron colectadas por 

centrifugación a 500g a 4ºC por 5 minutos, lavadas dos veces con PBS frío. El 

botón obtenido se resuspendio en solución de lisis , dejándolo en reposo a 4ºC 

durante 20 minutos para permitir que aumente el volumen intracelular. Las células 

fueron lisadas al ser pasadas a través de una aguja de 27 x 13 mm. Las células 

enteras y núcleos fueron removidos por centrifugación a 500g durante 1 O minutos a 

4 ºC. El sobrenadante fue centrifugado a 40 OOOg por una hora a 4 ºC. El botón 

resultante que contiene las membranas fue resuspendido en PBS y guardado en 

alícuotas a -20ºC o hervidas por 5 minutos en solución de Laemmli. 

PREPARACION DE VELLOSIDADES 

Las muestras de intestino delgado de niño fueron obtenidas de autopsias y 

proporcionadas por el Departamento de Patología del Instituto Nacional de 

Pediatría; también fueron utilizadas muestras de intestino delgado de cerdo. 

Las vellosidades fueron preparadas por el método de Saxon et al. 1994. El 

siguiente procedimiento fue llevado acabo a 4ºC. Una porción de intestino delgado 

fresco (I O cm aproximadamente), fue lavado suavemente con PBS conteniendo 

I mM de DTT para remover su contenido. Posteriormente el tubo intestinal fue 

abierto a todo lo largo para exponer la mucosa, el epitelio fue raspado con una 

espátula y colectado en PBS conteniendo 25 mg/ml leupeptin, 25 mg/ml aprotinin, 

lmMPMSF y lmM EDTA. 



EDTA. EL epitelio celular fue resuspendido en 20 mi de solución A , conteniendo 

lmM PMSF y lmM DTT, fue homogeneizado suavemente pasándolo a través de 

una aguja (l 7xl3mrn) con jeringa (20 veces). Después el homogeneizado se 

centrifugo a 500g durante 15 minutos, el botón obtenido se resuspendió en 20 mi de 

solución A y nuevamente fue centrifugado a 800g durante 15 minutos. 

Posteriormente las vellosidades obtenidas fueron resuspendidas en un pequeño 

volmnen de solución B, conteniendo lmM PMSF, ]mM DTT y fue filtrado a través 

de una malla de nylon de 30 mm de abertura para remover los agregados . Las 

vellosidades fueron recuperadas por centrifugación a 800g durante 10 minutos. El 

botón se lavó nna vez más con solnción B fresca y se resnspendió en 10ml de PBS 

guardándose en alícuotas a -20ºC o hirviéndose por 5 minutos en solnción de 

Laemrnli. La pureza de la preparación y la presencia de vellosidades intactas fue 

confinnada mediante microscopio de luz. 

PREPARACION DEL ANTIGENO 

El antígeno se preparó según Cooper and Paterson 199 l. Se utilizó la fracción 

celular que contenía las vellosidades de cerdo (método descrito anterionnente) para 

preparar el antígeno. Las proteínas fueron separadas por electroforesis en gel de 

poliacnlamida (SDS-PAGE) según el método de Laemmli. El gel se tiño con azul de 

Coomassic al 0.05 % en agua para localizar la región en donde se encuentran las 

bandas de proteínas (32-33 kDa) que fueron utilizadas como antígenos. Después de 

desteñir el gel con agua se cortaron las bandas del gel con un bisturí y se mezclaron 

con 0.5ml de PBS y 0.2ml de adyuvante completo de Freaud. Postcrionncnte se 

homogi.!nc1zó la mezcla p,1sándola a travCs de un conector de plástico con orificios 
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de tamaño ajustable. Una vez que la mezcla (acrilamida, proteínas, adyuvante y 

PBS), está completamente homogénea y blanca, se verifico que la emulsión fuera 

estable, liberando unas gotas sobre la superficie de agua. Una emulsión bien 

preparada debe mantenerse junta cuando se gotea sobre el agua. Es importante 

expulsar las burbujas de aire hasta donde sea posible, utilizar jeringas de vidrio, así 

como tratar de mantener la temperatura lo más cercano a 4ºC. Para preparar el 

antígeno de reforzamiento inmunológico, se siguió el mismo procedimiento; pero se 

uso adyuvante incompleto de Freund para preparar la emulsión. 

INMUNIZACION PARA PRODUCIR ANTICUERPOS POLICLONALES 

Para producir los anticuerpos se utilizaron coneJos hembras de la cepa Nueva 

Zelanda, de aproximadamente 12 semanas de edad. Se imnunizaron, uno con las 

proteínas respectivas de 32 kDa y el otro con las proteínas de 33 kDa en una 

emulsión de PBS y Adyuvante de Freund completo. Para la inmunización de los 

conejos se siguió el protocolo descrito por Cooper y Paterson. 1991. Los conejos 

fueron sangrados antes de ser inmunizados para obtener el suero preirnnune a paiiir 

de la muestra de sai1gre. Los conejos fueron inyectados subcutáneamente en 

diferentes sitios de su parte dorsal. La primera inmunización se repitió después de 

una semana. Se aplicaron cuatro inmunizaciones de refuerzo con la misma 

concentración cada dos semanas después de la inmunización primaria. A los conejos 

se les tomaron muestras de sangre 14 días después de las dos prnneras 

inmunizaciones para verificar la producción de anticuerpos contra el antígeno 

aplicado. El antígeno de refuerzo fue preparado con adyuvai1tc incompleto de 

Frcund. Finalmente los conc_1os focron sangrados a blanco y se procesó el suero. 



PREPARACION DEL SUERO 

La sangre obtenida de los conejos fue incubada a 37ºC durante 15 minutos para 

separar el suero del paquete celular, posterionnente a 4ºC por 3 horas para permitir 

la contracción del coágulo. El coágulo formado fue despegado de las paredes del 

tubo, con un aplicador de madera. El suero fue removido del coágulo por 

centrifugacion a 10 000 g durante 10 minutos y guardado a-20ºC. 

ELECTROTRANSFERENCIA SEMI- SECA 

La electrotransferencia de proteínas de las células HEp-2 y de las vellosidades fue 

llevado acabo utilizando el método electroforético horizontal en semi-seco 

(Harlowand and Lane, 1988). El método esta basado en la transferencia de las 

proteínas separadas en los geles de poliacrilamida, a membranas de nitrocelulosa, 

mediante una solución electrodo y una cámara de electrotransferencia(Phannacia 

LKB,Multiphor). 

De la siguiente manera: 

I) Cortar seis hojas de papel absorbente (Whatman 3 MM o equivalente) y una hoja 

de nitrocelulosa del mismo tamaño del gel. Es importante evitar que el papel 

sobrepase el borde del gel para que la transferencia sea eficiente. 

2) Sumergir cuidadosamente la membrana de nitrocelulosa en agua destilada por dos 

minutos. Postcrionnente sumergir el papel absorbente y la membrana de 

nitrocelulosa en solución de electro transferencia. 

3) En la parte inferior del aparato (ánodo) ensamblar el gel, nitrocelulosa y papel 

filtro en el siguiente orden. 
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tres hojas de papel filtro absorbente empapados con solución de transferencia. 

4) Evitar la formación de burbujas de aire y removerlas cuidadosamente si estas se 

han formado. Poner cuidadosamente el electrodo superior ( el cátodo) sobre el 

sandwich de papel, membrana y gel recién formados. 

5) El gel de poliacrilamida se tiñe con azul de coomassie para verificar la 

transferencia. 

6) La membrana de nitrocelulosa se tiñe con Ponceau S para verificar la eficiencia 

de la transferencia de las proteínas. La transferencia se realizo a miliamperage 

constante (mA) de acuerdo con la siguiente regla 1.0 mNcm, unidades de 

transferencia por 1.30 horas aproximadamente. 

La transferencia se realizó a corriente constante de 120 (mA) durante 1 hora 30 

minutos. 

Esta electrotransferencia fue usada posteriormente para inmunodetección de 

proteínas, reconocimiento de proteínas de mucosa intestinal y células HEp-2 por 

proteínas de superficie bacteriana. 
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TINCION DE LA MEMBRANA DE NITROCELULOSA CON 

PONCEAUS 

Este método es utilizado para teñir las proteínas que han sido transferidas del gel de 

poliacrilamida a la membrana de nitrocelulosa y así poder ubicar la localización de las 

proteínas y sus pesos moleculares. 

1) Lavar la membrana de nitrocelulosa con PBS después de la transferencia. 

2) Agregar Ponceau S diluido recientemente e incubarla por 5-1 O minutos a 

temperatura ambiente con agitación. 

3) Transferir la membrana de nitrocelulosa a un recipiente con PBS y enjuagarlo por 

1-2 minutos con tres cambios de PBS. 

4) Una vez marcada la posición de las proteínas transferidas a la membrana, se 

destiñe totalmente enjuagándola con PBS o agua. 

INMUNO DETECCION DE PROTEINAS 

La detección del antígeno producido en conejos se llevo acabo mediante la unión de 

estos anticuerpos a las proteínas de 32 y 33 kDa, provenientes de las células Hep-2 

y de vellosidades, previamente transferidas a la nitrocelulosa. 

Una vez que las proteínas fueron electrotransferidas a la membrana de nitrocelulosa, 

se procedió a bloquear los sitios no específicos de unión de la proteína restante, en 

la membrana de nitrocelulosa, incubando esta con 5% de leche semidescremac.la 

(Svelty,Nestle) en PBS durante 2 horas a 4ºC. Posterionnente se a¡,,rego el suero 

que contiene los primeros anticuerpos produc1dos en conejos contra las proteínas de 



32 y 33 kDa a una dilución de 1:50 y se incubó durante 2 horas a temperatura 

ambiente. La membrana fue lavada tres veces con una solución de PBS con 0.2% de 

Tween 20, e inmediatamente después se incubo durante una hora con el segundo 

anticuerpo inmunoglobulina anticonejo tipo IgG producida en cabra, y acoplado 

con peroxidasa ( Kirkegaard y Perry Laboratorios !ne). El anticuerpo se utilizo a 

una dilución 1 :300. 

La membrana fue lavada tres veces con PBS con 0.2% de Tween 20. El antígeno se 

detecto incubando la membrana de nitrocelulosa con el substrato de la peroxidasa, 

4-chloronaphtol. 

OBTENCCION DE APENDICES DE SUPERFICIE BACTERIANA 

Las cepas de Escherichia coli, crecidas en medio líquido durante la noche (16 

horas), fueron lavadas tres veces con PBS. El botón bacteriano final se resuspendio 

en 0.5-1 mi de medio sintético (dependiendo del tamaño del botón), y se sónico tres 

veces a 25 wats por intervalos de 30 segundos a 4ºC. Se verificó que el tratamiento 

de sonicación no rompiera la bacteria. Esto se realizó mediante tinción de la bacteria 

y observación de estas al microscopio óptico después de haber sido sonicado por 

diversos periodos de tiempo, hasta encontrar el tiempo de sonicacion idóneo. La 

suspensión sonicada fue centrifugada a 10,000g por 15 minutos. El sobrenadante 

conteniendo los apéndices de superficie bacteriana fue colectado y filtrado a través 

de una membrana de O 22uM. 



DETERMINACION DE PROTEINAS 

Se realizó por el método de Bradford (Ausubel 1987). Este método consta de dos 

fases, en la primera se preparan las diluciones y el la segunda se ponen en contacto 

la muestra de proteína con el reactivo de Bradford y se toma la lectura en el colector 

de placas. 

1) En una placa de 96 pozos de poliestireno se colocan diluciones 1:20, 1:15, 1:6 y 

1:5, de albúmina sérica bovina diluidas en PBI, como control. En otros pozos 

de la misma placa se llevan acabo diluciones 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 y 1:64 de la 

muestra de proteínas a detenninar. 

2) En una segunda placa se colocan 20µ1 de cada dilución con 150µ1 de Reactivo 

de Bradford, en agitación durante 5 minutos. 

La concentración de proteínas se detennino utilizando albúmina sérica como patrón 

y se realizaron lecturas en un colector para placas de ELISA (Microelisa Auto 

Readera Dynatech MR 580), a 575nm. 



VI.RESULTADOS 

l. DETECCION DE PROTEINAS DE EPEC INVOLUCRADAS EN LA 

ADHERENCIA A LA MUCOSA INTESTINAL 

lnhibicion de la Adherencia a las células HEp-2 por Proteínas de Superficie 

Bacteriana. 

Con el objetivo de identificar los apéndices de EPEC responsables de la adherencia 

a la mucosa intestinal, se obtuvieron proteínas de superficie bacteriana por efecto 

mecánico. Esto es, se desprendieron apéndices y proteínas de la superficie 

bacteriana de EPEC ( cepa E2348/69) mediante sonicación. Después de haber 

sonicado la suspensión bacteriana por diferentes intervalos de tiempo, se eligió el 

intervalo más apropiado, que liberó la mayor cantidad de proteínas de superficie con 

nn dafio mínimo a la membrana externa bacteriana. Esto se verificó mediante 

observación en el microscopio óptico y la electroforesis de las proteínas liberadas. 

Para conocer si estas proteínas de superficie bacteriana contienen proteínas o 

adhesinas que participen en la adherencia, se realizaron ensayos de inhibición a la 

adherencia bacteriana con dichas proteínas en células HEp-2. 

El ensayo consistió en preincubar las células HEp-2 con las proteínas de superficie 

bacteriana, remover las proteínas no adheridas y posterionnente agregar las 

bacterias a las células e incubarlas por dos horas, finalmente lavar la monocapa 

celular para remover las bacterias no adheridas. 



Como resultado obtuvimos que en general la inhibición fue dependiente de la 

concentración de proteínas utilizadas en el ensayo, esto es que al aumentar la 

concentración de proteínas aumentó el porcentaje de inhibición de la adherencia 

bacteriana. 

La cepa E2348/69 con adherencia localizada presentó el mayor porcentaje de 

inhibición (67.6%) cuando se preincubo 1.0 mg/ml de proteína con las células HEp-

2. Seguida de la cepa agregativa JPNIO con 29.7% de inhibición (Tabla !). En 

contraste, la cepa difusa 55784 no sufrió ning(m efecto de inhibición a la adherencia 

sino por el contrario amnentó el número de bacterias adheridas a las células HEp-2. 

El porcentaje en la adherencia fue de hasta 110%. 

Proteínas de Superficie de EPEC Reconocen la Mucosa Intestinal Humana y 

Células HEp-2 

Al incubar las proteínas de superficie bacteriana con la mucosa intestinal, 

encontramos que principalmente dos proteínas son las que reconocieron los 

enterocitos y moco intestinal. El peso molecular de dichas proteínas en geles de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) fue de 43 y 150 KDa. Otras proteínas de bajo peso 

molecular también fueron detectadas pero con menor intensidad, 17-19 y 27-29 

kDa. Resultados muy similares se encontraron con las líneas celulares HEp-2 y 

Caco-2. Estas proteínas fueron detectadas mediante un análisis de electroforesis en 

geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y autoradiografia del mismo gel ya que las 

proteínas bacterianas estaban marcadas radiactivamente (Fig.5). 



TABLA l. PORCENTAJE DE INHIBICION A LA ADHERENCIA DE E.coli POR 
PROTEINAS DE SUPERFICIE BACTERIANA (cepa E2348/69). 

CEPA TIPO DE ADHERENCIA PROTEINAS DE SUPERFICIE BACTERIANA 
0.10mglml 0.50mg/ml 1.0mg/ml 

E2348/69 LOCALIZADA 11.4(±7) 44.0(±7) 67.6(±5) 

55784 DIFUSA ND 5.0(>8) o. 1 

JPN!0 AGREGATIVA ND 29.7(±6) 110 

NO: no determinado 



kDa 

94-_' 

30- -
20 .. 1- -

' 14-4- ·- 4 

1 2 

,-, 
' ' 

3 

.... 

!,l._. 

'~ 

"~i '•,-_:,. . .. -

.,,_.;, 

4 

Fig 5 .. - Autoradiografia que muestra proteínas de superficie bacteriana de EPEC 
(E2348/69) qne reconocieron, enterocitos, moco intestinal y células HEp-2 .. 
1) Proteínas totales de superfiecie bacteriana (antes de incubar) 
2) Entericitos 
3) Células Hep-2 
4) Moco intestinal 
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II. RELEVANCIA DE LAS PROTEINAS DE INTESTINO (32-33 

kDa) COMO ESTRUCTURAS DE UNION DE EPEC 

Producción de Antisuero 

En preV1as investigaciones realizadas (Manjarrez et al, 1 997) se detectaron dos 

proteínas de vellosidades de intestino hnmano a las cuales se adhieren cepas de 

Escherichia coli enteropatógena (EPEC). El peso molecular de estas proteínas es 

de 32-33 kDa en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). En el presente trabajo se 

detenninó la relevancia de dichas proteínas (32-33 kDa) como estructuras de unión 

de EPEC mediante ensayos de inhibición a la adherencia bacteriana. Por lo tanto se 

produjo antisuero dirigido contra las proteínas de 32-33 kDa aisladas de 

vellosidades de cerdo. 

El antisuero específico se obtuvo mediante la inmunización de conejos con las 

proteínas de 32-33 kDa extraídas del gel de poliacrilamida. Para verificar la 

producción de anticuerpos contra dichas proteínas, se obtuvo el suero de los cone.1os 

y se incubó con las proteínas obtenidas de las vellosidades intestinales en el ensayo 

de inmunotransferencia. 

De esta manera se pudo verificar que los conejos produjeron anticuerpos contra las 

proteínas de 32-33 kDa (Fig.6). El antisuero también reaccionó con las proteínas de 

32-33 kDa obtenidas de células H.Ep-2 y vellosidades humanas. 
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Fig.6. lruuunoeletrotransferencia que muestra el reconocimiento de las proteínas de 
32-33 kDa provenientes de células HEp-2 y de vellosidades humanas por antisuero 
especifico contra estas proteínas. Carril 1, antisuero preimmme. Carril 2, células 
HEp-2. Carril 3, mkrovellosidades humanas. Carril 4, tíncion con azul de Coornassie 
de las proteínas totales de membrana d,, vellosidades despues de ser separadas por 
electroforesis (SDS-PAGE). 



Inhibición de la Adherencia Bacteriana con Antisuero 

Una vez observado el reconocimiento de las proteínas por el antisnero, se procedió 

a detenninar si dicho antisuero era capaz de inhibir la adherencia bacteriana a las 

proteínas de 32-33 kDa en el ensayo de electrotransferencia. 

Las proteínas de membrana de vellosidades intestinales y de células epiteliales 

(HEp-2), fueron separadas electroforéticamente en geles de poliacrilamida SDS­

PAGE, transferidas a membranas de nitrocelulosa, e incubadas con el antisuero y las 

bacterias marcadas radiactivameute (ver métodos). La figura 7 muestra el 

reconocimiento y adherencia de las bacterias a las proteínas de 32-33 kDa 

provenientes de vellosidades de intestino y células HEp-2. La dilución 1 :100 del 

antisuero específico bloqueó la adherencia de las bacterias a las proteínas de 32-33 

kDa. Este efecto fue observado con las cepas que tienen un patrón de adherencia 

localizada, difusa y agregativa (Fig.8) Posterionnente se evaluó la capacidad de este 

antisuero especifico para inhibir la adherencia bacteriana a las células HEp-2 

mantenidas en cultivo utilizando la técnica descrita por Cravioto et al 1979. Se 

utilizaron cepas de E.coli que mostraron patrones de adherencia localizada, difüsa y 

a¡,>regativa en células HEp-2. Se encontró que la dilución 1:50 del antisuero bloqueó 

la adherencia de las bacterias, a las células mantenidas en cultivo. El grado de 

inhibición varió según el patrón de adherencia de cada cepa bacteriana. La cepa 

localizada E2348/69 fue la que sufrió un mayor porcentaje de inhibición 61.2 ± 

4.2%, seguida por la cepa ab>regativa JPN JO con 26.4 ± 6.1 % y difusa 55784 con 

l 1.4 ± 3.2% (Tabla 2). En general, la inhibición fue dependiente de la concentración 

del antisucro, ya que al aumentar la dilución del antisuero (1:200) disminuyó la 

inhibición a la adherencia. 
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Fig. 7. A) Autoradiografia que muestra el reconocimiento de las proteú1as de 32-33kDa 
por las bacterias. Carril 1, células HEp-2 incubadas con cepa localizada (E2348/69). 
Carril 2, vellosidades de mtestino incubada con cepa localizada (E2348/69). Carril 3, 
vellosidades de mtestino incubadas con cepas difusas (88255). Carril 4, vellosidades de 
mtestino mcubada con cepa agregativa (,JPNl O). 
B) Tmción con azul de coomassie de las proteínas separadas por electroforesis (SDS­
PAGE). Carril 1, proteinas extraidas de membnmas de vellosidades humanas. Carril 2, 
proteínas extraidas de membranas de células HEP-2. 
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Figura 8. Inhibición de la adherencia bacteriana a las proteínas de 32-33 kDa por 
antisuero. 

1) Control bacteriano que reconoce las proteínas de 32-33 kDa (localizada) 
2) Antisuero con cepa localiza<la 
3) Antisuero con cepa difusa 
4) Antisucro con cepa a2regatiYa 



TABLA 2. PORCENTAJE DE INHIBICION A LA ADHERENCIA POR 
ANTISUERO DIRIGIDO CONTRA LAS PROTEINAS DE 32-33 KDa. 

CEPA TIPO DE ADHERENCIA DILUCION DE ANTISUERO 

1:50 1:200 

E2348/69 LOCALIZADA 61.2(±4.2) 16. 7 (±5.3) 

55784 DIFUSA 11.4(±3.2) 4.0(±1) 

JPNIO AGREGATIVA 26.4(±6.1) 6.8(±2.01) 

L¡ b 



VII.DISCUSION 

Escllericltia coli enteropatógena (EPEC) es considerada como uno de los mas 

importantes agentes patógenos asociados con la producción de diarrea en niños 

menores de 1 afio de edad, EPEC coloniza el intestino y produce lesiones de 

adherencia y esfacelamiento (AE) caracterizadas por una destrncción localizada de 

las microvellosidades. Los mecanismos por los cuales EPEC causa diarrea aun son 

inciertos, pero la habilidad que tiene para adherirse a la mucosa mtestinal y a las 

microvellosidades son de considerable importancia. Se sabe que las bacterias 

utilizan numerosas estructuras con las cuales se adhieren a los tejidos del 

hospedero. Uno de los mecanismos de adherencia pueden ser las moléculas 

adhesivas que se encuentran en la superficie bacteriana (adhesinas) las cuales 

reconocen receptores moleculares en la superficie epitelial del hospedero. A la fecha 

no se han identificado las adhesinas responsables de la adherencia de EPEC a la 

mucosa intestinal. Tampoco se tiene infonnación sobre los receptores celulares que 

utiliza la bacteria para adherirse. Recientemente reportamos unas proteínas (32-33 

kDa) de vellosidades de intestino humano, las cuales fueron reconocidas por EPEC 

mediante un ensayo in vitro y electrotransferencia (ManJarrez el a/.1997). Para 

evaluar la relevancia de estas proteínas como receptores bacterianos consideramos 

de suma importancia probar la capacidad inhibitoria a la adherencia de estas 

proteínas por medio de antisueros dirigidos contra las proteínas de 32-33 kDa. 

Para obtener una buena fracción de proteínas de superficie de (EPEC), que puedan 

estar involucradas en la adherencia a la mucosa intestinal, fue necesario recm,-ir a 

un efecto mecámco producido por ultrasorndo. Este método de sonicación parece 

ser el más apropiado para la liberación de las proteínas de superficie bacteriana ya 

que se observó que a co11os intervalos de tiempo y a baja intensidad la sorncación 
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no rompe a la bacteria sin embargo, libera una gran cantidad y variedad de proteínas 

de la superficie bacteriana. Esto puede ser verificado mediante electroforesis en 

geles de poliacrilamida. El principio del ultrasonido es que convierte el voltaje 

(50/60 Hz) en energía eléctrica de alta frecuencia (20 Khz, 20,000 ciclos por 

segundo). Esta energía de alta frecuencia es transmitida a un traductor dentro del 

convertidor, donde es cambiada en vibración mecánica. Las vibraciones producen 

en el líquido la formación de millones de burbujas microscópicas (cavidades) las 

cuales se expanden y explotan. Este fenómeno, conocido como cavilación produce 

finalmente el rompimiento de las membranas celulares. Métodos similares se han 

utilizado con este fin (Rodríguez. 1987). 

La inhibición a la adherencia bacteriana (67.6% de inhibición)producida por la 

fracción de proteínas de superficie de EPEC liberadas por sonicación indica que 

esta fracción contiene proteínas involucradas en la adherencia. ya que algunas de 

estas proteínas se adhirieron a las células HEp-2 bloqueando de esta manera la 

adherencia de la bacteria completa. En otras palabras la proteínas liberadas y la 

bacteria compiten por los mismos receptores en las células HEp-2. Esperábamos 

inhibir únicamente la cepa localizada E2348/69 ya que de esta cepa obtuvimos las 

proteínas de superficie,sin embargo; la cepa agregativa también presentó inhibición 

(19.7% de inhibición) En contraste, la cepa difusa no sufrió ningún efecto de 

inhibición sino por el contrario el porcentaje de adherencia fue de hasta un 110%, 

esto es que se observó aproximadamente 10% mas bacterias adheridas a las células 

cuando la cepa difusa se incubó con las proteínas de superficie. En general cuando 

se produjo esta mhibición fue dependiente de la concentración de proteínas 

utilizadas ya que al aumentar la concentración de proteínas amnentó el porcentaje 

de inhibición. Estos resultados nos hacen pensar que las cepas con adherencia 

localizada y agregativa utilizan a[gunos receptores análogos para adherirse a las 
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células epiteliales. Los podemos relacionar con lo reportado por algunos autores en 

trabajos con bacterias en los que se indica la presencia de receptores análogos, los 

cuales interfieren con la adherencia y colonización bacteriana. Por otro lado, las 

proteínas de superficie liberadas de la cepa E2348/69 aparentemente interactuaron 

con la bacteria difusa puesto que favorecieron la adherencia a las células HEp-2. 

Estos resultados sugieren que proteínas de distintas cepas bacterianas pueden 

interactuar unas con otras y de esta manera favorecer la adherencia a la mucosa 

intestinal. Giran et al. proponen para las cepas localizadas que el incremento y 

acumulación de las bacterias a las células epiteliales es llevada acabo mediante la 

fonnación de haces de fimbrias que se han denominado como BFP (haces 

fonnadores de fimbrias). Estas fimbrias penniten a las bacterias unirse unas con 

otras para fonnar microcolonias por medio de las cuales interactuan con las células 

epiteliales. La inhibición a la adherencia bacteriana causada (61.2 ± 4.2%) por las 

proteínas de superficie de EPEC sugiere que esta fracción de proteínas de superficie 

contiene adhesinas involucradas en la adherencia de las bacterias a las células 

epiteliales HEp-2 Es importante hacer notar que las proteínas que inhibieron la 

adherencia de las bacterias fue producida únicamente por las proteínas que se 

adhirieron a las células HEp-2, puesto que las proteínas bacterianas que no se 

adhirieron a las células epiteliales fueron removidas antes de agregar las bacterias 

en el ensayo de adherencia. 

En la parte correspondiente al reconocimiento de la mucosa intestinal y células 

HEp-2 por las proteínas de superficie bacteriana, obtuvimos que; varias proteínas 

bacterianas interactuaron con las células epiteliales, entre ellas las de 27-29 kDa. 

Estas proteínas de 27-29 kDa tienen peso molecular similar a las proteínas 

reportadas por (Scaletsky 1988) con-espondientes al factor de unión responsable de 



la adherencia localizada. Sin embargo, la relevancia de estas proteínas en la 

adherencia no ha sido comprobada. 

Otras proteínas bacterianas de peso molecular aproximado de 43 y 150 kDa también 

reconocieron la mucosa intestinal y células HEp-2 estas proteínas parecen ser muy 

importantes ya que fueron las bandas más intensas en la autoradiografia. Esto 

pudiera deberse a que dichas proteínas tienen mayor afinidad por las células 

epiteliales o que se encuentran en mayor cantidad en la superficie bacteriana y que 

es el gran número de proteínas, las que reconocieron a las células, lo que produce 

tal radiactividad. Al observar en estos resultados esta füerte unión de las proteínas, 

nos hace pensar que la abm1dancia de estas proteínas sobre la superficie bacteriana 

le pennite hacer mas eficiente su interacción con las células huésped. Hasta el 

momento no se tienen antecedentes de adhesinas en EPEC con este peso molecular. 

La snnilitud de las proteínas reconocidas en ambos ensayos (con células HEp-2 y 

mucosa intestinal) nos hace pensar en la presencia de receptores similares tanto en 

mucosa intestinal como en células HEp-2. La adherencia de EPEC a la mucosa 

intestinal está mediada probablemente por varías adhesinas que poseen diferente 

afinidad por sus receptores y que interactúan además en fonna secuencial. Al 

respecto se cree que las proteínas que reconocieron débihnente la mucosa intestinal 

tienen menos afimdad por sus receptores, pero pueden ser importantes para 

estabilizar la adherencia bacteriana. Nuestros resultados sugieren que los apéndices 

bacterianos que participan en el proceso de adherencia de EPEC se encuentran 

ubicados estratégicamente en la superficie bacteriana ya sea insertados directamente 

en la membrana externa o fonnando parte de una estructura fimbrilar. 

Estudios posteriores serian de gran utilidad para establecer la relevancia de las 

proteínas de 27-29,43 y 150 kDa de EPEC en el proceso ele adherencia. Por lo 

tanto, es necesario aislar dichas proteínas y hacer ensayos de inhibición a la 



adherencia ya sea con las mismas proteínas o con antisueros específicos, así como 

su identificación. 

Cuando se aumenta el tiempo de exposición de la película, con el gel que contiene 

las proteínas marcadas, aparecen nuevas bandas con diversos pesos moleculares. 

Esto significa que otras proteínas ( aproximadamente 15) se adhieren a la mucosa 

intestinal aunque con menor intensidad. Otra interpretación a este resultado es que 

dichas proteínas aparecen como contaminantes, consecuencia de las limitaciones del 

tipo de ensayo realizado, ya que aunque lavemos con un detergente (tween 20) el 

fondo no se puede eliminar. Analizando todos estos resultados se cree que un gran 

número de proteínas de la superficie bacteriana participan en la adherencia de EPEC 

a las células epiteliales. Algunas de estas proteínas probablemente son más 

específicas o abtmdantes, lo qne les da su importancia en el proceso de adherencia. 

Por otro lado en investigaciones previas en nuestro laboratorio se detectó la 

presencia de dos proteínas de 32-33 kDa en vellosidades de intestino humano, que 

son reconocidas por las cepas de EPEC. Estas proteínas de membrana (32-33 kDa) 

también se encontraron en células HEp-2. En el presente trabajo se pudo comprobar 

la participación de estas proteínas de vellosidades de intestino durante el proceso de 

adherencia de EPEC a las células HEp-2. Este resultado concuerda con lo reportado 

previamente (Maitjarrez et al.! 997) en los cuales 1 O mg/rnl de las proteínas de 32-

33 kDa produjeron una inhibición a la adherencia del 86.7, 18.5 y 44.3% a las cepas 

localizada, agregativa y difusa, respectivamente. Este mismo grado de inhibición se 

encontró con el antisuero el cual produjo 61.2, 26.4 y 11.4% de inhibición en las 

cepas localizada, a¡,>regativa y difüsa respectivamente. El método utilizado para 

producir anticuerpos contra las proteínas de 32-33 kDa resulto ser efectivo ya que 

se logró que los anticuerpos producidos reconocieran a las proteínas provenientes 
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VIII. CONCLUSIONES 

En este trabajo pudimos detectar que en el proceso de adherencia de EPEC a la 

mucosa intestinal, interactúan un gran número de proteúms tanto de origen 

bacteriano como de origen celular. Entre las proteínas de origen bacteriano que 

consideramos de mayor importancia estan las de 43 y 150 kDa, las cuales 

reconocieron tanto a la mucosa intestinal como a las células HEp-2. Es necesario 

caracterizar y aislar dichas proteínas para seguir investigando su papel en el proceso 

de adherencia. 

Con respecto a las proteínas de origen epitelial, la participación de las proteínas de 

vellosidades de 32-33 kDa fue significante en el proceso de adherencia de EPEC, ya 

que el antisuero específico contra las proteínas de 32-33 kDa inhibió la adherencia a 

células HEp-2 

Otro aspecto interesante que observamos, es que ciertas proteínas de superficie 

bacte1iana aparentemente interactúan adhiriéndose con proteínas bacterianas de 

otras cepas, como en el caso de las bacterias difusas en donde se observó que las 

proteínas liberadas de EPEC favorecieron la adherencia de las bacterias difusas a 

las células HEp-2. 



IX. APPENDICE 

AMORTIGUADOR DE CORRIDA IX PARA ELECTROFORESIS 

Tris 3.0 g 

Glicina 14 .4 g 

SDS 0.5 g 

Volumen final 1000ml 

AZUL DE COOMASSIE 

(Teñidor de geles de poliacrilamida) 

Azul de coomassie 0.1 % 

Metano! JO¾ 

Acido acético 10% 

Volumen final 

!gr 

300ml 

100ml 

1000ml 

AMORTIGUADOR DE TRANSFERENCIA 

ACRILAMIDA-bis Acrilamida (30:0.8) 

Acrilamida 60gr 

Bis-acrilamida J.6gr 

Volumen final 200ml 

CALDOCASOY 

(Medio de cultivo para bacterias) 

Caldo casoy 3 g 

Agua dcsionizada 100ml. 



DESTEÑIDOR 

(Desteñidor de geles de poliacrilamida) 

Acido acético 10% 

Metano! 20% 

MEDIO SINTETICO 

(Cultivo de bacterias) 

NH4H2PO4 1.0 g 

NaCL 2.5g 

MgSO4 0.lg 

K2HPO4 0.5 g 

Glucosa 2.Sg 

pH7.2 

SOLUCION SALINA DE FOSFATO 

(PBS I0X) 

NaCL 85g 

Na2HPO4 10.7g 

N aH2PO4 3. 9g 

Volumen final 1000ml 

SS 



PMSF 

(Inhibidor de proteasas) 

PMSF l 7.4mg/ml 

Volumen final 1 ml de isopropanol 

REVELADOR DE INMUNOBLOT 

Ch\oranaphtho\ 0.2ml 

Trisma base 50mM 

Peróxido de hidrógeno 30% 

SOLUCIONA 

EDTA 5mM 

Hepes-Tris \mM 

Trisma base 1 r:iM 0.24g 

pH 7 5 

Volumen final 200ml 

SOLUCIONB 

EDTA 0.8mM 

NaCL 0.09M 

Hepes-Tris 1 mM 

pi➔ 7.5 

Volumen final 200ml 



SOLUCION AMORTIGUADORA PARA 

ELECTROTRANSFERENCIA 

Tris S0mM 

Glicina 380mM 

SDS 0.1% 

Metano! 20% 

SOLUCION LAEMMLI 4X 

SDS 0.12 g 

Mercaptoetanol O 5 mi 

Azul de bromofenol 

Glicerol 

Tris 1-ICL 

SOLUCION pH 8.8 

Trisma base 36 3gr 

Volumen final 100ml 

SOLUCION pH 6.8 

0.5 g 

1.0ml 

0.063 M 

Trisma base 6 0gr 

volumen final 100ml 
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