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RESUMEN

Escherichia coli como el anaerobio facultativo predominante de la biota
humana, coloniza el tracto gastrointestinal de los infantes a las pocas horas de
vida. Permanece en el lumen del intestino sin causar dafio, sin embargo, en un
huésped inmunocomprometido, o cuando las barreras gastrointestinales son
violadas, incluso las cepas “no patégenas” de E. coli pueden causar infeccion.
Existen cepas patégenas que causan diarrea. Las cepas diarreogénicas se
dividen en seis categorias principales de acuerdo con sus mecanismos de
patogenicidad, su interaccion con la mucosa intestinal, sintomas vy
caracteristicas epidemiolégicas. Una de estas categorias esta integrada por la
cepas de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC).

Entre las variedades patdgenas de E. cofi se ha descrito la secrecion de toxinas
que son responsables de varios padecimientos. Dentro de estos productos se
encuentran las proteasas con un motivo de serina gue como caracteristica
particular es el' hecho de que son autofransportadoras, se conocen como
SPATEs (Serin Proteases Autotransporter from Enterobacteriaceae, por sus
siglas en inglés). Las SPATEs poseen el motivo GDSGS en el cual se
encuentra la actividad de serin proteasas.

En el 2000, Guyer y colaboradores, identificaron y caracterizaron una proteina
autotransportadora de 107 kDa designada Sat, la cual es secretada por UPEC
CFTO073, una cepa altamente virulenta aistada de sangre y orina de una mujer
con pielonefritis aguda.

En México durante un brote de diarrea en un hospital pediatrico, durante la
necropsia se aisld del intestino de un nifioc muerto durante dicho brote, una
cepa de E. coli altamente virulenta. Dicha cepa designada como 049766 se
identificéd con el serotipo O7:H10 y mediante un ensayo de adherencia a células
HEp-2 se determind que pertenecia al grupo EAEC.

En el presente trabajo, se determindé que la cepa EAEC 049766 produce la
toxina Sat, proteina que se identificé previamente en una cepa UPEC. Se
determind la secuencia del gene obtenido del cromosoma de la cepa 049766,
en ésta se identificé la existencia de 6 cambios en los aminoacidos cuando fue
comparada con la secuencia reportada de la toxina Sat de la cepa de E. coli
CFT073.
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INTRODUCCION

Escherichia coli es el anaerobio facultative predominante de la biota humana.
Este organismo coloniza el tracto gastrointestinal de los infantes a las pocas

horas de vida."

E. cofi usualmente permanece confinado sin causar dafic en el lumen del
intestino, sin embargo, en un hueésped debilitado o inmunocomprometido, o
cuando las barreras gastrointestinales son violadas, incluso las cepas “no
patégenas” de E. coli pueden causar infeccion.?

Aungue E. coli forma parte de la biota normal en el tracto digestivo de
humanoes, existen algunas cepas patégenas que causan diarrea. Las cepas
diarreogénicas se dividen en seis categorias principales de acuerdo con sus
diferentes mecanismos de patogenicidad, su inferaccion con la mucosa
intestinal, sintomas diarreicos y caracteristicas epidemiolégicas, las cuales
muestran al menos una propiedad relacionada con la virulencia en un plasmido,
estas son: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC),
E. coli enteroinvasiva (EIEC), £ cofi enterotoxigénica (ETEC), E. cofi de
adherencia difusa (DAEC) y E. coli enteroagregativa (EAEC).

Las variedades patégenas de E. coli son responsables de diferentes
padecimientos, entre los factores de virulencia de estos organismos, se ha
descrito la secrecidn de toxinas. Dentro de estos productos se encuentran las
proteasas con un motivo de serina que como caracteristica particular es el
hecho de que son autotransportadoras. Por lo anterior y por ser un componente
comun en la familia enterobacteriaceae se conocen comoc SPATEs (Serin
Proteases Autotransporter from Enterobacteriaceae, por sus siglas en inglés).
Estas proteinas incluyen EspC de EPEC, EspP de EHEC, Pet y Pic de EAEC,
Sat de UPEC, Tsh de E. coli patbgena para aves, Pic y SepA de Shigella
flexneri. Las SPATEs poseen el motivo GDSGS, en el cual se encuentra la

actividad de serin proteasas.®



Las cepas de EAEC son reconocidas por su caracteristico patrén de
adherencia en forma de “tabiques apilados” en cultivos de células HEp-2 y
HelLa.*

La diarrea del viajero es debida a menudo por bacterias patdgenas
(principalmente ETEC), sin embargo, EAEC ha sido identificada como causa de
diarrea aguda y persistente en paises en vias de desarrollo y también ha sido

asociada a la diarrea del viajero.”

La infeccién del tracte urinario es una de las infecciones extraintestinales mas
comunes. E. coli es uno de los organismos que mas comunmente la causan.
En general, las infecciones del fracto urinario son iniciadas por las cepas de £.
coli uropatogénicas presentes en el colon. Tales cepas exhiben distintas
propiedades que contribuyen a su habilidad para entrar en el tracto urinario,
colonizar la vejiga y ascender hacia el rindn. Estas herramientas le permiten a
la bacteria evadir los mecanismos de defensa del huésped y alterar su
fisiologia. En el 2000, Guyer y colaboradores, identificaron y caracterizaron una
proteina autotransportadora de 107 kDa designada Sat, la cual es secretada
por UPEC CFT073, una cepa altamente virulenta aislada de sangre y orina de
una mujer con pielonefritis aguda.®

En México durante un brote de diarrea en un hospital pediatrico, en la
necropsia se aislé del intestino de un nifio muerto durante dicho brote, una
cepa de £. cofi altamente virulenta. Dicha cepa, designada como 049766 se
identificé con el serotipo O?:H10 y mediante un ensayo de adherencia a células
HEp-2 se determiné que pertenecia al grupo EAEC.

En el presente trabajo, se determiné que la cepa EAEC 049766 produce la
toxina Sat, proteina que se identific6 previamente en una cepa UPEC. Se
determind la secuencia del gene obtenido del cromosoma de la cepa 049766,
en esta se identifico la existencia de 6 cambios en los aminodcidos cuando fue
comparada con la secuencia reportada de la toxina Sat de la cepa de E. cofi
CFTQ73.
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ANTECEDENTES

E. coli es el agente etiolégico mds importante de diarrea infantil y representa el
mayor problema de salud publica en paises industrializados como en aquéllos

en vias de desarrollo.”

En 1998, Eslava y cols., caracterizaron y secuenciaron el gene de la toxina Pet
codificada en el plasmido de 60 MDa aislado de la cepa de EAEC 042, sin
embargo, al tratar de verificar la prevalencia de dicha toxina en otras cepas de
EAEC, encontraron que [os oligonucledtidos iniciadores disefiados con ia
secuencia de Pet no identificaban la presencia del gene reportado por ellos en

un buen nimero de cepas de EAEC.®

En 2002, Sainz y cols., reportaron que en cortes de fleon de ratones inoculados
con la cepa de EAEC (042 se presentaban alteraciones histolégicas
caracterizadas por un aumento de la celularidad del epitelio intestinal asi como
un acortamiento de las vellosidades intestinales y edema presente en la

submucosa.®

En 20086, Sainz y cols., reportaron el dafio causado en ratones infectados caon
la cepa EAEC 049766, encontrando las mismas alteraciones histologicas
reportadas en los modelos animales infectados con EAEC 042. Las lesiones

producidas por la cepa 049 fueron mas severas que con la cepa 042."

Especies patdégenas de E. coli son responsables de una variedad de
enfermedades. Un factor comun de estos organismos es la secrecion de
moléculas proleicas de alto peso llamadas serin proteasa autotransportadoras
de Enterobacterias (SPATEs).?

En el 2000, Guyer y colaboradores, identificaron y caracterizaron una proteina
autotransportadora de 107 kDa designada Sat, la cual es secretada por UPEC
CFT073, una cepa altamente virulenta aistada de sangre y orina de una mujer
con pielonefritis aguda.®



MARCO TEORICO
Enterobacterias

Las enterobacterias pertenecen a ta familia Enterobacteriaceae, la cual consta
de varios géneros. Se caracterizan porque no forman esporas, son capaces de
crecer tanto en aerobiosis como en anaerobiosis (es decir, son anaerobios
facultativos), fermentan la glucosa, no producen enzimas oxidasas, y tienen

una movilidad variable (dependiendo de la presencia o no de flagelos)."’

Las enterobacterias son organismos Gram-negativos que poseen una
membrana interna (citoplasmatica), una cubierta de peptidoglicano (pared
celular) que la rodea, una membrana externa, que contiene lipopolisacaridos y
porinas (canales para la penetracion de antibidticos y nutrientes), y en algunos
casos, una capsula de naturaleza polisacarida que rodea completamente a la
célula, El lipopolisacarido (LPS) de la membrana externa esta relacionado con
una zona mas interna denominada core, que contiene la molécula del lipido A
de la que depende la actividad bioloégica de la endotoxina fa cual es
responsable del choque séptico (choque endotdxico), caracteristico de las
bacterias Gram-negativas. La cadena lateral del LPS esta constituida por
diferentes azucares que dependiendo de su variacién constituyen los diferentes
tipos del antigeno somatico “Q". El antigeno flagelar "H” de naturaleza protéica
y el antigeno capsular “K" compuesto por polisacaridos son los otros dos
antigenos de la bacteria que junto el antigeno O, son utilizados para realizar la
caracterizacion de la enterobacterias mediante el empleo de sueros obtenidos
en conegjo. Durante mucho tiempo se utiliz6 la identificacion de los antigenos O,
H y K, para determinar si una bacteria pertenecia a algun grupo patégenc. En
la actualidad este procedimiento se sigue utilizando pero en conjunto con
métodos moleculares que identifican genes asociados para factores de

virulencia, principalmente para estudios epidemiolégicos. '

Entre los factores de virulencia se han identificado las fimbrias o pifi, que son
prolongaciones filamentosas que permiten la adherencia de la bacteria a

receptores especificos de las células mucosas y epiteliales de las vias
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respiratorias, digestivas y genitourinarias.”® Otros factores de virulencia que
pueden tener las enterobacterias son proteinas de membrana externa
involucradas en la adherencia, las toxinas que pueden ser enterotoxinas o
citotoxinas, o factores que contribuyen en la capacidad invasiva de las
bacterias. Muchos de estos factores estan relacionados con la presencia de
material genéticos extracromosomico como los plasmidos, transposones e
incluso conjuntos de genes integrados que conforman las islas de

patogenicidad.™
Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo de ia familia
Enterobacteriaceae, tribu Escherichia.’® Figura 1.

Citosol

Membrans plasmética
Espacio peripldsmico
Pared cetular

N \% Membrang extems

Flagshos

Figura 1. Estructura de Escherichia coli."

E. coli es el anaerobio facultativo predominante de ia biota humana. Este
organismo coloniza el tracto gastrointestinal de los infantes a las pocas horas
de vida, y a partir de ese momento, el huésped y E. coli viven en un mutuo
beneficio.

Es una de las especies bacterianas mas minuciosamente estudiadas, y no
solamente por sus capacidades patogénicas, sino también como sustrato y
modelo de investigaciones metabélicas, genéticas, poblacionales y de diversa
indole.’
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Se trata de bacterias de rapido crecimiento y amplia distribucion en el suelo, el
agua, vegetales y gran variedad de animales. En conjunto, la importancia de
las enterobacterias en patologia humana puede cuantificarse constatando que
constituyen el 50% aproximadamente de todos los aislamientos clinicamente
significativos en los laboratorios microbiolégicos, y hasta el 80% de todos los

bacilos Gram-negativos identificados.'®

E. coli usualmente permanece confinado sin causar dafio en el lumen del
intestino, sin embargo, en un huésped debilitado o inmunocomprometido, o
cuando las barreras gastrointestinales son violadas, incluso las cepas “no

patogenas” de E. coli pueden causar infeccion.

También existen clonas de E. coli altamente adaptadas que pueden desarrollar
la habilidad para causar un amgplio espectro de enfermedades en el humano.
tnfecciones debidas a cepas patdgenas de E. coli pueden estar limitadas a la
superficie de la mucosa o también pueden diseminarse por todo el cuerpo.

En general, son tres sindromes los que resultan de la infeccidbn con cepas
patégenas de E. colii 1) infecciones del tracto urinario, 2) sepsis, meningitis y 3)

enfermedades entéricas o diarreas.?

La virulencia en £. coli es el resulitado de la acumulacién de una o varias
propiedades especiales, o factores de virulencia (VFs), los cuales sirven para

distinguir patégenos potenciales de las cepas inofensivas.”

E. coli es el agente etioldégico mas importante de diarrea infantil y representa el
mayor problema de salud plblica en paises desarrollados como en aguélios en
vias de desarrollo.”

Se ha propuesto que E. colfi sigue una estrategia de infeccion; /) colonizacion
en el sitio de la mucosa, /) evasibn de las defensas del huésped, i)
multiplicacion, y iv) dafio al hospedero. La habilidad mé&s conservada de las
cepas diarreogénicas de E. coli es la de colonizar la superficie de la mucosa
intestinal a pesar de la peristalsis y competencia por nutrientes de la biota del
intestino.



La presencia de fimbrias de adherencia es una propiedad de todas las cepas
de E. cofi, incluyendo las variedades no patogénicas. Sin embargo, cepas
diarreogénicas de E. cofi poseen antigenos fimbriales especificos que realzan
su habilidad para colonizar permitiendo su adherencia a la mucosa. Una vez
establecida la colonizacion, las estrategias patogénicas de estas cepas

diarreogénicas pueden variar de una manera muy marcada.?

Las cepas diarreogénicas de E. coli han adquirido diferentes genes de
virulencia y por lo tanto, difieren en la forma en que estos organismos residen

en el coton.”

Aunque E. coli forma parte de la biota normal en el tracto digestivo de
humanos, existen algunas cepas patdgenas que causan diarrea. Las cepas
diarreogénicas se dividen en seis categorias principales de acuerdo con sus
diferentes mecanismos de patogenicidad, su interaccién con la mucosa
intestinal, sintomas diarreicos y caracteristicas epidemiologicas las cuales
muestran al menos una propiedad relacionada con la virulencia en un plasmido,
estas son: E. coff enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC),
E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. cofi enterotoxigénica (ETEC), £ coli de
adherencia difusa (DAEC) y E. coli enteroagregativa (EAEC).?

Escherichia coli enteropatégena (EPEC)

Ha sido ligada a la produccidn de diarrea infantii en paises en vias de
desarrollo. Se definié unicamente en base a su serotipo O y H, ahora se ha
definido en base a sus caracteristicas patogénicas. La principal caracteristica
de la infeccion debida a EPEC es la lesion de adherencia y eliminacién (A/E).?
Dicha lesion es el proceso de adherencia intima entre la bacteria y la
membrana de las ceélulas del epitelio intestinal, seguida de la destruccién de las
microvellosidades, con polimerizaciéon de actina debajo del sitio de adherencia
formando una estructura llamada pedestal, todo esto lleva a la alteracion del

citoesqueleto en el sitio de unién de la bacteria. Figura 2.

La adherencia esta mediada por pilis o fimbrias rizadas llamadas Bfp (bundle-

forming pilus) cuya informacioén genética esta codificada en un plasmido de 60
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MDa denominado EAF (Enteropathogen Adherent Factor), asi como en algunos
genes cromosomales. En (@ adherencia es necesaria la sintesis de una
proteina de membrana externa de 94 KDa llamada intimina, codificada por el
gene cromosomal eae y que sirve como sefial en la lesion A/E."S La lesion A/E
es completamente diferente de la histopatologia observada en cepas de ETEC
y V. cholerae, en los cuales los organismos se adhieren en una forma no intima
y sin causar eliminacion de microvellosidades o polimerizacidn de actina.
Ademas de la actina, la lesiéon A/E incluye otros componentes del citoesqueleto
tales como a-actina, talina, ezrina, y cadenas ligeras de miosina. En la punta
del pedestal, debajo de la membrana plasmatica esta localizada la proteina Tir,
que es fosforilada en residuos de tirosina en respuesta a la infeccion con
EPEC.

Adherencia inicial
via BFP

Wi
Condensacion
de Actina

EPEC
- -

Figura 2. Lesion caracteristica A/E de EPEC.?

Las cepas EPEC han sido el prototipo de una familia entera de patégenos
entéricos que producen la lesion A/E sobre células epiteliales. Una secuencia
de multiples pasos ha sido involucrada en fa produccion de la caracteristica
histopatologia A/E, sin embargo, en 1992, Donnenberg y Kaper propusieron un
modelo de tres estados en la patogénesis de EPEC que consiste en )
adherencia localizada, i) transduccion de sefiales, y iii) adherencia intima.?

EPEC puede ocasionar brotes o casos aislados de diarrea, afecta
principalmente a nifios menores de seis meses. También puede aislarse en
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adultos enfermos y sanos. La forma de transmisién de la enfermedad es fecal-
oral por manos contaminadas en la manipulacién de alimentos. El cuadro
clinico que produce EPEC se manifiesta con diarrea aguda, la cual puede ser
leve o grave, con vémito, fiebre baja y mala absorcién. Para su caracterizacion
se recurre a ensayos in vitro en cultivos celulares para definir su patrén de
adherencia y la alteracién del citoesqueleto de la célula, asf como al empleo de
métodos moleculares para identificar los genes asociados a la expresion de

factores de virulencia de la bacteria.™

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

En 1983, Riley describié y relacioné a EHEC con brotes caracterizados por
dolor abdominal, diarrea acuosa con sangre cOn presencia o ausencia de
fiebre, a este cuadro se le llamé colitis hemorragica (HC). La transmision de
esta bacteria se asocia con la ingesta de carne cruda o mal cocida, jugos de
frutas no pasteurizadas y verduras que se consumen crudas. La bacteria que
se aislo en todos los casos fue E. coli del serotipo 0157:H7. También en 1983,
Karmali, la asocié con casos aislados de sindrome urémico hemolitico (HUS
por sus siglas en inglés) caracterizado por un dafio renal agudo,
trombocitopenia y anemia hemolitica microangiopatica, precedida por diarrea
con sangre, con fa presencia en heces de E. coli productora de una citotoxina
con actividad en células Vero, por lo que se le llamé Verotoxina (VT), y a las
cepas capaces de preducirla se les denomind E. coli verotoxigénicas (VTEC).
Ademas, se observd que ia citotoxina se neutralizé con antitoxina obtenida a
partir de Shigella dysenteriae tipo 1, por lo que también se le llamo “Shiga-like
toxin” o toxina semejante a Shiga (SLT) o “Shiga toxin™ {Stx) y a las cepas de E.
coli capaces de producirla se les lama STEC? Figura 3.

La capacidad toxigénica de las cepas es necesaria para que el paciente
desarrolle colitis hemorragica y diarrea con sangre, ya que la citotoxina Stx es
el principal mecanismo de patogenicidad de EHEC y su sintesis esta
relacionada con la presencia del bacteriofago Stx, que se encuentra dentro del
cromosoma. Stx actia a nivel de sintesis de proteinas ya que se une a la
subunidad 60S de los ribosomas de las células intestinales o renales del

hospedero. En las cepas aisladas de EHEC, se han encontrado las variantes
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Stx1 y Stx2 que son inmunolbégicamente diferentes, de tal manera que se
pueden aislar bacterias que sinteticen alguna de las toxinas o ambas. Ademas
de esta toxina, las cepas de EHEC tienen otros mecanismos de patogenicidad
como el fenbmeno de adherencia y eliminacion (A/E), y presentan el gene
cromosomal eae que codifica para |2 proteina de membrana externa de 94 KDa

llamada intimina.

Otro factor de patogenicidad es el plasmido pO157 de 60 MDa que codifica
para la enterohemolisina.

Adberencia
intima

Wi

Condensacidén
de Actina

Liberacién de Toxina Shiga ,

\_EHEC \ y
\]

Figura 3. Lesién caracteristica de las cepas EHEC. Liberacion de la toxina Shiga 2

Actualmente hay al menos dos clasificaciones del grupo EHEC. Una es en
funcién de la presencia de sus factores de patogenicidad: a) cepas tipicas
cuando tienen el fago, el plasmido de 60 MDa y presentan el fenomeno de A/E,
y b) cepas atipicas, cuando no producen lesiones de A/E y pueden presentar o
no el plasmido de 60 MDa.

La otra clasificacion es en funcién del serotipo: a) cepas de E. coli O157:H7,
este serotipo no fermenta el D-sorbitol ni la ramnosa y no produce B-
glucoronidasa; esta bacteria puede preducir principalmente sindrome urémico
hemolitico (HUS) y colitis hemorragica (HC) y b) cepas no-O157:H7, cuya
frecuencia de aislamiento es cuatro veces mayor que las O157:H7. Estas
cepas pueden ser sorbitol positivo y sus serotipos son diferentes de 0157:H7.
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El cuadre clinico causado por las cepas no-0O157:H7, se caracteriza por diarrea
acuosa con dolor abdominal y colitis hemorragica. El principal mecanismo de
patogenicidad de las cepas no-O157 es la toxina Stx, también causan la lesién

AJE y pueden presentar el plasmido pO157.

El periodo de incubacién de EHEC es de 1 a 8 dias; inicialmente produce
diarrea sin sangre, con o sin vomito, dolor abdominal, fiebre, y después de 1 a
2 dias la diarrea se torna sanguinolenta y se identifica el dolor abdominal, de
una duracion de 4 a 10 dias, con heces abundantemente sanguinolentas. Se

cura o bien llega hasta el sindrome urémico hemolitico.*®

Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)
En 1971, DuPont mostré que las cepas de EIEC fueron capaces de causar

diarrea en un estudio con voluntarios.

Las cepas EIEC estan relacionadas bioguimica, genética y patologicamente a
Shigella spp. EIEC es generalmente lisina descarboxilasa negativa, sin

motilidad y lactosa negativa.?

El mecanismo de patogenicidad de EIEC es la invasién del epitelio dei colon; el
primer paso es la adherencia de la bacteria a las vellosidades de la mucosa por
medio de mucinasa y adhesinas, después entra por endocitosis a la célula para
posteriormente multiplicarse dentro de la célula y finalmente diseminarse a

células sanas adyacentes.”” Figura 4.

Cuando la infeccién es severa, esta secuencia de eventos provoca una fuerte

reaccion inflamatoria, la cual se manifiesta como una ulceracion.?
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Figura 4. Lesidn caracteristica de EIEC. Adherencia bacteriana, endocitosis y

diseminacion.?

La informacién genética para este mecanismo se encuentra en el /oci del
cromosoma y del plasmido, ademds de tener la capacidad de elaborar una o
mas enterotoxinas que pudieran ser importantes en la produccién de diarrea.
Los genes necesarios para la invasion se encuentran en un plasmido de 140
MDa llamado p/nv, que codifica para proteinas, por ejemplo, las Ipa y otras que

estan involucradas en el proceso de patogénesis.

Los sintomas caracteristicos en personas infectadas por EIEC son diarrea
acuosa, ¢on sangre y moco, pero algunos ¢asos sélo presentan diarrea, ésta
en ocasiones no se puede diferenciar de la que produce ETEC. Las cepas de
EIEC se asocian mas con brotes que con casos aislados, en los cuales la
transmision puede ser de persona a persona, por ingestién de alimentos y agua
contaminada, convirtiéndose en un patdégeno importante en nifios mayores de

5EiS Meses.

El diagnéstico de EIEC se hace por prueba in vivo como la prueba de Sereny,
que es la inocufaciéon de un cultivo puro de la bacteria en un ojo de un cobayo
en el cual después de 24 a 96 horas se produce una ulceracion en el ojo.

También existen métodos inmunolégicos y moleculares para su diagnéstico.
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Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Coloniza la mucosa del intestino delgado por medio de pilis o fimbrias que
tienen diversas formas denominadas CFA (Colonization Factor Antigens),
siendo su principal mecanismo de patogenicidad la sintesis de alguna o ambas
enterotoxinas llamadas toxina termolabil (LT) y toxina termoestable (ST).”

Figura 5.

Entrada de
enterotoxina LT o ST

LETEC J

Figura 5. Lesién caracteristica de ETEC. Liberacién de enterotoxinas LT 0 ST 2

Las toxinas LT de E. colf son toxinas oligoméricas que se relacionan en
estructura y funciébn a la enterotoxina colérica {(CT) expresada por Vibrio
cholerae. LT y CT comparten muchas caracteristicas, entre las que se
encuentran su secuencia de proteinas (80% de identidad), receptor primario
idéntico, actividad enzimatica y actividad en ensayos con modelos animales y
cultivos celulares. Los dos mayores serogrupes de LT: i) LT-| es expresada por
cepas de E. cofi que son patogénicas para humanos y animales, es una toxina
oligimérica de 86 KDa compuesta de una subunidad A de 28 KDa y cinco
subunidades B de 11.5 KDa. Las subunidades B estan arregladas en un anillo y
estan unidos fuertemente al gangliosido GM, y de manera débil a GD1b y
algunas glicoproteinas intestinales. La subunidad A es responsable de la
actividad enzimética de la toxina. Se han descrito dos variantes de LT-I, estas
variantes son llamadas LTp (LTp-1) y LTh (LTh-l). i LT-Il se encuentra
principalmente en cepas de E. coli aisladas de animales y raramente en
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humanos. El serogrupo LT-ll de la familia LT muestra 55 a 57% de identidad a
LT-ly CT en la subunidad A, pero no una homologia con la subunidad B. Dos
variantes antigénicas, LT-lla y LT-llb, las cuales comparten de 71 y 66% de
identidad con las subunidades A y B respectivamente. LT-Il incrementa los
niveles intracelulares de cAMP por mecanismos similares a {os involucrados
con LT-l, pero LT-li utitiza a GD1 como receptor en lugar de GMy. No se ha
observado evidencia de que LT-li esté asociada a enfermedades en humanos o

animales.?

Las toxinas ST son pequefias, monomericas, confienen maltiples residuos de
cisteina, cuyas uniones disulfuro explican su estabilidad al calor. Las toxinas
STa (también llamadas ST-l), son producidas por ETEC y otras bacterias
Gram-negativas incluyendo Yersinia enterocolitica y Vibrio cholerae. STa tiene
alrededor de un 50% de identidad con la toxina EAST1 de EAEC que también
ha sido descrita en algunas cepas de ETEC y que puede ser expresada junto
con STa. STb ha sido reportada solamente en cepas ETEC.

) 8Ta. Es un péptido de 18 o 19 aminoacidos con una masa molecular de 2
KDa. Tiene dos variantes, llamadas STp (ST de porcino o STla) y STh (ST de
humano o STIb), aungue ambas variantes pueden ser encontradas en cepas
de ETEC aisladas en humanos. Estas dos variantes son casi idénticas en los
13 residuos que son necesarios y suficientes para desarmrollar su actividad
enterotoxica, y de estos 13 residuos, 6 son cisteinas las cuales forman tres
enlaces disulfuro intramoleculares.

iy STh. Esta asociada principaimente con cepas de ETEC aisladas de cerdos,
aunque también se ha reportado que es expresada por algunas cepas aisladas
en humanos. STb es una toxina con un peso molecular de 5.1 KDa. Su
secuencia no tiene ninguna homologia con STa, pero contiene 4 residuos de
cisteina para formar los enlaces disulfuro. A diferencia de STa, STb induce
dafio histologico en el epitelio intestinal. El receptor para STb todavia es
desconocido, aunque se ha sugerido que la toxina puede unirse de manera
inespecifica a la membrana plasmatica por endocitosis. STb no estimula el
incremento en las concentraciones de cAMP o cGMP intracelulares, aunque si
estimula el incremento de los niveles de calcio intracelular proveniente de

fuentes extracelulares, también estimula la liberacién de PGE, (prostaglandina
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de la serie E) y serotonina, sugiriendo que el ENS (sistema nervioso entérico)

puede también estar involucrado en la respuesta secretora a ia toxina.2

Los genes que codifican para las toxinas LT y ST, se encuentran en un
plasmido que también puede contener informacion genética para los CFA’s
(colonization factors antigens), aunque algunos genes de ST se han

encontrado en transposones. ™

Los mecanismos por los cuales ETEC se adhiere y coloniza la mucosa
intestinal han sido sujetos a una investigacion intensiva, se sabe que para
causar diarrea, las cepas de ETEC primero se adhieren a los enterocitos, un
evento mediado por fimbrias de superficie (también llamadas pili). Un gran
numero de antigenos fimbriales de ETEC han sido caracterizados. Esta
heterogeneidad antigénica muestra la existencia de multiples antigenos
fimbriales, lo que representa un obstaculo para el desarrollo de una vacuna

efectiva.®

Las ETEC son importantes en lactantes, principalmente en nifios menores de
dos afics, y en particular durante los primeros seis meses de vida. La
frecuencia de aislamiento de este grupo patdgeno de £. coli en nifios con
diarrea es de 10 a 30%. En los nifios en edad escolar y en adultos puede ser
asintomatica y poco frecuente ¢ producir la diarrea del viajero. La enfermedad
tiene un periodo de incubacién de 14 a 50 horas. El cuadro clinico se
caracteriza por diarrea aguda, generalmente sin sangre, sin moco, sin pus y en
pocos casos se presenta fiebre y vomito. La diarrea producida por ETEC puede
ser leve, breve y autolimitada, pero también puede ser grave. L.a contaminacién
fecal de agua y alimentos es la principal fuente de infeccién, siendo la dosis
necesaria de 10° UFC."

Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC)
El término “de adherencia difusa” inicialmente fue usado para referirse a la
poca adherencia de estas cepas de £. coff a las células HEp-2, y no formar

microcolonias como en el caso de EPEC. Figura 6. Con el descubrimiento de
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las cepas de EAEC, muchos autores ahora reconocen a DAEC como una
categoria independiente de E. coli diarreogénica potencial.

Se sabe poco acerca de su mecanismo de patogenicidad para provocar
diarrea. En 1989, Bilge describi6 la clonacién y caracterizacién de una fimbria
de superficie en esta cepa, la cual participa en el fenotipo de la “adherencia
difusa”. Los genes gque codifican para esta fimbria (llamada F1845), se pueden
encontrar en el cromosoma o en el plasmido. Los genes fimbriales de DAEC
muestran homologia con los miembros del grupo Dr (adhesinas que reconocen
el receptor del antigeno sanguineo Dr (a')) de adhesinas bacterianas no
fimbricas.

Microvellosidades

alargadas
~

Citoplasma normal

kDAEC

-

Figura 6. Mecanismo caracteristico de DAEC.?

En 1992, Benz y colaboradores, describieron una proteina de membrana
externa de 100 KDa que estd asociada al fenotipo de adherencia difusa en una
cepa de serotipo 0126:H27. El gen que codifica para este factor (llamado
AIDA-1) ha sido totalmente secuenciado. Ef uso de pruebas de ADN especificos
para AIDA-I sugiere que este factor es expresado por una minoria de DAEC
aisladas.

Yamamoto y colaboradores en 1994, asi como Cookson y Nataro en 1996, al
realizar ensayos in vitro en células HEp-2 y Caco-2, mostraron que las cepas
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DAEC tienen la capacidad de inducir la formacién de estructuras protuberantes,
semejantes a dedos, las cuales le confieren proteccidén a la bacteria, pero la

presencia de dichas estructuras aun no se ha demosirado in vivo.

Varios estudios implican a las cepas DAEC como agentes de diarrea, mientras
que otros estudics reportan que han aislado con mayor frecuencia cepas DAEC
en pacientes control asintomaticos que en pacientes con diarrea.

Las cepas de DAEC estan definidas por la presencia del patron de adherencia
difusa en ensayos sobre células HEp-2. Un polinucieétido de 700 pb derivado
del gene daaC ha sido usado para la hibridacién con sondas en la identificacién
de DAEC, daaC participa en la expresion de la fimbria F1845.
Aproximadamente, el 75 % de las cepas de DAEC que se encuentran en el
mundo son positivas a la prueba con el gene de [a fimbria F1845. Sin embargo,
por la relacion que existe entre F1845 y los miembros de la familia Dr, las
reacciones en la prueba de adherencia difusa pueden ocasionar falsos

positivos.?

El grupo DAEC puede aislarse tanto de personas sanas como de personas con
diarrea, siendo mas importante en nifios de 4 a 5 anos. Los principales

sintomas que se presentan son diarrea acuosa sin sangre y sin leucocitos.'®

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

Liamada asi porque en ensayos con células HEp-2 exhiben un patrén de
adherencia agregativa. Su propiedad agregativa es dependiente de la
presencia de un plasmidc de 65 MDa. En varigs estudios epidemiologicos, las
cepas de EAEC han sido encontradas en mayor numero en pacientes con
diarrea que en pacientes control. Estudios en India, México y Brasil han
involucrado a E. coli entercagregativa como un importante agente de diarrea

persistente en nifos con una duracion mayor a 14 dias.'®

La diarrea del viajero es debida a menudo por bacterias patdégenas
(principaimente ETEC), sin embargo, EAEC ha sido identificada como causa de
diarrea aguda y persistente en paises en vias de desarrolio y también ha sido

asociada a la diarrea del viajero. Las bacterias pertenecientes a EAEC, tienen
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la habilidad para encontrar un nicho microbiolégico en el intestino, este es un
primer paso en el establecimiento de la patogénesis del organismo. En 1992,
Knutton y colaboradores demostraron gue las cepas de EAEC se adhieren al
colon humano, y que son capaces de elaborar una toxina termoestable y una
hemolisina termolabil. Esto sugiere que el sitio y grado de expresion dentro del
intestino de estos u otros factores de virulencia es variable. También se piensa
que algunos factores del huésped (receptores de toxinas por ejemplo) son
requeridos para el desarrolio de la diarrea mediada por EAEC.®

Las cepas de EAEC son reconocidas por su caracteristico patron de
adherencia en forma de “tabiques apilados” en cultivos de células HEp-2 y
Hela. Figura 7.

Adherencia
agregativa Biofilm de
mucus
Liberacién de
citotoxinas
\ EAEC J

Figura 7. Patrén caracteristico de adherencia de las cepas EAEC ?

Su fenotipo de adherencia estd asociado con la fimbria BFP (bundle-forming
pitus), AAF/1, la cual estd codificada en un plasmido de 65MDa, y con la
produccidn de una enterotoxina termoestable (EAST/1), que estd codificada en
el mismo plasmido. Benjamin y colaboradores demostraron el potencial de las
cepas de EAEC para internalizarse en células Hela, pero esta habilidad de
internalizarse en células no se puede considerar un factor de virulencia de las
cepas enteroagregativas, aunque esta propiedad esta presente en un gran
ndmero de ellas. Figura 8.1y 8.2.
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A B C
Figura 8.1. Seccidn histologica de fleon de un ratén infectado con EAEC 049766. Se

observé respuesta inflamatoria con edema e infiltracidn mononuclear (Tincidn con
hematoxilina y eosina). Ampliacion; A} x650, B) x1300. C) Ampliacién Controt x300."

g | X A B

A
Figura 8.2. Se observé incremento en la secrecién de moco, fa lAmina propia también

presenta aumento celular. A) Tincidn de Mac Manus. Ampliacién x650. B) Ampiiacion
x1300. C) Ampliacién Control x650.'°

El mecanismo por el cual EAEC causa diarrea no se ha caracterizado
totalmente, sin embargo, varios factores probables han sido reportados. Varios
estudios con diferentes sistemas han demostrado que EAEC es capaz de
causar la destruccion de la mucosa intestinal. En 1998, Vial y colaboradores
fueron los primeros en demostrar que las cepas EAEC provocan severos dafios
sobre la mucosa utifizando el modelo de asa tigada en ratas y conejos. Tziporiy
cols., subsecuentemente reportaron que EAEC induce de manera mas leve,
pero significativa, cambios en la mucosa con modelos de cerdos gnotobidticos.
Varios investigadores han establecido que tal dafio a la mucosa también puede
ser demostrada en tejidos humanos. En 1993, Eslava y cols., demostraron el
dano a la mucosa en fleon de nifios muertos a causa de diarrea provocada por
EAEC en México. ldentificaron una probable citotoxina inmunogénica de 108
KDa, la cual provocaba la toxicidad sobre la mucosa cuando era inyectada en
el asa del fleon de rata.'®

Savarino y cols. (1993), reportaron que la cepa EAEC 17-2 producia una
enterotoxina de 30 aminoacidos llamada EAST-1. Aunque EAST-1 de EAEC y
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ST| de ETEC son genética e inmunotdégicamente distintas, EAST-1 activa la
guanilato ciclasa como STi lo hace.

En 1997, Yamamoto y cols., realizaron un estudic de comparacion entre las
secuencias de EAST-1 en cepas de diferentes categorias (EAEC, DAEC,
EPEC y EIEC), encontrando que la identidad enire los genes de EAST-1 iba de
un 6.7 a 53.3 %, confirmando la heterogeneidad que existe en cuanto a la
virulencia entre las diferentes categorias como también entre las mismas cepas
agregativas, lo gue habia sido reportado por Nataro y col.?°

Muchas cepas enteroagregativas contienen el plasmido de 65 MDa llamado
pAA, el cual es requerido para la expresion de las fimbrias de adherencia
agregativa (AAFs). Estas estructuras median el fenotipo de adherencia
agregativa (AA} a las células HEp-2. El plasmido pAA también es requerido
para el desarrollo del dafio a la mucosa en modelos in vitro. El papel de las
citotoxinas en enfermedades por EAEC ha sido sugerido basado en modeios in
vivo e in vitro, los cuales muestran dafo en el epitelio intestinal. En 1993,
durante el brote de diarrea en México, Eslava y col., identificaron dos proteinas
(de 108 y 116 KDa), las cuales provocaban necrosis y lesiones hemorragicas
en ileon de rata, En 1998, estas dos proteinas fueron purificadas de la cepa de
EAEC 049766 (cepa implicada en el brote de diarrea en México, 1993),
encontrando que causaban efectos citotoxicos y enterotdxicos en tejidos de
yeyuno de rata montados sobre camaras de Ussing. La toxina de 108 KDa
induce efectos enterotdxicos, pero también provoca dafio a los tejidos,
inflamacion y secrecién de moco, por lo que se propuso que esta toxina juega
un papel muy importante en la diarrea producida por EAEC. Estos datos les
permitieron sugerir un modelo de infeccidbn para EAEC, en el cual, la
adherencia inicial estd mediada por las fimbrias AAF, seguido de la secrecién
de la enterotoxina de 108 KDa y tal vez de EAST-1, para continuar con el
desarrollo de la citotoxicidad sobre la mucosa que también es inducida por ia
toxina de 108 KDa o por algin otro factor todavia no identificado.*

Las cepas de EAEC difieren en su patogenicidad, muchas contienen el
plasmido de 60 a 65 MDa (pAA), el cual codifica varios factores de los
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probables factores de virulencia, incluyendo la fimbria AA caracterizada como
AAF/| o AAF/Il. Para la biogénesis de AAF/l y AAF/II, se requiere la accion del
activador franscripcional aggR. Sin embargo, muchas cepas contienen el gene
aggR, pero no expresan AAF/I ni AAF/Il. En muchas cepas enteroagregativas,
dentro del pldsmido existe un gene llamado aspU, el cual codifica una proteina
secretora, pero ninguno de estos factores ha sido figado directamente a la
virulencia in vivo, aunque cada una podria tener un papel dentro de la

patogénesis por EAEC.

También se ha reportado la produccion in vivo de interleucina-8 (IL-8) en
células epiteliales infectadas con EAEC.

Las cepas de EAEC pueden ser encontradas en alimentos contaminados, su
infeccion por lo regular es asintomatica. El huésped y ios factores ambientales
pueden influenciar el desarrollo de la diarrea (por ejemplo la dieta, tamafio del

inoculo, estrés).?

La adherencia agregativa (AA) a la mucosa intestinal, es el primer paso en la
patogénesis de EAEC. EAEC se adhiere a la superficie de la mucosa, estimula
la secrecibn de moco y la formacidbn de una gruesa agregacion llamada
biopeficula. Después de la adhesion, multiplicaciéon y colonizacién de la
superficie, la bacteria se rodea a si misma con sustancias exopoliméricas y
recluta mas bacterias para formar microcolonias intercaladas entre los canales
de flujo, lo que le permite a las coionias embebidas dentro de la biopelicula no
ser erradicadas facilmente por antibidticos bactericidas y al mismo tiempo les
permite ser protegidas del ataque del sistema inmune del intestino, provocando
una infeccion prolongada.

Varios factores de virulencia tales como aggA, aggR y aap (dispersina), son
importantes en la adherencia de EAEC a la mucosa intestinal y en la formacién
de la biopelicula.

En el 2001, Sheik y col,, reportaron que fis y yafK, a través de la activacién de
aggr, también son importantes en la formacién de esta biopeliculaim. Otros
genes, incluyendo aatA, pet, ShET1 (enterotoxina de Shigella), irp2 (gene de
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biogénesis de yersiniabactina) y shf se piensa que también podrian estar
involucrados en ia patogénesis de EAEC %

En 2002, Sainz y cols., reportaron que en cortes de lleon de ratones inoculados
con la cepa de EAEC 042 se presentaban aiteraciones histolégicas
caracterizadas por un aumento de la celularidad del epitelio intestinal asi como
un acortamiento de las vellosidades intestinales y edema presente en la

submucosa.®

En 2006, Sainz y cols., reportaron el dafic causado en ratones infectados con
la cepa EAEC 049766, encontrando las mismas alteraciones histologicas
reportadas en los modelos animales infectados con EAEC 042, Las lesiones
producidas por la cepa 049 fueron mas severas gue con la cepa 042.1°

Un gran namero de estudios han respaldado la asociacion de EAEC con
diarrea en paises desarrollados, y de manera mas predominante asociada a
diarrea persistente. Varios estudios en nifios con diarrea han mostrado una

significativa prevalencia de EAEC.%®

La patogénesis de EAEC es compleja, y las cepas son muy heterogéneas.
Estudios en animales y humanos han demostrado que EAEC es capaz de
unirse al yeyuno, ileon y colon. Estudios de microscopfa electronica de
fragmentos de mucosa intestinal infectada extraida de nifios de entre 3 y 190
meses, revelan que la bacteria se encuentra embebida en una gruesa capa de
moco. Numerosas enterotoxinas y citotoxinas han sido identificadas como
probables factores de virulencia, pero su implicacién clinica sigue sin ser
aclarada. El factor de virulencia mejor estudiado es AggR, el regulador maestro
de la virulencia de EAEC, el cual controla la expresion de los factores de
adherencia, una proteina dispersina y un gran nimero de genes codificados en
el cromosoma de EAEC. Los sintomas clinicos por una infeccion de EAEC
pueden variar de un estudio a otro. Los sintomas mas cominmente reportados
son diarrea acuosa con 0 sin sangre, moco, nausea, vomito, dolor abdominal y
leve fiebre. El pericdo de incubacion de la diarrea causada por EAEC vade 8 a

18 horas. Las variaciones en los sintomas clinicos por infeccién de EAEC

31



pueden deberse a factores tales como la susceptibilidad genética del huésped,
su respuesta inmune, la heterogeneidad de la virulencia entre las cepas EAEC,
asi como a la cantidad de bacteria ingerida por el huésped para provocar la

infeccion.?

Sistemas de Secrecion

La secrecién de proteinas hacia ambientes extracelulares es importante para la
mayoria de las bacterias, asi como también para la interaccion patogénica o
simbibtica de las bacterias con su huésped eucaridtico. Tres sistemas son
responsables de la secrecion de proteinas a traves de la membrana

citoplasmica bacteriana: Sec, SRP y Tat.?

Los sistemas de exportacion de proteinas estan presentes en todos los
organismos vivos, incluyendo bacterias Gram-negativas y eucariontes. En
contraste a ofros organismos, las bacterias Gram-negativas contienen
numerosos y aparentemente independientes sistemas de exportacién de
proteinas. Estos incluyen sistemas que median el cruce o insercion de
proteinas dentro de la membrana interna y ofros que especificamente
intervienen en el cruce o insercion de proteinas dentro del lipopolisacarido

contenido en la membrana.?®

Las bacterias secretan un gran numero de proteinas al medio extracelular entre
las que se incluyen toxinas, adhesinas y diversas enzimas hidroliticas que se
requieren en diferentes aspectos del ciclo de vida bacteriano, como por
ejemplo, en la biogénesis de organeios, la adquisicién de nutrientes y la
expresion de factores de virulencia. Se sabe gque en las bacterias Gram-
negativas, las proteinas a translocarse tienen que atravesar dos barreras
lipldicas separadas por el espacio periplasmico y la capa de peptidoglicano: ta
membrana citosdlica o membrana interna (MI), y la membrana externa (ME),
que es una membrana asimétrica cuya cara exterior estd compuesta
principalmente por lipopolisacaridos. A pesar del nimero, la diversidad y la

amplia variedad de funciones que desempefian las proteinas secretadas
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{protedlisis, hemdlisis, citotoxicidad, reacciones de fosforilacién, etc.), éstas son

translocadas utilizando un nimero limitado de mecanismos.?®

Las bacterias Gram-negativas patoégenas usan al menos seis tipos de sistemas
de secrecion {referidos como tipo 1-VI, o SST1-SST6) para el transporte de
proteinas a través de las multicapas que envuelven a la célula, y en algunos
casos, dentro de células blanco del huésped. Estos sistemas de secrecién
estan diferenciados en parte por los componentes estructurales conservados
que los definen, pero también por las caracteristicas de los sustratos y vias que

estos sustratos toman durante el proceso de exportacion.?

La clasificacion sobre las vias de secrecidn en fas bacterias Gram-negativas se
basa en la naturaleza molecular de las maquinarias de transporte y las
reacciones que éstas catalizan. Sin embargo, estos grupos se pueden ain
subdividir en dos grandes clases dependiendo del mecanismo que se utilice
para el transporte a través de la membrana plasmatica. Las vias Sec-
dependientes, que utilizan el sistema de secrecion denominado Sec, en el que
las proteinas a secretarse presentan una secuencia sefial o péptido lider en el
extremo amino terminal; y las Sec-independientes, en las que los sustratos se
pueden translocar directamente desde el citosol hasta el exterior celular sin que
exista un intermediario periplasmico, ni una secuencia sefial en el amino
terminal.?

Sistema de Secrecién Tipo 1 (SSTI)

Es utilizado por un gran nimero de bacterias para la secrecién de toxinas,
proteasas y lipasas. Es una via Sec-independiente, por lo que no se requiere
del procesamiento de un peptido lider para atravesar la membrana
citopldsmica; |la secrecion proteica se da en un solo paso desde el citosol hasta
el exterior celular. Los sustratos a exportarse por este sistema presentan una
seftal de secrecion en el extremo carboxilo terminal, gue sin embargo no és
procesada. El SSTI estd constituido por fres componentes: un canal en ia
membrana externa denominado PME (proteina de membrana externa), un
transportador ABC (ATP binding cassette) en la membrana interna (M) y una
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proteina periplasmica que también esta anclada a la M1 y que se denomina PF
(proteina de fusion). Figura 9.

El prototipo para ejemplificar este sistema es la secrecion de la toxina a-
hemolisina (HIyA) en E. coli. Dicha toxina se produce principalmente en cepas
de E. coli que causan infecciones del tracto urinario (E. coli uropatégena), y es
un importante factor de virulencia debido a su actividad citolitica y citotéxica.?®
HlyA es una proteina lipidica modificada con un dominio compuesto de 11 a
179 aminoacidos repetidos, los cuales se unen al caicio y se piensa que
interactuan con las células huésped. Esta interaccion estimula la insercion de
HlyA dentro de la membrana plasmatica de ias celulas eucariontes causando la
formacién de un poro y liberando su contenido. Ofros miembros bien
estudiados de este grupo incluyen la metaloproteasa de Erwinia chrysanthemi,
la leucotoxina de Pasteurella haemolitica y la adenilato ciclasa de Bordetella
pertussis.®®

Periplasma

Mi

Figura 9. Componentes del Sistema de Secrecion de Tipo |. La proteina periplasmica
de fusion PF interactua con el transportador ABC en la Mly con la protelna PME que
forma un canal en fa ME.?
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Sistema de Secrecion Tipo 2 (SSTII)

Este sistema es responsabie de secretar una gran cantidad de enzimas
hidroliticas y toxinas, como la toxina del cblera (Figura 10). Ocurre en dos
etapas, primero, la maquinaria Sec transioca el sustrato con péptido lider a
través de la membrana plasmatica, por lo que el SSTIl es una via Sec-
dependiente. En una segunda etapa, la proteina pierde el péptido sefal y
adquiere su copnformacibn nativa en el espacio periplasmico, para
posteriormente ser secretada a través de la ME por un compiejo sistema
multiproteico lamado tipo Il 0 secretdn. Una de ias caracteristicas Unicas de
esta via es su capacidad de transportar protelnas plegadas.®

El SSTIlI puede ser ejemplificado por la secrecién de Pululanasa (PulA) de
Klebsiella oxytoca. PulA es una lipoproteina, la cual forma micelas una vez que
ha sido secretada dentro del medio ambiente externo. Desde el descubrimiento
del 85Tll en K. oxytoca, esta via ha sido identificada en una gran variedad de
ofras especies bacterianas que exportan un alto numero de proteinas con
diversas funciones, incluyendo, como ya se habia mencionado, la toxina del
colera de Vibrio cholerae, también la exotoxina A de P. asruginosa y varias

enzimas que degradan la pared celutar.*

Medio Extracelular
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RN

ADP(+Pi)

ATP

Citoplasma
Figura 10. Modelo de secrecion de la toxina del colera por el SSTIl. Primera etapa, las
subunidades A y B de la toxina son transiocadas a través de la Ml como precursores
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monoméricos utilizando la via Sec. Segunda etapa, las subunidades se pliegan y
ensamblan en el periplasma en un complejo ABs. El complejo es dirigido al poro de la
ME para su translocacion.”

Sistema de Secrecién Tipo 3 (SSTHI)

Es una via Sec-independiente en la que la secrecidén ocurre en un solo paso
desde el citosol hasta el exterior celular, que desempefa un papel central en la
patogenicidad de muchas bacterias Gram-negativas.*®

Celula Eucarionte t

------------------------------

Complejo

Cuerpo Basal Aguja

A

= -
T

Blogenesis Flagelar Translocacién de Factores
de Virulencia

Figura 11. Modelos de secrecion tipo Il ejemplificados por la biogénesis flagelar y la
translocacion de factores de virulencia en Yersinia. Se muestran los compoenentes del
cuerpo basal del flagelo bacteriano que son homélogos a los del complejo aguja del
sistema de translocacién de factores de virulencia.”®

Este sistema se constituye por aproximadamente veinte proteinas situadas en
las membranas externa e interna, aunque otras moléculas proteicas conocidas
como “chaperonas” también desempenan papeles criticos como por ejemplo;
unirse en el citoplasma al producto a secretarse, a fin de estabilizarlo, evitar su

plegamiento e impedir su asociacion a otras proteinas.™
El SSTH! fue identificado por primera vez en Yersinia spp., en la secrecién de

las proteinas Yop. También ha sido identificado en varios patégenos de
animales y plantas incluyendo Salmonella enterica, Shigefla flexneri, E. coli,
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Ralstonia solancearum, Pseudomona syringae y Chlamydia trachomatis.®
Figura 11.

Sistema de Secrecién Tipo 4 (SSTIV)

Es una via homéloga a los sistemas de conjugacidon y al sistema VirB de
Agrobacterium tumefaciens que facilitan la translocacién de DNA. Este sistema
es un transportador versatil que secreta tanto acidos nucléicos como proteinas.
La nocién general aceptada para esta via es que no requiere de intermediarios
periplasmicos, por lo que la secrecion es Sec-independiente.”® Figura 12.

Virk
C' ~p Sustrotos
VirE{/ViE2 V)]

v

Figura 12. Modelo de secrecion a través del SSTIV. Se propone que se lleva a cabo
una asociacién entre los componentes generadores de energla en la Ml y la
maguinaria de secrecién (nicleo periplasmico). Las estructuras an la superficie celular
pueden iniciar e} contacto con la célula hospedera, sin embargo, la via de

translocacion del sustrato es atin desconocida.”®

Sistema de Secrecion Tipo 6 {SSTVI)

Muy poco se conoce del mecanismo de transporte de proteinas a través de
este sistema, los genes del SSTV! estan altamente conservados y se
encuentran presentes en varias especies bacterianas Gram-negativas como P.
aeruginosa, Y. pestis, E. coli, S. enterica, A tumefaciens, Rhizobium
tequminosarum, Francisella tularensis, Burkholderia malfei, y algunas especies
de Edwardsiella.
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Pukatzki y colaboradores (2007), encontraron que genes que codifican para el
SSTVi, estdn ampliamente distribuidos en bacterias Gram-negativas
patdbgenas. En Vibrio cholerae, el SSTVI secreta tres proteinas extracelulares,
VarG-1, VgrG-2 y VgrG-3.%

Sistema de Secrecion Tipo 5, Autotransportadoras (SSTV)

Muchos patégenos bacterianos ejecutan una seleccion de complejas funciones
para sobrevivir, multiplicarse y diseminarse dentro del huésped. Sus
determinantes de virulencia son principaimente de naturaleza proteica.*

A través del SSTV se exportan proteinas con diferentes funciones, inciuyendo
proteasas, toxinas, adhesinas e invaginas. En general, el SSTV o
Autotransportadoras representa una via Sec-dependiente ya que utiliza la
maquinaria Sec para atravesar la MI, sin embargo, las proteinas no requieren
de factores adicionales para transitar del periplasma hacia el exterior celular,
como su nombre lo indica, dirigen su propia exportacién. £l extremo carboxilo
terminal de la proteina dirige la secrecion de la regién amino terminal a traves
dela ME.#

En esta via de secrecion se incluyen tres sistemas, el Sistema de
Autotransportadoras (Tipo Va o AT-1), la via de secrecion del doble compafiero
(Tipo Vb) y el recién descrito sistema tipo Vc, también llamado AT-2. Las
proteinas secretadas por estas vias son similares en su estructura primaria, asi
como también en su proceso de biogénesis.* Figura 13.

Sistema de secreciéon de autotransportadoras (Tipo Va)

En 1987, Pohiner y colaboradores fueron los primeros en describir y proponer
un modelo de secrecion Tipo V. Mostraron la relacién entre el gene que codifica
la inmunoglobulina gonococal A1 (IgAt) y su producto extracelular. La
sacuencia de ADN de un fragmento clonado {4.6 Kb) mostré un gene que
codifica para un precursor de la proteasa IgA1; el precursor contiene tres
dominios funcionales: la regién amino terminal {la cual se asume que inicia el
transporte del precursor a través de la membrana interna), la proteasa

extracelular igA1, y un dominio carboxilo terminal (el cual es requerido para la
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secrecion a través de la membrana externa). LLos autores proponen el concepto
de que el precursor de la proteasa IgA1 contienen todos los determinantes
necesarios para dirigir su translocacion desde el periplasma hacia el medio sin
la participacién de proteinas accesorias. Por la falta de acoplamiento
energético, por la falta de factores accesorios que son requeridos para la
translocacién en otros procesos y por su improbable insercion dentro de los
sistemas de secrecion | a IV, las proteinas que son secretadas por este
proceso, reciben ef nombre de autotransportadoras. Muchas protefnas que
siguen esta via de secrecion han sido identificadas en un gran numero de
Gram-negativas. En general, las proteinas autotransportadoras consisten de
tres dominios funcionales; la secuencia seftal (también llamada péptido sefial o
secuencia lider), la cual esta presente en la regibn amino terminal de la
proteina, el siguiente es el dominio pasajero (también lamado dominio a), el
cual confiere las funciones efectoras de varias autotransportadoras, y por
ultimo, el dominio principal, localizado en la region carboxilo terminal de la
proteina, es la unidad de transiocacién, también es conocida como dominio B o
dominio autotransportador. Consiste de una pequefia regién de unién con una
estructura secundaria a-hélice y un eje- que adopta la estructura terciaria de
B-barril cuando se encuentra embebida en la membrana externa, y con esto
facilita la transiocacion del dominio pasajero a través de la misma por la

formacién un poro.¥

Via de secrecidn del doble companero (Tipe Vb)

En esta via de secrecién, como en la via de secrecion de autotransportadoras,
el dominio pasajero posee una secuencia sefal que dirige su transiocacion a
través de la membrana interna. Después de ser exportada dentro del
periplasma, el dominio pasajero se inserta dentro de la membrana externa por
el poro formado por el B-barril. Una vez en la superficie de la bacteria, el
dominio pasajero puede sufrir protedlisis para conseguir su funcién fisiolégica.
Sin embargo, en contraste a la via de las autotransportadoras, donde la
proteina es producida como un polipéptido simple, el dominio pasajero o
exoproteina y el dominio B formador del poro son traducidas como dos
proteinas separadas. Son referidas como TpsA y TpsB respectivamente. A

pesar de ciertas diferencias, esta via de secrecidbn comparte algunas
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caracteristicas con las autotransportadoras, por ejemplo, al examinar la
secuencia sefal de los miembros de la familia de las TpsA revelan que varias
de estas proteinas poseen una inusual secuencia sefal, la cual esta altamente
conservada con la secuencia sefial de las autofransportadoras. También se ha
encontrado similitud al realizar el analisis filogenético. Debido a estas
diferencias y similitudes, varios autores han estado de acuerdo en que la via de
secrecion del doble compafero esté agrupada dentro del SST5 y que sea
identificada como un subgrupo.®

Tipo Vc

YadA de Y. pestis es el ejemplo tipo de esta via. YadA posee seis diferentes
dominios: i) una secuencia sefial amino terminal, ii) una cabeza D, iii) cuello D,
iv) tallo D, v} conector R y vi) una regidn carboxilo terminal. Recientes
investigaciones estructurales han demostrado que la adhesina Hia de H.
influenzae es una proteina trimérica que es secretadad de manera analoga a
YadA. Este tipo de conformacion trimérica y su modo de secrecién han sido
propuestos como un modelo alternativo del sistema de secrecidon de

autotransportadoras y ha sido llamado Tipo Ve o via AT-2.%
Tipo Vb

Tipo Va Aing Vi
ipo Vo

e e e S — o - : e —
nN OO
Tipo Va Tipe Vb Tipo Ve
s:ﬂalmm Dominie pasajeto Regién . Cadena-p

de unin

Figura 13. Esquema de los sistemas de secrecion de tipo V. Se muestran los cuatro
dominios funcionales de las proteinas; la secuencia sefal, el dominio pasajero, la
region de unién y el dominio p.¥
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Especies patdgenas de E. coli son responsables de una variedad de
enfermedades. Un factor comun de estos organismos es la secrecion de
moléculas proteicas de alto peso molecular ltamadas serin proteasa
autotransportadoras de enterobacterias (SPATES). Estas proteinas incluyen
EspC de EPEC, EspP de EREC, Pet de EAEC, Sat de UPEC, Tsh de £. colf
patdgena para aves, Pic de Shigella flexneri y EAEC, y SepA también de S.
flexneri. Las SPATEs poseen un motivo GDSGS serin proteasa caracterl(stico,
el cual les permite tener la actividad de serin proteasas. Las protelnas SPATEs
muestran una alta similitud entre sl {alrededor del 58% de identidad), lo que

sugiere un origen coman.®

Los miembros de la familia de las SPATEs son proteinas de E. coli y Shigella
spp., son altamente inmunogénicas, y tal como la proteasa IgA1 y Hap
(proteina de adhesién y penetracién de H. influenzae), poseen el motivo serin
proteasa caracteristico.

En 1994, se describié una hemaglutinina sensible a temperatura (Tsh) en E.
coli patégena para aves (APEC), la cual causa infecciones en esa poblacion.
Tiene un peso molecular de 104 kDa. Ei gene tsh esta localizado en el
plasmido ColV. La correlacion entre la expresion de Tsh y su actividad de
hemaglutinacion es un fendmeno gue se ve influenciado por la cepa, asi como
también por el medio ambiente. Tsh produce lesiones dentro de los sacos de
aire de las aves. Recientemente, una protefna llamada proteasa de unién a
hemoglobina (Hbp), fue caracterizada de una cepa de E. coli aislada de una
herida causada por infeccion. Hbp es 99.9% idéntica a Tsh, encontrandose dos
cambios en la secuencia de aminoacidos del dominio pasajero.*

Benjelloum-Touimi y colaboradores, en 1995 describieron un homélogo de Tsh
al cual designaron SepA (proteina extracelular de Shigelfa). Investigaciones en
una mutante sepA demostré la reduccion en Ja habilidad para inducir dafio a la
mucosa e inflamacién en el tejido al ser probado en un modelo con conejos.
SepA es una proteina que se encuentra de manera abundante en el
sobrenadante de cultivos de Shigella spp., y estd relacionada con la

inflamacion intestinal y la invasion al tejido.®
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En 1996, Stein y colaboradores describieron EspC (proteina C secretada por
EPEC), es la mayor proteina encontrada en los sobrenadantes de ta cepa tipo
de EPEC E2368/69.% Al ser probada sobre yeyuno de rata montado en
camaras de Ussing, EspC mostré actuar como una enterotoxina.*® De manera
interesante, genes homélogos para espC también existen en otras bacterias
patogénicas que provocan ia lesién A/E. La presencia de genes homélogos en
cepas patogénicas causantes de la lesion A/E pero no en cepas no-
patogénicas implica que EspC puede jugar un papel en ia virulencia de los
patdgenos que causan dicha lesién. Esto puede ser posible ya que EspC es
una proteina altamente inmunogénica. Investigaciones recientes han
demostrado que la incubacidn de altas concentraciones de EspC con células
epiteliales in vitro y bajo periodos prolongados, induce efectos citopaticos
similares a los producidos por su homélogo Pet.*

En 1897, de manera casi simultanea, Brunder y colaboradores describen EspP
{(serin proteasa extracelular codificada en plasmido) y Djafari describe PssA
(proteasa secretada por STEC) en EHEC O157:H7 y STEC 026H-
respectivamente. Estas proteinas son idénticas, estan codificadas en un
plasmido de virulencia, y representan !a mayor proteina extracelular de ambos
organismos.” EspP puede actuar como una cititoxina, causando disrupcién de
actina.®

Pet (toxina codificada en plasmido) es una enterotoxina termolébil que fue
descrita como una proteina de 108 kDa codificada en el plasmido de virulencia
de EAEC .* Diferentes estudios muestran que tiene efecto enterotéxico e
induce  acumulacién de fluidos y efectos citotoxicos sobre la mucosa.
Experimentos con érganos in vitro (IVOC) sobre la mucosa intestinal de
hurnanos, demostraron que una mutante nula en el gene pet no se vio afectada
en su habilidad para adherirse al tejido del colon, pero no fue capaz de
provocar los cambios caracteristicos sobre la mucosa observados en la cepa
nativa.*

El gene de la toxina se encuentra localizado en el plasmido de virulencia de
EAEC de 65 MDa (plasmido AA), y estd agrupado dentro del locus de
probables genes asociados a la virulencia ®
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El mecanismo de accibn especifico de Pet sobre las células epiteliales todavia
no ha sido bien elucidado, pero se ha observado que Pet causa disrupcion de
espectrina y fodrina (espectrina no-eritroide, la cual esta distribuida en la
mayoria de los tipos celulares, incluyendo las células epiteliales), proteinas de
la membrana que estan conectadas con la actina citoplasmica. La degradacion
de fodrina podria explicar las alteraciones celulares y el desarrollo de diarrea
causada por EAEC.*®

Pic (proteina involucrada en Ja colonizacidn intestinal} es otra proteasa
integrante de la familia de las SPATEs que se identificé en EAEC, el gene pic
se localizada en el cromosoma de EAEC.* Tiene un peso molecular de 116
kDa aproximadamente, el producto de pic es sintetizado como un precursor de
146.5 kDa, el cual es procesado en su regién amino y carboxilo terminal
durante la secrecion, y libera la proteina madura dentro del sobrenadante de
los cultivos celutares.” Los fenotipos identificados en Pic sugieren que esta
involucrada en las etapas tempranas de la patogénesis y de manera mas

.>2 También se ha identificado

probable promoviendo la colonizacidn intestina
un homélogo de Pic en cepas de E. coli uropatogénicas (UPEC), ltamada PicU
que muestra funciones similares con la ya reportada. Pic U muestra una

identidad del 96% con su homélogo de EAEC %

En el 2000, Guyer y colaboradores, identificaron y caracterizaron una proteina
autotransportadora de 107 kDa designada Sat (Secreted auto transporters), la
cual es secretada por la cepa UPEC CFT073, altamente virulenta aislada de
sangre y orina de una mujer con pielonefritis aguda. El analisis de la region
amino terminal de fa proteina mostré homologia con Pet y EspC, dos conocidas
proteinas que pertenecen a la familia de las SPATEs. Sat exhibe actividad de
serina proteasa, tiene actividad citopatica sobre el rifién, la vejiga y otras lineas
celulares. El gene sat esta localizado en PAL! |l {Isla de patogenicidad Il) de £.
coli CFTQ73, es decir, Sat tiene localizacién cromosomal. Tanto el gene sat
como la proteina producida, estén ligadas a las cepas uropatogénicas que
causan los sindromes clinicos de la pielonefritis aguda.®

En recientes estudios, se demostré que el gene sat tiene una alta prevalencia
en cepas DAEC. Se report6 la expresion de Sat por la cepa DAEC FBC114
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aislada de un nifio con diarrea y mostrd actividad enterotoxica y citotoxica al ser
probada sobre tejido de iteon de conejo.”
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las diarreas son un problema de salud publica que afecta principalmente a la
poblacién infantil. Las infecciones por EAEC se han retacionado con cuadros
de diarrea persistente y con sangre que por sus caracteristicas favorecen la
desnutricion de los nifios que las presentan con las desventajas que esto

representa.

Una toxina denominada Pet es un factor de virulencia de estas cepas de EAEC
cuyos mecanismos de accidn se han empezado a dilucidar tomando como
modelo una cepa tipo aislada de un caso en Lima, Per(d. En México, se aisl6
una cepa altamente virulenta de un nifio que murid a consecuencia de la
infeccién por la cepa EAEC denominada 049766. Ensayos en modelos con
animal mostraron que la infeccién por esta bacteria ocasiona dafo al epitelio
intestinal con una reaccion inflamatoria intensa. Los mismos ensayos utilizando
la cepa EAEC de referencia 042 (044:H18), mostraron que aungue dicha cepa
provoca dafo intestinal, las alteraciones observadas son menos intensas que
las descritas en 049766. El objetivo del presente trabajo consistio en realizar la
purificacion de la toxina secretada por la cepa EAEC 049766 e identificacion y
secuenciacion del gene involucrado en su expresion con el propdsito de
establecer si ésta es una variante de Pet SPATE identificada en la cepa EAEC
de referencia O42.

HIPOTESIS

La toxina secretada por la cepa EAEC 049776 es una variante de Pet serina
proteasa identificada en la cepa tipo EAEC 042 {O44:H18), la cual tiene un
efecto biolégico mas intenso que cepa tipo, determinado por las alteraciones
inducidas por EAEC 049776 en un ensayo de infeccion en el modelo en raton.
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OBJETIVOS

Objetivo General.

Determinar si la proteina secretada por la cepa EAEC 049766 es una variante
de la toxina Pet identificada en ta cepa tipo EAEC 042, para desarroliar un
método de deteccidn especifico de cepas productoras de esta nueva toxina.

Objetivos Particulares.

1.- Purificar la toxina variante a partir de cultivos celulares de la cepa de EAEC
049766.

2.- Por analisis Western blot y empleando anticuerpos anti-toxina Pet
preparados en conejo, identificar la produccién de la toxina variante en la cepa

049766.

3.- Secuenciar el extremo amino terminal de la toxina, y comparar {a secuencia
obtenida con la reportada para la cepa tipo 042.

4.- Aislar y purificar los plasmidos de las cepas de EAEC 049766 y O42.

5.- Disefiar iniciadores para identificar el gene de la toxina variante.

6.- Digerir con enzimas de restriccién el plasmido de la cepa 049766 para
elaborar un patron de restriccién.

7.- Identificar el gene que codifica para la toxina en los fragmentos de
restriccion empleando técnicas de PCR.

8.- Secuenciacion del gene de la toxina presente en la cepa 049766.

9.- Posible clonacién del fragmento deseado.
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MATERIALES Y METODOS.

Cepas bacterianas. Se utilizé 1a cepa tipo EAEC 042 (serotipo 0O44:H18),
aislada durante un estudio epidemiolégico en Lima, Perd, en 1983.

Para determinar {a produccion de la toxina Pet, una clona hiperproductora

(CEFN1) fue usada como control.

Cepa nativa EAEC 049766 (serotipo O?:H10), que fue aislada directamente del
intestino de un nifto muerto infectado durante un brote de diarrea en un hospital

pediatrico de la ciudad de México.

Crecimiento de las cepas. Se obtuvieron para cada cepa cultivos de 3 litros en
caldo Luria Bertani (LB, 10g/l de friptona, 5g/1 de extracto de levadura, 5¢/l de
cloruro de sodic). Se incubaron a 37°C con agitacion constante de 150 rpm
durante 18 horas.

Extraccion de toxinas. Los cultivos se centrifugaron a 10000 rpm (Centrifuga
Beckman Coulter Avanti, Rotor JA-14 Beckman) durante 15 minutos a 4°C. Se
desechd el sedimento y el sobrenadante fue colectado para la exiraccion de
toxinas. La precipitacién se llevé a cabo por la adicidn de 388g de sulfato de
amonio (65% de saturacion) por cada litro de cultivo. El sulfato de amonio fue
adicionado en fracciones de 100g con agitacién constante para lograr su
disolucion. Todo el proceso de precipitacion se realizé a una temperatura de
4°C. Disuelto todo el sulfato de amonio, se observa la formacién de un
precipitado color café, el cual se dejdé reposar durante 24 horas a 4°C.
Concluido el tiempo de reposo, el precipitado se centrifugd a 15000 rpm (Rotor
JA-14 Beckman) durante 20 minutos a 4°C. El sobenadante se deseché y el
sedimento se recuperé en 10ml de amortiguador de fosfatos de sodio
(NazHPO4 9.5g/1 y NaH2PO4 0.422g/l, pH 8.2). Esta solucién se dializé primero
contra agua destilada durante una noche y posteriormente contra el mismo
amortiguador de fosfatos de sodio. Para verificar la ausencia de sales, se
realizé una prueba con cioruro de bario (JT-Baker). Todo el tiempo de didlisis
se llevd a cabo con agitacién constante y a una temperatura de 4°C. El
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dializado se centrifugd a 18000 rpm (Rotor JA-50) a 4°C, el sedimento se
deseché y se colectd el sobrenadante. De este sobrenadante se tomé una
alicuota de 1ml para la determinacion de proteinas, mientras que el resto se
coloco en microtubos de 1.5 ml para las siguientes pruebas.

Determinacion de proteinas. La determinacién de la concentracion de proteinas
se llevé a cabo por el método de Bradford®, utilizando un reactivo comercial
(Bradford Bio-Rad) y una curva de calibracidon hecha con albimina seérica
bovina ( BSA, 1ug/ ul, Sigma) (Ver la Tabla 1.). La absarbancia de las muestras
se realizd en un espectrofotémetro (Spectrophotometer Beckman Coulter, DU-
650), a una longitud de onda de 580 nm.

Tabla 1. Determinacion de proteinas. Método de Bradford.

—

Ml de
il de pt de agua reactivo
Muestra
muestra desionizada de
] Bradford
Clona Pet
1 799 200
CFEN1
Toxina
Variante
1 799 200
EAEC
049766
BSA 0 a00 200
BSA 2 798 200
BSA 4 796 200
BSA 6 794 200
BSA 8 792 200
BSA 10 790 200

Nota. Las muestras de las toxinas se realizaron por duplicado.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (PAGE-SDS).
Para determinar la pureza y el peso molecular de la toxina variante, se corrié
una electroforesis PAGE-SDS (Mini Bio-Rad) al 8% de
concentracion de poliacrilamida. (Tabla 2) Se corrieron muestras de 45 pg tanto

Protean il
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de a toxina variante como de la toxina Pet EAEC 042 junto con un marcador
de peso molecular utilizado como referencia (MPM Bio-Rad No. de Cat. 161-
0318). El gel se revelé con soluciéon de azul de Coomassie (Bio-Rad).

Tabla 2. Preparacién de gel de poliacrilamida 8%.

Gel Separador

Concentracion de gel 8%
Acrilamida/bis 2.66 mi
Tris-HC1 1.5 M pH 8.8 2.5 ml
Agua desionizada 4.67 mi

SDS 10% (dodecil sulfato sédico) | 100 ul
PSA 10% (persulfato de amonio) 50 ul
Temed (tetra metil etil endiamina) 5 ul

Gel Concentrador
Concentracion de gel 4%
Acrilamida/bis 650
Tris-HCIO5MpH 6.8 | 1.25 mi
Agua desionizada 3.05 mi
SDS 10% 50 pl
PSA 10% 50 ul
Temed 10

Nota. Las cantidades de reactivo estan disefiadas
para preparar dos geles de acrilamida.

Western Blot. Para probar la actividad antigénica de la toxina variante, se
realizé una prueba de inmunotransferencia (Western Blot) con muestras de 10
Hg de toxina 049766. Se transfirieron las proteinas de un gel de poliacrilamida
(8%} a un papel de nitrocelulosa (NC) en una camara de transferencia (Mini
Transfer Bio-Rad, 250 mA durante 1 hora). Una vez transferidas las muestras
del gel al papel de NC, este se lav6 con amortiguador salino de fosfatos (PBS,
NaCl 8gfl, KHPO, 0.2¢g/l, NaHPO, 1.15g/, KCI 0.2 g/, pH 7.2) y
posteriormente se bloquedé durante una hora a temperatura ambiente con

solucion de PBS-leche descremada al 5%. Terminado el tiempo de bloqueo, la
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membrana se lavé con el amortiguador. Se adicion6 el primer anticuerpo diluido
en PBS (suero anfi-Pet 042 preparado en conejo 1:500). Se dejo incubando
toda la noche a 4°C. Transcurrido el tiempo, la membrana de NC se lavo con
solucion de PBS-Tween 3% para retirar el exceso de anticuerpo. Se adiciong el
segundo anticuerpo diluido en PBS-leche descremada 5% (Anti IgG de conejo
marcado con peroxidasa. 1:5000. Sigma). Se dejd incubar durante una hora a
temperatura ambiente. Posteriormente se recuperé el anticuerpo, la membrana
se lavé con PBS-Tween 0.3%. Para concluir la prueba, la membrana se revelo
utiizando como sustrato una solucién de a-4-cloro naftol (Sigma).“¢

Aislamiento y purificacion de plasmidos. La extraccion de plasmidos de ambas
cepas se realizd utilizando el procedimiento descrito en el equipo comercial
Plasmid Mini Kit (Cat. No. 12125, QIAGEN).

Mapa de restriccion. Se utilizd la enzima EcoRI (New England Bio Labs) para
obtener un patron de restriccién y comparar los perfiles de los plasmidos
extraidos, Tabla 3.

Tabla 3. Mezcla de reaccién para la digestién de plasmido con enzima Eco RI.

[ Reactivos T Volumen '

| Plasmido 10 pl —
Enzima EcoRlI 1 pl
Amortiguador NEBuffer EcoR| 2 ul
Agua desionizada 7 ul
Volumen final 20 ul

Disefio de iniciadores. Tomando como base la secuencia reportada para la
toxina Pet EAEC 042 (No. de Acceso AF056581) y la reportada para la toxina
Sat de E. coli CFT073 (No. de Acceso AF289092), se disefiaron iniciadores con
el fin de obtener la secuencia de la toxina variante de EAEC 049766. Los
iniciadores utilizados se describen en la Tabla 4 y 4.1. Su localizacién dentro de
su respectiva secuencia se muestra en la figura 14.
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Tabla 4. Oligos especlficos para la toxina Pet.

Iniciadores Tamafio del | Secuencia

producto
Universales F 249 pb TEACTCTGCATGGATTGAG?S
TJ;i\};;alesR GACGCAICACTCAGTAGUCAGT
Pet DP548 F 548 pb CTATCARARAATGCCCCTCTGGETAR
Pet DP548 R & " CGCCCCCTTGTGGATAGTCCA
Pet DP871 F 871 pb  GATTATEC ATCTEGC
Pet DP871 R G eATCAGGCGT
Pet AT787 F 787 pb T CTTCCTRCTTCAT - TTATTCTAC ® |
Pet AT787 R Y ATCARGOCCSCTCTTOGTITCCACGA ATC

Iniciadores disefiados sobre secuencia reportada de Pet EAEC 042,

Tabla 4.1. Oligos especificos para la toxina Sat.

. Tamaio del .
Iniciadores Secuencia
producto
Sat AT387 F 387 pb NET &S50 AC TR ST oG
SE“ ATS‘E‘SF R ) &
Sat AT3888 F 3888 pb ATGAATAAARATATACTCCCTTAAMGAT
Sat AT3888 R Y TCARGAABGACTAACGGAAGT TS
| Sat AT3159F 3159 pb Y CATABCAARARAGAACCCTOAG
Sat AT3159 R TACAGCACCGTAARBCAAGTTS
Sat DP203 F 203 pb GTTCACAAATGGCGSGAGSETS
Sat DP203 R CGEEGCCTATTITTGTCGT & A4 A
SatDP221 F 221 pb AGGTGGCATCACT L C AT A
Sat bP221 R * GACCCGGCGSTTACAGTTTTA
Iniciadores disefados sobre secuencia reportada de Sat CFT073.
A) Secuencia Pet EAEC 042 y localizacién de iniciadores.
1 tattettoct ccttcattkt attotacttt ccatgtgaca totcagatgg aagctcagat
61 ggaacctgat aatgctcgta aatatgagca aaasasaaca asaatgatta atttatgate
121 aatcagcatt ggtttacatg acatcgtatc attaacgaga goattgteac acattaacaa
181 tatagaactg ttacttttta cgggatatta gtaacaracc attactaatg grtttasttc
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241

201

6l

431

481

541

601

€61

721

781

g41

801

9Bl
1021
1081
1141
1201
1261
1371
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1301
1B61
1821
1941
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3o0
3061
3121
3lel
3241

ttdatcCttt
tazatatagt
atgtaaaaca
teatataata
tctggcacag
agacgggact
aaatggagct
aaataagrca
aatgacaact
sgggygctgat
cgtagacgtt
cactttttce
attccatata
tgactcatat
tgataacaaa
aaaaacgcaa
actatttatt
aactattggo
agtgrrotct
grrtatttte
ctttaaaggt
tgcctcaaat
gaatacgaat
caatacctat
tgagggtgat
tcataaccag
taacaccact
taatgtggac
cgtgatactg
aatgcaggge
tgagttecte
tcagaagaat
ctgggaaacc
tgcocagaaat
Jgacaaaacg
ctttogroag
tatggcaaca
ctegtotetg
Ltooctitte
agaategace
ggaagatqgqqg
cgaaaaagea
trogcagttth
gyctgcacaa
gtrgazaasa
caatacactyg
tacacaacag
gttagbogat
taaggcteet
cagtgatgta
gaccgaytat

gttcattcaa
gotgecactg
aaccgaadan
tatgecgoea
aataaaqggaq
gattirtcat
geaacaagta
tcagctaatt
ggaaacgatt
acatcattta
ggasatggaa
goaataaasa
acaaatttac
ttocactaact
gaagataaat
aasacatatqg
caaaatgtta
aatacaactc
g3tggrygta
gatgaaaata
QCaggcatLy
gatgcactge
ctgaasacog
gecgoocggeg
tatgctggta
accttcaaaa
azagagagtyg
ggcaatgtac
gatggtyata
catgcgacty
tgryggrarrg
gadaccacct
agaaaattta
gragatgttg
geatatacty
gacataaaaa
gatggctoca
gacagaacag
accaccagta
gyggaaatca
gctaactrea
graaaacttt
gctctogega
tocagecttyg
ctgaacteca
actgtcgatyg
goagaccagt
tttattgaga
qagaatacca
accoctgaaa

aaazcggtgg

taaatgagtt
goggacecat
tttotgotge
ataktggatat
tgttrcaace
ttocageact
ttggrgytge
atcagasata
tttecattca
attataatyga
aaaaagaaat
catcccaaac
gagoaaatac
taagcactaa
gggttctact
taacaccatt
atattgataa
aagatatcga
daatctcatt
daaaatatac
atataggtaa
ataaaattyg
ggaacgggac
gcecogggeac
ttttetecac
aaattgetge
tactgrtcggt
gocttgaaca
ttcaggcaaa
atcacgeccat
actgggtcac
ataastcgaa
gattcgacda
aaggtaacat
atctgtactc
goggrgactc
tcagcatagqg
cgctgactat
aratcaaatc
ctcogtegat
ccaccaaaaa
catttggete
tgceggatgy
caatgaataa
coggoagtat
aactgacaac
taattgttaa
aaasaggaaa
graaggatgt
ttaaacagca

caaatgctga

gagagaatat
tgctgtrect
attattatct
atctaaagca
aggttcaaca
teckgttoect
cratgccata
coggrictacg
gcgattaaac
gaacaaccaa
cattggttct
atatcaggct
tgtcggaggr
tgatgacagt:
tggaacaace
tgactccaaa
caaractget
gasaaataaa
daaagagaat
tgrragcogcet
aggcagtact
tgaagggagc
cgtcattott
agtacaactc
tgaaaacggc
aacagatteoo
caataaccaq
tcaccLogac
cagtatcagt
tittcagaaca
cagaatcsaa
taaccaggrt
tctgaatatt
ccaggcetaaa
aggaaniaat
catcyggtgaa
ggataaageoo
ccacaagggg
cggaggegac
gitctatgct
tcaggectet
cgctaacaag
ctttgatacg
tgegeltckygg
ggtgohtotte
cagtaacagt
aaagaaacky
cgacaaaaac
cttcaaaact
ggaaaaagat

tgotgegaaa

atgaataaaa
gaattagega
ctggcagtea
tgggecegyg
catgtaaaaa
gacttttcat
accgrtgcac
caatatactc
aagratgtey
aatattatty
cgtgttggrt
gaccrgttaa
aacazagtgy
ggatcaggcyg
catggaataa
accaccaatyg
accattggryg
aataaccaga
cttgatotty
Jaagggaata
gttgactgga
cttaatgtca
ggcgcacaga
aatgoeagaga
goazaactcg
ggaaccacea
aatzactata
actaagcagqg
atcaasasty
ACa3AAACAG
aatgctgage
tocgatttgt
gaagattcat
aactoctgtga
attacoggLyg
agtaaattta
attgrecacyge
gcocgaatgtta
ctgaccctga
gcaggaggsat
gtaaccaqatg
gataattcig
tecoctatcagqg
aaagtgaccg
aacgygaggga
gocrttgtga
gaaggtgraa
ggtotgaaca
gaaacacaga
ggcaaatctyg

aagycaacst

tatactccat
adaaagrcat
ttagttatac
actatctoga
taaaactgaa
ctgcaaccgc
acaatgcaaa
aaataaacaqg
tggaaacaag
acagatatgy
caggaaacac
gtgoatecact
agtatgazaa
tgtatgtate
ragggaacgg
aattaaagca
gtggtaagat
ataaagacct
gatatggtyg
ataatgtcac
aratcaaata
tacaggcaca
aazcgitcaa
acgccoctggg
acctgaatgg
tcactaacag
tcratcatgy
ataatgcccg
cooccktotggt
ataattgtec
attcagtaaa
coccagorgyga
cattatceat
taaatatcgg
ccggattcac
ccgyggggcat
tgaacacggt
cggocagoag
ctggcgcaac
atgaactgac
arattasatc
ccacaagata
gcagcattaa
goaattecga
adagcatctn
tgcgaaccaa
acaacctget
tcgatotggt
ccattggthtt
totggacget
cactgatgte
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3301
2361
3421
3481
3541
3601
3anl
3721
3781
Je4l
3901
3561
$021
4081
4141
4201

aggeggetat aaaqectrtec
gegtgacatt aacggtgagg
cggeggtygga ttoagtgaca
actcgarggre ottgacctot
cagtgatgee ttcagtggtg
gtttgagreo ggagcatata
Ltaccgodact ttogooggec
tgeggasgee ggottaceglt
acttgtttac ggegctgrat
caccatgaag gataaggact
at¢cttoctoe ggtaaggact
cctgttiges aacggtgaaa
tgadaaagac ggccgtatqc
acgertbtggt ctigagtttyg

caacgecaac ttocgttact

tcagagoctaa ccgggtar

trgcagagar
cCcggtgeatg
actacaccca
tcaccgggye
aaacgaagre
tocgaccteat
ttggeaccag
accatgtaac
cogygazaca
ttaatoogot
ggaaagtcac
ctgtactgcg
tcatgaatgt
agaaatcgge

ccttotgatyg

¢aacaaccte
ggeoecgtate
cgttoaggtc
gqaccatgacc
tgtgggtgee
cggraagtac
agactacagc
tgactotgca
gttotoctgg
gattgggcgot
agocogoges
tgatgegtco
tggtctgast
atttggtaag

acaataaggq

adcaaacgta
atgagtggaa
ggtgcggsata
tatacogaca
ggtctcotatg
gttrcaccatqg
tcecactoot
tggattgage
aaggacragy
accggrgrey
ggceottgget
ggtgaaaaac
gotgagattc
tacaacgtgg

cocgoagacge

tgggtgatct
cogggtoLge
acaaecatga
goocatgcagg
coctctgocat
AcaaCgagLa
ggtatgocgy
cgcaggogaa
Faatgaacct
atgtgggtaa
accagrttga
gtatcaaaqqg
grgacaacgt
ataacgooat

ggerottaat

B} Secuencia Sat de E. coli CFT073 y localizacién de iniciadores.

1 atgaataaaa
gaattagcga

121 ctggeotgityg
gactatcttyg

241 atcactttaa
agrgcagcay

361 cataacaaas
grtgttgaca

481 gaascagtag
cgotacggta

601 ggaggaacat
gatctgttaa

721 tataaaaatqg
tacttatatg

841 agegttaatg
ttaaaegata

961 acagatataa
Baagacaasgy

1G81 tttggtagcg

i

1

1

1

1

1

1

tttacattta
201 ctgtattcca
aancaggggy
321 trtazacasta
cttggeaaty
441 aatgpacaca
aactcagata
561 catgggaaca
actaatgcaa
681 aatgecagte
asteattgon
301 gagagttcat
tttgatcage
921 gcotgactttt
gctatcacas

2041 mataatggrt

trtacaggty
181 acacttaatyg
gitatagcac
281 atgatgggaa
gatggattca
401 accggadata
acacegacta
521 accgeotrate
tggratctaa
641 tttactggtg
agtgcatttg
T8l ttgtcoctyggta
ggactgaata

tatactoect
asagagLine
ceggtacagt
atcttgcaca
aaaacyggaga
CQagLggcge
agaacgctea
gaagaaatte
gtgccacece
tagtcacrto
catttattaa
gtgctagtet
ataadacatt
ataacaaact
gtgaccdaact
cctatagtea
cattacacca
atattgtget
gtggtattat
aaggageagg
grgatgatgt
caaatataaa
tatagcttge
atcaatatge
atcagacttt
caacgaaaga
tasatggcaa
aattaattet
ttaccatgca
ccotgotatt
ataztasaaa
ctgactggaa
caatatcacqg
toggogataa
ttgacttcaa
goatcactge
gtgoaacctt
aaasatteocat
tcoactgaacsa
ggctgagrygy
ttratgetga
tategtotge
gaggogeaat
atagceagrc
ataaitgggaa
tgotgogtgs
adaacaacet
tcgatctggr

taaatatagt
tggtaaaaca
asatgcagcea
agatasaggt
taaattotct
agctacogea
ggcogcagaa
caatgatttt
ggcagagacae
tgacggtica
tggtgaatce
atttgaggrc
tegtaatott
agaaasastgg
gacatggata
taszaataaat
saacaatgca
cacaaatgygg
ctttgacgaa
gattgatatc
tttacacaaa
gataggtgaa
aageggaaat,
agggatatet
tactagaate
agccgttoeg
tatagaacta
ggatggtagt
aggccatgca
tcLetgtgga
atfcaattct
aaccggggty
caatgocaat
amatgtttac
acaaac¢tatc
acataacagc
tctggataat
gttcacaaca
gaatagtaaa
tggaaatgca
tgatgcagca
ttatcayggroa
aacagcccoc
atfcaattaac
gtttacaacc
aaatctggee
tctgttagte
cagegracea

getgecanty
adcogaasac
aatattgata
attttcoage
ttecataate
ataggaggtt
acceaggtLt
gagattcaga
aaccotacad
aaaaaaatca
aaaatctoaa
acccaatggg
gaaatattcyg
gtattagtcy
acaagataca
ctgaatggca
gataccacty
ggagstgtce
ggccatgaat
ggaaaagaaa
ataggecceqg
ggaaatgtta
ggtaaggtaa
tttactagac
qCCgotacty
gecaatcaata
acgcacdata
gtcaacacaa
acagageoatg
aCggacrtggg
gatracaaag
tttaaatteg
gttgaaggaa
attgataarc
agtactaace
caaatagcca
actcetacas
aaaggtatty
actgtaacgc
satrntcattyg
accattactc
tgggeagaga
agagetacag
cgtctagaaa
cttacagtga
caagcagatc
gacttcattg
aaaggaactyg

goggactoat
ttgtagecaac
tatcaaatgt
cocggagoaac
totcaatter
cttatagtge
acgotcagta
ggttaaataa
catatrctga
taggtttEcy
caaatteage
actcatacog
gagatajycegg
gaacaaccca
atgatzaact
ataatgtaac
gtactcaaga
tgrtraagia
ataacataaa
gcattgtaaa
gtactctgaa
trcttaatga
tactaaataa
grggtggtac
acgatggaac
acgaagactc
ttaattctca
aaaatgargr
caatatteag
tcacocgtttet
gtaataalca
atacattaca
dtatatcage
ttgcagggaa
tatccatagg
taggtgatkca
gtatagataa
atatctecgg
cgggtoteca
ccagaaalat
tgggacagee
ctctritigta
ttagoatgasa
caaaagacaqg
acaaccttac
agcttgttgt
agaaazatgg
cagtagatgr

tgotgttoor
satgetgtor
atgggcgaga
agacgtaaca
ggattittct
tactgrtgoa
ttettacagg
attogrtgtrg
tgcattagea
tgctggetcet
atatagecat
catgatgatt
ctotggagea
tggrattgce
ggttagtgag
cattaaazac
aaagataact
taatttggat
cggtcaggga
ctggaatgca
tgttcazaaa
agaaggaaca
agataattce
gctagattta
aacaataact
ctacatatat
ggataagaaa
tgaagtcagt
aagctcaqgeg
gaaagaaaca
goagacctca
cetgaacaat
gaataaatca
saaatatiact
adgaaactaaa
agctgtager
aggagcaaaa
tgaactgact
ctacgolget
ggcatctgtc
tgaaactgaa
tggotttgat
taaiLgogate
tatgogtgogt
tatagatgac
caataaatcg
daacagcaac
Ctrttaaagct
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2881 acgacteogga gtattggett
nacasagoas catggaclct
3001 aaggraacat tactgatglLc
Aacaaacyta tgggLgatcot
3121 attagoggaa cogggtotgo
ggtgcggata acaaacatga
3241 rataccgaca gcocoatgcagg
ggtctctatg cctetgocat
3361 gttcaccatg acezacgagta
tcccacteoct ggtatgoccgg
3481 tggattgage cgcaggdcogga
aaggaccagy gaatgaacet
3601 accggrgibg atgtgggtaa
ggoctigygot accagtttga
3721 ggtgagaaac gtatcaaagg
gcecgeaaatto gogataatet
1841 tacaacgtgg ataacgcgat

cagtgatata
galoggetat
aggoggotat
gogtgacatt
¢ggeggtgga
gctogatgge
cagtgatgcc
gittgagtco
taccgcaact
tgcggaagtc
acktgtttao
caccatgaaq
atccrtoeco
cortgtttgee
tgazaaagac
tegetteggl
caacgcoaac

acaccggtta tcgagcadaa
adatcigtgg wcaacgooga
aaagecttoo Ltgobgaggh
aacggtqgagt ccyggtgeatg
ttcagtgaca actacacccoa
cttgacctcrt tcaccqgggt
ttcagtggtg aaacgaagtc
ggagcatata tcgaccteat
ttcgocggec ttggeaccag
ggttaccgtt accatgtaac
ggtgctgtat cogggasaca
gataaggadt treatcogot
ggtaaggact ggaasgtcac
sacggtgasa coghacktgeg
gotcgrtatge Locatgaatgt
cttgagtttg agaaatcgge
ttecocgttaot ckttotga

gaacgataca
tgoggctaaa
caacaacctt
ggooogaate
cgticaggtc
gaccatgacc
tgtgggtgeo
cggtaagtac
agactacagc
tgactctgea
getcteoergy
gattygggogl.
agoocgogos
tgatgegtoc
tggtctcaac
attrggtaaa

Figura 14. A) Iniciadores disefados sobre Pet EAEC O42. B) Iniciadores disefiados

sobre Sat de E. coli CFT073.

Secuencia de ADN. La secuencia de ADN del gene de la toxina variante fue

obtenida por la secuenciacién de productos de PCR utilizando distintos

iniciadores para tener productos con diferentes amplificados. Los reactivos

empleados se enlistan en ia Tabla 5. Se us6 un equipo comercial para PCR
(Tag PCR Core Kit, Cat. No. 2012223, QIAGEN Inc., Valencia CA., USA)). Las
condiciones de la reaccién de PCR en el termociclador se detallan en la Tabla

5.

Tabla 5. Mezcla de reaccién para prueba de PCR.

Reactivos Volumen final
Amortiguador 10X (QIAGEN) 10 ul
~ dNTPs (2mM) (QIAGEN) 10 pl
Oligo F (25pg/ ph) 2 ul
Oligo R (25pg/ul) 2 ul
DNA (Plasmido) 1Ml
Taq polimerasa (QIAGEN) 1 ul
Agua desionizada Zm
Volumen Final 100 pi

Nota. Mezcla de reaccion general. La cantidad de ADN y agua pueden variar.

Condiciones de reaccién para prueba de PCR.

Paso | Temperatura Tiempo
1 894°C 4 min.
2 94°C 1 min.
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3 55°C 1 min.
1 min. por
Kb

Repeticion desde paso 2

4 72°C

5

durante 29 ciclos.
6 72°C 5 min.
7 4°C Pausa

.
Nota. El tiempo de extensién se modifict dependiendo el tamaric del producto

esperado.

Gradiente en cloruro de cesio (CsCl). A pesar de que el ADN plasmidico se
extrajo y se purificc mediante equipos comerciales (QIAGEN) vya
estandarizados, la contaminacién por ADN cromosomal estuvo presente. Para
eliminar esta contaminacion, el plasmido de la cepa EAEC 049766 se someti6
a un gradiente de cloruro de cesio {CsCl) (Sigma). En un tubo cénico de 50 ml
se prepararon 15 ml de solucion de CsCl en amortiguador TE (10-1mM) (10.8¢g
de cloruro de cesio/10 ml de amortiguador TE (1mi de solucién Tris-HCi 1M y
200yl de solucién de etilen diamino tetra acético (EDTA) 0.5M en 100 ml de
agua desionizada). Se adicioné bromuro de etidio (10mg/mi) a la solucién CsCl-
TE (800ul/10m! de solucién). Dentro de esta mezcla se agregd todo el plasmido
extraido en el Midi Prep (QIAGEN). Con ayuda de una pipeta Pasteur se paso
la mezcla completa a un tubo Beckman (16 x 76 mm) Quick Seal 65 Ti. Una
vez que se ha terminado de lienar el tubo con la solucion, este fue sellado
mediante calor utilizando el equipo Sealing Quick Seal. Después de formar el
sello, el tubo se colocd dentro del rotor vertical VTi 65.1 (No. de serie 845,
Beckman). E! rotor se cerr¢ a una presion de 120 pulgadas por libra con un
torquimetro (Torque Wrench). La muestra se centrifugd a 55000 rpm durante
20 horas con una temperatura de 20°C {Ultracentrifuga Beckman). Después de
la centrifugacion, el tubo se colocd en un soporte universal y con una lampara
de luz UV se verificé la formacion del gradiente y la separacion del ADN
plasmidico y cromosomal. Con una jeringa se hizo un orificio en la banda
correspondiente al plasmido y se extrajo del tubo teniendo cuidado de no volver
a contaminar el ADN. La muestra se colocd en un tubo de vidrio y se extrajo

con 1 volumen de butanol saturado para retirar el bromuro de etidio. La mezcla
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se agité y se dejd reposar hasta la formacion de dos fases, la fase organica
(fase color rosa) se deseché. Este paso se repitié hasta obtener dos fases
claras. La fase acuosa se recolectd y se precipité el ADN por la adicion de 6
volumenes de etanol y 2 volumenes de agua. Esta mezcla se dejé en
congelacién (-20°C) durante toda la noche. Después de esta incubacién, el
precipitado se centrifugé a 15000 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante fue
desechado por decantacién y se hizo un lavado con etanol al 70%. Se
centrifugd a 15000 rpm durante 20 minutos. Se desechd el etanol y el
sedimento se resuspendié en 5001 de agua desionizada.

Secuenciacion de aminoacidos y nucleotidica. La secuenciacion del extremo
amino terminal de la proteina purificada se realizo en el Departamento de
Bioguimica de la Facultad de Medicina de la UNAM, fue hecha por degradacién
de Edman en un secuenciador automatico de proteinas en fase gaseosa
{LF3000, Beckman Instruments Inc, Fullerton, California, USA).

Los productos de PCR fueron purificados (PCR Purification Kit QIAGEN, Cat.
No. 28104) y secuenciados en un secuenciador automatico ABl Prism 3100
Genetic Analayzer (Foster City, CA., USA}, en la Unidad de Biologia Molecular
del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.
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RESULTADOS
Después de purificar la toxina de la cepa EAEC 049766 y de la clona
hiperproductora de Pet, se determiné la concentracion de proteinas obteniendo

los siguientes resultados:

Proteina Concentracion
Toxina Pet (CFEN1) 10.05 pg/ul
Toxina Variante Pet EAEC 049766 0.34 ug/ul

En la electroforesis PAGE-SDS al 8% con muestras de la toxina de EAEC 042
y 049766, el gel muestra una banda correspondiente al peso esperado (107-
108 KDa aproximadamente) para la toxina. El peso molecular se determiné

mediante el programa de computacién GeneTools. Figura 15.

1 2 3 4 5

116 KDa R R I
- aprox.
aprox.

Toxina Pet Taxina Sat J:'?g?e Toxina Pic Toxina Pet ,
EAEC 042 = PDG7 EAEC P56 CEFNI
049766

Figura 15. Electroforesis PAGE-SDS 8%. 1) Toxina Pet EAEC 042, 2) Toxina Sat
(PDGT), 3) Toxina Variante EAEC 049766, 4) Toxina Pic (P56} y 5) Toxina Pet
(CEFN1). Se incluye como control las clonas hiperproductoras de Sat (PDG7), Pet
(CEFN1) y Pic (P56).

En la prueba de inmunotransferencia se encontré que la toxina variante EAEC
049766 es reconocida par el suerp anti-Pet EAEC 042, También la toxina Pic
es reconccida por el suero anti-Pet. El peso molecular se determind por el

programa GeneTools. Figura 16.
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Pic. 116 kDa
aproximadamente

T~

1 or TR

" weamb 180 KDa

amm—p 120 KDa

‘\__-—.pM KDa
N i 107 kDa

aproximadamente
3 4 |®

Figura 16. Inmunotransferencia. Prueba cruzada de toxina variante identificada con
suero anti-Pet 042, 1) Toxina Variante EAEC 049766, 2) Toxina Pic (P56), 3) Toxina
Pet (CEFN1), 4) MPM.

La secuencia del extremo amino terminal de la toxina variante mostrd

diferencias con respecto a la secuencia reportada de Pet EAEC Q42. Con la

secuencia de la proteina total obtenida por ila técnica de degradacion de

Edman, se demostrd que la toxina de EAEC 049766 no es una variante de la

toxina Pet 042, sino que se trataba de una variante de Sat, otra proteina que

forma parte de la familia de las SPATEs, la cual ha sido descrita con

localizacién cromosomal e identificada en cepas UPEC y DAEC % %

Toxina Variante EAEC 049766 5N

Toxina Pet EAEC Q42

I ARDYLDLAQNK
DIS ARDYLDLAQNK

Aminoacido Aminoacido
Pet 042 Toxina variante 049766
M Metionina | Isoleucina
K Lisina N Asparagina
A Alanina Valina

Con el objeto de determinar la localizacidn de la toxina variante, se hizo la
extraccion del plasmido de ambas cepas (EAEC 042 y 049766).

comparacion de sus perfiles se realizé mediante un patron de restriccion

La
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utilizando la enzima EcoRI. En los resultados de la restriccion, los perfiles
muastran diferencias en cuanto a los cortes realizados por la enzima. Figura

17.

A — e

- 1'

M - - -
10 Kb4—§
¥

3Kb 4—uws .
w Plasmido MPM

Pldsmido
EAEC 049766 1517 pb
- EAEC 042

1000 pb

500 pb

Figura 17. Mapa de restriccion de Plasmido EAEC 049766 y EAEC 042, A) Plasmidas
purificados de las cepas EAEC 049766 y O42. B) Mapa de resliriccion del plasmido
049766 comparado con ia restriccion del plasmido G42 con enzima EcoRl.

Cada uno de los fragmentos obtenidos en el mapa de restriccion del plasmido
EAEC 049766 se purificd y se utilizé como templado en una prueba de PCR
utiizando los iniciadores universales. El ampilificado esperado (248 pb) se
identifico en un fragmento de 3Kb. El producto de PCR se purificd y se
secuencid. La secuencia mostrd ser idéntica a la reportada en 12 toxina Pet
042. Figura 18.

A B
MpM SR
10 Kb s
v 4 Fragmento
Kb g @——de3Kb

MPM - ~ aprox.
1517 pb g _ e J

500pb<—-!- T - ’

S e s 4—— 249 pb

- . aprox. 1 2
Praducio de :
PCR purificado
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Figura 18. PCR con oligos Universales. A} Producto amplificado (249 pb) con
inicidores universales sobre un fragmento de 3 Kb identificado en el mapa de
restriccion de EAEC 049766. B) 1.- MPM 1Kb. 2.- Fragmento de 3 Kb purificado.

Coma en un principio se sospechaba que se trataba de una variante de Pet, los
iniciadores fueron disefiados sobre la secuencia reportada de Pet Q42. Sin
embargo, los iniciadores que fueron disefados sobre el extremo amino terminat
de la secuencia reportada de Pet no mostraron productos de ampiificacion al
ser utilizados sobre el plasmido de ta cepa 049766.

Con estos resultados, se hizo un BLAST de aminoacidos del producto que se
obtiene con los oligos Universales (disefiados sobre el extremo carboxilo
terminal de Pet 042), encontrandose que estos oligos reconocen a la mayoria
de las toxinas que pertenecen a la familia de las SPATEs por estar disefiados
sobre una region altamente conservada en esa familia,

El alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la toxina Pet EAEC Q42
mostré una identidad del 65% con la secuencia reportada de Sat CFT073.

Figura 19
dat UPEC 1 MHKIYSLKY SAATGGLIAVSELAKRVAGKINRKIVATHMLSLAVAGTYN-—-AANI DI SNV 57
MMEIYS+EYSAATGGLIAVEELAK+Y KTNPK+ A +LSLAV ) AAN+DIE
Pet 0425c1ct 3 MNEIYSTRKY SARATCGLIAVSELAKKVICKTNRK ISAALLSLAVISYTNIIYAANMDISKAE 60
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Figura 19. Alineamiento de secuencia Sat CFT073 con secuencia Pet EAEC 042.

Se realizé una prueba de PCR sobre el ADN plasmidico y cromosomal de
EAEC 049766 con los iniciadores Sat AT387 (Tabla 4), disefiados sobre el
extremo amino terminal de la secuencia reportada. El resultado del PCR mostro
el amplificado esperado tanto en el ADN plasmidico como en el cromasomal. El

A LAIRNECST I YEGNINGRIK
TET+ (33 LDLNGHHQTE +1AATO GTTITNS+TTKE+VL+ «HN+ e+ YIYHGN«+GN++
FETENGGX LOLEGUNDTEKK LAATOSGTT I TNSNTTRE SVLAVHNGHNY I YHGNVDGN VR
LTHNINSQDKETNAKLLLDGSVHTKRDYEVSKASLTMOGHATEYAT FRESANHCSLVELC
L He+++ Kt HR+LILDG + H + + NA L MOGHAT+HAIFR++ L3 FLC
LEHHLDT- - KODRARL ILLGDIOA-NS LS I FNAPLYMOGHATDUAT FRTTHTHRCPEF LD
GTUWVTVLKETESS YNKKFHEDYKENNQOT SFDOSDNK TGV KFDT LHLNNADFS TERNA
G OWVT +K £+5 N+K + YHSMNND + QFDW+T C+FD L++ ++ SI+ENA
GV OWVTRIFNARNSVHOKNK T TYKENNGVYE DLSQPDWE TREKFAF DN LN IEDS S LS LARNA
KWVEGNTSANKEAITIGDENY Y I DNLAGKN I TNRGEFDEKYT ISTNLES IGETKFTGGL TAIN
+VEGHI A S5 T TGOK  ¥ID  +GHHIT GF F+8 1 +  SIGE+KFTGGT A -
VEGRIQAKNSYINIGDKTAYIDLYSGRRITGAGFTRRODIKESGDS IGESKF TGS IMATD
SOIALIGEOAVVTINGATF LDONT PIS I DEGAKVIACNSMFTTKG] I SGELTMMGTPEQNS
I+IGD+A+VILN + LD T I KGR ¥ A +5+FTT I G+LT+ G £
GSISIGDKALYTLNIVSILDRTALT I HKGANY TAS SS LY TTSNIKSGS OLTLTIGATES TG
KTUT BGLEYAADGFRL SGEHANT IARNMASVTGH T YALDAAT ITLGOPETETPTIS SAYD
+ +TE + YAR G+ Lt ANF A+ ASVIGHL ++ AD ++ G+ + e Y
E-ITPSMFYAAGSYELTEDGANFTAKNOASVIGPDIKSEXAAKLSFGSADKDNS ~-ATRYS
ARAETLLYGEFDTAYRGAI TAPKATVEMNHATWHLNSOS S INRLE TRDSMVRFTGDNGKFT
th +L GFDT+Y+5+417 A 4 vs + +MHHA+W 1 3+ tL + SMV P G F
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TLTV+ LT +SRAFV+A N QADQL+Y L G NNLLLVDFIEK GN HSLMIDLY
TLIVDELTTSHSAFVMRTNT Q0ADQLIVHENKLEGANNLLLVDF [EKEGNDENGLNI DL VE
APKGTAVDYFKATTRS IGESDVTEVIEQKN DT DKATWT L IGY RS VANADMAKEATL LM SG
AP+ T+ DVEFK  T++1IGESDVIP I+Q+ K+ WTL GYH+VANADRAKKAT LMSG
APENTEKDVFKTRETQT IGESOVIPEIKQOEKDGRSVWT LTGYHI VANADAAKKATS LMEG
GYKAFLAEVNHLNERMGDLRDTNGESGAWARL ISGTGSAGGH FEDNYT HYOVGADNKIIEL
GYKAFLAEVNNLNXRMGOLRDTNGE + CARARI +5CTGSAGGGFSONYTHVIVGADNKHEL
GrRAFLAZVHNLRKRMGDLRD I NGEAGAWAR I MSG TG SAGGE FSONY THVOVGADNKHEL
DG LLLETGVTMY YTOS RAGS DARS GETHEVGASLYASAMFESGAYIDLIGKYVHEDNEYT
DELDLE TGV TMTY T DS HAGS DAL SGE TRSVGAGLYASAMFESGAY L DL IGKYVHHEHEYT
DGLDLFTOVTHTY T e HAG S DAFSGE THSYGAGLYASAMFESGAY I DLIGKYVIIHDNE YT
ATFAGLGTRDY S SHAWYAGAEVGYRY Y T O SAWI EPQAE VY GAVIGKOF SWKDOGMNLYT
ATFAGLGTRDYESHEWYAGREVGYRY SV TDSAWI EPQAELVYGAVEGKOE SHEDOGMNLT
ATFAGLGTRDYSSHSWYAGAEVGYRYHYTDSAWIEPQAELVYGAVSGHOF SWEDQCMNLT
MEDKDFNELT GRTGVBVGKS FSGKIWHYTARAGLS YQFOLFANGETVL ADASGEKR IKGE
HMEDEDENPLIGRTGVIVGKS PEGK DREY TARAGLGYQF DLFANC ETVLRDASGERR L KGE
MEDEDENPLIGRTGVDVGKS PAGEDWKY TARAGLGYQF DLFANGETVLEDASGEKRIKGE
EOGRMLMNVGLNASIRDNLRFGLEFEKSAFGHYNVINAIRANFRYSE 1295
KOGRAMLMNVOLNARIRDN +RFGLEFEXSAFGK YNVDNA [NANKFRYSF
KDGRMLMNVG LNAE IRONVRFGLEFERSAFGEYNVDHATNANFRYSF 12958

producto obtenido (387 pb) se secuencid. Figura 20.
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Figura 20. PCR con oligos Sat AT387. Se muesira la amplificacion de 387 pb tanto en
el ADN plasmidico (2) como en el ADN cromosomal (3).

Para obtener la secuencia de nuclettidos completa del gene de la toxina
variante, se realizaron pruebas de PCR utilizando combinaciones de los
niciadores disefiados para Sat con el fin de obtener productos de mayor
tamano para secuenciar. Tabla 6 y Figura21.

Combinacién de
. Tamafio del Producto
Iniciadores
Sat DP221 F
1723 pb
Sat AT3159 R
Sat AT3159 F
1966 pb
Sat DP221 R
Sat DP203 F
2482 pb
Sat AT3159 R

Tabla 6. Productos de PCR obtenidos por combinacion de iniciadores y gue fueron
secuenciados.
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Figura 21. Productos purificados obtenidos por PCR. 1) Amplificade de 1723 pb. 2)

1866 pb y 3) 2482 pb. Todos los producios fueron secuenciados.

Durante este trabajo, todas las pruebas se realizaron sobre ADN plasmidico,
sin embargo, el gene sat sblo estd descrito para cepas UPEC y DAEC con
localizacion cromosomal. A partir de esto, se pensé que el plasmido de la cepa
049 podria estar contaminado con ADN cromosomal. Para comprobar o
desechar esta idea, se realizo un gradiente de cloruro de cesio que pemitio

tener plasmido sin ninguna contaminacion cromosomal. Figura 22.

A B

ADN Cromosomal MPM

10 Kb +——

ADN Plasmidico
3Kh #+———v:
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Figura 22. Purificacion por gradiente de cloruro de cesio. A) Fotografia de gradiente de
CsCl, se observa la separacién del ADN plasmidico y cromosomal. B} 1.- ADN
cromosomal EAEC 049766, 2.- ADN plasmidico contaminado EAEC 049768. 3.- ADN
plasmidico purificado EAEC 049766 {CsCH).

Con una prueba de PCR se verificod si el gene de la toxina variante de Sat se
encontraba en el plasmido purificado de EAEC 049766 obtenido del gradiente.
Los resultados de la prueba mostraron que la variante de la toxina Sat no se
encuentra en ei ADN plasmidico de EAEC, sin embargo, al probar los oligos
universales sobre el plasmido purificado de la cepa 049766, se obtiene un
amplificado que corresponde al esperado (249pb), lo que indica gue existe una
toxina autotransportadora (SPATE) en el plasmido que requernra ser
identificada en posteriores estudios. Figura 23.

MPM
1517 pb

1000 pb

500 pb

Figura 23. PCR con iniciadores Universales y Sat AT387. 1) PCR sobre plasmido
EAEC 048766 contaminado (iniciadores universales, producto de 249 pb). 2) PCR
sobre plasmido purificado EAEC 049766 (iniciadores universales, 249pb). 3) PCR
sobre plasmido EAEC 049766 contaminado (iniciadores Sat AT387, producto de 387
pb). 4) PCR sobre plasmido purificado de EAEC (48766 (iniciadores Sat AT387, 387
pb). Se observa gue no hay amplificacion con oligos especificos de Sat en el plasmido
purificado, corroborando su localizacion cromosomal, sin embargo, se identificd un
amplificado con los oligos Universales, lo que indica la presencia de una toxina
autotransportadora dentro det plasmido de EAEC 049766.
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Se obtuvo la secuencia completa de nucledtidos de la toxina variante de Sat

EAEC 049766. Con el prograrmna de computacion TranslationTools se obtuvo la

secuencia de aminoacidos de la toxina variante. Al ser comparada con la

secuencia de la toxina Sat CFT073 se enconfraron 14 cambios con respecto a

Ja secuencia reportada: 8 cambios de una sola base que codifican para el

mismo aminoacido y 6 cambios de una sola base que codifican para un

aminoacido diferente. Esta secuencia sera integrada al GenBank para que se le

asigne un numero de uso. Figura 24.

A

61
121
181
241
341
Jal
421
481
541
601
661l
721
781
841
901
96l
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

atgaataaaa
gaattagcga
ctggetgteyg
gactatctiqg
atcactttaa
ggtgoageoag
cataacadaaa
gttottgaca
gaaacagkag
cgctacggta
ggaggaacat
gatctgttaa
tataaaaatg
tacttatatg
agcgttaatqg
ttaaaagata
acagatataa
aaagacaaag
tttggtagey
fttacatrta
ttgtattcca
dadcaggggyg
tttaacaata
ctitggcaatg
aatggacaca
sactcagata
catgggaaca
actaatgcaa
aatgccagte
aatcattget
gagaqgttcat
tttgatcagn
gotgacttot

tatactccot
asagagttte
caggtacagt
atcttgcaca
aadaacggaga
cgagtggege
agaaccctea
gaagaaattc
gtgccacece
tagtcacttc
catttattaa
gtgoragtct
ataaaacatt
ataacaaact
gtgaccaact
cotatageca
cattacatca
atattgtgtt
gtggrattat
daggagcagyg
gtgatgatgt
caaatataaa
tataccttge
atcaatatgo
atcagacttit
caacgaaaga
taaatggcaa
aattaattcet
traccatgcea
coctggtatt
ataataaaaa
ctgactggaa

caatatcacyg

taaatatagt
tggtaaaaca
aaatgcagca
aadataaaggt
taaattctct
agctaccgca
ggccgcagaa
caatgartrt
ggcagagacc
tgacggtica
tggtgaatco
atttgagytc
tcgtaatett
agaaaaatgg
gacatggata
taaaataaat
aaacaartgca
cacaaatggy
ctttgacgaa
aatrtgatatc
ttracacaaa
gataggrgaa
aagcggaaat
ggggatatit
tactagaatt
agoocgtrctg
tataaaacta
ggatggtagt
aggecatgea
tctttgtgga
gttcaatict

aacecggggty
caatgocaat

gotgccacty
aaccygaaaac
aatattgata
atttrccage
ttccataatc
ataggaggre
actcaggttt
gJagattcaga
aaccctacaa
aaaaaaatca
aaaatctcaa
acccaatggg
gaaatattcyg
gtattagtcg
acaaaataca
ctgaatggca
gataccactg
gagaaatgtco
ggccatgaat
ggaaaagaaa
atagqccecg
ggaaatgrea
ggtaaggtaa
tttactaaac
gocaccactg
goaatrcaata
acgcacaata
gtcaacacaa
acagagcatg
acggacrggg
gattacaaaa
tttaaatttg
gttgaaggaa

geggactcat
ttgtagcaac
tatcaaatgt
cocggageadac
tctcaattce
cttatagtgt
acgctecagteo
guttaaataa
catattctga
taggttttcg
caaattcage
actcaracgg
gagacagcgg
gaacaaccca
atgataaact
ataatgtaac
gtactcaaga
tgtttaagga
ataacataaa
gcattgtaaa
gtactcrgaa
ttcttaatga
tactaaataa
gtggtggtac
acgatggaac
acgaagactc
ttaattcotca
aaaatgatgt
caatattrcag
tcaccgtert
gtaataatca
atacattaca

atatatcage

tgotgbttot
aatgttgtct
atgggcgaga
dgacgtaaca
ggattrttet
tactgtigeca
ttcttacagg
attrtgttgrg
tgcattagaa
tgctggotcet
atatagccat
catgatgatt
ctetggagea
tggtattgce
gjttagtgag
cattaaasac
aaaaataact
taatttggat
cggrcaggge
ctggaatgca
tgttcaaaaa
agaaggaaca
agatadattcc
gctagatttia
dacaataact
ctacatatat
ggataagda4aa
tgaagkbcagt
aagcacageg
gaaagaaaca
gcagacctca
¢ctgaacaat

addtaaatca
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Figura 24. Secuencia de nucledtidos (A) y aminoacidos (B) de la toxina vanante de Sat

EAEC 049766. Los cambios identificados con respecto a la secuencia reportada se

presentan en color rojo.
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DISCUSION DE RESULTADOS

E. coli es el organismo predominante de la biota humana, coloniza el tracto

gastrointestinal de los infantes a las pocas horas de vida.'® '

Permanece sin causar dafio en el lumen del intestino, sin embargo, en un
huésped debilitado o inmunocomprometido, incluso fas cepas “no patégenas”
de E. coli pueden causar infeccién. Existen clonas de E. cofi altamente
adaptadas gue pueden desarrollar la habilidad para causar un amplio espectro
de enfermedades en el humano.

Infecciones debidas a cepas patogenas de E. coli pueden estar fimitadas a l1a
superficie de la mucosa o también pueden diseminarse por todo el cuerpo,
enfermedades entéricas o diarreas son uno de los sindromes causados por la
infeccién con este organismo.*

Especies patégenas de E. coli son responsables de una variedad de
enfermedades. Un factor comun de estos organismos es la secrecion de
moléculas proteicas de alto peso molecular llamadas serin proteasa
autotransportadoras de enterobacterias (SPATEs). EAEC se encuentra entre
los organismos que secretan proteinas autotransportadoras, ha sido asociada a
casos de diarrea aguda y persistente, asi como también se le ha relacionado
con la diarrea del viajero.*®

En 1983, en un estudio epidemiolégico en Lima, Peru, fue aislada la cepa de
EAEC 042 (serotipo 044:H18). En 2002, Sainz y cols., reportaron que esta
cepa causaba alteraciones histolégicas en cortes de fleon de ratones
inoculados con EAEC Q42, Estas lesiones se caracterizaban por un aumento
de la celularidad del epitelio intestinal asi como un acortamiento de las
vellosidades intestinales y edema presente en la submucosa.’

En México, durante un brote de diarrea, fue aislada una de las cepas mas
virulentas. Se aisl6 directamente del intestino de un nifio muerto por dicho

brote. Después de hacer su anélisis seroldgico, se determind que pertenecia al

68



grupo de EAEC de las cepas diarreogénicas. Se ie llamé EAEC 049766, En
esta cepa fueron identificadas dos proteinas (de 108 y 116 kDa) que se
relacionaron con la necrosis y lesiones hemorragicas en el fleon de rata. A
pesar de que la toxina de 107-108 kDa fue primero identificada en la cepa
EAEC 049766, la caracterizacidn del gene se realizd tomando como base la
cepa tipo EAEC Q42. La toxina de 108 kDa (después designada Pet), induce
efectos enterotoxicos, ademas de provocar dafio a los tejidos, inflamacion y
secreciéon de moco, por lo que se propuso que esta toxina juega un papel muy
importante en la diarrea producida por EAEC. En 1998, Eslava y cois,,
caracterizaron y secuenciaron el gene de la toxina de 108 kDa codificada en el
ptasmido de 65 MDa aislado de 1a cepa de EAEC 042. En 2008, Sainz y cols.,
reportaron que al infectar ratones con la cepa EAEC 049766, se producian las
mismas alteraciones histolégicas que habian sido reportadas antes en los
modelos animales infectados con la cepa 042, sblo que las lesiones

producidas por la cepa 049766, fueron mucho mas severas. '® 1% 2!

Tomando en cuenta todas las similitudes existentes entre las cepas 042 y
049766 (las dos cepas pertenecen a la categoria de EAEC, secretan {a toxina
de 108 kDa, producen las mismas alteraciones histolégicas, las pruebas de
inmunotransferencia son positivas, etc.), en un principio se pensé que la toxina
presente en la cepa EAEC 049766 se podria tratar de una variante de la toxina
Pet descrita por Eslava y cols.*

La extraccion de la toxina de la cepa 049766 se realizé de manera simultanea
utilizando como control una clona sobreproductora de Pet. La extraccion de la
toxina para la cepa como para la clona se realizé bajo las mismas condiciones.
El método de extraccion fue una modificacion del método descrito por Eslava y

cols.®

Los resultados en la determinacién de la concentracién de proteinas por el
meétedo de Bradford, mostraron que la cepa nativa de EAEC 049766 produce
una cantidad de toxina muy similar a la clona sobreproductora, es decir, que ia

cepa EAEC 049766 podria tratarse de una sobreproductora natural, fo que
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explicaria la mayor severidad en el dafio causado en modeios animales tal

[LLAR

como los resultados reportados por Sainz y cols.

En la electroforesis PAGE-SDS al 8%, se utilizé como control una muestra de
la toxina Pet de EAEC Q42, en el gel se observa una proteina que corresponde
al peso reportado en estudios anteriores que es de 107-108 kDa
aproximadamente, asi como también se observa la banda correspondiente
(116 kDa aprox.) a la toxina Pic. Ambas toxinas han sido implicadas con la
produccién de diarrea, asi como también, en el caso de ambas toxinas se ha
reportado su presencia en la cepa de EAEC Q42 ¢ %

Af comparar fa muestra observada en el get que pertenece a ia toxina variante
de la cepa EAEC 049766, se observa claramente el mismo perfil que presenta
la toxina Pet de la cepa tipo. Se encontrd una proteina que corresponde al peso
esperado, asi como también es posible identificar la proteina que corresponde
a la toxina Pic, esto concuerda con los resultados reportados por Navarro y
cols. {1998}, en donde describen dos toxinas con un peso de 108 y 116 kDa
presentes en precipitados con sulfato de amonio de sobrenadantes de cultivos
de la cepa EAEC 049766.7

En 1998, Navarro y cols.,, en pruebas de inmunotransferencia, utilizando
anticuerpos preparados en conejo contra ias proteinas de 108 kDa y 116 kDa
de la cepa EAEC (049766, identificaron dichas toxinas en precipitados con
sulfato de amonio de sobrenadantes de cultivos tanio de EAEC 042 como de
EAEC 049766.%° En este trabajo, en la prueba cruzada de inmunotransferencia,
se utilizd suero anti-Pet 042 hecho en conejo. Si la toxina de la cepa EAEC
049766 se trataba de una variante de Pet, se esperaba que dicha variante
tuviera actividad antigénica y pudiera ser reconocida por los anticuerpos del
suero. La prueba fue positiva al revelar una banda que corresponde al peso
reportado de la toxina, asf coma también, el suero anti-Pet 042 es capaz de
reconocer a la toxina Pic, lo que indica que la toxina variante, la toxina Pic y la
toxina Pet comparten epitopes que son reconocidos por los anticuerpos
policlonales elaborados de manera especifica con la toxina Pet 042.
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Con los resultados anteriores, todo indicaba que se trataba de una variante de
la toxina Pet presente en la cepa EAEC 049766, sin embargo, iniciadores
especificos para la identificacion de Pet (iniciadores Pet DP548) fueron
probados sobre el plasmido de la cepa EAEC 049766, sin que se observara
ninguna amplificacién. Eslava y cols., al tratar de verificar la prevalencia de la
toxina Pet en ofras cepas enteroagregativas, encontraron que los iniciadores
disefiados con ia secuencia de dicha toxina, no identificaban la presencia del
gene reportado por ellos en un buen numero de cepas de EAEC. °

A pesar de no haber encontrado alguna amplificaciéon sobre el plasmido de
EAEC 049766 al utilizar iniciadores especificos de Pet, los estudios previos
realizados sobre dicha cepa, seguian sugiriendo que se trataba de una toxina
variante de Pet,

Mas iniciadores disefiados sobre la secuencia reportada de Pet fueron
utilizados y probados sobre el plasmido de la cepa EAEC 049766, sin embargo,
no pudo observarse ningun amplificado. Ante estos resultados, se realizo un
BLAST para saber si entre las secuencias de las protelnas reportadas de la
famiia de las SPATEs habia alguna regién conservada que pudiera ser
utilizada para disefar iniciadores que pudieran identificar la toxina variante de
EAEC 049766. En 2002, Dutta y cols., reportaron que los miembros de [a
familia de las protelnas autotransportadoras muestran una identidad de
alrededor del 58% entre ellas.® Después de realizar el BLAST, se encontré que
hay una regién altamente conservada en el extremo carboxiio terminal de las
autotransportadoras, por esta razdn, se disefiaron los iniciadores universales
en dicha region.

Al no tener resultados utilizando iniciadores especificos de Pet, se realizd la
extraccion del plasmido de ambas cepas (EAEC 042 y 049766). Para conocer
si sus perfiles eran iguales, se utilizé la enzima EcoRI para crear un mapa de
restriccion de los plasmidos. Se encontrd que los perfiles de los plasmidos de
ambas cepas son diferentes, tal y como fue reportado por Sainz y cols., en
2006.** Cada uno de los fragmentos encontrados en el mapa de restriccién de
la cepa EAEC 049766 fue purificado. Utilizando los iniciadores universales
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sobre cada uno de estos fragmentos, se identificé el amplificade esperado (249
pb) en un fragmento de 3 Kb. Después de purificar el producto de PCR
obtenido con los iniciadores universales, éste fue secuenciado. La secuencia
de nucledtidos obtenida, fue comparada con la reportada para la toxina Pet, no
encontrandose ninguna diferencia entre ambas secuencias. Este resultado era
de esperarse ya que los iniciadores universales estan diseflados sobre una
region altamente conservada en las proteinas autotransportadoras.

Después de que la proteina total fue secuenciada, al hacer un BLAST se
encontrd que la toxina en realidad era una variante de la toxina Sat (otro
miembro de la familia de las SPATEs) y que ha sido reportada en cepas UPEC
y DAEC > ™

La proteina Sat tiene una identidad det 65% con [a protelna Pet, lo que explica
la faita de resultados positivos al seguir realizando pruebas de PCR con
iniciadores disefiados especificamente en la secuencia reportada de Pet. Sin
embargo, al ser Sat un miembro de la familia de las proteinas
autotransportadoras, dentro de la secuencia reportada para la cepa de E. coli
uropatogénica CFT073, se localiza la region conservada de esa familia, lo que
explica el resultado positivo al utilizar 10s iniciadores universales.

En el 2000, Guyer y cols., identificaron y caracterizaron una toxina de 107 kDa
a la cual llamaron Sat, y reportaron su focalizacion en el cromosoma de E. coli
uropatogenica CFT073."> Después de utilizar iniciadores especificos para Sat,
y al encontrar el producto de ampiificacion esperado (387 pb) tanto en ef ADN
plasmidico como en el ADN cromosomal, esto hizo pensar que se trataba de
una duplicidad de genes, Io que podria haber explicado {a mayor severidad en
el daflo provocado por EAEC 049766. El ADN plasmidico fue extraido con un
equipo comercial (Plasmid Midi Kit, QIAGEN), por lo que nunca se pensé en
gue el plasmido pudiera estar contaminado con ADN cromosomal. Sin
embargo, el gradiente de cloruro de cesio demaostrd que el plasmido de EAEC
049766 se encontraba contaminado con ADN del cromosoma, y debido a ésta
contaminacién, se observaban falsos positivos en las amplificaciones
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realizadas. Ademas de que no existen reportes de que Sat haya sido
encontrada con localizacién plasmidica.

Con el plasmido purificado de EAEC 049766 obtenido en el gradiente de
cloruro de cesio, se realizaron pruebas de PCR utilizando combinaciones de los
iniciadores disefiados sobre la secuencia reportada de Sat. Se comprob6 que
la toxina Sat tiene localizacién cromosomal tal como fue descrito en el 2000 por
Guyer y cols."”” Todos los productos obtenidos por PCR fueron secuenciados
togrando obtener la secuencia total de nucledtidos de la toxina variante de Sat
de EAEC 049766. Esta secuencia de nucledtidos muestra 14 cambios con
respecto a la secuencia reportada. Ocho cambios de una sola base que
codifican para el mismo aminoacido y 6 cambios de una sola base gue
codifican para un aminodcido diferente. La secuencia de aminoacidos se
obtuvo por el programa de computacion “TranslationTools”, confirmando los
cambios de aminoacidos.

El gene de la toxina Sat de EAEC 049766 tiene localizacién cromosomal, sin
embargo, en una prueba de PCR utilizando los iniciadores universales sobre el
ptasmido purificado, hay una amplificacion en el peso esperado (249 pb), lo que
indica que efectivamente se encuentra presente una toxina de la familia de las
SPATEs en el plasmido, |0 que tiene mucho sentido y abre la posibilidad de
explicar la mayor severidad causada y observada en las lesiones provocadas
por EAEC 049766.

En 2000, Guyer y cols., asi como Taddei y cols.,, en 2005, describen la
presencia de la toxina Sat en cepas UPEC y DAEC respectivamente. Algo
importante de destacar, es que aunque se ha reportado la presencia de Sat en
un porcentaje bajo, en cepas de E. cofi enteroagregativas, no existen reportes
en donde se describa la toxicidad en células intestinales en modelos animales
de esta toxina.
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CONCLUSIONES

Se identifico la toxina variante de Sat en ADN cromosomal de ia cepa EAEC
049766.

Es la primera vez que se describen sus efectos en una cepa de E. coli

enteroagregativa.

Se obtuvo la secuencia de nucledtidos y de aminodcidos del gene de la toxina
variante de Sat EAEC 049766. La secuencia de aminoacidos de la toxina
variante muestra seis cambios con respecto a la reportada de E. coli CFTQ73.

Los iniciadores llamados Universales pueden ser utilizados para identificar a
varios de los miembros de la familia de las SPATEs en cepas de E. coli

implicadas en brotes de diarrea.
Se reveld ia existencia de una toxina de la familia de las SPATEs dentro dei

plasmido de EAEC 049766, lo que requerird estudios posteriores para su
identificacién y caracterizacion.
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