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I. RESUMEN

Recientes estudios han indicado que 1a adherencia de las bacterias a las superficies de
la mucesa 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
adaptacién que desarrollan los microorganismos, los cuales les permiten sobrevivir a
los cambios del medio ambiente que los rodea.

Escherichia coli enteropatégena (EPEC) es un importante patégeno causante de
diarrea aguda en nifios menores de 1 afio. EPEC coloniza el intestino delgado del
hospedero, adhiriéndose a las células epiteliales y como consecuencia produce ciertas
lesiones de adherencia y esfacelacién (destruccién 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 proteinas de
superficie bacteriana (adhesinas) responsables de Ia adherencia de EPEC a la
mucosa intestinal. Tampoco se tiene informacién sobre los receptores celulares que
utiliza la bacteria para adherirse. En este trabajo encontramos dos proteinas de
superficic de EPEC que reconocieron enterocitos y moco intestinal de cerdo. El peso
molecular de dichas proteinas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) fue de 43
150 kDa. Otras proteinas de bajo peso molecular también fueron detectadas pero con
menor intensidad 17-19 v 27-29 kDa.

Con respecto a los posibles receptores celulares que utiliza [a bacteria para adherirse
a la mucosa intestinal, dos proteinas de 32-33 kDa de vellosidades de intestino
humano han sido reportadas como estructuras de unién de EPEC.

En e presente estudio se demostrd que un antisuero especifico contra las proteinas de
32-33 kDa inhibi6 la adherencia de EPEC a células HEp-2 en un ensayo de
adherencia. Este resultado sugiere la participacién de las proteinas de 32-33 kDa
durante el proceso de adherencia de EPEC,



II. INTRODUCCION

Las diarreas son uno de los problemas de salud mdas graves que afectan a la
poblacién infantil en los paises en desarrollo. En muchos paises, ocupa el primer
lugar como causa de defuncion en nifios de 1 a 4 afios de edad (OMS,1994). En
1979 Ecuador, Nicaragua y México obtuvieron altas tasas de mortalidad por diarrea
en nifios menores de un afio. Segin estimaciones de la OMS-UNICEF, publicadas
en 1984 en los paises en desarrollo cinco millones de nifios menores de cinco afios
de cdad mueren cada afio , a consecuencia de las enfermedades diarreas. En un
estudio realizado en México en el afio de 1982 se encontrd que el total de
defunciones causadas por diarrea, ¢l 75% correspondid a nifies menores de cinco
afios y el 25% a nifios menores de un afio (Herrera.1990). En el afio de 1996 se
presentaron un total de 2 181 459 casos de enfermedades diarreas, en 1997 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 Republica (Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiologica, 1998).

Escherichia coli es una bacteria gram-negativa, perleneciente a la familia
enterobacteriaceae, algunas de sus cepas son componentes de la flora intestinal
humana y tienen una relacién comensal con ¢l hospedero (Murray.1993). Puesto
que existen cepas patdgenas de E.coff que causan diferentes tipos de enfermedades,
sc elabord un csquema de clasificacion seroldgica en 1940 por Kauffinan, en el que
sc ordena a las cepas de E.coli por divisiones o sistemas de serotipificacion. E.coli
es dividida en serogrupos tomando como base [a tenmo-estabilidad de los antigenos

(Levine M_1984)., liay tres grupos principales de antigenos: [lipopolisacando



somatico O (LPS), antigenos capsulares K, y antigenos proteicos H presentes en los

flagelos bacterianos. El antigeno O de los lipopolisacaridos identifica el SETrogrupo

de la cepa (eJemplo O8), y el serotipo es identificado por el antigeno somatico O y

el antigeno flagelar H (ejemplo O111:H12) (Stanier.er a/.1992, Smith.et al.1994),

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

algunos 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) produceién de proteinas bacterianas (toxinas) que estimulan la secrecion de agua
y electrolitos al interactuar con las células del intestino y

3} invasion y reproduccion dentro de las células epiteliales del intestino {(Cravioto.
1994)

CLASIFICACION DE CEPAS DE E. coli RELACIONADAS CON
LA PRODUCCION DE DIARREA EN HUMANOS.

El conocuniento de los mecanismos de patogenicidad de las cepas de E.coli
asociadas con procesos diarreicos ha permitido clasificar a las cepas en seis grupos:
E coli enterotoxigenica (ETEC), E.coli enteropatégena (EPEC),

£.coli enteroinvasiva (E1EC), E.coli enterohemorragica (EHEC) (Knutton. 1992,
M; Albert.1993), E.coli adherencia difusa (DAEC) y E.coli agregativa
(AGGEC), estas dos ultimas originalmente descritas como E.coli enteroadherente
(Elhott 1995).



E.coli enterotoxigénica (ETEC). Las cepas se adhteren a la mucosa intestinal, no
la vaden; sin embargo pueden producir dos tipos de enterotoxinas, unas
enterotoxinas 1abiles (LT) de aproximadamente 86 500 Da, muy semejante en
estructura v fumcién a la enterotoxina producida por V.cholerae. Esta enterotoxina
esta formada por cinco subunidades B que rodean a la dnica subunidad lipidica A,
que se encuenira en la membrana externa de la bacteria (Rietschel Emest). Después
de secretar la toxina labil (LT) se une mediante cinco subunidades B al gangliésido
GM!' en la membrana del enterocito. Una vez fijada a la membrana celular, la
subunidad A penetra al citoplasma para estimular la produccion de la enzima
adenilciclasa y provocar un incremento intracelular de adenosina monofosfato
ciclico (AMPciclico), dando como consecuencia wun aumento de la secrecion de
agua, cloro y potasio por la céiula de la mucosa intestinal (Salyers 1994).

La toxina termo-estable (ST), estimula la guanilactociclasa, e crementa la
concentracién intracelular de guanilato monofosfato ciclico (GMP) 1o cual produce

la diarrea (Fasano. 1977).

E.coli enteroinvasiva (EIEC). Las cepas de este grupo colonizan a la célula,
penetrando al epitelio intestinal, proliferan dentro de la célula, y pueden invadir a las
celulas adyacentes, la invasion 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 enterohemorragica (EHEC). Las cepas de EHEC han sido reconocidas
recientemente ¢como una causa de enfermedades diarreicas, s¢ ha relacionado con
colitis hemorrdgica y Sindrome Uremico Hemolitico (HUS) Las cepas de EHEC

causan una enfermedad smilar a la disenteria producida por Shigella o a la diarrea

4



producida por ETEC o EPEC. Las cepas de EHEC se adhieren fuertemente a
cultivos de células, v produce una lesion tipica de adherencia y esfacelamiento
celular similar al producido por las cepas de EPEC.

Aunque algunas cepas de EHEC causan disenteria similar a la causada por Shigella
spp., estas cepas de EHEC probablemente no mvaden las células de la mucosa
mtestinal tan facil como las cepas de Shigella. Las cepas de EHEC producen una
toxina la cual es semejante a la toxina Shiga. Esta toxina juega un papel en la

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

E.coli adherencia difusa (DAEC). Las cepas DAEC han sido asociadas con la
producciéon de diarrea aguda y crénica. La adhesion de Jas cepas DAEC es
heterogénea, las bacterias se adhieren sobre la superficie celular cubriendo
totabmente a la célula. Un niimero de toxinas le han sido descritas, pero ninguna esta
claramente asociada con el efecto producido sobre la adherencia difusa, una de ellas
es la produccién de la alfa-hemolisina que esta asociada con fa produccion de
diarrea. Otra toxina desintegra el citoesqueleto de las células, aunque estas han sido

observadas con poca frecuencia (Elliott. 1994).

E.coli agregativa (AGGECQ). Estas cepas han sido asociados con gastroenteritis
cronica infantil. Presentan un patrén 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

histopatologicas del intestino y destruceidn de las vellosidades de los



enterocitos tanto en los conejos como en las ratas (Bhan. 1989). Las bacterias
forman agregados tanto en la superficie celular como en la superficie del vidrio de la
preparacion. La adherencia de cepas agregativas a la mucosa del colon produce
alteraciones en la estructura de las criptas y vellosidades a las cuales les fue

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

E.coli enteropatégena (EPEC), fue el primer grupo que se identifico como
productor de cuadros clinicos diarreicos infantiles, tomandose en cuenta bases
epidemiologicas y algunos hallazgos clinicos como el comunicado por Varela,
Aguirre y Carmllo en 1946 , en el Hospital Infantil y que posteriormente fue
clasificado en el Esquema de Kauffmann, Knipchild, y Vahlne como serotipo
O111:B4 (K58)%. El término de E.coli enteropatogena (EPEC), fue acufiado por
Neter y Shumway en 1955 (Cravioto.,and Fslava.1994). La habilidad de E.cefi
enteropatogena (EPEC) para productr diarrea en humanos esta asociada a la
formacién de lesiones histopatoldgicas en los enterocitos del intestino, dafio 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 forma de microcolonias a células epiteliales
mantenidas en cultivo. La capacidad de adherirse en forma de microcolonias fue
denominada como adherencia localizada por Scaletsky et al. La capacidad de
adherirse en forma localizada, la compartian todas las cepas de EPEC,
independiente de su serotipo. El modelo propuesto por Knutton et al, para explicar
la naturalcza molecular de la adherencia localizada consta de las siguientes fases: La
primera fase comprende el acercamiento y agrupacién de las bacterias sobre las
cclulas epiteliales, cste tipo de asociacion de la bacteria con las célula hospedera es

denominado adherencia no intima y es dependiente en parte de la presencia de un
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plasmido de 55-70 mDa que codifica la formacién de haces de fimbras o pilis
adhesivos y que se han denominado como haces formadores de pilis (BFP). Los
BFP tienen una secuencia terminal de aminoacidos muy similar a la de las fimbrias
producidas por Vibrio cholerae y Neisseria gonorrhoea, indicando que se trata de
proteinas 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 inferactuar con las células epiteliales
(Cravioto.,and Eslava.1994). Una segunda fase comprende un intimo 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 cromosomal bacteriano
cacA, yes

una proteina de 94kDa. La intimina aparentemente participa en la estimulacién
para la reorganizacion del citoesqueleto de la célula huésped.

Otros factores bacterianos estimulan la transduccion de seiales epiteliales
produciendose una consecuente degeneracion localizada de las microvellosidades
de las células intestinales, asi como alteraciones del citoesqueleto. A este dafio
celular se le ha llamado adherencia y esfacelamiento (AE). Las lesiones de AE
producidas estin 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 fendmeno
esfacelamiento, el cual involucra un intimo contacto, degeneracion localizada de
los bordes de las microvellosidades, la reorganizacién de las estructuras del
citoesqueleto y la formacién de una cstructura en forma de pedestal debajo de
donde se encuentra adherida ta bacteria.

A pesar del progreso que sc ha hecho para entender ¢l proceso de adherencia de las

i



cepas de EPEC, se conoce poco de los eventos que inducen el incremento de la
secrecion a nivel celular, Ios cuales producen diarrea en individuos infectados. Los
mecanismos por los cuales E.coli enteropatogena (EPEC), causa diarrea no han
sido determinados completamente; sin embargo la abilidad de adherirse a Ia
mucosa intestinal y destruir las microvellosidades es un factor muy importante a

determinar (Elliott, and Nataro1995).

ADHERENCIA BACTERIANA

Recientes estudios han indicado que la adherencia bacteriana a la mucosa
intestinal, es el evento micial en la patogénesis de la mayoriz 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, multiples ligandos localizados en la superficie de los patégenos
sirven para incrementar la fuerza y especificidad de la adherencia. El proceso de
adhesion de una bacteria requiere una estrategia, y la mas comin para la mayoria
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 asi nombradas por Jones Duguid ef al, se refieren a el
término ligando, usualmente son pequeiias moléculas adherentes localizadas
principalmente en las fimbrias de las bacterias, y compuestas de largas estructuras
poliméricas. Los pilis cstabilizan el contacto entre la superficie bacteriana y la

superficie de la célula hospedera (Nathan.1989).



TIPOS DE ADHERENCIA

Las cepas de E.coli cansantes de diarrea se adhieren a células en cultivo (HEp-2 o
Hela) formando diferentes patrones. Se consideran tres patrones de adhesion 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 caracteniza 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 camulos, a través de los cuales se adhieren tanto a las células en cultivo

como al vidrio de la preparacion (Kautton .1987) (Figura 3).
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Fig 1. Microfotogratia en campo clare en un aumento de 100x, Monocapa de eélulas
Hep-2. inocaladas con Eocolf enteropatogena (EPEC Y copa F2348/69 Presentan
adherenciar locatizada caracterizada por bacterias que forman microcolonias. ademas
de adhierirse unicamente a ciermns regiones de I sunerficie celular,
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Fio 2. Microfotosrafia en campo cluro en un aumento 100 Monocapa de células

ilep 2 inoculadas con 7 coli con adherencia difusa. cepa 35784, S¢ observa adherencia
difusa caracterizada por la presencia de bacterias adheridas individuatmente a toda la

superficie celutar,
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Iig 3. Microfotografia en campo claro en un aumento de 190+, Monocapa de celuias
Hep- 2, inoculada con £ colf con adhercncia agregativa (JPN10).Obsernvandose
adherencia agregativa. Las bacterias se apilan en forma de ladrilios tormando
cuntalos, 2 truy és de tos cuales se adhieren tanto a las células cu caltivo como al yvodrio

deda preparacion



FACTORES DE VIRULENCIA DE EPEC

La mayoria de las cepas de EPEC no producen toxinas, sin embargo producen
diarrea. Se desconoce el mecanismo por ¢l cual estas cepas producen la
enfermedad. Posiblemente la diarea es resultado del daito causado a las
vellosidades intestinales (esfacelacion), 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 adhesion bacteriana, las
lesiones de adherencia v 1a esfacelacion (A/E), producidas por estas cepas pueden
ser la causa de la produccién de diarrea (Nathan.1989). Las lesiones de A/E (o
pedestal) estan asociadas con el ensamble y organizacién de las estructuras del
cotoesqueleto en las células epiteiles inmediatamente después de que la bacteria se
adhiere (Kutton ef a/.,1989),

El primer estado de asociacion de la bacteria con la célula hospedera es por medio
de una union no intima, Ia cual es llevada acabo por un complejo proteico
denominado formadores de Asas o Fimbrias (BFP). segin el modelo mas aceptado
(Knutton et al.,1988). En un segundo estado las moléculas involucradas en el
contacto de la bacteria con la célula, o porcion de una parte de la célula, Hevan
acabo un mecanismo de transduccidn de sefiales (Rosenshine.1992).

La importancia de los Bfp en la vinulencia de las cepas de EPEC no ha sido
establecida, pero los Bfp aparentemenie 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 interaccion bacteria-bacteria antes de la adhercncia entre Ia bacteria y

la célula hospedera. Alpunas 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 transmision de mensajes entre el exterior y el interior de la célula, no implica
necesariamente ¢l intercambio de moléculas o iones. Existen otros mecanismos de
transduccién de informacidn que exige la participacion de proteinas de membrana
(Popot.1986). Este segundo evento esta sociado con la activacion 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 mas con la célula teniendo un intimo
contacto, se produce un extensivo rearregio 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 1a 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 mmvolucrados en
estos procesos ha sido designado como eae (Ruoslahti.1991).

La unién intima de las cepas de EPEC a las células hospederas es regulada por otra
proteina de membrana de 94 kDa llamada intimina. El gen de la intimina ha sido
designado eaeA (Narhan 1989).

14



EFECTOS PRODUCIDOS POR LA ADHERENCIA DE EPEC A
CELULAS EPTTELIALES

Al estabilizarse €] contacto entre la c¢élula hospedera y los pilis o fimbrias de la
superficie bacteriana. EPEC produce sefiales en las células epiteltales infectadas,
produciendo la generacion del inositol trifosfato, flujo del calcio intracelular y la
fosforilacion de proteinas en los amonoacidos tirosina (Figura 4).

La elevacion de calcio es dependiente del inositol trifosfato y trae como
consecuencia el rearreglo del citoesqueleto, facilitando la destruccion de las
microvellosidades, esto probablemente afecta la permebilidad epitelial y
contribuye a la produccion 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 tnositol trifosfato interactua con sus
receptores que se¢ encuentran en almacenes de calcio, como el reticulo
endoplasmico, permitiendo Ia salida del calcio intracelular, este mismo calcio junto
con el diacil-glicerol, activan a la proteina quinasa C (PKC), esta posteriormente
fosforila a las proteinas en serina/treonina. El incremento de calcio intracelular
podria contribuir junto con los efectos de fosforilacion en la destruccion de las
microvellosidades.

La fosforilacion de la tirosina en la proteina de 90 kDa (Hp90), facilita la
adherencia intima, junto con otra proteina 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 induccién del rearreglo del citoesqueleto es el gen eae.
Este gen codifica la intimina una proteina de 94 kDa. Funcionalmente la intimina

¢s csencial para la intima adherencia de la bacteria a las células cpitcliales y para la
15



invasion de las mismas en algunos casos. También se ha demostrado que los genes
cfm de EPEC son necesarios para la induccion de la fosforilacion de la tirosina
(Hp90} (Rouslahti.1991).

Por otra parte EPEC también fosforila una proteina de 20 kDa identificada como la
cadena ligera de miosina. Los resultados proponen la extensa fosforilacion 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 destruccion
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.1992). Se conocen adhesinas de composicion proteica, lipopolisacérida, lipidica y

algunas en forma compleja como glucoproteinas o glucolipidos (Ryley.1987).

Adhesinas de naturaleza proteica. En este grupo se reconocen las fumbrias o pilis,

proteinas de membrana externa y quiza antigenos flagelares (Beachey.1981).

Adhesinas de naturaleza polisacarida. Las capsulas de algunos organismos gram
positivos ¥y gram negativos funcionan como adhesinas en la colonizacidn de las

mucosas del huésped.

Adhesinas de naturaleza lipidica como el acido lipoteicoico, en Splococcus
pyogenes, que forma puentes en la proteina M para conferir hidrofobicidad en la

supcrficie y poder interaccionar con sitios de unon en Ja fibronectina en tejidos

farmgeos (Ryley. 1987).
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LAS LECTINAS EN EL PAPEL DE RECONOCIMIENTO DE LAS
CELULAS.

Las adhesinas son usualmente lectinas, capaces de reconocer residues de azlicar y
actuar como mensajeros para glicoproteinas o ghicolipidos ( 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 estdn comdnmente en forma de apéndices parecidos a cabellos
submicroscopicos conocidos como firabrias (pili) que salen de la superficie celular.
Las fimbrias son usualmente de 5 a 7 nm de didmetro y de 100 a 200 nm de
longitud. Los receptores de los pilis en Ja célula hospedera son comunmente
carbohidratos, residuos de glicoproteinas o glicolipidos. Varias especies de la
familia enterobacteriacea expresan fimbrias tipo 1 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
nteraccion célula-célula por la combinacion de carbohidratos complementarios en
aposicion a las células.

Todas las células llevan carbohidratos en la superficie en la fonma de glicoproteinas,
glicolipidos y lipopolisacéridos. Los carbohidratos tienen un enorme potencial para
codificar informacion biolégica. En los carbohidratos la informacién es codificada
en la posicion y configuracion anomérica (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 aminoacido o un simple nucleotido se

pucde unir con un dipeptido o un dinucleetido respectivamente. Cuatro diferentes
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monosacaridos se pueden unir con 35 560 distintos disacaridos, puesto que cuatro
diferentes aminoacidos o nucleotidos pueden unirse con 24 estructuras tetramericas.
Una unidn-fuerte ocurre por adherencia covalente del sulfato, fosfato y grupo acetil
o el azicar. La primera hipotesis sugiere que la especificidad de muchos polimeros
es en términos de residuos de aziicar y no de aminoacidos o nucleotidos. En muchos
casos los carbohidratos modifican las actividades de las proteinas a las cuales estas
se adhieren. Ciertas lectinas de membrana tienden a presentar o participar en la
interaccidon con las glicoproteinas. Las lectinas distinguen [os diferentes
monosacaridos, algunos se unen especificamente a oligosacaridos, detectando
sutiles diferencias en complejos carbohidratos. Muchas lectinas se combinan con
carbohidratos de componentes insolubles de la matriz extracelular que promueve la
adhesion al substrato de la célula. Ademas muchas lectinas solubles actian como

puente de unién a carbohidratos en oposicién a las células (Roth.1995).
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III. OBJETIVO

Identificar las proteinas (adhesinas) de EPEC que le permiten adherirse a la mucosa
intestinal. Por otro lado, determinar si las proteinas de (32-33 kDa) de
mirovellosidades de cerdo actian como estructuras de unidn (receptores) de EPEC

durante el proceso de adberencia.
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IV.HIPOTESIS

A) Proteinas de superficie bacteriana, desprendidas de la bacteria por efecto
mecanico, reconoceran sus receptores en células epiteliales. De esta manera

podremos detectar las proteinas que EPEC utiliza para adherirse al epitelio

intestinal,

B) Dos proteinas de microvellosidades de cerdo con peso molecular de 32-33
kDa, fueron reconocidas por EPEC en un ensayo_in vitro, la inhibicién de la
adherencia bacteriana mediante antisuero especifico contra estas proteinas,

determinari la relevancia de estas proteinas en el proceso de adherencia de
EPEC.



DISENO EXPERIMENTAL

A. Deteccion de proteinas de superficie bacteriana involu-

cradas en el proceso de adherencia.

Marcaje radiactivo y crecimiento
de cepas E2348/69 en medio sinte-
tico. |

Liberacion de proteinas de super-
ficie bacteriana por sonicacién.

Obtencion de proteinas de super- ., . .
. ) p ) p ., Obtencion de microvellosidades de
ficie bacteriana por centrifugacion . . p
intestino y células HEp-2.

y filtracién a traves de membrana
de 22 uM. \._/

Incubacion de microvellosidades ¢ cél. HEp-2 con prot. de sup. bacteriana

Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE

Autoradiografia
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B. RELEVANCIA DE LAS PROTEINAS DE INTESTINO

(32-33 kDa)
e e o e S R T
Obtencion de proteinas totales Obtencion de proteinas de intestino
de microvellosidades de cerdo humano y células HEp-2.

| |
Electroforesis en geles de po- Electroforesis en geles de poliacri-
liacrilamida SDS-PAGE. lamida SDS-PEGE.

Obtencion de bandas corres
pondientes a las proteinas
32-33 kDa.

Inmunizacién en conejos y Electrotransferencia de las protei-

obtencién de antisuero nas 2 membrana de nitrocelulosa
(32-33 kDa) \

Utilizacion 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 JPN10 de Escherichia coli que se
utilizaron en el presente estudio, fueron obtenidas de nifios con diarrea, menores de
cinco afios. Las cepas fueron proporcionadas por ¢l Bidlogo Armando Navarro y el
Dr. Alejandro Cravioto y serotipificadas en el Laboratorio de Salud Piblica de la
Facultad de Medicina UN.AM.

CRECIMIENTO DE CEPAS

Las cepas bacterianas fueron crecidas en medio caldo CASQOY liquido por 8 horas
a 37°C, posteriormente se tomaron dos gotas de la suspension bacteriana y fueron

sembradas en medio sintético con manosa al 1% .

ENSAYO DE ADHERENCIA A CELULAS HEp-2

Las cepas E2348/69,55784 y JPNI10, fueron crecidas durante un periodo de 18
horas a 37°C, en 1 m! de caldo triptona al 1%, conteniendo 1% de D-manosa. La
turbidez que se obtuvo después de esta incubacion fue comparable al estiandar de
McFarland a 6 x 10® Unidades Formadoras de Colonia/ml (UFC/ml). Se empleo la

técnica descnla por Cravioto ef al.La prueba se desarrollo colocando una lenteja de



vidrio de 1 cm de didmefro en cada uno de los 24 pozos de una placa de
polipropileno, a las cuales se les agregd una suspension de células HEp-2 a una
concentracién de 2.5x10° /ml, se incubaron a 37°C con 5% de CO, durante 24
horas para formar una monocapa con 80% de confluencia.

Después de este tiempo se elimind el medio de cultivo de los pozos v se lavd con
amortiguador de fosfatos pH 7.2. Postericrmente se agregé 1x 10° bacterias en 1 ml
de medio de cultivo celular (Medio Esencial Minime de Eage). Se incluyo un
control positivo v ui pozo con cepa negativa a la adherencia. La placa fue incubada
por tres horas a 37°C en atmésfera de 5% de CO,, después de este periodo de
incubacidén se descarté el medio, y se lavé cada pozo tres veces con 1 ml de
amortignador de fosfatos, con la finalidad de eliminar a las bacterias no adheridas a
las células. Las células se fijaron con 0.5 ml de metanol, dcido acético 3:1 durante
10 minutos, se dejaron secar las preparaciones y posterionmente se tifieron con
colorante Giemsa durante 20 minutos. Finalmente se lavaron tres veces con 1 ml de
agua desionizada, para eliminar el exceso de colorante, La lenteja con células se
deshidraté pasandola por acetona, acetona-xileno y xileno, la preparacién se colocé
en un porta objetos fijandola con bdlsamo de Canadi para observaria

postertonmente en microscopio de luz.



ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Las proteinas de membrana celular fueron separadas esencialmente por el método
descrito por Laemmli (1970), denominado electroforesis de Poliacrilamida en
Dodecil Sulfato Sédico (SDS-PAGE). Las membranas celulares fueron hervidas por
5 minutos en solucién de Laemmli (ver apéndice), para solubilizar las proteinas y
liberarlas de la bicapa lipidica, reducir los puentes de cisteina y abrir o desdoblar las
proteinas para la separacion electroforetica optima. Las soluciones que se utilizaron

para realizar la SDS-PAGE son las siguientes:

GEL SEPARADOR

Acrilamida-bis Acrilamida (30:0.8) 11.0ml

Tris-HCL pH 8.8 375 ml
SDS al 10% 0.3 ml
Persulfato de amonio al 10% 1.5mi
Agua desionizada 13.45ml
TEMED 0.015m}
GEL CONCENTRADOR

e Acnlamida-bis Acrilamida (30:0.8) 1.250 ml
Trs-HCl pH 6.8 2.50 ml
SDS al 10% 0.1 ml

Persulfato de amonio al 10% 0.5 ml

1



Agua desionizada 575 mi
TEMED 0.0075 ml

Los marcadores de pesos moleculares utilizados son: fosforilasa b {94,000
daltones), albimina (67,000 daltones), ovoalbumina (43,000), anidrasa carboniva
(30,000), inhibidor de tripsina ( 20,100 daltones), o-lacto albimina ( 14,400
daltones).

La electroforesis se realizd a un amperaje constante de 40 mA para el gel
concentrador y 60 mA parz el gel separador.

Después de la separaciéon SDS-PAGE a un porcentaje de 11-12.5% de
poliacrilamida los geles fueron va sea tefiidos con azul de Coomassie (ver

apéndice) o electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa.

TINCION CON AZUL DE COOMASSIE

El gel fue tefiido inmediatamente después de la electroforesis en una solucién
conteniendo 40% (v/v) metanol, 10% &cido acético y 0.2% (p/v) de azul de
coomassie R-250 durante 2 horas. Esta solucién debe ser filtrada antes de usarse.

Los geles son destefiidos durante varias horas en una solucion conteniendo 20% de
metanol y 10% de acido acético (v/v).
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OBTENCION DE MEMBRANAS A PARTIR DE CELULAS HEp-2

Las células HEp-2, fueron obtenidas de cultivos celulares. El medio de cultivo se
desechd y la monocapa celular se lavé tres veces con PBS frio y se desprendié
raspandola con un gendarme de plastico, las células fueron colectadas por
centrifugacién a 500g a 4°C por 5 minutos, lavadas dos veces con PBS frio. El
boton obtenido se resuspendio en solucion de lisis , dgjandolo en reposo a 4°C
durante 20 minutos para permitir que aumente €l volumen intracelular. Las células
fueron lisadas al ser pasadas a través de una aguja de 27 x 13 mm. Las células
enteras y nucleos fueron removidos por centrifugacion a 500g durante 10 minutos a
4°C. El sobrenadante fue centrifugado a 40 000g por una hora a 4°C. El boton
resultante que contiene las membranas fue resuspendido en PBS y guardado en

alicuotas a -20°C o hervidas por 5 minutos en solucién de Laemmli.

PREPARACION DE VELLOSIDADES

Las muestras de intestino delgado de nifio fueron obtenidas de autopsias y
proporcionadas por el Departamento de Patologia del Instituto Nacional de
Pediatria; también fueron utilizadas muestras de intestino delgado de cerdo.

Las vellosidades fueron preparadas por el método de Saxon er al. 1994. El
siguiente procedimiento fue Ilevado acabo a 4°C. Una porcién de intestino delgado
fresco (10 cm aproximadamente), fue lavado suavemente con PBS conteniendo
ImM de DTT para remover su contenido. Posteriormente el tubo intestinal fue
abterto a todo lo largo para exponer la mucosa, el epitelio fue raspado con una
espatula y colectado en PBS conteniendo 25 mg/ml leupeptin, 25 mg/ml aprotinin,
ImM PMSF y ImM EDTA.



EDTA. EL epitelio celular fue resuspendido en 20 ml de solucion A , conteniendo
imM PMSF y 1mM DTT, fue homogeneizado suavemente pasandolo a través de
una agwa (17x13mm) con jeringa (20 veces). Después ¢l homogeneizado se
centrifugo a 500g durante 15 minutos, el boton obtenido se resuspendid en 20 ml de
solucion Ay  nuevamente fue centrifugado a 800g durante 15 minutos.
Posteriormente las vellosidades obtenidas fueron resuspendidas en un pequefio
volumen de solucién B, conteniendo 1mM PMSF, ImM DTT v fue filtrado a través
de una malla de nylon de 30 mm de abertura para remover los agregados . Las
vellosidades fueron recuperadas por centrifugacion a 800g durante 10 minutos. El
botén se lavd una vez mas con solucidn B fresca y se resuspendié en 10ml de PBS
guardandose en alicuotas a -20°C o hirviéndose por 5 minutos en solucién de
Laemmli.La pureza de la preparacion y la presencia de vellosidades intactas fue

confirmada mediante microscopio de luz.

PREPARACION DEL ANTIGENO

El antigeno se prepard segin Cooper and Paterson 1991. Se utihizé la fraccion
celular que contenia las vellosidades de cerdo (método descrito anteriormente) para
preparar el antigeno. Las proteinas fueron separadas por electroforesis en gel de
poliacrifamida (SDS-PAGE) segun el método de Laemmli. El gel sc tifio con azul de
Coomassie al 0.05 % en agua para localizar 1a region en donde se encuentran las
bandas de proteinas (32-33 kDa) que fueron utilizadas como antigenos. Después de
destefir el gel con agua se cortaron las bandas del gel con un bisturi y se mezclaron
con 0.5ml de PBBS y 0.2ml de adyuvante completo de Freaud. Posteriomente se

homogenezé la mezela pasandola a través de un conector de plistico con orificios
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de tamaiio ajustable. Una vez que la mezcla (acrilamida, proteinas, adyuvante y
PBS), estd completamente homogénea y blanca, se venfico que la emulsién fuera
estable, liberando unas gotas sobre la superficie de agua. Una emulsién bien
preparada debe mantenerse junta cuando se gotea sobre ¢l agua. Es importante
expulsar las burbujas de aire hasta donde sea posible, utilizar jeringas de vidrio, asi
como ftratar de mantener la temperatura lo mas cercano a 4°C. Para preparar el
antigeno de reforzamiento inmunoldgico, se siguid el mismo procedimiento; pero se

uso adyuvante incompleto de Freund para preparar a emulsion.

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 inmunizaron, uno con las
proteinas respectivas de 32 kDa y el otro con las proteinas de 33 kDa en una
emulsion de PBS y Adyuvante de Freund compieto. Para la mmunizacion de los
congjos sc siguid el protocolo descrito por Cooper y Paterson. 1991. Los conejos
fueron sangrados antes de ser inmunizados para obtener ¢l suero preinmune a partir
de la muestra de sangre. Los counejos fueron inyectados subcutancamente en
diferentes sitios de su parte dorsal. La primera inmunizacion se repitio después de
una semana. Se aplicaron cuatro inmunizaciones de refuerzo con la misma
concentracion cada dos semanas después de Ja inmunizacion primaria. A los conejos
s¢ les tomaron muestras de sangre 14 dias después de las dos primeras
inmunizaciones para verificar la produccion de anticuerpos contra cl antigeno
aplicado. El antigeno de refuerzo fue preparado con adyuvanie mcompleto de

Freund. Finalmente los conejos {ucron sangrados a blanco y se proceso el suero.
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PREPARACION DEL SUERO

La sangre obtenida de los conejos fue incubada a 37°C durante 15 minutos para
separar el suero del paquete celular, posteriormente a 4°C por 3 horas para permutir
la contraccion del codgulo. El codgulo formado fue despegado de las paredes del
tubo, con un aplicador de madera. El suero fue removido del codgulo por

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

ELECTROTRANSFERENCIA SEMI- SECA

La electrotransferencia de proteinas de las células HEp-2 v 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
proteinas separadas en los geles de poliacrilamida, a membranas de nitrocelulosa,

mediante una solucién electrodo y una cdmara de electrotransferencia(Pharmacia
LKB, Multiphor).

De la siguiente manera:

1) Cortar seis hojas de papel absorbente (Whatman 3 MM o equivalente) y una hoja
de nitrocelulosa del mismo tamafio 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. Posteriormente  sumergir el papel absorbente y la membrana de
nitrocelulosa en solucion de electro transferencia.

3) En la partc inferior del aparato (dnodo) ensamblar el gel, nitrocclulosa y papel

filtro en el siguiente orden.



tres hojas de papel filtro absorbente empapados con solucion de transferencia.
4) Evitar la formacion de burbujas de amre y removerlas cutdadosamente si estas se
han formado. Poner cuidadosamente el electrodo superior (el cétodo) sobre el
sandwich de papel, membrana y gel recién formados.
5) El gel de poliacrilamida se tifie con azul de coomassie para verificar la
transferencia.
6) La membrana de nitrocelulosa se tifie con Ponceau S para verificar la eficiencia
de la transferencia de las proteinas. La transferencia se realizo a miliamperage
constante (mA) de acuerdo con la siguiente regla 1.0 mA/cm, unidades de
transferencia por 1.30 horas aproximadamente.
La transferencia se realizd a corriente constante de 120 (mA) durante 1 hora 30
minutos.
Esta electrotransferencia fue usada posteriormente para inmunodeteccion de
proteinas, reconocimiento de proteinas de mucosa intestinal y células HEp-2 por

proteinas de superficie bacteriana.



TINCION DE LA MEMBRANA DE NITROCELULOSA CON
PONCEAU S

Este método es utilizado para teftir las proteinas que han sido transferidas del gel de
poliacrilamida a la membrana de nitrocelulosa y asi poder ubicar la localizacion de las

proteinas y sus pesos moleculares.

1) Lavar la membrana de nitrocelulosa con PBS después de a transferencia,

2) Agregar Ponceau S diluido recientemente e incubarla por 5-10 minutos a
temperatura ambiente con agitacion.

3) Transferir la membrana de nitrocelulosa a un recipiente con PRS y enjuagarlo por
1-2 mimutos con tres cambios de PBS.

4) Una vez marcada la posicién de las proteinas transferidas a la membrana, se

destifie totalmente enjuagandola con PBS o agua.

INMUNO DETECCION DE PROTEINAS

La deteccién del antigeno producido en conejos se llevo acabo mediante la unién de
estos anticuerpos a las proteinas de 32 y 33 kDa, provenientes de las células Hep-2
y de vellosidades, previamente transferidas a ia nitrocelulosa.

Una vez que las proteinas fueron electrotransferidas a la membrana de nitrocelulosa,
se procedid a bloquear los sitios no especificos de wnién de la proteina restante, en
la membrana de nitrocelulosa, incubando esta con 5% de leche semidescremada
(Svelty,Nestle) en PBS durante 2 horas a 4°C. Posteriormente se agrego el sucro

que contiene los primeros anticuerpos producidos en concjos contra las proteinas de



32 v 33 kDa a una dilucion de 1:50 y se incubé durante 2 horas a temperatura
ambiente. L.a membrana fue lavada tres veces con una solucion de PBS con 0.2% de
Tween 20, e inmediatamente después se incubo durante una hora con ¢l segundo
anticuerpo inmnunoglobulina anticonejo tipo IgG producida en cabra, y acoplado

con peroxidasa { Kirkegaard y Perry Laboratorios Inc). El anticuerpo se utilizo a

una dilucion 1:300.
La membrana fue lavada tres veces con PBS con 0.2% de Tween 20. El antigeno 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 liquido durante la noche (16
horas), fueron lavadas tres veces con PBS. El boton bacteriano final se resuspendio
en 0.5-1ml de medio sintético (dependiendo del tamaiio del boton), y se sdnico tres
veces a 25 wats por intervalos de 30 segundos a 4°C. Se venificod que el tratammento
de sonicacion no rompiera la bacteria. Esto se realizo medianie tincion de la bacteria
y observacién de estas al microscopio optico después de haber sido sonicado por
diversos periodos de tiempo, hasta encontrar ¢l tiempo de sonicacion idéneo. La
suspension sonicada fue centrifugada a 10,000g por 15 minutos. El sobrenadante

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

de una membrana de 0 22uM.



DETERMINACION DE PROTEINAS

Se realizd 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 proteina 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 albumina sérica bovina diluidas en PBI, como control. En ofros pozos

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

muestra de proteinas a determinar.

2) En una segunda placa se colocan 20l de cada dilucién con 150ul de Reactivo
de Bradford, en agitacién durante 5 minutos.

La concentracion de proteinas se determino utilizando albimina sérica como patrén

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

Readera Dynatech MR 580), a 575nm.



VLRESULTADOS

L DETECCION DE PROTEINAS DE EPEC INVOLUCRADAS EN LA
ADHERENCIA A LA MUCOSA INTESTINAL

Inhibicion de la Adherencia a las células HEp-2 por Proteinas de Superficie

Bacteriana.

Con el objetivo de identificar los apéndices de EPEC responsables de la adherencia
a la mucosa intestinal, se obtuvieron proteinas de superficie bacteriana por efecto
mecanico. Esto es, se desprendieron apéndices y proteinas de la superficie
bacteriana de EPEC (cepa E2348/69) mediante sonicacion. Después de haber
sonicado la suspensién bacteriana por diferentes intervalos de tiempo, se eligi6 el
intervalo més apropiado, que liber¢ la mayor cantidad de proteinas de superficie con
un dafio minimo a Ja membrana externa bacteriana. Esto se verificé mediante
observacion en el microscopio optico v la electroforesis de las proteinas liberadas,
Para conocer si estas proteinas de superficie bacteriana contienen proteinas o
adhesinas que participen en la adherencia, se realizaron ensayos de inhibicion a la
adherencia bacteriana con dichas proteinas en células HEp-2.

El ensaye consistio en preincubar Jas células HEp-2 con las proteinas de superficie
bacteriana, remover las proteinas no adheridas y posteriormente agregar las
bacterias a las células ¢ incubarlas por dos horas, finalmente lavar la monocapa

celular para remover las bacterias no adheridas.
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Como resultado obtuvimos que en general la inhibicion fue dependiente de la
concentracion de proteinas utilizadas en el ensayo, esto es que al aumentar la
concentracién de proteinas aumentd el porcentaje de inhibicién de la adherencia
bacteriana.

La cepa E2348/69 con adherencia localizada presentd el mayor porcentaje de
inhibicién (67.6%) cuando se preincubo 1.0 mg/ml de proteina con las células HEp-
2. Seguida de la cepa agregativa JPN10 con 29.7% de inhibicién (Tabla 1). En
contraste, la cepa difusa 55784 no sufri6 ningin efecto de inhibicidn a la adherencia
smo por el contrario aumentd el mimero de bacterias adheridas a las células HEp-2.

El porcentaje en la adherencia fue de hasta 110%.

Proteinas de Superficie de EPEC Reconocen la Mucosa Intestinal Humana y
Células HEp-2

Al incubar las proteinas de superficie bacteriana con la mucosa intestinal,
encontramos que principalmente dos proteinas son las que reconocieron los
enterocitos 'y moce intestinal. EI peso molecular de dichas proteinas en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) fue de 43 y 150 KDa. Otras proteinas de bajo peso
molecular también fueron detectadas pero con menor intensidad, 17-19 y 27-29
kDa. Resultados muy similares se encontraron con las lineas celulares HEp-2 y
Caco-2. Estas proteinas fueron detectadas mediante un analisis de clectroforesis en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y autoradiografia del mismo gel ya que las

proteinas bacterianas estaban marcadas radiactivamente (Fig. 5).



TABLA 1. 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
¢.10mg/ml 0.50mg/mi 1.0mg/ml

E2348/69 LOCALIZADA 11.4(x7) 44.0(£7) 67.6(x5)

557184 DIFUSA, ND 5.0(8) 0.3

JPN10 AGREGATIVA ND 29.7(16) 110

ND: no determinado
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Fig 5.- Autoradiografia que muestra proteinas de superficie bacteriana de EPEC
(E2348/69) que reconocieron, enterocitos, moco intestinal ¥ células HEp-2

1} Proteinas totales de superfiecie bacteriana (antes de incubar)
2) Entericitos

3) Células Hep-2
4) Moco intestinal
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Il. RELEVANCIA DE LAS PROTEINAS DE INTESTINO (32-33
kDa)} COMO ESTRUCTURAS DE UNION DE EPEC

Produccién de Antisuero

En previas investigaciones realizadas (Manjarrez et al,1997) se detectaron dos
proteinas de vellosidades de intestino humano a las cuales se adhieren cepas de
Escherichia coli enteropatégena (EPEC). El peso molecular de estas proteinas es
de 32-33 kDa en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). En el presente trabajo se
determiné la relevancia de dichas proteinas (32-33 kDa) como estructuras de union
de EPEC mediante ensayos de inhibicidn a la adherencia bacteriana. Por lo tanto se
produjo antisuero dirigido contra las proteinas de 32-33 kDa aisladas de
vellosidades de cerdo.

El antisuero especifico se obtuvo mediante la mmunizacién de conejos con las
proteinas de 32-33 kDa extraidas del gel de poliacrilamida. Para verificar la
produccién de anticuerpos contra dichas proteinas, se obtuvo ¢l suero de los conejos
y se incubd con las proteinas obtenidas de las vellosidades intestinales en el ensayo
de mmunotransferencia.

De esta manera se pudo verificar que los conejos produjeron anticuerpos contra las
proteinas de 32-33 kDa (Fig.6). El antisuero también reaccioné con las proteinas de

32-33 kDa obtenidas de células HEp-2 y vellosidades humanas.
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Fig.6. Inmunceletrotransferencia que mucstra ¢l reconocimiento de las proteinas de
32-33 kDa provenientes de células HEp-2 y de vellosidades humanas por antisuero
especifico contra estas proteinas. Carril 1, antisuero preinmune. Carrif 2, células
HEp-2. Carril 3, microvellosidadcs humanas. Carril 4, tincion con azul de Coomassic
de las proteinas totales de membrana de vellosidades despues de ser separadas por
electroforesis (SDS-PAGE).
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Inhibicion de la Adherencia Bacteriana con Antisuero

Una vez observado el reconocimiento de las proteinas por el antisuero, se procedid
a determinar si dicho antisuero era capaz de inhibir la adherencia bacteriana a las
proteinas de 32-33 kDa en el ensayo de electrotransferencia.

Las proteinas de membrana de vellosidades intestinales v 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 radiactivamente (ver métodos). La figura 7 muestra el
reconocimtento y adherencia de las bacterias a las proteinas de 32-33 kDa
provenientes de vellosidades de intestino y células HEp-2. La dilucion 1:100 del
antisuero especifico bloqueo la adherencia de las bactenas a las proteinas de 32-33
kDa. Este efecto fue observado con las cepas que tienen un patrén de adherencia
localizada, difusa y agregativa (Fig.8) Posterionmente se evalud 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 £.coli que mostraron patrones de adherencia localizada, difusa y
agregativa en células HEp-2. Se encontrd que la dilucion 1:50 del antisuero bloqued
la adherencia de las bacterias, a las c¢élulas mantenidas en cultivo. El grade de
inhibicidn varid segin el patrén de adherencia de cada cepa bacteriana. La cepa
localizada E2348/69 fue la que sufrid un mayor porcentaje de inhibicién 61.2 +
4.2%, seguida por la cepa agregativa JPNI0 con 26.4 + 6.1% y difusa 55784 con
11.4 £ 3.2% (Tabla 2). En general, la inhibicion fue dependiente de la concentracion
del antisuero, ya que al aumentar la dilucién del antisuero (1:200) disminuyo la

inhibicion a la adherencia.
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Fig.7. 4) Autoradiografia que muestra el reconocimiento de las proteinas de 32-33kDa
por las bacterias. Carril 1, células HEp-2 incubadas con cepa localizada (E2348/69).
Carril 2, vellosidades de intestino incubada con cepa localizada (E2348/69). Carril 3,
vellosidades de intestino incubadas con cepas difusas (88255). Carril 4, vellosidades de
intestino incubada con cepa agregativa (JPN10).

£) Tincion con azul de coomassie de las proteinas separadas por electroforesis (SDS-
PAGE). Carril 1, proteinas extraidas de membranas de vellosidades humanas. Carril 2,
proteinas extraidas de membranas de céhulas HEP-2.
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Figura 8. Inhibicién de la adherencia bacteriana a las proteinas de 32-33 kDa por
antisuero.
1) Control bacteriano que reconoce las proteinas de 32-33 kDa (localizada)
2) Antisuero con cepa localizada
3) Antisuero con cepa difusa
4} Antisucro con cepa agregativa



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)
35784 DIFUSA 11.4(£3.2) 4.0(x1)
JPNIG AGREGATIVA 26.4(16.1) 6.8(£2.01}
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VIL.DISCUSION

Escherichia coli enteropatdégena (EPEC) es considerada como wo de los mas
importantes agentes patdégenos asociados con la produccién de diarrea en nifios
menores de 1 afio de edad, EPEC coloniza el intestino y produce lesiones de
adherencia y esfacelamiento (AE) caracterizadas por una destruccion 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 mfestinal 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 1a adherencia de EPEC a la
mucosa intestinal. Tampoco se tiene informacion sobre los receptores celulares que
utiliza la bacteria para adhenrse. Recientemente reportamos unas proteinas (32-33
kDa) de vellosidades de intestino hiumano, las cuales fueron reconocidas por EPEC
mediante un ensayo in vitro y electrotransferencia (Maryarrez ef @/.1997). Para
evaluar la relevancia de estas proteinas como receptores bacterianos consideramos
de suma importancia probar la capacidad nhibitoria a la adherencia de estas
proteinas por medio de antisueros dirigidos contra las proteinas de 32-33 kDa.

Para obtener una buena fraccién de proteinas de superficie de (EPEC), que puedan
estar involucradas en [a adherencia a fa mucosa mtestinal, {fue necesario recurrir a
un cfecto mecdnico producido por ultrasonido. Este método de sonicacidn parece
ser ¢l mas apropiado para la liberacion de las proteinas de superficie bacteriana ya

que sc observo que a cortos intervalos de ticmpo y a baja intensidad la somcacion
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no rompe a la bacteria sin embargo, libera una gran cantidad y variedad de proteinas
de la superficie bacteniana. Esto puede ser verificado mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida. El principio del ultrasonido es que convierte el voltaje
(50/60 Hz) en energia eléctrica de alta frecuencia (20 Khz, 20,000 ciclos por
segundo). Esta energia de alta frecuencia es transmitida a un traductor dentro del
convertidor, donde es cambiada en vibracién mecénica. Las vibraciones producen
en el liquido la formacién de millones de burbujas microscopicas (cavidades) fas
cuales se expanden y explotan. Este fenémeno, conocido como cavitacidn produce
finalmente el rompimiento de las membranas celulares. Métodos similares se han
utilizado con este fin (Rodriguez.1987).

La inhibicidn a la adherencia bacteriana (67.6% de inhibicién)producida por la
fraccién de proteinas de superficie de EPEC liberadas por sonicacion indica que
esta fraccion contiene proteinas involucradas en la adherencia. ya que algunas de
estas proteinas se adhirieron a las células HEp-2 bloqueando de esta manera la
adherencia de la bacteria completa. En otras palabras la proteinas liberadas y la
bacteria compiten por los mismos receptores en las células HEp-2. Esperdbamos
inhibir imicamente la cepa localizada E2348/69 va que de esta cepa obtuvimos las
proteinas de superficie,sin embargo; la cepa agregativa también presentd inhibicién
(19.7% de inhibictén) En contraste, la cepa difusa no sufrié ningin efecto de
inhibicion sino por el contrario el porcentaje de adherencia fue de hasta un 110%,
esto es que se observd aproximadamente 10% mas bacterias adheridas 2 las células
cuando la cepa difusa se incub6 con las proteinas de superficte. En general cuando
sc produjo esta nhibicion fue dependiente de la concentracién de proteinas
utilizadas ya que al aumentar la concentracion de proteinas aumentd el porcentaje
de inlubicion. Estos resultados nos hacen pensar que las cepas con adherencia
localizada y agregativa utihzan algunos receplores andlogos para adherirse a fas
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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 analogos, los
cuales interfieren con la adherencia y colonizacidn bacteriana. Por otro lado, las
proteinas de supetficie 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 proteinas de distintas cepas bacterianas pueden
interactuar upas con otras y de esta manera favorecer la adherencia a la mucosa
intestinal. Giron ef al. proponen para las cepas localizadas que el incremento y
acumulacion de fas bacterias a las células epiteliales es llevada acabo mediante la
formacién de haces de fimbmas que se han denominado como BFP (haces
formadores de fimbrias). Estas fimbrias permiten a las bacterias unirse unas con
otras para formar microcolonias por medio de las cuales interactuan con las células
epiteliales. La inhibicion a la adherencia bacteriana causada (61.2 + 4.2%) por las
proteinas de superficie de EPEC sugiere que esta fraccion de proteinas de superficie
contiene adhesinas involucradas en la adherencia de las bacterias a las células
epiteliales HEp-2 Es importante hacer notar que las proteinas que inlibieron la
adherencia de las bacterias fue producida unicamente por las proteinas que se
adhirieron a las células HEp-2, puesio que [as profcinas bacterianas que no se
adhirieron a las células epiteliales fueron removidas antes de agregar las bactenas
en el ensayo de adherencia.

En la parte correspondiente al reconocimiento de la mucosa intestinal y células
HEp-2 por las proteinas de superficie bacteriana, obtuvimos que; vanas proteinas
bacterianas interactuaron con las células epiteliales, entre ellas las de 27-29 kDa.
Estas proteinas de 27-29 kDa tienen peso molecular similar a las proteinas

reportadas por (Scaletsky 1988) correspondientes al factor de untdn responsable de



la adherencia localizada. Sin embargo, la relevancia de estas proteinas en la
adherencia no ha sido comprobada.

Otras proteinas bacterianas de peso molecular aproximado de 43 y 150 kDa también
reconociercn la mucosa intestinal y células HEp-2 estas proteinas parecen ser muy
importantes ya que fueron las bandas mas intensas en la autoradiografia. Esto
pudiera deberse a que dichas proteinas tienen mayor afinidad por las células
epiteliales o que se encuentran en mayor cantidad en la superficie bacteriana y que
es el gran ntmero de proteinas, las que reconocieron a las células, lo que produce
tal radiactividad. Al observar ¢n estos resultados esta fuerte unién de las proteinas,
nos hace pensar que Ia abundancia de estas proteinas sobre la superficie bacteriana
le permite hacer mas eficiente su interaccion con las células huésped. Hasta el
momento no s¢ tienen antecedentes de adhesinas en EPEC con este peso molecular.
La smilitud de las proteinas reconocidas en ambos ensayos (con células HEp-2 v
mucosa intestinal) nos hace pensar en la presencia de receptores similares tanto en
mucosa imtestinal como en células HEp-2. La adherencia de EPEC a la mucosa
intestinal estd mediada probablemente por varias adhesmas que poseen diferente
afmidad por sus receptores y que interactian ademas en forma secuencial. Al
respecto se cree que las proteinas que reconocieron débilmente [a mucosa intestial
ttenen 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 adberencia de EPEC se encuentran
ubicados estratégicamente en la superficie bacteriana ya sea insertados directamente
en la membrana externa o formando parte de una estructura fimbrilar,

Estudios posteriores serian de gran utilidad para establecer la relevancia de las
protcinas de 27-29,43 y 150 kDa de EPEC en ¢l proceso de adherencia. Por lo
tanto, cs necesario aislar dichas proteinas y hacer ensayos de mhibicion a la
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adherencia va sea con las mismas proteinas o con antisueros especificos, asi como
su identificacion.

Cuando se aumenta el tiempo de exposicion de la pelicula, con el gel que contiene
las proteinas marcadas, aparecen nuevas bandas con diversos pesos moleculares.
Esto significa que otras proteinas (aproximadamente 15) se adhieren a la mucosa
intestinal aunque con menor intensidad. Otra interpretacion a este resultado es que
dichas proteinas aparecen como contaminantes, consecuencia de las limitaciones del
tipo de ensayo realizado, ya que aunque lavemos con un detergente (tween 20) e}
fondo no se puede eliminar. Analizando todos estos resultados se cree que un gran
numero de proteinas de la superficie bacteriana participan en la adherencia de EPEC
a las célilas epiteliales. Algunas de estas proteinas probablemente son mas
especificas o abundantes, lo que les da su importancia en el proceso de adherencia.
Por otro lado en imvestigaciones previas en nuestro laboratorio se detectd la
presencia de dos proteinas de 32-33 kDa en vellosidades de intestino humano, que
son reconocidas por las cepas de EPEC. Estas proteinas de membrana (32-33 kDa)
también se encontraron en células HEp-2. En el presente trabajo se pudo comprobar
la participacion de estas proteinas de vellosidades de itestino durante el proceso de
adherencia de EPEC a las células HEp-2. Este resultado concuerda con Jo reportado
previamente (Manjarrez et al.1997) en los cuales 10 mg/ml de las proteinas de 32-
33 kDa produjeron una inlibicién a la adherencia del 86.7, 18.5 y 44.3% a las cepas
localizada, agregativa y difusa, respectivamente. Esie mismo grado de inhibicion sc
encontrd con el antisuero el cual produjo 61.2, 26.4 y 11.4% de inhibicion en las
cepas localizada, agregativa y difusa respectivamente. El método utilizado para
producir anticuerpos contra las proteinas de 32-33 kDa resulto ser efectivo ya que

se logro que los anticuerpos producidos reconocieran a las proteinas provenientes



VIII. CONCLUSIONES

En este trabzjo pudimos detectar que en el proceso de adherencia de EPEC a la
mucosa intestinal, interactian un gran nimero de proteinas tanto de origen
bacteriano como de origen celular. Entre las proteinas 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 proteinas para seguir investigando su papel en el proceso
de adherencia.

Con respecto a las proteinas de origen epitelial, fa participacion de las proteinas de
vellosidades de 32-33 kDa fue significante en el proceso de adherencia de EPEC, ya
que el antisuero especifico contra las proteinas de 32-33 kDa inhibi6 la adherencia a
células HEp-2

Otro aspecto interesante que observamos, es que ciertas proteinas de superficie
bacteriana aparentemente ipteractian adhinéndose con proteinas bacterianas de
otras cepas, como en el caso de las bacterias difusas en donde se observo que las
proteinas liberadas de EPEC favorecieron la adherencia de las bacterias difusas a

las células HEp-2.
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IX. APPENDICE

AMORTIGUADOR DE CORRIDA 1X PARA ELECTROFORESIS

Tris 30g
Glicina 144g
SDS 05g

Volumen final 1000ml

AZUL DE COOMASSIE

(Teiiidor de geles de poliacrilamida)

Azul de coomassie 0.1% 1gr

Metanol 30% 300ml
Acido acético 10% 100ml
Yolumen final 1000mi

AMORTIGUADOR DE TRANSFERENCIA
ACRILAMIDA-bis Acrilamida (30:0.8)

Acrilamida 60gr
Bis-acrilamida 1.6gr

Volumen final 200mi

CALDO CASOY

{Medio de cultivo para bacterias)

Caldo casoy 3g
Agua destonizada 100ml,

b



PESTENIDOR

{Desteiiidor de geles de poliacrilamida)

Acido acético 10%

Metanol 20%

MEDIO SINTETICO

(Cultive de bacterias)

NH4H2PO4  10g

NaCL 2.5g
MgS04 0.1g
K2ZHPO4 05g
Glucosa 2.5g
pH 7.2

SOLUCION SALINA DE FOSFATO
(PBS 10X)

NaCL 85¢
Na2HPO4  10.7¢
NaH2PO4  3.9g
Volumen final 1000ml
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PMSF

{Inhibidor de proteasas)

PMSF 17.4mg/mi

Volumen final 1ml de isopropanol

REVELADOR DE INMUNOBLOT

Chloranaphthol  0.2ml
Trisma base 30mM

Peréxido de hidrogeno 30%

SOLUCION A
EDTA SmM
Hepes-Tris ImM
Trisma base 1mM 0.24g
pH 75
Volumen final 200m]
SOLUCION B

EDTA 0.8mM

NaCL 0.09M
Hepes-Tris 1mM
pH 7.5

Volumen {inal 200ml



SOLUCION AMORTIGUADORA PARA
ELECTROTRANSFERENCIA

Tris 50mM
Glicina 380mM
SDS  0.1%
Metanol 20%

SOLUCION LAEMMLI 4X
SDS 0.12g

Mercaptoetanol 05mi

Azul de bromofenol 0.5 g

Glicerol 1.0 ml
Tos HCL 0.063 M
SOLUCION pH 8.8

Trisma base 36 3gr

Volumen {inal 100mt

SOLUCION pH 6.8

Trisma base 6 Ogr

volumen final  100ml
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