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RESUMEN
Escherichia coli enterotoxigénica, ETEC, es una causa importante de diarrea en nifios en pafses en
desarrollo, y en turistas que viajan a estos pafses, La habilidad de ETEC para adherirse y colonizar el
tino delgado es ial para su patogenicidad. Se ha propuesto que la adherencia es debida a una
amplia variedad de adhesinas fimbriales y no fimbriales especfficas, denominadas Fuctores de Colonizacién

y Factores Putativos de Colonizacién, (CFAs y PCFs).

Los objetivos de este estudio incluyeron 1) conocer fa prevalencia de fuctores putativos de colonizacion
(PCFOI159, PCFO166, 2230 y CFA/II), en cepas de ETEC aisladas de nifios mexicanos menores de 5
afios y de turistas americanos; estas cepas fueron negativas para CFA/L, CFA/Il y CFA/IV; 2) describir
Ia presencia de homologfa antigénica y la identidad entre las secuencias de aminodcidos de las fimbrias
de ETEC.

Se utitizaron pruebas de escrutinio como hemaglutinacidn de diversas especies de eritrocitos y agregacién
con diferentes concentraciones de sulfato de amonio (hidrofobicidad), para la valoracitn, en estos grupos
de cepas, de posibles candidatos para encantrar la presencia de factores putativos de colonizacién. Con
Ios antfgenos purificados por la metodologfa descrita por Evans y cols (28), y los anticuerpos polictonales
obtenidos contra PCFQ166, PCFO159, CFA/II y 2230, fué posible utilizar ¢l ensayo de CFA Inhibicidn-
ELISA para la determinacién especifica de estos PCFs. La frecuencia con que los PCFs se encuentran en
los 2 grupos de cepas estudiadas, provenientes de nifios y turistas, es muy pequeia, el porcentaje de cepas
que poseen algin tipo de fimbria se incrementd Gnicamente en un 6.2% y un 8% en las dos poblaciones
respectivamente. El que algiin PCF esté mayormente asociado a cepas que procedan de cuadros de diarrea
o de casos asintomdticos no es estadisticamente significativo. Et CFA/II no se encontr6 en ninguno de
los dos grupos de cepas estudiadas.

Para determinar la existencia de homologfa antigénica entre los factores de colonizacién de ETEC, se
utilizé el ensayo de Inhibicién-ELISA. Los sueros policlonales obtenidos en conejo contra los diferentes
PCFs en su forma nativa, as{ como los anticuerpos monoclonales reaccionaron con sus antfgenos
homol6gos; sin embargo, los mismos sueros fueron capaces de reconocer formas desnaturalizadas de
antfgenos heterdlogos, es decir, reconocieron antigenos de un tipo diferente al que habfa side utilizado para
inducir la respuesta inmune. La mds alta homologfa antigénica fué encontrada entre CFA/L, CS1 y CS3
de CFA/I1, C584 de CFA/IV y PCFO166. La reactividad antigénica correlaciona con la identidad entre las
secuencias de aminodcidos de estas fimbrias, a excepcion de CS2 y CS3 de CFA/I, Estos resultados
sugieren que distintos tipos de fimbrias tienen epftopos comunes que dan lugar a una reactividud

inmunolégica cruzada.



AA
ASB
ACF
CFAs
CFAN
CFA/ll
CSs1
Cs2
Cs3
CFA/MI
CFA/IV
CS4
CSs
CSé
ELISA
ETEC
HA

H
HARM
IC

Kda

LT
MAb
PAGE
PBS
PCFs
PCF0166
PCFO152
SDS

ST
ST/LT
UFC

ABREVIATURAS

Aminodcidos

Albimina sérica bovina

Adyuvante completo de Freund
Factores de Colenizacién

Factor de Colonizacién I

Factor de Colonizacidn I

Componente de Superficie | de CFA/Il
Componente de Superficie 2 dE CFA/II
Componente de Superficie 3 dE CFA/II
Factor Putativo de Colonizacion 111
Factor de Colonizacién IV

Componente de Superficic 4 de CFA/IV
Componente de Superficie 5 de CFA/NY
Componente de Supetficie 6 de CFA/IV
Ensayo Inmunoenzimético

Escherichia coli enterotoxigénica
Hemaglutinacién

Hidrofobicidad

Hemaglutinaci6n resistente a D-manosa
Intervalo de confianza

Kilodaltones

Enterotoxina termoldbil

Anticuerpo monoclonal

Electrofores en geles de poliacrilamida
Solucién reguladora de fosfatos
Factores Putativos de Colonizacién
Factor Putativo de Colonizacién 0166
Factor Putativo de Colonizacién 0159
Doedecil sulfato de sodio

Eaterotoxina termoestable

Con ambas enterotoxinas

Unidades Formadoras de Colonias



1. INTRODUCCION

I.1 La Adherencia es mediada por Adhesinas y es al especifica.
E! potencial patogénico de una cepa de Eschericlia coli 6 de cualquier microorganismo no puede ser

atribufdo a un solo determinante. Su potencial patogénico es un reflejo de una constelacion de genes, con

frecuencia d¢ origen cromosomal y plasmidico asl come de una multitud de factores del huésped. El inicio

de la interaccién entre el huésped y el microorgani invasor depende de una combinacidn de factores
de virulencia de este iltimo, ej; la habilidad de producir toxinas, la resistencia a las defensas

inmunologicas del huésped, 1a localizacién y colonizacion en el tejido apropiado por adherencia especifica.

En las pasadas 2 décadas ha sido evidente que la adherencia bacteriana, en muchos casos mediada por

adhesinas que son fimbrias especificas, es una caracterfstica promi en la is de la gran

mayorfa de las bacterias que interactian con las superficies epiteliales celulares (58).

La colonlzacidn bacteriana de una superficie mucosa requicre que la bacteria (i) establezca un
acercamiento cercano a fa mucosa; (ii) evite ser eliminada; (iii) adquiera nutrimentos esenciales para
crecer; (iv} se replique para mantener o expander su poblacién; y (v) resista las defensas locales del
huésped. Los mecanismos por los que la bacteria mantiene proximidad estrecha a una superficie mucosa
puede ser categorizada como asociacién, adhesion e invasién de acuerdo al grado de contacto o unién

entre las superficies bacterianas y mucosas.

Asociaci6n es [a forma menos ntima de interacci6én de superficies, implica un contacto débil, reversible
o de localizacién de la bacteria a lo Jargo de una superficie (Fig. 1) (5). La asociaci6n puede preceder a
la adherencia especifica 6 invasién. Adhesién es una unién mds estrecha que la asociacién, describe un

diado por molécul p in iadizadas de las
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contacto relativamente estable, irreversible
superficies bacterianas y mucosas. L.a forma més (ntima de interaccidn bacteria-mucosa es la invasion,
donde Ia bacteria patégena penetra la barrera mucosa para establecerse o bien transitar dentro de las

células epitcliales o el tejido adyacente (5).

Sin embargo, la adt ne es necesari una caracteristica exclusiva de las bacterias patégenas.
La. adh ia de microorgani a superficies epiteliales en animales superiores juega un papel
importante en el mantenimiento de la flora normal de algunos it e indir protege al



huésped proporcionando p ia para patégenos. Asf, los microorganismos patGgenos deben superar
las barreras de defensa focales inespecificas del huésped antes de unirse a [as células epiteliales.

La adherencia bacteriana es un fenémeno altamente especifico. El término tropismo a tejidos ha sido usado
para describir la preferencia de los microorganismos por ciertos tejidos, esto ha sido apoyado por la

P

observacién de especificidad de especies, por ejemplo: las i iones gonocdccicas estdn limitadas a

humanos y chimpancés (9,56).

COLONIZACION DE MUCOSAS

Asociacién Adhesién Invasién

Fig. | Tipos de interaccién bacteria-mucosa

Las bacterias patdgenas han elaborado estructuras (adhesinas) que las capacitan para adherirse a sus
huéspedes. Estas estructuras microbianas, que tienen funcién de estan invol
més de los siguientes puntos: 1) promueven Ia adherencia y por lo tanto inician 1a colonizacion de las

adas en uno o

superficies mucosas; 2) son responsables de la organizaci6n de < idades microbi 3)¢c
el contacto célula-célula; 4) y son imponantes en la liberacién eficiente de toxinas a las células blanco
0.

Cada tipo individual de adhesina interactia con cotnponentes particulares expuestos sobre el epitelio
animal. Esta interaccién entre las adhesinas bacterianas y Jos tejidos del huésped en cuanto a especificidad

ha sido comparada con el reconocimiento ant{geno-anticuerpo (9).



La superticie intestinal estd cubierta por una capa mucosa que protege al epitelio. Las glicoproteinas del
moco {mucinas) son ricas en carbohidratos que estin presentes como oligosaciridos, algunos de los cuales
se encuentran en los antfgenos de los grupos sanguineos. La capa de moco es gruesa comparada al tamaiio
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de una bacteria y los oligosacdridos proporcionan receptores fales para lus bacterianas.

Asl. la adherencia puede ser inhibida proporcionando un exceso del receptor en solucién més que unide
4 la superficie, debido a la competencia por ¢l ndmero limitado de sitios uctivos, Para caracterizar la
especiticidad de un teceptor de una nueva adhesina, la hemaglutinacidn u otros ensayos deben ser
realizados en la presencia de inhibidores putativos, normalmente azdcares simples o compuestos
glicosilados (48). Como resuitado de estudios realizados investigando la unién de las fimbrias y la
inhibicion de esta uni6n a eritrocitos 1as estructuras para los receptores de algunas adhesinas fimbriales

han sido propuestas (Tabla 1).

1.2 Generalidades.
Escherichia coli habita normalmente en el tracto i tnal de mamiferos. Para resistir los mecanismos de

limpieza del intestino como son ¢l flujo de fluidos debido a movimientos peristélticos y/o secrecion de
mocn, la bacteria cuenta con adhesinas especificas, La colonizacién por E.coli toma lugar después del
nacimiento y, una vez establecido, esta especie permanece como parte de la flora normal. E.colf es 1a
bacteria mis abundante dentro de las bacterias gram negativas aerébicas facultativas en la flora fecal (63). -
Existe una clara correlacién entre las propiedades de adherencia de Ias cepas patogénicas de £.coli y la
capacidad de estas cepas de causar enfermedad, incluyendo diarrea (34,40,41,54), pieloneftitis, meningitis
(62), septicemia ¢ infecci6n del tracto urinario (34,57.63,88).

En todos estos casos, la adherencia es el primer paso en la infeccidn y existen miltiples evidencias que
E.coli tiene una amplia variedad de adhesinas fimbriales y no fimbriales espec(ficas que le permiten
adherirse al epitelio (63). La especificidad de los diferentes tipos de fimbrias es resumido en la siguiente
tabla (Tabla 1). ’



Tabla 1. CARACTERISTICAS DE LAS ADHESINAS FIMBRIALES EXPRESADAS EN Escherichia colif ESTEROTOXIGENICA (ETEC) CAUSANTES DE DIARKEA

Adhesina Hudsped Tropismo Recepror putative Referencia
K88 Cerdos Iniestino delgado D-Galactésidos Laux DC.1986 (66}
K99 Temens Tiein Ac. Sidlico Graafl FK.1980 (40)
borregos Semit M.1984 (97)
cerdos. Lindahi M.1990 (71)
GM, Faris AM.1580 (34)
F41 Temens Insestino delgado N-Acetilpalactosamina Graaf FIC1982 (41)
bomegos
cerdos.
987p cerdos Imestino delgado Drsconogid Es2acson RE. 1981 (54)
CFAl Humanos Intestino detgado Ac. Sidlico Evans DG.1979 (26)
Hars H.1985 (8)
Picroni P.1988 (50)
GM, Fasis AM.1980 (34)
CFAI . Hall RIL1989 (54}
{€s1,652) Huminos Iniestino deigado Desconocido Sporsem 0.1990 (100)
€S3) carbohidratos/ politaciosamino-glucanos Levine MM.1984 (67)
CFAMI Humanos Intedtino delgado Descanocido Honda T.1984 (51)
CFAIV Humanos Imestino delgado Asialo-GM,
Desconocido Oro HS.1990 (35)
. Wolf MK.1989 (79}
Knutton S.1987 (61)
McConnell MM. 1985 (78)
Thomas LH.1985 (110,111}
FCFO166 Humanos Intesting delgado Desconocido McCoonell MM. 1989 (§0)
PCFOL53 Humanos Intesting delgado Desconocido Tacket CO.1987 (109)
2230 Humanos Intestino dedgada Desconocido Darfeulile-Michaud A.1986

22}




1.3 Clasilicacién de Escherichia coli causantes de diarrea.

Entre las cepas de E. coli que causan diarrea ¢n humanos, existen 4 clases diferenciadas entre sf por sus
propiedades de virulencia, su interaccién con 1a mucosa intestinal, ¢l sfndrome clfnico que producen, su
epidemiologfa y los distintos serotipos O:H a los que se asocian y ¢stas son las siguientes (69):
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Excherichia coli enteroinvasiva (EIEC)

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

Escherichia coli enterohemorrégica (EHEC)

Escherichia coli enteroagregativa (EAggEC)

Estas bacterias, aungue si bien se diferencian por lo anteriormente mencionado, comparten ciertas
caracter{sticas con respecta a su patogénesis: 1) Los factores de virulencia son codificados generalmente
por plasmidos; 2) Existe interaccion con la mucosa intestinal; 3) Producen enterotoxinas y/o citotoxinas;
4) Las cepas se clasifican dentro de ciertos serotipos O:H

Las cepas de E.coli enterotopatogénica y cnterotoxigénica causan gastroenteritis en nifios y en adultos,
especialmente en pafses en desarrollo, y son responsables de Ja mayorfa de los casos reportados en la
diarrea del viajero (1,26,91,94,101).Estudios realizados en México, en un 4rea endémica, demostraron
que ETEC se encuentra dentro de los 4 primeros agentes causales de diarrea en la poblacion infantil meﬁor
de 2 aiios (20,21,93). Ademis, se ha descrito a £.coli como el agente causal de infecciones oportunistas
en huéspedes comprometidos. En el campo veterinario, las cepas de E. coli enterotoxigénica (ETEC) causan
diarrea en animales j6venes como terneras y lechones produciendo toxinas similares 4 las que infectan

" humanos (34,41,54).

1.4 Modo de T 6t y P: icidad

La infeccion por ETEC es adquirida por ingestién de ali ylo agua inada. La bacteria

coloniza el intestino delgado, el sitio critico de interaccidn huésped-parasito donde elabora Ja enterotoxina
lcr_mplébil {LT) 6 1a enterotoxina termoestable (ST).
La LT producida én humanos (LTh) y en cerdos (LTp) son estructuralmente muy similares a la toxina del

cblera producida por Vibrio cholerae (17). Estas toxinas poseen un peso molecuar de aproxi

86 kDa y estin compuestas de cinco subunidades B en un pentimero en la cual la subunidad A es unida,
La diferenciaci6n de estas toxinas es en base a su diferente punto isoelétrico, migricion eletroforética y

diferencias menores en la estructura primaria, ejemplo: cuatro residuos de amino4cidos difieren entre las

7



subunidades B de LTh y LTp; 20 entre LTh y CT, la cual tiene 22 residuos diferentes de LTp. La

heterogeneidad entre las A es més pr CT y LT: se unen a un receptor especifico,
¢l gangliésido GM,, sobre el epitelio intestinal via la subunidad B. Después de la penetracién en la
membrana celular la subunidad A actua via su péptido A1 para activar la adenilato ciclasa resultando en
niveles incrementados de AMP ¢iclico lo que se traduce en incremento de l1a secrecién de Ifquidos y

electrolitos (35,37,49).

La ST son péptidos pequefios de bajo peso molecular, aproximadamente de 1 a 6 Kda, que a diferencia
de 1a LT no es inmunogénica. Actualmente, 2 clases de ST son conocidas: (STa) humana y (STh) porcina
de acuerdo a su especificidad de huésped. Esta toxina termoestable (ST) estimula la actividad de la
guanidil ciclasa incrementando los niveles de GMP clclico originando [a salida al lumen intestinal de agua
y electrolitos (35,37,49).

Las caracterfsticas clfnicas de la infeccién por ETEC son diarrea acuosa, niusea, dolor abdominal y en

algunos casos s¢ acompaiia de fiebre.

1.5 Adherencia de ETEC.

Como en muchas otras infecciones intestinales, el primer evento en su patogénesis es la adhesién al
epitelio mediante fimbrias, denominados factores de colonizacion (CFAs) (27,28,29,58), los cuales les
permite mantererse (6 protegerse) del mecanismo de defensa peristéltico del intestino delgado.

La mayorfa de CFAs han sido fimbrias -semejante a pelo 6 cabello, or los filar bi

mis delgados que ¢l flagelo sobre la superficie de £.coli, Son pocas las adhesinas que no estén asociadas
con estructura fibrilar y son llamadas "no fimbriales™ o "afimbrial”, estas pudiesen ser agregados
irregulares sin una forma claramente definida. Algunas veces se observan al microscopio electrénico como
estructuras similares a cipsulas polisacéridas 6 simplemente fibrilas que debido a sus didmetros pequeiios

Tieid

{generalmente menor de 3 nm) no pr una buenar por las icas de tincién

utilizadas (48). Los factores fibrilares de colonizacién de cepas de ETEC provenientes de humanes son

especie-especifico, los cuales comparten ciertas caracterfsticas:

1) Son estructuras rfgidas o flexibles de 6 - 7 nm y de 2 - 3 nm en didmetro, respectivamente.

2) Son codificados por plismidos que generalmerte son los mismos que codifican para la produccién -~
de ST y LT.

3) Sus subunidades proteicas son de 14 a 22 kilodaltones (kDa)



4) En la presencia de D-manosa, la mayoria de estos (CFAs) median la hemaglutinacién a ciertas

especies de eritrocitos (caracterfstica diferencisl del tipo de fimbria)

5) Confieren una alta hidrofobicidad a las cepas que lo poseen
6) Los CFAs se expresan en cultivos a 37°C pero no a 18°C
7 Estén restringidos a ciertos serotipos O:H

(22,27,28,33,36,43,51,69,78,89,99).

Han sido reportados otros factores putativos de colonizacién (PCF): CFA/IN (51), PCFO159 (109),
PCFO166 (43,80),2230 (22), 8786 (6). C517 (82), PCFO9 (46), CFA/V (76), aislados de cepasde ETEC
que causaron cuadros agudos de diarrea en humano. Estos PCFs comparten muchas de las caracterfsticas
‘de los CFAs: sin embargo, fa frecuencia con que son expresados por diferentes cepas de ETEC, asf como
su importancis en la colonizacién en modelos animales experimentales y en voluntarios humanos no ha

sido bien determinada (83).

1.6 Métodos para detectar los factores de colonizacién (CFAs).
Una de las primeras estrategias para clasificar 1as adhesinas de

d m

a su especificidad de
en ensayos in vitro en las cepas de E.coli fue por ¢l método de hemaglutinacion (3,13,18,19,24,29).A
través del uso de eritrocitos de diferentes especies, y por lo tanto de un amplio intervalo de receptores,
llega a ser posible la caracterizacién de las adhesinas presentes en la superficie de una cepa de E.coli,

- donde cada adhesina en particular da un patrén caracterfstico de hemaglutinacién (Tabla 2). Una
observacién temprana fue que Ia adherencia mediada por el pili tipo 1 6 pili comiin, presente en fa mayorfa

dc tanto enterobacterias patégenas y no patdgenas pucde ser inhibida por D-manosa (95).

Duguid y cols. desarrollaron un esquema para la clasificacién de fimbrias en 2 categorfas: las que median
hemaglutinacién sensible a2 D-manosa (ej. tipo 1) y aqueltas que median hemaglutinacién resistente a D-
manosa. Sin embargo, debe considerarse que no todas las especies fibrilares causan hemaglutinacién y
que las hemaglutininas no fibrilares existen en E.coli (24).



Tabla 2. Patrones de hemaglutinacién de diversas fimbrias de ETEC
hacia diferentes especies de eritrocltos :

Fimbria Especies de eritrocitos al 3% que son Referencia
lutinad; enflap ia de 1% D-man
K88 Pollo, cobayo Jones GW.1974 (57)
K99 Caballo, carnero Gaastra W.1982 (38)
F41 Cuyo, humano, caballo, carnero Graaf FK.1982(41)
9870 No Hemaglutina Taaacson RE
1981 (54)
CFA/l Humanos, bovines, pollo Evans DG.1977 (25)
CFA/
Cs1 Bovino, pollo, humano Farig A.1982 (33)
Ccs2 Bovino, pollo, gallina blanca Smith CJ.1082 (98)
€53 Bovino Cravioto A.1979 (19)
CFA/I No Hemaglutina Honda T.1984 (51)
CFANIV Humanos y bovinos ‘Thomas LV.1985 (111)
(CS4,CS5,CS6) McConnel M. (986 (78)
PCFO166 Boving McConnell M. 1989 (80)
PCFOI159 No Hemaglutina Tacket CO.1987 (109)
2230 No Hemaglutina Darfeuille-Michaud. 1986
22)

Otro método sercillo, para cuantificar de mancra relativa la hidrofobicidad de la superficic bacteriana, es

la iad de i6n a di concentraci de sulfato de amonio "salting out” (50.70).

Besligl b

Los ensayos de h e bicidad son pruebas de escrutinio que han sido sustitufdas por

otras pruebas de tipo inmunolégico para la determinacion especffica de la presencia de algin tipo de
adhesina. Algunos de estos métodos son aglutinacién en portaobjetos con sueros policlonales 6
monoclonales ami-CFA (3,28,52,73,74,77),inmunodifusién en agar (3,88), y CFA-inhibicién ELISA
(73,74,.7.R conlai duccién de la biologfa molecular, se han disefado sondas de DNA

y idos para la bi de los genes que codifican para estos CFAs (42,65). Estos métodos

presentan diferencias ¢n sensibilidad y especificidad y pueden ser utilizados de acuerdo a las necesidades
de cada laboratorio (3), Las ventajas y desventajas de cada uno de los métodos existentes se observa en
fa tabla 3.



Tabla 3. METODOS DE DETECCION DE CFAs

Méwdos Ventajas Desvertajas
1. Hemaglutinacién Méiodo de escrutinio Baja sensibilidad
(18,19.25) No necesita reactivos sofisticados
2.Aglutinacién Sirple, ripido Aglutinacién espontinea
a)Amticuctpos policlonales Alta avidez por los antickerpos Ricsgo de reacciones inespecificas
{3.28,30 Reacciona con diferentes epitopes de CFA

b)Anticuerpes monoclonales
1.74)

Alta espeeificidad,
cantidades ilimitadas de anticuerpo

Baja avidez de unifin, reconoce iinicamente ua epitope de la
fimbria

3 Jomunodifusion
(18,88)

Alua especificidad

Consume tiempo; baja sensibilidad

4.Replicas de nitrocelulosa
)

a) hemnadsortién

No requiere aislamiento previo de las colonias

Simple, répido

Variacién entre diferentes tipos de eritrocitos

b) ELISA Alta especificidad y sensibilidad Anticuerpos poli 6 Ies especificos y
conjupados enzimiticos necesarios

S.ELISA Alta especificidad Consume tiempo;

on requiere aaticuerpos anti- CFA de diferenies lipos
6.CFA-Inhibicién ELISA (73,74) | Muy sensible; permite determimciones cuantitativas Consume liempo, fequiere reactivos inmunoespecificos
7.Material genético Al especificidad y sensibilidad Alto Costo

Sondas de DNA Consume tiempo,

Oligonuciedtido Onicamente algunas sondas estin disporibles

{42,65) Requicre de fa validacién ¢ imerprelacion de sus




1.7 Prevalencia de Factores de Colonizacién (CFAs).

La prevalencia de los factores de colonizacion en las cepas de ETEC difiere considerablemente en tos
distintos estudios realizadvs. Esta prevalencia parece variar con el tipo de peblacién en estudio y a las
diferencias geograficas. Es importante mencionar que en la mayorfa de los estudios de prevalencia de
factores de colonizucién Ilevados cabo, queda aproximadamente de un 40 a un 50% de cepas de ETEC
en las que no se identifica algin CFA (10,11,14,27,39,83,84,94,101).

En estudiantes de los Estados Unidos de América, que viajaron a México y que presentaron diarrea por
ETEC, s¢ encontrd que en un 74% de las cepas se identificé al menos un CFA, con una distribucién de
31% para CFA/II, un 26% para CFA/l y para CFA/IV un 17%. Al 26% de las cepas no se les identificé
ningdn CFA de Jos anteriormente mencionados {92). Asl mismo, en un estudio epidemiolégico realizado
en nifios mexicanos que viven en un drea endémica, determinamos la incidencia de infecciones entéricas
por ETEC, asf como la frecuencia de ETEC con CFA/I, CFA/Il y CFA/IV, y establecer si la presencia
de alguno de estos factores constituye un factor de riesgo para producir diarrea.

Se detecto algun tipo de CFA en el 64% de todas las cepas de ETEC, El més frecuentemente identificado
fue CFA/IV (32%), seguido por CFA/I (25%) y CFA/Il (7%). Aquellas cepas productoras de ambas
enterotoxinas fueron las que con mayor frecuencia se asociaron a la presencia de un CFA que aquellas
cepas productoras Gnicamente de LT 6 ST. El 36% de las cepas no presentaron ninguno de los CFAs
buscados. La asociacién de la produccién de enterotoxinas se asoctd a la capacidad de producir diarrea
hasta en un 4.5 veces mayor con un 95% de IC, mientras que los nifios infectados con cepas de ETEC
con algiin CFA no presentaron un riesgo mayor a diarrea comparado con aquellos nifios infectados con

cepas de ETEC que no poseen alguno de fos factores de colonizacién estudiados (75) (Figs 2 y 3).



No [dentificadas 54%

Fig.2 Frecuencia de CFA’'s en cepas de ETEC
aisladas de ninos

No ldentificadas 48%

Fig.3 Frecuencia de CFA’s en cepas de ETEC
alsladas de turistas
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1.8 nmunidad y Vacunas.

Adin cuando ETEC es la causa mis importante de diarrea en pafses en desarrollo y en (uristas, no existe
una vacuna para uso en humanos. El conocimiento acerca de los factores de virulencia y los antfgenos
protectores de ETEC sugiere que ¢l desarrolto de una vacuna pueda legar a ser posible. Se ha demostrado
que la enfermedad natural por ETEC, CFA/L, y CFA/I ind tanto una resp inmune sistémica y

de mucosas (102). Estudios experimentales en animales y voluntarios humanos han mostrado que la

infeccidn por ETEC puede dar lugar a inmunidad protectora contra el reto con organismos homédlogos
(102,106,108). Tanto los anticuerpos anti-toxina y anti-factores de colonizacién pueden
independientemente uno del ntro proteger contra la infeccion experimental de ETEC y cuando se presentan
ambos esta especiticidad de anticuerpos coopera sinérgicamente en proteger contra la enfermedad. Aunque
la inmunidad anti-bacteriana contra ETEC pueda ser debida a los factores de colonizacién, los anticuerpos
contra ¢l antigeno O pueden en parte proteger contra los grupos O homélogos de ETEC (2,4,17,31).

La inmunidad anti-toxina es dirigida inicamente contra LT, dado que la ST nativa no es inmunogénica.
La respuesta inmune anti-LT es principalmente contra la subunidad B, de la molécula que cruza

inmunolégi con la subuunidad B de la toxina de célera.

Es interesante hacer notar que la inmunizacién con célera o la subunidad B de LT puede inducir
proteccitn contra la diarrea asociada a cepas de ETEC productoras de LT 6 LT/ST. En contraste con la
funcién protectora de anti-LT contra la enfermedad por ETEC, el significado protector de anti-ST
permanece indefinido. Aunque ST en su estado matural no ¢5 inmunogénico, puede dar origen a
anticuerpos neutralizantes cuando es acoplado a una proteina acarreadora, como albimina sérica bovina
(ASB) o la subunidad B de la toxina de célera 6 de LT (35,96, 105).

Se ha demostrado que en la enfermedad natural por ETEC, CFA/l y CFA/MH inducen tanto una respuesta
inmune sistémica y de mucosas (102). Cuando se administran oralmente los CFAs purificados se induce

una resp i humoral, principal diada por IgG. Aunque la segunda exposici6n de ETEC
que expresa CFA/l o CFA/II no lo protege de manera significativa (107,113). Se ha observado que los
CFAs purificados han sido muy sensibles a la degradacién proteotitica en el tracto gastrointestinal humano
y que posiblemente el trata:niénzo para neutralizar el dcido géstrico afecte adversamente la proteina
fimbrial durante su trénsito a través del estémago. Esto podrfa sugerir que los CFAs purificados como
antfgenos no replicativos son pobres estimuladores de IgA secretora, ya sea por degradaci6n de la

molécula por el contenido géstrico; o porque el antigeno libre de células pueda ser menos efectivo cuando
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alcanza las células M del epiteliv que cubren los foliculos linfoides (placas de Peyer), el cual se especializa
en transportar antigenos del lumen del intestino al tejido linfoide; o bien porque los CFAs puedan ser
eliminados después de la unién a receptores libres presentes en el lumen intestinal humano. Al
administrarse los CFAs directamente en el duodeno vfa tubo intestinal, se observa una rcspuesta
significativa de IgAs, lo que enfatiza la importancia de proteger las proteinas fimbriales en su paso por
¢l estémago. Adicionalmente, estudios realizados ¢n conejos, utilizando antfgenos puros CFA/l y CFA/IL,
demuestran un sinergismo en la repuesta inmune, lo que sugiere que la utilizaci6n de una vacuna

polivalente podrfa ser de gran éxito (113,114).

Asf, una vacuna debe ser dada oralmente e idealmente evocar tanto una respuesta anti-colonizacién y anti-

toxica en el intestino, contener unac

i6n de derivados bacterianos y ant(genos derivados
de la toxina, Los antfgenos sométicos més importantes para ser inclufdos en una vacuna son aquellos
CFAs que se encuentran con mayor frecuencia en las cepas de ETEC aisladas en diferentes 4rcas
geogrificas. Por lo tanto, el conocer la prevalencia de los CFAs y PCFs es importante para el desarrollo
de vacunas (23,32,68,107)

Es evidente que el desarrollo de unma vacuna efectiva contra la diarrea por ETEC, usando CFAs

purificados, induce una alta respuesta de IgAs, consistente a estos agentes protefcos solubles no

replicativos, pero que requiere una evaluacion si fca de régi de i izaciSn para encontrar

la combinaci6n dptima de forma del antfgeno, dosis, ruta de administracién y esquema de inmunizacién,
Las vacunas utilizando bacterias vivas, expresando los CFAs mis prevalentes y productoras de

enterotoxinas, deben de

arse; ya que la bacteria al multiplicarse en cl intestino puede proporcionar
una estimulacién antigénica de) sistema inmune intestinal local (2,4,17,23,31,32,68,102,106,107,108,113,
114).



IL. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es uno de los agentes etiolégicos causantes de diarrea aguda mis
frecuentemente aislados en poblacién infantil menor de 2 afios y de turistas. Los Factores de Colonizacifin
(CFAs y PCFs) representan el medio por el cual la bacteria se adhiere al epitelio intestinal 1levando a cabo
¢l primer evento en la patogénesis de la infeccion por esta bacteria. El interés que tiene el encontrar una
vacuna efectiva contra la enfermedad causada por ETEC en el que estén inclufdos los factores de
virulencia mis importantes de esta bacteria hace necesario conocer la frecuencia de los nuevos factores
putativos de colonizacién (PCFs) reportados, ya que se desconoce la frecuencia con que estos PCFs se
encuentran en las cepas de ETEC aisladas de casos sintomiticos ¢ asintomiticos de humanos. El
determinar que estos PCFs se encuentran presentes de manera importante en los aislamientos de ETEC
nos dejarfa abierta la posibilidad de que pudiesen ser inclufdos en {a utilizacién de una vacuna y que

pudiesen ayudar a conferir proteccion total contra la enfermedad causada por ETEC,

Con ¢l incremento de los factores de colonizacién reportados para este tipo de cepas, se hace evidente el
interés de contar con técnicas que hiciesen mis ficil 6 accesible su determinaci6n,

Serfa interesante conocer si existe homologfa antigénica entre todos estos factores de colonizacion y si
presentan en su secuencia de aminofcidos alguna regitn compax_ﬁda para sintetizar un oligonucle6tido, que
codifique para aquella regi6n conservada de estas estructuras, con el fin de ser utilizada en una prueba de
escrutinio como una nueva estrategia que permita Ia deteccidn y diferenciacion de cepas de ETEC que
presenten atgin CFA.
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III. HIPOTESIS

Las cepas de Escherichia coli enterotoxigénica que no presentan algin Factor de Celonizacién (CFA)
como CFA/I, CFA/Ily CFA/IV pueden poseer un Factor Putativo de Colonizacién (PCF) como PCFO166,
PCFO159,2230 y CFA/II, que sea importante por la frecuencia con que se presente en este tipo de cepas

y participe en 1a patogénesis de la bacteria.

Los CFAs y PCFs presentan caracterfsticas similares en cuanto a su morfologfa y codificacién genética,
as{ coma en la metodologfa empleada para purificartos. Si tal similitud se refleja a nivel de homologia

antigénica e identidad de amino4cidos se podra desarrollar nuevas estratégias en su idemiﬁcaciéﬁ.



IV. OBJETIVOS

Cunocer 1a prevalencia de factores putativos de colonizacién en cepas de ETEC aisladas de nifios

Mexicanos menores de 2 aftos y de los turistas Americanos.

Describir la presencia de homologfa antigénica y la identidad entre las secuencias de aminodcidos de las

fimbrias de ETEC,

OBJETIVOS PARTICULARES

- Purificacién de antfgenos putatives de colonizacién CFA/HI, PCF0159, PCFO166 y 2230 de ETEC

- Producci6n de anticuerpos poticlonales de conejo contra estos factores putativos de colonizacién de
ETEC

di selad

- Clasificar fas cepas de ETEC a de nifios de § ailos per i auna
comunidad del sur de la Ciudad de México y de wristas mediante un ensayo de hemaglutinacion e

hidrofobicidad

- Determinar la frecuencia de los factores putativos de colonizacidn CFA/IIL, PCFO159, PCFOL66 y 2230
en éstas cepas por PCF-Inhibicién ELISA.

- Bisqueda de la homologfa antigénica (reactividad cruzada) de estos CFAs y PCFsde ETEC y la
comparacién de la identidad entre las secuencias de amino4cidos reportadas para estos factores de

colonizacién.



V.MATERIAL Y METODOS

Cepas bacterianas de referencia.

Tabla 4. Caracteristicas de Factores de Colonlzacién y.Pulntivos {dentificadas en
E.coli enterotoxigénica

Cepa Fimbria Pérfil toxigénico | Serotipo HARM

H10407 CFA/l LT/ST;ST 078:H11 Hum,Bov
E1392-75 CFA/l LT/ST 06:H Bovino

E8775 CFA/lV LT/ST;ST 025 Hum,Bov
2230 2230 ST 025:H16 Negativo
350C1 PCFOI159 LT/ST 0159:H4 Negativo
E7476A PCFO166 ST 0166:H27 Hum,Bov
260-1 CFA/IL LT 025:H" Negativo

CFA =Factor de Colonizacién; PCF=Factor Putative de Colonizaci6n;
HARM =Hemaglutinacién resistente a D-manosa

Las siguientes cepas de ETEC fueron proporcionadas. gentilmente por:
2230 Dra. Arlette Darfeuille-Michaud, Clermont, Francia;

350C1 (PCFO159) Dr. C, Tacket, Baltimore, Maryland, USA;

E7476 (PCFO166), Dra. M.McConnell, London, UK;

260-1 (CFA/IN), Dr, T. Honda, Osaka, Japén.

V.1 Purificacién de Factores Putativos de Colonizacién (PCFs) de Escherichia coli enterotoxigénica

V.1.1 Obtencién de antigenes purificados. Se aplicé una metodologfa Gnica para Ia obtencién de los
antfgenos basindonos principalmente en la descrita por Evans y cols. (29). El método establecido consiste
en la homogeneizacién de 1a bacteria para liberar las fimbrias, seguida por precipitacién con sulfato de
amonio.

El antigeno crudo se purific6 por cromatografia de intercambio iGnico a través de una columna de DEAE-

Sepharosa con gradiente lineal de cloruro de sodio (Diagrama 1).
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La pureza de lus antlgenos se determinG por electroforesis SDS-PAGE usando el método de Laemmili (64).
Las preparaciones de antigeno se suspenden en solucién amortiguador (Tris/HCL, SDS y §-
Mercaptoetanol), se calientan a 100°C/Smin y se someten a corrimiento electroforético en Phast-System
(250 V, 65 A, 20 min).

V.2 Produccién y Caracterizacidn de los anticuerpos policlonales anti PCF (2230, PCF0166,
PCF0159, CFA/IT]). Titulaclén, Sensibilidad y Especificidad.

V.2.1 Anti para | izacién. Se utilizaren las diferentes cepas de referencia formalinizadas

ajustadas a una concentracién de 10* UFC/ml. El pr y de formalinizacién consiste bés ite

en suspender a la bacteria con una solucién de formaldehfdo al 0.5%, se deja aproximadamente 3 horas
y después de una seric de lavados se resuspende Ia bacteria en la misma solucién y se ajusta a la

congcentracién deseada.

V.2.2 Esq de i izacién. Los anticuerpos anti-PCF fueron producidos en conejos a los que se
les administrd 1 ml de bacteria formalinizada (10®* UFC/ml) a intervalos de 1 semana, durante | mes. La
primera i i6n fue administrada con adyuvante completo de Freund. Los animales fueron sangrados
por punci6n cardiaca 1 Jespués de Ja tltima i izaci6n (Tabla 5).

Tabla 5. ESQUEMA DE INMUNIZACION CON ETEC FORMALINIZADA
QUE EXPRESA PCF

Tiempo Dosis Via de administracién
(dfas) (UFC/ml)

0 10f Intramuscular (500 uf) +(500 ul)
7 10 Intravenosa (500 ul)

14 10* Intravenosa fdem

21 10° Intraverosa {dem

28 10° Intravenosa idem-

35 Sangrfa en blanco

ACF =Adyuvante Completo de Freund; UFC=Unidades Formadoras de Colonias
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V.2.30btencién de mutantes. Para ohtener variantes negativas que nos permitiese adsorber los sueros
para hacerlos espec(ficos (116) se utilizd un agente quimico mutagénico como e! bromuro de ctidio; por
otro lado, s¢ buscaron mutantes espontdncas por subcultivos repetidos de las cepas de referencias y

creciéndolas a 18%C.

V.2.4 ELISA. La determinacion de la dilucién 6ptima de trabajo (titulacién) para los diferentes

anticuerpos se hizo mediante un ensayo inmunoenzimético (ELISA) (77).

V.2.5 Inmunodot. Para obtener un suero especifico se adsorbi6 con la mutante deficiente del PCF, Para
determinar esta especificidad antes y después de la adsorcion se utilizé ¢] ensayo de inmunodot sobre
membranas de nitrocelulosa a los que se les aplicd los diferentes antigenos provenientes de las cepas de
referencia (asf se contaban con controles negativos y ¢l control positivo), se dejan adsorber los antigenos,
las membranas se bloquean con albitmina sérica bovina (ASB) seguido por varios lavados. Se aplica ¢l
anticuerpo a probar, se deja reaccionar; después de una serie de lavados, se agrega el conjugado marcado
con peroxidasa para posteriormente revelar con-cnaftol +H,0,. La reaccién se interpreta mediante la

presencia de "manchas” que manifiestan que la reaccidn antigeno-anticuerpo se ha ilevado a cabo.

V.3 Caracterizacién de las cepas de ETEC.

Poblacién en estudio.

Grupo 1. En el Departamento de Infectologfa del INNSZ s¢ cuenta con un banco de cepas de ETEC
aisladas dc 228 nifios, pertenecientes a una comunidad del sur de la ciudad de México, que fueron
seguidos en un estudio longitudinal realizado de Abril a Julio de 1987.

De 241 cepas de ETEC identificadas, 110 de ellas, 46%, presentaron algin factor de colonizacién (CFA/I,
CFA/II, CFA/LV), por lo que en este estudio se incluy6 el 54% restante, 131 cepas que no presentaron
ningin CFA. (Fig. 2) (73). Dec Ias cepas, que se encontraban almacenadas a -20°C, pudieron recuperarse
60 que son las que se refieren a continuacién: 18 (30%) fueron aisladas de nifios con cuadros agudos de
diarrea (sintomdticos) y 42 (70%) aisladas de niiios asintométicos. Se definié a un episodio diarceico
como: a) al menos 1 dia con 3 o mis evacuaciones acuosas en 24 horas, b) al menos 2 més del patrén
diario habitual con cambios en la consistencia de las heces. La infeccién por ETEC fue considerada
asintomética cuando hubieron al menos S dfas consecutivos libres de sintomas antes y después del
aislamiento de ETEC en heces (73).
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Grupo 2. De 145 cepas de ETEC aisladas de cuadros diarreicos en 191 estudiantes americanos, que
asistfan a [a Universidad de Guadalajara durante los 2 meses de verano (Julio y Agosto de 1987), 81 de
ellas (56%) presentaron algin tipo de CFA (Fig. 3); del resto, 64 cepas, se recuperaron 2] que se

incluyeron en este estudio para la bisqueda de PCFs.

V.3.1 Identificacién de toxinas. La deteccién de enterotoxinas se llevd a cabo por los ensayos
inmunoenzimdticos GM,-ELISA-LT ¢ inhibicién GM,-ELISA-ST (104,105).

V.3.2 Ensayos de Hemaglutinacién (HA). Las caracterfsticas hemaglutinantes de las cepas de ETEC

hacia diferentes cspecies de eritrocitos (Humano grupo A, pollo, cuyo y bovino) se llevé a cabo en

portacbjetos, adicionando 10 ul de la suspensién bacteriana ajustada a una racién de 10

bacteria/ml + 10 ul de la suspensién de eritrocitos en salina con y sin D-manosa al 1%

V.3.3 Hidrofobicidad (h). La prueba se efectiia en portaobjetos mezclando 50 ul de la suspensién
bacteriana con cada una de las diferentes concentraciones de la sal de amonio (de 0.05M a 3M).

V.3.4PCF-Inhibicién ELISA. La identificacién de los factores putativos de colonizacién para determinar
su fi ia fue realizada por PCF-Inhibicién ELISA utilizand o anticuerpos policlonales espectficos para
cada PCF.Lasplacas de ELISA fueron sensibilizadas con 2230, PCF0159, PCF0166 6 CFA/II purificados,
blogueadas con ASB seguida por varios lavados. Los PCFs fueron detectados por su capacidad para inhibir

la uni6n de los anticuerpos anti-PCF a los PCF purificados unidos a Ia fase s6lida.Las placas fueron

badas y desp lavadas, un conjugado anti-Ig totales de concjo marcado con peroxidasa de rébano
{Dako Inmunochemicals, E.U.A.)para posteriormente desarroflar la reaccién con el sustrato de la enzima
an.

V.4 Homologia antigénica (Reactividad cruzada), La reactividad cruzada entre diferentes CFAs y PCFs
fue determinada por ELISA-Inhibicion. Anticuerpos monoclonales (MAbs) contra CFA/I,CS1,CS2 y CS3
de CFA/I1,CS4 y CS6 de CFA/IV y anticuerpos policlonales contra CFA/IL, 2230, PCFO166 y PCFO159
fueron utilizados. El anticuerpo monoclonal CS5 no fue utilizado porque es de tipo IgA, siendo los demds
MAbs de tipo IgG. Las placas de ELISA fueron cubiertas con los antfgenos nativos {(CFAs y PCFs
purificados). Posteriormente se adicionaron los antigenos hom6logos o heterélogos desnaturalizados junto

con los diferentes anticuerpos. El porcentaje de inhibici6n de la unién de los anticuerpos a los antigenos
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unidos a fase sélida indica el grado de homologia.

Y¥5C acién de de ami idos (aa) entre los diferentes PCFs de ETEC.

Utilizando e] an4lisis por computadora de secuencias de 4cidos nuclefcos y proteinas (PCGENE) (7). se
capturaron las secuencias de aminodcidos (aa) seportadas de los diferentes CFAs y PCFs
(6,15,36,45,46,56,59,69,89) El alincamiento entre lus protefnas fue hecho por el método de Myers &
Miller (86) ¢l cual compara y define por desplazamiento de los aa, hasta encontrar su maxima identidad

las regiones homélogas existentes entre cada una de ellas.
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V1. RESULTADOS

VI.1 Purificacién de Factores Putativos de Colonizacién de ETEC.
Vi.1.10btenclén de antigenos. Purificacién y Rendimienta. Se utiliz6 una cromatografia con

una resina de intercambio i6nico que mostré un perfil de corrimiento como se observa en la Fig.
4, donde el PCF fue obtenido en el primer pico, el segundo pico son restos de fragmentos

celulares, se muestra Gnicamente una figura, ya que en todos los procesos fue muy parecido para

cada uno de los PCFs;
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Fig. 4 Cromatografia en DEAE-Sephadex
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El rendimiento obtenido para cada une de los antigenos purificados se muestra en la tabla 6; dichos
rendimientos fueron caleulados en hase a la concentracion de protefnas (Mdtodo de Bradford) (12), al
inicio y terminacion del proceso de ohtencion y puriticacion de los antigenos.,

Tabla 6. PURIFICACION Y RENDIMIENTO DE ANTIGENO 2230, PCFO166, CFA/IIT y
PCFOI59 DE CEPAS PROTOTIPO DE ETEC

PCF Ag crudo (ug/ml)* Ag purificado  (ug/ml)* Rendimiento (%)
2230 1027.2 132.8 12.93
0166 810 325 40,12
CFANI 775 350 45.16
0159 595 290 48.74

PCF=Fuctor Putativo de Colonizacion; * =Método de Bradford (12);(%)=Porcentaje

En las siguientes tiguras s¢ muestra la imagen obtenida por electroforesis en geles de SDS-PAGE alf 12%
tefiidos con Azul de Coomassie al 0.25% durante ¢l proceso de obtencidn y purificacidn de los Factores

Putativos de Colonizacidn. EI peso molecular de los antigenos purificados varfa de 15.5a 19 Kda.

PM
Kda
874
66.2

45

Fig, SA Columna | marcadores de peso molecular; columna 2 y 3 sobrenadante de cultivo antes de Ja
agregacion de la protefna; columna 4 precipitado después de la agregacion de 1a proteina; columna 5
precipitado que se desecha después del desprendimiento mecdnico de la fimbria; columna 6 antigeno crudo
concentrado para purificacion por cromatograffa de intercambio idnico; columna 7 sobrenadante que se
fesecha después de la precipitaciGn con sulfato de amonio. La flecha sefiala {a posicion en que migra la

proteina timbrial de un PM de 15.5a 19 Kda.
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Fig. 5B Columna | marcadores de peso molecalar: columna 2 antfgeno crudo a purificar por cromatogratia
de intercambio idnico; columna 3 PCF puriticado, La flecha seiiala la posicidon en que migra la protefna
timbrial.

VI.2 Produccidn y Caracterizaciin de Anticuerpos Policlonales de conejo anti PCF (2230, PCFO166,
PCFOI159, CFA/I11). Titulacién, Sensibilidad y Especificidad.
Para llegar a producir anticuerpus policlonales contra factores de colonizacién es necesario cuidar tos

siguientes eventos para lograrlo.

VI.2.1 Antigenos para inmunizacidn. El tipo de antfgenos o inmundgenos utilizades para inducir una
respuesta inmunoldgica en ¢l animal seleccionado involuera la utilizacién de antigenos purificados,
antfgenos crudos o bacterias. Las cepas formanilizadas de ETEC de referencia que expresen las fimbrias
en su superticie sin alteracion alguna, es una alternativa para la induccion de los anticuerpos.

Las ventajas de este inmundgeno es obviar la necesidad de utilizar el antigeno purificado y la fimbria es

presentada en su forma intacta,

V1.2.2 Esquemsa de inmunizacidn., Existen diversos esquemas de inmunizacion establecidos para fa
vbtencion de anticuerpus dependiendo ¢l tipo de antigeno a utilizar, bacteria, protefna, lipopolisacirido
(51.111). De acuerdo al esquema seleccionado (Tabla 5) éste se considerd adecuado para nuestros fines.
La respuesta inmunoldgica se incrementa conforme al nimero de inmunizaciones realizadas y respecto al

tiernpo (Fig. 6).
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VL1.2.30Obtencién de mutantes Para Hegar a obtener un antisuero especifico, es necesario la adsorcién
del mismo con cepas mutantes, es decir fa misma bacteria que se inoculé pero que no posee el ant{geno
de interés, en este caso el factor putative de colonizacion; para lograr la mutacion pueden emplearse
diferentes métodos. uno de ellos es la utilizacién de agentes qufmicos como el bromuro de etidio; sin
embargo, la utilizacion de estos agentes implica que no solamente pierden ¢l factor de colonizaci6n, sino
que ademis se afecte toda su informacién genética, La mejor opeién fue buscar mutantes espontineas pur
subcultivos repetidos creciéndolas a 18°C.Se corrobora que ya no expresen la adhesina por Inhibicién-PCF
ELISA.

VI1.2.4 ELISA. Dada la alta sensibilidad y especificidad del método de ELISA fue utilizada para la
ticulaci6n de los anticuerpos antes y despuss de la adsorcién contra sus antfgenos homélogos. La respuesta
humeoral de cada animal se increment6 cn funcién de! mimero de dosis del inmundgeno y por lo tanto

respecto al tiempo.

Los titulos de anticuerpos contra cada uno de los PCF se encontraron en el intervalo de 2.796 (log de la
dil 1:1500) a 3.495 (log de la dil 1:3125) como se muestra en las grificas correspondientes (Fig. 7).
Se puede observar también la disminucién de un logaritmo en el titulo de 1a ditucion después de la

adsorci6n del suero hiperinmune con la variante negativa.
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YL2.5 Inmunodet. Este ensayo se caracteriza por ser altamente especifico, aunque poco sensible y fue
utilizado para demostrar que los anticuerpos policlonales obtenidos fueran especificos para cada antigeno
para el que habfan sido producidos una vez adsorbidos. El antisuero reacciona iinicamente con el antigeno

proveniente de la cepa que expresa el PCF homélogo. Ninguno de los policlonales presenté reaccién
cruzada con los antfgenos heterdlogos (Fig. 8).
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Fig. 8 Especificidad de Anticuerpos Policlonales vs PCFs
1.antfgeno 2230; 2.antfgeno CFA/IIL; 3.antigeno PCFO166; 4.antigeno PCFO159; A.anticuerpo
anti-2230; B.anticuerpo anti CFA/II; C.anticuerpo anti PCFO166; D.anticuerpo anti PCFO159
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V1.3 Caracterizacién de las cepas de ETEC

VI1.3.1 Identificacién de toxinas. De un total de 81 cepas de ETEC procedentes de turistas Americanos
y de nifios Mexicanos menores de 2 aios, ¢l 52% (42) fueron productoras de ST, 27% (22) productoras
de LT y 21% (17) de ellas para ambas (Tabla 7).

Tabla 7.
Pérfil toxigénico de las 81 cepas de ETEC incluidas cn el estudio

provenientes de nifios y turistas

Pablacion No. de cepas Pérfil toxigénico

LT ST LT/ST
Turistas 21 5(24) 8(38) 8(38)
Niiios 60 17(28) 34(57) 9(15)
Total 81 22(27) 42(52) 17(21)

LT =Toxina termoldbil; ST =Toxina termoestable; ( )=porcentaje
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v13.2 yos de Hi lutinacién (HA).A las 81 cepas de ETEC st estudi6 su capacidad
hemaglutinante (HAY; de las cepas aisladas de turistas sélo el 33% presenté HARM positiva y ¢1 67%
restante no fue capaz de hemaglutinar ninguna de las especies de eritrocitos probados; se observaron
porcentajes similares en las cepas de ETEC aisladas de nifios, en las que el 37% fue HARM positivo y

el 63% fue HARM negativo (Tabla 8). En ambos grupos de cepas se 6 que independi
de su perfil toxigénico la mayoria de ellas no fueron capaces de hemaglutinar ninguna especie de
eritrocitos.
‘Tabla 8. Capacidad H tuti de 81 cepas de ETEC aisladas de niiios y turistas en base
al perfil toxigénico
Perfil toxigénico No. de cepas HARM
y tipo de poblacion n positiva negativa
n(%) n(%)
Turistas .
LT 5 1 (20) 4 (80)
ST 8 4 (50) 4 (50
LT/ST 8 2 (25) 6(75)
Niflos
LT 17 420 13 (76)
ST 34 15 (44) 19 (56)
LT/ST 9 3(33) 6 (67)
Total: 81 29 (36) 52 (64)

HARM =Hemag lutinaci6n resistente a D-manosa; ( )=porcentaje
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¥1.3.3Determinacién de la hidrofobictdad (h). La hidrofobicidad de la superficie bacteriana fue medida
determinando fa concentracién mids haja de sulfato de amonio en que ta bacteria se agrega.

Et 67% (14/21) de tas cepas de turistas y ¢l 80% (48/60) de las cepas aisladas de nifios fueron
hidrofdbicas, es decir fueron capaces de agregarse a una concentracién < 1.0 M de sulfato de amonio

(Tabla 9). La mayoria de las cepas sin importar su perfil toxigénico ni su procedencia fueron hidrofdbicas.

‘Tabla 9. Porcentaje de hidrofobicidad en 81 cepas de ETEC
en base al perfil toxigénico

Pérfil toxigénico

¢n cepas de ETEC No, de cepas Hidrofobicidad
n Positiva Negativa
n(%) (%)
Turistas
LT 5 4 (80) 1 (20)
ST 8 7(78) 202
LT/ST 8 3 (43) 4 (57)
Niiios
LT %) 13 (76) 4(24)
ST 34 28 (82) 6(18)
LT/ST 9 7(78) 222
Total 8 62 (77) 19 (23)

(%)=Porcentaje; n=nimero de cepas
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Perliles de iacidn entre Ia capacidad de t glutinacién (HA) e hidrofobicidad (h).El pertil de

asociacién entre HA y h més frecuente fue HA/h* en ¢l 48% de tas cepas aisladas de wristas y en 45%
de las ETEC aisladas de nifios.El siguiente patrén fue HA* /h*en 19% de las cepas aisladas de turistas v

en 35% de las aisladas de nifios (Tabla 10).

Es interesante hacer notar que [a mayorfa de las cepas se agruparon con caracteristicas de hidrofobicidad
positiva 67% para los turistas y ¢l 80% en las cepas de ETEC de los nifios; el 76% de las cepas
provenientes de turistas no hemaglutinaron ningtin tipo de eritrocitos y ¢l 63% de las cepas de ETEC
provenientes de niflos tampoco lo hizo. Solamente un 24% de las cepas de ETEC provenlentes de turistas

y un 37% para las cepas pr i de nifios on al menos una especie de eritrocitos.

Tabla 10. Asoclacién de los perfites de hemaglutinacién
e hidrofobicidad en 8¢ cepas de ETEC

Perfiles de HA/h

Poblacion Cepas HA'/h- HAh+ HA*/h- HA*/R*

(n) n % n% n% n%
Turistas (21) 6 (28) 10 (48) 1(5) 4(19)
Nifios (60) 11 (15) 27 (45) 1(2) 21 (39)
HA =Hemaglutinacién; h=hidrofobicidad; ()=por tje; n=nimero de cepas
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V01.3.4Frecuencia de PCFs por Inhibicidn-PCF ELISA. De las 60 cepas sisladas de poblacion infanti!
solamente 15 de ellas (6.2%) presentaron algin factor putativo de colonizacién de los cuales ¢l 2230
estuvo presente en 8 cepas (3.3%); et PCFO166 en 6 cepas (2.5%), el PCFO159 dnicamente se presenté

en 1 de ellas (0.4%), y un 78.5% de cepas no presentaron ni de los PCFs liados (Fig. 9).
I 2030
Y 5% 33%
23% - - i
g F 18%
o166 At etdel
259%
No Identificadas Cepas sin identificar
185% 29.3% norecuperadas
0159
0.4%

Fig.9 Frecuencia de CFA’'s y PCF’s en cepas de
ETEC aisladas de nifios

En las 18 cepas provenientes de diarrea en niiios [a frecuencia de los PCFs presentes fueron, 2230 en un
1.3%y el PCFO159 ¢n un 0.4%

En ¢l grupo de cepas de asintomiticos Ia frecuencia de los PCFs encontrados fueron 2230 y 0166 ¢n un
2.0y 2.5% respectivamente.

E! que algin factor de colonizacién este mayormente asociado a cepas que procedan de cuadros de diarrea
6 de casos asi iticos no es Jfsti significativo (X?=0.1058,p=0.745).

Existe una diferencia estadfsticamente significativa (X*=5.41,p=0.06)que las cepas que provienen de

cuadros asintométicos en nifios estén asociadas al antfgeno 2230 que las que proceden de cuudros

.

sintométicos.
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La bisqueda de asociacién con la presencia de PCFO166 y PCFO159 asociada con alguno de los grupos
de origen de Jas cepas no se llevo a cabo debido a que en ambos casos uno u otro PCF no estuvo presente
en alguno de los grupos de cepas. Los datos se pueden observar en la tabla 11,

‘Tabla 11. Distribucién de PCFs en las cepas de ETEC aisladas de peblacién infantil

Nimero de Sin
cepas fimbrias Fimbriadas 2230 o166 | 0159 | HI
(n) n (%) n (%)
Sintomuiticos 18 14 (5.8) 4(1.7) 3(1.3) [ 104)] 0
Asintomdticos 4?2 31(12.9) 11(4.6) 5(2.0)* | 6(2.5) 0 (1]

(n)=ndmero de ccpas; % =porcentaje; * =p=0.06

De las 21 cepas de ETEC recuperadas del grupo de turistas que presentaron cuadros agudos de diarrea
durante su estancia en la ciudad de Guadatajara 1986-1987, sol

en 11 cepas (7.5 %) estuvo presente
algin PCF. El antfgeno 2230 y PCFO166 se presentaron en la misma proporcién 3% y el PCFO159 se
encontré en 3 (2%) de ellas. En 10 de ellas (7%) no se encontré ninguno de los PCFs estudiados (Fig.
10). La frecuencia de CFA/III en los grupos de cepas de ETEC estudiadas fue nula (0%). Es importante
hacer notar que los porcentajes encontrados de estos PCFs en ambos grupos de cepas son relativamente

pequefios en comparacién con los anteriormente buscados (CFA/LIly 1V), datos reportados por diferentes
autores.

1 22% 2230 3%
b 1 18%
0166 3% prds N
e Fp4uN) TN
{ } A HHR
v 12%

0159 2%

Ce
No Identificadas 7% pas sin Identificar

a3y  horecuperadas

Fig.10 Frecuencia de CFA’s y PCF’s en cepas de
ETEC aisladas de turistas
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V1.4 Corretacién entre Hidrofobicidad y Presencia de PCFs. Todos los CFAs y PCFs reportados hasta

el ) estin

con la hidrofobicidad de la superficie bacteriana de las cepas que los

poseen,

- Se realizé un anilisis de correlacion de kappa, entre hidrofobicidad y la presencia de PCFs detectados por

Inhibicion-PCF ELISA en las 26 cepas de ETEC que fueron positivas para algin tipo de PCF,
encontrindose una correlacién del 93.83% con un valor de kappa de 0.85 con una z=7.74con una
p=0.000 La sensibilidad del método de hidrofobicidad asociado a la expresién de un PCF es del 80.7%
con una especificidad del 100%, cuyo Valor Predictivo Positive (VPP) es del 100% y ¢l Valor Predictive
Negativo es del 91.67%.

Las cepas no hidrofsbicas que expresaron algin PCF estuvieron relacionados a 2230 y a PCFO159, esto
posiblemente se explique por fa diferente expresién fenotipica de estos antigenos en la superficie

bacteriana.
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VI.5 Homologia antigénica. Se demostro la existencia de homologfa antigénica entre los diferentes
factores de colonizacién de ETEC utilizando el ensayo de ELISA-Inhibicién. Los CFAs y PCFs utilizados
para determinar la presencia de homologia fueron CFA/I, CFA/II (CS1+CS3,CS2+CS3); CFA/IV
(C84+CS6.LS5+CS6)CFA/IIL, 2230, PCFO166y PCFOI159. Los sueros policlonales obtenidos en conejo
contra los diferentes PCF en su forma nativa, asf como 1os anticuerpos monoclonales reaccionaron con
sus antigenos homdlogos; sin embargo, los mismos sueros fueron capaces de reconocer formas
desnaturalizadas de antfgenos heterdlogos, vs decir, reconocieron antigenos de un tipo diferente al que

habfa sido utilizado para inducir la respuesta inmune.

El grado de inhibicién de [a unién de los anticuerpos anti-CFAs 6 anti-CS a CFAz unidos a la fase s6lida
por los antigenos desnaturalizados, el porcentaje de inhibicién se establecié como significativo cuando fue
mayor 6 igual al 50%, estos datos se pueden observar en la tabla 12, Asf encontramos que entre CFA/I
existe reactividad cruzada con CS1 y CS3 de CFA/IL, CS4 de CFA/IV y PCFO166; entre CS1 y CS3 de
CFA/LI encontrtamos una reactividad cruzada con CFA/I, CFA/LIl y PCFO166; para CS2 de CFA/Il se
encontré que con CFA/l y PCFO166 reacciona cruzadamente; CFA/III reacciona cruzadamente con
CFA/l, CS82 y CS3 de CFA/II, CS4 de CFA/IV y PCFO166; CS4 y €86 de CFA/IV reaccionaron con
CFA/I, CS1 de CFA/IL, 2230 y PCFO166; CS5 y CS6 de CFA/IV reacciona cruzadamente con CFA/I,
CS1 y CS3 de CFA/M, 2230 y PCFO166; 2230 reaccion$ cruzadamente con CS1 y CS3 de CFA/lly
PCFQ166; PCFO166 cruzd con CFA/I, CS3 de CFA/II y 2230; PCFOI159 reacciond cruzadamente con
CS1y CS3 de CFA/I1, CS4 de CFA/IV, CFA/Ill y PCFO166. La mis alta homologfa fue encontrada entre
CFA/R, CS1 y CS3 de CFA/II, CS4 de CFA/IV y PCFO166.

Debe hacerse notar que no utilizamos el anticuerpo monoclonal anti CS5 debido a que este anticuerpo estd

constitufdo por IgAs, a diferencia de los demas anticuerpos que son de tipo IgG.
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Tabla 12. Homelogia antigénica de los factores de colonizacién en forma desnaturalizada de Escherichia coli enterotoxigénica:
CFA/I, CFA/II (CS1+CS3,CS2+ CS3),CFA/I, CFA/IV (CS4+ CS6,CS5+ CS6),2230, PCFO166 y PCFOAS9

Anticuerpos Monoclonales Anticuerpos Policlonales

ANTIGENO .|, 1T CS1 - C82 CS3 CS4 Cse6 i1l 2230 0166 0159

CFAN 79 54 10 49 57 i} 34 35 3 0

CFA/II 52 9 30 9 36 0 68 33 60 0

‘CS1+CS3 .

CFA/l 56 1} 52 0 0 0 42 49 65 0

CS2

CFA/M 61 0 75 68 64 0 90 41 67 1]

CFANV 52 59 13 11 89 9 41 57 YA 0

CS4+CS6 - .

CFANV 63 63 19 9 7 54 42 52 80 0

CS5+CS6

2230 46 66 0 9 36 0 36 52 80 0

PCFU166 61 44 4 9 48 0 38 55 89 0

PCF0159 0 86 43 90 50 0 50 36 77 73
Los antigenos fueron d lizados y ajustados a una concentracién de 40 ug/mi

Los nimeros indican porcentaje de inhibicién de la uni6n de los anti-CFAs 6 anti-CS a sus antigenos homélogos ¢ heterclogos unidos a fase sdlida.
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VI.6 Comparacién de secuencias de aa entre los diferentes CFAs y PCFs de ETEC utilizando el

andlisis por I dora de ias de dcidos nucleicos y protefnas (PCGEN). Una vez
determinada experimentalmente la reactividad cruzada, nuestra inquictud fue determinar por programas
de computaci6n tales como PC-GEN si existfa identidad 6 similitud a nivel de las secuencias de
aminodcidos conocidas para CFAs y PCFs de ETEC.

Adn cuando diversos autores han reportado secuencias para las diferentes subunidades fimbriales protefcas
de ETEC, un anélisis de su similitud se ve afectada, dado que en algunas de ellas sélo se cuenta con la
secuencia correspondiente a la porci6n amino terminal; ademés en casos como el de los antfgenos CS6
de CFA/IV, PCFO159 y CFA/IIL no se ha reportado ninguna secuencia. El contar con un mayor nimero
de secuencias reportadas nos permitird realizar un andlisis de identidad mis completo entre tod;is las

subunidades fimbriales de ETEC conocidas.

En la Tabla 13 se puede observar el grado de homologia (identidad) existente entre las regiones amino
terminales de las diferentes secuencias de las fimbrias. CFA/I, CS1 y CS2 de CFA/II, CS84 de CFA/NIV
y PCFOI66 son las que presentan el mayor grado de homologia entre ellas, que va del 70 al 80% de
identidad en sus aminodcidos.El resto de las secuencias presenta un grado de homologfa menor y muy

variable que va del 5 al 25%

Cuando un aa puede ser sustituldo por otro sin que afecte 1a actividad biolSgica de la protefna se le llama
similitud, al comparar las secuencias por su similitud dnicamente CS5 presenta un porcentaje que pedria
ser significativo (del 32 al 35%) con las secuencias de PCFO166, CS2 y CS4 (Tabla 14). La identidad
en las secuencias de aa en las diferentes subunidades de los CFAs y PCFs son mayores que las similitudes

entre los mismos.
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Tabla 13. Identidad entre las secuencias de aminodcidos de los CFAs y PCFs de ETEC

CFAI* cst* cs2* CS3* Cs4* Css5* 2230% 0166° PCF09* 8786*

CFAl —— 76(51.7) 1995) [7(11.6) 17(85) 2517 724.1) 21(84) 6(20) 18(12.3)
Csi 75(51) — 14(70) 15(10.2) 14(70) 24(16.2) 5(17.2) 19076} 5(16.7) 19(13)
[#.7] 15(95) 14(70) — 5(25) 16(80} 5(25) 5(25) 17(85) 420 1(5)
Cs3 21(14.3) 15(10.2) 525 e 4(20) 21(54.3) 9(31) 4(16) 3¢10) 18(12.3)
Cs4 17(85) 14(70) 16(80) 4(20) ——— 5(25) 1(5) 19(95) 4(20) 4(20)
CS5 27(18.4) 24(16.2) 5(25) 21(14.3) 5(25) _— 6(20.7) 5(20) 8(26.7) 23(15.8)
2230 024.1) 5(17.2) 5@ 19an 1(s) 620.7) — 28) 413.8) 3(10.3)
0166 21(89 19(76) 17(85) 4(16) 19(95) 5(20) 2(8) —— 2(8) 5(20)
PCFo9 | 620) 5016.7) 4Q0) 3(i0) 4020y 6(20) 4138 |28 — 8(26.7)
8786 13(8.9) 15(10.3) 6(30) 19(13) 3(15) 23(15.8) | 3(103) | 5(20) 4(13.3) —

de aa = ia de aa amino terminaly( )= % de id d
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Tabla 14. Similitud entre las ias de Acidos de los diferentes CFAs y PCFs de ETEC

CFAI* CS1* cs2* CS83* csat Css* 2230* 0166* PCF09* 8786*
cral | — 29(19.7) o0) 1510.2) | 15 19(i2.9) 3(10.3) 14 3(10) 42.7)
cs? 30(20.4) — 3(15) 1409.5) 4(20) 19(£2.8) 5(17.2) 4(16) 6(20) 7(4.8)
cs2 o0) 315 — 4(20) 1 7(35) 3(15) 1(5) 4(20) 6(30)
a3 20(13.6) 14(9.5) 4(20) — 3(t5) 735} 3(10.3) 4(16) 3(10) 13(8.9)
Cs4 (s 4020y 1(5) 3(15) — 7@35) 1(3) o0y 4(20) 00y
Css 1%(12.9) 19(12.8) 735 18(12.2) 3%) s 2(6.9 8(32) 6(20) 14(5.6)
2230 3(10.3) 5(17.2) 3(15) 3(10.3) 1(5) 2(6.9 — ()] 1(3.4) 4(13.8)
0166 1(4) 4(16) 1(5) 4(16) 00 §(32) 0(0) —_— 4(16) 5(20)
PCF09 | 3(10) 6(20) 420 | 300 420) | 600) 13.4) 4(16) — 3(10)
8786 74.8) 10(6.9) 15 14(9.6) 6(30) 14(9.6) 4(13.8) 's20) 26.7) —

*=secuercia de aa completa; * =secuencia de aa amino terminal; ( }=% de similitud




VI, DISCUSION

El evento inicial en la patogénesis de ta infeccion por Escherichia coli enterotoxigénica, es la adherencia
al epitelio mediante una amplia variedad de adhesinas especificas (CFAs y PCFs), cuya expresién estd
cuantitativameate regulada para evitar el desgaste celular energético y de los recursos biosintéticos. Entre
los mecanismos reguladores de la expresion de las adhesinas, se incluyen promotores de diferentes
actividades, unidos a genes estructurales especificos, y represores y activadores difusibles, que modulan
la expresidn de la subunidad fimbrial y de otros genes. La sfntesis de adhesinas también responde a ciertas
condiciones extracelulares como la temperatura, ademds se ha descrito una variacién de fase en la que la

bacteria cambia de fases de expresion y no-expresidn aparentemente al azar (48).

Para llevar a cabo la purificacion de los factores de colonizacién ¢s necesario, en primera instancia, que
Ia bacteria exprese al miximo estos antfgenos, por lo que es primordial establecer en el laboratorio las
condiciones 6ptimas de produccién, lo que se traduce en condiciones de crecimiento especiales como son
1a utilizacién del agar CFA y la adicién de sales biliares a este medio para favorccer la expresion de los

PCFs, asf como la incubacién de ia bacteria a 37°C(80).

Lautilidad de los diferentes métodos descritos para la obtencién de antfgenos purificados, depende en gran
medida de 1a disponibilidad de equipo, reactivos y materiales en cada laboratorio, asf como de la

experiencia en el manejo de las téenicas de separacién. Hasta el momento, las técnicas de purificacion mis

utilizadas son la ultracentrifi i6n con gradi de cloruro de cesio ¢ sacarosa (109) y la cromatograffa

de intercambio i6nico (22,29,51,53).En este trabajo se utiliz6 la cromatografia de inteccambio idnico para
1a purificacién final, encontrandose que es un método excelente en la obtenci6én de los antigenos de tipo
fimbrial (CFA/II, PCFO166, PCFO159}, dado que los rendimientos fueron superiores al 40%. En general,

en los estudios donde se han utilizado estas téenicas de purificacidn no se reportan porcentajes de

rendimiento y por ello no pudi pararse los Itados (22,51,80,109).

At

Fue posible estab) una sola gfa, que se describe en el diagrama 1, para la purificaci6n de

todos los antfgenos. Esto significé ventajas pricticas, ya que todas las cepas se manejaron de la misma

manera, adem4s de economfa en cuanto a tiempo. La cantidad obtenida de cada antfgeno fue ad d

para nuestros fines; sin embargo, los rendimientos obtenidos del antigeno 2230 fueron menores en

comparacién con los otros, esto puede ser debido al tipo de morfologfa no fimbrial de esta adhesina. Por
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tal raz6n se recomienda utilizar otras alternativas como centrifugaciones a muy alta velocidad, 6 precipitar
1a protefna de acuerdo a su punto isceléctrico, y finalmente aplicar la cromatograffa en la purificacion.
Otras aiternativas que podrfan utilizarse son las técnicas descritas para la preparacién de protefnas de
membrana externa de microorganismos (22). En general, si comparamos la cromatografia de intercambio
iénico con el método de ultracentrifugacion utilizando gradicnlés de cloruro de cesio 6 sacarosa, la primera
resultd ser més sencilla, mas rdpida, ademds de que pueden ser purificados grandes cantidades de antigeno,
con altos rendimientos (22,29,109). El uso de este método de purificacion, nos permitié conservar la
capacidad antigérica de los factores putativos de colonizacibn, caracterfstica fundamental para su
utilizaci6n en métodos inmunoenzimiticos como ELISA. Podemos decir que la técnica descrita por Evans
y cols (29), adems4s de ser de bajo costo relativo, ¢s aplicable en la purificacién de diferentes antfgenos

fimbriales y estructuras de superficie.

La cxperiencia en §a produccion de anticuerpos policlonales, contra las diferentes fimbrias de ETEC ha
sido muy diversa. Para ello se han tilizado antfgenos pures, crudos y bacterias formalinizadas, en las que
se ha descrito se mantiene la expresién de las fimbrias intactas, con sus caracterfsticas antigénicas
(22,51,80,109). Por tal motivo, decidimos utilizar bacterias formalinizadas para la produccién de sueros
policlonales anti-PCFs. Cada uno de los sueros obtenidos presentS un titulo alto de anticuerpos, lo que
nos permitié utilizarlos en diversos ensayos inmunolégicos (aglutinacién, inmunodifusién, inmunodot,
ELISA) para la detecci6n de estos PCFs (3,28,37).

Se han descrito métodos de escrutinio como hemaglutinacién con diferentes especies de eritrocitos
(18,25,110), ¢ hidrofobicidad (50,70), que han permitido relacionar de manera indirecta la presencia de
adhesinas en los diferentes aislamicntos de ETEC; al analizar estas caracterfsticas en las cepas de este
.estudio, se encontré que el 77% de ellas fueron hidrofébicas y el 64% no hemaglutinantes; estos datos
sugirieron que existfa una gran posibilidad de encontrar, entre ellas, cepas que expresaran fos PCFs
mencionados (22,51,80,109); sin embargo, existen algunas cepas que aglutinan ain en solucién salina to

que hace imposible determinar la expresién de sus adhesinas por estos métodos. Estas cepas auto-

7

aglutinantes reg para la deter de lap ia de alguno de estos PCFs, de la utilizacién

de otros ensayos como inmunodifusién en agar o ELISA (18,37,73,74,77,88).

Asf, al asociar estas dos propiedades, pudimos clasificar a las 81 cepas de ETEC en 4 grupos a) HAh',
b) HA'/h* ,c) HA*/l',d) HA*/h* Los perfiles mas frecuentemente encontrados fueron HAVh*y HA*/h’en
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un48% y enun 19% para las cepas provenicntes de turistas; para las cepas aisladas de nifios cstos mismos

perfiles se presentaron ¢n un 45% y en un 35% respectivamente,

Pocos han sido los grupos de investigadores que han estudiado Ia frecuencia de las nuevas adhesinas

(PCFs) en aislamientos clinicos, una de nuestras pri metas fue d y determinar la frecuencia

de adhesinas diferentes a CFA/L 11 y 1V en las poblaciones de alto riesgo (nifios y turistas). Con este fin
produjimos anticuerpos policlonales contra tos factores putativos de colonizacién de ETEC (2230, CFAJIIT,
PCFO0159, PCFO166), que fueron utilizados en la prueba de PCF-Inhibicién ELISA (80,110,111,112).El
ensayo de CFA-Inhibicién ELISA es uno de los métodos més especificos y sensibles, que permite
determinaciones cuantitativas, y es accesible para cualquier laboratoric que cuente con antisueros
especificos (3,77). Esta técnica ya ha sido empleada en estudios epidemiolégicos (75,84,112), y puede
aplicarse para seleccionar aquellas cepas que expresen la mayor cantidad de CFAs 6 PCFs para utilizarlas
en el diseio de vacunas de ETEC conteniendo factores de colonizacién y factores putativos de
colonizaci6n, asf como para evaluar condiciones de cultivo Gptimos para la expresién mixima de los
mismos (4,17,23,32,68,107,113).

Esiudios previos de la bdsqueda de los Factores de Colonizacion (CFAs) en Escherichia coli
enterotoxigénica, en diferentes pafses del mundo, han demostrado que fa frecuencia es muy variable,
debido quizas a las dreas geogréficas, pérdida de plismidos y a los métodos empleados para su
identificacién (39,75,91). Cabe hacer notar que 1a frecucncia con gue 2230, PCFO166 y PCFO159 se
presentan en cepas de ETEC proveni de aislami clinicos es muy baja (0.6 a 3.3%) y que el

CFA/III no fué identificado en ninguno de los grupos de cepas estudiados. Se encontré que el antigeno

2230 se asocidé con mayor fr ia a casos asi i sin embargo, el namero de cepas con las que
se trabajé es pequedio, por to que se recomienda llevar a cabo estudios epidemiol6gicos mas amplios para
determinar la prevalencia de estos antfgenos en una poblacion mayor; ademis, se cuestiona el papel

Birad, " "

0 de patc is en El

patogénico que pueda tener 2230, puesto que no se han
porcentaje de identificacién de algin tipo de factor de colonizaci6n, entre las cepas estudiadas, se
incrementd en un 6,2% entre las aisladas dc poblacién infantil; mientras que, para las cepas aisladas de
1a poblacién de turistas tal incremento fué del 8%, disminuyéndose asf el porcentaje de cepas que no
presentan algin tipo de fimbria en la poblacién estudiada.
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Nuestros resultados concuerdan con los estudios realizados por McConnell y cols (83), y por Viboud y
cols (112), quienes encontraron que el porcentaje de identificacion en cepas de ETEC provenientes de
cuadros diarreicos se incrementaba en un 17 y 13% respectivamente; cabe hacer notar que en estos
estudios se incluyé la bisqueda de otros antfgenos como CS7, C$17 y PCFO9 (75,83,112).

Estos resultados nos indican que Ja frecuencia de los PCFs, en ias cepas de ETEC, es menor ¢n
comparaci6n con las frecuencias reportadas para los CFAs (CFA/I, CFA/Il y CFA/IV), y que sigue
existiendo una considerable variacién en las proporciones y tipos de factores de colonizacién encontrados
en las diferentes ireas geogréficas (1,10,11,14,27,75,83,84,94).

La existencia de un 15-27% de cepas en las que no se identifica algiin CFA o PCF, de los estudiados,
puede explicarse como ta existencia de variedades entre las fimbrias de las cepas de ETEC, que no han
sido aiin reconocidas, y que podrfan participar en la patogénesis de la infeccién por ETEC, Sin embargo,
no deben descartarse las posibles pérdidas de antigenos superficiales en cepas que hayan sido almacenadas
por largo tiempo y en condiciones inadecuadas, los subcultivos repetidos que pudieran implicar pérdida
de plismidos; o bien, que existan cepas que sean solamente productoras de enterotoxina y que realmente

no expresen ningin tipo de factor de colonizacién.

Cabe hacer notar que en nuestre estudio, aproximadamente ¢l 30% de las cepas no fueron recuperadas

de su almac iento a -20"C, por lo que consideramos que es muy importante mantener un

control estricto en el manejo y conservacion de las cepas.

Al realizar un anélisis de correlacién de kappa entre el método de hidrofobicidad y la presencia de PCFs

i dos por PCF Inhibicién-ELISA, se encontré una correlacién del 93.83 % con un valor de kappa de

0.85 con una z=7.74 con una p=0.000, &sto nos indica que el ensayo de hidrofobicidad se puede utilizar
como una prueba de escrutinio confiable para Ja bisqueda de nuevos factores de colonizacién en cepas
de ETEC (50,70}, siendo un método sencillo para cuantificar las propiedades hidrofébicas de la superficie

bacteriana.

Dfa a dia surgen nuevos hallazgos y aparccen en la literatura descripciones de nuevas adhesinas,
identificadas en cepas de ETEC que provocan episodios diarreicos (6,46,82); por ello es evidente la
necesidad de contar con métodos sensibles y especfficos para detectar los diferentes CFAs y PCFs que
expresan las cepas de ETEC, ya que se ha sugerido que una vacuna efectiva contra este microorganismo

48



debe contener los factores de colohizacién mis lentes (107), de ahi que sea importante y primordial

conocer la frecuencia y la distribucién de tales factores en cepas de ETEC de diferentes dreas geogréficas.
N
En los estudios de homologfa antigénica llevados a cabo se encontré que, al desnaturalizar las fimbrias
y presentarlas en su configuracion primaria, cstos antfgenos reaccicnan de manera cruzada con anticuerpos
heterdtogos, siendo CFA/I, CS1 y CS3 de CFA/I, CS4 de CFA/IV y PCFO166 los que presentaron mayor
porcentaje de homologfa, Esto sugicre la posibilidad de que al menos un epflopo es compartido ¢n las
fimbrias previamente mencionadas (Tabla 12); que sean determinantes antigénicos lineales los
involucrados, y que quizis no se encuentran en la superficie, ya que esta reactividad solo se presenté al
desnaturalizar los antigenocs. Estos resultados concuerdan con ohservaciones previas realizadas por

4

McConnell y cols (81), donde d an que una 1 i6n cruzada entre diversos antfgenos fimbriales

ocurre debido a las subunidades que constituyen a las diferentes fimbrias. Nuestros resultados también
muestran que los anticuerpos policlonales son mejores que los anticuerpos monoclonales para el estudio
de reactividad cruzada, puesto que reconocen mis de un sitio antigénico de la proteina fimbrial; ademds,
debe recordarse que éstos fueron preparados contra suspensiones formalinizadas de la bacteria completa,

asf que muchos de los anticuerpos deben estar dirigidos contra [a fimbria intacta,

La reactividad cruzada existente entre algunos de los CFAs y PCFs, se evaldé en porcentajes de identidad

entre las secuencias de aminodcidos reportadas para las diversas sub fimbriales, encontrindose
que CFA/I, CS1 y CS2 de CFA/II, CS4 de CFA/IV y PCFO166 son los que presentan mayor porcentaje

de identidad entre ellos (Tabla 13). Esto quicre decir que existe correlacidn entre los porcentajes de

homologfa antigénica y los de identidad entre las secuencias de amino4cidos (aa); sin embargo, los
porcentajes de reactividad cruzada existente con CS2 de CFA/Il y los de los dem4s antigenos ¢s menor
que los de identidad de aa. Esto puede deberse a que el anticuerpo monoclonal vs CS2 esté reconociendo
un solo epitopo en los diversos antfgenos, mientras que en fa biisqueda de identidad de los aminoécidos
se compara la secuencia amino terminal 6 la secuencia completa segin sea el caso, y no s6lo el sitio donde

el anticuerpo monoclonal se une, que puede ser totalmente diferente a la secuencia de aminogcidos.

En el caso de CS3, los porcentajes de identidad con los demés antfgenos son menores que los porcentajes
de reactividad cruzada, esto puede explicarse como que posiblemente el ant(geno CS3 de CFA/II sea poco
idéntico, pero repetitivo en toda su secuencia, lo que da lugar a que el anticuerpo monoclonal reaccione
fuertemente con los demds antfgenos.
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Podemos decir que 1a homologia antigénica observada podrfa ser debida a la presencia de las zonas de
homologfa ¢n las secuencias de aa, y que ésto apoye la posible existencia de relacién genética entre los
operones que codifican a estas fimbrias (42,103).

Sin embargo queda por determinar cudles son los epftopos involucrados en la reactividad cruzada, sf estos
epftopos realmente son lincales y/6 conformacionales. Surge también la pregunta de si estos epitopos son
importantes ¢n la patogénesis y/o respuesta inmune a ETEC; de sf la respuesta que inducen es protectora
y finalmente de que sf estos epftopos son responsables de Ja proteccién cruzada que varias cepas de ETEC
son capaces de inducir; llegar a contestar estas preguntas serfa Gtil en el desarrrollo de una vacuna contra

este agente patGgeno, que contenga fimbrias seleccionadas 6 péptidos pequefics homologos a secciones

de un tipo de subunidad que confiera proteccién contra fas diferentes fimbrias de ETEC.

Dada la identidad en las sccuencias de aa de CFA/I, CS1 y C52 de CFA/IL, CS4 de CFA/IV y PCFO166

(amino terminal 6 completa), se propone el desarrollo de un método alternativo para el escrutinio de cepas

de ETEC aisladas de humanos, como serfa la sintesis de un olig ido do basado en dicha

regién de identidad y valorar que sea capaz de diferenciar las cepas de ETEC fimbriadas de las que no
lo son. Este logro, permitirfa ¢l anilisis de un ndmero menor de cepas para la determinacién especifica
de CFAs y PCFs cxpresados en ETEC, lo que se traducirfa en costo, tiempo y trabajo menores para

det®minar la frecuencia de estos antfgenos en estudios epidemiolégicos futuros.
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VIII. CONCLUSIONES

La utilizacién de la cromatografia de intercambio iGnico es un excelente método de purificacian para los
antfgenas putativos de colonizacién CFA/IIL, PCFO166. PCFO159 y 2230 de ETEC.

Los anticuerpos policlonales producidos contra los PCFs son fitiles para determinar la frecuencia de éstos

en cepas de Escherichia coli enterotoxigénica aisladas de nifios y turistas.

Los perfiles de asociacién de lus caracterfsticas més frecuentemente encontrados en nuestras cepas de
ETEC fucron HA/h* en un 45% para nifios y en un 48% para turistas, y HA'Ih"cn un 35 y 19%

respectivamente.

Se demostré que existe una correlacién del 93.83 % entre las caracterfsticas hidrofdbicas de las cepas con
la presencia de algiin tipo de PCF.

Los Factores Putativos de Colonizacidn se encuentran en un porcentaje pequefio en las cepas de ETEC
estudiadas (6.2 a 8%)

La frecuencia de los PCFs varié en cada uno de los grupos, siendo el 2230 el mis comtin en las cepas

aisladas de nifios, encontrindose mayormente asociado a las cepas proveni de cuadros asi icos.

El PCFO166 y ¢l antfgeno 2230 fueron los mis frecuentemente identificados en las cepas aisladas de
turistas. E1 CFA/III no estuvo presente en ninguno de los 2 grupos de cepas estudiadas.

Existe homologla antigénica (reactividad cruzada) entre fos factores de colonizacién de ETEC, siendo
CFA/1,CS1de CFA/IL, CS4 de CFA/IV y PCFOI66, los que presentaron mayor porcentaje de homologia.

CFA/l, CS1 y CS2 de CFA/II, CS4 de CFANV y PCFO166 son los que presentan mayor porcentaje de
identidad entre sus ias de ido: lizadas por el método de Myers & Miller.

Existe correlacion entre fos porcentajes de homologfa antigénica y los porcentajes de identidad en las
de amino4cidos para los dift CFAs y PCFs, a excepcién de CS2 y CS3 de CFA/IL
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