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ABREVIATURAS

E. coli Escherichia coli
ETEC Escherichia coli entero toxigénica
CS21 Antigeno de superficie de Escherichia coli enterotoxigénica,

sinénimo: longus

ETEC FMUQ073332 Cepa clinica de la coleccion del Laboratorio de

patogenicidad UNAM

Km::IngR Interrupcién de IngR por el gen de resistencia al antibiético

kanamicina
BALB/c Cepa de ratones albinos consanguinea
pRMK Region promotora de dnak clonada en vector pBR322

pRMKluc  Fusién del promotor de dnak y luc en el vector pBR322

pEcoFMU073332b Megaplasmido de 47,563 pb de ETEC FMUQ73332
CF's Factores de colonizacion

TGl Tracto Gastro Intestinal

EPEC Escherichia coli entero patogénica

EHEC Escherichia coli entero hemorragica

Vi



DAEC Escherichia coli difuso adherente

EIEC Escherichia coli entero invasiva
EAEC Escherichia coli entero agregativa
TE Enterotoxina termo-estable

TL Enterotoxina termo-sensible

kDa Kilodalton

CFA’s Factores de colonizacion antigénicos
CS’s Antigenos de superficie de coli
PCF’s Factores de colonizacion putativos
°C Grados centigrados

pum Micrometro

pl Microlitro

ORF Marco de lectura abierto

Kb Kilobases

Pb Par de bases

LB Luria Bertani

PPLO Pleuro pneumonia like organism (Por sus siglas en ingles)

Vil



viv

Rpm

HT-29

DMEM

UFC

Ul

Abs

URL

Volumen/Volumen

Revoluciones por minuto

Células de adenocarcinoma colon grado Il humanas

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Por sus siglas en ingles)

Unidades formadoras de colonias
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Unidades relativas de luz

Vil



Resumen

Introduccion: La diarrea sigue siendo un problema de salud publica en los
paises en desarrollo. Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es un importante
agente etiolégico de la diarrea en nifilos menores de cinco afios y de la diarrea del
viajero en adultos principalmente en paises en desarrollo. La adherencia y
colonizacion del tracto intestinal es primordial en la patogénesis de la diarrea
asociada con ETEC y de manera consecuente, el principal blanco para
implementar sistemas para su prevencion. Los factores de colonizacion, como
CS21, son estructuras que permiten la adhesion bacteriana. Algunas de estas
estructuras han sido ampliamente estudiadas; sin embargo, la participacion de
CS21 en la colonizacion de ETEC in vivo es desconocida.

Objetivo: Evaluar la participacion de la fimbria CS21 en la adherencia y
colonizacion de ETEC in vivo.

Metodologia: ElI promotor del gen dnak se fusiond con el gen de la
luciferasa luc y se obtuvo el vector pPRMK. pRMK se movilizé en cepas de E. coli
K-12 y ETEC FMUOQ73332 aislada de un caso clinico. Se aisl6 pEcoFMU073332b
IngR :: km y se introdujo la cepa E. coli K-12. Para evaluar su eficiencia, se
cuantificé la duracién e intensidad de las emisiones luminicas en las cepas
seleccionadas. Para el modelo animal se utilizaron ratones BALB/c tratados con
estreptomicina que se infectaron por via gastrica, la eliminacion de las bacterias se
siguié por cinco dias al evaluar la emision de luz de los ratones infectados.

Resultados: Se observd que E. coli K-12 pRMK emitié bioluminiscencia
mientras que la cepa de E. coli K-12 sin el vector pRMK no emiti6 imagen
luminosa. La emisién de luz se cuantificO a través del tiempo, al respecto se
observé la emision de luz desde el tiempo O hasta las 12 h. Los ratones BALB/c
tratados con estreptomicina se inocularon gastricamente con ETEC FMU073332
pRMK o cepas de E. coli K-12 pRMK (control), El paso y eliminacion de bacterias
a través del tracto gastrointestinal se definié por la cuenta de UFC (Unidades
Formadoras de Colonias) en las heces de los ratones. La permanencia de ETEC
FMUO073332 pRMkluc en el intestino de los ratones medida por el tiempo de
eliminacién, dur6 més tiempo que lo observado en la cepa de E. coli K-12 control.
El mismo ensayo con la cepa E. coli K-12 pEcoFMU073332b IngR :: km mostr6é
retardo de 12 h en la salida de la bacteria comparado con lo observado en ETEC
FMUO073332 pRMK. Al evaluar la sefial bioluminiscente de ETEC FMUQ073332
PRMK se observé emision de luz desde el inicio al tiempo de inoculacion y se
mantuvo hasta 5 dias después. Al observar imagenes ex vivo se identifico en el
ileon la sefial bioluminiscente emitida por ETEC FMU073332.

Conclusion: Con el vector pRMK se pudo realizar el rastreo por sefial
bioluminiscente de diferentes cepas de E. coli en su paso a través del tejido
animal. ETEC FMUO073332 pRMK mostré un paso mas lento a través del tracto
intestinal, lo que permite suponer que coloniza mas eficazmente que las cepas de
E. coli no patdgena. El estudio confirma que CS21 es responsable en gran medida
de las propiedades adhesivas mostradas por E. coli no patogénica y a su vez
muestra los primeros estudios in vivo referentes a la colonizacion del intestino de
ratones por cepas ETEC.
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Abstract

Introduction: Diarrhea remains as a public health problem in developing
countries. Enterotoxigenic Escherichia coli is an important etiologic agent of
children diarrhea under five years of age and traveler's diarrhea in adults
worldwide. Intestinal tract colonization might be considered the most important step
in ETEC pathogenesis and a potential point for prevention. Colonization factors,
like CS21, are structures that enable bacterial adhesion. Some of these structures
have been largely studied; however, CS21 participation in ETEC colonization in
vivo is unknown.

Objective: to study the biologic activity of CS21putative colonization factor of
ETEC under in vivo conditions.

Methodology: The housekeeping dnak promoter was fused with luciferase
luc and obtained the pRMK vector. pPRMK was mobilized into nonpathogenic E. coli
and ETEC strains. The pEcoFMU073332b IngR :: km plasmid was isolated and
was introduced into the E. coli K-12 strain. Light emission durability and intensity
by strains was quantified. BALB/c mice were intra gastrically infected and bacterial
shedding monitored up to five days. Light emission from infected mice with E. coli
strains was captured. Intestines were removed from esophagus to rectum and
were placed in a dark chamber to capture light emission.

Results: E. coli K-12 pRMK was bioluminescent; in contrast E. coli K-12
control strain did not emit intrinsic bioluminescence. Highest light emission was
measured at 1.9 absorbance (9 h) of bacterial growth. Light emission was
quantified through time; light was emitted from time O up to 12 h. Streptomycin
treated BALB/c mice were gastrically inoculated with ETEC FMUO073332 pRMK or
E. coli K-12 pRMK (control) strains, bacterial passage was determined by bacterial
shedding in mice feces. ETEC FMU073332 pRMKkluc shedding started and stopped
after control strain, indicating that mice intestine passage by ETEC FMUQ73332
pRMK lasted longer than control. E. coli K-12 pEcoFMUO073332b IngR::km
phenotype was affected, shedding of this bacterium was displaced in time, 12 h in
the initiation of its shedding and 24 h when shedding stop. Bioluminiscent signal of
ETEC FMUO073332 pRMK was captured from inoculation time to 5 day after
inoculation. Ex vivo imaging allowed to locate the bioluminescent signal emitted by
ETEC FMUO073332 at the mouse ileum.

Conclusion: The pRMK fully allows E. coli tracking by bioluminescent signal
through animal tissue. ETEC showed delayed passage through mice intestinal
tract. It is assumed that ETEC transiently colonized more efficiently mice intestinal
tract than non-pathogenic E. coli. CS21 is responsible for the adhesive properties
displayed by E. coli K-12. Here we report the first insight of ETEC colonization
through mice intestine and ETEC in vivo tracking.
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Introduccion General

“Todos los problemas practicos relacionados con las enfermedades infecciosas

seran resueltas para el final de la segunda guerra mundial” -Sir McFarland Burnett.

Las medidas de control y prevencion habian reducido la incidencia de
muchas enfermedades infecciosas, y en conjunto con la identificacién de nuevos
antibiéticos se logré el manejo de nuevos problemas, lo antes declarado por Sir

McFarland Burnett parecia una realidad (Brachman, 2003).

Escherichia coli

Theodor Escherich fue quién identificé y describié en 1885 una bacteria a
la que inicialmente se llamo6 Bacterium coli commune var neopolitanum. Debido a
que la aisl6 de las heces de nifios con diarrea, propuso la participacién de este
microorganismo como agente causal del padecimiento. Sin embargo, debido a que
la bacteria también era aislada de nifios sanos, se descartd su participacion en la
patogénesis del padecimiento (Escherich, 1885). Tuvo que transcurrir mas de
medio siglo, para que en 1940 la bacteria fuera reconocida como patégeno
intestinal, lo anterior surge cuando Bray (1945) genera la hipotesis de la existencia
de subtipos de E. coli que podrian explicar la diarrea infantil de etiologia
desconocida. En México en el mismo lapso de tiempo (1945), Varela inicio la
busqueda sistematica de estas bacterias en nifios con diarrea, fue asi que en 1946
identificd un microorganismo aislado de un nifio que murié de diarrea en el hospital
Infantil de México. A la cepa descrita por Varela, Aguirre y Carrillo se le nombro

Escherichia coli-gomez, mas tarde en 1952 Olarte y Varela encontraron que E. coli
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0111:B4, E. coli neapolitanum y E. coli-gomez, eran idénticos (Olarte, 1959). Fue
Neter quién utilizando un esquema de tipificacion con sueros para identificar
antigenos de la bacteria (O:H) propuesto por Kauffmann, probé la hipotesis de
Bray. Este autor reportd que ciertas serovariedades de E. coli presentaban
asociacion con diarrea en nifios (Neter, 1955), el papel de E. coli en la etiologia de
las diarreas fue confirmado por Levin y cols al desafiar voluntarios con la bacteria

(Levine, 1978).

Caracteristicas microbioldgicas generales de Escherichia coli

E. coli es una bacteria Gram negativa no esporulada, anaerobio
facultativo, habitante del intestino y heces de animales de sangre caliente y
reptiles (Conway, 1995). Es un microorganismo relevante ya que junto con mas de
500 especies bacterianas convive en simbiosis con el hospedero y constituye la
microbiota intestinal del tracto digestivo (Ashida, 2011). E. coli se encuentra en el
intestino grueso, especialmente en el ciego y el colon, reside en la capa de moco
que cubre las células epiteliales del tracto intestinal lo que representa un nicho
ecolégico nutricional al cual la bacteria se adapt6 por su alto contenido de
carbohidratos, metabolito requerido para la adquisicion de energia (Souza, 2001;
Chang, 2004).

En el hospedero existe una gran diversidad de clonas de E. coli, lo
anterior se debe a factores como el tamafio del cuerpo, la morfologia del intestino,
los habitos alimentarios, tiempo de retencién digestiva, asi como el resto de

microorganismos integrantes de la microbiota (Tenaillon, et al.,2010). E. coli es
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una de las primeras especies bacterianas que colonizan el intestino durante la
infancia, pocas horas después del nacimiento. Las cepas iniciales pueden
originarse de la biota fecal materna alcanzando una densidad mayor a 10° UFC
por gramo de heces antes de la expansidon de las bacterias anaerobias
(Rodriguez-Angeles, 2002). Después de los dos afios de edad la densidad de
bacterias se estabiliza y permanece en concentraciones de aproximadamente 10°
UFC, para posteriormente disminuir gradualmente. La relacién entre E. coli y el
hospedero, podria ser definida como comensalismo ya que la bacteria provee
beneficios como es el interferir en la colonizacién por microorganismos patégenos,
elaborar compuestos como vitamina K y enzimas necesarios para el buen
funcionamiento del organismo (enterobactina), por su parte la bacteria recibe

nutrientes importantes para su sobrevivencia (Rodriguez-Angeles, 2002).

Diversidad de Escherichia coli

La plasticidad del genoma de E. coli le ha permitido evolucionar de tal forma
que ademdas de existir las variedades que viven como parte de la biota del
intestino, han aparecido clonas virulentas algunas de las cuales colonizan el tracto
digestivo y otras mas que adquirieron la capacidad de establecerse fuera de este
aparato. Las propiedades de virulencia, que ha desarrollado la bacteria, se deben
a la adquisicion horizontal de elementos genéticos moviles como son los
plasmidos, islas de patogenicidad, y/o virus de bacterias conocidos como fagos

(Tennaillon et al., 2010).
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A partir de 1945 cuando Bray reporta la participacion de E. coli en la
etiologia de cuadros de diarrea en nifios, hecho que fue confirmado en México por
un grupo de investigadores del Hospital Infantil conformado por Varela G., Aguirre
A.y Carrillo J. (1946) quienes reportan una cepa designada como Escherichia coli
Gbomez, se inicia a nivel mundial una etapa de crecimiento explosivo en el estudio
de la bacteria en el cual han participado un gran numero de investigadores
mexicanos. Como ha sido referido, con el empleo de la serologia, se pudo definir
gue existian variedades intestinales patdgenas y no patdgenas de la bacteria, sin
embargo, el mismo T. Escherich sefial6 que este microorganismo era responsable
de las infecciones de vias urinarias de nifios y nifias lo que vislumbro la existencia

de variedades responsables de infecciones extraintestinales.

Grupos patdégenos de Escherichia coli

Con el propdésito de ubicar a las variedades patdgenas de E. coli éstas
se han incluido en ocho grupos patégenos o patotipos, dos que pueden colonizar
estructuras fuera del intestino por lo que se han denominado E. coli
extraintestinales (EXPEC) grupo que incluye las cepas de E. coli uropatégena
(UPEC) y las que producen meningitis neonatal (NMEC). Con relacion a las
variedades que afectan el tracto digestivo, se han reportado seis diferentes que se
conocen como E. coli productoras de diarrea (DEC por sus siglas en inglés). Las
cepas DEC se clasifican de acuerdo con su mecanismo de patogenicidad y al
cuadro clinico que producen integrando los patotipos: E. coli enteropatégena

(EPEC), E. coli enterotoxigenica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
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enteronemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli de
adherencia difusa (DAEC) (Kaper et al., 2004). En el afio 2011 se presentd en el
continente europeo, un brote de diarrea con cuadros de colitis hemorragica y
casos de Sindrome Urémico Hemolitico, asociados con una cepa con
caracteristicas de los grupos EAEC y EHEC. Por su comportamiento hibrido se le
asigné el nombre de E. coli enteroagregativohemorragica (EAHEC), sin embargo,

al momento no se han reportado nuevos brotes producidos por cepas similares.

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

E. coli enterotoxigénica es el patotipo mas aislado de las cepas de E. coli
que producen diarrea pediatrica; ETEC causa un estimado de 1.4 millones de
muertes a nivel mundial. La infeccién por ETEC es una causa de diarrea en nifios
menores de 2 afios en paises en vias de desarrollo (Qadri et al., 2005). Un estudio
realizado por Wenneras et al. (2004), muestra que la incidencia en nifilos menores
de 1 afo es de 69 millones de episodios diarreicos por afio, mientras que en niflos
de 1-4 afos se registraron 210 millones de casos de diarrea por afio (Wenneras et
al., 2004). La diarrea en nifios menores de 2 afios se puede exacerbar o provocar
malnutricién y potencialmente conducir a un reducido crecimiento fisico e incluso
afectar el desarrollo cognitivo (Petri et al., 2008).

En adultos mayores, ETEC es responsable del 25% de los casos de diarrea
los cuales pueden experimentar deshidratacion severa. La diarrea ocasionada por
este patégeno se asemeja a la diarrea causada por Vibrio cholerae, ademas,

afecta a los viajeros que se desplazan a paises en vias de desarrollo, en los
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cuales ETEC es endémica. Los casos alcanzan un pico en su incidencia en las
estaciones de humedad y calor (Niehaus et al., 2002; Nicklasson, 2012). Las
enfermedades diarreicas causadas por esta bacteria estdn asociadas
principalmente a la ingesta de alimentos y agua contaminada con heces humanas
y de animales (Acha y Szyfres, 2001). La dosis infectiva se ha estimado que va de
10° a 10% unidades formadoras de colonias (UFC) con un periodo de incubacion
de 14 a 50 horas (Nieto et al., 1996). Debido a los reservorios y el mecanismo de
contagio, la infeccion asintomatica por ETEC es comun en individuos de todas las
edades, lo que provee un reservorio para ciclos de infeccion y reinfeccion, lo que
genera un problema de salud publica (Qadri et al., 2005; Wenneras et al., 2004;
Lozano et al., 2013).

México posee un sistema de vigilancia epidemioldgica deficiente en cuanto
a agentes causales de diarrea se refiere, generando un desconocimiento de la
magnitud real de esta enfermedad y de dichos agentes. La Secretaria de Salud
cuenta con una clasificacion denominada “Infecciones intestinales por otros
organismos y las mal definidas”, la cual comprende las categorias de la ICD
(International Classification of Diseases, WHO, 2010) A04, A08-A09 (Exceptuando
A08.0), entre las cuales se encuentran agrupadas variantes patogénicas de E. coli
como ETEC.

Las investigaciones realizadas en el presente siglo han mostrado que en
México ETEC es el patotipo mas comun detras de EAEC. En estudios donde no se
busca la presencia del patotipo enteroagregativo, ETEC ocupa el primer lugar en
incidencia (Velazquez-Castillo, 2001; Paniagua et al., 2002). Los estudios

epidemioldgicos referentes a E. coli causantes de diarrea en México y otros paises
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en desarrollo, se realizan en nifios, por lo que son pocos los estudios en adultos y
éstos en general se suelen enfocar a diarreas del viajero (Navarro y Estrada-

Garcia, 2010).

Factores de Virulencia de Escherichia coli enterotoxigenica (ETEC)

Este patogrupo ocasiona cuadros de diarrea secretora caracterizados por
abundante secrecion del fluido intestinal (Hodges y Gill, 2010), afecta a nifios
menores con consecuencias fatales y a individuos que viajan de paises
industrializados a otros en vias de desarrollo, por lo que a este sindrome se le
conoce como diarrea del viajero. La virulencia atribuida a ETEC, incluye la
adherencia al epitelio intestinal por factores de colonizacion (CFA) y la elaboracion

de enterotoxinas de tipo termo labil (TL) y termo estable (TE).

Enterotoxinas de Escherichia coli

La toxina termolabil (TL) de elevado peso molecular (85 000 a 90 000
daltones) tiene una estructura muy similar a la toxina del célera y al igual que en
ésta, el sitio primario de unién es el monosialogangliésido GM-1. Al unirse a las
células de la mucosa intestinal e internalizarse induce ribosilacion del ADP y
estimula la produccién de adenilato ciclasa e incrementa los niveles de AMPc con
una cinética similar a la que induce la toxina del cdlera, el evento se relaciona con
la salida de CI', HCO3'y agua que persiste durante horas después de que la toxina

se fij6 al receptor celular. Se conocen dos variedades de la toxina TLI y TLII que
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no cruzan antigénicamente, la primera es expresada por cepas de E. coli aisladas
de animales y humanos, sin embargo, la TLII raramente se identifica en bacterias
aisladas de humanos. TLI es una toxina del grupo AB compuesta por las
subunidades A (dimérica) con actividad de enzima y B (pentamérica) que se une a
ganglosidos GM1 (Tauschek, 2001). La toxina termoestable (TE), tiene un peso
molecular bajo (2 000 daltones), presenta un principio de accién rapido y no se
une a los gangliésidos de la membrana celular de la pared (Yamanaka, 1997). En
su estado natural no es antigénica, actla por estimulacion de la guanilato ciclasa
con la acumulacion de GMPc en células de la mucosa. Los niveles intracelulares
elevados de guanil ciclasa dan lugar a la secrecion de cloruros por las células de
las criptas de forma similar a la toxina colérica, pero la TE no altera la reabsorcién
de cloruro de sodio neutro por el borde en cepillo de la vellosidad intestinal. El
efecto fisiologico de la TE también incluye aumento del movimiento de liquidos de
la sangre hacia el intestino, lo que da como resultado una diarrea semiliquida que
puede ser indistinguible de la diarrea producida por Vibrio cholerae. Algunas cepas
de ETEC pueden presentar otros factores de virulencia como la enterotoxina termo
estable EAST1 (Entero Agregative Stable Toxin) y EatA una serin proteasa
autosecretada por enterobacterias (SPATE) que rompe catepsina G acelerando la
salida de fluido. Otro factor de virulencia es CylA una citotoxina formadora de poro

(Sjorling, 2006).
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Adherenciay colonizacién de ETEC

Las cepas ETEC presentan diferentes clases de fimbrias, unas
denominadas fimbrias tipo 1 (F1) cuyo receptor es un manosido por lo que se
conocen como manosa sensibles, éstas son similares a las que presentan otros
tipos de E. coli no enterotoxigénicos. Otro grupo de fimbrias resistente a la
manosa se encuentra presente en el 70 % de las cepas de ETEC, en las cepas de
origen animal se denominan como antigenos K y se reconocen los antigenos K88
(F2), k99 (F3) K987 (F4). En humanos, los factores antigénicos de colonizacion
(CFA por sus siglas en inglés) han sido mas estudiados, de ellos se han descrito
CFA/l, CFA/Il, E8775 y PCFO59 (Wolf, 1998).

Las fimbrias o pilis que se asemejan a pelos o mechones son extruidas de la
superficie de ETEC, estan conformadas por miles de repetidos de una sola o de
varias subunidades (Schilling, 2010; Girdn, 1997). Se ha observado que en
ausencia de estas estructuras, la actividad de las toxinas es deficiente e incluso
retarda la aparicion de la diarrea (Mouricout, 1990; Gomez-Duarte, 1999; Girdn,
1997).

Los CFA (factores de colonizacion antigénicos) pueden ser pilis peritricos o
polares (Girén, 1997), antigenos superficiales de coli (CS’s) y factores de
colonizacion hipotéticos (PCF’s) que son menos prevalentes (Gémez-Duarte,
1999; Girdn, 1997). Estas estructuras se han identificado después de crecer ETEC
a 37 °C en agar CFA (Gosh, 1993) como pilis peritricos de 1-5 um de longitud,

pudiendo estar codificados en plasmidos o no (Gutiérrez-Cazares, 2000; Gomez-
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Duarte, 1999; Girén, 1997) y pueden estar asociados con las toxinas TE o TL

(Gébmez-Duarte, 1999; Giron, 1997).

Clasificacion de los CFA

Los CFA se subdividen de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas,
funcionales, seroldgicas y bioquimicas (GOmez-Duarte, 1999; Giron, 1997;
Madhavan y Sakellaris, 2015), existen tres diferencias morfolégicas principales: los
que son rigidos y con forma de barra, los que tienen forma de barras flexibles y
forman mechones y los que forman estructuras delgadas y flexibles en forma de
cables (Nataro, 1998).

Se han descrito diversos tipos de antigenos fimbriales para las cepas de ETEC
aisladas de humanos (Svennerholm, 1990). Mas de 22 CFA se han reconocido en
ETEC que infectan a humanos (Pichel, 2002), los CFA principales son proteinas
fimbriales o fibrilares, aunque algunos CFA no son de estructura fimbrial (Qadri,

2005).

Prevalencia de los CFA de ETEC

Los CFA méas comunes son: CFA/I, y los antigenos de superficie de E. coli
(CS) CS1, CS2, CS3, CS4, CS5, CS6, CS7, CS14, CS17 y CS21. La prevalencia
de los CFA en ETEC varia de acuerdo con el area geografica (Giron, 1997; Wolf,
1998; Nishimura, 2002). Aproximadamente el 75% de las cepas de ETEC

expresan CFA/I, CFA/ll o CFA/IV, sin embargo, 30-50% de las cepas de ETEC

20



expresan algun CFA no descrito. Esto puede estar relacionado con la ausencia
quizd de CFA o nuestra incapacidad para detectar todos los tipos de CFA. Los
factores de colonizacion K88 y K99 expresados por ETEC de origen animal son
diferentes a los expresados por aislados de ETEC de humanos, lo que muestra
especificidad de especie (Qadri et al.,, 2005; Caron, 1989; Giron, 1995). En
estudios previos se ha demostrado que cuando se infectan animales con cepas
ETEC que no expresan CS1, CS2 o ningun factor CS, raramente desarrollan
diarrea (Svennerholm, 1990).

Los factores de colonizacibn mejor caracterizados son los CFA/l, CFA/II,
CFA/lll'y CFA/IV (Svennerholm, 1990; Giron, 1997) y los demas son considerados
como factores de colonizacién hipotéticos (PCF’s) (Taniguchi, 2000). Los CFA son
usualmente fimbrias que median la hemaglutinacion manosa-resistente (MRHA)
de diferentes especies de eritrocitos. CFA/I parece ser un antigeno homogéneo y
es el prototipo de la fimbria rigida en forma de barra compuesta de una sola
proteina ensamblada en forma de una hélice apretada (Nataro, 1998), CFA/Il y
CFA/IV han mostrado estar compuestos de mas de un componente antigénico
(Svennerholm, 1990). CFA/Il esta compuesto por los antigenos asociados a la
superficie (CS) CSI, CS2 y CS3 mientras que CAF/IV estd compuesto por CS4,
CS5 y CS6 (Svennerholm, 1990). Los tres componentes CS de CFA/ll son
inmunogénicos y despiertan diferentes respuestas inmunoldgicas (Svennerholm,
1990) y estd formado por la estructura flexible CS3 o en asociacién con las
unidades en forma de barra CS1 y CS2 (Nataro, 1998).

En México la prevalencia de los CFA en las cepas de ETEC se comporta con

una tendencia similar para CFA/I, CFA/lIl y CFA/IV (Gutiérrez-Cazares, 2000). En
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México y en el mundo los aislados clinicos con mayor prevalencia en CFA/I se han
encontrado relacionados con la toxina TE, siendo también los que mas se asocian

con diarrea (Isidean et al., 2011).

CS21 de ETEC

Giron en 1995, reporta un pili en ETEC no observado previamente,
inicialmente se denomind “longus” por su notable longitud caracteristica de 20 um
0 mas. CS21 presenta una estructura semiflexible y polar; una caracteristica
particular de CS21 es su localizaciéon en la célula bacteriana similar a TCP de V.
cholerae y BFP de EPEC, a diferencia de CFA/IIl su homdlogo mas cercano que
se distribuye peritricamente (Giron, 1997; Giron, 1994). Se establecio que el gen
IngA codifica para la subunidad estructural mayor o pilina, el filamento de CS21
estd compuesto de miles de repetidos de la subunidad LngA de 22 kDa (Quadri,
2000; Gémez-Duarte, 1999; Girén, 1997; Girdn, 1995; Pichel, 2002). CS21 se
clasifica en la familia de los pili tipo 4 b (T4Pb); por la organizacion de los genes
relacionados con su regulacion y ensamblado, ademas de pertenecer a un entero-
patogeno Gram negativo (Giron, 1995; Roux, 2010). Se estima que IngA se
encuentra en 10 a 30% de las cepas de ETEC (Gomez-Duarte, 2007; Gémez-
Duarte, 1999). Por otro lado la presencia de CS21 se ha asociado tanto con cepas
productoras de los CFA conocidos, como con cepas que no poseen estas
estructuras, sugiriendo su distribucion amplia en las cepas de ETEC (Gutiérrez-
Cazares, 2000; Gir6n, 1997; Giron, 1994). CS21 se expresa en conjunto con

diferentes CFA y se ha encontrado una maxima relacion con CFA/Il, seguido de
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CFA/l y CFA/IV (Gbémez-Duarte, 1999), sugiriendo una participacion importante en
la adhesidbn o como un CFA accesorio que contribuye a las caracteristicas
adhesivas de ETEC (Qadri, 2000).

Se supone que la expresion de CS21 puede estar relacionada con la
expresion de TE y TL, se ha observado que CS21 y TE y CS21, TL y TE se
expresan en 48% y 52% de las cepas respectivamente (Qadri, 2001; Nishimura,
2002). La alta asociacion entre la toxina TE y CS21, sugiere que los genes que
codifican para ambas estructuras podrian estar localizados en el mismo plasmido
0 que los plasmidos que codifican a ambos son compatibles y pueden coexistir en
ETEC (Qadri, 2000, Gémez-Duarte, 1999, Girén, 1997, Girdn, 1994). Estudios
realizados en México, refieren la presencia de IngA en cepas de aislados clinicos,
después de la evaluacion de 264 aislados de E. coli, 31% contenian genes para
las enterotoxinas TL y TE y en 36% de estas se identificd la presencia de IngA
(Gutiérrez-Cézares, 2000).

De acuerdo con los estudios in vitro realizados para identificar la funcién de
CS21, se ha observado que podria estar involucrado en la movilidad tipo twitching,
lo cual podria permitir el acercamiento de ETEC a través de la mucosa intestinal a
su célula blanco. Por otro lado, estudios en donde se midio la adherencia de ETEC
a varias lineas celulares del tracto gastrointestinal (TGI) como las células CaCo-2,
T-84, HT-29 (adenocarcinoma colorectal humano) y a lineas celulares que no
pertenecen al TGl como HEp-2 (carcinoma hepatocelular humano) y HelLa
(adenocarcinoa cervico uterino humano), demostraron que la cepa prototipo ETEC
E9034A IngA™ presenta mayores valores de adherencia con células intestinales

gue con células no intestinales bajo condiciones permisivas para la expresion de
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CS21. Asimismo, se midieron los niveles de adherencia de una cepa mutante
ETEC E9034A IngA’, se encontr6 que solo hubo reduccion en los niveles de
adherencia hacia las células del TGI. Estos resultados plantean que CS21 puede

estar mediando la adherencia a células del TGl (Mazariego-Espinoza et al., 2010).

Planteamiento del problema

Las infecciones del tracto gastrointestinal, después de las infecciones del
tracto respiratorio, son la segunda causa de enfermedad en nifios a nivel mundial.
Debido a su impacto en la salud infantil, representa un problema de salud publica
primordialmente en paises en vias de desarrollo. Dentro de los agentes causales,
las bacterias son de gran impacto en la etiologia de las enfermedades
gastrointestinales. Uno de los principales agentes etiologicos de tipo bacteriano es
ETEC, sin embargo, no obstante que estas poseen una gran variedad de factores
asociados a la colonizacion, al momento no se conoce con exactitud como se
realiza este evento, por lo que no se han podido definir estrategias para prevenir la
infeccion y controlar la enfermedad que produce. Ante ello resulta de interés
analizar y evaluar los posibles componentes en ETEC, que contribuyen a la
colonizacion del intestino y proponer el disefio de sistemas que controlen la

colonizacion de la bacteria y la produccion de diarrea.
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Justificacion

Buscar alternativas que ayuden a la prevencion y control de las infecciones
intestinales y en particular las que afectan a nifios pequefios, es de gran prioridad
en paises como el nuestro. Estudios preliminares sefialan a CS21 como una
estructura que se encuentra en cepas obtenidas de aislados clinicos y con una
frecuencia importante relacionada con la produccion de las toxinas TE y TL. Al
mismo tiempo en ensayos in vitro se ha establecido la relacion entre cepas IngA* y
la adherencia a células en cultivo. Sin embargo, no existen estudios que
demuestren la participacion de CS21 en la colonizacién del intestino en modelos
animales, ante ello la relevancia de implementar un modelo que permita evaluar la
capacidad de cepas ETEC IngA™ para colonizar el intestino y confirmar de manera
contundente su participacién en el proceso infeccioso. De obtenerse resultados
positivos se podran proponer estrategias para el desarrollo de vacunas que
contribuyan a prevenir la colonizacion por ETEC causante de la enfermedad

diarreica infecciosa en nifios y adultos en México y en el mundo.
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Hipotesis

La fimbria CS21 es un componente de gran importancia en la adherencia y

colonizacion de ETEC en el intestino en un modelo in vivo.

Objetivo General

Evaluar la participacion de la fimbria CS21 en la adherencia y colonizacion de

ETEC in vivo.

Objetivos Particulares

1) Realizar la fusion transcripcional de la region promotora de dnak con el gen
que codifica para luciferasa.

2) Cuantificar la emisién y duracién de la sefal bioluminiscente generada por
la fusion transcripcional dnak-luc.

3) Comparar el paso de E. coli K-12 no patogénica y E. coli K-12
pEcoFMUO073332b km::IngR (p73332 km::IngR) y ETEC a traves del tracto
gastro intestinal de ratones BALB/c.

4) Seguir en tiempo real por bioluminicencia la colonizacion de ETEC y E. coli
K-12 de ratones BALB/c.

5) Identificar ex vivo la zona intestinal que coloniza ETEC y E. coli K-12 en

ratones BALB/c.
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Capitulo |

Antecedentes




ETEC CS21 positivos y multirresistentes aislados de nifios con
diarrea, estan asociados con auto agregacion y adherencia.

Introduccion

La prevalencia de los factores de virulencia de ETEC varia segun el area
geografica descrita (Von Mentzer et al., 2014). Esta reportado que CS21 es uno de
los CFAs mas prevalentes a nivel mundial (Isidean et al., 2011), en México la
informacion respecto de la prevalencia de CS21 y su asociacion con otros factores
de virulencia clasicos como las toxinas TE y TL y no clasicos, es limitada
(Gutiérrez-Cézares, 2000).

Inicialmente se considerd que las cepas ETEC habian emergido de una E.
coli comensal que adquirié genes para expresion de las toxinas TE, TL o ambas y
ademas de algun CFA. Esta idea propone que potencialmente cualquier E. coli
comensal se puede convertir en patdgena (Crossman et al., 2010). Ante ello, se
plantedé que las toxinas TE y TL vy los CFs podrian estar codificados en los
mismos plasmidos, sin embargo, un estudio realizado por Von Mentzer et al
(2014) quienes realizaron el analisis gendmico de mas de 300 cepas en un lapso
de mas de 10 afios, observaron que no todas la cepas de ETEC presentan genes
gue codifican para ambas toxinas y existen combinaciones especificas entre
CFAs. Interesantemente algunas combinaciones de CFAs no son encontradas,
permitiendo separar a las cepas de acuerdo al tipo de toxina y a la combinacion de

CFAs que codifican.
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Objetivo

Realizar la caracterizacion genotipica y fenotipica de una colecciébn de cepas

ETEC IngA+ y evaluar si estos atributos estan relacionados con la patogénesis.

Resultados

Los genotipos mas frecuentes identificados fueron: st’/It" con 30.76%; It
30.36%; st 11.33%; It"/IngA* 7.69% y st’/ It"/ IngA™ con 5.26%. EI gen IngA fue
amplificado en un 25.10% de los aislados y fue asociado con: It 33.87%, st'/It"
33.87%, st'19.35%, cfal*17.74%, cs3* 6.45%, cs1” 1.61%, y cofA™ 1.61%. La
asociacion de IngA con It en aislados de Bangladesh fue 36% y solo el 25% en
aislados mexicanos. Los serotipos mas prevalentes fueron: O128ac:H12 en

19.35%, O78:H12 y O6:H16 con 11.29%.

Una observacion interesante fue que 96.77% de los aislados mostraron
resistencia al menos a un antibiético. La asociacién de la multi-resistencia con
algunos genotipo fue: 28.20% de IngA'/st’/It"; 25.64% a IngA*/It"; 15.38% a

IngA*/st™; 12.82% a IngA™; 12.82% a IngA*/It*/st*/cfal™; y 5.12% a IngA*/st*/cfal”.

La auto adherencia fue visualizada en 48.38% de los aislados. De las cepas
ETEC Inga®, 83.87% formaron biofilm. El aislado clinico ETEC FMU073332 O6:H6
It*, st*, cs3", y IngA™ fue seleccionada para estudiar la participacion de CS21 en la
adherencia a células HT-29. Este aislado clinico expresa LngA y fue clasificado

como altamente adherente (8.48 x 10° CFU/mI).
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La comparacion en la reduccion de los niveles de adherencia entre las
cepas ETEC wild-type (E9034A y FMU73332) y sus mutantes isogenicas
correspondientes (E9034A_IngA and FMU73332_IngA) indicaron: Una reduccién
del 98% con la cepa ETEC FMU73332 comparado con una reduccion del 77%

ETECE 9034A.

Discusion

En el estudio se demuestra que la prevalencia de IngA en la coleccién de
cepas aisladas en México es del 50%, este resultado es mayor que la observada
en los aislados de Bangladesh. El genotipo que fue amplificado mas frecuente en
los aislados analizados en este estudio fue el st*/It" (30.76%), en comparacion con
lo previamente reportado por Guerra et al (2014). Sin embargo una revision
sistematica realizada por Isidean (2011), reporta una distribucién global de st+/It+
de 33% en aislados clinicos de ETEC, datos similares a los encontrados en este
estudio. La frecuencia del gen IngA entre los aislados clinicos de ETEC puede
variar ente un 8.5 y un 50% en diferentes paises (Giron et al., 1995; Gutierrez-
Cazarez et al., 2000; Nishimura et al., 2002; Pichel et al., 2002; Guerra et al.,
2014). Mientras que en este estudio el gen IngA fue amplificado en un 25% de los
aislados, una menor asociacion se encontr6é entre IngA con st', st'/It*, y It", esto
difiere de lo encontrado por Nishimura et al (2002).

La frecuencia reportada hasta la fecha de aislados de ETEC
multirresistentes es de 46.4% (Zeighami et al., 2014). En este estudio 65% de los

aislados de ETEC positivos a IngA, fueron multirresistentes a diferentes
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antibioticos. Los aislados de ETEC fueron multirresistentes y productores de la
proteina LngA, lo que provee a la bacteria ventajas en su patogenia y
colonizacion. CS21 induce la formacion de microcolonias, movilidad tipo twitching,
adherencia a células y autoagregacion (Clavijo et al., 2010; Mazariego-Espinosa et
al., 2010).

El 83.87% de los aislados de ETEC son formadores de biofilm a las 24 h.
Liagat and Sakellaris (2012), describieron que todos los aislados de ETEC
analizados eran formadores de biofilm después de 60h (Liagat and Sakellaris,
2012). La mayoria de los aislados de ETEC fueron formadores moderados de
biofilm y no se encontro relacion alguna con la produccién de CS21.

Con los resultados se seleccioné la cepa ETEC FMU073332 (Cravioto et
al., 1990) aislada en México de un nifio con diarrea, a partir de esta se obtuvieron
mutantes en el gen IngA y se realizaron ensayos de adherencia in vitro con células
intestinales humanas HT-29, los resultados se compararon contra los obtenidos en
una mutante en IngA de la cepa prototipo ETEC E9034A.

La generacién de la mutante en IngA se realiz6 por recombinacion
homéloga, intercambiando IngA por el gen de resistencia a kanamicina en la cepa
prototipo ETEC E9034A y en la cepa clinica ETEC FMUQ73332. Esta mutacién en
el gen que codifica para la subunidad mayor de CS21 nos permitid saber si el
comportamiento es similar tras la mutacién de IngA en cepas prototipo y aislados
de la comunidad.

Se observé que algunas cepas clinicas como ETEC FMUQ73332 presentan
valores mas altos de adherencia a lineas intestinales humanas, en comparacion

con los valores observados para la cepa tipo ETEC E9034A y por el contrario, la
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disminucién de la adherencia es mayor cuando se muté IngA en FMUQ073332. Esta
discrepancia en los niveles de adherencia tras mutar IngA nos hace suponer que
CS21 presenta diferencias estructurales, y estas diferencias pudiesen influir en
diferencias en la adherencia o que existen otras estructuras presentes en algunas
cepas y ausentes en otras (Rodriguez et al, 2017). Los resultados del trabajo
muestran que en México existe alta prevalencia de IngA en la poblacién de ETEC
y su relacion indirecta con otros factores clasicos y no clasicos, ademas de otros
fenbmenos como auto agregacion, formaciéon de bio pelicula y resistencia a
antibioticos. Esto nos permite suponer la probable participacion de la fimbria CS21

en la patogenicidad de ETEC.

Conclusion
1. IngA es uno de los genes mas prevalentes en la coleccion de cepas
estudiadas.

2. Se observo que IngA estéd asociado con CFA/l y CFA/II.
3. La mutacion de IngA en la cepa ETEC FMUQ73332 genera una disminucion
mayor en la adherencia a células HT-29 que la mutacién de IngA en la cepa

tipo ETEC E9034A.

Los resultados previos mostraron que IngA es un ge