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RESUMEN

En la septicemia aviar, al igual que en la mayoria de las infecciones bacterianas, la
adherencia del patdgeno a los tejidos del huésped es importante para el desarrollo de la
enfermedad, adicionalmente algunas bacterias tienen la capacidad de penetrar a la ¢élula
huésped como un mecanismo de patogenicidad.

En este trabajo se investigo la capacidad de una cepa de Escherichia coli patogénica
aviar (APEC) para unirse a la fibronectina (Fn) y laminina (Lm), componentes
importantes de la matriz extracelular. Ademas se establecid un cultivo primario de células
epiteliales obtenidas de traquea de pollos para medir la adherencia de la cepa APEC y
determinar si la bacteria es capaz invadir in vifro a estas células, lo cual se compardé con
una cepa de referencia K12 DH5a.

Los resultados mostraron la unién de la bapteria a la Fn y Lm y la adhesion revel6 ser
dependiente de la concentracién bacteriana por ensayos basados en ELISA. Mientras que
por medio de Far wester blot utilizando un extracto crudo de la cepa APEC se observd
una banda inmunoreactiva de ~130 kDa en los ensayos de interaccion con la Fn y una
banda de ~30 kDa en el caso de Lm, sugiriendo que las uniones son mediadas por
proteinas bacterianas especificas. La adhesion a la traquea es considerada importante en
la patogenicidad de la cepas causantes de septicemia, la cepa APECYA21 mostrd
capacidad para unirse a explantes de este tejido, lo cual fue acorde con la adhesion que
mostrd tener sobre células de epitclio traqueal mantenidas en cultivo. Finalmente, se
observé que la cepa de estudio pudo invadir células de epitelio traqueal de pollo, lo cual
es compatible con la naturaleza de la enfermedad.

Estos resultados podran ser la base para estudios posteriores encaminados a dilucidar
el significado de la adherencia a componentes de la matriz extracelular y los efectos de la

invaston bacteriana en la patogénesis de las infecciones causadas por APEC,



ABSTRACT

Avian septicemia is a systemic disease where bacteria attach and invade the avian
respiratory tract and enter the bloodstream and vital organs. The disease frequently
occurs after respiratory tract damage. The tissue damage allows bacteria to encounter an
exposed basement membrane, where laminin and fibronectin are important components
and this could be a primary site for infection.

Avian pathogenic Escherichia coli (APEC) cause this extraintestinal disease utilizing
several virulence factors. Adhesion to the trachea is the critical initial step for septic
APEC pathogenicity.

In this work the ability of APEC to bind fibronectin and laminin was investigated.
Using far western dot blot analysis, we demonstrated the ability of this microorganism to
bind such glycoproteins in vitro. Results from an ELISA based approach indicate that the
binding was bacterial-dose dependent. Furthermore, two specific APEC polypeptides of
30 kDa and 130 kDa reacted with laminin and fibronectin respectively.

Futhermore, the ability of this isolate to associate with modeis of tracheal epithelium
was investigated. The APEC isolate was able to adhere to an avian tracheal explant
model of infection. In addition, a primary cell culture, derived from chicken tracheal
epithelium was development and demonstrated the ability of APEC to attach and invade
avian tracheal epithelium cells in vitro. These results are critical to the understanding of
the initial point of entry of APEC in the avian model of septic infection. In addition, our
results are compatible with the nature of the disease and give information to understand
the pathogenesis of avian septicemia.

Further evaluation of the potential bacterial adhesins may provide insights into

pathogenesis of colibacillosis.



INTRODUCCION

Escherichia coli patogénica aviar causa diferentes sindromes en aves, siendo la
septicemia la manifestacion mas severa. Esta enfermedad tiene gran importancia en la
industria avicola, principalmente en la del pollo de engorda, debido a las pérdidas
econdémica que ocasiona, tanto por la morbilidad, como por la alta mortalidad que se
presenta, aunada a esta problematica esta la falta de vacunas exitosas para prevenir el

padecimiento.

Adn cuando se han descrito diversos factores de virulencia en las cepas de Escherichia
coli patogénica aviar, se¢ desconocen algunos eventos en la patogénesis de esta
enfermedad que ayuden a entender completamente su fisiopatologia y que con estos

conocimientos se puedan proponer estrategias que coadyuven en su prevencion y control.

La principal entrada de la bacteria es por via aérea y la septicemia aviar
frecuentemente se presenta en el contexto de dafio en el tracto respiratorio ocasionado
previamente por patdgenos primarios como virus ¢ micoplasmas, de manera que pueden
estar expuestos componentes de la matriz extracelular. Poco se conoce acerca de las
interacciones de Escherichia coli patogénica aviar con este tipo de moléculas, las cuales
pudieran contribuir potencialmente a la colonizacién bacteriana en los tejidos. Otro
aspecto de la enfermedad es su naturaleza sistémica que implica la entrada de la bacteria
en ¢l torrente circulatorio para llegar a organos vitales y ocasionar la muerte de las aves
afectadas por este patégeno. No se tiene totalmente claro los mecanismos por medio de

los cuales la bacteria atraviesa la barrera epitelial y alcanza la via sanguinea, trabajos



previos sugieren que una via potencial para que esto ocurra podria ser la internalizacion

de Escherichia coli patogénica aviar en c€lulas epiteliales de vias aéreas.

En los ultimos afios se ha reconocido que algunos patdgenos bacterianos pueden
inducir su entrada a células epiteliales, evento denominado “invasion inducida por la
bacteria”, lo cual puede permitir a estos microorganismos situarse en un nicho protegido
o en algunos casos conferirles la capacidad para atravesar epitelios, por tanto esto se ha

considerado un aspecto importante en la patogénesis de algunas enfermedades.

Para dilucidar eventos que pudieran estar asociados con las infecciones causadas por
Escherichia coli patogénica aviar, uno los objetivos de este trabajo fue determinar la
capacidad de la bacteria para unir a la fibronectina, proteina ampliamente distribuida en
la matriz extracelular asi como a la laminina, componente importanie de la membrana
basal. Otro de los objetivos planteados fue conocer si E. coli patogénica aviar se adhiere e

invade a células epiteliales de origen aviar mantenidas en cultivo.

Los resultados indicaron que E. coli patogénica aviar une a fibronectina y laminina
inmovilizada lo cual ocurre de manera dependiente de la concentracién bacteriana,
ademas se detectaron potenciales adhesinas que pudieran mediar esta unidn. Se observéd
ademas que este patdogeno bacteriano puede internalizarse en células epiteliales, lo cual
pudiera ser explicado en base a la naturaleza de la enfermedad. Considerando estos
hallazgos, sera importante llevar a cabo mas estudios que nos permitan entender el

significado de estos eventos en la fistopatologia de la septicemia aviar,



HIPOTESIS

Escherichia coli septicémica aviar se adhiere a componentes de la matriz extracelular

y a células epiteliales y es capaz de internalizarse en células epiteliales en cultivo



OBJETIVO GENERAL

Establecer la capacidad de adherencia de Escherichia coli patogénica aviar a la matriz
extracelular y a células epiteliales de origen aviar, asi como determinar su habilidad de

invasion a estas células en cultivo.



OBJETIVOS PARTICULARES

l.- Determinar la capacidad de adherencia de Escherichia coli patogénica aviar a

fibronectina y laminina.

2- Medir el grado de adhesion por Escherichia coli patogénica aviar a células de epitelio

traqueal de¢ pollo mantenidas en cultivo.

3.- Establecer la capacidad invasiva de Escherichia coli patogénica aviar a células de

epitelio traqueal de pollo mantenidas en cultivo.



ANTECEDENTES

4.1 Escherichia coli

Escherichia coli es una enterobacteria gramnegativa, anaerobia facultativa, no
esporulada que mide usualmente entre 2-3 um de largo y 0.6 pm de ancho y forma parte
de la microflora normal intestinal de los animales y del hombre, aunque no es Ia especie

predominante de este hébitat, ya que solo constituye del 0.1 al 1% del total de la biota
intestinal (Hirsh, 2004).

Algunas cepas de E. coli son patdgenas y se caracterizan porque muestran
especificidad de huésped y portan atributos de virulencia caracteristicos. En 1883
Theodor Escherich identificé a E£. coli en muestras clinicas humanas e inicialmente la
denominé Bacterium coli, posteriormente Lignieres en 1894, describié una enfermedad

causada por E. coli en aves y demostrd la patogenicidad del microorganismo (Blanco et
al., 1996).

Al grupo de enfermedades causadas por cepas de este microorganismo se le denomina
colibacilosis, término que se utiliza para designar diversas manifestaciones entéricas y
sistémicas en diferentes especies animales. Actualmente se clasifica a las cepas patégenas
de E. coli en aquellas que causan enfermedades intestinales y las que originan
enfermedades extraintestinales, las manifestaciones clinicas de las enfermedades

dependen del sitio infectado (Blanco ef al., 1996; Blanco er al., 1998).

La colibacilosis en aves es una enfermedad infectocontagiosa, cosmopolita,
sobreaguda, aguda o cronica que muestra diferentes sindromes principalmente
extraintestinales, los cuales son de gran importancia en la industria avicola a nivel

mundial (Gross, 1991; Dho Moulin y Fatrbrother, 1999; La Ragione y Woodward, 2002).



4.2 Colisepticemia aviar.

E. coli patogena aviar (APEC) produce una variedad de infecciones extraintestinales
que incluyen: peritonitis, celulitis, salpingitis, sinovitis, infeccion del saco vitalino,
sindrome de la cabeza hinchada, coligranuloma, y principalmente la enfermedad
respiratoria y la septicémica, estas uUltimas son las que ocasionan grandes pérdidas
econdmicas en la industria avicola, especialmente en la del pollo de engorda (Gross,
1991; Dho Moulin y Fairbrother, 1999; La Ragione y Woodward, 2002).

La manifestacién mas severa de la colibacilosis aviar es la septicemia (colisepticemia)
que ocurre frecuentemente en parvadas afectadas por otras infecciones respiratorias; se
cree que E. coli puede actuar como patdgeno oportunista después de la accion del
Mycoplasma gallisepticum o de virus como el de la bronquitis infecciosa y el de la
traqueitis (Gross, 1991; Majé et al, 1997), sin embargo, experimentalmente se ha
reproducido la septicemia inoculando solamente E. coli en aves libres de patdgenos
(Nakamura et al., 1992).

La septicemia aviar puede presentarse en aves de todas las edades, pero afecta
principalmente a animales entre cinco y doce semanas de edad, produciendo altos indices
de morbilidad y en casos extremos una mortalidad supertor al 20% (Gross, 1991; Ginns
et al., 2000). Se ha establecido que existe una serie de factores predisponentes que son
importantes en la presentacion de la enfermedad, los cuales reflejan el inadecuado
manejo zootécnico de las granjas de cria de pollos; entre los que destacan temperaturas
extremas, hambre, sed, mala ventilacion, exceso de poblacién, de polvo y de vapores de

amoniaco (Dozois ef al., 2000; La Ragione y Woodward, 2002).

La mayor parte de las pérdidas economicas en las granjas de cria intensiva de pollos o
pavos, ademas de las causadas por la mortalidad, se producen por la falta de desarrollo de

las aves y por el costo de los tratamientos (Ginns ef al., 2000).



Para la prevencion de la septicemia aviar se han ensayado diferentes protocolos de
vacunas (Kwaga er al., 1994; Penhambari y Gyles, 1998; Amosko et al., 2004), sin
embargo, los resultados hasta ahora han sido muy limitados ya que solo protegen contra
la cepa homologa de la cual se derivaron. La terapia antimicrobiana es una importante
herramienta en la reduccidon de la mortalidad asociada con la colibacilosis aviar, sin
embargo, ¢l uso indiscriminado de los antibidticos es probablemente la causa principal

del alto porcentaje de resistencia detectado en ese tipo de cepas (Blanco ef al., 1997).

4.3 Patogénesis

La septicemia aviar es una enfermedad sistémica en la cual la bacteria alcanza el
torrente sanguineo y organos internos. La via de entrada de APEC es principalmente
aérea, debido a la inhalacién de polvo contaminado con heces, posteriormente la bacteria
coloniza el epitelio traqueal, para luego pasar a pulmén, probablemente este €s un sitio
importante para la diseminacion de la bacteria. APEC tiene la capacidad de evadir la
fagocitosis y resiste a los efectos bactericidas del complemento y esto trae como
consecuencia una infeccidon gencralizada con la llegada de la bacteria a los 6rganos
parenquimatosos y la muerte de las aves (Blanco et al., 1996; Dho Moulin y Fairbrother
1999, La Ragione y Woodward 2002).

Otra manera de causar la infeccion generalizada puede ser a través de los sacos aéreos
y no se descarta que la infeccion pueda ocurrir porque la bacteria atraviese la pared
intestinal, pasando a la sangre y de ahi a otros érganos, incluso a los propios sacos aéreos

(Leithner y Heller, 1992).

4.4 Factores asociados a la patogenicidad.

Algunos componentes bacterianos, se han relacionado con la capacidad de las cepas
APEC para colonizar, persistir y causar dafio durante su trayecto por el huésped. Dho
Moulin y Fairbrother, (1999) han clasificado estos factores de virulencia como: a) los que
dan a la bacteria capacidad para adherirse al tracto respiratorio, b) los que confieren

resistencia a la accidn bactericida del suero, ¢) aquellos que permiten la multiplicacidn



bacteriana a través de expresion de sider6foros de hierro y d) los que producen efectos

citotoxicos.

Ademas, la mayoria de las cepas APEC pertenecen a un reducido niimero de serotipos,
lo que le confiere wvalor e¢pidemioldgico. Blanco ef al., (1998) reportaron que
aproximadamente el 60% de las cepas causantes de septicemia se engloban en tres

serotipos el O1:K1, 02:K1 y O78:K80, mientras que los serogrupos mas comunes son
02, 035y O78.

Entre los factores que confieren capacidad de adherencia a los tejidos del huésped
destacan la fimbria tipe 1 (F1); un alto porcentaje de cepas APEC expresan esta molécula
y ain cuando su papel en la patogenicidad no es muy claro; se ha observado que las cepas
que la expresan tienen una gran capacidad de adherencia a epitelio de la traquea y a sacos
aéreos y también s¢ cree que es importante en la colonizaciéon de pulmones. Fl esta
constituida por una proteina principal, Fim A, asociada a las proteinas Fim F, Fim G y en
la parte terminal se localiza la adhesina Fim H, que es la responsable de la habilidad de
esta fimbria para unirse a los receptores de o-D-manosa, los cuales se encuentran sobre
diversas células epiteliales de mucosas y varias c€lulas inflamatorias (Dozois et al., 1994,
Vidotto et al., 1997). Otra fimbria importante ain cuando se han observado en baja
proporcidn en las cepas APEC es la denominada P, que se expresa en cepas que
colonizan los sacos aéreos, pulmones y drganos internos, lo que esto sugiere que puede
estar involucrada en la colonizacion de organos sistémicos y subsecuentemente en la

septicemia (Dozois et al., 1992; Dho Moulin y Fairbrother, 1999).

La fimbria curli es un polimero de 15 a 17 kDa, se expresa In Vitro bajo condiciones
de baja osmolaridad y es otro de los apéndices bacterianos d¢ las cepas APEC, a la cual
se le ha atribuido la capacidad de mediar la unién al plasmindgeno y a otras proteinas d¢
la cascada de la coagulacion, ademas parcce estar relacionada con la adhesién a proteinas
como la fibronectina y laminina, (Provence and Curtis 1992; Hammar et al., 1996)
aunque en cepas APEC no se¢ comprobado este titimo evento. El papel de curli en la

colisepticemia aviar no ha sido completamente elucidado, se sugiere que puede contribuir
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en la colonizacion temprana y en los estados iniciales de la infeccién (Maurer ef al.,
1998), adicionalmente los ensayos de Gophna ef al. (2001) sugieren que niveles altos en
la expresion de curli pueden mediar la internalizacidn de la bacteria a lineas de células

cucariotes mantenidas en cultivo.

Otro factor asociado a la patogenicidad de cepas APEC es la proteina Tsh
(hemaglutinina sensible a la temperatura), que pertenece a una familia de
autotransportadores. De acuerdo a Dho Moulin y Faibrother (1999), existe una alta
incidencia de los genes s en cepas patogenas comparada con E. coli aislada de aves
clinicamente sanas. Tsh es importante en la colonizacién en sacos aéreos, en los que
podria actuar como una proteasa sobre un sustrato especifico en estos o6rganos
(Stathopoulos et al., 1999; Dozois et al., 2000). Mas recientemente en estudios realizados
por Kostakioti ef al., (2004) se atribuye a un dominio funcional de Tsh que es secretado

(Tshy), la capacidad para adherirse a fibronectina y al colageno tipo IV.

Por otra parte, aunque el flagelo no es considerado una adhesina, en cepas APEC se ha
demostrado que la mutacion del flagelo, disminuye de manera significativa la adherencia
a una linea celular de secrecion mucosa, lo cual apoya el concepto de que el flagelo es
importante en la mediacion de la penetracion a la mucosa. Otros reportes demuestran que
el flagelo es importante en ia colonizacion, invasion y persistencia en un modelo de

colisepticemia en aves libre de patégenos (La Ragione et ai., 2000a, b).

La resistencia al suero es un factor de virnlencia importante en cepas APEC, se ha
demostrado que diferentes estructuras bacterianas contribuyen en este evento como la
capsula, el plasmido ColV y proteinas de membrana externa (Wooley er al., 1992;
Mellata ef al., 2003a). Asi, s¢ ha reportado que cepas APEC que portan el antigeno K1
son mas resistentes a los efectos bactericidas del suero que cepas con otros antigenos
capsulares (Blanco et al., 1996). Por su parte el plasmido ColV que ha sido detectado con
alta frecuencia en aislamientos extraintestinales de E. coli, codifica para la sintesis de la
colicina V, y se le atribuyen funciones como la resistencia a la accién litica de

complemento y a la fagocitosis; en cepas APEC se ha demostrado que son mas virulentas
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las cepas que portan este plasmido que aquellas que carecen de él (Waters y Crosa, 1991;
Blanco et al., 1996). Ademas, Tivendale et al., (2004) han sugerido que en el plasmido
ColV se localizan los genes fsh. Un factor de virulencia sumamente importante en las

cepas APEC es la resistencia a la fagocitosis como lo muestran los trabajos de Mellata et

al., (2003b).

La expresién de sider6foros acrobactina estd relacionada con la patogenicidad de
capas APEC para la captacion de hierro y se tiene conocimiento de que el gen de

acrobactina se localiza en el plaismido ColV (Dho Moulin y Faibrother, 1999).

En relacién a la produccién de toxinas por las cepas APEC, se ha reportado que la
toxina letal de pollos (CLT) puede estar involucrada en el proceso patogénico de la
septicemia aviar, aunque su expresién no estd distribuida ampliamente (Dho Moulin y
Faibrother, 1999) también se ha identificado a la toxina vat, que induce la formacion de
vacuolas en células en cultivo y se ha reportado que las cepas que la producen son muy

virulentas (Parreira y Gyles, 2003).

Sin embargo, ain cuando ha habido grandes avances en el conocimiento de los
factores asociados a la patogenicidad de las cepas causantes de la colisepticemia aviar, no
se tienen claros diversos eventos en la fisiopatologia de esta enfermedad como son
aquellos que ocurren después de la adherencia de la bacteria al ¢pitelio traqueal y que
permiten la diseminacion bacteriana por todo el organismo. No se descarta la posibilidad
de que las cepas APEC puedan adherirse a componentes de la matriz extracelular, al
quedar ésta expuesta después de un dafio previo a los tejidos, causados por patégenos
primarios, como una manera para la colonizacién de los tejidos; otro proceso eventual
seria ¢l que la bacteria pudiera internalizarse en células epiteliales como una estrategia
para atravesar los epitelios y alcanzar el torrente sanguineo. Por tal motivo se describen a
continuacion reportes de la adherencia bacteriana a células epiteliales y a componentes de
la matriz extracelular, asi como eventos de la invasion bacteriana a células epiteliales por
diversos patogenos que fueron considerados como antecedentes del trabajo que se

desarrollo.
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4.5 Adherencia bacteriana.

La interaccion entre bacterias y los tejidos del huésped o proteinas solubles es
crucial en el desarrollo de la mayoria de las enfermedades infecciosas tanto para la
adhesién primaria y la colonizacién tejido-especifica como para la invasién del patdgeno
en los diferentes tejidos de su huésped. La adherencia bacteriana ocurre entre moléculas
de superficie del microorganismo que pueden ser fimbriales o afimbriales y receptores
del huésped generalmente constituidos por glicolipidos o gliocoproteinas; las bacterias no
adherentes son rapidamente eliminadas por mecanismos inespecificos de defensa del
huésped, tales como el peristaltismo, €l movimiento ciliar y ¢l flujo de liquidos, o por el
recambio de células del epitelio y de la capa mucosa (Hultgren et al., 1993; Preissner y

Shingh, 2000).

Diversas adhesinas microbianas pueden mediar la union a los tejidos, al inicio de la
infeccion, pudiendo unirse a células no fagociticas o a la matriz extracelular (MEC) y
muchos microorganismos invasivos entran a la célula del huésped después de unirse a
estructuras de superficie; la adhesion no solo es necesaria al inicio de la infeccidn sino
que puede ocurrir durante el trayecto bacteriano para unirse a moléculas blanco como
parte de las estrategias de patogenicidad y dado que la superficie de las células del
huésped contienen proteinas, glicoproteinas y glicolipidos, éstos pueden ser receptores
para la union bacteriana, de igual manera la MEC como fuente rica en glicoproteinas
puede ser utilizada por la bacteria como nicho de adherencia (Preissner y Shingh, 2000;

Tran van y Sansonetti, 2000).

La unién a la célula puede conducir a alteraciones estructurales y/o funcionales de las
proteinas del huésped y a la activacion de mecanismos celulares que influyen en la
invasién del patogeno a células y tejidos; no solamente facilitando la entrada de
patdgenos a las células huésped, sino que asi también €stos puedan escapar de la accién
de ciertos antibidticos. Algunas interacciones con componentes de! huésped, sean estos

solubles o inmovilizados, pueden enmascarar la superficie microbiana y por lo tanto
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interferir con la presentacion del antigeno y proveer de una estrategia de evasion de la

respuesta inmune (Preissner y Shingh, 2000; Tran van y Sansoneitti, 2000).

4.6 Matriz Extracelular.

La MEC es un tejido activo biolégicamente compuesto por una compleja mezcla de
proteinas y polisacaridos que afectan las actividades celulares en un organismo, las
interacciones entre las c€lulas eucariontes y los componentes de la MEC, son mediados
por los receptores celulares especificos —las integrinas- que unen a la MEC con el
citoesqueleto Las proteinas que forman la MEC, son de dos tipos funcionales; las
adhesivas, en donde se incluyen a la fibronectina y laminina entre otras, y las

estructurales como el colageno (Alberts et al., 2002).

La lamina basal, es una matriz extracelular bien definida y especializada, se presenta
como una delgada capa flexible de 40 a 200 nm de grosor que delinea a los epitelios del
revestimiento interno del conducto respiratorio, digestivo y vasos sanguineos; también
rodea a algunos tipos celulares. En la constitucion de la ldmina basal es fundamental la
laminina, la cual tiene sitios de union con receptores de la membrana plasmaética, algunos
autores también consideran a la fibronectina como un componente de la lamina basal,
mientras que el colageno tipo IV es una proteina estructural (Alberts et al., 2002;

Preissner y Shingh, 2000).

4.6.1 Laminina.

La laminina es una glicoproteina, que como ya se sefiald, se localiza
predominantemente en la ldmina basal delineando epitelios. Su peso molecular es de
entre 850 y 900 kDa, es producida por una variedad de células, incluyendo a las
embrionarias y epiteliales. La molécula heterotrimérica consiste en las cadenas de
polipéptidicas: A (o) de 400 kDa, B1 (B)de 220 kDa y B2 (y) de 220 kDa, las cuales son
ensambladas dentro de una estructura en forma de cruz con tres brazos cortos y uno largo,
conectadas por un puente disulfuro que se localiza en el centro de la cruz (Skubitz ef al.,
1988; Fijiwara et al., 2001). La laminina contiene un 15% de carbohidratos, y puede

interactuar con otras moléculas de laminina, con colageno tipo IV, con
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glicosaminoglicanos como heparan sulfato y con receptores de membrana plasmatica,
con estos Ultimos a través de diferentes receptores celulares entre ellos las integrinas.

(Fijiwara et al., 2001)

4.6.2 Fibronectina.

La fibronectina es una glicoproteina heterodimérica de la MEC con un peso molecular
de 450-550 kDa que contiene de un 4-9% de carbohidratos, y presenta dos formas: la
plasmaética que se localiza en plasma, saliva, liquido cerebroespinal y amniético, y la
forma celular que es insoluble, localizandose en los tejidos conectivos intersticiales y en
la MEC, y esti en su mayoria unida a la superficie de la célula o depositada como un
multimero insoluble en la MEC e interactiia con la célula por medio de las integrinas
(Sarén et al., 1999; Wierzbicka y Schwarzbauer, 2003). Las fibronectinas usualmente
existen como un dimero compuesto por dos cadenas seimejantes unidas por un par de
puentes disulfuro cerca de su extremo carboxilo terminal; cada mondmero consiste en
unidades repetitivas denominadas tipo I, Il y III. Tiene sitios de glicosilacidn
predominantemente en repeticiones tipo 1II, los cuales estabilizan a la molécula contra la

hidrélisis y modulan su afinidad para algunos sustratos (Wierzbicka y Schwarzbauer,
2003).

En la fibronectina celular, cada subunidad esti dividida en una serie de dominios de
union, tiene forma en varillas separadas por regiones flexibles y contiene: a) sitios de
enlace para otros componentes de la matriz que ayudan a unir mol€culas diversas en una
red estable; y b) sitios de enlace para receptores situados en la superficie de la célula que
sirven para mantener una union estable entre la MEC y la ¢élula e incluyen dominios de
union para las integrinas que son receptores celulares que enlazan la MEC con el
citoesqueleto, sitios de unioén con el colidgeno, para la heparina, para la actina y para
proteinas del plasma como la fibrina, asi como para proteoglicanos (Pankov y Yamada,
2002; Wierzbicka y Schwarzbauer, 2003),
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4.7 Adherencia bacteriana a la MEC.

La capacidad de las bacterias para adherirse a elementos de la MEC ha sido
considerada como una estrategia de patogenicidad de manera que, la identificacion y
caracterizacion de componentes que median la adhesion a la MEC, es indispensable para
entender los aspectos moleculares de la patogénesis. Se ha reconocido que muchos
microorganismos expresan adhesinas para la matriz extracelular del huésped, a estas
adhesinas en general se les ha llamado componentes microbianos superficiales que
reconocen moléculas adhesivas de la matriz las cuales se abrevian como MSCRAMMs
(del inglés: microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules) (Patti

et al., 1994), sin embargo, pocas MSCRAMMs han sido identificadas y caracterizadas.

Patti ef al., (1994) seiialé que para que una molécula pueda ser considerada como una
MSCRAMM deberia cumplir con tres caracteristicas: a) localizarse en la superficie
celular microbiana, b) reconocer un ligando macromolecular, localizado exclusivamente
en la MEC, o bien, moléculas de la MEC que puedan tener una forma soluble y
localizarse en los liquidos corporales, y c¢) la interaccién entre MSCRAMM vy
componentes de la MEC, debe ser de alta afinidad y especificidad; sin embargo mas
recientemente se han descrito adhesinas que median unién con uno o varios componentes

de la MEC (Nallapareddy et al., 2000; Fink et al., 2002).

La interaccion bacteriana a formas insolubles de proteinas de la MEC, que se
encuentran en la superficie de las células epiteliales es importante ya que ademas de
permitir la fijacion de los patdgenos a la MEC, esta unién puede también promover la
adhesion de la bacteria a la célula huésped mediante un mecanismo puente, en el cual el
patogeno se adhiere con la proteina de la MEC y ésta a su vez interactia con la célula
eucarionte mediante receptores de superficie, como las integrinas (Tran van y Sansonetti,

2000).

Tejidos dafiados por diferentes tipos de trauma, en los cuales queda expuesta la MEC

son blanco de colonizacion e infeccion, ya que diversos microorganismos expresan
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componentes de superficie que reconocen a moléculas de la MEC (Preissner y Shingh
2000).

4.7.1 Adherencia bacteriana a la laminina

A continuacion se describen diferentes patdgenos bacterianos que han mostrado unién
con la laminina, se ha reportado por ejemplo que, debido a que la exposicién a laminina
es mas frecuente en tejidos inflamados, bacterias como Pseudomonas aeruginosa se une
a esta proteina de la lamina basal del epitelio del tracto respiratorio dafiado, una vez que
ha quedado expuesta y se cree que la afinidad bacteriana por la laminina puede tener

algln significado bioldgico en la patogénesis de la infeccién (Plotkowski et al., 1996).

También se ha demostrado que uno de los patégenos neonatales mas importantes para
los humanos, el Streptococcus agalactie daiia el epitelio pulmonar lo cual conduce a la
exposicion de la membrana basal, con la consecuente union a la laminina, evento que se
sugiere es critico para la colonizacion del epitelio y la invasion de la bacteria al torrente
sanguineo (Spellenberg ef al., 1999). En algunos casos, se ha seflalado que la union a la
laminina se utiliza como un mediador para la adhesion del patogeno con la célula
huésped (Kukkonen et al., 1998; Terao et al., 2002; Dubreuil e al., 2002) y en otros
casos ha quedado demostrado que la unién bacteriana con la laminina contribuye a la
virulencia (Tahir y Skurnik, 2002).

La interaccién especifica de bacterias con la laminina es mediada por diversas
moléculas de superficie, se han reportado como adhesinas a estructuras fimbriales
(Virkola et al., 1993; Hammar ef al., 1996; Kukkonen et al., 1998) y no fimbriales como
proteinas de membrana externa (Fliigel ef al., 1991; Plotkowski ef al., 1996; Valkenen ef
al., 1997; Cameron, 2003), componentes del LPS (Valkonen et al., 1994; Dubreuil et al.,
2002) o proteinas de membrana con funcién de autotransportadores (Fink et al., 2002).

En algunas infecciones causadas por patégenos con capacidad de unirse a laminina se

han logrado detectar anticuerpos dirigidos contra las adhesinas bacterianas que median
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esta interaccion, lo que indica que en esos casos la adhesina es expresada in vivo durante

dichas infecciones (Cameron, 2003).

También se ha demostrado que la adherencia a la laminina puede promover la
penetracion bacteriana a través de los tejidos, asi se conoce que algunas cepas de
Salmonella entérica serovar Typhimurium se unen a las cadenas a-manosa de laminina,
por medio de la fimbria tipo 1, y adicionalmente expresan un receptor plasminégeno que
les confiere capacidad para degradar a fa laminina y potencialmente penetrar a través de
la membrana basal, sin embargo, estos hallazgos y su contribucién a la virulencia
necesitan ser analizados in vivo (Kukkonen et al., 1998). Mientras que en el caso de cepas
de E. coli causantes de infeccion intestinal diarreica y septicemia en bovinos, se cree que
la adherencia a la laminina potencializa la translocacion de la bacteria a través de las
barreras epiteliales del intestino hacia la circulacién, en este caso la unién es mediada por
la fimbria G (F17) y se cree que este evento podria incrementar la colonizacion potencial

del microorganismo a tejido intestinal dafiado (Saarela ef al., 1996).

Por otro lado en cepas de E. coli asociadas a la meningitis del recién nacido en
humanos, se ha establecido que un mecanismo de patogenicidad es la adhesién a la
membrana basal subendotelial. Ensayos In Vifro han demostrado que las cepas que
expresan la fimbria S, se adhieren fuertemente a la laminina inmovilizada, esta unién
puediera ser importante en la patogénesis de la enfermedad ya que se ha encontrado que
la fimbria S se expresa en sangre y liquido cerebroespinal en un modelo experimental
murino (Virkola et al., 1993).

4.7.2 Adherencia bacteriana a la fibronectina

La fibronectina es el prototipo de proteinas de adhesion a la que se unen
microorganismos patogenos, se ha reportado la unién de més de 16 especies bacterianas y
la interaccion con bacterias gram positivas a sido ampliamente caracterizada. Diversos
microorganismos utilizan a la fibronectina como mediador para adherirse a la ¢élula
huésped (Preissner y Shingh, 2000) y ademas esta union puede ser un mecanismo puente

para la internalizacién bacteriana a la célula huésped, como ha sido reportado en
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Streptococcus equi cuya unién con la fibronectina es determinante para promover la
internalizacion a las células epiteliales (Lindmark y Guss, 1996), de igual forma, la
fibronectina media la internalizacion de S. pyogenes, a la célula huésped a través de la
unién de la proteina M con la integrina asp; (Chaussee et al., 2000). Para Neisseria
meningitidis la adherencia a la fibronectina determina su internalizacion a la célula
epitelial y se ha sugerido que este evento, tiene un posible papel en la patogénesis de la
meningitis causada por esta bacteria (Eberhard ef ai., 1998). También se reconoce que la
adherencia bacteriana con la fibronectina es un paso clave en la patogénesis de las
infecciones causadas por algunas bacterias como es el caso de Staphylococcus aureus, ¢l
cual presenta una familia de adhesinas tipo MSCRAMM, que inducen a la adherencia y
la internalizacion a la célula huésped, estas adhesinas pueden actuar como moléculas

puente entre la FnBP y la integrina asf3; (Shinha et al., 2000; Heyer et al., 2002).

En otro tipo de microorganismos como Campylobacter jejuni, la capacidad de union a
la fibronectina es clave para una exitosa invasién a la célula huésped, como lo han
demostrado los resultados de Monteville y Konkel, (2002) mientras que en la enfermedad
de Lyme un evento importante en su patogenia es la capacidad de Borrelia burgdorferi
para unirse al epitelio, se tienen evidencias de que los anticuerpos anti-fibronectina
inhiben por competencia la adherencia de la espiroqueta a las células epiteliales, lo cual
sugiere, que la unién a fibronectina esta involucrada en la adherencia a la célula huésped
(Probert y Johnson, 1998).

Se han identificado diversas moléculas bacterianas que median la union con la
fibronectina como el icido teicoico en Staphylococcus epidermidis (Williams et al.,
2002) y proteinas de pared celular en diferentes especies de estreptococos (McArthur et
al., 2004). Algunas micobacterias unen a la fibronectina a través de proteinas de
superficie, y esta interaccion facilita la colonizacién al permitir la unién bacteriana en

areas donde el epitelio se encuentra dafiado (Secott ez al., 2002).

En infecciones causadas por Haemophilus ducreyi un miembro de la familia de

autotransportadores promueve su adhesion Iz Vitro a la fibronectina y laminina y se
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especula que esta unién es importante en la colonizacion del tracto respiratorio por este
patogeno (Fink et al., 2002). En el caso de Erysipelothrix rhusiopathiae una proteina de
superficie media la adherencia a la fibronectina (Shimoji ef al., 2003), mientras que en

C. jejuni y en Yersinia enterolitica 1a unién con esta molécula se atribuye a proteinas de

membrana exierna (Konkel e7 al., 1997; Monteville et al., 2003; Shuze-Kopp et al., 1993)

En algunas infecciones, se han detectado anticuerpos anti-moléculas de unién a la
fibronectina, sin embargo se desconoce su significado en el proceso patogénico, ademas
se ha considerado tan importante la adherencia bacteriana a la fibronectina de manera que
se ha propuesto el uso de moléculas de unidn a la fibronectina como inmunégenos para

prevenir infecciones como se reportd para S. pyogenes (McArthur et al., 2004)

Los sitios de unién a los diferentes dominios estructurales y funcionales de la
fibronectina son importantes en la adhesién especifica con las bacterias como se ha
reportado para H. influenzae que interactia especificamente con el dominio de 45 kDa de
unién al coligeno (Virkola et al., 2000}, por su parte S. pyogenes se une a la region N-
terminal (Oechmcke ef al., 2004) y en N. meningitidis el sitio de unién ha sido localizado
en el dominio de unién a la célula de 75 kDa (Eberhard et al., 1998). Streptococcus
pneumoniae se une a la fibronectina inmovilizada en el dominio de unién a la heparina,
en el extremo carboxilo terminal, un sitio distinto al que se pegan la mayoria de las
bacterias (van Der er al., 1995), también Mycobacterium tuberculosis, se adhiere a este

dominio (Pasuola ef al., 2002).

En la patogénesis de la infeccién causada por cepas enterotoxigénicas de E. coli en
becerros, se ha considerado que ademds de la produccién de toxinas la union a la
fibronectina puede representar un mecanismo de patogenicidad, al mediar adherencia a
los tejidos. Visai ef al., (1991) examinaron la unién Jn virro de estas cepas con
fragmentos proteoliticos de la fibronectina y demostraron que la bacteria es capaz de
interactuar tanto con el dominio aminoterminal como con el dominio de unién a la

heparina.



20

Para el caso de las cepas APEC, se ha atribuido a la fimbria curli, la unién a
fibronectina y laminina (Provence y Curtis, 1992) sin embargo solo s¢ encontrd en la
literatura este reporte. Posteriormente Kostakioti e al., (2004) seiialaron que el
autotransportador Tsh compuesto por: d una secuencia sefial sec, un dominio asociado a
membrana y un polipéptido secretorio de 106 kDa, es capaz de unirse In Fitro a la
fibronectina y al colageno tipo 1V, pero no a la laminina, a través de su dominio

secretorio denominado Tshs.

4.8. Internalizacion bacteriana a células no fagociticas

En varias infecciones la adhesién a la superficie de 1a célula o incluso a componentes
de la MEC puede dar como resultado la internalizacion bacteriana a la célula huésped lo
cual se considera un aspecto importante en la patogénesis de algunas enfermedades.
Aunque las células fagociticas estin adaptadas para internalizar patégenos, las c€lulas no
fagociticas profesionales usualmente no endocitan particulas grandes, sin embargo,
algunos patdgenos bacterianos pueden inducir su propia entrada a la célula huésped,
evento denominado, invasion o fagocitosis inducida por la bacteria; esto le permite al
patdogeno situarse en un nicho protegido y, en algunos casos le confiere la capacidad de

pasar a través de las barreras epiteliales (Ireton y Cossart, 1998).

La fagocitosis y la invasion bacteriana son mecanicamente similares; ambas son
iniciadas por interacciones receptor-ligando que activan sefializaciones en la célula
huésped, permitiendo que el citoesqueleto de actina proporcione la fuerza necesaria para
internalizar la particula dentro de una vacuola. Las bacterias invasivas han desarrollado
dos mecanismos principales de internalizacion: el primero denominado “cremallera™ que
involucra €l contacto directo entre ligando bacteriano y receptores celulares que circulan
al microorganismo, este mecanismo utiliza las vias normalmente involucradas en la
adhesion celular y otro es el de “disparo”, en el cual la bacteria envia seiiales a la célula
para inducir dramaticas protusiones membranosas y extensos rearreglos del citoesqueleto
que conducen a la macropinocitosis y a una virtual entrada pasiva de la bacteria. Este
proceso se asemeja a la respuesta de la célula huésped a factores de crecimiento (Finlay y

Cossart, 1997). Estos dos mecanismos de invasion han sido ampliamente estudiados en
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patogenos intracelulares facultativos, para el caso del evento de “cremallera” los modelos
de estudio han sido Yersinia pseudotuberculosis y Listeria monocytogenes, mientras que
Salmonella Typhimurium y Shigella flexineri utilizan el tipo “disparo” (Cossart y Lecuit,
2000).

Sin embargo, diversos estudios reportan que algunos patdgenos extracelulares son
capaces de penetrar a c€lulas fagociticas no profesionales como se ha descrito para /.
influenzae que puede penetrar a células humanas en cultivo (Ketterer ef al., 1999). Se ha
reportado que Klebsiella prneumoniae, invade células epiteliales y que la
despolimerizacion de microfilamentos de actina inhibe su internalizacion (Qelschlaeger y
Tall, 1997). En el caso de Neisseriae gonorrhoeae y N. meningitidis se ha encontrado que
la invasion a células en cultivo es mediada por la interacciéon entre proteinas de
membrana externa llamadas Opa y su receptor en la célula huésped, (Harvey ef al., 1997,
Edwards er al., 2000), por su parte Campylobacter jejuni es capaz de invadir células
intestinales de origen humano in vitro (Monteville and Konkel 2002; Monteville ef al.,
2003). En todos estos patdgenos se asume que la internalizacion bacteriana es un

mecanismo de patogenicidad.

Para el caso de E. coli diarriogénica en humanos, con la excepcion de las cepas de E.
coli enteroinvasiva (EIEC), las infecciones han sido catalogadas como extracelulares
debido a que el patdgeno se localiza fuera de la célula eucarionte donde, hasta hace poco,
se consideraba que causaba dafio solamente por la expresién de productos tales como
toxinas; sin embargo, en la actualidad algunos reportes que indican que las infecciones
intestinales debido a E. coli ademas de las causadas por EIEC pueden incluir una fase

intracelular (Meier et al., 1996).

Asimismo, se ha demostrado que cepas de E. coli causantes de enfermedades
extraintestinales como son aquellas que originan infecciones del tracto urinario en
humanos, son capaces de penetrar a células epiteliales (Paimer e¢ al., 1997; Kansau et al.,
2004), ademis se reconoce que la fimbria tipo 1 media tanto la adherencia como la

invasion a células epiteliales de la vejiga urinaria. Ha sido evidenciado que las cepas que
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expresan esta fimbria invaden a las células epiteliales que delinean el lumen de la vejiga
y que subsecuentemente se replican formando focos masivos de E. coli intracelular
(Mulvey ez al., 2001; Mulvey, 2002).

En otra enfermedad causada por cepas de E. coli extraintestinal, la meningitis del
recién nacido en humanos, se ha observado que la bacteria tiene la capacidad de invadir
células epiteliales y endoteliales, pudiendo atravesar la barrera hemato-encefilica e
inducir rearreglos del citoesqueleto I Vitro en células endoteliales (Prasadarao et al.,
1999; Kim, 2001). Tambien se ha demostrado en la meningitis hematdgena experimental
que varios determinantes microbianos contribuyen en la invasién a células endoteliales
(Prasadarao et al., 1999; Huang et al., 1999; Kim, 2001).

En el caso de la septicemia aviar, no son completamente entendidos los mecanismos
por medio de los cuales la bacteria atraviesa la barrera epitelial y alcanza el torrente
sanguineo. Pourbakhsh, er a/ (1997), examinaron pollos después de haberlos inoculado
con APEC a través de los sacos aéreos y observaron bacterias adheridas a células
epiteliales asi como dentro de éstas, también se localizaron en el lumen de los sacos
aéreos, lo cual podria sugerir que una via potencial para iniciar la invasion a los tejidos es
la internalizacion de E. coli aviar en células epiteliales. Resultados de otros
investigadores demuestran que APEC es capaz de internalizarse In Vitro en células HeLa

y HEp-2 (La Ragione, et al., 2000a; Gophna, et al., 2001; Silveira, et al., 2002).

Aun cuando se ha establecido el papel de algunos factores de virulencia de APEC en
el desarrollo de la septicemia aviar (Dho Moulin y Fairbrother, 1999; La Ragione y
Woodward, 2002), poco se conoce acerca de las interacciones de la bacteria con
componentes de la MEC, lo cual consideramos que es importante definir dado que, la
enfermedad generalmente se presenta en el contexto de dafic en el tracto respiratorio
ocasionado por patégenos primarios o por factores fisicos predisponentes, lo que pudiera
ocasionar que la MEC quedara expuesta siendo un blanco para ia colonizacion bacteriana
como ha sido reportado en otros procesos infecciosos. Por otra parte, tampoco se¢ ha

analizado la interaccion de las cepas APEC con células epiteliales en cultivo
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considerando para esto, la especificidad del huésped y la via natural del inicio de la
infeccion, con la ventaja de que este tipo de cultivo podria representar un modelo mas
adecuado para el estudio de diversos aspectos del desarrollo de la enfermedad que las
lineas celulares humanas que han sido utilizadas. En este trabajo se establecieron cultivos
primarios de células de epitelio traqueal de pollo y en estos se analizé la capacidad de

adherencia e invasion de una cepa APEC aislada de un caso clinico de septicemia aviar.
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METODOS

5.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Para este estudio se utilizo la cepa APEC designada YA21 que previamente habia sido
aislada de Organos parenquimatosos de un pollo enfermo con signos clinicos de
septicemia aviar, el cual fue sacrificado en el laboratorio para evitar inconvenientes en la
toma de muestras por la diseminacién bacteriana post-morten. E. coli se identificé por
medio de pruebas bioquimicas y la cepa bacteriana YA21 se conservd en viales
conteniendo medio de cultivo semisdlido denominado medio para guardar E. coli (Caldo
nutritivo 10g, NaCl 5 g, Bacto-agar 6 g/l. de agua destilada, pH 7.2), a temperatura
ambiente y en la oscuridad (Almanza, 1992). Posteriormente la cepa APEC YA21 fue
caracterizada en funcion de su fenotipo para algunos factores asociados a la
patogenicidad; los resultados mostraron que esta cepa bacteriana expresa la fimbria tipo 1
y la fimbria curli, estudios de¢ colicinogenia mostraron que la cepa porta ¢l plasmido
ColV, se detectd que es movil y se determind adicionalmente su perfil de resistencia a los

antibidticos (Ramirez et al., 2001).

Para el presente trabajo la cepa YA21 se crecid a partir de una asada del medio para
guardar £. coli en 1 ml de caldo infusion cerebro corazén (Difco Laboratories Detroit M,
USA) durante toda la noche a 37°C en condiciones estiticas. Después de diluirse 1:150
en caldo fresco, el cultivo se incubé a 37°C en agitacion continua a 250 rpm/min y se

cosechd después de 2 h cuando las bacterias se encontraban en la fase logaritmica de
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crecimiento, centrifugando a 6000 X g por 10 minutos a 4°C. El bot6n celular se lavo tres
veces con solucidon amortiguadora de fosfatos (PBS). La densidad bacteriana se ajusté a
una absorbancia de 1.5 (DOs20) con PBS, que correspondia a una poblacion bacteriana de
10 ufc/ml.

La cepa de laboratorio £. coli K12 DH5q, (Gibco Life Technologies) fue usada como
control negativo en los ensayos de adherencia e invasion debido a que previamente s¢ ha
reportado que no invade c€lulas epiteliales en cultivo (Almeida et al., 1996). Esta cepa se
mantuvo conservada en viales conteniendo medio para guardar E. coli a temperatura
ambiente y para los estudios comparativos se cultivé y se ajusté la poblacion bacteriana

de la misma manera como se describi6 para la cepa APEC YA21.

5.2 Produccién de anticuerpos policlonales anti-fibronectina y anti-laminina

Para obtener anticuerpos anti-laminina y antifibronectina se siguié el protocolo
descrito por Valkonen et al., (1997) haciendo algunas modificaciones. Se inmunizaron
conejos machos Nueva Zelanda de tres meses de edad, uno de ellos para producir
anticuerpos anti-laminina y otro para anticuerpos anti-fibronectina, previo a la

inmunizacién se obtuvo suero para ser utilizado como control.

Inicialmente se inoculd via subcutdnea 10ug de laminina purificada (Sigma Chemical
Co St Louis MO) mantenida en 500 pl de agua destilada estéril mezclada con igual
volumen de adyuvante completo de Freud (Sigma Chemical Co St Louis MO) en
diferentes puntos de la cadera y hombros. Las siguientes inoculaciones se hicieron
semanalmente durante cuatro ocasiones, utilizando la misma concentracién de proteina,
pero usando adyuvante incompleto de Freud (Sigma Chemical Co St Louis MO). Los
anticuerpos anti-fibronectina fueron producidos siguiendo este mismo esquema de
inmunizacion utilizando fibronectina purificada (Sigma Chemical Co St Louis MO). Una
semana después de la tiltima inoculacion, los conejos se sangraron por puncion cardiaca,
se separo el suero y este se descomplementd a 56°C durante 45 min. Se hicieron alicuotas

del suero y se congelaron a -20°C.
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La deteccion de los anticuerpos policlonales anti-laminina y los anti-fibronectina se
realizé por medio de Western blot, usando como control el suero preinmune de los
conejos. Para este efecto se realizé una electroforésis en geles de poliacrilamida bajo
condiciones disociantes (PAGE-SDS) de la fibronectina (Sigma Chemical Co St Louis
MOQO) y de laminina (Sigma Chemical Co St Louis MQ) respectivamente. En el
corrimiento electroforético de la fibronectina la concentracion de acrilamida en el gel
separador fue del 7.5% mientras que en el de laminina fue del 5% y para ambos casos se
colocaron 3ug de proteina por carril. Las electroforesis se corrieron a 35mA en una
cdmara Miniprotean (Bio-Rad Laboratorios USA) durante aproximadamente 1 h.
Posteriormente uno de los geles fue teflido con azul de Coomassie y a partir de geles no
tefiidos se realizé la electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa utilizando una
camara transblot (Bio-Rad Laboratorios USA) a 25 mA, durante toda la noche a 4°C. Al
término de la transferencia las bandas fueron observadas utilizando el colorante verde
rapido al 0.1%, y la membrana de nitrocelulosa fue cortada en tiras que contenian las
proteinas transferidas. Se procedi6 a bloquear los sitios inespecificos de union incubando
las membranas con PBS-Tween 20 al 0.05% (PBST) toda la noche a 4°C, luego se
incubaron con el suero de conejo a probar usando diferentes diluciones:1:200, 1:500 y
1:1000 en PBST-3% de leche durante 1h a temperatura ambiente y en agitacion suave,
pasado este tiempo las membranas se lavaron tres veces por 5 minutos cada vez con PBS
y se incubaron por lh con anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa (Sigma Chemical
Co St Louis MO) usando una dilucién 1: 5000 en PBST-3% de leche. Las membranas se
lavaron nuevamente por tres veces y luego la reaccion se reveld utilizando
diaminobencidina (Sigma Chemical Co St Louis MO) al 0.05% en PBS y H;0O; (0.01%)

como catalizador.

5.3 Produccion de anticuerpos anti-E. coli

Se utilizé un conejo macho de 3 meses de edad al que se inoculé un extracte crudo de
la cepa APEC YA21 que se obtuvo de acuerdo al protocole descrito por Verdugo ef al.,
(1993) con algunas modificaciones. Para obtener el extracto de proteinas, la cepa APEC
YA2] se cultivd y cosechd como se describe en la seccidn “Cepas bacterianas y

condiciones de cultivo”, Después de obtener el boton celular, este se resuspendio en 500
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pl de 10mM NasHPQO4,-2% Triton X 100. La suspension bacteriana fue sonicada a 30 w,
5 veces por 30 s cada vez con periodos de enfriamiento de 30 s. luego se centrifugd a 6
000 X g por 2 min, se recuperd el sobrenadante y se midid la concentracion de proteinas

por el método de Bradford.

La inmunizacion del conejo se realizé después de obtener el suero preinmune
inoculando por via subcutinea en cadenas y hombros con 200 pug de proteinas del
extracto de APEC YA21 mezcladas con 200 pl de adyuvante completo de Freud, y agua
estéril hasta completar un volumen de 1 ml. Las inoculaciones se repiticron los dias 7, 14
v 21 utilizando la misma concentracion de proteinas pero con adyuvante incompleto de
Freud. El dia 28 se sangré al conejo por puncién cardiaca, se separd el suero, se
descomplementd y se hicieron alicuotas para mantenerlo en congelacion hasta su uso.

La deteccion de anticuerpos anti-E. coli se realizd por dot blot y por
inmunofluorescencia. Para el dot blot, se gotearon 3 pg del extracto de APEC YA21 en
una membrana de nitrocelulosa y se fijaron por 10 min a 37°C, luego se siguié el
procedimiento de inmunodeteccion arriba descrito, utilizando el suero inmune de congjo
inoculado con el extracto APEC YA2! a diluciones 1:200, 1:500, y 1:1000 y como

control el suero pre-inmune a las mismas diluciones.

Debido a que los anticuerpos anti-E. coli serian utilizados en los ensayos de
microscopia confocal se decidié detectar la producciéon y su por inmunofluorescencia.
Cincuenta pl de una suspension de APEC YA21 se colocaron por triplicado en
cubreobjetos y se fijaron con formaldehido al 2% por 10 min a temperatura ambiente, las
preparaciones se lavaron con PBS y se cubrieron con PBS-SFB al 10% (PBS-SFB) por
30 min, luego se lavaron tres veces con PBS por 5 min cada vez y se incubaron con suero
de conejo anti-E. coli a diluciones 1:100, 1:200 y 1:500 en PBS-SFB por 1 h a
temperatura ambiente en cdmara himeda, luégo se volvieron a lavar tres veces PBS y se
incubaron con anti-IgG de conejo conjugado a FITC (Sigma Chemical Co St Louis MO)
a una dilucion 1:500 en PBS-SFB en camara himeda y en oscuridad durante 1 h,

nuevamente se lavaron tres veces con PBS y finalmente las preparaciones se montaron
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sobre portaobjetos y se observaron en un microscopio equipado con lampara de

epifluorescencia (Axiovert, Zeiss).

54 Adherencia de APEC a fibronectina y laminina

S.- t.

La avucrencia de la cepa APEC YA21 a ﬁbronectina o a laminina inmovilizadas fue
examinada por Far dot blot de acuerdo a lo descrito por Fink et al., (2002) con algunas
mod:© “sta es una técnica también llamada “blot de afinidad” o “blot ligando”
debico a que no es an solo la deteccién de una reaccién antigeno-anticuerpo sino que
como su denominacion lo indica detecta la unién de un ligando (Edmondson y Roth,

2001) o para este caso son la proteinas de la MEC arriba sefialadas.

Fibronectina celular (Sigma Chemical Co St Louis MO) y laminina (Sigma Chemical
Co St Louis MO) fueron agregadas (3ug) por separado sobre membranas de nitrocelulosa
(Bio-Rad Laboratories USA). Las membranas se incubaron 10 min a 37°C para fijar las

proteinas y se bloquearon con PBST como antes se describid.

Posteriormente las membranas se incubaron con una suspensién bacteriana
conteniendo 10%ufc/ml de PBST por 2 h a temperatura ambiente con agitacion suave,
luego las membranas fueron lavadas cinco veces con PBS e incubadas con suero de
congjo conteniendo anticuerpos policlonales anti-E. coli a una dilucion de 1:200 en
PBST-3% leche por 1 h, pasado este tiempo se lavd tres veces con PBS y se agregé anti-
IgG de conejo conjugado con peroxidasa (Sigma Chemical Co St Louis MQO) diluido
1:5000 en PBST-3% de leche. Después de 1 h la reactividad fue revelada con

diaminobencidina como antes se describid.

Los controles negativos consistieron en realizar ensayos ‘en los cuales los anticuerpos
anti-£, coli fueron reemplazados por PBS y ensayos en los que el segundo anticuerpo fue
también reemplazado por PBS. La fetuina bovina (Sigma Chemical Co St Louis MO),

que ha sido utilizada como control negativo de acuerdo a lo descrito por Eberhard et ai.,
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(1998) y por Bauer y Spinola, (1999) fue también colocada (3pg) sobre membranas de

nitrocelulosa y se siguio todo el procedimiento descrito para la fibronectina y laminina.

5.4.2 Ensayo basado en ELISA.

Para determinar la interaccion entre la cepa YA21 APEC con fibronectina y laminina
también se realizo un ensayo tipo ELISA como describié previamente Bauer y Spinola,
(1999). Para lo cual, la fibronectina, laminina y fetuina fueron preparadas (de manera
separada) a una concentracién de 10 pg/ml en amortiguador de cubrimiento (0.25M
NaCOj3;, 0.25M NaxCOj; pH 9.6). A partir de estas soluciones se colocaron 1060 pl/pozo
por triplicado de la proteina correspondiente en placas de microtitulacion (Corning Co,
Cambridge MA). Luego las placas fueron incubadas a 35°C toda la noche y pasado este
tiempo los pozos se lavaron tres veces con PBST y se bloquearon los sitios inespecificos

de unién con 100ul de PBST-SFB por 1 h, finalmente los pozos fueron lavados tres veces
con PBS.

Paralelamente la cepa APEC YA21 se crecio como se describio en la seccion “Cepas
bacterianas y condiciones de cultivo” y a partir de una suspension bacteriana conteniendo
10%ufc/ml se hicieron diluciones decimales en PBST y de estas se agregaron 100ul por
pozo. Las placas se incubaron a temperatura ambiente y después de 1 h, los pozos se
lavaron tres veces con PBS para remover las bacterias no unidas, mientras que las
bacterias adherentes se detectaron mediante la adicion de 100ul de una dilucion 1:1000
del suero policlonal anti-E.coli, pasada 1h los pozos fueron lavados tres veces con PBS y

se incubaron con anti-1gG de conejo (Sigma Chemical Co St Louis MO) conjugado con
peroxidasa (1:5000).

Finalmente la reaccion fue visualizada al agregar el sustrato de la peroxidasa: OPD-
SIGMAFAST (Sigma Chemical Co St Louis MO) y la absorbancia (Ase) fue medida.
Como control de este ensayo la suspension bacteriana fue reemplazada con PBS. Todos

los experimentos se realizaron por triplicado y la unién bacteriana se establecié como el



30

valor promedio de los pozos probados menos €l valor promedio de A4y de los pozos

control.

5.5 Adhesinas de unién de APEC con laminina y fibronectina

Para examinar qué moléculas bacterianas participan en la adherencia de la fibronectina
y laminina se realizé un Far western blot de acuerdo al procedimiento basico descrito por
Edmondson y Roth, (2001) utilizando un extracto proteinico de la cepa APEC YA21 y

con algunas adecuaciones como a continuacidn se describe.

5.5.1 Extracto de APEC.
El extracto de APEC YA21 se obtuvo como se describe en la seccion “Produccion de
anticuerpos anti-E, coli”, al cual se le agregd 0.02mM de PMSF como inhibidor de

proteasas y se midio la concentracion de proteinas por el método de Bradford.

5.5.2 PAGE-SDS y Far western blot.

El extracto crudo de la cepa APEC YA21 fue separado por PAGE-SDS utilizando en
el gel separador concentracion de acrilamida en gradiente del 8-18% y en el gel
concentrador una concentracion del 4%. Fueron colocados 50 pg de proteina por carril y
el corrimiento electroforético se realizé a 35mA por aproximadamente 90 min utilizando
una minicamara (Bio-Rad Laboratorios, USA), posteriormente las proteinas fueron
electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa utilizando una camara transblot (Bio-
Rad Laboratorios USA ) a 25 mA durante toda la noche a 4°C,

Para el procedimiento de Far western blot, las membranas se lavaron tres veces con
PBS y se bloquearon con PBST conteniendo 1% de albiimina sérica bovina (PBST-ASB)
por 1 h a temperatura ambiente. Luego se incubaron con 50ug de laminina o en su caso
con 50pg fibronectina en PBST-ASB toda la noche a 4°C con agitacion suave y pasado
este tiempo las membranas se lavaron cinco veces en PBST y se incubaron 1 h con suero
de conejo conteniendo anticuerpos policlonales anti-laminina o anti-fibronectina segiin

correspondiera (1:200 en PBST-BSA). Posteriormente las membranas se lavaron tres
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veces con PBS y se incubaron por 1 h con anti-IgG de conejo (1:5000) conjugado con

peroxidasa (Sigma Chemical Co).

Después de lavar las membranas por tres ocasiones con PBS, la union fue detectada
mediante quimiluminiscencia utilizando el sistema ECL™ (Amersham Pharmacia
Biotech, Buckinghamshire England) y exponiendo las membranas a una pelicula (Kodak
Co, Rochester, NY) en un casette con pantalla intensificadora. Los controles negativos
consistieron en ensayos sin fibronectina o laminina y ensayos en los cuales los

anticuerpos anti-laminina o anti-fibronectina fueron reemplazados por PBS.

5.6 Union de APEC a explantes traqueales

La adherencia de APEC a explantes traqueales fue realizada por una modificacion del
ensayo descrito por La Ragione ef al., (2000a). Brevemente, pollos de una semana de
edad fueron sacrificados por dislocacién cervical y fragmentos de traquea de
aproximadamente 2 cm de longitud fueron extraidos asépticamente y colocados en
solucion salina balanceada de Hank (HBSS) (Gibco BRL). El tejide adyacente a las
traqueas se removio y estas se [avaron suavemente dos veces con HBSS y se colocaron
de manera individual en HBSS estéril fresca contenida en tubos estériles de 15 ml
(Coming Costar Co Cambridge MA). Se agregé 1 ml del indculo bacteriano conteniendo
10® ufc/ml y se incubé a 37°C en agitacion a 250 rpm por una hora. Luego los fragmentos
de la traquea se lavaron seis veces con HBSS para eliminar las bacterias no adherentes y
las bacterias adherentes se despegaron del tejido utilizando Triton X 100 al 1% en PBS
incubando por 10 min a temperatura ambiente y agitando el tejido. Las bacterias
despegadas se cuantificaron por siembra en agar MacConkey. Los ensayos se hicieron

por duplicado en tres ocasiones.

5.7 Cultivo de células de epitelio traqueal de pollo.

El cuitivo celular se tealizé considerando los procedimientos para el cultivo primario
de epitelio traqueal murino y de perro descritos por Davidson et al., (2000} y Coleman er
al., (1984) respectivamente. Pollos de una semana de edad fueron sacrificados por

dislocacion cervical y empapados con etanol al 70%, se obtuvieron sus traqueas cortando
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a nivel de la bifurcacion de los bronquios primarios. El tejido adherente fue eliminado vy
las traqueas fueron abiertas haciendo un corte longitudinal. Se lavaron con PBS y fueron
transferidas a medio de coleccion el cual consistié en una mezcla 1:1 de medio Eagle

modificado por Dulbecco y de medio Ham F-12 (DMEM/F12 Gibco BRL, Life

Technologies) conteniendo 100 UL/ml de penicilina y 100ug/mi de estreptomicina.

La traqueas fueron transferidas en grupos de cinco a tubos conteniendo 20 mi de
medio de disociacion el cual consisti6 en DMEM/FI12, 100 Ul/m! de penicilina,
100pg/ml de estreptomicina, 1.4 mg/ml de pronasa (Roche Diagnostic Co) y 0.1 mg/mi
de DNasa (Sigma Chemical Co St Louis MQ) y se incubaron a 37°C por 1 h, para
posteriormente detener la digestion enzimatica agregando 3 ml de suero fetal bovino
(SFB). El tubo conteniendo las traqueas fue agitado invirtiendo cuidadosamente unas 12

veces, para disociar las células epiteliales,

Las “céscaras” de las traqueas se sacaron de la suspension y se transfirieron a otro
tubo conteniendo 10 ml de medio DMEM/F12 100 UlVml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina 5% de SFB y 120 Ul/mli de insulina (Gibco BRL Life Technologies), que
en adelante se referira como medio de cultivo. El tubo conteniendo las traqueas se agité
nuevamente otras 12 veces para liberar mas células epiteliales y lo que quedaba como

“cascara” de traquea fue eliminado.

Las suspensiones celulares resultantes se juntaron y centrifugaron a 120 X g por 5 min
a temperatura ambiente, posteriormente el sobrenadante fue eliminado y los botones se
resuspendieron y se lavaron en 10 ml de medio de cultivo, esta suspension se colocd en
cajas de cultivo de 60 mm de diametro (Corning Costar Co Cambridge MA) y fue
incubada a 37°C y 5% de CO;, por 3 h, con el objetivo de eliminar células no epiteliales.
Después de la incubacion, €l medio de cultivo conteniendo las células que no se habian
pegaron a la caja fue recolectado y centrifugado a 120 X g por § min. El botén resultante

conteniendo células epiteliales se resuspendié en medio de cultivo fresco.
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Las células epiteliales fueron sembradas sobre cubreobjetos de vidrio de 15 mm de
diametro colocados dentro de placas de 24 pozos (Coming Costar Co Cambridge MA);
los cubreobjetos previamente se cubrieron con 25 pl de una solucion de colageno (Sigma
Chemical Co St Louis MO) (0.5 mg/m] de colageno en agua destilada con 0.2% de acido

acético glacial) y se secaron durante toda la noche a 4°C,

Finalmente las células epiteliales se incubaron a 37°C con 5% de CO; y 90% de
humedad relativa y se dejaron crecer sumergidas sobre los cubreobjetos cubiertos con
colageno. El cultivo fue mantenido cambiando el medio de cultivo inicialmente a las 24 h
y luego cada 2 dias, hasta que las células formaron monocapas. Estos cultivos fueron

utilizados para los ensayos posteriores.

5.8 Adherencia de APEC a células epiteliales en cultivo

Los ensayos de adherencia a c¢élulas en cultivo fueron realizados como previamente
describié Polotsky et al., (1997), comparando la capacidad unién entre la cepa APEC
YA21 y la cepa K12 DH5a. Las células epiteliales crecidas en monocapa y sobre
cubreobjetos como se detallé en la seccién anterior, fueron incubadas en DMEM/F12 100
(Gibco BRL Life Technologies) (al que en adelante se referira como medio de cultivo
libre de antibidticos) por 24. Luego se lavaron dos veces en HBSS y se les agregd 1 ml de
indculo bacteriano correspondiente (107 ufc/ml) preparadoe en medio de cultivo libre de
antibidticos. Después de incubar por 1 h a 37°C y 5% de CO, las monocapas fueron
lavadas cinco veces con PBS para eliminar las bacterias no adherentes y luego se fijaron

por 15 min con metanol al 70% y se tifieron con Giemnsa al 10% durante 45 min.

Estas preparaciones se lavaron cinco veces con agua desionizada, se secaron al aire y
se montaron en laminilias, las cuales fueron examinadas en microscopio de luz visible
(Axiovert 200M, Zeiss). Se calcul¢ el indice de adherencia como sugieren Tarkkanen et
al., (1997), contando el promedio de bacterias adheridas a 50 células epiteliales. Los

experimentos se hicieron por duplicado un total de tres ocasiones.
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5.9 Invasion de APEC a células epiteliales en cultivo

5.9.1 Ensayos de proteccion con gentamicina.

La internalizacién bacteriana de APEC a células epiteliales fue medida usando el
procedimiento Ilamado “proteccion con gentamicina” (Meier er al., 1996). Las células
epiteliales de traquea de pollo se sembraron directamente en placas de 24 pozos (10°
células/pozo) y se incubaron a 37°C, en medio libre de antibiéticos durante toda la noche.
Las células fueron lavadas con el medio de cultivo libre de antibidticos, luego se agregd

el inéculo bacteriano conteniendo 107 ufc/ml y se incubd por 3 ha 37°C y 5% de CO»

Después de este tiempo, las células se lavaron seis veces con HBSS y se les agrego
medio de cultivo fresco conteniendo 100 pg/ml de gentamicina (Gibeco BRL) con el fin
de matar a las bacterias extracelulares. Después de una incubacién de 90 min bajo las
condiciones antes descritas, las células fueron lavadas en tres ocasiones con HBSS y
posteriormente se lisaron agregando Triton X100 al 1% en PBS e incubando por 10 min a
temperatura ambiente. Las bacterias intracelulares que fueron asi liberadas se
cuantificaron mediante la siembra en placas de agar MacConkey que fueron incubadas

por 18-24 ha 37°C.

Cada ensayo se realizé por duplicado, en dos ocasiones y los resultados fueron
expresados como la capacidad de invasion bacteriana que se calculd como el porcentaje

del inéculo de bacterias que sobrevivieron al tratamiento can gentamicina,

5.9.2 Microscopia confocal,

La deteccion de APEC dentro de células epiteliales de traquea de pollo también fue
realizada usando un procedimiento de doble fluorescencia (Tsarfaty ef al., 1999; Ketterer
et al., 1999). Las c€lulas crecidas sobre cubreobjetos fueron infectadas con la cepa APEC
YA2] y con la K12 DHS5a como se describié en el punto anterior. Posteriormente las
células epiteliales se lavaron seis veces con PBS para remover las bacterias extracelulares
y se fijaron con formaldehido al 2% por 10 min a temperatura ambiente seguido de tres

lavados con PBS por 5 min cada uno. Las células fijadas se permeabilizaron con Triton X
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100 al 0.1% en PBS por 15 min a temperatura ambiente, posteriormente se lavaron con

PBS y se bloquearon por 30 min con PBST-SFB.

Las preparactones se cubrieron con 50 pl de suero de conejo anti-E. coli (1:100 en
PBS-SFB) durante 1 h a temperatura ambiente ¢n una camara hiimeda, luego se lavaron
tres veces con PBS-SFB y se incubaron con anticuerpos anti-IgG de conejo conjugados
con FITC (Sigma Chemical Co St Louis MO} (1:500 en PBS-SFB) por 1 h. Después de
- lavar en tres ocasiones con PBS y se cubrieron con 50 ul de faloidina conjugada a
rodamina (2.5 pg/ml) (Sigma Chemical Co St Louis MO) para tefiir los filamentos de
actina y se dejaron incubando 1 h a temperatura ambiente en una cimara himeda. Las
preparactones se lavaron en tres ocasiones con PBS, se montaron en PBS-glicerol
(1:1wt/vol). La interaccion de las bacterias con las células epiteliales fue examinada con
un microscopio laser confocal (CLSM 5 Pascal Zeiss) equipado con un laser de Ar a 488

nm y uno de HeNe a 543 nm, configurado en un Axiovert 200M.

5.10 Analisis estadistico
Para determinar si existian diferencias significativas entre la cepa APEC YA2l y la

cepa de laboratorio E. coli KI2DHS5a en la adherencia a explantes de traquea y en la

adherencia e invasion a células epiteliales en cuitivo se utilizé una prueba ¢ Student.



36

RESULTADOS

6.1 Deteccién de anticuerpos policlonales
6.1.1 Anticuerpos anti-laminina y anti-fibronectina.

La tincién con azul de Commassie del corrimiento electroforético de la fibronectina y
laminina permitio verificar la pureza de estas proteinas: en el caso de la laminina se
distinguieron las dos bandas caracteristicas, una de 400 kDa (cadena A) y otra banda
correspondiente a las cadenas polipeptidicas Bl y B2 de ~220 y 210 kDa; mientras que
para la fibronectina s¢ observo una banda a nivel de los 240 kDa y otra de 220 kDa. En el
Western blot las bandas reactivas indicaron la produccion de anticuerpos anti-laminina y

anti-fibronectina en los conejos inmunizados para tal fin (Fig 1).

A B

200

116 =
97-

Figura 1. Deteccion de anticuerpos policlonales anti-laminina y anti-fibronectina.

A) Laminina 1) PAGE SDS al 5%, 2) Western blot con antisuero de conejo dilucion 1:200, 3)
Western blot con suero preinmune 1:500. B) Fibronectina 1) Estandares d¢ pesc molecular, 2)
PAGE SDS al 7.5%, 3) Western blot con antisuero de conejo dilucion 1:200 4) Western blot con
svero preinmune dilucion 1:500.
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6.1.2 Anticuerpos anti-E. coli.

Los anticuerpos anti-E. coli fueron detectados por dot blot, observando reactividad
con las tres diluciones del antisuero de conejo probadas. Por inmunofluorescencia se
detectaron bacterias claramente fluorescentes con la dilucién del suero anti-E. coli 1:200.
Estos anticuerpos fueron luego utilizados en los ensayos de adherencia y de invasion por

microscopia confocal (Fig 2y 3).

Figura 2. Deteccion de anticuerpos anti-E. coli. Tres ug de un extracto crudo de APEC YA2]
fueron fijados en membranas de nitrocelulosa y se incubaron con €l suero obtenido del conegjo
inmunizado (1) y como control el suero preinmune (2) seguido de anti 1gG de conejo conjugado a
peroxidasa. Diluciones del suero anti-E. coli a) 1:200, b) 1:500 y ¢} 1:1000,

Figura 3. Deteccién de anticuerpos anti-E. coli por inmunofluorescencia. Las bacterias se fijaron
con formaldehido al 2%, se bloquearon con PBS-10% de SFB y se incubaron con suero de conejo
anti-£. coli (1:200) en PBS-SFB por | h a temperatura ambiente en camara humeda seguido de la
incubacién con anti IgG de conejo conjugado a FITC (Sigma Chemical Co) (1:500) por 1 h.
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6.2 Adherencia de APEC a la fibronectina y laminina

El far dot blot revelé una contundente reactividad en la interaccion de la cepa APEC
YA21 con la fibronectina y laminina, mientras que la reactividad con la fetuina fue poco
apreciable (Fig 4).

Figura 4. Unién de APEC YA21 a fibronectina y laminina. Tres pg de: a) fibronectina, b)
laminina y ¢) fetuina se colocaron en una membrana de nitrocelulosa y se incubaron con una
suspension de APEC (1 08ufc), la unién bacteriana fue detectada con un suero anti-E. coli seguido
de anti:igG de conejo conjugado a peroxidasa.

6.3 Unién cuantitativa de APEC a fibronectina y laminina

Los ensayos tipo ELISA demostraron que la cepa APEC YA21 se une a la laminina y
a la fibronectina con un patréon dependiente de la concentracion bacteriana, la fetuina
mosird menor grado de unién (Fig 5).
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Concentracion bacteriana 10° UFC/mi

Figura 5. Adherencia de APEC YA2! a laminina fibronectina y fetuina. Diluciones
decimales de una suspension bacteriana conteniendo 10° ufc/ml se agregaron a pozos
precubiertos con fibronectina(e), laminina(w) y fetuina (A) (1pg/pozo). La unién fue
detectada con un suero anti-E. coli seguido de anti-IgG de concjo-peroxidasa.
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6.4 Adhesinas de APEC que median unién a fibronectina y laminina

Cuando ¢l gel del corrimiento electroforético del extracto de APEC YA21 fue tefiido
con azul de Coomassie, se observé un bandeo complejo. En ¢l ensayo de Far western blot
para el caso de la interacciéon bacteriana con laminina se detectdé una banda
inmunoreactiva de ~30 kDa, mientras que en el caso de la interaccién con la fibronectina
fue una banda de ~130 kDa (Fig. 6). No se observé sefial de reactividad cuando se omitié

a la fibronectina o laminina como ligandos.

Figura 6. Union de APEC a fibronectina y laminina por Far western blot. A) Extracto de
proteinas APEC YA21 tefiidas con azul de Coomassie. Los extractos proteinicos de
APEC fueron transferidos a nitrocelulosa ¢ incubados con (B1) y sin (B2) fibronectina asi
como con (C1) y sin (C2) laminina (50pg/ml). Los nimeros de la izquierda indican la
masa molecular de proteinas estandar y las flechas las bandas de ~130 kDa y de ~30 kDa
inmunoreactivas en la interaccién de APEC con fibronectina y laminina respectivamente.
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6.5 Adherencia bacteriana a explantes de tejido traqueal

Como un primer punto en este estudio s¢ realizé un ensayo de adherencia bacteriana a
explantes de tejido traqueal para conocer si la cepa APEC utilizada tenia la capacidad

para unirse a este tejido del tracto respiratorio de aves.

No se detecté crecimiento bacteriano en la traquea antes de la incubacién con las
cepas bacterianas APEC YA21 o K12 DHSa, lo cual se verificéd por siembra en agar
MacConkey. Los resultados de adherencia al este tejido mostraron que hubo una

diferencia significativa en la capacidad de union de la cepa YA21 APEC en comparacion

con la cepa control E. coli K12 DH5a (Tabla 1).

Tabla i.
Adherencia de cepas de E. coli a explantes de traquea de

pollo y a células epiteliales en cultivo

+Explantes de traquea Células epiteliales en cultivo
(Indice de adherencia/50 células)

Cepa
APEC YA21 +(6.8+1,3)X10° #230144
DH5a (2.1£1)X10? 3149

¢ Promedio las bacterias obtenidas después despegarlas del tejido con Triton X100 al 1%
* Diferencia significativa con referencia a la cepa de E. coli. no patogénica DH5a (p<0.05)

6.6 Establecimiento del cultivo celular primario

Se establecieron los cultivos primarios de epitelio traqueal de pollo sobre cubreobjetos
tratados con coldgeno. Se pudieron observar células ciliadas y no ciliadas en la poblacién
de células epiteliales disociadas, ademés se detectd movimiento de los cilios después de
disociar las células epiteliales del tejido.

Células con morfologia de fibroblastos se adhirieron a la caja de cultivo en 2 - 3 h de

iniciado ¢l cultivo. Las células epiteliales recolectadas del medio de cultivo en este lapso

de tiempo, ¥ que se transfirieron a otra caja de cultivo, pudieron proliferar de modo que
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los cultivos celulares se extendieron en una forma radiada a partir de pequefias colonias,

como pudo observarse a partir del dia 3 de iniciado ¢l cultivo (Fig 7).

A) B)

Figura 7. Cultivo primario de células de epitelio de traquea de pollo observado en
microscopio de contraste de fases. Las células fueron crecidas sobre cubreobjetos tratados
con colageno, A) Fibroblastos que se adhieren al frasco de cultivo en 2-3 h después de
iniciado el cultivo, B) Células epiteliales proliferando en un cultivo de 3 dias (400X).

6.7 Adherencia bacteriana en células epiteliales en cultive

En estos ensayos se observo que las cepas de E. coli se unen a las células epiteliales de
traquea de pollo mostrando un patrén denominado agregativo, el cual se caracteriza por el
pegado de las bacterias formando pequefios agrupamientos sobre las células o entre las
células, seglin lo descrito previamente en cepas de E. coli intestinales en humanos (Fig
8). La cepa APEC YA21 mostr6 alta capacidad de adherencia en las células epiteliales en
comparacion con la cepa de E. coli K12 DH50 (p <0.05) (Tabla 1).
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Figura 8. Adherencia bacteriana a células epiteliales en cultivo. Fotografia de células
epiteliales de traquea de pollo infectadas con la cepa APEC YA21 (A) y E. coli K12
DH5a (B). La adherencia bacteriana mostré un patron agregativo (400X).

6.8 Invasion bacteriana a células epiteliales en cultivo

Para determinar la habilidad de invasion de APEC en c€lulas epiteliales obtenidas de
la traquea, se realizd el ensayo de proteccion con gentamicina que se basa en el hecho de
que este antibidtico elimina solo las bacterias extracelulares y no las intracelulares ya que
no airaviesan la membrana celular. En estos ¢nsayos se determiné que la cepa APEC
YAZ2I1 tuvo una eficiencia de invasion del 0.3%, mientras que en los ensayos con la cepa
E. coli K12 DH5¢ no se detectaron bacterias intracelulares, después de lisar las células
epiteliales (Tabla 2).
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Tabla 2

Internalizacion bacteriana a células de epitelio traqueal en cultivo

Cepa No. de bacteria

intracelulares*/ 10° células

APEC YA21 *3x10*
K12 DH5a. ND

* Promedio de bacterias liberadas después lisar las células epiteliales con Triton X-100.

ND: No detectada
*Diferencia significativa con referencia a la cepa de E. cofi. K12 DH5a (p<0.05)

Los andlisis por microscopia confocal demostraron que la cepa APEC YA21 se unid a
la superficie de las células en cultivo y que puede internalizarse en estas. La figura 9
muestra una galeria de secciones opticas de aproximadamente (.5 pm colectadas en el eje
x-y de las preparaciones de células epiteliales infectadas con la cepa APEC YA2l. La
figura 10 es la serie compilada de las secciones dpticas de la misma imagen y en la que
puede observarse bacterias dentro de las células. La figura 11 sugiere que existe una co-
localizacion de la bacteria con los filamentos de actina, lo cual es indicado por ¢l cambio
del color de la bacteria endocitada de verde a naranja. Mientras que en la figura 12 se

observa que la cepa DH5a no se internalizd en las células epiteliales mantenidas en

cultivo.
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Figura 9. Secciones opticas de la interaccion de APEC YA21 con células epiteliales por
Microscopia confocal. Las bacterias y células epiteliales de traquea de polio se incubaron
por 3 h, luego las bacterias se marcaron con anticuerpos anti-E. coli seguido de anti-IgG
de congjo-FITC y las células con faloidina-TRITC. Se observan 15 diferentes planos
focales de aproximadamente 0.5um cada uno para las dos tinciones simultancamente
(400X).
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Figura 10. Invasion de APEC YA21 a células epiteliales en cultivo. Imagen del analisis
por de la interaccién bacteriana con células epiteliales mostrando una compilacion de las
15 secciones opticas observadas en la figura 9. Se observan bacterias adheridas a las
células epiteliales y el analisis por microscopio confocal permite observar en las
secciones horizontal y vertical la localizacién de una bacteria dentro de la célula epitelial.
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Figura 11. Interaccién de APEC YAZ21 con células epiteliales. Imagen colectada por
microscopia confocal de células de epitelio traqueal de pollo infectadas durante 3 h con la
cepa APEC YAZ21. Una serie de 10 secciones 6pticas de 0.5um colectadas en el eje x-y
fueron compiladas para producir esta imagen La co-localizacion de la marca verde de las
bacterias y la marca roja de las células puede ser observada en las bacterias tefiidas por un
color naranja, lo cual sugiere una asociacion entre los filamentos de actina con la
bacteria.
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Figura 12.- Interaccion de E. coli K12 DH50 con células epiteliales por microscopia
confocal. Imagen colectada de células de epitelio tragueal de pollo infectadas por 3 h con
la cepa E. coli K12 DH5¢, marcadas como se describe en material y métodos. Una serie
de secciones Opticas de 0.5um colectadas en el eje x-y fueron compiladas para producir la
imagen No sc¢ observa co-localizacion de la marca verde de las bacterias con la marca
roja de las células.
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo mostraron que la cepa APEC YA21 puede unirse in
Vitro a laminina inmovilizada y asumiendo el hecho de que esta es una glicoproteina
componente importante de las membranas basales que delinean a los epitelios, pudiera
ser considerado como un evento importante para la colonizacién de tejidos del huésped
en sitios donde la laminina, estuviera expuesta por dafios a los tejidos del tracto
respiratorio de aves afectadas por la colisepticemia. Esto ocurre habitualmente como una
consecuencia de infecciones primarias causadas por virus o micoplasmas. Sin embargo,
para tenter datos mas precisos del papel de esta interaccion en la patogenicidad de las

cepas APEC y en el desarrollo de la septicemia aviar, es necesario realizar mas estudios

al respecto.

Por otra parte, la union bacteriana a la fibronectina ha mostrado ser uno de los
mecanismos usados por algunos patdgenos que tiene como resultado promover la
internalizacion de la bacteria en células epiteliales, debido a que las bacterias pueden
unirse a las integrinas localizadas sobre la superficie de las células epiteliales y esto
puede servir como un puente entre las bacterias y la célula (Lindmark y Guss, 1999). La
fibronectina tiene sitios especificos para la union del colageno, para integrinas y para la
heparina, y se ha reportado que algunas bacterias se pegan de manera especifica a alguno
de estos dominios estructurales; la mayoria de los patdgenos tienen como blanco de union

el dominio N-terminal de esta molécula (Oehmcke ez al., 2004),
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De acuerdo a los resultados de este frabajo se determiné la unién de APEC a la
fibronectina, ahora serd importante establecer la relevancia de esta union, en eventos
como la adherencia e invasion de APEC a la célula epitelial ya que como se observo en
este mismo estudio, la cepa APEC YA21 mostré tener la habilidad tanto para unirse en la
célula y para internalizarse en esta; por otra parte sera importante precisar el sitio de

union bacteriano a los dominios estructurales de la fibronectina.

Un nimero de adhesinas expresadas por enterobacterias, principalmente de tipo
fimbrial interactian especificamente con alguna proteina de la MEC, asi la fimbria Dr de
E. coli uropatogénica se une al fragmento amino-terminal 7S del colageno tipo IV y la
fimbria tipo 3 de varias especies de enterobacterias se une al colageno tipo V (Sebghati et
al., 1998). Ademaés, la fimbria S de cepas de E. coli que causa meningitis en humanos
median la unidn a la laminina (Virkola et al., 1993), mientras que una proteina de
superficie de £. coli enteroinvasiva denominada LamB-like ha sido identificada como
unidora de laminina (Valkonenn, 1991). La fimbria tipo 1 de algunas especies de
Salmonella participa en la unién bacteriana con laminina, y cepas de E. coli
enterotoxigénica en becerros, se unen a fibronectina, aunque en este 0ltimo caso se

desconoce la adhesina responsable de la interaccion (Visai ez al., 1991).

De manera que las cepas de E. coli se adhieren con la MEC por una variedad de
mecanismos que pueden ser relevantes en diferentes situaciones clinicas. Ademas, otras
estructuras de superficie pueden mediar la unién a Ia MEC incluyendo al LPS, y a Omps
como ocurre en la adherencia de Helicobacter pylori a la laminina (Dubreuil et al., 2002),

o en el caso de C. jejuni en el que las Omps median la unién a la fibronectina (Konkel er

al., 1997; Monteville et al., 2003).

En particular, las cepas APEC sintetizan diferentes adhesinas y como consecuencia
pueden unirse con un repertorio de ligandos, lo que puede conferirles un alto grado de
adaptabilidad en su interaccion con el huésped (La Ragione y Woodward, 2002). Con el
objetivo de identificar las adhesinas que median la unién de APEC a la fibronectina y

laminina, se examino la interaccidn de proteinas bacterianas obtenidas por una extraccion
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con detergente a partir de la cepa APEC YA2] y en el caso de la interaccion bacteriana
con laminina se detectd una banda de 30 kDa, mientras que para la interaccion APEC con

fibronectina fue una banda inmunoreactiva de 130 kDa.

En investigaciones previas, se ha atribuido la unién de las cepas APEC con la
fibronectina y laminina a la fimbria curli, ésta estructura de superficie bacteriana fue
descrita por primera vez en un aislamiento de E. coli asociado con mastitis bovina, y se
caracteriza por ser un apéndice de superficie delgado que causa agregacion entre las
bacterias (Hammar et al., 1996). Varios estudios han sugerido que curli puede contribuir
a la colonizacion inicial en la colisepticemia aviar, sin embargo, el papel de curli en la
patogénesis de la enfermedad no esta completamente dilucidado (Gophna et al., 2001).
Adicionalmente, otra proteina ha sido involucrada en la adhesion de cepas APEC con
componentes de la MEC, el autotransportador Tsh. Asi, Kostakioti et al, (2004)
reportaron que el dominio secretorio de estd molécula denominado Tsh, fue capaz de
adherirse in vitro a la fibronectina y al coldgeno tipo IV aunque no a laminina, cuando se
analizé esta union por medio de ensayos tipo ELISA utilizando en estas pruebas las

proteinas contenidas en el sobrenadante de un cultivo de una cepa APEC que expresé

Tsh.

Los resultados en el presente estudio indican que probablemente otras moléculas
adicionales a curli cuya masa molecular es de 15-17kDa y a Tshy de 106 kDa podrian
mediar la union de APEC a la fibronectina y a laminina. La deteccion de dos bandas
inmuno-reactivas en los ensayos de Far western blot, una la interaccién de la cepa APEC
YA2! con laminina y ofra en la interaccion con la fibronectina podria representar el
hecho de que estos dos componentes de la MEC son reconocidos por adhesinas ligando-
especificas. Indudablemente que la purificacidn y caracterizacién de estas adhesinas
potenciales, permitiran un mejor entendimiento del mecanismo de adherencia a la
fibronectina y laminina por las cepas APEC. Ademas, las implicaciones de Ia interaccion

de APEC con laminina y fibronectina en la patogénesis de la colisepticemia aviar in vivo

deberan ser investigados.
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Otro aspecto importante de la septicemia aviar es su naturaleza sistémica y el hecho de
que no se tiene totalmente claro como la bacteria alcanza la corriente sanguinea para
luego afectar a organos vitales y causar la muerte en las aves. El cuestionamiento acerca
de si las cepas APEC invaden a células epiteliales de vias dreas ha sido motivo de
estudio, y para tratar de contribuir en ¢l conocimiento sobre este aspecto, en este trabajo
s¢ establecid un cultivo primario de células de epitelio traqueal para en estas analizar in

vitro la capacidad de adherencia e invasion de Ja cepa APEC YA2I.

Inicialmente se hizo una prueba de adhesion a explantes de traquea de pollo, para
definir la capacidad de la cepa APEC YA2! para unirse a este tejido y los resultados
indicaron que las cepas patogénicas se unen de manera significativa a los explantes en
comparacion con la cepa de laboratorio KI2 DH5a, constderandose esta habilidad de
unién como una caracteristica importante del proceso infeccioso en la septicemia aviar
(Dho Moulin y Lafont, 1982; Yerushalmi ez al., 1990). Este hallazgo fue acorde con los
resultados que indicaron que esta cepa APEC se adhiri6 también de manera significativa

a células epiteliales de traquea de pollo mantenidas en cultivo cuando se comparé con la

cepa control.

Estudios previos han demostrado que APEC puede adherirse e invadir lineas celulares
de origen humano mantenidas en cultivoe y algunos factores implicados en la adherencia
bacteriana han sido identificados. Asi, Silveira et ai., (2002) reportaron que cepas APEC
aisladas de pollos con septicemia aviar se adhirieron in vitro a células HeLa, HEp-2 y a
células de rifién obtenidas de embrion de pollo, y sugirieron que la F1 y otras fimbrias
participaron en este evento. Por otra parte, La Ragione et al., (2000} reportaron que
APEC se adhiere a células HEp-2 a través de la fimbria F1 y de manera similar Stehling
et al., (2003) demostraron Ia habilidad de una cepa APEC para unirse a células HEp-2.

La septicemia aviar es iniciada via el tracto respiratorio, en contraste con la mayoria
de las enfermedades causadas por E. coli en humanos y en otras especies animales y
considerando que el tropismo innato de APEC por el tejido respiratorio puede

relacionarse con la presencia de receptores especificos para las adhesinas bacterianas, uno

160699



52

de los objetivos de este trabajo fue establecer un cultivo de células epiteliales de traquea

de pollo para analizar la adherencia e invasion por APEC.

De acuerdo a los resultados la cepa APEC YA21 se adhirié a las células epiteliales de
traquea mostrando un patrén de unién denominado agregativo, segin la clasificacion de
tipos de union descrita en cepas de E. coli en humanos. Otros autores han observado que
APEC se une a lineas celulares en cultivo con este mismo patrén y en otros casos se ha
visto el patrén llamado difuso (La Ragione ef al., 2000a; Silveira ef al., 2002; Stehling es
al., 2003). La clasificacion de tipos morfolégicos de adherencia es importante dado que
en cepas de E. coli de humanos se ha establecido una correlacion de éstos con el proceso
patogénico y con la virulencia (Polotsky et al., 1997); de manera que esta observacion
podrian ser considerada en estudios tendientes establecer este tipo de correlacién o para

determinar que adhesina media la union de APEC a células epiteliales de origen aviar.

Los analisis cuantitativos de invasion en este trabajo indican que la cepa YA21 APEC
entra a las células epiteliales de pollo con una eficiencia de 0.3%. Estudios reportados
previamente por La Ragione ef al., (2000) mostraron que cepas APEC invadieron células
HEp 2 y células HT2916E con eficiencias de 0.1 y 0.01% respectivamente. Por su parte
Germon, er al., (2005) investigaron la capacidad de las cepas APEC para invadir células

endoteliales de la microvasculatura de cerebro humano (HBMEC) y encontraron una aita

eficiencia de invasién de 2.5%.

De acuerdo al trabajo de Germon, et al., (2005) se sugiriere que el gene ibed participa
en la invasion de cepas APEC a células HBMEC. Mientras que Gophna et al., (2001)
demostraron que niveles altos de la expresion de la fimbria curli pueden mediar la entrada
de APEC a células HeLa en un rango de 0.19 a 0.34%; aunque también se ha propuesto
que la fimbria curli no es el Unico factor de virulencia de APEC involucrado en el
proceso de internalizacion. Considerando estos antecedentes serd importante dilucidar

que factores median la invasion de cepas APEC a células epiteliales de traquea de pollo y

precisar su papel en la patogenicidad y en la virulencia.
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Las condiciones de cultivo bacteriano pueden influir en el evento de invasion
bacteriana in vitro teniendo como consecuencia un efecto en los niveles de invasividad
para una cepa bacteriana dada y una linea cefular en particular, Esto puede explicar las

diferencias en la magnitud de la invasion por cepas APEC reportada en publicaciones

previas y los resultados del presente trabajo.

Stehling, ef al., (2003) reportaron que una cepa APEC aislada de un caso clinico del
sindrome de la cabeza hinchada (enfermedad no sistémica), se adhiere pero no invade
células HEp-2, lo cual podria reflejar una asociacion entre €l evento de invasion y el tipo
de infeccién causado por las cepas APEC. Adicionalmente Germon et al., (2005)
demostraron una reduccion significativa en la virulencia en polios cuando se inactivo el
gene ibed asociado con la invasién. Acorde con este informacién cabe sefialar que la
cepa APEC YAZ2I utilizada en este estudio ha mostrado tener alto grado de virulencia en

un modelo aviar (DLsy 6X107) (Almanza, 1992) y podria ser utilizada para analizar el

papel de la invasion en la virulencia.

Para establecer evidencias de la entrada de la cepa APEC YA21 a las células

epiteliales de pollo, se realizaron andlisis de microscopia confocal, los resultados

demostraron que las bacterias estan localizadas dentro de las células.

En términos generales la invasién bacteriana es iniciada por una interaccién ligando-
receptor que activa las sefializaciones de la célula huésped y los microorganismos
patogénicos pueden utilizar dos diferentes mecanismos para invadir a la célula huésped:
el tipo disparo o tipe cremallera. En infecciones extraintestinales por E. coli asociadas
con tracto urinario en humanos se ha demostrado que la bacteria invade células epiteliales
a través de un mecanismo parecido al de cremallera y esto s¢ asocia a la patogénesis de la
enfermedad (Kansu e# ol., 2004). Seguramente estudios futuros se enfocardn en conocer

los mecanismos de invasién celular por APEC y a determinar su papel en la

fisiopatologia de 1a enfermedad.
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Los cultivos primarios de células de epitelio aéreo de aves pueden ser utilizados como
un modelo de estudio de las interacciones bacteria-célula. Los resultados reportados en el
presente trabajo fortalecen los hallazgos sobre estudios de la invasion de APEC a células
epiteliales, sin embargo, esto no es suficiente para explicar como las cepas APEC que
penetran en el huésped a través de tracto respiratorio pueden causar septicemia. Futuros

estudios deberdn dilucidar el papel preciso de la invasién bacteriana en la patogenicidad

de APEC.
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CONCLUSIONES

1. La cepa APEC YAZ21 se unid in vitro a la fibronectina y lamina inmovilizadas y

esta unién es dependiente de la concentracion bacteriana,

2. Una adhesina potencial de la cepa APEC YA2I de ~130kDa medid in vitro la

interaccién bacteriana con la fibronectina y otra de ~30kDa medid Ja unidn con laminina

3. La cepa APEC YAZ2I se adhirié a células epiteliales en cultivo obtenidas a partir

de traquea de pollo y tuvo la habilidad de invadir este tipo celular.
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