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RESUMEN

Escherichia coli enteropatogéna (EPEC) se encuentra entre una de las principales
causantes de diarrea en nifios de paises en vias de desarrollo, estas bacterias
pueden ser calsificadas en tipicas (tEPEC) y atipicas (aEPEC) dependiendo de la
presencia o ausencia de un pladsmido llamado EAF (E. coli adherence factor),
respectivamente. El objetivo de este estudio fue describir la diversidad alélica de
genes de virulencia de EPEC, el fenotipo, y su relaciébn con las caracteristicas
clinicas. Se analizaron 120 cepas de EPEC aisladas de un estudio de cohorte en
nifios menores de un afio en Lima. Utilizando la técnica de PCR-RFLP se
caracterizaron los alelos de los genes eae (intimina), bfpA (proteina bundlina del
bundle-forming pilus) y perA (plasmid encoded regulator). El fenotipo de EPEC fue
evaluado mediante la precipitacion de proteinas secretadas (EspA, EspB, EspD y
EspC), el ensayo de adherencia y el ensayo de polimerizacion de actina (FAS).
Las cepas aEPEC (eae+, bfp-) fueron mas comunes, tanto en casos de diarrea
(54174, 73%) como en controles (40/46, 87%). Del total de cepas evaluadas se
encontraron 13 alelos del gen eae; los mas frecuentes fueron: beta (34/120, 28%),
theta (24/120, 20%), kappa (14/120, 12%) y mu (8/120, 7%). Se encontraron 5
alelos de bfpA; los mas frecuentes fueron: betal/7 (10/26), alpha (7/26) y beta5
(3/26). El alelo gamma del gen eae fue el mas frecuente entre los episodios de
diarrea de larga duracién (> 7 dias) que en los de menos duracion (3/26, 12% vs.
0/48, 0%, p<0.05). Por otro lado, el alelo kappa del gen eae esté relacionado con
un puntaje clinico mas severos en comparacion a otros alelos (p<0.05).

De los cuatro patrones de adherencia encontrados LA (adherencia localizada);
LAL (similar a la LA); DA (adherencia difusa) y IS/NA (bacterias aisladas/no
adherencia), el patron LA se encontro muy frecuente en las tEPEC (eae+, bfpA+)
versus las aEPEC dentro de los casos de diarrea (6/8, 75% vs. 2/38, 5%, p<0.05),
mientras el patron IS/NA estuvo relacionado a las aEPEC versus las tEPEC en los
casos de diarrea (26/38, 68% vs. 1/8, 13%, p<0.05). Se encontrd6 que la
polimerizacién de actina estuvo mas relacionada a las tEPEC que a las cepas
aEPEC en los casos de diarrea (6/8, 75% vs. 1/38, 3%, p<0.05).

Se observé que las cepas EPEC que secretan todas las proteinas evaluadas
estan significativamente relacionadas a casos de diarrea, comparado con otros

perfiles de secrecion. La proteina secretada méas frecuente fue EspB/D (23/42,
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50%) y EspA estuvo mas asociada a casos de diarrea que a los controles fue
(21/42, 50% vs 0/15, 0%).

La evaluacion del genotipo muestra que en nifios peruanos los genes de
virulencia de las cepas EPEC son altamente variables. La evaluacion del fenotipo
puede ayudar a determinar las EPEC mas relacionadas a una alta virulencia. Se
necesitan mas estudios para evaluar marcadores de virulencia adicionales y
determinar si existe alguna relacion especifica entre variantes y las caracteristicas

clinicas de la enfermedad.

Palabras clave: diarrea, EPEC, genes de virulencia, fenotipo y variabilidad.
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ABSTRACT

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) strains are amongst the major causes
of infantile diarrhea in developing countries and can be classified as typical
(tEPEC) atypical (aEPEC), depending on the presence or absence of the E. coli
adherence factor plasmid (pEAF), respectively. The aim of this study was to
describe the allelic diversity of critical virulence EPEC genes, phenotype; and the
association of these results with clinical characteristics. 120 EPEC strains isolated
from a cohort diarrhea study in Peruvian children were characterized for the allele
of eae (intimin), bfpA (bundling pilin protein of bundle-forming pilus) and perA
(plasmid encoded regulator) genes by PCR-restriction fragment length
polymorphism. The EPEC phenotype was evaluated using, the protein
precipitation assay (EspA, EspB, EspD y EspC), the adherence and the actin
polymerization assay (FAS). aEPEC strains (eae+, bfp-) were the most common
pathotype in diarrhea (54/74, 73%) and control samples from children without
diarrhea (40/46, 87%). Overall there were 13 eae alleles; the most common were
beta (34/120, 28%), theta (24/120, 20%), kappa (14/120, 12%) and mu (8/120,
7%). There were 5 bfpA alleles; the most common were betal/7 (10/26), alpha3
(7/26) and beta5 (3/26). There were 3 perA alleles: beta (8/16), alpha (7/16) and
gamma (1/16). The gamma-intimin allele was more frequently found in diarrhea
episodes of longer duration (>7 days) than shorter (3/26, 12% vs. 0/48, 0%,
p<0.05). The kappa-intimin allele had the highest clinical severity score in
comparison to other alleles (p<0.05).

Of the four adherence patterns found: LA (localized adherence); LAL (LA-like); DA
(diffuse adherence) and IS/NA (isolated strain/ not adherence); LA pattern was
more related to tEPEC (eae+, bfpA+) than aEPEC in diarrhea cases (6/8, 75% vs.
2/38, 5%, p<0.05). The IS/NA pattern was related to aEPEC compared to tEPEC
in diarrhea cases (26/38, 68% vs. 1/8, 13%, p<0.05). We found that the actin
polimerization (P) was significantly associated to tEPEC in both, diarrhea (6/8,
75% vs. 1/38, 3%, p<0.05).

We observed that the strains that secreted all proteins were significantly related to

diarrhea cases compared with other patterns. The protein more frequent in the
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EPECstrains was EspB/D (23/42, 50%), but the protein that was significantly
related to diarrhea than controls was EspA (21/42, 50% vs. 0/15, 0%).

The genotype analysis shown that, in Peruvian children the virulence genes of
EPEC strains are highly variable. The mesure of gene expression (phenotype
analysis) can help to determine the feature of EPEC more related to high
virulence. Further studies are needed to evaluate additional virulence markers to
determine whether relationships exist between specific variants and their

expression, and clinical features of disease.

Key words: diarrhea, EPEC, virulence genes, phenotype and variability.
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l.- INTRODUCCION

Escherichia coli enteropatégena (EPEC) es un problema actual en la salud,
pues es la causante de un gran nimero de casos de diarrea infantil en paises en
vias de desarrollo (Nataro y Kaper, 1998). Han sido descritos dos fenotipos
principales por los cuales EPEC causa la patogénesis en el hospedero, uno de
ellos es la produccion de una lesion histopatolégica conocida como lesion A/E
(attaching and effacing) y el fenotipo de adherencia localizada (LA). El fenotipo de
la lesion AE consiste en una adherencia intima de la bacteria a los enterocitos que
produce cambios en la célula hospedera, los cuales involucran la destruccion de
las vellosidades y la acumulacion de actina polimerizada, formando una estructura
parecida a una copa o pedestal (Jerse y col.,, 1990). La técnica de tincion
fluorescente de actina (FAS), nos permite identificar las cepas de EPEC que
causan la lesidon AE, mediante la visualizacion de la actina polimerizada en los

puntos donde las bacterias se unen a la célula hospedero.

Los genes involucrados en este fenotipo estan codificados en un islote de
patogenicidad llamado LEE (locus enterocyte effacement), que estd compuesto
por 41 genes agrupados en cinco operones policistronicos. En el LEE se codifica
el sistema de secrecion tipo Il (SSTT), el regulador maestro Ler, la intimina (eae)
y Tir (translocate intimin receptor), (que son responsables de la adherencia
intimina de la bacteria al hospedero) y ademas muchas proteinas secretadas y
sus chaperonas. Las proteinas secretadas estan divididas en efectoras (Tir,
EspG, EspF, Map, y EspH), involucradas en la modificacion del citoesqueleto de
la célula hospedera, y translocadoras (EspA, EspD, y EspB), que son requeridas
para la translocacion de las moléculas efectoras dentro del hospedero (Deng y
col., 2004).

El segundo fenotipo es el de adherencia localizada que involucra la
adherencia de la bacteria en un area determinada de la superficie celular del
hospedero, formando agregados compactos (microcolonias) que pueden ser
visualizados luego de 3 h de contacto de la bacteria con la célula hospedero. El
fenotipo de adherencia localizada esta relacionado con la presencia del plasmido
EAF (E. coli adherence factor) (Giron y col., 1991).
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Las cepas de EPEC que poseen este pldsmido pertenecen al grupo de las
EPEC tipicas (tEPEC) y las cepas que carecen de éste se encuentran en el grupo
de las EPEC atipicas (aEPEC). En el plasmido EAF se encuentran dos operones,
per y bfp, que codifican para un regulador transcripcional y el pilus tipo IV
respectivamente (BFP) (Okeke y col.,, 2001). El BFP es importante por que
interconecta a las bacterias dentro de la microcolonia sobre la célula hospedero

promoviendo su estabilizacién (Cleary y col., 2004).

Las cepas tEPEC han sido clasicamente asociadas a los casos de diarrea,
pero actualmente la situacién epidemioldgica de la infeccion producida por EPEC
indica que las cepas aEPEC son las mas comunmente aisladas, tanto en paises
desarrollados, como en los paises en vias de desarrollo (Ochoa y col., 2008).
Algunos autores indican que existe asociacion de las aEPEC con los casos de
diarrea (Afset y col., 2004), mientras otros plantean lo contrario (Vieira y col.,
2001).

La formacion del fenotipo de adherencia localizada y la lesion AE esta
influenciada por factores del ambiente de la bacteria, como la temperatura, el pH,
la osmolaridad, la concentracion de calcio y amonio, entre otros. La expresion de
los genes involucrados en estos fenotipos es regulada principalmente por Ler
(lesion AE) y PerA (adherencia localizada). Se conoce que la activacién del
regulador maestro Ler en un cultivo que crece en condiciones de agitacion esta
mediada por GrlA (Global regulator of LEE Activator), mientras que cuando la
bacteria crece en condiciones de saturaciéon de CO, (crecimiento estatico) es
PerA el que activa al regulador Ler. Por lo tanto, para determinar los cambios en
la expresion de los genes codificados en LEE, analizamos el comportamiento de

nuestros aislados de EPEC bajo ambas condiciones de crecimiento.

A pesar de que el mecanismo por el cual EPEC causa diarrea es conocido,
no es claro como algunos nifios desarrollan una diarrea persistente, mientras
otros no lo hacen. No se define si la duracion y la severidad de la enfermedad son
debidas a factores especificos del patbgeno causante de la infeccion, o a la

susceptibilidad del hospedero, o ambas. Estudios previos s6lo han evaluado la
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asociacion de genes especificos de EPEC con la virulencia en varios sistemas
modelos (Scaletsky y col., 1999; Vieira y col., 2001), sin embargo hay un vacio en
la literatura que detalle la relacidon y relevancia de la variabilidad en el fenotipo y
genotipo de factores de virulencia de EPEC y el desarrollo de diarrea prolongada

y otras manifestaciones clinicas en humanos.

En este estudio el objetivo fue realizar una evaluacion de los principales
genes involucrados en la patogénesis (eae, bfpA y perA), de los fenotipos de
adherencia localizada y lesion AE, y de variabilidad en la secrecion de las
proteinas del SSTT y su regulacién, comparandolas con las caracteristicas

clinicas de los pacientes de los cuales fueron aisladas las EPEC.

Los resultados obtenidos en esta investigacion son importantes porque nos
muestran la situacion epidemioldgica de nuestra localidad. Indican que existe una
relacion entre algunos alelos de genes involucrados en la virulencia y
caracteristicas clinicas de mayor severidad en la diarrea, lo que podria ser usado
como blanco de acciébn en la prevencién de la enfermedad. Asimismo se
determind que un analisis de fenotipo nos puede indicar claramente que cepas
estdn mas relacionadas con una mayor virulencia. Se pudo observar que la
secrecion de una mayor cantidad de las proteinas Esp, esta asociado a casos de
diarrea. El analisis de la frecuencia de secrecién de estas proteinas nos indica
que las proteinas EspB/D son las que se secretan con mayor frecuencia, mientras
EspA esté significativamente asociada a casos de diarrea, pudiendo ser usadas
éstas como un blanco en la fabricacion de un compuesto vacunal. Los
conocimientos generados en esta investigacion nos muestran un panorama
amplio de EPEC, tanto a nivel genotipo, como fenotipo, abriéndole paso a la
generacion de nuevas investigaciones basadas en las preguntas generadas
durante su desarrollo, como la busqueda de mas factores genéticos adquiridos de
otras bacterias que incrementan la virulencia de EPEC y la evaluaciéon de las

relaciones clonales de estas cepas.
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II.-ANTECEDENTES

Las enfermedades diarreicas continuan siendo una de las mayores causas de
muerte en nifios a nivel mundial (Black y col., 2003; Bryce y col., 2005). En
nuestro pais es la tercera causa de muerte en nifilos menores de 5 afios (Huicho y
col., 2006). EPEC es uno de los principales patdgenos asociados a diarrea, y es
considerada un problema de salud por ser causante de altos niveles de mortalidad
y morbilidad (Clarke y col., 2002) en nifios de paises en vias de desarrollo (Tarry
Whittam, 2002), aunque también ha sido asociada a diarrea en otros paises
(Trabulsi y col., 2002; Ochoa y col., 2008).

El mecanismo por el cual EPEC causa diarrea ha sido dilucidado en los
altimos afios, siendo un paso esencial en la patogénesis humana la produccion de
una lesion histopatolégica conocida como “adherencia/efacelamiento” o lesion AE
(Nataro y Kaper, 1998) y el fenotipo LA. El fenotipo de la lesidbn AE consiste en
una adherencia intima de la bacteria a los enterocitos, produciendo cambios en la
célula hospedera, los cuales incluyen la destruccion de las vellosidades y la
acumulacion de actina polimerizada formando una estructura parecida a una copa
o pedestal (Figura 1) (Gomez-Duarte y Kaper, 1995) que puede ser determinada a
través de la polimerizacion de actina, visualizada mediante el ensayo FAS
(Knutton y col., 1991).

Figura 1. Fenotipo de Adherencia y Efacelamiento causado por EPEC. Se observa el fenotipo AE
por micrografia electrénica (Frankel y col., 1998).
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Los genes requeridos en el desarrollo de la lesion AE estan codificados en el
islote de patogenicidad LEE (McDaniel y Kaper, 1997).

Islote de Patogenicidad LEE.- Los genes de la region LEE estan
organizados en cinco operones policistronicos (LEE1-LEE5), dos operones
bicistronicos (espG-rorf2 y grlRA) y cuatro unidades transcripcionales (rorf3, cesF,
map y escD). Los operones LEE1, LEE2 y LEE3 codifican proteinas componentes
del SSTT (los genes esc y sep) y el regulador transcripcional denominado Ler
(LEE encoded regulator); LEE4 contiene genes que codifican las proteinas que
forman el translocon como EspA, EspB y EspD; y en LEE5 se encuentran los
genes necesarios para la adherencia intima al enterocito: tir (Translocate intimin
receptor), cesT y eae (intimina) (Clarke y col., 2003). El islote de patogenicidad
LEE también codifica para una proteina parecida a H-NS (H-NS-like protein), y
GrlA, un miembro de una familia de activadores transcripcionales que controla
positivamente la expresion de genes localizados en el LEE. Deng y colaboradores
realizaron un analisis sistemético de la region LEE de Citrobacter rodentium
[bacteria que produce el fenotipo de AE en ratones y posee todos los genes de la
region LEE (Deng y col., 2001)] mediante la generacién de mutaciones no polares
en cada uno de los 41 genes que componen el LEE y el estudio de las mutantes
correspondientes para determinar el efecto sobre diferentes fenotipos. Asi, los
mutantes fueron caracterizados en torno a la regulacién transcripcional del LEE,
SSTT, la habilidad para formar el pedestal en células epiteliales en cultivo, y
virulencia en ratones. Los resultados indicaron que el LEE codifica para dos
reguladores denominados GrlA y GrIR; que el SSTT, codificado por el LEE,
secreta varios efectores adicionales que estan codificados fuera del LEE en tres
islas de patogenicidad; y que dos proteinas, SepD y SepL, accesorias del SSTT,
forman un mecanismo que determina el orden espacial y temporal en el que son
secretadas las proteinas que constituyen el translocén del SSTT, los efectores del

LEE y los efectores codificados fuera del LEE (Deng y col., 2004).

Intimina.- La intimina es necesaria para la estrecha union de la bacteria a la
célula epitelial del hospedero, interaccionando con la proteina Tir que sirve como
un receptor de la intimina luego que ésta es translocada a la membrana del

hospedero (Jerse y col., 1990; Kenny y col., 1997a). Se ha demostrado que
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mientras la region N-Terminal de 670 aminoacidos de todos los tipos de intimina
estan altamente conservados, la regién C-Terminal de 280 aminoacidos, conocida
como Int280, muestra una gran variabilidad en su secuencia y representa la
region inmunogénica que se encuentra expuesta en la superficie celular, ademas
contiene los sitios de union a Tir y la célula epitelial del hospedero (Oswald y col.,
2000; Tarr y Whittam, 2002; Ramachandran y col., 2003). Las caracterizaciones
de esta regién variable del gen de intimina (eae) muestran la existencia de
diferentes variantes alélicas. Hasta el momento han sido identificadas 18 tipos y 9
subtipos (Ito y col., 2007), y se propone que las diferentes variantes de intimina
pueden ser responsables de las diferencias observadas en el tropismo celular de
la bacteria (Fitzhenry y col.,, 2002; Fitzhenry y col.,, 2003), asimismo esta
diversidad estaria relacionada con los diferentes potenciales de patogenicidad de

acuerdo a la distribucion alélica en el hospedero.

Los estudios de los genes de virulencia muestran que a menudo estos genes
se adquieren de manera horizontal pues no siempre presentan una variacion
alélica correspondiente con los grupos filogenéticos EPEC | y EPEC Il o con los
serogrupos (Okeke y col., 2001; Lacher y col., 2007) por lo que se tendria que
buscar nuevos patrones de agrupamiento y asi obtener datos epidemiolégicos
gue nos ayuden en la clasificacion de estas variantes patogénicas en

comparacion con los cuadros de diarrea producidos.

Plasmido EAF.- Por otro lado, el fenotipo conocido como “adherencia
localizada”, que se caracteriza por la formacién de microcolonias sobre la
superficie de células epiteliales intestinales, se correlaciona con la expresion de
una fimbria tipo 1V, el BFP (Bundle-forming pilus) (Giron y col., 1991). Los genes
requeridos para la biogénesis del BFP estan codificados en el plasmido de
virulencia EAF. Segun la presencia del plasmido las EPEC se dividen en dos
grandes grupos, clasificandose como tEPEC a aquellas que presentan el
plasmido EAF y aEPEC a aquellas que carecen de éste. Los plamidos de
diferentes cepas pueden presentar considerable variacion en su tamafno (~85 a
110 kb) y presumiblemente en su contenido de genes. Esta variacion es debida a
la presencia de elementos de insercion parciales o completos (Okeke y col.,

2001). Sin embargo ciertas partes del plasmido muestran algun grado de
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conservacion particularmente en la region que codifica la fimbria BFP. Esta fimbria
se expresa a partir de un operén con 14 genes, en el cual el gen bfpA codifica la
principal subunidad estructural (bundlina). La presencia de este plasmido ademas
incrementa la virulencia de EPEC, por lo tanto desde el punto de vista
epidemiologico las cepas que contiene el plasmido EAF se asocian fuertemente a
diarrea y también produce diarrea en estudios con voluntarios (Levine y col.,
1985; Nataro y Kaper, 1998), aunque actualmente se conoce que las cepas
aEPEC son también importantes y estarian mas comunmente relacionadas a
episodios de diarrea (Ochoa y col., 2008). Actualmente se conocen 10 alelos del
gen bfpA obtenidos por RFLP (Lacher et al., 2007).

El segundo locus del plasmido EAF que esta implicado con el elevado grado
de virulencia de EPEC, es el operon Per (plasmid-encoded regulador), que esta
compuesto de tres genes (perA, perB y perC) (Puente y col., 1996; Tobe y col.,
1996). El primer gen del locus per es perA, que codifica una proteina que
pertenece a la familia de activadores transcripcionales AraC, y se conoce que
activa genes dentro del operdn bfp y el islote de patogenicidad LEE via Ler (Deng
y col., 2004); mientras que perB y perC codifican proteinas que aumentan la

actividad de perA.

En un estudio con voluntarios (Bieber y col., 1998) se demostré que una cepa
de EPEC con el gen perA mutado (nombrado como bfpT) fue menos virulenta
que la cepa silvestre. Esto demostraria que perA juega un rol esencial en la
regulacion de genes de virulencia en EPEC. En tanto que, otro grupo de
investigadores encontraron que la presencia de per se asocia a los grupos mas
virulentos relacionandose con la alta patogenicidad de la enfermedad (Okeke y
col., 2001). En este momento se conocen 4 alelos de perA obtenidos por cortes
con enzimas de restriccion de amplicones de perA (Lacher y col.,, 2007). En
nuestro estudio se propone evaluar la distribucién alélica de tres genes de
virulencia eae, bfpA y perA de EPEC aisladas de una cohorte de nifios menores

de un afo con diferentes cuadros de duracion y severidad de diarrea.

Distribucion de factores de virulencia en EPEC y patrones de

adherencia.- En general las cepas de tEPEC tienen sus caracteristicas de
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virulencia mas homogéneas comparadas con el grupo de cepas aEPEC. Las
cepas tipicas pueden presentar factores de virulencia codificados en el LEE o en
el plasmido EAF y en algunas ocasiones producen la toxina citoletal de
distension-CTD (cytolethal distending toxin) o toxina estable al calor-EAST1 (heat
stable toxin) (Trabulsi y col., 2002). En cambio, las cepas aEPEC frecuentemente
expresan factores de virulencia no codificados en la region LEE, como hlyA
(hemolisina), Afa (Afimbrial adhesin), efa/lifA (linfostatina), EAST1 y CTD (Trabulsi
y col., 2002; Dulguer y col., 2003; Afset y col., 2006). Entre las cepas aEPEC se
pueden encontrar dos tipos: aquellas que solo codifican factores de virulencia de
la region LEE y las que codifican factores de virulencia de fuera y dentro del LEE.
La presencia de mas de un tipo de cepas atipicas dentro de un grupo clonal
simple es una de las diferencias encontradas entre éstas y las cepas de tEPEC
(Trabulsi y col., 2002).

Las cepas tEPEC y aEPEC también se diferencian por su patron de
adherencia a cultivos celulares. Las cepas tipicas clasicamente estan
relacionadas con el patrén LA (localized adherence - adherencia localizada, los
agregados de bacterias sobre las células son compactos y localizados, formando
microcolonias), mientras las cepas aEPEC pueden presentar los patrones LAL
(localized adherence like -adherencia similar a la localizada, en las cuales los
agregados de bacterias no son tan compactos como en LA), DA (diffuse
adherence-adherencia difusa, bacterias distribuidas de manera uniforme
alrededor de la célula) (Mathewson y Cravioto, 1989), AA (aggregative adherence-
adherencia agregativa, se aprecian conexiones entre las bacterias, a manera de
un panal de abejas) (Nataro y col., 1987) y otros menos comunes observados
luego de seis horas de infeccién tales como: el patron LC (loose cluster-
agrupamientos sueltos de varios tamafios sobre las células), patrén LCC (loose
and compact clusters- a los agrupamientos sueltos se suman agrupamientos
compactos) y el patron IS (isolated bacteria-bacterias aisladas alrededor de las
células) (Vieira y col., 2001). En el patron LAL esta involucrada principalmente la
intimina (Pelayo y col., 1999) y en DA y AA la agregacion bacteriana esta mediada
por el gen afa y la adhesina agregativa, respectivamente (Scaletsky y col., 1999).
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El fenotipo de A/E es evaluado mediante una tincion fluorescente de la actina
en la célula infectada, pudiéndose visualizar la polimerizacion de actina alrededor
de la bacteria. En diversos estudios se ha visto que no todas las cepas de EPEC
son capaces de polimerizar la actina in vitro (Knutton y col., 1991, Vieira y col.,
2001), lo que indicaria que no so6lo es necesaria la expresion de los genes de la
region LEE, sino que el contacto con la superficie de la mucosa del hospedero
promueve la expresion de manera coordinada de los factores de virulencia
involucrados en el fenotipo A/E (Vieira y col., 2001). En este estudio evaluamos el
patron de adherencia y polimerizacion de actina que presenta cada cepa de
EPEC sobre las células HEp-2.

Secrecion de proteinas en EPEC.- Los patdgenos A/E secretan proteinas
codificadas en el LEE en medios de cultivo artificiales. Estas proteinas incluyen
EspA, EspB, EspD, EspF, EspG, EspH, Tir, y Map (Deng y col., 2004); y se
dividen en dos grupos, las moléculas efectoras (EspF, EspG, EspH, Tir, y Map) y

las moléculas transportadoras (EspA, EspB, y EspD).

La secrecion de factores de virulencia permite a las bacterias patdgenas
interactuar con sus receptores. EPEC secreta al menos seis proteinas entre
efectoras y transportadoras (Kenny y Finlay, 1995); cuatro de estas proteinas son
EspA (Kenny y col., 1996), EspD (Lai y col., 1997), EspB (Taylor y col., 1998), y
EspF (McNamara y Donnenberg, 1998). Las E. coli secreted proteins (Esp) son
secretadas por el SSTT. Las proteinas EspA, EspD, y EspB forman parte del
translocén por donde se translocan las moléculas efectoras al citoesqueleto de la
célula hospedera (Frankel y col., 1998). Otra molécula secretada es Tir, que luego
de ser translocada se inserta en la membrana del hospedero y sirve como
receptor de la intimina. Tir también participa en mecanismos de sefalizacion
celular y trastornos del citoesqueleto (Kenny y col., 1997b). Estas moléculas
efectoras secretadas participan en el fenotipo A/E y las lesiones intestinales que

caracterizan la enfermedad producida por EPEC.

Las EPEC también segregan una proteina de 110 kDa, EspC, que no
requiere el SSTT para su translocacion al espacio extracelular (Jarvis y col.,

1995). Esta es una enterotoxina que esta codificada en una segunda isla de
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patogenicidad en el genoma de EPEC, esta proteina no se expresa en todas las
EPEC y se propone que solo juega un rol complementario en la virulencia de
algunas cepas de EPEC (Mellies y col., 2001). Adicionalmente los patégenos A/E
secretan otras moléculas efectoras codificadas fuera del LEE llamadas efectores
“‘non LEE encoded” (Nle) (Deng y col., 2004; Gruenheid y col., 2004; Mundy y col.,
2004b). Un ejemplo es NIeA/Espl, el cual tiene como blanco al aparato de Golgi,
siendo critico para la virulencia de estas bacterias (Mundy y col., 2004b). Espl fue
sondeado en aislados clinicos de EPEC y EHEC y fué comunmente encontrado

en casos de enfermedad mas severa (Mundy y col., 2004a).

El mecanismo molecular que regula el control de la jerarquia entre la
secrecion del aparato translocador y de las moléculas efectoras en EPEC no esta
completamente entendido. Se conoce que el calcio modula la formacion del TTSS
(Kenny y col., 1997a). Cuando el medio de cultivo es suplementado con agentes
guelantes de calcio se reduce la secrecién de los translocadores del TTSS y
aumenta la secrecion de efectores como Tir (Kenny y col., 1997a). También SepL
y SepD, dos proteinas codificadas en el LEE, regulan la jerarquia en la secrecion
de las proteinas translocadoras y efectoras en C. rodentium, EPEC y EHEC
(O'Connell y col., 2004; Deng y col., 2005).

Regulacién de factores de virulencia.- La regulacion de los factores de
virulencia en EPEC, como en cualquier patégeno, tiene como objetivo sincronizar
la expresion de los mecanismos y herramientas que le dan la habilidad de ser un
patdgeno en el nicho y momento correcto. Por ejemplo, las fimbrias que permiten
la adherencia de un patégeno a la superficie del epitelio que colonizan se
expresan en respuesta a sefiales nutricionales o fisicoquimicas presentes en el
hospedero. Similarmente, la expresion y secrecion de proteinas a través del SSTT
de EPEC parece responder a condiciones similares a las encontradas en el tracto

gastrointestinal (Edwards y Puente, 1998; lyoda y Watanabe, 2004).

Los genes del operdn bfp se expresan selectivamente en medio de cultivo de
células eucariotes (DMEM) durante la fase exponencial de crecimiento a 37°C, y
se regulan negativamente a temperaturas por arriba o por debajo de 37°C y en

presencia de sales de amonio (Puente y col., 1996). La expresion de este operon
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requiere de la accién de la proteina PerA. Esta también es requerida para la
activacion de su propio promotor, y se ha determinado la interaccion directa de
esta proteina con las regiones reguladoras de los operones per y bfp (Bustamante
y col., 1998; Martinez-Laguna y col., 1999; Ibarra y col., 2003; Porter y col., 2004).

Por otro lado la proteina Ler, codificada por el primer gen del operén LEE1,
regula positivamente la transcripcion de todos los promotores del LEE, con
excepcion de su propio promotor, en donde se ha propuesto que revierte la
regulacion negativa ejercida por H-NS, y en el caso de LEES5, de un represor no
identificado (Bustamante y col., 2001). Ler regula también al gen espC, codificado
fuera del LEE, en otra isla de patogenicidad (Elliott y col., 2000). EI modelo actual
de regulacioén por Ler de los operones LEE2 y LEE3, y probablemente del resto de
los operones, propone que éste desestabiliza el complejo nucleorepresor
generado por H-NS (H-NS atrapa o impide el acceso de la RNA polimerasa en
cada promotor del LEE). Esta modificacion no se debe, aparentemente, a una
competencia por los sitios primarios de union al DNA, sino a cambios en la
arquitectura del DNA a partir de la unién de Ler a sitios vecinos a los que se une
H-NS (Figura 2).

Siendo Ler el regulador maestro de la expresion de los genes del LEE no
sorprende que la regulacion transcripcional del gen ler sea compleja e involucre
un importante niamero de reguladores, tanto especificos de EPEC (y de las
bacterias A/E), como es el caso de GrlA y GrIR (Barba y col., 2005) y PerC
(Bustamante y col., 2001) o de reguladores globales tales como IHF (Friedberg y
col., 1999), Fis (Goldberg y col., 2001), el regulador de "quorum sensing" QseA
(Sperandio y col., 2002), la GTPasa BipA (Grant y col., 2003) y ppGpp con DksA
(Nakanishi y col., 2006) como moduladores positivos, asi como H-NS (Umanski y
col., 2002) y Hha como reguladores negativos (Sharma y col., 2005) (Figura 3),

entre otros.
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Figura 2. Representacion esquematica del mecanismo a través del cual Ler antagoniza la
represion ejercida por H-NS sobre los promotores de la region LEE. Se ilustra la represion sobre
los promotores divergentes de los operones LEE-LEES3, los cuales estdn flanqueados por dos
secuencias silenciadoras (SRS1 y SRS2) a las que se une H-NS. La unién especifica de Ler al
SRS1 desestabiliza el complejo abriendo paso a la RNA polimerasa y permite el inicio de la
transcripcion (Bustamante y col., datos no publicados).

Figura 3. Representacién esquemética de la red reguladora que modula la expresién de ler. El
esquema muestra tanto los reguladores especificos a la fecha caracterizados en EPEC (o0 en
EHEC y C. rodentium), como los globales que han sido involucrados en la regulacién de ler y que
estan presentes en otras bacterias incluyendo E. coli comensal (Walters y col., 2006).
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PerC es codificado por el tercer gen del operon per del plasmido EAF, el cual
como se comentd también codifica PerA, el activador transcripcional del operén
bfp. PerC activa directamente la transcripcion de ler, ligando la expresion de bfp a
la de la isla de patogenicidad LEE, lo cual sugiere que en etapas iniciales de la
infeccion, EPEC es capaz de coordinar la expresion de diferentes factores de
virulencia para hacer mas eficiente la colonizacién desde las primeras etapas que
involucran la adherencia no intima mediada por la fimbria BFP. Sin embargo,
resulta interesante la aparente redundancia funcional que PerC y GrlA tienen en
torno a la activacion de ler. Estudios de Puente y col. (comunicacion personal)
indicaron que si bien ambas proteinas son capaces de activar a ler, su funcion es
esencial para dicha activacion, y la de todos los genes regulados por Ler, en
respuesta a diferentes sefiales ambientales. Esto sugiere que durante el transito
de EPEC por el tracto intestinal, diferentes sefiales presentes en el hospedero
determinaran que el LEE se exprese en diferentes etapas y/o nichos durante el
establecimiento de una infeccién. Asi, la presencia de dos reguladores
aparentemente redundantes en esta bacteria, aseguran la activacién de los genes
que dan lugar a la interaccion estrecha entre EPEC y la superficie de los

enterocitos, etapa conocida como la adherencia intima.

Como se muestra en la Figura 4, en ausencia de grlA la activacién de genes
del LEE se reduce drasticamente cuando la bacteria crece con agitacion, mientras
que cepas carentes de PerC o del plasmido EAF donde se encuentra el operon
per, muestran niveles marcadamente reducidos en la expresion de genes del LEE
cuando crecen en cultivos estaticos. Estos datos indican que la actividad de las
proteinas GrlA y PerC, o su expresion, es regulada reciprocamente por sefiales
ambientales que los cultivos agitados y estaticos mimetizan (Bustamante y col.,
comunicacion personal). A la fecha, no es claro si se trata de los niveles de
oxigeno, el pH, o cualquier otro factor que varia entre ambos tipos de cultivo, pero
si revela que la bacteria y dichos reguladores responden de manera diferencial a
las condiciones de cultivo y muy probablemente a cambios percibidos durante una
infeccion. El andlisis de la cinética de expresion de ambos reguladores y de Ler,
mostré también que la expresion de PerC disminuye significativamente en cultivos
agitados, pero que la de GrlA es constante y se mantiene a lo largo del

crecimiento en ambos tipos de cultivo. Esto indica que PerC, en ausencia de GrlA,
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no es capaz de activar eficientemente a ler en cultivos agitados porque es en si su
expresion la que también esta regulada negativamente en este tipo de cultivos.
Por el contrario, en cepas carentes de PerC creciendo en cultivos estaticos, ler no
se activa porque GrlA, a pesar de estar presente en concentraciones similares a
las de los cultivos agitados, no es funcional. Estos datos indican que bajo ciertas
condiciones existe un mecanismo capaz de inhabilitar a GrlA y, por tanto, al

circuito de regulacion reciproca que establecen Ler y GrlA.

En este trabajo caracterizamos los perfiles de proteinas de secrecibn como
herramienta para la evaluacion de la expresion de los componentes del SSTT
bajo los sistemas de regulacion caracterizados en dos condiciones de
crecimiento: agitacion y estatico. Asimismo, se evaluaron los niveles de
transcripcion de cepas modelo dentro del grupo total usando una fusion

transcripcional al gen reportero cat.

Figura 4. PerC y GrlA representan rutas alternativas de activacion de ler en EPEC en respuesta a
diferentes condiciones de crecimiento (Bustamante y col., comunicacién personal).
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. HIPOTESIS

Nuestra hipoétesis es que las variaciones en los genes de virulencia de EPEC,
principalmente los genes eae, bfpA y perA, y la expresion de éstos determinan las

manifestaciones clinicas de infecciones intestinales en niflos menores de un ano.

IV. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue:

» Relacionar el genotipo y fenotipo de virulencia de las cepas de EPEC con
las caracteristicas clinicas de los episodios de diarrea de una cohorte de

ninos menores de 12 meses.

Con la finalidad de alcanzar el objetivo general se establecieron los siguientes

objetivos especificos:

1. Determinar la frecuencia en la que se encuentran distribuidos los alelos de
los genes eae, bfpA y perA.

2. Relacionar la variabilidad alélica de genes de virulencia de EPEC (eae,
bfpA y perA) con la duracion y severidad del cuadro de diarrea producida
en nifios.

3. Analizar el fenotipo de adherencia y AE de cepas representativas tanto de
tEPEC como aEPEC.

4. Relacionar la variabilidad fenotipica (proteinas secretadas, tipos de
adherencia y fenotipo AE) con la duracién y severidad del cuadro de
diarrea producida en nifos.

5. Analizar el perfil de proteinas secretadas de cepas representativas tanto
tEPEC como aEPEC a patrtir de cultivos estaticos y agitados.

6. Analizar la actividad transcripcional del operén LEE2 en condiciones de
crecimiento con agitacion y estatico, utilizando fusiones transcripcionales al
gen reportero cat.

7. Analizar la actividad transcripcional del operén bfp usando la fusion bfpA-
cat como control para determinar la presencia o ausencia del locus per en

las cepas.
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V.- METODOLOGIA

V.1 Aislamiento e Identificacion de EPEC
V.1.1 Descripcion de la poblacién

Las cepas de EPEC fueron colectadas de muestras de heces obtenidas en un
estudio de cohorte conducido recientemente en los distritos de Chorrillos, Villa el
Salvador, Villa Maria del Triunfo y San Juan de Miraflores ubicados al sur de Lima
(Ochoa y col., 2009). Este fue un estudio de vigilancia pasiva de casos de diarrea
en 1034 nifios seguidos de los 2 a los 12 meses de edad. En total fueron
colectadas 1065 muestras de heces de los nifios; en este estudio fueron ya
reportadas las caracteristicas clinicas (duracion y severidad) de los episodios de
diarrea. Como grupo control se evaluaron muestras de heces en un grupo de
nifios seleccionados aleatoriamente de la poblacién de estudio en ausencia de

diarrea (no diarrea una semana antes y después de la coleccion de la muestra).

V.1.2 Aislamiento de EPEC

Las muestras de heces de los nifios con y sin diarrea (control) fueron
sembradas en placas de agar MacConkey (MC) (Merck) e incubadas a 37°C.
Luego del periodo de incubacion, de cada placa se tomaron al azar 5 colonias
lactosa positivas (color grosella) que fueron sub-cultivadas en una nueva placa de
agar MC para tener colonias puras e individuales (Figura 5) que fueron usadas

para la extraccion de ADN y andlisis mediante un multiplex PCR en tiempo real.

A B

Figura 5. Placas de agar MacConkey. (A) placa de cultivo de la cual
se eligieron las 5 colonias lactosa positivas que fueron sub-
cultivadas en otra placa de agar MC (B).
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V.1.2 Analisis mediante multiplex PCR en tiempo real

El multiplex PCR para diagnosticar E. coli diarreogénicas (DEC) fue
desarrollado y validado en el Laboratorio de Enfermedades Entéricas y Nutricion
del Instituto de Medicina Tropical-UPCH (Guion y col., 2008). Este PCR reconoce
ocho genes de virulencia de 6 DEC (EAEC, EPEC, ETEC, STEC, EIEC y DAEC)
en una sola reaccion (Figura 6). Para reconocer EPEC se usaron cebadores para
el gen eae (intimina): Fwd 5-ATGCTTAGTGCTGGTTTAGG-3" y Rev 5-
GCCTTCATCATTTCGCTTTC-3" que amplifica una region conservada del gen; la
reaccion se realizé en un volumen final de 25 pl siguiendo el protocolo de la Tabla
1y bajo las condiciones de PCR (temperatura y tiempos) mostrados en la Tabla 2
(Guion y col., 2008).

La presencia de los diferentes genes sondeados se detecta mediante el
pico de fluorescencia emitido por el SYBER-green y fluoresceina usados. Las
temperaturas de desnaturalizacién (Tm - melting temperature) de los genes son
diferentes, lo que ayuda a diferenciar los picos de fluorescencia de las sondas
(Figura 6). Las cepas EPEC positivas fueron analizadas mediante un nuevo PCR
con cebadores especificos para el gen bfpA que diferencian a las cepas de tEPEC
(bfpA+) de las cepas aEPEC (bfpA-). Los cebadores y las condiciones de PCR
como la concentracién de reactivos y las condiciones de ciclaje (temperatura y

tiempos) son las mismas que estan descritas en el apartado V.2.2.

Figura 6. Multiplex PCR a tiempo real para el diagnéstico de las E. coli
diarreogénicas. Se observa la diferencia en el Tm de cada gen (Ochoa,
2006).
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Tabla 1. Concentracion de cada componente del master mix

usado en el multiplex gPCR para las E. coli diarreogénicas

eae [Final]
5X buffer 1X
dNTP (10 mM each) 200 uM
MgCl, (50 mM) 4.0 mM
Stx1F 0.12 mM
stx1Rev 0.12 mM
Stx2F 0.08 mM
stx2Rev 0.08 mM
STla LowTm fwd 0.26 mM
ST1b LowTm Fwd 0.26 mM
ST universal REV 0.26 mM
eLtFWD 0.36 mM
eLtRev 0.36 mM
WangEAEfwd 0.56 mM
WangEAErev 0.56 mM
ipaHF 0.04 mM
ipaHR 0.04 mM
DAEC(ver2)FWD 0.50 mM
DAEC(ver2)REV 0.50 mM
72CTm AggR Left 0.44 mM
72CTm AggR Right 0.44 mM
STla LowTm fwd 0.12 mM
SBRG 100X 1X
Fluoresceina 2.5nM 10 nM
Phusion (New England BioLabs) (2 U/ul) 05U
ddH,O 9.77 ul
DNA (genomic) (~25 ng/uL) 2.0 ul

Tabla 2. Temperaturas y tiempos usados en el programa del

multiplex qPCR para las E. coli diarreogénicas

Temperaturas eae
Activacion 98°C 30 seg
Denaturacion 92°C 20 min. }
Hibridacion 35 ciclos} 20 seg. } 60°C
Extension72°C 30 seg.}
Extension final 72°C 7 min
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V.1.3 Almacenamiento de las cepas de EPEC

Las cepas de EPEC se guardaron en dos medios de mantenimiento diferentes
para su posterior analisis. EI Agar Peptona (g/100mL): 2 de Peptona
Bacteriologica, 0.5 de NaCl y 1 de Agar-agar para almacenar a T° ambiente
(Figura 7A) y Medio Casaminoacidos-Extracto de levadura (CA-YE) suplementado
con glicerol al 10% (v/v) para guardarlas a -70°C (Figura 7B).

Figura 7. Medios de almacenamiento de las cepas. (A) Cepas de EPEC guardadas
en Agar Peptona a T° ambiente y (B) Cepas de EPEC guardadas en Medio CA-YE a
-70 °C.

V.2 Amplificacion por PCR de los genes eae, bfpA y perA

Para los PCRs se elegié en todos los casos, una colonia positiva de las 5
colonias seleccionadas de las muestras de cada paciente. Este criterio de
seleccién se basa en la premisa de que solo un tipo de EPEC estaria infectando a
un paciente en un momento determinado, por lo cual la cepa elegida es

representativa de la poblacion de EPEC que infecta al hospedero.

El dia anterior a la extraccion de ADN, las cepas fueron sembradas en placas
de agar MC a partir de muestras almacenadas en el criobanco (-70°C). La
extraccion de ADN se realizd a partir de una sola colonia (aislada) en la placa de
agar MC (Figura 5B), esta colonia fue suspendida en 50 pL de agua destilada
estéril (Fisher) y luego fue sometida a ebullicion por 5 min; la suspensién se dejo
reposar a temperatura ambiente durante 15 min y luego se centrifugé a 15600 x g
por 15 min a T° ambiente. Se tomo el sobrenadante como ADN molde, tanto para

ADN gendmico como para ADN plasmidico.
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V.2.1 Amplificacion del gen eae (intimina)

El protocolo de la PCR para el gen eae fue modificado a partir de la
metodologia descrita por Lacher y col. (Lacher et al., 2006). Con la PCR se busca
amplificar una region altamente variable del gen eae, que esta situada entre el
dominio mas conservado del gen eae y el extremo 3" del gen conservado escD
(E. coli secreted component D) que se halla codificado en la hebra negativa
(Figura 8). El tamafio del amplicon dependera del alelo de intimina que se

amplifique, y varian aproximadamente entre 1800 a 2000 pb de longitud.

cesT gge escD

L 1200-2000 ph _“J

F R

Figura 8. Localizacién de los cebadores para amplificar el gen eae. El cebador
forward (F) esta localizado en la region central del gen de intimina (eae) y el
cebador reverse (R) esta localizado en la region conservada del gen EscD. El
amplicon resultante fue de aproximadamente 1800-2000 pb dependiendo del
alelo amplificado (Lacher y col., 2006).

En la PCR se emplearon 25 uL de reaccion que contenia 2.5 pyL de 10X buffer
Il (Applied Biosystems), 2.5 yL de dNTP (2 mM cada nucleotido), 2.0 uL de MgCI2

(25 mM), 0.5 ML de cebadores (10 HuM) (eae-F1: 5'-
ACTCCGATTCCTCTGGTGAC-3' y escD-R1: 5-GTATCAACATCTCCCGCCCA-
3") (Fermentas), 0.3 yL de AmpliTaq Gold (1.5 U) (Applied Biosystems), 14.7 yL
de ddHZO y 2.0 uL de ADN molde (~50 ng/uL) (Tabla 3). La PCR se llev6 a cabo

bajo las condiciones indicadas en la Tabla 7.

Para verificar la calidad del producto amplificado, todos los productos de PCR
fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 1.0%, corridas a 80V por
40 min en buffer TAE 1X (40 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA). Se usé como control
positivo de este PCR la cepa prototipo EPEC E2348/69 y como control negativo la
E. coli C600 no patdégena.
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Tabla 3. Concentracion de componentes en el master mix para la

PCR del gen eae

eae [Final] Volumen (1 Rx)
10X buffer 1X 2.5 uL
dNTP (2.5 mM cada uno) 0.25 2.5 uL
MgCl, (25 mM) 1mM 2.0 uL
eae F 0.2 uM 0.5 yL
escD R 0.2 uM 0.5 yL
AmpliTag Gold (1.5 U) 15U 0.3 uL
ddH,O 14.7 14.7 yL
DNA (gendmico) (~25 ng/uL) -- 2.0 uL

V.2.2 Amplificacion del gen bfpA

Los cebadores usados para la amplificaciéon del gen fueron bfpA_114F: 5'-
GTCTGCGTCTGATTCCAATA-3' y bfpA 512R: 5-TCAGCAGGAGTAATAGC-3'
amplifican una region interna conservada del gen bfpA (Figura 9) que pertenece al
operon bfpABC. El amplicon varia de 408 a 414 pb dependiendo del alelo
amplificado (Lacher y col., 2006).

ey hfpA Bfp BC

F 408-4l4ph o

Figura 9. Localizacion de los cebadores para amplificar el gen
bfpA. El cebador forward (F) esta localizado en el extremo
izquierdo del gen (~170pb) y el cebador reverse (R) esta
localizado una la regién conservada del gen (~580). Los
amplicones resultantes fueron de aproximadamente 408-414
pb dependiendo del alelo amplificado (Sohel y col., 1996).

En la PCR se emplearon 25 uL de reaccion que contenia 2.5 pyL de 10X buffer
II (Applied Biosystems), 2.5 yL de dNTP (2 mM cada uno), 2.0 uL de MgCI2 (25

mM), 0.5 uL (10 uM) de cada cebador, 0.2 uyL de AmpliTag Gold (1.0 U) (Applied
Biosystems), 14.8 pL de ddHZO y 2.0 uL de ADN molde (~50 ng/uL) (Tabla 4). La

PCR se llevé a cabo bajo los parametros que se indican en la Tabla 7.
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Tabla 4. Concentracién de componentes en el master mix usados
en la PCR del gen bfpA

bfpA [Final] Volumen (1 Rx)
10X buffer 1X 2.5 uL
dNTP (2.5 mM each) 0.25 2.5 uL
MgCl, (25 mM) 1mM 2.0 uL
bfpA F 0.2 uM 0.5 L
bfpA R 0.2 uM 0.5 L
AmpliTag Gold (1.0 U) 1U 0.2 uL
ddH,O 14.8 14.8 L
DNA (genomic) (~25 ng/uL) -- 2.0 uL

V.2.3 Amplificacién del gen perA

Los cebadores usados para el gen perA (Lacher et al, 2006) amplifican una
regién de 586pb, empezando por el nucledtido ~20 pb del inicio del gen y termina
en el nucledtido ~566 (Figura 10). Esta zona de variabilidad es considerablemente

menor comparada con las encontradas en los dos primeros genes descritos.

BfplL perABC EAF prohe

F s86ph R

Figura 10. Localizacién de los cebadores del gen perA. El cebador forward (F) esta
localizado en el extremo izquierdo al inicio del gen (~20pb) y el cebador reverse (R)
esta localizado en una region conservada del gen (~586). El amplicon resultante
fue de aproximadamente 586 pb (Trabulsi y col., 2002).

En la PCR se emplearon 25 pL reaccién que contenia 2.5 pL de 10X buffer I
(Applied Biosystems), 2.5 yL de dNTP (2 mM cada uno), 2.0 yL de MgCI2 (25

mM), 05 puL de (10 mM) de cada cebador (perA 24F. 5'-
AACAAACGCGCATGAAGGTG-3 y perA 562R: (5°-
TGACATCGCCTAGTTTCCAGTTTT-3"), 0.2 uL AmpliTaq Gold (1.0 U) (Applied
Biosystems), 14.8 yL de ddHZO y 2.0 yL ADN molde (~50 ng/uL) (Tabla 5). La

PCR se llevé a cabo bajo los pardmetros mostrados en la Tabla 7.
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Tabla 5. Concentracion de

en la PCR del gen perA

componentes en el master mix usado

perA [Final] Volumen (1 Rx)
10X buffer 1X 2.5 uL
dNTP (2.5 mM each) 0.25 2.5 uL
MgCl, (25 mM) 1 Mm 2.0 uL
perA F 0.2 uM 0.5 yL
perA R 0.2 uM 0.5 yL
AmpliTag Gold (1.0 U) 1U 0.2 uL
ddH,O 14.8 14.8 yL
DNA (genomic) (~25 ng/uL) - 2.0 uL

Para verificar la calidad del producto amplificado (bfpA y perA), todos los

productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 1.5%,

corridas a 80V por 40 min en buffer TAE 1X. Se us6 como control positivo de esta
PCR la cepa EPEC E2348/69 y como control negativo la E. coli C600. Los

cebadores y los protocolos seguidos en el desarrollo de esta tesis se resumen en

las tablas 6y 7.

Tabla 6. Cebadores usados en el desarrollo de los protocolos de PCR para amplificar

los genes bfpA, eae y perA

Gen Nombre Secuencia PM (pb) Referencia

bfpA-F 5'- GTCTGCGTCTGATTCCAATA -3' 408 2414 Lacher et al, 2007
a

bfpA  bfpA-R 5'- TCAGCAGGAGTAATAGC -3' Lacher et al, 2007

eae-F 5-ACTCCGATTCCTCTGGTGAC-3' Lacher et al, 2006
1800 a 2000

eae escD-R 5-GTATCAACATCTCCCGCCCA-3' Lacher et al, 2006
perA-F 5'- AACAAACGCGCATGAAGGTG -3' Sa6 Lacher et al, 2007

perA perA-R 5'- TGACATCGCCTAGTTTCCAGTTTT -3' Lacher et al, 2007

PM, tamafio del amplicén en pares de bases
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Tabla 7. Protocolos de PCR usados para la amplificacién de los genes bfpA, eae, perAy
mdh

Temperaturas bfpA eae perA mdh
Activacion 94°C 10 min 10 min 10 min 10 min
w Desnaturaliz. 92°C 1 min. } 1 min.} 1 min. } 1 min.}
% Hibridac. 40 ciclos 45 seg. } 58°C 1 min.}56°C 45seqg.}61°C 45seg.}52°C
W Extencion 72°C 30 seq.} 2 min. } 30 seqg.} 30 seq.}
Ext. final 72°C 7 min 7 min 7 min 7 min

V.2.4 Control interno de la PCR

Para el control interno se amplificd el gen de la malato deshidrogenasa (mdh)
gue se expresa en todas las cepas de E. coli. En la PCR se emplearon 25.0 yL de
reaccion que contenia 2.5 yL de 10X buffer Il (Applied Biosystems), 2.5 yL de
dNTP (2 mM cada uno), 2.0 uL de MgCI2 (25 mM), 0.5 pL (10 mM) de los

cebadores mdh-F41: 5-AGGCGCTTGCACTACTGTTA-3' y mdh_R875: 5'-
AGCGCGTTCTGTTCAAATG-3', 0.2 upuL AmpliTag Gold (1.0 U) (Applied
Biosystems), 14.8 uL ddHZO y 2.0 yL de ADN molde (~50 ng/uL). El tamafio del

fragmento esperado fue de aproximadamente 835 pb. La PCR se llevé a cabo
siguiendo las condiciones indicadas en la Tabla 7. El producto de PCR fue
visualizado en un gel de agarosa de 1.5%. Se us6é como control positivo de este
PCR la cepa EPEC E2348/69.

V.3 Polimorfismo de Longitud de fragmentos de Restriccién-RFLP
V.3.1 Identificacion de los patrones de RFLP usando herramientas in silico

Para bfpA y perA, las enzimas de restriccion elegidas se encuentran descritas
previamente en la literatura (Lacher y col., 2007). Para el gen eae las enzimas
gue se usaron fueron sugeridas por el Dr. David Lacher (U.S Food and Drug

Administration — Michigan State Univesity).

Los patrones de corte (tamafio de los fragmentos) obtenidos con las enzimas

de restriccion elegidas se obtuvieron con el programa de RFLP in silico del
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servidor ECMLST (http://www.shigatox.net/cgi-bin/mist7/index). En este programa
se ingresaron las secuencias de los genes mostrados en el anexo 1 y las enzimas
de restriccion elegidas. El programa predice los tamafos de los fragmentos luego
de una digestion, basado en la busqueda de las secuencias blanco que cada
enzima reconoce en la secuencia de ADN deseada. En las tablas de los anexos 2
y 3Ay B se observan los perfiles de restriccién de cada gen.

V.3.2 RFLP del gen eae (intimina)

En el proceso de digestion se usaron las enzimas de restriccion Alul y BstNI,
cada enzima fue usada de manera independiente en una mezcla de reaccién de
la siguiente manera: 1.0 yL de Alul (10 unidades) y 3.0 pL de buffer 10Xy 2.0 yL
de agua destilada, a esta mezcla se le agrego 24.0 uL del producto amplificado de

PCR y se incubé toda la noche a 37°C.

En el caso de BstNI la mezcla de reaccion contenia 1.0 yL de BstNI (10 U),
3.0 yL de buffer 10X, 0.3 yL de seroalbumina bovina (SAB) 100X y 1.7 yL de
agua destilada, donde a 6.0 uL de la solucion se le agregd 24.0 pL de el producto
de PCR, la mezcla se incub6 toda la noche a 60°C (Tabla 8).

Tabla 8. Concentracibn de componentes en la

mezcla para el RFLP del gen eae

eae Alul BstNI
H,O 2.0 uL 1.7 uL
Buffer 10X 3.0 uL 3.0 uL
BSA 0.3 uL
Enzima (10U) 1.0 uL 1.0 uL
Producto de PCR 24.0 uL 24.0 uL
Temperatura 37 °C 60 °C

V.3.3 RFLP del gen bfpA

En el proceso de digestion se usaron las enzimas de restriccion Alul, Bfal y
BstNI, cada enzima fue usada de manera independiente en una mezcla de

reaccion de la siguiente manera: 1.0 uL de Alul y Bfal (10 U) y 3.0 uL de buffer
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10X y 3.0 pyL de agua destilada, a esta mezcla se le agregd 23.0 pL del producto
de PCR, se incubd toda la noche a 37°C.

En el caso de BstNI, la mezcla de reaccion tuvo 1.0 yL BstNI (10 U), 3.0 pL
de buffer 10X, 0.3 uL de SAB 100X y 2.7 uL de agua destilada, donde a 7.0 pL de
la solucién se le agreg6 23.0 pL de producto de PCR, y se incubo6 toda la noche a
60°C (Tabla 9).

Tabla 9. Concentraciébn de componentes en la
mezcla para el RFLP del gen bfpA

bfpA Alul Bfal BstNI
H20 30uL  3.0puL 2.7 4L
Buffer 10X 30uL  3.0pL 30pL
BSA 0.3 uL
Enzima (10U) 10pwL 10pL 10pL
Producto de PCR 23.0puL 23.0pyL 23 L
Temperatura 37 °C 37 °C 60 °C

V.3.4 RFLP del gen perA

En el proceso de digestion se usaron las enzimas de restriccion Ddel y
Sau96l, cada enzima fue usada de manera independiente en una mezcla de
reaccion de la siguiente manera: 1.0 yL de Ddel y Sau96l (10 U), 3.0 yL de buffer
10Xy 6.0 uL de dH,O estéril, a esta mezcla se le agreg6 20.0 uL del producto de
PCR, y se incubé toda la noche a 60°C (Tabla 10).

Tabla 10. Concentracién de componentes en

la mezcla para el RFLP del gen perA

perA Ddel Sau96l
H,O 6.0 uL 6.0 uL
Buffer 10X 3.0uL 3.0uL
Enzima (10U) 1.0 uL 1.0 uL
Producto de PCR 20.0 yL 20.0 yL
Temperatura 37 °C 37 °C
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Todas las enzimas de restriccion fueron New England BioLabs Inc. (Ipswich,

MA), y los buffer usado en cada reaccion fueron provistos con cada enzima.

Los amplicones del gen eae, bfpA y perA obtenidos de las muestras fueron
corridos en geles de 102 pocillos, utilizando 300 mL de agarosa al 3 % (eae) y 2
% (bfpA y perA) durante 2 horas en buffer TAE al 1X y visualizados luego de una

tincidon con bromuro de etidio.

Para el analisis de los geles se usé el programa Quantity One (Bio Rad) que
es un analizador de imagenes que extrapola el peso de los fragmentos obtenidos
basados en un estandar de peso molecular que se corre en cada gel. Solo se
consideré como correcto un alelo cuando el resultado fue corroborado por el uso

de ambas enzimas. Se muestra un ejemplo en los anexos 4y 5.

V.3.5 Controles positivos de los RFLP

Para los ensayos de RFLP se usaron como control positivo cepas prototipo.
Para el gen eae, se utilizaron 7 cepas que codifican para siete alelos diferentes.
Para el gen bfpA se usaron 10 cepas prototipo que codificaban cada una de ellas
para los alelos conocidos. Entre estas cepas también encontramos aquellas que
codifican para los 4 alelos conocidos del gen perA. Toda la coleccién fue donada
por el Dr. Michel Donnemberg (Universidad de Maryland, USA) y los detalles de

cada una de estas cepas esta detallada en el anexo 6.

V.4 Evaluacion de los fenotipos de AE y Adherencia Localizada

La capacidad de EPEC para unirse y polimerizar la actina de la célula
huésped como parte del fenotipo de A/E, puede medirse usando una tincion
fluorescente de la actina en un cultivo de EPEC con células HEp-2 (Ochoa y col.,
2003), mientras el fenotipo de LA puede visualizarse mediante una tincion con

Giemsa.
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V.4.1 Preparacion de las células HEP-2

Se prepararon cultivos celulares con un tiempo de incubacion de 3 dias en el
gue no se debe observar confluencia entre las células. Luego estas células fueron
removidas usando Tripsina (1x, 0.025% EDTA) durante 3 min (37°C). Para evitar
que la tripsina deteriore las células, después de este tiempo se agrega
nuevamente medio de cultivo celular (MCC), el cual contiene Suero Fetal de
Bovino (FBS) que inactivara a la tripsina. Tras un paso de centrifugacion se
colectaron las células que fueron resuspendidas en MCC, para su conteo. Las
células luego fueron colocadas en placas de cultivo celular de 24 pozos, en las
cuales previamente fueron colocados cubreobjetos de cultivo celular (Nalgene
Nunc Internationak, New York, USA), (donde creceran las células Hep2. En cada
pozo se colocé 10%-10° células. La descripcién de los componentes del MCC

estan detallados en el anexo 7.

V.4.2 Preparacion de la suspension bacteriana

Las bacterias fueron cultivadas toda la noche en 5 mL de LB y luego
subcultivadas en 50 mL de medio LB fresco, el cual se incubé durante 3 h.
Posteriormente se midié la poblacion bacteriana mediante la absorbancia a
600nm (ODggo), que debe ser 0.3.

Se tomaron 4 mL de cada suspension bacteriana, los cuales fueron lavados
una vez con PBS (1X) y resuspendidos en medio de adherencia (MA). En los
casos en que fue necesario, se ajusté la absorbancia mediante un incremento o

disminucién de cultivo en los pasos de lavado.

V.4.3 Infeccidn de las células Hep-2

Las células Hep2 fueron lavadas. Luego se coloc6 1 mL de suspension

bacteriana en MA en cada pocillo. Todos los ensayos se hicieron por duplicado.
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V.4.3.1 Tincién fluorescente de actina (FAS)

Luego del periodo de incubacion de 3 h las células fueron lavadas 3 veces
con HBSS para desprender las bacterias no adheridas, luego fijadas con formol
4% en PBS y permeabilizadas durante 5 min con Triton-100X 0.1%. Luego se
realizd una tincion con BODIPI phalloidin (Invitrogen) y DAPI (Invitrogen) para
hacer un examen en microscopio de fluorescencia de la actina polimerizada
(fluorescencia verde) y el ADN de doble hebra del nucleo (fluorescencia azul)

respectivamente.

V.4.3.2 Ensayo de patron de adherencia a células HEp2

El fenotipo de adherencia localizada fue visualizado mediante una tincion con
Giemsa, distinguiéndose los siguientes patrones en orden de frecuencia:
Adherencia difusa (DA), Adherencia localizada (LA) y el patrén similar a la
adherencia localizada llamado “localizad adherence like” (LAL) (Scaletsky y col.,
1999).

La metodologia es la misma descrita para el FAS, pero luego de los lavados
con HBSS para desprender las bacterias no adheridas, se fija con metanol
durante 10 min y luego se agrega el colorante Giemsa para tefiir las bacterias
adheridas sobre la superficie de las células HEp2 durante 20 min.

Controles

Para los procedimientos anteriores (V.4.3.1 y V.4.3.2) se usO la cepa E2348/69
(eae+, bfpA+, LA+) como control positivo de la adherencia localizada y la
polimerizaciéon de actina. Como control negativo se usoé la cepa C600 (K12) que
carece de factores de virulencia que le confiera la capacidad de formar el fenotipo
de adherencia localizada o del fenotipo de A/E evidenciado por la polimerizacion
de actina.
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V. 5 Analisis del perfil de proteinas secretadas

El analisis de los perfiles de proteinas secretadas por EPEC se realizé bajo
dos condiciones de cultivo, en agitaciéon (500 x g), donde la expresién de Ler
(regulador positivo de la expresion de genes del LEE) es dependiente de GrlA; y
en estético (incubacion con 5% de atmosfera de CO,), donde la expresion de Ler

es mediada por perC.

V.5.1 Cultivo de bacterias

Los cultivos fueron realizados en caldo Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al.,
1989) a 37°C y DMEM [glucosa (0.45% (p/v) y L-glutamina (584 mg/L), sin
piruvato de sodio; Gibco Life Technologies] a 37°C en dos condiciones, de

agitacion y cultivo estético.

Un dia anterior al ensayo se resembrd una colonia aislada, de una placa de
agar MC (no mas de una semana de antigiiedad), a un tubo con 5 mL de LB, y se
incubd toda la noche a 37°C en agitacién rotatoria (~300 x g). Este paso fue el
mismo, tanto para cultivos en agitacién como en cultivos estaticos. Se colocaron
50 mL de DMEM en matraces de 200 mL (2 matraces para cada cepa), un grupo
fue pre-equilibrado en una incubadora de CO,, mientras el otro se dej6 a T°
ambiente hasta su uso. Luego, los 50 mL de DMEM (suplementado con 1 mL de
caldo LB) fueron inoculados con 500 pL de un cultivo overnight de cada cepa y se
incubd durante 8 h (~2 ODgg) a 37°C.

En este ensayo se usaron las cepas E2348/69 Stp' y E2348/69 Aler:Km'
como controles positivo y negativo de la secrecion de proteinas. La primera
secreta las proteinas EspC, EspB/D y EspA, mientras en la segunda la secrecion
se ve interrumpida por la mutacion en el gen ler. El medio de cultivo debe estar
suplementado con 100 mg/mL de estreptomicina para E2348/69 Stp" y 40 mg/mL
de kanamicina para E2348/69 Aler::Km'.
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V.5.2 Extraccion de proteinas secretadas

Se tomo 1.8 mL del cultivo bacteriano (estético y agitacion) y las células se
colectaron por centrifugacion a 16400 x g. Se recuperd 1.3 mL del sobrenadante a
un tubo nuevo, se le agregd 0.145 mL de acido tricloroacetico (TCA) (10% v/v) y
se incubd a 4°C durante toda la noche. Las proteinas se concentraron por

centrifugacion a 16400 x g a 4°C durante 30 min.

Seguidamente el precipitado fué resuspendido en 25.0 uL de buffer de carga
para electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 4X [Glicerol 47.6%,
SDS 4%, B-mercaptoetanol 0.1%, (v/v), Tris-HCl a pH 6.8 0.24% (v/v) y azul de
bromofenol 0.02% (p/v)]. EI pH de la solucién se tornd &cido, y la suspension
cambio a un color amarillo o naranja, por lo que se agreg6 1 pL de buffer Tris
saturado para neutralizar el TCA residual. Las soluciones deben reposar 15 min a

temperatura ambiente para que los precipitados se resuspendan en el buffer.

V.5.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS-PAGE

Una vez resuspendidas las proteinas en el buffer de muestra, se hirvieron
durante 5 min y luego fueron sometidas a agitacion en vortex durante 1 min para
homogenizarlas. Posteriormente, fueron analizadas mediante SDS-PAGE (Tabla
11).

Tabla 11. Componentes de los geles de acrilamida usados en el SDS-PAGE

Componentes Gel Inferior 12% (20 mL)  Gel Superior 5% (10 mL)
Acrilamida (30:0.8) 8.0 ml 1.5mL
Tris-HCI/SDS 1.5M pH 8.8 5.0 mL
Tris-HCI/SDS 0.5M pH 6.8 2.5 mL

H,O MQ 7.0 mL 6.0 mL

APS 10% 100.0 pL 50.0 pL
TEMED 14.0 L 10.0 pL

Se usaron 12 mA durante 5 horas en cada corrida, como buffer de corrida se
uso Tris Glicina 1X (Tris 0.025M, Glicina 0.192M, SDS 0.1%). Los geles fueron
tefidos usando azul de Coomasie para la visualizacién de las bandas.
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V.6 Construccion de fusiones transcripcionales usando el reportero CAT
V.6.1 Anélisis de las resistencias a antibioticos

Las cepas de EPEC usadas en este estudio fueron sembradas en placas de
agar LB suplementada con cuatro antibidticos (un antibioético en cada placa):
ampicilina 100 mg/mL, kanamicina 40 mg/mL, estreptomicina 100 mg/mL y
cloranfenicol 25 mg/mL. Se determinaron como resistentes a un determinado

antibiotico aquellas cepas que crecieron en la respectiva placa.
V.6.2 Cambio de marcador de seleccion en las fusiones

Las cepas de EPEC analizadas en este estudio presentaron un elevado
porcentaje de resistencia a ampicilina, por esta razon el siguiente paso fue
cambiar el marcador de seleccion en los plasmidos que llevan las fusiones

transcripcionales ya existentes (Ap') para seleccionar las cepas transformadas.

Los plasmidos con las fusiones transcripcionales usadas en esta tesis fueron
modificados a partir de los pladsmidos ya existentes en el Laboratorio del Dr
Puente (Universidad Nacional Autbnoma de México), en los que tuvimos como
objetivo cambiar la resistencia de ampicilina por kanamicina. Para esto se
interrumpié el casete de resistencia a ampicilina y se insertd el de resistencia a

kanamicina.

Las fusiones transcripcionales fueron construidas clonando las regiones
reguladoras de los operones LEE2 y bfp en el vector de clonamiento y expresion
pKK232-8 (Pharmacia LKB Biotechnology), el cual contiene el gen reportero cat

gue carece de promotor (Figura 11).

Para medir el nivel de expresién del operén bfpABC se usé la fusién
transcripcional bfpA-cat (pCAT232) (Puente y col., 1996) (Figura 11 B), y contiene
toda la region reguladora necesaria para la expresion del operon bfpABC, esta
region fue insertada entre los sitios de corte de las enzimas de restriccion BamHlI
y Hindlll.
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Figura 11. (A) Mapa génico del plasmido pKK232-8, usado para el clonamiento de los promotores
de los operones LEE2 y bfpABC. Este plasmido tiene un casete de resistencia a ampicilina y la
presencia del gen cat, le confiere resistencia a Cloranfenicol (Cam'). (B) Esquema de la
corgstruccic’)n del plasmido pCAT232 Ap' y (C). Esquema de la construccion del plasmido pSEPZ11
Ap.

Para medir el nivel de expresion del operon LEE2 del islote de patogenicidad
LEE se usé la fusion trascripcional de sepZ-cat (pSEPZ11) (Figura 11 C) y
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contiene un segmento entre los nucledtidos -469 y +121 (Bustamante y col.,
2001). El operdén LEE?2 fue elegido por ser el promotor méas fuerte del LEE. Los
plasmidos pCAT232 y pSEPZ11 fueron mantenidos en la cepa E. coli DH5a.

La extraccion de los plasmidos usados en los pasos siguientes se realizd

usando la metodologia descrita en el apartado V.8.1

V.6.3 Extraccion del casete de resistencia a kanamicina

El casete de resistencia a kanamicina fue obtenido del plasmido pUC4K Km'
Ap" (Pharmacia LKB Biotechnology) (Figura 12), mediante una digestion con la
enzima de restriccion Pstl (Invitrogene), usando el siguiente protocolo: 80 pL de
plasmido, 1 yL de enzima y 9 pL buffer 10X. La mezcla fue incubada por 2 h a
37°C.

AatII 3849 plEX_3_prime
FmpR_promoter =] 184
War] 236
M13_pliC_Fied_prime
M13_Forward2) peime
H "‘——u-],f;\ Stul 479
Lo
/1 Pstl 421
Bmpicillir \'.
LS
%
HirdIII 381
pUACAK :
3914 bp
III
X 15
. a—-"'- bl 1446
Pstl 1661
#hol 1501
ML3_reverss_primer
M3 pliC_rev_primer
pBRIZ2_origin lac_promoter

Figura 12. Mapa génico del plasmido pUC4K, usado para la obtencion del casete de resistencia a
kanamicina (~1200 bp).
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V.6.4 Ligacion

El siguiente paso fue la preparacion de las pldsmidos con resistencia a
kanamicina; primero se linearizaron los plasmido ya existentes usando el sitio de
restriccion de Pstl dentro de el casete de ampicilina. Para la linearizar pCAT232
se siguié el mismo protocolo que para el plasmido pUC4K usando la enzima Pstl,
mientras para la fusion pSEPZ11 se realiz6 una digestion parcial, ya que la region
reguladora insertada tiene un sitio de corte para Pstl.

En el proceso de ligaciébn se usaron como vector las fusiones ya existentes
(linearizadas) y el inserto que corresponde al casete de resistencia a kanamicina

segun la reaccion mostrada en la Tabla 12.

Tabla 12. Concentracidn de componentes en la

mezcla usada en la ligacion

Componentes Volumen (1 Rx)
Vector 9.0 puL
Inserto 9.0 uL
Buffer 5X 5.0 uL
H,0 1.0 uL
T4 DNA ligasa 1.0 uL

(Invitrogen)

La reaccion se incubo toda la noche a 4°C. Para el control de esta reaccion
de ligacion se uso el vector solo, sin inserto, para verificar si el proceso de ligacion

se llevd de manera correcta.

V.7 Trasformacién de las cepas de EPEC

La transformacion se llevd a cabo en cepas E. coli DH53 y DH10pB
competentes (50 pL) que fueron trasformadas con 10 pL de cada ligacion
(pCAT232 Km' y pSEPZ11 Km'), usando un equipo Gene Pulser (Bio-Rad). El
protocolo para la trasformacion de bacterias de este equipo fue: 2.5 kV, 25 pF, y
200 Q. La trasformacion de la bacteria competente solo con agua se uso como

control de la esterilidad el proceso (contaminacion).
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Luego del proceso de trasformacién las bacterias fueron incubadas en 1 mL
de medio SOC (2 g de Bacto Triptona; 0.5 g de Extracto de Levadura; 0.2 mL
NaCl (1.5M); 0.25 mL de KCI (1M); 1 mL de MgCl, (1M); 1 mL de MgSO., (1M) y
0.36 g de Glucosa) durante una hora (1 h) a 37°C y con una agitacién constante
de 250 rpm. Luego 100 pL de esta suspension fue sembrada sobre placas de
agar LB suplementado con kanamicina a una concentracion de 40 mg/mL. Las
colonias que crecieron en cada placa luego e un periodo de incubacion de 18 a 24
h fueron resembradas en una placa de agar LB suplementado con ampicilina a
una concentracion de 100 mg/mL.

Las colonias elegidas en cada caso fueron aquellas que crecieron frente a
kanamicina mas no frente a ampicilina. De cada ensayo de transformacion se
seleccioné al azar 5 colonias que fueron cultivadas en caldo LB para la posterior

verificacion de la insercion del plasmido deseado.

V.8 Analisis de las transformantes

Las cepas trasformadas fueron analizadas para corroborar que lleven el
plasmido insertado y contengan la regién de resistencia a kanamicina y las

regiones reguladoras.

V.8.1 Purificacion del ADN plasmidico

Para la purificacién del ADN plasmidico se usé el kit QIAprep® Miniprep
(Quiagen). El kit fue preparado agregando 700 puL de RNasa a 70 mL del buffer
P1y 220 mL de etanol absoluto al buffer PE. Se colecto el precipitado de 4 mL de
cultivo en medio LB por centrifugacion. Luego este precipitado fue resuspendido
en 250 uL de buffer P2, y se mezcld por inversion (6 veces) e incubd por 5 min a
T° ambiente. Seguidamente, se agregd 350 pL de buffer N3 y mezclo por
inversion (6 veces) hasta obtener una suspension homogénea. Esta suspension
fue centrifugada y el sobrenadante fue colocado en una columna que atrapé el
ADN, se lavo con el buffer PE y luego fue eluido con 40 yL de agua MQ estéril.
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V.8.2 Extraccion del fragmento insertado usando enzimas de restriccion

Los plasmidos extraidos fueron digeridos con la enzima de restriccion Pstl
para corroborar que el fragmento de resistencia a kanamicina se hubiera
insertado dentro del vector, para lo cual se siguid el procedimiento que se indica
en la Tabla 13.

Tabla 13. Concentracion de componentes en la
mezcla usada en la digestion de los plasmidos

recombinates

Componentes Volumen (1 Rx)
Plasmido 30.0 pL
Enzima Pstl 1.0puL
Buffer 10X 4.0 uL
H.O MQ 5.0 uL

La mezcla maestra se incubdé por 2 h a 37°C y luego se analiz6 en una

electroforesis en gel de agarosa al 1%, en buffer TAE 1X.

V.8.3 Cepas y plasmidos usados

DH5a:
F endAl gIinV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF)u169, hsdR17(r< mg"), A—.

DH108:
F* endAl recAl galE15 galkK16 nupG rpsL AlacX74 ®80lacZAM15 araD139
A(ara,leu)7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) A.

pUCA4K:
NUmero de acceso al GenBank: X06404
PM: 3914 pb

pKK232-8:

NUmero de acceso al GenBank: U13859
PM: 5094 pb
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V.9 Medicion de la actividad transcripcional de los promotores de LEE2 y
bfpA

V.9.1 Ensayo de CAT

La actividad de la enzima cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) fue medida
usando la metodologia descrita por Puente y col., (1996). Se prepard un extracto
crudo de bacterias, a partir de un cultivo de ~6h que alcanzé 1 ODgy (agitacion a
37°C). Las células fueron colectadas por centrifugacién (16400 x g) y luego
lavadas con 1 mL de buffer TDTT (50 mM de Tris-HCI a pH 7.8, y 30 pM de
dithiothreitol). Luego se lisaron por sonicacion (a maximo nivel) sobre hielo hasta
observarse que la turbidez del medio se pierda y las soluciones se tornen mas
translucidas. Las muestras luego fueron centrifugadas a 16400 x g y 4°C durante
15 minutos para eliminar las células intactas y los residuos de células rotas que
quedan luego de la sonicacion, el sobrenadante fue trasferido a un microtubo

limpio para el ensayo CAT.

El ensayo de CAT se realiz6 por duplicado en una placa de 96 pocillos. En
cada reacciéon se agreg6é 5 pL de cada extracto y 200 pL de una solucion que
contiene 1 mM DTNB [5,5-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid)] (Boehringer
Mannheim)/0.1 M Tris-HCI pH 7.8, 10.1 mM acetyl-CoA (Pharmacia LKB)/0.1 mM
cloranfenicol (Sigma Chemical Co). La lectura de la cinética enzimética se realizé
a 412 nm durante 5 minutos usando el MAXline Microplate Reader y el software
SOFTmax (Molecular Devices Corporation). En esta cinética se mide al cambio en
los niveles de absorbancia como resultado del consumo de sustrato y cambio de
coloracién en el medio. La medicion de la actividad es realizada por el programa,
gue extrapola de los datos obtenidos para cada muestra a una curva estandar que
estd incluida en los experimentos. Esta curva estandar contiene diluciones

seriadas (1-1000 UmL™) de cloranfenicol-acetiltransferasa purificados.

V.9.2 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de la concentracion de proteinas en el extracto celular
usado en el ensayo de CAT fue determinada usando el Protein Assay Kit (Pierce).

Con los valores de concentracién de proteinas obtenidos se calculd la actividad
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especifica de la enzima. Para la curva estandar usada para la cuantificacion de
proteinas se usG SAB. Para la cuantificacion de proteinas también se usaron
placas de 96 pocillos y un total de 10 pL de extracto celular (por duplicado) y
como blanco el buffer TDTT. Los ensayos de CAT y la cuantificacion de proteinas

fueron realizados por duplicado (dos ensayos independientes) en todos los casos.

V.10 Andlisis estadistico

Los alelos y el fenotipo de las cepas fueron agrupados como datos de
frecuencia. Los datos clinicos de duracién y severidad se trataron como variables

dicotomicas utilizandose los siguientes rangos:

Duracion:

e Diarrea persistente: aquellas que tuvieron una duracién mayor de 14 dias.
e Diarrea no persistente (aguda): aquellas que tuvieron una duracion

menor de 14 dias.

Severidad:

Usamos el score de Vesikari modificado (Ruuska y Vesikari, 1990). Se uso6
una medida numérica de 0 a 14 puntos de acuerdo a las caracteristicas
clinicas del paciente que incluyen: duracion del episodio de diarrea en dias (0-
3 puntos), numero maximo de deposiciones/dia durante el episodio (1-3),
presencia de vomitos (0-1), niumero maximo de vomitos/dia durante el episodio

(0-3), presencia de fiebre (0-1), deshidratacién (0-1) y tratamiento (0-2).

e Diarrea severa: score de Vesikari mayor (>) a 7 puntos.

e Diarrea no severa: score de Vesikari menor o igual () a 7
Para la correlacién de los alelos de intimina con los cuadros clinicos y fenotipos

obtenidos usamos Chi-cuadrado, la prueba de T-student y pruebas no

paramétricas.

56



La frecuencia alélica de los alelos de intimina y las tablas de contingencia para la
segregacion de los alelos de los tres genes (eae, bfpA y perA) de las cepas
tipicas fueron analizadas usando el programa GenAlex6

(http://mailman.anu.edu.au/pipermail/genalex6/2005-August/000005.html).

V.11 Aspectos éticos

El estudio de las cepas de EPEC previamente aisladas de nifios con y sin diarrea,
contd con la revisibn y exoneracion por parte del Comité de Etica de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (SIDISI 51783) (Anexo 8).
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VI- RESULTADOS

VI.1 Identificacién de EPEC

Durante el periodo Octubre 2006 a Diciembre 2007 (15 meses) se aislaron un
total de 120 cepas de EPEC; de las cuales 74 cepas fueron aisladas de 936
muestras de heces de nifios con diarrea (7.9%), mientras 46 cepas (10.8%)
fueron aisladas de 424 muestras de heces de controles sanos (Tabla 14). La

identificacion de las cepas de EPEC se realiz6 por multiplex PCR en tiempo real.

Tabla 14. Total de cepas de EPEC aisladas de muestras de heces

de nifios con diarrea y controles sanos

D/C Positivos (%) Negativos (%) Total (%)
Diarrea 74 (7.9) 862 (92.1) 936 (100)
Control 46 (10.8) 378 (89.1) 424 (100)
Total 120 (100) 1240 (100) 1360 (100)

VI.2 Evaluacion de la Amplificacién por PCR de los genes eae, bfpA y perA

Amplificacién del gen eae

El ensayo fue llevado a cabo bajo las condiciones mencionadas en la
metodologia. En la estandarizacion del meétodo se vari6 la temperatura de
hibridacibn como se muestra en la Figura 13, desde 53 a 62°C. La temperatura
escogida para el desarrollo de los PCR fue de 56°C ya que a ésta se obtuvo la
mayor concentracion del amplificado. La eleccion de la temperatura mas alta evité

la formacion de productos inespecificos.

Amplificacién del gen bfpA

El ensayo fue llevado a cabo bajo las condiciones mencionadas en la
metodologia, y con fines de estandarizacion se vario la temperatura de hibridacion
como se muestra en la Figura 14, desde 50 a 64°C. La temperatura escogida para
el desarrollo de los PCR fue de 58°C ya que a ésta se obtuvo la mayor
concentracion del amplificado. La eleccion de la temperatura evitd la formacion de

productos inespecificos.
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Figura 13. Estandarizacién de temperatura de hibridacion del gen
eae. Carriles (1) marcador de peso molecular de 100bp
(Fermentas) (2 a 9) Se observan los productos de la PCR del gen
eae (1.8 a 2 Kb) a diferentes temperaturas de hibridacion: 62, 61,
60, 59, 57, 55, 54 y 53°C respectivamente. La electroforesis fue
llevada a cabo en agarosa al 1% en buffer TAE 1X. La cepa usada
en el ensayo fue la cepa tEPEC prototipo E 2348/69.
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Figura 14. Estandarizacion de temperatura de hibridacién del gen
bfpA. Carriles (1) marcador de peso molecular de 100bp
(Fermentas), (2 a 9) se observan los productos de la PCR del gen
bfpA (408-414 bp) a diferentes temperaturas de hibridacion: 64, 63,
61, 58, 55, 52 y 50°C respectivamente. La electroforesis fue llevada
a cabo en agarosa al 1.5 % en buffer TAE 1X. La cepa usada en el
ensayo fue la tEPEC prototipo E 2348/69.
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Amplificacién del gen perA

El ensayo fue llevado a cabo bajo las condiciones mencionadas en la
metodologia, y sélo se vario la temperatura de hibridacién como se muestra en la
Figura 15, desde 58 a 65°C. La temperatura escogida para el desarrollo de los
PCR fue el de 61°C que se encuentra entre las 2 temperaturas mas altas donde
se obtuvo el producto de PCR de alta concentracion, sin la formacion de

productos inespecificos.

PM
oy 1 2 3 4 5 6 7 8 9

3000

2000

1500

1200
1000

600 < gen perA
500

300

100

Figura 15. Estandarizacién de temperatura de hibridacion del gen
perA. Carriles (1) marcador de peso molecular de 100bp
(Fermentas), (2 a 9) se observan los productos de la PCR del gen
perA (586 bp) a diferentes temperaturas de hibridacién: 65, 64, 63,
62, 61, 60, 59 y 58 °C. La electroforesis fue llevada a cabo en
agarosa al 1.5 % en buffer TAE 1X. La cepa usada en el ensayo
fue la tEPEC prototipo E 2348/69.

VI.3 Diferenciacion de la poblacion de EPEC

Para discriminar entre las cepas tEPEC (bfpA+) y aEPEC (bfpA-), al total de
EPEC aisladas se les realiz6 un PCR para el gen bfpA. Se identificaron 20 cepas
tEPEC de un total de 74 muestras de diarrea (27.02%), mientras 6 cepas tEPEC
fueron aisladas en controles (13.04%) (Tabla 15). No se encontré diferencia

significativa entre la frecuencia de tEPEC de los nifios del grupo control y diarrea,
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mientras un andlisis del total de la poblacion muestra que las cepas aEPEC son

significativamente mas comunes en controles sanos (40/424, 9.4%) comparado

con el grupo diarrea (54/936, 5.8%) (p<0.05).

Tabla 15. Total de cepas de EPEC diferenciadas en tEPEC y
aEPEC de acuerdo a la presencia/ausencia del gen bfpA

D/C tEPEC (%) aEPEC (%) Total
Diarrea 20 (27.02) 54 (72.9) 74
Control 6 (13.04) 40 (86.9) 46
Total 26 (21.7) 94 (78.3) 120

Entre las cepas tEPEC, el gen perA esta presente en 55% (11/20) en las

cepas aisladas de los casos de diarrea comparado con las cepas aisladas de los

controles sanos, 83% (5/6) (Tabla 16). Mientras que en las aEPEC la prevalencia

de perA fue observada en un 7.4% (4/54) en las cepas aisladas de los casos de

diarrea y 2.5% (1/40) en los controles sanos (Tabla 16).

Tabla 16. Distribucion de genes de virulencia entre cepas tEPEC y aEPEC aisladas de

diarreas y controles

Total de EPEC, n (%) aEPEC, n (%)

tEPEC, n (%)

Gen de
. . Diarrea Control Diarrea Control Diarrea Control
virulencia
(n=74) (n=46) (n =54) (n =40) (n=20) (n= 6)
eae 74 (100) 46 (100) 54 (100) 40 (100) 20 (100) 6 (100)
bfpA 20 (27) 6 (13) 0 (0) 0 (0) 20 (100) 6 (100)
perA 15 (20.3) 6 (13) 4 (7.4) 1 (2.5) 11 (55) 5(83.3)

eae, intimina; bfpA, bundlina; perA, plasmid-encoded regulator

En la Tabla 17 se muestra la distribucion de las cepas de EPEC, segun si la

muestra fue positiva sélo a EPEC (patégeno unico), o si EPEC fue aislada en

coinfeccién con otros patégenos entéricos (patégeno mixto).
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Tabla 17. Distribucion de cepas EPEC aisladas (Diarrea y Control) agrupadas por

tipo de cultivo

tEPEC (N=26) aEPEC (N=94)
D/C Patégeno unico  Patdégeno mixto Patégeno unico Patdégeno mixto
n (%) n (%) n (%) n (%)
Diarrea 8 (30.8) 12 (46.2) 39 (41.5) 15 (15.9)
Control 6 (23.1) 0 (0) 32 (34) 8 (8.5)

VI.4 Evaluaciéon de la extraccion de ADN

La extraccion del ADN fue llevado a cabo a partir de una colonia de EPEC
aislada en una placa de agar MC, mediante el shock térmico. En esta técnica, el
calentamiento a 100°C rompe las paredes celulares y deja libre al DNA total que
luego es separado de los restos celulares por medio de centrifugacion. EI ADN
obtenido tuvo la calidad esperada para los PCR, y fue corroborado mediante la
PCR de control interno (mdh).

En todos los casos en los que no se obtuvieron productos de PCR se uso el
control interno de la PCR, amplificando el gen mdh, con lo cual corroboramos la
calidad del ADN extraido y descartamos errores en el proceso de extraccion, de
este modo descartamos la contaminacion con agar, que es conocido inhibidor de
la PCR.

IV.5 Andlisis de los RFLP

RFLP del gen eae. Para el gen eae se contd con 7 cepas prototipo, en las
cuales el alelo de intimina esta bien caracterizado. Los alelos fueron determinados
segun los patrones de fragmentos obtenidos luego de la digestion con dos

enzimas, Alul (Figura 16) y BstNI (Figura 17), usadas de manera independiente.

Alul sélo diferencia 23 de 26 subtipos. Con esta enzima no se puede
diferenciar de manera concluyente los subtipos gammal.l, gammal.2; iota 1.1,
iotal.2 y zetal.l, zetal.2 (Anexo 2) pues los patrones de corte son iguales en
entre éstos. BstNI también distingue sélo 23 de 26 subtipos, no se pueden

diferenciar epsilonl1.2 de epsilonl1.3; iota 1.1 de iotal.2 y zetal.l de zetal.2.
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Figura 16. (A) RFLP del gen eae con la enzima Alul. (B) andlisis del patrén
de digestion con el programa Quantity One (Bio Rad). Carriles (1) marcador
de peso molecular de 100bp (Fermentas), (2) alelo alphal (E2348/69), (3)
kappa (HSP19/4), (4) beta (R119/1), (5) beta2 (cepa 10), (6) mu
(MA55119). La electroforesis fue llevada a cabo en agarosa al 3.0% en
buffer TAE 1X.

Figura 17. (A) RFLP del gen de eae con la enzima BstNIl. (B) analisis del patron de
digestion con el programa Quantity One (Bio Rad). Carriles (1 y 10) marcador de peso
molecular de 100bp (Fermentas), (2) kappa (HSP19), (3) alpha (2348/69), (4) iota
(TB227C), (5) beta2 (10), (6) beta (009-271082), (7) mu (Ma551/4), (8) eta (012/050982) y
(9) beta2 (2188/93). La electroforesis fue llevada a cabo en agarosa al 3% en buffer TAE
1X.
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Los patrones de corte del grupo de alelos: epsilon 1.1, 1.2 y 1.3; gammal.2 y
rho; mu y theta presentaron patrones similares con la enzima BstNIl pero se
pueden diferenciar con la enzima Alul. En general los patrones de corte obtenidos
por la enzima Alul, nos dan una mejor resolucion y nos permiten diferenciar una

mayor cantidad de alelos.

RFLP del gen bfpA. Para el analisis de los alelos de este gen se cont6 con 9
cepas de EPEC prototipo (Figura 18). Con la enzima Alul, Bfal y BstNI se
obtienen cortes que permiten diferenciar los alelos buscados. Los alelos betal
(Figura 18A, carril4) y beta7 (Figura 18A, carril7) obtenidos con la enzima Alul no
pueden ser distinguidos en una electroforesis convencional. Resultados similares

se obtienen con la enzima Bfal (Figura 18A, carril 13 y Figura 18B, carril 3).

Figura 18. (A) RFLP del gen bfpA con la enzima Alul y (B) Bfal analizado con Quantity One (Bio
Rad). A, Carriles: (1 y 15) Marcador de peso molecular de 100bp (Fermentas), (2) alpha2 (009-
271082), (3) beta3 (CA89-4221), (4) betal (012-050982), (5) alphal (HSP 19/4), (6) alpha3 (010-
511082), (7) beta7 (TB227C), (8) indeterminado, (9) beta2 (2188/93), (10) beta5 (C771), Digestion
con Bfal, (11) alpha2 (009-271082), (12) beta 3 (CA89-4221), (13) betal (012-050982), (14)
alphal(HSP 19/4). B) (1) Marcador de peso molecular 100 bp, (2) alpha3 (010-511082), (3) beta?
(TB227C), (4) indeterminado, (5) beta2 (Z188/93) y (6) beta5 (C771). La electroforesis fue llevada
a cabo en agarosa al 3% en buffer TAE 1X.

RFLP para el gen perA. En el analisis del gen perA se us6é como controles 4
cepas de EPEC prototipo (Figura 19). Con este gen se observan patrones de

restricciéon simples, que no presentaron mayor dificultad para distinguirlos.
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Figura 19. RFLP del gen perA con las enzimas Ddel y Sau96l. Analizado con
Quantity One (Bio Rad). Carriles: (1 y 10) Marcador de peso molecular de 100bp
(Fermentas). Ddel: (2) alpha (HSP 19/4), (3) delta (Z2188/93), (4) beta (RN410/1), (5)
gamma (CA89-4221), Sau96l: (6) alpha (HSP 19/4), (7) delta (2188/93), (8) beta
(RN410/1), (9) gamma (CA89-4221). La electroforesis fue llevada a cabo en agarosa
al 3% en buffer TAE 1X.

IV.5 Anédlisis de frecuencias alélicas

Del total de 120 cepas de EPEC sélo se pudo determinar el alelo del gen eae
en 113 cepas. Se encontraron un total de 13 alelos diferentes; los resultados de
frecuencias en porcentaje de cada alelo obtenido se muestran en la tabla 18.
Como se observa, el alelo beta fue el mas frecuente (28.3%) tanto en el grupo de
pacientes con diarrea (31.1%) como en los controles sanos (23.9%). Seguidos de
los alelos theta (20.0%), kappa (11.7%) y mu (6.7%). En toda la poblacién no se
identificaron los alelos alpha2, eta, nu, rho y tau (Tabla 18).

No se observOo una asociacion significativa entre un alelo de eae con las
poblaciones evaluadas, pero en algunos casos se encontraron alelos del gen eae:
beta2 (2 cepas) y zeta (una cepa) solo presentes en los casos de diarrea. No se

encontré diferencia significativa entre la distribucion alélica en ambas poblaciones.
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Tabla 18. Frecuencia de alelos del gen eae encontrados en las
EPEC de casos de diarrea y controles
Diarrea, n (%) Control, n (%)  Total, n (%)

Alelo N=74 N=46 N=120
alpha 0(0) 2(4) 2(2)
beta 23 (31) 11 (24) 34 (28)
beta2 2(3) 0(0) 2(2)
epsilon 34 4 (9) 7 (6)
gamma 34 2(4) 5 (4)
iota 2(3) 1(2) 33
kappa 10 (14) 4 (9) 14 (12)
lambda 1(1) 3(7) 4 (3)
mu 6 (8) 24 8(7)
omicron 23 1(2) 33
theta 13 (18) 11 (24) 24 (20)
Xi 5(7) 1(2) 6 (5)
zeta 1(1) 0 (0) 1(1)
no tipificable 3(4) 4 (9) 7 (6)

Entre las cepas de tEPEC (bfpA+) podemos apreciar que los alelos mas
frecuentes para el gen bfpA son bfpA-betal/7 (38 %), seguido de bfpA - alpha3
(27 %). El alelo bfpA-betal/7 se encontrd significativamente relacionado con los
casos de diarrea (p=0.053) (Tabla 19).

Para el gen perA, se encontraron con mayor frecuencia los alelos perA-beta
(31%) seguido de perA-alpha (27 %) (Tabla 20). Entre los cuales el alelo perA-
beta se encuentra relacionado de manera significativa con los controles sanos
(p=0.051).
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Tabla 19. Frecuencia alélica del gen bfpA en casos de diarrea y
controles de tEPEC

Diarrea n (%)  Control n (%) Total n (%)

Alelos bfpA

(N=20) (N=6) (N=26)
bfpA alpha 1 1(5) 1(7) 2 (8)
bfpA alpha 3 4 (20) 3 (50) 7 (27)
bfpA beta 1/7 10 (50) 0 (0)* 10 (38)
bfpA beta 5 1(5) 2 (23) 3(12)
no tipificable 4 (20) 0 (0) 4 (15)

% p=0.053 Prueba exacta de Fisher

Tabla 20. Frecuencia alélica del gen perA en casos de diarrea y
controles de tEPEC y aEPEC

Alelos de perA en cepas tEPEC

Diarrea n (%) Control n (%) Total n (%)
Alelos perA
(N=20) (N=6) (N=26)
perA alpha 6 (30) 1(17) 7 (27)
perA beta 4 (20) 4 (67)° 8 (31)
perA gamma 1(5) 0 (0) 1(4)
Negativo 9 (45) 1(17) 10 (38)
Alelos de perA en cepas aEPEC
Diarrea n (%)  Control n (%) Total n (%)
Alelos perA
(N=54) (N=40) (N=94)
perA alpha 4(7.4) 0 (0) 4(4.3)
perA gamma 0 (0) 1(2.5) 1(1.1)

#'p=0.051 Prueba exacta de Fisher

La combinacién de los alelos de bfpA y perA nos indica un tipo de EAF
definido. Actualmente estan descritos 11 tipos (Lacher y col., 2007), de los cuales

encontramos 5 tipos entre nuestros aislados de EPEC.
Mientras la relacién entre los genes bfpA y perA del plasmido EAF tiende a ser

conservada, no parece existir una relacion estable entre éstos y los alelos de

intimina, pues para cada tipo de EAF no se observa un alelo especifico de eae y
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éste tiende a ser muy variable en todos los casos y se muestra disperso entre los
diferentes tipos de EAF encontradas.

La tabla 22 nos muestra la distribucion de los alelos del gen eae de acuerdo a
la duracion del episodio de diarrea, tomando como punto arbitrario 8 dias para
definir una diarrea de larga duracion, observamos que el alelos gamma esta
significativamente asociado a episodios de larga duracion. El alelo épsilon sélo se
encuentra presente en episodios de corta duracién, mientras los otros alelos no

muestran una diferencia significativa de distribucion entre los episodios.

Al analizar la distribucion de los alelos de acuerdo a la edad del nifio (<6 y >6
meses) no se encontré una tendencia de distribucion de algun alelo respecto a la
edad, sélo se observé que los casos de infeccion de EPEC son mayores en nifios
mayores de 6 meses, y tiene un mayor numero de alelos que no se encuentran

asociados significativamente a este grupo etario (Tabla 23).

Para correlacionar los datos clinicos como la severidad y duracion de la
diarrea con los alelos del gen eae, tomamos los datos de las caracteristicas
clinicas de las cepas de EPEC que se presentaron como patégeno unico al
momento de su aislamiento (Tabla 17) y se obtuvieron los resultados que se

presentan en la tabla 25.

Se observa como dato sobresaliente que los porcentajes de presencia de
mayor numero de vémitos estan relacionados a los alelos beta (82%) y kappa
(100%) y en un analisis general basado en el score de Vesikari modificado
observamos que el alelo kappa esta asociado significativamente a los episodios

de diarrea mas severos en comparacion con los otros alelos.

De los casos antes descritos so6lo 4 casos se reportaron como diarrea
persistente segun la definicion clinica, en la que la duracion de la diarrea debe ser
mayor o igual a 14 dias. Estos casos de diarrea persistente se encontraron
relacionados a los alelos beta (16 y 24 dias), theta (22 dias) y lambda (15 dias)
(Figura 20).
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La comparacién de la variabilidad observada en los alelos de intimina con los
dias de duracion de la diarrea como una variable continua nos muestra que la
mayor diversidad alélica esta relacionada con episodios de diarrea cortos (5-10
dias), mientras los casos de diarrea de mayor duracion estan relacionados con
pocas variantes de intimina, como son beta y theta (Figura 20). El alelo beta se
encuentra distribuido de manera homogénea entre los diferentes cuadros de

duracion de diarrea.

Asi mismo, analizando sélo el total de las cepas tEPEC encontradas en los
episodios de diarreas (n=20), se observdO que mientras las cepas tEPEC
bfpA+/perA- causaban episodios de diarrea 7.4 (3-12), las tEPEC bfpA+/perA+
estan relacionadas a episodios de diarrea de 5.8 (1-17). El score de Vesikari
promedio de las cepas tEPEC bfpA+/perA+ [8 (£2.9)] no fue estadisticamente
diferente frente a el grupo tEPEC bfpA+/perA-, pero caracteristicas clinicas como
los porcentajes de fiebre [7/11 (64 %)] y vomitos [8/11 (73 %)] de las cepas del
grupo tEPEC que tiene el gen perA+, son mayores frente a las presentadas por
las cepas tEPEC que carecen de este gen, aunque estas diferencias no fueron
estadisticamente diferentes (Tabla 24).
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Tabla 21. Tipos de EAF segun la combinacion de alelos de bfpA y perA en cepas de E. coli tEPEC y aEPEC

Tipo de Numero de EPEC

EAF bfpA perA Diarrea  Control Alelos de intimina (n)
12 alphal alpha 1 0 kappa (1)

3 alpha3 beta 4 3 beta (4), beta2 (1), theta (1) y no tipificable (1)
4 betal/7" alpha 2 0 beta (1) y kappa (1)

8° betab alpha 1 1 mu (2)

11° negativo gamma 0 1 iota (1)

12 alphal beta 0 1 alpha (1)

13 beta5 negativo 0 1 no tipificable (1)

14 betal/7° negativo 8 0 beta (3), xi (2), epsilon (1), gamma (1) y no tipificable (1)
15 no tipificable alpha 2 0 beta (1) y iota (1)

16 no tipificable gamma 1 0 theta (1)

17 no tipificable negativo 1 0 theta (1)

18 negativo alpha 4 0 mu (3) y no tipificable (1)

®Tipo de EAF previamente reportado; ° Los alelos betal y beta7 no pueden ser distinguidos en una electroforesis convencional; (n) nimero de aislamientos.
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Tabla 22. Distribuciéon de los alelos del gen eae de las cepas

de EPEC de acuerdo a la duracién del episodio

Cepas de EPEC, n (%)

Alelos N <7d > 8d
(N= 48) (N=26)
beta 23 12 (25) 11 (42)
theta 13 11 (23) 2 (8)
kappa 10 5 (10) 5(19)
mu 6 3 (6) 3(12)
Xi 5 4 (8) 1(4)
epsilon 3 3 (6) 0 (0)
gamma 3 0 (0) 3(12)°
otros ? 11 10 (21) 1(4)

Incluye 3 cepas no tipificables; ° comparacién entre los episodios de
diarrea de larga y corta duracién p<0.05

Tabla 23. Distribucion de los alelos del gen eae de las cepas

de EPEC por grupos etarios

<6 m de edad (N=21)

> 6 m de edad (N=99)

Alelos
n (%) n (%)

alpha 1(4.8) 1(1.0)
beta 8(38.2) 26 (26.2)
beta2 0 (0) 2 (2.0)
epsilon 1(4.8) 6 (6.1)
gamma 0 (0) 5(.1)
iota 0 (0) 3 (3.0)
kappa 2(9.6) 12 (12.1)
lambda 1(4.8) 3 (3.0)
mu 2(9.6) 6 (6.1)
omicron 0 (0) 3 (3.0)
theta 3(14.4) 21 (21.2)
Xi 1(4.8) 5(5.1)
zeta 0 (0) 1(2)
no tipificable 2 (9.6) 5(5.1)
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Tabla 24. Caracteristicas clinicas de los episodios de diarrea de cepas de tEPEC, agrupados de acuerdo a la presencia del gen perA*

Alel N Sangre Fiebre Duracion Vémitos Vomitos? Deposiciones” SRO° Score Vesikari®
elos

n (%) n (%) Media (rango) n (%) Media (rango) Media (rango) n (%) Media (xDS)
bfp+/per- 9 1(11) 3(33) 7.4 (3-12) 3(33) 0 (0-3) 6 (4-9) 5 (56) 6.8 (£2.2)
bfp+/per+ 11 1(9) 7 (64) 5.8 (1-17) 8 (73) 1 (0-5) 5(3-11) 6 (55) 8 (£2.9)

Tabla 25. Caracteristicas clinicas de los episodios de diarrea de cepas de EPEC, agrupados por alelos de eae**

Alelos Sangre Fiebre Duracion Vémitos V6mitos? Deposiciones®  SRO°  Score Vesikari*
n (%) n(%)  Media (rango) n (%) Media (rango) Media (rango)  n (%) Media (+DS)
beta 11 1(9) 5 (46) 8 (1-24) 9 (82) 1(0-9) 5 (4-8) 6 (55) 8.8 (+1.8)
theta 10 0 (0) 5 (50) 2.5 (1-22) 4 (40) 0 (0-9) 6 (4-12) 6 (60) 7.0 (¢3.1)
mu 5 0 (0) 0 (0) 7 (1-10) 1 (20) 0 (0-3) 5 (4-7) 3 (60) 6.6 (+3.2)
kappa 4 1 (25) 2 (50) 7 (3-10) 4 (100) 5.5 (1-7) 5.5 (5-11) 2 (50) 10.5 (+1.9)"
xi 3 0 (0) 1(33) 5 (1-8) 1(33) 0 (0-5) 6 (6-8) 1(33.3) 7.3 (24.9)
otros® 14 0 (0) 6 (43) 3.5 (1-15) 4 (29) 0 (0-4) 4 (3-11) 5 (36) 5.7 (+2.6)

*** 2 nimero maximo de vémitos /dia durante el episodio; ® nimero maximo de deposiciones/dia durante el episodio; °SRO, suero de rehidratacién oral; °
score Vesikari modificado; °Incluye beta2, epsilon, gamma, iota, lambda, omicron, zetay 2 cepas no tipificables; fcomparacién entre kappa y otros alelos
p<0.05 segun prueba exacta de Student.
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Figura 20. Distribucion de los alelos de intimina (eae) de acuerdo a la duracién del episodio de
diarrea.

IV.6 Frecuencias de patrones de adherencia de las EPEC

Para evaluar el patrén de adherencia de nuestra poblacién de aislados de
EPEC se usaron las células HEp-2 para hacer las infecciones, y se usé como
control positivo del patréon LA a la cepa prototipo E2348/69. El analisis se
realiz6 en una sub-poblacién de cepas, en el que se incluyeron sélo las EPEC
que fueron aisladas como patégeno Unico tanto en los casos de diarrea como

en los controles.

La adherencia localizada es el patrén tipico descrito para las cepas de
tEPEC mientras los patrones LAL, DA, EA e IS han sido descritos
principalmente en cepas de aEPEC. En el dltimo patrén se agruparon también
a aquellas cepas que no se adhirieron a las células HEp-2, entonces el nuevo
grupo IS/NA incluye las células con pocas o ninguna bacteria adherida sobre su
superficie (Figura 21). Entre la poblacion de EPEC estudiada no se encontro el
patron AE.
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Figura 21. Patrones de adherencia encontrados en la poblacién de EPEC. A, patrén
de adherencia localizada (LA); B, patrén de adherencia similar a la localizada (LAL);
C, patron de adherencia difusa (DA) y D, patron de bacterias aisladas sobre las
células (IS). 1000 aumentos.

En la poblacion analizada encontramos que, en el grupo de cepas aisladas
de pacientes, 6 de 8 cepas tEPEC (75 %) presentaron el patron de LA; 1 cepa
presento el patron de DA (D7081 17 may 07) y otra el patron IS (D3264 14 nov
07) (Tabla 26). En la cepa que presenté el patron de DA el score de Vesikari
modificado que usamos para medir el grado de severidad del cuadro de diarrea
fue de 8, y el episodio es considerado como severo, ademas esta cepa
polimerizd actina, visualizado mediante la tincion fluorescente de la actina;
mientras que la cepa que tuvo el patron de IS presenté un score de 5, y el
episodio es considerado como moderado y la cepa no polimerizé la actina de la
célula HEp-2. Entre las cepas aEPEC aisladas de casos de diarrea se puede
observar que hay diferentes patrones de adherencia, siendo el principal el
IS/INA [26/38 (68%)], vy luego el DA [7/38 (18%)]. De las dos cepas que
presentan el patron de LA (3538 28 mar 07 y la 3351 25 oct 07), la primera
tiene un score de Vesikari de 8, y no polimeriza actina, mientras la segunda

cepa presenta un score de Vesikari de 4.
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Tabla 26. Tipo de patrones de adherencia de las cepas de EPEC aisladas
en la poblacion

N (%) de cepas de EPEC
Diarrea Control
Tipo de patron tEPEC aEPEC Total tEPEC aEPEC Total
de adherencia  (n=8) (n=38) (n=46) (n=5) (n=18) (n=23)

Fenotipo

LA 6 (75° 2 (5) 8(17) 1(200 0(0) 1(4
LAL 00  3(8) 3(7) 0@ 0@ 0(0)
DA 1(13) 7(18) 8(17) 0() 1(6) 1(4)
IS/NA 1(13) 26(68)° 27(59) 4(80) 17(94) 21 (91)°

LA, adherencia localizada; LAL, adherencia similar a la localizada, DA, adherencia
difusa e IS/NA, pocas o ninguna bacteria adherida sobre la célula. # p=0.0001
tEPEC vs. aEPEC segun prueba exacta de Fisher; b p=0.005 tEPEC vs aEPEC
segun prueba exacta de Fisher; ¢, p=0.01 diarrea vs control segun el test de X2,

En general, dentro del grupo de cepas aisladas de los pacientes el patrén
AL se encuentra significativamente distribuido entre las cepas tEPEC (p<0.05),
mientras el patrén IS/NA se encuentra relacionado con las aEPEC (p<0.05).
Del total de aislamientos, el patron IS/NA se encuentra significativamente
relacionado a las cepas de control en comparacion con las cepas aisladas de

los pacientes.

IV.7 Evaluacion de la capacidad para polimerizar actina

El fenotipo A/E fue evaluado mediante la medicion de la polimerizacion de
actina en las células HEp-2, y se usé como control positivo a la cepa prototipo
E2348/69. La visualizacién de la actina polimerizada se hizo mediante la
técnica de FAS (Figura 22).

El anadlisis se realizd en una sub-poblacion de cepas, en el que se
incluyeron sélo las EPEC que fueron aisladas como patdgeno Unico tanto en

los casos de diarrea como en los controles.
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Tabla 27. Polimerizacion de actina de las cepas de EPEC aisladas en la

poblacion
_ N (%) de cepas de EPEC
Fenotipo
Diarrea Control

Polimerizacion tEPEC aEPEC Total tEPEC aEPEC Total
de actina (n=8) (n=38) (n=46) (n=5) (n=18) (n=23)
P 6 (75)? 1(3) 8(17) 2(40)° 0(0) 2 (9)
NP 2 (25) 37(97) 38(83) 3(60) 18(100) 21 (91)

2 existe diferencia significativa entre el grupos tEPEC y aEPEC segun el test de X°

(p=0.0001); b diferencia significativa entre el grupos tEPEC y aEPEC segun el test de

X2 (p=0.056); P, polimerizan y NP, no polimerizan.

Dentro del grupo de cepas de EPEC aisladas de los pacientes observamos
que 6/8 (75 %) cepas tEPEC polimerizaron actina, caracteristica que estuvo
significativamente asociada a las cepas tEPEC dentro de nuestro grupo diarrea
(p<0.05), mientras que en las cepas tEPEC aisladas de los controles soélo
mostraron una tendencia a la asociacion (p=0.056) con la polimerizacion. Asi
mismo, 37/38 (97 %) aEPEC no polimerizaron actina. La Unica cepa aEPEC
dentro del grupo diarrea que polimeriza actina (D3207 23 abr 07) presentd un
patrén de adherencia difusa (DA) y tuvo un score de Vesikari de 10, es decir el
episodio de diarrea fue severo. Dentro del grupo control se observé
polimerizaciéon soélo en 2/5 (40 %) de tEPEC, mientras el total de aEPEC no

polimerizan actina (Tabla 27).

Figura 22. Visualizacion de actina mediante la técnica de FAS. A, esqueleto de actina de la
célula HEp-2 y B, célula con la actina polimerizada después de la infeccion con EPEC (flecha).
1000 aumentos.
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IV.8 Andlisis del Perfil de Proteinas de Secrecién

Se conoce que el perfil de proteinas que son secretadas por EPEC difieren
entre las cepas EPEC prototipo estudiadas, por ejemplo la cepa prototipo
B171-8 no secreta EspC (no tiene el gen que codifica para esta proteina), a
diferencia de la cepa E2348/69; por esta razén al evaluarse un grupo de cepas
aisladas de una poblacion se espera que la variacion entre los perfiles sea

mayor.

Para este analisis se sub-agrup6 la poblacion de 120 cepas de EPEC,
escogiendo sélo aquellas que se presentaron como patdégeno Unico en el
aislamiento, en ambos grupos, diarrea y control. Ademas en éstos grupos se
incluyeron aquellas cepas que tuvieron un patron definido de alelo de intimina
(se excluyeron los alelos no determinados), tratando de agrupar la mayor

variabilidad de alelos de intimina en cada grupo.

En total se analizaron 57 cepas, 42 cepas aisladas de casos de diarrea y
15 cepas de los controles sanos. Se usé como patron de comparacion los
perfiles de la cepa prototipo E2348/69, tanto en cultivo estatico como en
agitacion, y el criterio de seleccién usado para considerar a un perfil como
nuevo se basé en encontrar diferencias ya sea de presencia o ausencia de
bandas con respecto al perfil de la cepa prototipo. Fueron consideradas dentro
de un mismo perfil aquellas cepas que presentaran el mismo patron de
secrecion en sus respectivos cultivos en condiciones de agitacion o estéticos.
Basados en este criterio de seleccion se encontraron 11 perfiles diferentes al
perfil de la cepa prototipo E2348/69, los cuales fueron numerados del 1 al 11
(Figura 23, Tabla 28). Las caracteristicas de cada uno de los perfiles se

describen en el anexo 9.
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Figura 23. Perfiles de proteinas secretadas por cepas de EPEC aisladas de la poblacion.
Se observan 11 tipos de perfiles, que van numeradas desde el 1 al 11. (A) Corresponde a
cultivo en agitacion, y (B) a cultivos en condiciones estaticas.
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Tabla 28. Resumen del perfil de secrecion de proteinas entre las cepas tEPEC y aEPEC

Perfiles de Proteinas secretadas n (%)

Proteinas
Secretadas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10° 11
N=8 N=23 N=2 N=1 N=5 N=1 N=1 N=4 N=3 N=5 N=4

EspC + - +2 - - - - - + + .
EspB/D + - +P + +P + +P + - - -
EspA + - + + + + + - - - -
Otras - - - - - - +¢ - - - +4
tEPEC, 1(13) 3(13) 0(0) 1(100) 2(40) 1(100) 0() ©0(©) 0() 2(40) 0(0)
N=10
perA+ 1(13) 2(9) 0() 1(100) 2(40) 1(100) 0() O0(@©) 0() 2(40) 0(0)
EEZEC’ 7(88) 20(87) 2(100) 0(0) 3(60) 0(0) 1(100) 4(100) 3(100) 3(60) 4(100)
perA+ 3(38) 14) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(00 0@© 0@ 0 0( 0()

4 se observa una banda doble de EspC;b, se observan las bandas de EspB y EspD separadas; °, banda doble de mayor peso
molecular que EspC; 4 banda de ~ 60KDa; © ,en condiciones de cultivo estatico no secreta proteinas.
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Las cepas con Perfil 1 tienen el mismo patron de la cepa prototipo E2348/69,
mientras las cepas con los Perfiles 3, 4, 5 y 6 no secretan EspC, a excepcion del
perfil 3 que secreta EspC y una proteina de peso molecular mayor. Ademas, en el
Perfil 6 (n=1) no se aprecia la banda de la proteina EspA, que es la principal
unidad del complejo aguja del SSTT (Ogino y col., 2006), lo que indicaria que el
complejo aguja estaria afectado en esta cepa. Estos perfiles se agruparon dentro
del grupo 1 (perfiles 1, 3, 4, 5y 6), tal como se muestra en la tabla 29, que tiene
como caracteristica principal que existe secrecion de proteinas tanto en cultivos
en agitacion como estaticos, que es una caracteristica de las tEPEC (bfp+) que
poseen el operén per. Este grupo 1 se encuentra distribuido s6lo en casos de
diarrea (17 vs 0, p<0.05) (Tabla 29), y esta presente tanto en tEPEC (5/17, 29.4
%) como en aEPEC (12/17, 70.6%). Todas las cepas tEPEC fueron positivas al
gen perA 5/17, 29.2 % (Tabla 28).

Tabla 29. Grupos de perfiles de proteinas de secrecion segun la
condicion de cultivo en agitacién y en estatico

N (%) de muestras aisladas
Grupos P
Diarrea N=42  Control N=15 Total N=57

1 17 (19)® 0 (0) 17 (14) 0.009
2 15 (36) 8 (53) 23 (40) 0.4

3 5 (12) 3 (20) 8 (14) 0.36
4 3(7) 2 (13) 5 (9) 0.59
5 2 (5) 2 (13) 4(7) 0.28

& p<0.05 diarrea vs. control segun la prueba exacta Fisher. Grupo 1: perfiles
1, 3,4, 5y 6; grupo 2: perfil 2; grupo 3: perfiles 7, 8 y 9; grupo 4: perfil 10 y
grupo 5: perfil 11.

Los perfiles 7, 8 y 9 (Grupo 3 de la tabla 29) sélo secretan proteinas en
cultivos en agitacion; todas estas cepas de EPEC no tuvieron el gen perA, y se
encuentran distribuidas entre cepas de aEPEC (diarrea=5 y control=3). En el perfil
7 (n=1) se observa la secrecion de EspB/D y EspA, mas una banda de alto peso
molecular que EspC, resultado coincidente al reportado para la proteina EspP
(~135.7 KDa) de EHEC (Deng y col., 2005). En el perfil 8, sbélo se observa la
presencia de las proteinas EspB y EspD en cultivos en agitacién, y en uno de las

80



cepas estas proteinas se observaron separadas (D3028 03 ago 07). En el perfil 9
(n=3) sblo se observo la secrecion de la proteina EspC en dos cepas, mientras
gue en otra cepa se observo soélo la presencia de una banda doble de ~135.7 kDa

similar a la reportada en el perfil 7 (EspP).

El Perfil 10 (n=5) (grupo 4 de la tabla 29) s6lo se observaron secrecion de
proteinas en los cultivos estaticos. Sélo en una cepa de EPEC (D3193 22 ago 07)
se observo la secrecion de EspC en cultivos en agitacion. Este perfil lo
presentaron 3 aEPEC aisladas de casos de diarrea y 2 tEPEC (bfpA+ y perA+)
aisladas de controles.

En el perfil 11 (n=4) (grupo 5 de la tabla 29) se observaron bandas diferentes a la
del perfil de proteinas secretadas por la cepa prototipo E2348/69. Estos
fragmentos son observados tanto en cultivos en agitacion como en cultivos
estaticos. Este perfil fue observado tanto en EPEC aisladas en casos de diarrea
(n=2) como en controles sanos (n=2), todas estas cepas fueron atipicas (bfpA-y

perA-).

En la tabla 30 se resume la cantidad de cepas que presentaron los perfiles de
proteinas antes descritos. El perfil2 (23/57, 40%) se presentd con mayor
frecuencia en la poblacion analizada, siguiéndole en importancia el perfil 1 (8/57,
14%), el perfil 10 (5/57, 9%) y el perfil 5 (5/57, 9%). Esta observacion sugiere que
la mayor cantidad de cepas circulantes en la poblacién no secretaria proteinas
durante la infeccion. El gen perA es el regulador transcripcional relacionado con la
expresion de los genes cuando las bacterias crecen en condiciones estaticas.
Entre las cepas de EPEC evaluados, 9 cepas tEPEC y una cepa aEPEC (perfil 2)
fueron positivas a este gen. Podemos observar que perA se encuentra distribuido
entre los perfiles 1 (n=1), 2 (n=4), 4 (n=1), 5 (n=2), 6 (n=1) y 10 (n=2), en los que
se observd secrecion de proteinas en condiciones en condiciones estéticas, a
excepcion del perfil 2, en los que las cepas no secretan bajo ninguna condicion de
crecimiento. Asi mismo se observo claramente que en los perfiles en los cuales
s6lo hay secrecion en condiciones de agitacion (perfiles 7, 8 y 9) el gen perA no

se encontrg presente (Tabla 30).
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Tabla 30. Perfil de proteinas secretadas de las cepas de EPEC estudiadas

Diarrea N=42  Control N=15 tEPEC N=10; aEPEC N=47, perA+ Total N=57
Perfil n (%) n (%) n (%) n (%) N=11, n (%) n (%)
1 8 (19) 0 (0) 1 (10) 7 (15) 1(9) 8 (14)
2 15 (36) 8 (53) 3 (30) 20 (43) 4 (36) 23 (40)
3 2 (5) 0 (0) 0 (0) 2 (4) 0 (0) 2 (4)
4 1(2) 0 (0) 1 (10) 0 (0) 1(9) 1(2)
5 5(12) 0 (0) 2 (20) 3 (6) 2 (18) 5(9)
6 1(2) 0 (0) 1 (10) 0 (0) 1(9) 1(2)
7 1(2) 0 (0) 0 (0) 1(2) 0 (0) 1(2)
8 2 (5) 2 (13) 0 (0) 4(9) 0 (0) 4.(7)
9 2 (5) 1(7) 0 (0) 3(6) 0 (0) 3(5
10 3(7) 2 (13) 2 (20) 3(6) 2 (18) 5(9)
11 2 (5) 2 (13) 0 (0) 4 (9) 0 (0) 4.(7)
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Cabe resaltar que en todos los casos so6lo se consideré como presentes las
bandas que estuvieran claramente definidas (comparacién con la cepa prototipo
E2348/69), las bandas tenues como las observadas en la descripcion del perfil 2,
se consideran como “fondo” y son restos de componentes celulares como
producto de la ruptura de las bacterias en el momento de la manipulacion.
Cuando en el procedimiento se extraen una mayor cantidad de restos celulares se
obtienen bandas de mayor intensidad como las observadas en la descripcion del

perfil 3 0 6, que no fueron tomadas en cuenta al momento de hacer el analisis.

Las proteinas secretadas que se encuentran con mayor frecuencia en los
aislados de EPEC fueron las proteinas EspB/D, 23 de 42 casos de diarrea (55%)
y 4 de 15 casos de controles (27%) presentan esta proteina. Entre las cepas
tEPEC y aEPEC también se observo a estas proteinas como las mas frecuentes,
con una frecuencia de 7/10 (70%) y 20/47(43%) respectivamente. La proteina
EspA se encuentra significativamente mas frecuente en la poblacién de EPEC
aisladas de casos de diarrea comparada con los controles (p<0.05); mientras la
frecuencia de esta proteina entre las cepas tEPEC y aEPEC fue similar. La
proteina EspC se encuentra distribuida de manera homogénea entre nuestra
poblacién de EPEC y su frecuencia es de 15/42 (36%) en casos de diarrea y 3/15
(20%) en casos de control (Tabla 31).

Tabla 31. Frecuencia de proteinas secretadas dentro de la poblacién de

EPEC
Diarrea N=42 Controles N=15 tEPEC N=10 aEPEC N=47
Proteinas n (%) n (%) n (%) n (%)
EspC 15 (36) 3 (20) 3 (30) 15 (32)
EspB/D 23 (55) 4 (27) 7 (70) 20 (43)
EspA 21 (50)° 0(0) 5 (50) 16 (34)

2 Diferencia significativa entre el grupo diarrea y control segin la prueba de X*

VI. 7 Evaluacion de la actividad transcripcional usando el reportero CAT

Con el objetivo de analizar la regulacion de los activadores transcripcionales

Ler y PerA se midi6 la actividad transcripcional de los operén LEE2 y bfp
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respectivamente, en condiciones de crecimiento: agitacion y estatico, utilizando

fusiones transcripcionales al gen reportero cat.

El casete de kanamicina fue obtenido del plasmido pUC4K usando la enzima
de restriccion Pstl que corta en los extremos del casete, el fragmento obtenido

tuvo un peso molecular de 1200 pb (Figura 24).
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Figura 24. Digestion del plasmido pUC4K con la enzima Pstl. Carriles
(1): Marcador de peso molecular 1Kb (NEB) y (2): fragmento liberado
gue corresponde al casete de resistencia a kanamicina (flecha).

En la figura 25 se presenta a los plasmidos pCAT232 y pSEPZ11 con sus
respectivas regiones reguladoras liberadas después del corte con las enzimas de

restriccion BamH y Hindlll.

En el caso de la fusion pCAT232 la enzima corto6 en la posicion +4344 dentro
del casete de ampicilina, de esta manera este casete queda inactivado, y asi el
anico marcador de seleccion fue la resistencia a kanamicina (Figura 26 carril 3).

Solo en el caso de fusibn pSEPZ11 se tuvo que realizar una digestion parcial con
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la enzima Pstl debido a que la regidn reguladora del operon LEE2 también tiene
un sitio de corte para la enzima Pstl (Figura 26 carril 4). En un primer ensayo se
emplearon tiempos a partir de 2 min, pero incluso con este tiempo de incubacion
se obtuvo un fragmento de aproximadamente 1200 pb como producto del corte
entre el casete de ampicilina y la region reguladora del operon LEE2 (flecha larga)
y la cantidad de pladsmido sin digerir o linearizado tenia poca concentracién (flecha
corta). En un segundo ensayo se determind que el tiempo éptimo para la digestion
fue de 5 segundos seguido de un periodo de inactivacion de la enzima a 80°C
durante 5 min (Figura 27). Con este procedimiento se logré obtener una banda
que representaba al pldsmido abierto en un solo punto de corte, que pudo estar
ubicado tanto en la posicion +4344 (casete de ampicilina) como dentro de la
region reguladora de LEE2. Por lo que el paso siguiente luego de la insercién del
casete de kanamicina fue revisar que la resistencia a ampicilina quedara inactiva,
por lo tanto, sélo se seleccionaron aquellas construcciones en las que el casete

de kanamicina interrumpio el gen de resistencia a ampicilina.
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Figura 25. Digestion de los plasmidos pCAT232 y pSEPZ11 con BamH y
Hindlll. Carriles (1): marcador de peso molecular, (2) pKK232 linearizado
y region reguladora del operon bfp (~350 pb), y (3) pKK232 linearizado y
region reguladora del operon LEE2 (~ 590 pb).
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Figura 26. Digestion de los plasmido pUC4K, pCAT232 y pSEPZ11.
Carriles (1): Marcador de peso molecular, (2): pUC4K digerido, (3):
pCAT232 linear y (4): Digestiéon parcial de pSEPZ11 con periodos de
incubacion de 2 min.
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Figura 27. Digestion parcial del plasmido pSEPZ11. Carriles (1):
Digestién del plasmido con un periodo de incubacion de 5 seg (dos
carriles unidos, flecha grande); (2): Plasmido pSEPZ11 sin digerir (flecha
corta) y (3): Marcador de peso molecular 1Kb (NEB).
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Los fragmentos obtenidos mediante la digestion con Pstl, luego fueron
purificados del gel de agarosa usando el kit comercial QUIAquik Gel Extraction
(QUIAGEN) y corridos en un nuevo gel de agarosa para verificar su pureza y para
cuantificar de manera visual su concentracion, determinando como adecuada la
extraccion en la que la banda del inserto y del vector se observara bien definida y

sin bandas adicionales que pudieran contaminar el ensayo (Figura 28).
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Figura 28. Fragmentos purificados luego de la digestion con Pstl. Carriles
(1): Marcador de peso molecular 1Kb (NEB); (2): Casete de kanamicina

(flecha grande); y (3): pSEPZ11 linear (flecha corta).

Luego de obtenidos el inserto y el vector, éstos se ligaron en la proporcion
molar de 5:1 respectivamente, los plasmidos resultantes son mostrados en la
figura 29. A partir de las colonias Km"y Ap® se realizaron extracciones de los
plasmidos con el kit comercial QUIAquik Gel Extraction (QUIAGEN). La calidad y
pureza del ADN plasmidico obtenido luego fue analizada en un gel de agarosa al
1 % donde se pudo corroborar el peso molecular del plasmido obtenido y su

pureza (Figura 30).

87



Ampiciling Kanamicing  Ampicilina Regidn sepZ CAT/ CamPR

Pt Pt BomH Hindlll

B Ampicilina Kanamicina  Ampicilina Promotor &fo CAT/ CamR

Pt Pstl BomH Hindlll

Figura 29. Plasmidos con resistencia a kanamicina.(A) pSEPZ11 Km'.
(B) pCAT232 Km'. Se observa el casete de ampicilina interrumpido por
la insercion del casete de kanamicina en ambos plasmidos.
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Figura 30. Purificacion de los plasmidos con resistencia a kanamicina.
Carriles (1): Marcador de peso molecular; (2, 3 y 4): pSEPZ11 Km'de 3
cepas seleccionadas al azar y (5, 6 y 7): pCAT232 Km' de 3 cepas

seleccionadas al azar (flecha).

Luego los plasmidos fuercn digeridns con la enzima Pstl para que liberen el
inserto (casete de kanamicina) (Figura 31), observandose dos bandas, la de

mayor peso molecular corresponde al vector (flechas larga) y la segunda, de

menos peso molecular, al inserto (flechas corta).
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Figura 31. Plasmidos pCAT232 Km' y pSEPZ11 Km' digerido con Pstl.
Carriles (1): marcador de peso molecular, (2): pCAT232 con el casete de
kanamicina liberado (flecha corta) y (3): pSEPZ11 con el casete de
kanamicina liberado (flecha corta) (~1200 pb).

Medicién de la actividad transcripcional de promotores de bfpAy LEE2

De las cepas analizadas en el ensayo de perfiles de proteinas secretadas se
escogid una cepa (diarrea) que representara cada perfil. La actividad
transcripcional se midié bajo dos condiciones diferentes de crecimiento: agitacion
y estatico. La fusion pSEPZ11 tiene la regién reguladora del operon LEE2 del
islote de patogenicidad LEE, en cuya regulacion esta involucrada ler, por lo tanto
de manera indirecta el sistema nos indicaria si ler esta regulando la expresion de
genes en LEE; mientras que la fusion pCAT232 contiene la region reguladora del
operén bfp que es activado sélo por el regulador transcripcional per, por lo tanto
de esta manera se mide indirectamente si per esta regulando la expresion de

genes en EPEC.

Para caracterizar la actividad transcripcional del perfill se escogié a la cepa
prototipo E2348/69 que al mismo tiempo fue usada como referente para medir el
nivel de actividad transcripcional mostrado por cada cepa. También se escogieron
cepas representantes de los perfiles 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10 y 11 dentro del grupo
diarrea, y dentro del grupo control se tuvieron cepas que representaran a los
perfiles 2,8, 10y 11.
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Las cepas control de los perfiles 1, 4, 5, 7 y 9 no pudieron ser transformadas
con éxito, principalmente se observd que éstas no crecian en agar LB
suplementado con 40mg/mL de kanamicina. Este resultado puede explicarse por
dos razones principales, la primera hace referencia a una mala transformacion, en
donde el pldsmido no logré ser insertado en la bacteria, esta explicacion fue
descartada, pues el proceso se repitid tres veces, en las que no se tuvo éxito. La
segunda explicacion estaria relacionada con la viabilidad de las bacterias antes y
luego de ser transformadas. Se observo que durante la preparacion de las cepas
competentes, la poblacion disminuia durante los tratamientos de centrifugacion,
no observandose un precipitado notorio al igual que el resto de bacterias, lo que
indica que hubo abundante muerte de la poblacién, por que la bacteria es muy

labil ante los procedimeintos empleados.

De las cepas procesadas obtuvimos los resultados mostrados en las figuras
32 y 33. La figura 32 nos muestra las actividades transcripcionales de las
bacterias transformadas con el plasmido pSEPZ11 km'. En este ensayo
esperdbamos obtener algun nivel de transcripcion en todas las cepas. Las cepas
pertenecientes a los perfiles 4, 8 y 9 (aEPEC), no mostraron un nivel de
transcripcion en los cultivos en agitacion, a pesar de que estos perfiles
representan cepas que secretan proteinas en condiciones de agitacioén (perfil 4, 8
y 9). En el perfil 9 s6lo se aprecia la secrecion de EspC, que no es secretada por
el SSTT, pero su expresion si es regulada via Ler. La cepa que pertenece al perfil
4, ademas muestra secrecion en condiciones estaticas, como se observo en su
perfil de secrecion y es concordante con el nivel de transcripcién observado bajo

estas condiciones.

En las cepas de los perfiles 5 (tEPEC), 10 y 11 (aEPEC) se observa un nivel
de transcripcion mayor que el mostrado en la cepa prototipo, probablemente estas
cepas cuenten con activadores transcripcionales no caracterizados hasta el
momento, 0 en estas cepas los represores estan mutados o delecionados. En los
cultivos en condiciones estaticas en las cepas de los perfiles 5y 11 se mantiene
el mismo patron, mientras en la cepa del perfil 10 la actividad transcripcional es
notablemente menor en el cultivo en condiciones estaticas, caracteristica

observada en una aEPEC, que no cuenta con el regulador per, responsable de la
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regulacion en las condiciones de crecimiento estatico.

El nivel de transcripcion observado en la cepa del perfil 7 coincide con el
descrito de una cepa atipica (perA-), pues en condiciones estéticas el nivel de
expresion baja. El nivel de transcripcién observado en la cepa del perfil 2 (tEPEC
bfpA+, perA+) nos muestra un nivel de transcripcion mayor al de la cepa prototipo,
bajo las condicioens de crecimiento en agitacion y estatico. Mientras en el SDS-
page no se observa ninguna proteina secretada, este resultado que nos indicaria
que la secresion de proteinas estd afectada a nivel postraduccional, o el sistema
de secrecion (SSTT) esta afectado, pues las proteinas no llegan a secretarse al

exterior de la bacteria.

Figura 32. Actividades transcripcionales del operon LEE2 transformado con la fusion
pSEPZ11 Km'. Se observan las actividades de las cepas pertenecientes al grupo de
diarrea en dos tipos de cultivo: Agitacién y estatico.

La fusiébn pCAT232 Km' nos sirvié para evaluar la actividad transcripcional
regulada por perA. En la figura 33 podemos observar que las cepas que
pertenecen a los perfiles 1, 2 y 5 muestran actividad tanto en cultivos en agitaciéon
como en estéticos y es congruente con la presencia de los genes bfpA y perA en
estas cepas. En el caso de la cepa del perfil 8 (bfpA-, perA-) que presenta una
elevada actividad transcripcional en el cultivo en condiciones estaticas, esto

podria deberse a que tiene un regulador positivo no caracterizado o a que esta
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cepa tiene nuevo alelo del gen perA que no pudo ser reconocido mediante PCR.

El nivel de expresion de la cepa que pertenece al perfilll es considerado
como ruido de fondo, comparado con la cepa prototipo que sirve como referente,

cuyo valor es de aproximadamente 2000 pmol/mg/mL.

Figura 33. Actividades transcripcionales del operon bfp transformado con la fusion
pCAT232 Km'. Se observan las actividades de las cepas pertenecientes al grupo de

diarrea en dos tipos de cultivo: agitacion y estatico.
Estos resultados hay que tomarlos con cuidado, ya que existen diversos
factores que pueden estar involucrados en la expresion de los genes y en un

futuro son necesarios mas ensayos que nos ayuden a dilucidar las rutas de

expresion y factores involucrados en estas cepas.
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VIl.- DISCUSION

En este estudio fueron analizadas 120 cepas de EPEC (tipicas y atipicas)
aisladas de 1034 nifios con y sin diarrea durante un estudio epidemiolégico. Del
total de cepas, 74/936 (7.9%) EPEC fueron aisladas del grupo diarrea y 46/424
(10.8%) EPEC fueron aisladas del grupo control; éstos porcentajes de aislamiento
son similares a los reportados por otros investigadores (Afset y col., 2003) y asi
mismo muestran una alta prevalencia comparada con otros reportes (Knutton y
col., 2001; Vieira y col., 2001). Por otro lado, en un estudio conducido en Vietnam
se reportaron 44.9% (111/247) de aislamientos de EPEC en casos de diarrea y
7.2% (80/1108) de aislamientos en controles sanos (Alikhani y col., 2006); en este
estudio la identificacion se realiz6 por aglutinacion, usando 12 antisueros
diferentes; de este total de aislamientos sOlo 45/247 (18.2) y 16/1108 (1.4%)
cepas fueron positivas a EPEC en los pacientes y controles usando un PCR para
el gen eae, por lo que las frecuencias reales de aislamiento de EPEC son
similares a las obtenidas en nuestro proyecto. Este resultado ademas indica que
la deteccidn del gen eae por PCR es la prueba mas confiable para el diagndstico
de EPEC, ya que los serotipos son compartidos por los diferentes patotipos de E.
coli y es dificil asignar un determinado grupo “O” o “H” para el diagnéstico de
EPEC.

La presencia del gen bfpA, analizado en nuestro estudio, por mucho tiempo
se ha relacionado con cuadros de diarrea severos (Levine y col., 1985; Bieber y
col., 1998), pues codifica para una fimbria que esta involucrada en la adherencia
inicial de la bacteria al hospedero y ademas estéa relacionada con el fenotipo de
adherencia localizada de EPEC. La presencia de este gen divide a las cepas en
tEPEC (bfp+) y aEPEC (bfp-); y mientras en algunos estudios la frecuencia de
aislamientos de cepas tEPEC indica que estan significativamente asociados a
diarrea (Dulguer y col.,, 2003; Alikhani y col.,, 2006). En nuestro estudio la
prevalencia de las cepas tEPEC (bfp+) 26/120 (22%) fue menor comparada con la
frecuencia de aislamiento de las cepas aEPEC (bfp-) 94/120 (78%) (Tabla 15),
siendo este resultado consistente con los obtenidos previamente por otros
investigadores (Knutton y col., 2001; Afset y col., 2003).
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La asociacion de las aEPEC con la diarrea no es clara aun; algunos estudios
reportan que estas cepas estan significativamente asociadas a diarrea endémica
(Scaletsky y col.,, 1999; Vieira y col.,, 2001; Dulguer y col., 2003) y brotes
epidémicos (Hedberg y col., 1997; Yatsuyanagi y col., 2002; Jenkins y col., 2003)
mientras otros reportes indican que no existe asociacion con casos de diarrea
(Knutton y col., 2001; Afset y col.,, 2004). Sin embargo, la mayoria de estos
estudios indican que existe una alta prevalencia de nifios con diarrea causada por
aEPEC comparados con las tEPEC. Esto sugiere que las aEPEC expresan otros
factores de virulencia que compensan la ausencia del plasmido EAF y hace que
estas bacterias sean mas virulentas frente al hospedero. Vieira y colaboradores
(2001) analizaron la asociacién de 15 genes de virulencia (hyl, enterohemolisina
de EHEC,; aggA, subunidad de la fimbria de adherencia de EAEC; astA, toxina de
EAEC; entre otros) con la diarrea, el gen hyl fue el mas frecuente (44.1%) en su
poblacién analizada. Asimismo, Dulger y colaboradores (2003) analizaron un
subset de genes que codifican para factores de virulencia, entre ellos el gen astA
estuvo significativamente asociado a casos de diarrea, mientras Afset y
colaboradores (2006), mediante un estudio de microarrays determinaron
asociacion significativa entre los genes efal/lifA, set/ent, nleB, nleE a casos de
diarrea. Basados en nuestros resultados y en los antecedentes conocidos
planteamos la importancia de investigar nuevos marcadores moleculares

genéticos que sirvan como un indicador de mayor virulencia en EPEC.

El grupo de las cepas tEPEC es mas homogéneo en sus factores de
virulencia que las cepas atipicas principalmente en los genes codificados en el
plasmido EAF, bfpA y perA. Mientras la presencia del operén bfp es necesario
para clasificar este subgrupo de EPEC, el operdn per puede estar ausente o
delecionado en alguno de sus componentes (Okeke y col., 2001; Vieira y col.,
2001; Dulguer y col., 2003). En nuestro estudio dentro del grupo de cepas tEPEC
s6lo 16/26 (61.5%) de cepas fue positivo al PCR para el gen perA, mientras que
dentro del gupo de cepas aEPEC 5/96 (5.2%) fueron perA positivas. Este alto
namero de cepas per negativas en nuestra poblacion tiene dos posibles
explicaciones, una de ellas es que los cebadores usados en la PCR fallaron en el

reconocimiento de nuevos alelos presentes en la poblacion. Otra posibilidad es
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que el factor de virulencia codificado por este gen no sea importante en la
patogénesis y que otros reguladores compensen su ausencia.

La técnica de RFLP usada nos permitio diferenciar los alelos del gen de eae y
fue facil de implementar en un laboratorio de investigacion, ademas presento
mayores ventajas frente a las técnicas que se usan otros investigadores para
reconocer los alelos de eae, entre las técnicas usadas se pueden mencionar los
microarrays, HMA y RFLP (Ramachandran y col., 2003; Garrido y col., 2006; Ito y
col., 2007), técnicas con las que no se pueden diferenciar el total de alelos
conocidos, y es necesario usar mas de un par de cebadores para poder incluir la
totalidad de alelos. Con el RFLP usado en este estudio encontramos una alta
variabilidad entre los genes eae, bfpA y perA. Para el gen eae encontramos 13
alelos, entre ellos, los mas frecuentes fueron los alelos beta [34/120 (28%)],
kappa [14/120 (12%)] y theta [24/120, (20%)] (Tabla 18). Por otro lado los alelos
menos frecuentes fueron alpha (2/120) y beta2 (2/120), ademas los alelos alpha2,
eta, nu, rho y tau no fueron encontrados y siete cepas tuvieron un patrén

indeterminado de intimina.

En estudios relacionados donde evalud la variabilidad alelica del gen eae de
EPEC se observan como frecuentes en la poblacién los alelos beta, theta, gamma
y mu (Dulguer y col., 2003; Blanco y col., 2006a; Blanco y col., 2006b; Jenkins y
col., 2006; Kozub-Witkowski y col., 2008), lo que indica que nuestros resultados
estan de acuerdo con la situacién epidemiologica reportada en otras localidades.
En estos estudios no se evaluaron todos los grupos de alelos conocidos hasta
este momento, en algunos casos (Vieira y col., 2001; Dulguer y col., 2003) s6lo
usaron cebadores especificos para los alelos alpha, beta, gamma y delta, por lo
gue no se conocen los porcentajes de frecuencia del resto de alelos en muestras
humanas, pues sélo son reportados como no determinados, lo que no nos

permiti6 comparar con los datos obtenidos en nuestra poblacién.

Al comparar la distribucion de los alelos de eae entre la poblacién de diarrea 'y
los controles se observd que no existen diferencias significativas entre ambas
poblaciones. La comparacion de la distribucién alélica entre la poblacién de cepas

tEPEC y aEPEC, no nos otorgaria un resultado correcto, porgue se estaria
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comparando una poblacion de mayor numero de cepas (aEPEC, n=74), contra
una que tiene un numero mas pequefio (tEPEC, n=26), y el tamafio de la

poblacién puede ser una limitante de la poca variabilidad observada.

La distribucion y frecuencia de los alelos de los genes bfpA y perA en las
tEPEC fue similar a la reportada en la literatura (Lacher y col., 2007). Entre estos
alelos encontramos que bfpA-betal/7 esta significativamente relacionado con
casos de diarrea (50% vs. 0%, p<0.05) (Tabla 19). Mientras que el alelo perA-beta
tiende a estar mas relacionado a los controles (20% vs. 67%, p<0.05) (Tabla 20).
Estos resultados se presentan como nuevos entre los reportes, pues no hay

estudios caso-control que comparen la frecuencia alelica de estos genes.

Lacher y colaboradores (2007) encontraron 11 combinaciones de los alelos
de los genes bfpA y perA dentro del plasmido EAF; entre los cuales se observo
que cada alelo del gen bfpA esté relacionado sélo a un alelo de perA, por lo que
concluye que los genes dentro del plasmido EAF son conservados (Lacher y col.,
2007). Nosotros encontramos 12 combinaciones, siete de las cuales son nuevas
(Tabla 21). Entre las combianciones nuevas destaca el alelo alphal-bfpA que esta
asociado a 2 alelos de perA (beta y alpha), éste es un dato no reportado
previamente, pues en la literatura se describen que existen relaciones genéticas
estables entre los genes de los operones per y bfp (Lacher y col., 2007). Si bien
es cierto el numero de tEPEC es muy reducido para hacer conclusiones sobre
relaciones de ciertos tipos de alelos con la enfermedad, cabe resaltar que en este
estudio se ha encontrado una gran variabilidad en estos genes de virulencia, lo
gue nos lleva a sugerir que la heterogeneidad en sus secuencias y los patrones
de combinacion de los mismos podria estar relacionado con la severidad y
duracion de la diarrea. Se requiere un tamafio muestral mas grande para poder
obtener datos mas representativos que contribuirian a conocer la epidemiologia

de esta enfermedad en nuestro medio.

Asi mismo, la distribucion de los tipos de intiminas aisladas a partir de
diferentes hospederos sugieren que la especificidad por el tipo de hospedero y/o
la diferencia en el tropismo celular de las diferentes EPEC est& determinado por el

tipo de intimina expresada (Fitzhenry y col., 2002; Fitzhenry y col., 2003),
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haciendo que los patrones de colonizacion varien (Phillips y Frankel, 2000), esto
podria explicar la presencia de algunos tipos de intimina en episodios de diarrea
mas prolongada y ademas podria estar relacionado con la severidad de un
episodio de diarrea (Tabla 25, Figura 20). Nosotros agrupamos los datos clinicos
de los episodios de acuerdo al alelo de intimina, y observamos que el alelo kappa
(n=4) estd mas relacionado con episodios de diarrea mas severos (Tabla 25). A
pesar de que este alelo se encuentra distribuido de manera homogénea entre los
episodios de diarrea de corta y larga duracion (Tabla 22), hace falta sumar a esta
caracteristica otros sintomas clinicos causados por la enfermedad para evaluar el
episodio. Sélo una de estas cepas polimerizd actina y tuvo adherencia localizada
(tEPEC DbfpA+/perA-), mientras las 3 restantes no tuvieron un patrén de
adherencia definido y tampoco polimerizaron actina (aEPEC), pero estas cepas
causan una diarrea severa, por lo que no podemos desestimar que en estas
cepas no solo juegan un rol importante en su virulencia los genes analizados en
este estudio, sino, como se menciond antes hace falta evaluar un mayor nimero
de factores de virulencia, como son las fimbrias, toxinas y otros efectores, asi

como otros genes codificados dentro del LEE que incrementan la virulencia.

La presencia del operon bfp es reportado clasicamente como responsable de
incrementar la virulencia de EPEC (Nataro y Kaper, 1998; Okeke, 2001, Lacher et
al.,, 2007), nosotros observamos que entre nuestras 20 cepas de tEPEC
pertenecientes al grupo diarrea, las tEPEC (bfpA+/perA-) causaban diarreas de
corta duracién, mientras las cepas tEPEC (bfpA+/perA+) tienden a estar mas
asociadas a episodios de diarrea de larga duracion, siendo éstas a su vez mas
severos (Tabla 24). Vieira y colaboradores (2001) determinaron que cuando dos o
mas factores de virulencia evaluados en su estudio no se expresaban, la
patogenicidad de la cepas de EPEC disminuia, similar comportamiento
observamos en nuestras cepas tEPEC (bfpA+/perA-) que podrian presentar total o
parcialmente delecionado el operon per.

El fenotipo de adherencia localizada esta influenciada por diversas
condiciones ambientales como la fuente de carbono, temperatura y fase de
crecimiento de la bacteria (Mellies y col., 2007). De esta manera se determind

que en el medio DMEM se reproducian favorablemente las condiciones que
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necesita EPEC para reproducir el fenotipo LA. También existe un control a nivel
traduccional y transcripcional de la expresion de estos genes. Entre los sistemas
involucrados se pueden mencionar al sistema de dos componentes Cpx; si este
sistema no esta activado, el BFP no se ensambla (Nevesinjac y Raivio, 2005) y
por lo tanto no hay adherencia localizada, a pesar de estar presentes los genes
del operon bfp. Este fendmeno explicaria por que en nuestra poblacion tenemos
cepas tEPEC (bfpA+ y perA+) que no presentan el patrén de LA (Tabla 26). El
gen perA es el unico activador de los genes del operon bfp entre ellos el bfpA, por
lo tanto, al estar mutado éste los genes que estan involucrados con el fenotipo de
LA no se expresan (Bustamante y col., 2001). Esta afirmacion es congruente con
lo que observamos en los patrones de adherencia, 8/8 cepas de tEPEC evaluadas
tienen el gen perA 'y 75% (6/8) de estas cepas presenta el patron LA, de las dos
cepas que no presentan este patron una de ellas presenta el patron DA y la otra
no presenta adherencia a las células HEp-2. A diferencia de nuestro resultado,
Dulger y colaboradores (2003) encontraron que todas las tEPEC presentan un
patrén LA. En nuestra poblacion las cepas tEPEC aisladas de los controles sélo
presentan un caso de LA, el resto presenta el patrén IS/NA, que es un resultado
esperado al tratarse de cepas aisladas de controles sanos.

En las cepas aEPEC también se evalué el patron de adherencia a las células
HEp-2, siendo el patron mas representativo de esta poblacion el IS/NA. En otros
estudios para las aEPEC se ha reportado como prevalente el patron LAL (Dulguer
y col., 2003); también se han descrito algunos patrones nuevos como LC y LCC
(Vieira y col., 2001); la frecuencia de estos patrones diferentes y/o derivados del
patron LA en las aEPEC tiene relacion con la ausencia del gen bfpA en estas
cepas. En otro estudio conducido por Vieira y col. (2001), donde se evaluaron las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas de aEPEC se encontré un patron LA al
gue denomina LA6 luego de un periodo de infeccibn de 6 horas sobre células
HelLa y Caco-2. El tiempo de infeccién éptimo para EPEC es de 3 h, eluso de 6 h
en el periodo de infeccion fue empleado para permitir la deteccion del fenotipo AE
en cepas de EHEC que no presentan adherencia localizada (Knutton y col., 1991),
por lo tanto al incrementar durante 3 h el periodo de infeccién estamos induciendo
un tipo de adherencia que no tendria relacién con el patron de LA de las cepas
tEPEC, que requieren la expresion del gen bfpA y la formacién del pilus tipo IV
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BFP. En la poblacion analizada por Vieira y col. (2001) se también se encontrd
dos cepas bfpA+ (tEPEC) que no presentaron un patrén LA, sino un patron en el

que los agregados se encuentran sueltos, denominado LC (loose cluster).

Al igual que para la formacion del fenotipo de LA, para el fenotipo AE la
bacteria también responde a las condiciones de su ambiente y es regulado
principalmente en respuesta a la temperatura y fase de crecimiento de la misma
(Mellies y col., 2007). La medicién de la expresion del fenotipo AE se realizo
mediante la visualizacién de la polimerizacién de actina en la célula hospedero,
como parte de los cambios ocasionados luego de la infeccién por EPEC. Entre la
poblacién de tEPEC se observé que dos cepas no polimerizaban actina, una de
ellas (3264 14 nov 07) presenta un patron de adherencia IS/NA. La otra cepa
(D3080 12 feb 07) a pesar de tener el patron de LA, no polimeriza actina. Vieira y
col. (2001) encontraron resultados similares en su estudio. Dentro del grupo de
cepas que no polimerizaban actina en células HelLa, cuatro cepas si lo hicieron en
Caco-2 por lo que el grupo postula que una variante en el tipo de intimina hace
que ésta sea inactiva para polimerizar actina en las células HelLa, este hallazgo
reforzaria la propuesta de que la afinidad por el tipo de hospedero, en este caso el
tipo de cultivo celular usado en el ensayo, estaria determinado por intimina
(Fitzhenry y col., 2002; Fitzhenry y col., 2003). Dentro de los mecanismos de
regulacion que influyen en la expresion del fenotipo AE podemos mencionar a la
regulacion maestra ejercida por Ler, que al estar inactivada, los genes
involucrados en la formacion del fenotipo AE no se expresan, entre ellos
principalmente la intimina. Se observd que en cepas de EPEC donde no se
apreciaba polimerizacion de actina, tampoco se podia observar la expresion de
intimina mediante wester blot, 0 en algunos casos los niveles de expresion eran
bajos (Vieira y col., 2001). También cabe resaltar que los factores de virulencia
necesitan tener contacto con la mucosa organizada del hospedero para que
algunos genes se expresen y muchas veces los sistemas in vitro no emulan

completamente el sistema de infeccion in vivo.

Consistente con el control de temperatura para la formacion del fenotipo AE,
la secrecion de proteinas via SSTT ocurre a 37°C y pH 7. Nosotros evaluamos los

perfiles de secrecion de proteinas de EPEC como otro tipo de medicién de los
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factores de virulencia expresados por EPEC (fenotipo). Entre las EPEC
estudiadas, el mayor porcentaje (40%) de cepas no secreta proteinas durante su
cultivo y pueden considerarse diversos mecanismos involucrados en el bloqueo
de la expresidon de estas proteinas (EspA, B, D y C). Deng y col. (2004)
observaron que una mutacion en el gen ler inhibe la secrecion de las proteinas
EspB y Tir y por lo tanto del resto de proteinas codificadas dentro de los operones
donde se encuentran los genes respectivos. Dos de las cepas que no secretaban
proteinas (Perfil 2) dentro del grupos diarrea eran tEPEC y polimerizaban actina,
lo que nos estaria indicando que los genes del LEE si se estan expresando, por lo
que en estos casos el bloqueo de la secrecion de proteinas debe estar

relacionado con una falla en la formacién del SSTT.

Similares resultados de inhibicion de la secrecion fueron observados al estar
mutados los genes SepL y SepD (Deng y col., 2005) que funcionan como un
switch molecular que controla la secrecion de proteinas efectoras y
translocadoras. Cuando estos éstos mutados se inhibe la secrecion de proteinas
traslocadoras y aumenta la secrecion de proteinas efectoras. Otro gen que esta
involucrado en la regulacion de la secrecién de proteinas en EPEC es la
chaperona CesT (Thomas y col., 2005) inicialmente relacionada con Tir y Map,
pero que ahora se conoce que es necesaria para la secrecion eficiente de
efectores codificados en el LEE (EspA, B, D y Tir) asi como codificados fuera del
LEE (NleA y EspC). Como podemos observar son muchos los factores
involucrados en el buen funcionamiento del SSTT, por lo tanto nos seria dificil
establecer cual de éstos es el responsable de la deficiencia en secrecién de cada
caso particular. También se debe considerar que los genes de las proteinas de
secrecion pueden estar mutados o delecionados en el genoma bacteriano lo que
causa de su ausencia del perfil de secrecion. La secrecion de EspC es
independiente del SSTT, por lo tanto la ausencia de esta proteina en el perfil de
proteinas secretadas por las cepas de EPEC no indica que el SSTT esté

funcionando mal.

Ademas se evalubé la secrecion de proteinas bajo dos condiciones de
crecimiento, en agitacién y en estéatico (sistema saturado de CO,), en el primer

sistema GrlA es el activador de Ler, mientras que en el segundo el activador de
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Ler es el PerA, por lo que se espera que las cepas de EPEC que presenten el gen
perA secreten proteinas bajo ambas condiciones de crecimiento. Bajo esta
premisa se evalo la poblacion de EPEC, observando que en las cepas del grupo 1
(Perfiles 1, 3, 4, 5y 6) (secrecion en ambas condiciones de crecimiento) sélo 8 de
17 cepas (47%) presentaron el gen perA (Tabla 28 y 29). Existirian dos posibles
explicaciones a este hecho: que en estas cepas estuviera codificado un alelo del
gen perA gue no pudo ser captado por los cebadores usados en el estudio, o que
existen otros activadores del Ler involucrados en este sistema. Por otro lado,
entre las cepas de EPEC que no secretaron proteinas en condiciones de
crecimiento estatico no se observa el gen perA. Para las cepas del grupo 4 (Perfil
10) en las que solo se observo secrecidn en condiciones estaticas, la regulacion
estaria directamente relacionada al gen perA, este grupo esta compuesto por 2
cepas tEPEC (perA+) y 3 aEPEC (perA-), por lo que en este caso también se
postulan las mismas posibilidades antes mencionadas para el grupo 1, mientras
gue la falta de secrecion en condiciones de agitacion seria explicada por una falta

de GrlA en el sistema o0 una sobreexpresion del regulador GrIR en estas cepas.

Un ensayo complementario a las evaluaciones antes descritas fué la medicién
de la actividad transcripcional de dos operones involucrados en la patogénesis
causada por EPEC, bfp y LEE2. Con la medicion de la actividad del primer operon
se evalla la regulacion de la expresion de genes a partir de PerA y con la
medicion de la actividad del segundo operon se evalla la regulacion mediada por
Ler. Se evalu6é un numero reducido de cepas, entre las que se incluy6 una cepa
representante de cada perfil de proteinas secretadas para evaluar las actividades
transcripcionales. Se esperaba que las cepas pertenecientes a los perfiles 1,4y 5
presentaran actividad transcripcional con la fusion pSEPZ11 en condiciones de
crecimiento estatico y en agitacion, pues estas cepas secretan proteinas en
ambas condiciones, pero la cepa del perfil 4 no presenté actividad en condiciones
de agitacion, y la actividad que mostré en crecimiento estatico fue muy baja (831
pmol/mg/min) comparada con el nivel promedio de la cepa prototipo E2348/69
(2000 pmol/mg/min). Similares resultados se observaron con las cepas de los
perfiles 8 y 9 que no mostraron actividad en condiciones de agitacion. No se
obtuvo éxito en la transformacion de estas cepas, por lo que las actividades no

reflejaron los resultados encontrados en los perfiles de secrecion de proteinas. En
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el caso de la cepa del perfil 10 se observé actividad transcripcional en ambos
tipos de cultivo, aunque so6lo hubo secrecién de proteinas en condiciones de
crecimiento estatico; mientras en condiciones de agitacion solo se observo la
secresion de EspC, por lo que se cree que en este caso los genes del LEE no
pueden ser activados por Ler por una accion de represores como el HN-S que se
une directamente a los operones del LEE (Mellies y col., 2007), pero para poder
obtener una conclusion acerca del comportamiento de este grupo es necesario
evaluar la presencia del gen ler en todas las cepas y observar si el patron es

constante en todas.

Por otro lado, las transformaciones con las fusiones pCAT232 fueron
congruentes con la presencia del gen perA, aunque en el caso de la cepa del
perfil 8 se observd una elevada actividad (7872 umol/mg/min), a pesar que esta
cepa no tiene el gen perA, y al no estar descritos otros activadores involucrados
en la activacion de bfp (Bustamante y col., 2001), se cree que el gen perA no fue
detectado en esta cepa. En el caso de la cepa del perfil 4, la transformacion no
tuvo éxito, al igual que con la fusion pSEPZ11. En base a estos resultados
debemos resaltar que existen diversos factores que pueden estar involucrados en
la expresidon de los genes y en un futuro son necesarios realizar mas ensayos que
nos ayuden a dilucidar las rutas de expresion y factores involucrados en estas
cepas; y asi mismo se deben incluir nuevas cepas en cada grupo para evaluar si
los resultados son similares en todas y si se observa una tendencia en el

comportamiento de los niveles de transcripcion.
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VIIl. CONCLUSIONES

La frecuencia de aislamientos de cepas EPEC tanto en el grupo control

como en el grupo diarrea fue similar.

La frecuencia de aislamiento de cepas aEPEC fue alta; estos resultados

fueron similares tanto en el grupo control como en el grupo diarrea.

Existe una gran variabilidad de alelos en los genes eae, bfpA y perA

evaluados en la poblacion de EPEC estudiada.

Los alelos de intimina mas frecuentes fueron beta, kappal y theta tanto en
el grupo diarrea como en el grupo control, mientras que para los genes
bfpA y perA los alelos mas frecuentes fueron bfpA-betal/7 y perA-beta,

respectivamente.

Se encontraron 4 patrones de adherencia, LA, LAL, DA e IS/NA. El patron

de adherencia mas frecuente fue IS/NA.

La polimerizacién de actina estuvo relacionado significativamente a las

cepas tEPEC tanto en casos de diarrea como en controles.

Se encontraron 11 patrones de perfiles de secrecion, entre los cuales el
mas frecuente fue el perfil2, que se caracterizO por no secretar ninguna

proteina durante su crecimiento.

Las cepas gue secretan todas las proteinas evaluadas en el estudio estan

relacionadas a los casos de diarrea.

Las proteinas EspB/D son las mas frecuentes entre las cepas de EPEC

evaluadas.

La proteina EsSpA esta significativamente relacionada a los casos de

diarrea.
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e Los resultados de las actividades transcripcionales del operén LEE2 no se

relacionaron con los resultados de los perfiles de proteinas de secrecion.
e Las actividades transcripcionales del operdn bfpA al estar reguladas sélo

por el regulador perA, son congruentes con los datos de presencia o

ausencia de este geny con el perfil de proteinas secretadas observado.
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IX. RECOMENDACIONES

El ADN obtenido por shock térmico so6lo debe usarse durante 3 meses, pues
pasado este tiempo tiende a degradarse y para obtener un porducto de PCR de
concentracion y calidad deseados el ADN molde debe estar integro.

Para obtener una conclusion acerca de la distribucion de la frecuencia de
alelos de genes de virulencia circulantes en la poblacion se debe contar con un
tamafo muestral grande. Con los resultados mostrados en este trabajo se puede
conocer la frecuencia de aislamiento de EPEC en nuestra poblacion que se puede

extrapolar a la poblacion infantil peruana.

En el ensayo de infeccion de los cultivos celulares HEp-2 con bacterias, se
debe procurar trabajar con un nimero reducido de cepas, ya que es una técnica
gue implica mucho tiempo de trabajo y un célculo exacto de poblacién bacteriana
agregada a los cultivos celulares para que los resultados sean comparables entre
unay otra cepa.

Los estudios de genotipo siempre deben estar ligados a un estudio de
fenotipo para poder relacionar los resultados de presencia/ausencia de genes,
con su expresion, ya que muchas veces la presencia del gen no siempre indica

gue ésta sea activo en la bacteria estudiada.
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XI.- ANEXOS

Anexo 1. Numero de acceso de las secuencias de
ADN de los alelos de eae

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/).

Gen N° acceso Gen N° acceso
M58154

eae-a AJ879902 eae-n2 | AJ876652

AF449418

eae-a2 AF530555 eae-60 | AJ876652

eae-f3 AF200363 eae-/ AJ308551

AJ715407 AF530553

eae-f32 AF530556 eae-12 | AJ308551
eae-£3 AJ876651 eae-k | AJ308552

AF530557
eae-y AF071034 eae-A AJ715409
AF025311
eae-y2 AF449418 eae-y | AJ705049
eae-0 AJ875027 eae-v AJ705050
eae-¢ AF116899 eae-¢ AJ705051
AJ584841,
eae-c2 AF530554 eae-o parcial
eae-£3 AJ876650 eae-m [ AJ705052
eae-¢4 AJ876651 eae-p AJ748082
AF449417
eae-¢ AJ271407 eae-o | AJ781125
eae-n AJ308550
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Anexo 2. Patrones de restriccion del producto de PCR eae—escD bajo un RFLP convencional con las enzimas Alul y BstNI

alelo Intimina  Amplicon

Patrones de digestion con Alul

Patrones de digestion con BstNI

(bp)
alpha 1952 4, 149, 155, 226, 476, 942 5,48, 138, 171, 217, 289, 346, 738
alpha 2 1952 7, 16, 139, 149, 250, 334, 476, 581 5,48, 138, 171, 217, 346, 1027
beta 1950 39, 100, 492, 581, 738 138, 217, 294, 394, 907
beta 2 1940 16, 79, 139, 141, 161, 247, 261, 420, 476 5, 48, 138, 217, 289, 346, 897
epsilon 1.1 2036 139, 190, 270, 355, 492, 590 138, 217, 394, 1287
epsilonl1.2 2142 139, 190, 228, 233, 270, 492, 590 138, 217, 394, 1393
epsilon 1.3 2142 139, 233, 270, 418, 492, 590 138, 217, 394, 1393
epsilon 2 2137 16, 456, 476, 1189 8, 48, 138, 189, 217, 346, 1191
eta 2140 16, 100, 177, 190, 227, 232, 270, 452, 476 56, 64, 87, 102, 138, 307, 1386
gamma 1.1 1984 16, 134, 139, 476, 1219 138, 217, 365, 394, 870
gamma 1.2 1984 16, 134, 139, 476, 1219 138, 217, 394, 1235
iota 1.1 1824 16, 139, 447, 476, 746 48, 138, 217, 346, 1075
iota 1.2 1824 16, 139, 447, 476, 746 48, 138, 217, 346, 1075
iota 2 1831 16, 21, 57, 100, 186, 476, 975 87,102, 138, 307, 1197
kappa 1.1 1939 16, 138, 139, 162, 282, 342, 384, 476 48, 138, 222, 346, 1185
kappa 1.2 2716 16, 17, 114, 138, 139, 162, 167, 282, 342, 367, 476, 496 48, 138, 214, 222, 346, 1748
lambda 2665 7,16, 22, 34, 45, 89, 112, 112, 139, 151, 219, 225, 232, 366, 420, 476 138, 217, 394, 1916
mu 2006 16, 47,121, 139, 474, 476, 733 5, 48, 138, 217, 346, 1252
nu 1944 16, 97, 229, 277, 353, 476, 496 56, 64, 87, 102, 138, 307, 1190
omicron 2020 16, 26, 36, 43, 54, 87, 127, 240, 263, 277, 375, 476 17, 64, 87, 138, 158, 307, 466, 783
rho 2013 16, 18, 139, 162, 191, 199, 222, 476, 590 138, 217, 394, 1264
theta 2011 14, 16, 21, 81, 138, 146, 163, 165, 395, 872 48, 138, 217, 346, 1262
tau 1942 16, 25, 127, 221, 277, 357, 443, 476 64, 138, 158, 289, 394, 899
Xi 2141 139, 227, 233, 492, 1050 138, 193, 217, 394, 1199
zetal.l 1946 16, 38, 125, 341, 476, 950 48, 138, 346, 411, 1003
zeta l.2 1946 16, 38, 125, 341, 476, 950 48, 138, 346, 411, 1003
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Anexo 3 A. Patrones de restriccion del producto de PCR de bfpA

obtenidos mediante un RFLP convencional.

Patrones de digestion (pb)?

Alelo bfpA

Alul Bfal BstNI
alphal 408 408 155, 253
alpha2 408 75, 333 155, 253
alpha3 408 75, 333 408
betal/7 16, 54, 113, 231 (225°) 39, 375 414
beta2 16, 170, 228 414 414
beta3 16, 54, 344 39, 375 414
beta4 16, 177, 215 39, 369 408
beta5 16, 54, 113, 225 39, 369 408
beta6 16, 392 39, 369 408

4 pares de bases

® tamafio de banda del alelo beta7

_, las bandas que estan marcadas con guion bajo no son detectadas por una
electroforesis convencional.

Anexo 3 B. Patrones de restriccion del producto de PCR de perA

obtenidos mediante un RFLP convencional.

Patrones de digestion (pb)?
Alelos de perA

Ddel Sau96l
alpha 13, 74, 82, 417 586
beta 13, 74, 499 586
gamma 82,87, 417 174, 186, 226
delta 87, 499 226, 360

4 pares de bases
_, las bandas que estan marcadas con guién bajo no son detectadas por una
electroforesis convencional.
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Anexo 4. RFLP del gen eae con Alul. Las muestras pertenecen a los casos de

diarrea obtenidos en el estudio de cohorte.

Anexo 5. RFLP del gen eae con BstNIl. Las muestras prtenecen a los casos de

diarrea obtenidos en el estudio de cohorte.
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Anexo 6. Lista de cepas prototipo de EPEC, usadas como control positivo en los

ensayos de RFLP.

N | Cadigo Alelo eae |Alelo bfpA Alelo perA 0] H
1|Beta alpha alpha 1 alpha 3 55 6
2 |E990 kappa alpha 1 Alpha 86| [h34]
3| E2348/69 alpha alpha 1 alpha 1.1 127 6
4| HSP19/4 kappa alpha 1 Alpha 86| [h34]
5|009-271082 beta alpha 2 Alpha 111| [h2]
6(2309-77 beta alpha 2 alpha 5.1 111 2
7 | DIF 043256 beta alpha 2 Alpha 111 2
8 | Stoke W beta alpha 2 Alpha 111| [h2]
9|/ RN191/1 beta alpha 2 Alpha 111 2
10(10 beta 2 alpha 3 Beta 119 6
11|0659-79 beta 2 alpha 3 beta 1 119 6
12|010-311082 mu alpha 3 beta 1 76 51
13| RN410/1 beta 2 alpha 3 Beta 119 6
14|012-050982 eta beta 1 alpha 4 142| [h21]
15|7188-93 beta 2 beta 2 delta 1 110 6
16 |CA89-4221 alpha beta 3 gamma 2 142 6
17 |E56/54 beta beta 4 alpha 8 128 2
18|C771 alpha beta 5 alpha 142 6
19 |E851/71 alpha beta 5 alpha 10 142 6
20 | MA551/1 mu beta 5 alpha 9 55| [h51]
21| RN587/1 alpha beta 6 beta 2 157 | [h45]
22| PT91-2 iota beta 7.2 Beta 86| [h8]
23| TB227C iota beta 7.2 beta 1 86| [h8]
241830542 alpha beta 7.1 beta 3 157 | [h45]
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Anexo 7. Composicion de los medios de cultivo celular usados

Medio de Cultivo Celular (MCC)

DMEM (Dulbecos modification Eagle Médium)......... 5.0 mL
ANtIDIGLICOS, ... . e 5.0 mL
L-glutamina (100 MM)........uuumiiiiiiiieeeeee e 5.0 mL
Piruvato de sodio (100 MM)........cceeeeeeeiiiiiiieeiiin, 5.0 mL
Suero fetal BOVINO............oooiiiiiiii e 50.0 mL

Medio de Adherencia (MA)

DMEM.. .. 500 mL
HEPES 100 MM (PH=7.0)...ccooeiieeeeeieeeeeee e 11.9 g (PM 238.3)
D-Man0oSaLY0 ....ooiviiiiiiiiie e 509
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Anexo 8. Aprobacion del Comité de Etica de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia
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Anexo 9. Perfiles de proteinas secretadas de cepas aisladas de poblacién
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Perfil1: este perfil es similar por el
presentado por la cepa prototipo
EPEC E2348/69, en el que se
observan las bandas que
corresponden a las proteinas
EspC, EspB/D y EspA en cultivos
con agitacion (a) y en estético (b).

Perfil2: En este perfii no se
aprecian proteinas secretadas y
corresponde a una cepa mutante
en el gen ler (E2348/69Aler), en
cultivos con agitacion (A) y en

estatico (B).
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Perfil 3: En este perfil la banda de
EspC se muestra como una doble
banda, la segunda banda es
ligeramente de menor peso
molecular en ambos tipos de
cultivo. EI resto del perfil de
proteinas de  secrecibn  se
mantiene igual en ambos tipos de
cultivo. No obstante la banda
correspondiente a las proteinas
EspB/D aparece separada, siendo
EspD la de mayor peso molecular.
Estas caracteristicas se observan
en cultivos con agitacién (A) y en
estatico (B).

Perfil 4: En este perfil no se
aprecia la banda de EspC, pero si
se aprecia EspB/D y EspA. Asi
mismo aparece una banda nueva
de aproximadamente 55KDa
(flecha), en cultivos con agitacion

(A) y en estético (B).
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Perfil 5: En este perfil no se
observa la banda de EspC en las
dos condiciones de crecimiento.
Se observan las proteinas EspB y
EspD separados. También
aparece la banda EspA. El patrén
se repite en cultivos con agitacion
(A) y en estético (B).

Perfil 6: En este perfil en el
cultivo no se expresa EspA en las
dos condiciones de crecimiento.
Mientras EspB/D es secretada en
cultivos con agitacion (A) y en
estatico (B). La banda EspC

aparece solo en cultivo estético.
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Perfil 7: En este perfil la banda
de EspC no aparece, en
cambio se observa una banda
gue se muestra como un
doblete, de mayor peso
molecular (flecha). El resto del
perfil de proteinas de secrecion
se mantiene igual soOlo en
agitacion (A), pues en el cultivo
estatico (B) no hay secrecion
de proteinas.

Perfil 8: en este perfil sélo en
el cultivo en agitaciobn se
aprecia la banda de EspB/D
como una banda simple (A) o
separada (B), mientras en el
cultivo estatico no se observa

secrecion de proteinas (C).
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Perfil 9: En este perfil sélo se
observa la banda de EspC o una
doble banda de mayor peso
molecular en el cultivo en
agitacion (A y B) mas no en

cultivo estético (C).

Perfil 10: En este perfil en el
cultivo en agitacion (A) sélo se
observa la secrecion de EspC o
en alguna variante incluso puede
estar ausente; mientras en el
cultivo estético (B) el perfil es
similar a la de la cepa prototipo,
EspC (puede estar ausente,
dependiendo si aparece 0 no en
el cultivo en agitacion), EspB/D, y
EspA.
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Figura 11. Perfil 11. En este perfil
sb6lo se aprecia una banda de
aproximadamente 60KDa en
ambos cultivos. En una variante
aparece a demas una banda de
aproximadamente de 25KDa.
Cultivos con agitacion (A) y en

estético (B).




