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Resumen

El Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) se define por la aparicion simultanea de anemia
hemolitica, trombocitopenia e insuficiencia renal aguda. Esto conduce a la lesion patoldgica
denominada microangiopatia trombética, que afecta principalmente al rifién, asi como a otros
6érganos.

La principal causa de SUH son las infecciones con Escherichia coli productoras de toxina
Shiga (STEC).

Argentina presenta la mayor incidencia a nivel mundial y, ademas, es la principal causa de
falla renal aguda en la infancia y la segunda causa de trasplante renal en la adolescencia.
Aunque la didlisis peritoneal ha reducido significativamente la mortalidad, aun no existen
terapias preventivas, ni tratamientos especificos que posibiliten controlar el nivel de dafo renal.
La expresion de toxina Shiga (Stx) por parte de las células huésped, fue reportada in vitro e in
vivo por nuestro grupo de trabajo. Teniendo en cuenta estos reportes, la capacidad del
bacteriofago de generar progenie e infectar bacterias susceptibles en el intestino, la
incapacidad de desarrollar SUH de cepas mutadas en el mecanismo de escision del
bacteriéfago y la evidencia bibliografica sobre la capacidad de ciertos bacteriéfagos de ser
internalizados en células eucariotas, es que nos planteamos los siguientes objetivos: evaluar al
bacteriéfago como nuevo target terapéutico, evaluar la relevancia de la expresion de toxina Stx
por parte de las células huésped y entender los mecanismos implicados en la internalizacién
del bacteriéfago 933W en células eucariotas.

Como los genes que codifican las dos subunidades de Stx se encuentran en genomas de
bacteriéfagos, se decidid evaluar el rol de la induccién de bacteriéfagos en el desarrollo
del SUH en ausencia del background gendmico de la E. coli O157:H7, cepa patogénica mas
relevante a nivel mundial. Los ratones se inocularon con una cepa de E. coli no patdgena
que llevaba el bacteriéfago lisogénico 933W productor de toxina Stx (C600:933W), y se
indujo la escision del bacteri6fago mediante el uso de antibiéticos. Observamos que los

ratones desarrollaron parametros fisiolégicos tipicos de infeccion con E. coli patogénica,

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



mostrando que el bacteriéfago es suficiente para el desarrollo del SUH. Esto nos permite
contar con un nuevo modelo de ratéon para evaluar los enfoques terapéuticos centrados en
el bacteriéfago como nuevo target.

Con el objetivo de lograr neutralizar la capacidad infectiva del bacteriéfago se testearon
2 compuestos: péptidos catidnicos e hidréxido de bismuto.

Hemos informado previamente la inactivacion de bacteriéfagos que codifican Stx luego del
tratamiento con quitosan.

Los péptidos antimicrobianos catiénicos (CAMPs) son secuencias aminoacidas lineales cortas,
con una carga neta positiva, que muestran actividad bactericida o bacteriostatica contra una
amplia gama de especies bacterianas. Para evaluar si las propiedades catidnicas son
responsables de la inactivacion de bacteriofagos, se probaron siete péptidos catidnicos con
actividad antimicrobiana como agentes antibacteriofagicos y un péptido catiénico de secuencia
aleatoria sin actividad antimicrobiana como control.

El uso del hidréxido de bismuto, un compuesto con efectos inhibitorios sobre cepas STEC y
capaz de inactivar la toxina Stx, se estudidé in vitro e in vivo. Mediante el uso de microscopia
confocal y FACS, se comprobo la capacidad de internalizaciéon del bacteriéfago en células
eucariotas.

Teniendo en cuenta los resultados previos con hidroxido de bismuto y la bibliografia presente
que infroma del uso de motivos RGD, se evalué la capacidad neutralizante de los mismos en

un entorno eucariota.
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Resumen

El Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) se define por la aparicion simultanea de
anemia hemolitica, trombocitopenia e insuficiencia renal aguda. Esto conduce a la
lesion patolégica denominada microangiopatia tromboética, que afecta

principalmente al rifidn, asi como a otros 6rganos.

La principal causa de SUH son las infecciones con Escherichia coli productoras de
toxina Shiga (STEC).

Argentina presenta la mayor incidencia a nivel mundial y, ademas, es la principal
causa de falla renal aguda en la infancia y la segunda causa de trasplante renal en
la adolescencia. Aunque la didlisis peritoneal ha reducido significativamente la
mortalidad, aun no existen terapias preventivas, ni tratamientos especificos que

posibiliten controlar el nivel de dafio renal.

La expresion de toxina Shiga (Stx) por parte de las células huésped, fue reportada
in vitro e in vivo por nuestro grupo de trabajo. Teniendo en cuenta estos reportes,
la capacidad del bacteri6fago de generar progenie e infectar bacterias susceptibles
en el intestino, la incapacidad de desarrollar SUH de cepas mutadas en el
mecanismo de escision del bacteriofago y la evidencia bibliografica sobre la
capacidad de ciertos bacteriofagos de ser internalizados en células eucariotas, es
gue nos planteamos los siguientes objetivos: evaluar al bacteri6fago como nuevo
target terapéutico, evaluar la relevancia de la expresion de toxina Stx por parte de
las células huésped y entender los mecanismos implicados en la internalizacion del

bacteri6fago 933W en células eucariotas.

Como los genes que codifican las dos subunidades de Stx se encuentran en
genomas de bacteriofagos, se decidid6 evaluar el rol de la induccion de
bacteriofagos en el desarrollo del SUH en ausencia del background genémico de la
E. coli O157:H7, cepa patogénica mas relevante a nivel mundial. Los ratones se
inocularon con una cepa de E. coli no patdgena que llevaba el bacteri6fago
lisogénico 933W productor de toxina Stx (C600:933W), y se indujo la escision del

bacteri6fago mediante el uso de antibioticos. Observamos que los ratones
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Resumen

desarrollaron parametros fisioldgicos tipicos de infeccién con E. coli patogénica,
mostrando que el bacteriéfago es suficiente para el desarrollo del SUH. Esto nos
permite contar con un nuevo modelo de raton para evaluar los enfoques

terapéuticos centrados en el bacteri6fago como nuevo target.

Con el objetivo de lograr neutralizar la capacidad infectiva del bacteriéfago se

testearon 2 compuestos: péptidos catiénicos e hidréxido de bismuto.

Hemos informado previamente la inactivacién de bacteri6fagos que codifican Stx
luego del tratamiento con quitosan.

Los péptidos antimicrobianos catiénicos (CAMPS) son secuencias aminodcidas
lineales cortas, con una carga neta positiva, que muestran actividad bactericida o
bacteriostatica contra una amplia gama de especies bacterianas. Para evaluar si
las propiedades catidnicas son responsables de la inactivacion de bacteriéfagos,
se probaron siete péptidos cationicos con actividad antimicrobiana como agentes
antibacteriofagicos y un péptido catiénico de secuencia aleatoria sin actividad

antimicrobiana como control.

El uso del hidréxido de bismuto, un compuesto con efectos inhibitorios sobre cepas
STEC y capaz de inactivar la toxina Stx, se estudi6 in vitro e in vivo. Mediante el
uso de microscopia confocal y FACS, se comprobo la capacidad de internalizacion

del bacteri6fago en células eucariotas.
Teniendo en cuenta los resultados previos con hidroxido de bismuto y la

bibliografia presente que infroma del uso de motivos RGD, se evalud la capacidad

neutralizante de los mismos en un entorno eucariota.
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Objetivos

Objetivo general

Estudiar el rol del bacteriéfago 933W en el desarrollo del SUH.

Objetivos especificos

1) Estudiar la entrada del bacteriéfago a la célula eucariota

2) Estudiar estrategias terapéuticas in vitro e in vivo contra el bacteriéfago.
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Introduccion

Sindrome Urémico Hemolitico (SUH)

El Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) es una enfermedad que se caracteriza por
insuficiencia renal, anemia hemolitica, trombocitopenia y defectos de la
coagulacion, como consecuencia de una microangiopatia de localizacion renal
predominante, pero que puede afectar también otros parénquimas, como sistema

nervioso central y/o gastrointestinal (Cuellar Garzoén et al., 2006).

Este sindrome fue descripto por primera vez por Gasser y Col en Suiza, en 1955
(Morano et al. 2004; Avendaio et al. 1997) y en Argentina los primeros casos
fueron estudiados por el Dr. Carlos Gianantonio a partir de 1964 (Rivero et al,
2004). Su trascendencia clinica se fundamenta en constituir la causa mas
frecuente de insuficiencia renal aguda (IRA) (Morano et al., 2004; Avendafio et al.,
1997; Rivero et al., 2004; Nelson et al., 1998; Fayad et al., 2001).

La bacteria Escherichia coli productora de toxina Stx (Stx) (STEC) se describié por
primera vez, hace unos 40 afos, como E. coli productora de toxina vero (VTEC),
debido al efecto citotoxico sobre células Vero (Konowalchuk et al., 1977). Por su
capacidad de producir toxina Stx, STEC puede causar dolor abdominal, diarrea
sanguinolenta y baja fiebre. También puede derivar en enfermedades mas graves
como la colitis hemorragica y el SUH. En el caso de la colitis, la enfermedad puede
progresar a colitis gangrenosa, peritonitis y sepsis (Canpolat, 2015). En el SUH,
puede producir anemia hemolitica, parpura trombotica trombocitopenica (PTT),

falla renal e incluso la muerte (Nguyen and Sperandio, 2012).

E. coli O157:H7 es el serotipo mas cominmente asociado a SUH, causando brotes
epidémicos en muchos paises. Sin embargo, la incidencia de STEC no-O157 esta
viéndose incrementada en los Ultimos afos, principalmente los serotipos 026,
045, 0103, 0111, 0121 y 0145, conocidos como “The top 6” (Iman-Eini et al.,
2013).
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Introduccion

Un estudio publicado en 2014, que evalud la incidencia global de infecciones y
muertes por STEC, estimd que estas infecciones causan mas de 2.8 millones de
enfermedades agudas al afio, lo que lleva a 3.890 casos de SUH, 270 casos de
enfermedad renal en etapa terminal y 230 muertes (Majowicz et al., 2014).

Los aislados de E. coli 0157:H7, asociados a la enfermedad, se caracterizan por la
presencia de un conjunto especifico de genes de virulencia, incluidos los
codificantes para las toxinas Shiga (stx1, stx2), intimina (eae) y hemolisina (ehxA)
(Karmali, 2004).

Respecto de la etiologia pueden darse las siguientes formas:

(a) Forma Tipica o Infecciosa

La forma tipica del SUH es de caréacter infeccioso y epidémico, precedida
generalmente por diarrea hemorragica. Se presenta principalmente en nifios entre
0y 5 aflos, aunque pueden ser mayores también.

Los agentes etioldgicos del SUH tipico son cepas de Escherichia coli productoras
de toxina Stx (STEC). La cepa O157:H7 es la de mayor relevancia epidemioldgica,
aunque existen muchas otras también capaces de causar la enfermedad (026,
0111, 0113, 0121, 0145, 0104, etc.) (Karmali et al., 1985).

(b) Forma Atipica o no infecciosa

Las formas atipicas del SUH pueden manifestarse con signos neurolégicos
transitorios, secundarios a la agregacion plaquetaria, y la obstruccién de la
microcirculacion del cerebro, pero sin diarrea (Remuzzi and Ruggenenti, 1995,
1998). Esta forma puede tener multiples origenes:

i. hereditarias: autosomica dominante-recesiva, errores del metabolismo de B12,
deficiencia del Factor H, deficiencia de prostaciclina, deficiencia de ADAMTS 13.

ii. por drogas: mitomicina, contraceptivos, cocaina, ciclosporina A, quinina, etc.

iii. post-transplante: rifidn, higado, intestino, médula ésea.

iv. Otros: post-parto, cancer, o hipertension maligna.
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Transmision, reservorio y fuentes de contagio

El desarrollo del SUH estd asociado a la ingesta de carnes, vegetales o bebidas
contaminadas con STEC.

El ganado bovino es el principal reservorio y el consumo de carne contaminada
con la materia fecal de los animales durante el faenado, es la forma predominante

de contraer la infeccion (Paton and Patton et al., 1998).

La exposicion por contacto directo con animales o con sus heces en zoolégicos y
granjas es una importante via de exposicion a STEC. Se estima que el contacto
con animales constituye el 8% de las enfermedades por STEC no 0157 y el 6%
por STEC O157:H7 en los Estados Unidos (Hale et al., 2012). Un estudio realizado
en Escocia mostrd que las heces de ganado pueden contener de 100 a mas de 10°
unidades formadoras de colonia (UFC) de STEC 0O157:H7 por gramo (Chase-
Topping et al., 2007). Se ha demostrado que STEC sobrevive en suelos durante
varios meses y al menos tres semanas en heces de animales de granja, incluidas

las de ganado vacuno y porcino (Strachan et al., 2006; Williams et al., 2008).

En Estados Unidos, se estima que las enfermedades por STEC O157:H7 son, en
un 68% debido a alimentos contaminados y que, en el caso de las cepas STEC no-
0157 las mismas se elevan a un 82% (Scallan et al.,, 2011). La carne puede
contaminarse a través del contacto con heces durante el sacrificio o el
procesamiento, mientras que las hortalizas pueden contaminarse mediante el uso
de estiércol como abono o a través de agua de riego contaminada (Solomon et al.,
2002).

En cuanto a la transmision persona-persona (fecal-oral, manos contaminadas) se
le atribuye la causa del contagio en un 19 % de los casos de brotes con STEC
0157:H7 (Snedeker et al., 2009).
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La bacteria presente en los alimentos contaminados coloniza el intestino a nivel del
colon y se produce la induccién del bacteriofago con consecuente produccién de
toxina Stx, que luego de atravesar la barrera intestinal entra a la circulacion
sistémica, alcanzando al 6rgano blanco, en donde interactia con su receptor
especifico globotriaosilceramida (Gbs) para internalizarse e inhibir la sintesis
proteica. En el rifidn, la toxina causa destruccion de las células epiteliales tubulares
y del endotelio glomerular (Kaneko et al., 2001). Durante este proceso se expone
el subendotelio, se activa la cascada de coagulacion, se liberan factores de
agregacion plaquetaria y mediadores inflamatorios. Como consecuencia, hay
obstruccién de la microvasculatura que genera focos de dafio por isquemia dando
lugar a la insuficiencia renal aguda, fragmentacion mecanica de glébulos rojos
(anemia hemolitica), y la activacion y consumo de plaquetas que llevan a la

trombocitopenia (Remuzzi and Ruggenenti, 1998).
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Esquema 1. Patogenia de la infeccion por E. coli enterohemorragica. Adaptado de “SUH-
JORNADAS-EPIDEMIOLOGIA-2015".
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En cuanto a la progresion del SUH, existe un periodo de 3 a 4 dias, desde la
infeccidn con STEC, hasta la aparicién de sintomas como dolor abdominal, fiebre y
diarrea. Tipicamente, este tipo de infecciones ocasiona entre 1 y 3 dias de diarrea
no sanguinolenta, que transcurrido ese tiempo se torna en colitis hemorragica.
Esta evolucién ocurre aproximadamente en el 90% de los pacientes (Tarr et al.,
2005). Entre el 30 y el 60% de los casos transcurre con vomitos, y se detecta
fiebre, aunque leve, en menos del 30% de los pacientes. La duracion media de la
diarrea es de 7 dias, luego el cuadro clinico empeora, desarrollandose SUH
aproximadamente en el 15% de los casos, el resto evoluciona hacia una resolucion
espontanea del proceso (Tarr et al., 2005). La eliminacion del microorganismo una
vez resuelto el proceso, por parte de los individuos asintomaticos, puede contribuir
a la diseminacion de la infeccidn al colectivo, mediante la transmision de persona a
persona, si bien el periodo de mayor riesgo de transmision es la fase de diarrea

aguda (Figura 1).

Ventana
Control del terapéutica
paciente A
: y Cultivo Progresién a SUH 5-15%: didlisis,
Hospm:uc:on Y Aislamiento de STEC expansion de volumen, transfusiones.
TOTNEOTSS Subtipificacion de Stx

Resolucién de
la diarrea
-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6
s =T -
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Evoluciénde la

enfermedad

Figura 1. Progresién de la infeccion por Escherichia coli productora de toxina Shiga en
nifios. Fuente: Articulo especial: desarrollo de un producto anti-toxina Stx para la prevencion
del Sindrome Urémico Hemolitico. (Hiriart et al., 2018).
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SUH en Argentina

En Argentina, el SUH es endémico y se reportan aproximadamente 400 casos
nuevos por afo. Entre 2010 y 2014, la incidencia ha sido relativamente estable,
alrededor de 1 caso por cada 100.000 habitantes totales y de 8 a 10 casos por
cada 100.000 nifios menores de 5 afios (Ministerio de Salud, 2015).

De acuerdo con lo notificado hasta el 21/10/2019, se notificaron 234 casos de
SUH. Este numero es menor a la mediana y al promedio de casos para el mismo
periodo de los ultimos 5 afios 2014-2018 (273 y 286 respectivamente). La
incidencia acumulada hasta el ultimo senso del 2019 es de 0,52 casos cada
100.000 habitantes (Figura 2). De los 234 casos notificados, 187 (80%)
correspondieron a menores de 5 afios. En este grupo de edad la mediana de
casos notificados para el periodo 2014-2018 fue de 213 casos. La incidencia
acumulada en el afio 2019 hasta el 21/10 para menores de 5 afios fue de 5,02
casos cada 100.000 menores de 5 afos. (Figura 3).
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Figura 2. Casos y tasas de SUH (cada 100.000 habitantes totales). Argentina. Afios 2014-
2019 (hasta el 21/10). Fuente: Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS C2-SIVILA-
UCSUH) y SNVS2.0
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Figura 3. Casos y tasas notificados de SUH en menores de 5 afios. Argentina. Afios 2014-
2019 (hasta el 21/10). Fuente: Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS C2-SIVILA-
UCSUH) y SNVS2.0

El SUH es la causa principal de insuficiencia renal aguda en nifios y la segunda
causa de insuficiencia renal cronica (Rivas et al., 2006). E. coli O157:H7 es el
serotipo dominante asociado con casos esporadicos y brotes en diferentes
regiones del mundo (Banatvala et al., 2001; Pennington, 2010, Rangel et al.,
2005). Argentina tiene la mayor incidencia a nivel mundial y el serotipo mas
frecuente es O157:H7, que representa el 60% de los casos (Torres et al., 2016;
Torres et al., 2010). Aproximadamente entre el 20 y el 30% de los pacientes con
SUH sufren secuelas graves, como insuficiencia renal cronica, que requieren

dialisis o trasplante (Exeni et al., 2006).

Por otra parte, el riesgo de mortalidad es del 2 al 6 % durante el periodo agudo,
dependiendo de factores tales como la oportunidad de diagndstico y la precocidad
del tratamiento de la insuficiencia renal. Otro 6rgano comunmente afectado es el
pancreas (Gordjani et al., 1997). Ademas, puede ocasionar dafios en el sistema
nervioso central (Gordjani et al., 1997). Los sintomas de dafio neuroldgico severo
en el comienzo de la enfermedad anuncian un mal prondstico. Algunos pacientes
experimentan letargia, dolor de cabeza intenso, convulsiones y encefalopatia
(Tesh et al., 1991).
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Existen diferencias en la severidad de la enfermedad debida a distintos brotes de
STEC 0157 ocurridos en el mundo. Estas diferencias podrian deberse a la
diversidad genética de la bacteria. Para evaluar la hipétesis anterior, Manning y
colaboradores estudiaron la diversidad genética y la variacion de virulencia en una
coleccion de méas de 500 aislamientos clinicos de E. coli 0157 (Manning et al.,
2018).

Evaluaron 96 Polimorfismos de Nucle6tido Unico (SNP) ubicados en 83 genes de
estas cepas de E. coli O157. Este estudio permitié agrupar los aislamientos en 39
genotipos de SNP (SG). El andlisis filogenético de estos SG los agrupé en 9
clados. El analisis de los datos epidemioldgicos mostré una alta asociacion entre
cepas del clado 8 y el SUH. También los pacientes infectados con estas cepas
tendian a ser mas jovenes que aquellos infectados con cepas de otros clados. Por
otra parte, el estudio de las variantes de toxina Stx mostré que la mayoria de las
cepas del clado 8 tenian el genotipo stx2a-stx2c. Estos resultados muestran que
una subpoblacion mas virulenta de STEC 0157 estd incrementando su
participacion en la carga total de enfermedad asociada a infecciones por este
patégeno y confirman la hipotesis de que las cepas de STEC 0157 del clado 8 han
adquirido recientemente algunos factores que incrementaron su virulencia y su
capacidad de causar patologias severas. Por esta razon las cepas de este clado

se conocen como O157 hiper virulentas.

Las clasificaciones de los grupos filogenéticos (A, B1, B2, C, D, Ey F), linaje (I, I, |
/1) y clado (1-9) se utilizan actualmente para analizar la evolucién de las E. coli
0157:H7 entre diferentes hospedadores (humanos y animales) y diferentes paises.
En Argentina se encontr6 que prevalecen las cepas hiper virulentas STEC
0157:H7 del clado 8, en contraste con otros paises donde prevalece el 7 (Segura
et al., 2018).
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Epidemiologia

El SUH ocurre en mayor grado en los meses mas calidos, entre septiembre y
marzo (Figura 4) para el hemisferio sur, que coinciden con un mayor aislamiento
de STEC a partir de ganado bovino, pero existen casos esporadicos durante todo

el ano.

La variaciéon de la incidencia en distintos paises, y aun en distintas regiones de un
mismo pais, puede estar relacionada con los métodos de procesamiento y los
h&bitos de consumo de la carne, propios de cada region (Figura 4).
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Figura 4. Incidencia estacional de SUH. Afo 2019. Fuentes: Instituto Nacional de

Enfermedades Infecciosas (INEI) ANLIS, Malbran y Ministerio de Salud de la Nacién Argentina.
Con respecto a la distribucion segun edad, los grupos de edad mas afectados

contindan siendo los menores de 5 afios, en especial de 2 a 4, aunque se registran

casos en nifios mayores y adolescentes (Figura 5).
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Figura 5. Incidencia del SUH en funcién a la edad de los pacientes. Afio 2019. Fuentes:
Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS C2-SIVILA-UCSUH) y SNVS2.0.

En las notificaciones hasta el momento hay un ligero predominio de casos del sexo

femenino (Figura 6).
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Figura 6. Distribucion porcentual de casos de SUH segln sexo. Argentina, 2019, hasta
29/4. Fuente: Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS C2-SIVILA-UCSUH) y
SNVS2.0.
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Las Regiones Sur y NEA registran mas casos en lo que va de 2019 respecto del
promedio y la mediana de los ultimos 5 afios para el mismo periodo, mientras que,
en el Centro, Cuyo y NOA los casos 2019 son inferiores tanto al promedio como a
la mediana de los ultimos afios para el mismo periodo. En cuanto al analisis por
provincia, si bien en la mayoria de las jurisdicciones se observa un numero de
casos inferior a la mediana de los ultimos 5 afios, 5 provincias registran mas casos

segun el mismo indicador (Chaco, Entre Rios, Mendoza, Rio Negro y Tucuman).

Fisiopatogénesis

Es probable que la diarrea sanguinolenta sea producto de la accion téxica directa
de Stx sobre la vasculatura de la mucosa y sobre los enterocitos (Burger et al.,
2012). Se ha demostrado en conejos, que la toxina Stx tiene efectos enterotoxicos

directos sobre las vellosidades de células epiteliales que tienen Gbs.

De todas formas, aun no se ha detectado la presencia de Gbs en el epitelio
intestinal humano (Miyamoto et al., 2006; Schuller et. al., 2004). Dado que las
bacterias STEC no invaden las células epiteliales, es decir que colonizan pero
permanecen en el lumen intestinal, la toxina Stx producida pasa a la circulacion por
diversos mecanismos para llegar al tejido endotelial y epitelial susceptible. El
mecanismo por el cual la toxina pasa a la sangre no ha sido demostrado in vivo,
pero todos los estudios realizados in vitro con el uso de lineas epiteliales

polarizadas de intestino humano han demostrado lo siguiente:

(i) Stx1 cruza la barrera epitelial polarizada (CaCo2A y T84), sin alterar la
estructura de la monocapa y sin perder su actividad biologica. Este mecanismo es
dependiente de energia, requiere de los microtibulos, y el pasaje es transcelular
(Acheson et al., 1996).

(i) Stx2 posee un mecanismo de pasaje distinto al de Stx1, aunque tampoco altera
la integridad del epitelio polarizado, no requiere de los microtibulos. Ademas, el

pasaje de Stx2 es menos eficiente que el de Stx1, aunque la sensibilidad a la
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toxina de las células endoteliales intestinales y glomerulares es significativamente

mayor para Stx2 que para Stx1 (Hurley et al., 1999).

(iii) La infeccion por STEC también depende de la interaccion entre el huésped y la
bacteria. En este sentido, la respuesta inmune tiene un papel determinante en el
desarrollo de la enfermedad. La toxina Stx2 induce la sintesis de IL-8 en la
submucosa in vitro, induciendo el reclutamiento, activacion y migracion de
neutroéfilos al intestino (Thorpe et al., 1999). El proceso migratorio y la activacion de
estas células estarian causando la desestabilizacion o ruptura de la integridad del
epitelio y por lo tanto aumentando la absorcion de Stx con la subsiguiente
iniciacion de las complicaciones sistémicas caracteristicas del SUH (Thorpe et al.,
2001).

Una vez que la Stx2 cruza el epitelio intestinal, entra al torrente sanguineo desde
donde se traslada hacia los érganos blanco que poseen el receptor especifico. Se
cree que debido a la presencia de Gbs en el riidbn humano, y a la compleja
estructura de la microvasculatura, es alli donde se produce la mayor cantidad de
dafio en los distintos tipos celulares (Paton and Paton et al., 1998). De todas
formas esta es una enfermedad sistémica, y otros 6rganos pueden ser afectados
ya sea por la presencia de Gbsz o como consecuencia del desbalance general
ocasionado por la toxina. Las complicaciones neuroldgicas son las mas serias
dentro de las extrarrenales y extraintestinales causadas por Stx. El examen
histopatolégico de los tejidos de pacientes sugiere que la Stx dafia a las células
endoteliales en forma directa. Por otra parte, las células endoteliales de la
microvasculatura del cerebro humano son relativamente resistentes a los efectos
de la Stx2 pura (Ramegowda et al., 1999), pero el pretratamiento con TNF-q,
aumenta la sensibilidad a la toxina mediante el aumento de la expresion de Gbs en

el endotelio (Eisenhauer et al., 2001).
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Fisiopatologia y cuadro clinico

El periodo del prodromo se caracteriza por las manifestaciones gastrointestinales
como la diarrea, que en la forma tipica sufren aproximadamente el 90% de los
pacientes. Primero aparece la diarrea acuosa que mas tarde cambia a
sanguinolenta (74-95% de los pacientes), junto a los otros sintomas caracteristicos
del prodromo que son el dolor abdominal, la distension, los vomitos, y menos
comunes la invaginacion intestinal, el infarto colonico, el prolapso rectal, entre
otros (Rivas et al., 2006). Luego de un periodo variable (3 a 5 dias), la diarrea
desaparece y se desarrolla el cuadro clinico completo de insuficiencia renal aguda

(IRA), trombocitopenia y anemia hemolitica (Exeni et al., 1994).

Trombocitopenia

La trombocitopenia ocurre por el consumo de plaquetas en microtrombos luego de
su activacion. En consecuencia, las plaquetas circulantes poseen bajo contenido
de B-trombomodulina, se degranulan y no pueden agregarse. Se infiere que las
plaguetas han sufrido un proceso de activacion previa a la degranulacion porque el
plasma de pacientes con SUH induce la agregacion de plaguetas normales.
Ademas, se ha observado que este plasma posee altos niveles de factores
inductores de la agregacion. Las plaquetas poseen un tipo de receptor glicolipidico,
gue actla como receptor de la toxina Stx (Karpman et al., 2001). Sin embargo,
existe una controversia respecto de la accion directa de la toxina Stx sobre las
plaguetas, dado que la toxina Stx pura no puede agregar plaquetas en un

agregoémetro in vitro en forma directa (Dran et al., 2002).

Es posible que el consumo de plaquetas en el SUH pueda estar asociado con un
efecto indirecto debido al dafio sobre la pared vascular que causa la toxina Stx y
gue expone al subendotelio, liberando por lo tanto factores que inducen la

adhesién y la agregacion plaquetaria (factor von Willebrand y fibrinbgeno). A su
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vez, al agregarse, las plaquetas disparan reacciones de coagulacion local
formando pequefios trombos (Proulx et al., 2001; Proesmans, 2001).

Anemia Hemolitica

La causa de anemia hemolitica, se cree que se debe a la fragmentacion de los
glébulos rojos ocasionada por la ruptura mecanica que sufren al pasar por la
microvasculatura dafiada y obstruida por los trombos de plaquetas (Proulx et al.,
2001). Las células endoteliales de la microvasculatura expresan grandes
cantidades de Gbs, entonces una vez que la toxina Stx accede a ellas, las dafa
exponiendo al subendotelio y liberando factores de coagulacién que inducen la
agregacion y activacion plaquetaria. Estas plaquetas a su vez colaboran con la
liberacion de factores de coagulacion induciendo la formacién de trombos y la
deposicion de fibrina ocluyendo a los pequefios vasos (Proesmans, 2001). Otras
lesiones de la membrana del glébulo rojo ocurren por peroxidacion lipidica (dafio
por oxidacion de los fosfolipidos de la membrana plasmética). Por otra parte, la
oclusion es agravada por el dafio que ejerce la toxina Stx sobre el epitelio renal
(Tarr et al., 2005).

Insuficiencia Renal Aguda (IRA)

La IRA se presenta en el 100% de los casos, en diversos grados. La mayoria de
los nifios que presenta IRA muy severa tienen en general periodos de oligoanuria
(disminucién en la produccion de orina) prolongados en los primeros dias de la
enfermedad. También se observa hematuria (presencia de sangre en orina) en el
100% de los casos y el grado de proteinuria es variable. Ademas pueden
detectarse manifestaciones de dafio tubular proximal, y alteraciones en las
concentraciones de  metabolitos excretados en orina  (glucosuria,
hiperaminoaciduria, bicarbonaturia) o presentes en la sangre como la
hiperpotasemia, hiponatremia, hipocalcemia y acidosis metabolica. El filtrado

glomerular sufre un deterioro rapido y la concentracion de urea en sangre y de
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creatinina se elevan rapidamente. Muchos nifios superan los 400 mg/% de uremia
(valor normal: 20-60 mg/%) con valores de creatinina superiores a 7 mg/% (valor
normal: 0,7 mg/%) (Exeni et al., 1994).

Tratamientos

No existe a la fecha un tratamiento especifico para el SUH. Los pacientes
afectados reciben una terapia de sostén de dialisis peritoneal. Los antibiéticos son
contraindicados en infecciones por STEC (Tarr et al., 2005; Wong et al., 2012). A
niveles antimicrobianos por encima de los requeridos para inhibir la replicacion
bacteriana, varios antibiodticos tales como mitomicina C y quinolonas, incluyendo
ciprofloxacina, producen dafo en el ADN y por lo tanto se induce la respuesta SOS
con el efecto secundario no deseado de desencadenar simultdneamente la
produccion de bacteriéfagos y expresion del gen stx (Hauswaldt et al.,, 2013;

Bielaszewska. et al., 2012).

Tampoco se recomienda el uso de agentes anti-inflamatorios no esteroides porque
pueden disminuir el flujo sanguineo del rifion (Murray et al., 1993). A través de
estos efectos antibioticos puede aumentar el riesgo de desarrollo del SUH (Tarr et
al., 2005). En otro estudio se informd, en cambio, que los antibiéticos tales como
meropenem, azitromicina, rifaximina, y tigeciclina no influyeron en la induccion del
bacteriéfago y los niveles de toxina Stx, en la cepa 0104: H4 in vitro (Bielaszewska
etal., 2012).

Nuevos enfoques terapéuticos

Independientemente de la importancia de las infecciones por EHEC/STEC en
humanos, no existe una vacuna disponible o una terapia eficaz contra estos
patégenos. La mayoria de los estudios regionales realizados entre 2016 y 2018
incluyeron una proteina quimérica previamente novedosa desarrollada por Mejias y
colaboradores (Mejias et al., 2013; Mejias et al., 2014), que comprende un

monomero de la subunidad Stx2B fusionada con el extremo N de un mondmero de
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Brucella lumazine sintasa (BLS; BLS-Stx2B). Esta quimera se desarrolld para
aumentar la inmunogenicidad de Stx2B y, como tal, los epitopos conformacionales
en Stx2B se estabilizan. Los estudios en ratones demostraron que la quimera BLS-
Stx2B es un inmunodgeno eficiente induciendo titulos elevados de anticuerpos
contra Stx2, variantes de Stx2 y Stx1 (el 100% de los ratones vacunados con BLS-
Stx2B y el 33% de los ratones vacunados con Stx2B sobrevivieron al desafio con
dosis letal de toxina Stx) (Mejias et al., 2013; Mejias et al., 2014).

Sacerdoti y colaboradores demostraron que las ratas hembra inmunizadas con
BLS-Stx2B, antes del embarazo, desarrollaron titulos altos de anticuerpos
neutralizantes (100% de sobrevida) IgG contra Stx2B y estaban totalmente
protegidas del aborto después de desafiarlas con una dosis subletal de Stx2
(Sacerdoti et al., 2016). Ademas, el estudio describid la transferencia pasiva de
anticuerpos de las madres a su descendencia, porque encontraron anticuerpos
especificos anti-Stx2B IgG en los sueros de las crias en el momento del destete.
Ademas, estos anticuerpos confirieron proteccion total contra una dosis letal de

Stx2 a todas las crias que fueron amamantadas por las madres inmunizadas.

Posteriormente Mejias y colaboradores (Mejias et al., 2016), propusieron que los
anticuerpos de camélidos podrian ser adecuados para neutralizar la actividad de

Stx2, porque poseen caracteristicas Unicas, como las siguientes:

- Estan compuestos solo por cadenas pesadas

- El sitio de union al antigeno de estos anticuerpos estd compuesto por un
dominio variable (VHH).

- ElI VHH puede expresarse como fragmentos recombinantes y exhibir varias
caracteristicas valiosas, tales como: tamafio pequefio (12-16 kDa), alta
solubilidad, alta estabilidad intrinseca, facil adaptacion en construcciones
pluripotentes (permitiendo estrategias de extension de vida media),
reconocimiento de infrecuente o epitopes ocultos, baja toxicidad y facilidad

de fabricacion.
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Estas propiedades llevan al desarrollo de agentes terapéuticos en los cuales los
VHH superan a otros formatos de anticuerpos.

En este estudio, las llamas se inmunizaron con quimeras BLS (Brucella lumazine
synthase) Stx2B y se seleccionaron los anticuerpos de dominios de camélidos
pesados (VHH) especificos de Stx2B. Desarrollaron moléculas bivalentes ((2vb27)
2) y trivalentes ((2vb27) 2-SA), las ultimas con afinidad a la albumina sérica
humana y de raton. Posteriormente, probaron la actividad de neutralizacion de
Stx2 in vivo y la capacidad protectora inyectando a los ratones una dosis letal de
Stx2 o una infeccion con STEC. El estudio demostré que ((2vb27) 2-SA) fue mas
eficaz para proteger in vivo contra la toxicidad de Stx2 que (((2vb27) 2)). Ademas,
((2vb27) 2-SA) protegid al 100 % de los ratones contra la infeccion letal

intragastrica por STEC.

En otro estudio, Hiriart y colaboradores (Hiriart et al., 2018), obtuvieron suero
hiperinmune neutralizante equino anti-Stx1 y anti-Stx2 usando las quimeras IMC-
Stx1B e IMC-Stx2B (BLS-Stx1B y BLS-Stx2B). Luego, los fragmentos F (ab’) 2 se
purificaron y se corroboro su efectividad utilizando ensayos de viabilidad de células
Vero. Estas, son células epiteliales de rifidn de mono y se utilizan como modelo en
ensayos de citotoxicidad con toxinas Stx ya que contienen el receptor Gb3
mediante el cual interacciona y permite su entrada a las células blanco. Mostraron
gue estos fragmentos fueron seguros, es decir que no generaron efectos
secundarios no deseados, y que la dosis méaxima utilizada en ratones fue bien
tolerada. Cuando se probd con una dosis Unica y a dosis repetidas, en ratones y
conejos, no hubo alteraciones clinicas o subclinicas asociadas con el tratamiento.
Ademas, los ratones se protegieron de la intoxicacion por Stx2, incluso cuando los
fragmentos F (ab’) 2 se administraron 48 horas después de la toxina Stx. Ademas,
un estudio de reactividad cruzada con tejidos humanos no mostré6 una union

especifica de anticuerpos a los tejidos.

Los resultados se presentaron a la Administracion Nacional de Medicamentos,

Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) para su evaluacion, para solicitar la
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autorizacion para un estudio de fase Il en pacientes pediatricos vy, si tienen éxito,
estos fragmentos F (ab’) 2 podrian estar disponibles comercialmente para el afio
2020.

Siendo el ganado, el principal reservorio de STEC 0O157:H7, Martorelli y
colaboradores estudiaron el efecto de la vacunacion con dos (Intimin C280
(IntC280), EspB) o tres antigenos de STEC (IntC280, EspB, BLS-Stx2B) para
reducir la carga de STEC en el intestino vacuno (Martorelli et al., 2017).

Los anticuerpos producidos en los sueros de terneros vacunados utilizando ambas
combinaciones de antigenos inhibieron la adherencia de O157:H7 a las células
epiteliales y neutralizaron la lisis de los glébulos rojos (Mejias et al., 2013). La
respuesta inmune de IgG contra Stx2 fue especifica pero mas baja en
comparacion con la obtenida en ratones con quimera BLS-Stx2B (Mejias et al.,
2013). Ademas, estos anticuerpos fueron capaces de neutralizar la citotoxicidad
producida por Stx2 en células Vero. Esto mismo se pudo ver utilizando sueros
tomados a los 9 y 15 dias después de la vacunaciéon. Finalmente, la adicion de
BLS-Stx2B indujo no solo anticuerpos contra Stx2, sino que también potenci6 la

respuesta de IgG1 a Intimin y EspB.

La respuesta de los anticuerpos anti-O157 dirigidos contra las cadenas laterales de
lipopolisacaridos (LPS) indica que estos compuestos deben ser parte de las
posibles vacunas contra E. coli O157 (DuPont et al., 1987; Szu et al., 2014). Sin
embargo, el LPS completo de 0157 no se puede usar como inmundgeno debido a
varios factores, incluido el efecto toxico del lipido A (Glucolipido estructural de los
lipopolisacaridos); que cuando se elimina, este hace que el LPS sea

inmunolégicamente débil.
Para superar estas limitaciones, Konadu y colaboradores usaron LPS 0157, sin el

lipido A, como un inmundégeno acoplado con la subunidad B del Stx1 para producir

anticuerpos neutralizantes contra el Stx (Konadu et al., 1993).
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Navarro y colaboradores, propusieron otros tipos de inmunégenos, desarrollaron
mimotopes del lipopolisacarido (LPS) O157 mediante el uso de la tecnologia de
phage display (Navarro et al., 2016). Estos inmunogenos tienen la ventaja de evitar
la endotoxicidad del lipido A. Los autores seleccionaron el péptido mimotopes
SP12 porque era capaz de inducir anticuerpos contra LPS 0157 y competian por
los sitios de union en la misma molécula. Pero hasta ahora, se necesitan mas
estudios para apoyar el uso de este péptido mimotopes como un inmundgeno

terapéutico alternativo.

Prevencion

Un aspecto central en la tarea de la prevencion es la educaciéon de la poblacion
acerca de los principales mecanismos de transmision de STEC. En el mundo
actual, con los cambios en el estilo de vida, habitos alimenticios y produccién de
alimentos en el ambito industrial, un gran nimero de personas se alimenta fuera
del hogar, por lo cual cada vez estdn méas expuestas a las enfermedades
transmitidas por alimentos, entre ellas las infecciones por STEC. En Estados
Unidos y Canada se ha establecido una vigilancia clinica y de laboratorio de las
infecciones por STEC, lo cual ha permitido detectar un elevado numero de brotes
de gastroenteritis asociado al consumo de alimentos contaminados con estos
patégenos, al mismo tiempo que ha permitido implementar medidas de control

adecuadas.

Un namero significativo de estos brotes esta asociado al consumo de carne de
bovino, molida o picada, que en el caso de procesos industriales como la
fabricacion de hamburguesas se ha demostrado que puede tener un impacto muy
importante. Ademas se debe considerar que la carne puede contaminarse en el
proceso de trituracién, ya que esta maquinaria no es sometida a desinfeccion entre

un proceso y oftro.
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Las medidas preventivas en este caso son:

v' Lavarse bien las manos con agua y jabén después de ir al bafio, antes de
comer y luego de tocar carne cruda. Cuidar que los chicos también lo hagan.

v' Cocinar bien las carnes, especialmente la carne picada hasta que pierda el
color rosado.

v" No usar el mismo cuchillo (o superficies: tablas, mesadas) para cortar otros
alimentos con el que se corté carne cruda, sin antes lavarlos bien con agua y
detergente.

v' Las frutas y las verduras crudas deben lavarse cuidadosamente.

v' El agua de uso y consumo debe ser potable.

v' Consumir leche y otros lacteos pasteurizados y bien conservados en frio.

v' Conservar los alimentos, tanto frescos como cocidos en la heladera.

v" No bafiar a los chicos en aguas contaminadas.

v Cuidar que las piletas de nataciébn privada y publica, tengan agua

adecuadamente clorada.

Otro aspecto para un control efectivo, es actuar sobre el reservorio. Se puede
controlar la contaminacion de las carcasas con el contenido intestinal, en el
momento del faenado del animal. Estos procedimientos deben estar
adecuadamente regulados y deben ser supervisados por las autoridades sanitarias
correspondientes. Los animales, especialmente los rumiantes, son reservorio de
STEC. El ganado bovino ha sido sefialado como el principal reservorio de E. coli
0157:H7 a partir de 1982, cuando se produce el primer brote de SUH vinculado
epidemiolégicamente al consumo de hamburguesas. Estudios posteriores
demuestran que este microorganismo esta presente en el tracto gastrointestinal del
ganado en porcentajes variables. También ha sido descripta la transmisién animal-
hombre y hombre-hombre, por la ruta fecal-oral, debido a su baja dosis infectiva.
Esta dosis infectiva es mucho menor que la de otros patégenos transmitidos por

alimentos, incluida Salmonella.
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Escherichia coli Enterohemorragicas (EHEC)

Las cepas de E. coli comensales y patdgenas muestran diversas variantes
fenotipicas y genotipicas. E. coli ha sido tradicionalmente serotipada basandose en
tres tipos de antigenos; somaticos (O), capsular (K) y flagelar (H), y se han
identificado mas de 700 serotipos de E. coli basados en la combinacion de
antigenos O y H (Nataro and Kaper, 1998). E. coli ha evolucionado para crecer en
el tracto intestinal de animales de sangre caliente donde las fuentes de
carbono/energia estdn en abundancia y existe una humedad, pH y temperatura
idoneos para su desarrollo. Se encuentra colonizando la mucosa del colon de
forma natural, donde desarrolla funciones beneficiosas para su huésped. Muchas
cepas de E. coli son resistentes a cierto grado de pH &cido porque necesitan pasar
a través del estbmago del animal para llegar al tracto intestinal. Las condiciones
intestinales del huésped pueden afectar a la estructura de la poblacion de E. coliy
a la abundancia relativa de los distintos grupos filogenéticos de E. coli
dependiendo del huésped y su dieta (Gordon et al., 2013). E. coli es excretada con
las heces, en individuos sanos, en una concentracion de 10%-10° unidades

formadoras de colonia por gramo de heces (UFC g™).

Escherichia coli productoras de toxina Stx (STEC)

Las Escherichia coli enteropatégenas se clasifican patotipicamente, segun los
patrones de las manifestaciones observadas durante la infeccién. Las E. coli
productoras de toxina Stx (STEC) se suelen clasificar patotipicamente como E coli
enterohemorragica (EHEC). Pero las STEC son el tipo mas comun de EHEC, por
lo que los dos términos son a veces utilizados sinbnimamente. Esto debe evitarse,
ya que las toxinas Shiga 1 y 2 (Stx1 yStx2) también pueden ser producidas por

cepas con otras caracteristicas compatibles con E coli enteroagregativas (EAEC).

Las infecciones por STEC causan un espectro de enfermedades, de distinta

gravedad, que van desde asintomaticas hasta la colitis hemorragica y el SUH.
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Después de la ingestion de tan solo 100 microorganismos, seguidos por un
periodo de incubacion de 3 a 4 dias, casi todos los pacientes infectados
desarrollan diarrea acuosa acompafiada de colicos abdominales. En el 80 a 90%
de los casos analizados en cultivo, la diarrea se vuelve sanguinolenta 2 a 3 dias
después de la aparicion de heces. Esta fase de diarrea hemorragica dura en
promedio 2 a 5 dias antes de la resolucion sintoméatica (Smith et al., 2014 y Davis
et al., 2013).

Se requiere hospitalizacion en el 23 a 47 % de los pacientes sintomaticos con
diarrea aguda debido a STEC, con una estancia hospitalaria promedio de 6 a 14
dias. Se estima que entre el 6 y el 25% de los pacientes con colitis hemorragica

relacionada con STEC desarrollan SUH. La mortalidad es del 3% al 5%.

Pruebas de laboratorio para las infecciones por STEC

Hay varios métodos disponibles para la deteccion de STEC en el laboratorio
clinico. Estos incluyen el uso de medios de cultivo, inmunoensayos para antigenos
especificos de STEC y las pruebas moleculares, como las PCRs. Las diferencias
entre estas pruebas incluyen aquellas que son relevantes para la mayoria de las
pruebas de microbiologia clinica: el tiempo, el costo, la sensibilidad y la
especificidad. Ademds, una diferencia importante entre estas pruebas es que
algunas de ellas solo detectan STEC 0157, mientras que otras detectan todas las
STEC. La capacidad de detectar solo STEC O157 o todas las STEC se han
discutido y debatido en gran detalle; sin embargo, el consenso general es que la
estrategia de prueba debe incluir la deteccidén de todos los STEC, incluso en areas
donde el STEC 0157 ha sido el patégeno primario en el pasado (Hermos et al.,
2011 y Schindler et al., 2014) (Tabla 1).
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Ensayo
Medio Solido

CHROMagar 0104
STEC

CHROMagar 0157

CHROMagar STEC

Rainbow Agar 0157

Sorbitol-MacConkey

Inmunoensayos
BioStar OIA
SHIGATOXS§

Duopath Verotoxins

Gold Labeled
Immunosorbent
Assayf|
Immunocard STAT
EHEC**

Premier EHECtt

Shiga Toxin Check

Shiga Toxin Quick
Check

Deteccion molecular

EntericBio real time
Gastro Panel |
FilmArray Gl panel

Seeplex Diarrhea
ACE Detection

Blanco

Deteccion de 0104: H4 a
traves de substrato
cromogénico
Deteccidn de 0157 STEC
a traves de substrato
cromogénico

Deteccidn de 0157 y no-
=157 a traves de
substrato cromogénico

Deteccidon de 0157 y
algunas no-=157 a traves
de actividad b-
glucuronidasa y b-
galactosidasa
Deteccidn de 0157 a
través de la falta de
fermentacién del sorbitol

No puede diferenciar
Toxinas Shiga
Toxinas Shiga; puede
diferenciar entre 1y 2

Toxinas Shiga; puede
diferenciar entre 1y 2

Toxinas Shiga; no puede
diferenciar entre 1y 2

Toxinas Shiga; no puede
diferenciar entre 1y 2

Toxinas Shiga; puede
diferenciar entre 1y 2

Miltiplex PCR

Multiplex PCR basado en
Array

Multiplex PCR con
tecnologia de
oligonucleotidos dual
priming

Sensibilidad
(%)

71,4

96,3

85

no
determinada

98

98

100 (stx1) 99
(stx2)

92

96

80

85

100

100

100

Introduccion

Especificidad .
T
(%) iempo
99,1 24 h
100 24 h
92 24 h
no
determinada
24 h
99 24 h
99,4 15 min
98 (stx1) 97 20 min
(stx2)
100 20 min
100 3,5h
98,2 3h
100 2h
99,8 3h
99,5 3h
99,6-100 3h
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Ensayo de deteccion Real-time PCR que
TaqMan in-house detecta stx1y 2 por 100 100 3h
STEC separado
xTag

Multiplex PCR con

Gastrointestinal g
hibridacion de sondas

Pathogen Panel
Tabla 1. Métodos de deteccion STEC. Fuente: Front. Microbiol., 12 April 2016. (Parsons et

al., 2016).

93,5-100 98,8-100 3h

Utilidad de medios de cultivo y estrategias

Los métodos no basados en medios de cultivo pueden probar la presencia de Stx1
y/o Stx2 mediante la deteccion de secuencias de ADN especificas 0 antigenos; sin
embargo, solo el aislamiento en cultivo puro de la cepa patdgena puede permitir
una caracterizacion fenotipica completa del organismo para propdsitos

epidemiolégicos.

Ademas, los cultivos pueden aumentar la sensibilidad al enriquecer la poblacion de
organismos productores de toxinas, lo que permite su deteccidn en circunstancias
dificiles. Los cultivos pueden realizarse en sitios con menos equipamiento y
capacitacion que los métodos moleculares o serologicos, lo que afecta el costo y el
tiempo para el diagnostico. La deteccion de STEC por medio de cultivo es
necesariamente un proceso de varios pasos. La deteccidbn de STEC en heces
requiere el uso de medios selectivos y diferenciales. Los medios indicadores
aumentan la especificidad y potencialmente aumentan la sensibilidad al introducir
indicadores diferenciales para cepas particulares de STEC (Bettelheim et al., 1998;
Gill et al., 2014) pero estan restringidos por los medios bioquimicos utilizados para
causar las reacciones cromogénicas, por lo que es de suma importancia contar

con métodos rapidos, para un diagnostico a tiempo, y evitar el desarrollo del SUH.

Finalmente, se debe realizar al menos un paso de confirmacion mediante una
prueba inmunolégica o molecular para confirmar el diagndstico; este requisito es
forzado por la falta, en la actualidad, de agentes selectivos o diferenciales basados

en agar especificos para la toxina Stx. Los medios indicadores también son
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relativamente mas caros debido a los colorantes y aditivos adicionales requeridos.
Un resultado negativo para STEC O157 no descarta la presencia de STEC no
0157.

Inmunoensayos para la deteccidn de Escherichia coli productora de
toxina Stx

Debido a que no se dispone de ningun medio de cultivo para la deteccion practica
de todos los serotipos de STEC, la identificacion de la toxina Stx en heces es un
método alternativo para diagnosticar la enfermedad relacionada con STEC. Los
primeros inmunoensayos enzimaticos EIA (Enzyme Immuno Assay) desarrollados
para Stx identificaron colonias de STEC basadas en la unién de anticuerpos
monoclonales a Stx1 y Stx2 inmovilizado en membranas (Perera et al., 1988;
Milley y Sekla, 1993). Desde la creacion de estos EIA que se requirid el
crecimiento de colonias aisladas en un medio solido, se han desarrollado una serie
de ensayos para la deteccién de toxina Stx directamente de heces o de cultivos de

heces enriquecidos.

Uno de los EIA mas evaluados y utilizados es el inmunoensayo de micropocillos
Premier® EHEC (Meridian Bioscience Inc., Cincinnati, OH, EE. UU.). Varios
estudios, que utilizaron cultivos de heces en medios enriquecidos, encontraron que
Premier® EHEC demuestra una alta sensibilidad y especificidad (Tabla 1).
Premier® EHEC también se ha utlizado para detectar Stx directamente de
muestras clinicas sin el uso de pasos de enriguecimiento; un grupo encontré que
este enfoque tenia una sensibilidad del 83,9% y una especificidad del 99,8% (Teel
et al., 2007).

Otro inmunoensayo de micropocillos que se ha sometido a una evaluacion clinica,
el ensayo ProSpect ™ Shiga Toxin E. coli (Remel, Lenexa, KS, EE. UU.), demostro
una sensibilidad inferior en comparacion con Premier® EHEC (Tabla 1). Ademas
de los EIA de micropocillos, se han desarrollado otros tipos de inmunoensayos
para detectar STEC. Uno de estos ensayos es el inmunoensayo oOptico BioStar®

SHIGATOX (Inverness Medical Professional Diagnostics, Inc., San Diego, CA, EE.

42



Introduccion

UU.) que detecta Stx por su interaccion con anticuerpos anti-Stx en la superficie de
una oblea de silicio; esta interaccion provoca un aumento en el grosor éptico de la
pelicula delgada y produce un cambio de color visible en la oblea. De manera
similar, Duopath Verotoxin-test ™ (Merck, Darmstadt, Alemania) es un ensayo
inmunocromatografico que emplea anticuerpos anti-Stx inmovilizados en una
membrana para unir y detectar Stx. En estudios anteriores, el ensayo BioStar®
SHIGATOX mostré un rendimiento superior al Duopath Verotoxin-test ™ (Tabla 1).
Sin embargo, Duopath Verotoxin-test ™ es ventajoso porque distingue entre Stx1y
Stx2 que producen STEC. Premier® EHEC demostré una sensibilidad del 90,5%,
similar a la observada en estudios anteriores (Grif et al., 2007; Teel et al., 2007;
Hermos et al., 2011), y el ensayo de Shiga Toxin Chek™ tuvo una sensibilidad del
80%, la cual disminuy6é al 70% cuando se utilizaron muestras no enriquecidas
(Chui et al., 2015).

Hay una gran cantidad de inmunoensayos disponibles para la deteccién de STEC
directamente en heces o en cultivos selectivos de heces. La mayoria de estas

pruebas detectan Stx1 y Stx2, como también el antigeno 0157.

Pruebas moleculares para STEC

Si bien la deteccidon de Stx es una forma directa de determinar si las muestras
clinicas contienen STEC, ha habido mucho interés en los métodos basados en la

deteccion de acidos nucleicos que revelen la presencia de genes stx en las heces.

Se disefid una PCR convencional dirigida a stx1 y stx2 en una sola reaccion
(Pollard et al., 1990); posteriormente se describié un ensayo similar que podria
detectar STEC a partir de ADN aislado de heces (Brian et al., 1992). Desde
entonces, se han desarrollado una multitud de ensayos de PCR y varios de ellos
utilizan plataformas en tiempo real. Algunas de las ventajas de usar los ensayos de
PCR en tiempo real incluyen una excelente sensibilidad y especificidad y la

capacidad de disefiar ensayos multiplex para detectar y diferenciar entre stx1 y
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stx2, otros genes de virulencia como el gen intimin, eae, y el gen de la hemolisina,

ehx4, e incluso otros patdgenos gastrointestinales.

El primer ensayo de PCR en tiempo real dirigido a stx, en heces clinicas infectadas
naturalmente, tuvo una sensibilidad del 100% y una especificidad del 92%
(Bélanger et al., 2002). Se han disefiado numerosos ensayos de PCR en tiempo
real y, en general, muestran tasas de deteccion similares con pocos resultados
falsos positivos. En comparacion con el método de cultivo, como gold standard, la
sensibilidad de la PCR en tiempo real fue de un 96.4% y la especificidad fue del
97.8% (Gerritzen et al., 2011; Zhang et al., 2012). Los ensayos comerciales de
PCR en tiempo real, como el GeneDisc® (GeneDisc® Technolgies Pall
Corporation, NY, EE. UU.) y el sistema BAX® (DuPont Nutritton and Health,
Wilmington, DE, EE. UU.) incluyen un panel para la deteccion rapida de STEC,
dirigida a stx1, stx2, y eae u otros genes, seguidos de paneles que se dirigen a los
genes especificos de serotipo de la STEC 0157 y las seis principales de la STEC
no O157. Estos paneles de STEC de PCR en tiempo real exhiben una alta
sensibilidad y pueden aplicarse en algoritmos de deteccion de dos pasos que
primero capturan STEC seguido de la deteccion de los serotipos STEC informados
mas frecuentemente (Fratamico et al., 2012; Wasilenko et al., 2014). La mayoria
de los ensayos de PCR en tiempo real utilizan una serie de sistemas de deteccion
disponibles, incluyendo SYBR green, TagMan®, sondas beacon, sondas de
transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET), ensayos LUX ™
(luz sobre extension) con cebadores marcados individualmente sin sondas, etc.
Ademas de contribuir a la heterogeneidad de los métodos disponibles, los
diferentes ensayos de PCR en tiempo real a menudo apuntan a diferentes
regiones dentro de stx1l y stx2, (Chui et al., 2010). También estan disponibles
numerosos ensayos moleculares multiplex para la deteccion de mdltiples
patégenos gastrointestinales. El Panel de Patdgenos Gastrointestinales (GPP)
xTag® (Luminex Corporation, Austin, TX, EE. UU.) esta aprobado por la FDA y
Health Canada para la deteccion de mdultiples agentes de gastroenteritis. EI GPP
emplea una PCR multiplex con un paso de transcriptasa inversa destinado a

amplificar el material genético de 15 patdégenos o toxinas gastrointestinales:
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rotavirus A, adenovirus 40 y 41, norovirus Gl y Gll, Salmonella spp., Shigella spp.,
Campylobacter spp., toxina A/B de Clostridium difficile, STEC, toxina estable y labil
al calor (ST / LT) de Escherichia coli Enterotoxinogénica (ETEC), Escherichia coli
Enterohemorragica 0157 (EHEC), Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae, Giardia
liamblia, Cryptosporidium spp. y Entamoeba histolytica. Los amplicones generados
se hibridan luego con oligonucleotidos unidos a microesferas, que son detectados
en el sistema de lectura Luminex 200. En el GPP se incluyen blancos separados
para la deteccién de E. coli O157 y STEC no 0O157. Las multiples evaluaciones
realizadas en diferentes regiones han demostrado altas sensibilidades vy
especificidades (Tabla 1).

Targets de amplificacion

El objetivo mas comun de las pruebas moleculares para STEC es el propio operon
stx. Como se describe, existen 2 versiones de stx, stx1l y stx2. Ademas de estas
dianas de deteccion, se usa una diana de control positivo, con frecuencia un gen
rRNA o un gen de housekeeping, para verificar la deteccion de pipeline. La
deteccion de cada uno de estos targets es el minimo para la deteccion molecular
de STEC. Las pruebas moleculares multiplex permiten la deteccion de dianas
adicionales (patégenos) y la mejora del rendimiento del ensayo mediante la
seleccion de dianas mdltiples dentro de un Unico patégeno (por ejemplo, la
deteccion de stx1 y stx2 en STEC). Se pueden elegir targets adicionales entre los
factores de virulencia mas asociados con la enfermedad persistente. El gen de b-
D-glucuronidasa (uidA), analizado en el contexto del sorbitol y los agares
indicadores, es un target frecuente, al igual que el factor de adhesién “eae” y la
enterolisina “ehxA/hlyA”. Una aplicacion adicional es la deteccion de loci asociados

con una cepa especifica de STEC (Paton et al., 1998).
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Factores de virulencia

Toxina Stx

Esta toxina Stx es el principal factor de virulencia de STEC, y es la principal
responsable del desarrollo del SUH. Todas las toxinas Stx comparten
caracteristicas estructurales y enziméticas; sin embargo, existen diferencias con
respecto a la secuencia, la actividad biolégica y la reactividad serologica (Kriiger
and Lucchesi, 2015). Las toxinas Stx de E. coli se clasifican en dos tipos
principales: Stx1 y Stx2. Cada grupo comprende varios subtipos, siendo el tipo
Stx2 mas heterogéneo que el Stx1. La toxina Stx puede clasificarse en: Stx1 (3
subtipos a, c y d) y Stx2 (7 subtipos del a al g) (Scheutz et al., 2012). Es posible
correlacionar Stx2a como la toxina mas virulenta y la responsable de mas casos de
SUH producidos. En cambio Stx2e, Stx2f y Stx2g estan asociadas a baja
patogenicidad en humanos. En un estudio de la potencia de las toxinas Stx
purificadas (Fuller et al., 2011) se encontraron diferencias tanto en condiciones in
vitro como in vivo. En patrticular, Stx2a y Stx2d demostraron ser mas potentes que
Stx2b, Stx2c y Stx1. Cepas STEC pueden llevar un solo tipo de Stx, ambos o
incluso una combinacién de diferentes subtipos. Tanto Stx1 como Stx2 son
capaces de desarrollar SUH tras una infeccién, sin embargo Stx2 estd mas

estrechamente relacionado con el desarrollo de SUH (Boerlin et al., 1999).

Tanto Stx1 como Stx2 estan codificados en bacteri6fagos dentro del cromosoma
bacteriano. Los bacteri6fagos portadores de la toxina Stx pueden activar su ciclo
litico bajo condiciones de estrés ambiental para la bacteria, llevando a la lisis
bacteriana y a la diseminacion de los propios bacteri6fagos Stx (Neely and

Friedman, 1998). Los bacteri6fagos Stx se describen en detalle mas adelante.
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Estructura

La toxina Stx es miembro de la familia de toxinas bacterianas AB5. La subunidad A
(StxA) posee actividad N-glicosidasa contra el rRNA 28S del ribosoma 60S en el
citosol, lo que resulta en la inhibicion de la sintesis de proteinas en células
eucariotas y la activacion de la cascada de sefializacion proinflamatoria conocida
como la respuesta al estrés ribotoxico (RSR) (Smith et al.,, 2003). Las cinco
subunidades B (StxB) forman un pentdmero que se une a los receptores de Gbsen
la membrana celular (Thompson et al., 2000) (Figura 7).

Funcion

El ingreso de la toxina a la célula y la distribucion hacia diferentes 6rganos es

mediado por tres mecanismos principales:

-Endocitosis: Se da tras la unién entre las subunidades B y el receptor Gbs, la
subunidad A se introduce en el citoplasma mediante invaginacion de la membrana
celular (Lee et al., 2005).

-Macropinocitosis (MPC): Permite la entrada de Stx cuando el receptor de las

membranas (Gbs) no es expresada por la célula.

-Transcitosis: La toxina es capaz de pasar de un espacio extracelular a otro
mediante vesiculas. Facilita la propagacion de la toxina hacia otras células

endoteliales que expresen el receptor Gbs (In et al., 2013).

Una vez que Stx se introduce en la célula, la subunidad A de la toxina Stx
interacciona con el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmético. La subunidad A
es una RNA-glicosidasa que elimina una adenina del rRNA 28S, inhibiendo asi la

sintesis de proteinas y causando la muerte celular.
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Figura 7. Las dos subunidades (AB) de la toxina Stx ingresan a la célula de mamifero a través
de endocitosis, ya sea mediada o no por receptores de Gbs (clatrina), y luego se transporta
desde el endosoma a la aparato de Golgi utilizando una seccion de la via secretora llamada
“via retrograda” (flechas moradas). La toxina luego llega al reticulo endoplasmico (ER) donde
se escinde. La subunidad A ingresa al citoplasma y bloquea la sintesis de proteinas en el
ribosoma. Modificado de Seaman & Peden (2010).
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La toxina Stx puede ejercer sus efectos sobre las células eucariotas por uno de
tres mecanismos conocidos. En primer lugar, la inactivacion de los ribosomas y la
inhibiciébn de la sintesis de proteina citoplasmatica puede resultar en la muerte
celular (Obrig et al.,, 1988). En segundo lugar, la generacion del ARNr 28S
depurinado en los ribosomas, dependiente de Stx, inicia una respuesta de
transduccion de sefiales unica conocida como la “RSR" que conduce a la
activacion de citocinas, quimioquinas, u otros factores que dan lugar a numerosos
eventos diferentes incluyendo la apoptosis de la célula afectada (Jandhyala et al.,
2008). En tercer lugar, la union al receptor de holotoxina Stx o su subunidad B
pueden iniciar una cascada citoplasmatica de transduccion de sefiales diferente de
la respuesta activada por via RSR (Walchli et al., 2009).

Translocacion desde el intestino

Las cepas STEC colonizan el epitelio de la mucosa en el colon humano
promoviendo la produccion y absorcién de Stx. Con respecto a la importancia de
las adaptaciones de colonizacion para mejorar la patogenicidad, se ha demostrado
en un modelo de raton para infecciones con STEC, que las cepas recuperadas de
las heces son capaces de generar una colonizacion mas generalizada y
persistente que la cepa parental (Fernandez-Brando et al., 2012). Estos resultados
sugieren que las cepas recuperadas de las heces tienen una mayor capacidad
patégena aunque la produccién Stx2 fue similar o incluso menor, por el aumento
de la colonizacion y persistencia de la cepa bacteriana. Estos resultados ademas
resaltan la importancia de la adaptacion de las bacterias al ambiente intestinal del
huésped para el proceso de colonizacion y desarrollo del SUH en el

establecimiento de infecciones por STEC (Fernandez-Brando et al., 2012).

Aunque se ha avanzado mucho en el entendimiento de la compleja y dinamica
colonizacion del colon humano causada por STEC, el mecanismo preciso por el
cual Stx contribuye a la patologia intestinal no se conoce bien. Como las cepas de
STEC son generalmente no invasivas, el desarrollo sisttmico del SUH tras el

establecimiento de infecciones por STEC es resultado de la absorcion sistémica de
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Stx y, posiblemente, de otros factores de virulencia en el lumen intestinal. Se
demostré que Stx podria cruzar el epitelio intestinal via transcelular y paracelular
(Figura 8).

La transcitosis transcelular via macropinocitosis independiente de receptores
puede representar la via principal, al menos durante las primeras etapas de la
infeccién (Malyukova et al., 2009), mientras que la via paracelular puede ser la
entrada de Stx durante la inflamacion aguda de la mucosa del colon (Besser et al.,
1999).
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Figura 8. Vias transcelulares y paracelulares de Stx través del epitelio del colon humano.

(A) Macropinocitosis independiente de Gbs. (B) Translocacién Gbs dependiente por transporte
retrogrado y liberacién Stx después de la muerte celular. (C) Transporte paracelular durante la
transmigraciéon de neutréfilos (PMN). Esquema adaptado de Ibarra et al., 2013

Aunque la mayoria de los datos relativos al trafico de Stx y la citotoxicidad se
basan en estudios en células que llevan el receptor especifico de Stx, el hallazgo
de transporte retrogrado de Stx en la linea celular intestinal humana T84 que
carece de receptor Gbs, es de particular interés. En estas células, Stx1 se detectd
en los endosomas, la red trans-Golgi (TGN), el reticulo endoplasmatico (ER), y la

membrana nuclear (Philpott et al., 1997). Aunque la escision de la subunidad StxA
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se produce después de 6 horas de incubacion, no se observo citotoxicidad incluso
en periodos de 24 horas. Por el contrario, en las células Caco-2, una linea celular
intestinal humana que expresa receptores Gbs, Stx1 y Stx2 se transportan al ER, y
las subunidades StxA de ambas se activan por escision dependiente de furina y
producen RSR con la inhibicion de la sintesis de proteinas y la consiguiente
induccién de la apoptosis celular (Schuller et al., 2004).

También se ha descrito un movimiento de Stx a través de la barrera intestinal sin
dafo celular aparente probablemente a través de una ruta transcelular activa, que
puede ser incrementado por la transmigracion de neutréfilos (PMN) a través del
endotelio (Hurley et al., 2001) (Figura 8). En conjunto, estas evidencias sugieren
gue la citotoxicidad de Stx se asocia con la presencia del receptor Gbs. Sin
embargo, se discute su expresion en la membrana apical de las células epiteliales
de la mucosa del colon humano. La existencia (Muthing et al., 2009) y la ausencia
de Gbs (Schuller et al., 2004) ha sido demostrada por diferentes grupos usando

distintas condiciones experimentales.

Ademas de la liberacion de toxina después de la lisis bacteriana, Stx puede
liberarse dentro de vesiculas de la membrana externa (OMV) durante el
crecimiento bacteriano (Kolling et al., 1999; Bielaszewska et al., 2017). El modo de
liberacion de Stx podria tener un impacto en el mecanismo y la eficiencia de la
penetracidon de la toxina a través de la barrera intestinal, ya que el epitelio intestinal
humano no expresa el receptor Gbs (Schuller et al., 2004), mientras que las células
huésped pueden internalizar las OMVs a través de vias receptor-dependientes e
independientes (O'Donoghue et al.,, 2016). En particular, los estudios han
demostrado un mejor transporte de Stx a través de células T84 polarizadas
durante la infeccién por EHEC microaerdbica versus aerébica (Tran et al., 2014), lo
gue podria indicar una mayor captacion de toxinas a través de OMVs.
Alternativamente, los niveles bajos de oxigeno podrian promover la expresion de

factores bacterianos que facilitan el transporte de toxinas.
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Efectos inflamatorios de la toxina Stx y lipopolisacaridos en el
intestino

Ademas de sus efectos citotdxicos, la toxina Stx es capaz de activar una respuesta
inflamatoria en el intestino, en su interaccién con las células sanguineas y después

de unirse a las células de los érganos blanco (Karpman et al., 2014).

Estos efectos se producen simultdneamente con los efectos citotOxicos y se
asocian con la liberacibn de una amplia gama de citoquinas proinflamatorias y
guimiocinas. Los estudios in vitro han demostrado que la toxina Stx puede
desencadenar la entrada de neutréfilos en el intestino al inducir la liberacion de
interleucina (IL)-8 y otras quimiocinas C-X-C (Thorpe et al., 1999; Thorpe et al.,
2001; Yamasaki et al., 1999). La interaccion con los macréfagos peritoneales
también condujo a la liberacién de citoquinas proinflamatorias como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) e IL-6 (Tesh et al., 1994). El LPS también puede
contribuir a la respuesta inflamatoria en el intestino (Tesh et al., 1994). Los
estudios en ratones han mostrado que la respuesta inicial del huésped a
lipopolisacaridos (LPS) de E. coli O157:H7 es esencial para la eliminacién
bacteriana del intestino, por lo que los ratones que carecen de una respuesta
adecuada a LPS estaban sujetos al desarrollo de una enfermedad mas grave
(Karpman et al., 1997; Calderon et al., 2008).

Toxicidad

La toxina Stx se une a los neutrofilos, monocitos, plaquetas y glébulos rojos (Bitzan
et al, 1994; Te Loo et al., 2000; Cooling et al., 1998). Estas células sanguineas son
resistentes a los efectos citotoxicos de la toxina, en parte debido a la minima
sintesis de proteinas en las plaguetas y los glébulos rojos. Las células pueden en
cambio activarse y liberar microvesiculas (Arvidsson et al., 2015; Stahl et al.,
2011). Los experimentos in vitro han demostrado que la toxina Stx induce la
liberacion de microvesiculas de monocitos humanos, plaquetas (Stahl et al., 2009;
Stahl et al., 2011) y glébulos rojos (Arvidsson et al., 2015).
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La coestimulacion con toxina Stx y E. coli O157-LPS mejord la liberacion de
microvesiculas de plaguetas y leucocitos en comparacion con cada estimulante por
separado (Stahl et al., 2009). Las microvesiculas desprendidas de plaquetas y
monocitos transportan factor tisular y fosfatidilserina (Stahl et al., 2009), asi como
el complemento C3 y C9 (Stahl et al.,, 2011). C5b-9 también se detectd en
microvesiculas de glébulos rojos que también expusieron fosfatidilserina después
de la estimulacion con toxina Stx (Arvidsson et al., 2015). La toxina en si misma
puede incorporarse en las microvesiculas derivadas de células sanguineas que se
originan a partir de neutréfilos, monocitos, plaguetas y glébulos rojos (Stahl et al.,
2015). La toxina se localiz6 principalmente dentro de las microvesiculas y no en su
membrana externa (Stahl et al.,, 2015). Permaneciendo dentro de las
microvesiculas, puede transferirse a las células del érgano blanco y ser absorbida
después de la endocitosis de toda la microvesicula (Stahl et al., 2015). En un
modelo de ratén de infecciéon por EHEC (Calderon et al., 2008), se demostré que
las microvesiculas derivadas de células sanguineas que llevan la toxina Stx son
captadas por células endoteliales glomerulares renales y células tubulares (Stahl et
al., 2015). Un aspecto notable de este hallazgo es que, a diferencia del glomérulo
humano, las células endoteliales glomerulares de raton carecen del receptor de la
toxina Gbs (Psotka et al., 2009). Después de que la toxina se elimina de las células
sanguineas, dentro de las microvesiculas, las microvesiculas que contienen la

toxina pueden ser absorbidas incluso por las células que carecen de Gbs.

Otros factores de virulencia

Existen en las STEC otros importantes factores de virulencia:

Otras toxinas como la “cytolethal distending toxin” (Cdt) o la enterohemolisina
(HIyA). La Cdt puede encontrarse en muchas cepas de E. coli y esta asociada con
ciertos tipos de bacteriéfagos (dependiendo a partir de que bacteriéfago adquirio el
gen de la toxina stx) (Friedrich et al., 2006). Una vez en la célula, Cdt se activa
enzimaticamente produciendo alargamiento de la célula y dafio en el ADN.

Algunas Cdt son capaces de causar dafio en el epitelio y contribuir al SUH. La
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HIyA, codificada en el plasmido pO157, lisa los hematies para permitir la obtencion
del hierro a partir de los grupos hemo.

. Factores necrotizantes. Estos factores provocan en la célula alargamiento y

multinucleacion (Orden et al., 1999). Se han descrito 3 tipos de factores
necrotizantes, CNF1, CNF2 y CNF3, este ultimo es patdgeno en humanos. Las E.
coli que presentan estos factores se las conocen como NTEC, observandose
dichos factores en distintas cepas STEC.

Autotransportadores. la proteasa multifuncional EspP es la mayormente

estudiada en STEC, que inhibe el factor de coagulaciéon V, evitando que se

detenga la hemorragia (Brunder et al., 1997).

. STEC LEE positivas. Estas cepas forman lesiones A/E similares a las formadas

por EPEC. Numerosas adhesinas son codificadas en la isla de patogenicidad LEE,
contribuyendo a la colonizacion del epitelio y a las superficies de los alimentos. Se
ha demostrado que fimbrias tales como la fimbria de unién a la laminina de E. coli
(ELF) y la fimbria polar larga (Lpf) se unen a la matriz extracelular (Farfan et al.,
2011) (Samadder et al., 2009). El pili hemorragico de E. coli (HCP) es un pili de
tipo IV encontrado en STEC O157:H7 que forma fibras empaquetadas largas que
pueden unirse a las proteinas de la matriz extracelular en las células epiteliales
(Xicohtencatl-Cortes et al., 2007).

. Adhesina aglutinante de STEC (Saa). Se encuentra en cepas STEC LEE

negativas. No todas la cepas STEC que causan SUH son LEE positivas. Varias
cepas LEE negativas han sido aisladas de pacientes con SUH, como los serotipos
091:H21 (Ito et al., 1990), O104:H4 (Frank et al., 2011), y O113:H21 (Paton et al.,
1999). Se han identificado varias adhesinas Unicas para cepas LEE negativas, la
mas importante es la adhesina aglutinante de STEC (Saa) que se localiza en la
superficie de la membrana externa bacteriana, quedando expuesta a la superficie

celular eucariota.
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Reconocimiento eucaridtico, in vitro e in vivo, de los
promotores de Stx

En las cepas STEC identificadas, los genes de la toxina Stx, se encuentran en el
genoma de bacteriéfagos tipo lambda (Neely et al., 1998). La induccion del
bacteriofago es critica para la expresioén del gen de la toxina y para la capacidad
de STEC de causar la enfermedad (Tyler et al., 2013). Recientemente se ha
demostrado la capacidad de las células eucariotas de reconocer secuencias
genéticas como las de los promotores de Stx2, para transcribir y producir de forma
activa la toxina (Bentancor et al., 2013a). En este trabajo se evalu6 la capacidad
de traducir y expresar, de forma activa, la toxina Stx2, por parte de células
susceptibles a la misma. Para ello, las células se transfectaron con una
construccion plasmidica conteniendo el gen de stx2 bajo su propio promotor,
pStx2, y se observo citotoxicidad, equivalente que a incubar esas células con Stx2
purificada. Estos resultados fueron continuados en estudios in vivo (Bentancor et
al., 2013b). Ratones Balb/c fueron inoculados con la construccion plasmidica
usando el procedimiento de inoculacion hidrodinamica. Los ratones que recibieron
el plasmido por inoculacion hidrodinamica murieron con signos tipicos de
intoxicacion con Stx2 (dafio renal, neutrofilia y dafio cerebral). La toxina Stx2 fue
detectada en cerebro mediante inmunofluorescencia. Por otra parte, ratones

inmunizados con la quimera BLS-Stx2B sobrevivieron a la inoculacion de pStx2.
Estos resultados demuestran la capacidad de expresion de Stx2 in vivo

manteniendo una actividad toxica equivalente a la proteina producida en la

bacteria durante la infeccion (Bentancor et al., 2013b).
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Bacteriéfago 933W

El bacteriofago 933W es un bacteriofago temperado del tipo lambda inserto en
cepas STEC, y el gen que codifica la toxina Stx se encuentra en su genoma
(Schmidt et al., 2001). Durante la infeccién por STEC, se produce la escision y
replicacion del bacteriéfago y se expresa y libera la toxina Stx. Posteriormente, los
bacteriéfagos libres pueden infectar otras bacterias susceptibles en el intestino,
exacerbando la replicacién de bacteriéfagos y la expresion de Stx (Shmidt et al.,
2001). Tyler y colaboradores han demostrado que las cepas STEC mutantes en el
mecanismo de escisién del bacteriéfago no inducen enfermedad renal en modelo

animal (Tyler et al., 2013)

Induccion de Bacteriéfagos codificantes de toxina Stx y
produccién de Stx

Como se mencion6 anteriormente, los genes que codifican para la toxina Stx en
STEC se encuentran tipicamente en la regién de transcripcion génica tardia de los
bacteri6fagos lambdoides integrados (Mizutani et al., 1999; Tyler et al., 2005) v,
por lo tanto, se predice que su expresion estara controlada temporalmente por los
regulones de los bacteriéfagos (Neely y Friedman et al., 1998; Neely y Friedman
1998; Wagner et al., 2002). Los primeros estudios demostraron que los altos
niveles de produccion y liberacion de Stx de la bacteria, in vitro, requerian la

induccion del bacteriéfago (Wagner et al., 2002).

Los inductores de bacteriéfagos lambdoides son cominmente agentes que dafian
el ADN o interfieren con la sintesis de ADN, como la luz ultravioleta o la mitomicina
C, entre otros. Estos estimulos inductores activan la proteina RecA bacteriana, lo
gue finalmente lleva a la escision de la proteina represora principal del
bacteriofago, Cl, lo que permite la expresion de genes tempranos y medios del
bacteriéfago. La transcripcion tardia del gen, que requiere el antiterminador Q, da

como resultado la expresion de muchos genes estructurales del virion y de las
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funciones endoliticas S y R, que lisan la bacteria y liberan la progenie fagica
(Casjens y Hendrix, 2015) (Figura 9).

La transcripcién inicia la cascada reguladora (que se muestra en 9b) que esta
bloqueada por el enlace del represor Cl en los operones OL y OR. La marca del
rayo amarillo indica la accion de un agente que provoca la respuesta SOS que
conduce a una mayor produccién y activacion de RecA. La RecA activada facilita la
autoescision del represor. La transcripcién de PRM dirige la sintesis de represor en
el liségeno. En ausencia de Q, la transcripcion iniciada en PR’ termina en el

terminador posterior inmediato.

La cascada reguladora comienza con la transcripciéon iniciada en PL y PR que
termina después de la sintesis de un mensajero corto (Figura 9b). Esta
transcripcién temprana permite la expresion de N, que actla en los sitios NUT en
el ARN para modificar la ARN Polimerasa a una forma que trasciende los
terminadores. Q, que luego se expresa, actuando en el sitio qut en el ADN,
modifica la transcripcion iniciada en PR’ a una forma resistente a la terminacion
gue puede transcribir genes rio abajo, que incluyen stx y lys, asi como la mayoria

de los genes necesarios para la produccion de bacteriéfagos viables.

Otras vias de sefializacién que involucran el quorum sensing o las respuestas al
estrés también se han relacionado con la induccién lisogénica (Hughes et al.,
2009; Imamovic et al., 2016). Desafortunadamente, se sabe que los antibiéticos
comunmente utilizados para tratar las enfermedades diarreicas en nifios y adultos
inducen la respuesta SOS. Se ha demostrado que la trimetoprim-sulfametoxazol y
la ciprofloxacina aumentan la produccion de Stx in vitro (Matsushiro et al., 1999), y
el tratamiento antibidtico de individuos infectados con EHEC se asocia con un
mayor riesgo de SUH (Wong et al., 2000).

Es por esto que, como mencionamos anteriormente, los antibidticos estan

contraindicados para la infeccion por STEC por inducir la escision del bacteriéfago

y la consecuente expresion de toxina Stx
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Figura 9. Region reguladora temprana de los bacteri6fagos lambdoides que muestra la
ubicacion de sitios relevantes, genes, interacciones y patrones de transcripcion (a)
bacteriéfago reprimido (b) Probacteriéfago inducido. Por debajo se muestran los patrones de
transcripcion en ausencia y presencia de N y Q. Los genes y la funcién de sus productos son
los siguientes: cl, represor; lys, lisis; N y Q, transcripcion anti-terminador; rep, replicacién; stx,
toxina Stx. Las sefales reguladoras son las siguientes: nut (ADN) y NUT (ARN), sitio para la
modificacion N del ARN Pol (funciona con varios factores del huésped en el ARN); O,
operadores; P, promotores; qut, sitio para la modificacion Q de ARN Pol; Las sefiales de stop
denota sitios o regiones que contienen terminadores de transcripciéon. (Waldor, M.K. and
Friedman D.I.. 2005).

Bacteriofago lambda e internalizacion en células
eucariotas

En el momento de la induccién de la fase litica, la progenie viral también es capaz
de infectar y transducir in vivo e in vitro otras bacterias presentes en el intestino
(Schmidt et al., 2001). De hecho, los bacteriéfagos son capaces de infectar y
lisogenizar cepas de laboratorio de E. coli, asi como cepas de E. coli derivadas de
intestinos de rumiantes (Gamage et al., 2003; Cornick et al., 2006) y humanos
(Figura 10). Las cepas lisogénicas resultantes son capaces de producir toxinas y
particulas de bacteriofago infecciosas, facilitando la propagacion de genes de la

toxina entre las cepas de E. coli y otras enterobacterias.
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Por otra parte, diferentes lineas de evidencia han demostrado que el bacteriéfago
lambda es capaz de ser internalizado por células de mamifero, y que los vectores
basados en el bacteriéfago lambda, que contienen un casete de expresion de
genes de mamiferos, son capaces de expresar genes codificados en las células
blanco in vitro e in vivo (Lankes et al., 2007). La capacidad de las particulas del
bacteriéfago lambda para ser incorporado por células de mamifero in vivo depende
del proceso de absorcién, bacteriofagocitica o no, (posiblemente incluyendo
macropinocitosis) y se incrementaria a través de un mecanismo dependiente de

anticuerpos mediada por el receptor Fc (Shimada et al., 1999).

Los virus han desarrollado diversas estrategias para atravesar la barrera epitelial y
actuar como agentes patdgenos. La union y entrada de los virus es un proceso de
multiples etapas que implica el reconocimiento y union a la superficie de las células
epiteliales usando una variedad de receptores de fijacion. Estos mecanismos se
han descripto en detalle (Bomsel and Alfsen, 2003). Si las bacterias y los virus
pueden translocar a través de la barrera intestinal, se podria esperar que los
bacteri6fagos también puedan traspasar la pared intestinal. Si la translocacion de
los bacteriéfagos tiene lugar, esto deberia llevar a la presencia de bacteriéfagos en
sangre periférica “fagemia”, un fendmeno que podria tener algunas consecuencias
funcionales, especialmente en vista de datos que sugieren que los bacteri6fagos
pueden ejercer actividades inmunobiologicas (Gorski and Weber-Dgbrowska,
2005). Hay varios reportes que describen la presencia de bacteriéfagos en sueros

utilizados para el cultivo de tejido in vitro (Chu et al, 1972; Merril et al., 1972).

Estudios recientes demostraron la capacidad de diferentes bacteriofagos de
ingresar a distintas células eucariotas (Timo et al.,, 2017; Nguyen et al., 2017).
Timo y colaboradores, informaron sobre la unién y la penetracién del bacteriéfago
PK1A2 de Escherichia coli en células eucariéticas de neuroblastoma in vitro. El
bacteri6fago interactia con el acido polisidlico de la superficie celular, que

comparte similitud estructural con el receptor del bacteriéfago.
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Los virus bacterianos se encuentran entre las entidades biologicas mas numerosas
dentro del cuerpo humano (Manrique et al., 2016). Estos virus se encuentran
dentro de las regiones del cuerpo que, de manera convencional, se han
considerado estériles, como la sangre, la linfa y los 6rganos. Sin embargo, el
mecanismo principal que utilizan los virus bacterianos para eludir las capas de
células epiteliales y acceder al cuerpo sigue siendo desconocido. Nguyen y
colaboradores, utilizaron estudios in vitro para demostrar la transcitosis rapida y
direccional de diversos bacteriéfagos a través de capas de células confluentes que

se originan en el intestino, pulmén, higado, rifildn y cerebro.

Bacteriéfago como nuevo target terapéutico

La amplificacion en la produccion de toxina Stx en el intestino se produce por la
capacidad de la progenie viral de infectar bacterias susceptibles presentes en la

flora comensal (Cornick et al., 2006).

Teniendo en cuenta que cepas de STEC mutantes en el mecanismo de escision no
producen SUH (Tyler et al., 2013), se considera critico evaluar el rol del

bacteriofago en el desarrollo del SUH.
Por otra parte, la busqueda de compuestos que puedan tener actividad anti-

bacteriéfago es un recurso importante y alternativo para evaluar una proteccion

activa frente al bacteriéfago.
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Figura 10. Modelo del efecto de E. coli intestinal en la producciéon de Stx2 por E. coli
0157:H7. Durante una infeccién con E. coli O157:H7, en el intestino se produce la lisis del
patégeno, generandose la liberacion de un nivel basal de bacteriéfago y la toxina. (Cornick et
al., 2006).

Quitosan

El quitosan es un polisacarido lineal compuesto de cadenas distribuidas
aleatoriamente de B-(1-4) D-glucosamina (unidades deacetiladas) y N-acetil-D-
glucosamina (unidad acetilatada). EI mismo, presenta gran nimero de aplicaciones
comerciales y biomédicas y esta aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration) para el uso en humanos. En particular, se ha demostrado una
fuerte actividad antimicrobiana de este compuesto contra varios microorganismos
(Kong et al., 2010). Mas recientemente, se ha demostrado la actividad anti-
bacteriofagica del quitosan frente al bacteriéfago c2, el cual infecta cepas de
Lactococcus- y contra el bacteriéfago MS2 con capacidad de infectar cepas de E.
coli- (Ly-Chatain et al., 2013). Por ello, el quitosan fue evaluado para ver si

presentaba actividad antibacteriofago 933W. Se demostré que el quitosan tiene
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fuertes efectos antibacteriéfagos, tanto en condiciones in vitro como in vivo
(Amorim et al., 2014).

Hidroxido de Bismuto

En Argentina, la crema de Hidroxido de Bismuto con pectina Chobet® (CBCHP) ha
sido recetada como un medicamento antidiarreico para uso oral desde hace mas
de 60 afios. Los compuestos de bismuto se han utlizado ampliamente en
gastroenterologia. En estudios previos en pacientes se encontré absorcion de
Bismuto en el intestino grueso por debajo del 1% y una concentracion tedrica de
10,8 mg ml* (Kliegman et al., 2008).

Muchos estudios epidemioldgicos han confirmado la eficacia de tratamientos con
compuestos de bismuto para la prevenciéon de diarrea, en particular por los
diversos patotipos de E. coli, Salmonella spp. y Shigella spp. (Steffen et al., 1986;
DuPont et al., 1987).

Subils y colaboradores han reportado que el Hidroxido de Bismuto tiene efectos
inhibitorios sobre cepas STEC y es capaz de desactivar la toxina Stx (Subils et al.,
2014).

La ventaja del uso del Hidroxido de Bismuto es que se encuentra disponible
comercialmente y su aplicacion terapéutica en pacientes con infecciones con
STEC podria ser inmediata, disminuyendo el riesgo de desarrollar Sindrome

Urémico Hemolitico.

Péptidos catiénicos antimicrobianos (CAMPS)
Anteriormente, demostramos que el quitosan tiene actividad antibacteriofagica in

vitro e in vivo (Amorim et al., 2014). Debido a que el quitosan es un compuesto

cationico y el mecanismo por el cual es capaz de inactivar al bacteriéfago es
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desconocido, se buscaron en bibliografia otros agentes catidnicos. Maffia y
colaboradores disefiaron un grupo de nuevos péptidos antimicrobianos catiénicos y
los evaluaron frente a un amplio panel de aislados bacterianos clinicos de
resistencia multiple (Faccone et al., 2014). Cinco de estos péptidos se analizaron
previamente y mostraron actividad antimicrobiana en diferentes cepas bacterianas
y estructura como hélice alfa en contacto con las membranas lipidicas (P5, P8,
P8.1, P2 y P6.2). Los otros dos péptidos probados fueron Omiganan, un cAMP con
estructura Beta-sheet lineal derivado de indolicidina (compuesto quimico
heterociclico que forma el nucleo central de los alcaloides de la indolizidina), que
se sometid a ensayos clinicos con actividad contra S. aureus; y un péptido de
secuencia aleatoria (P. random) con carga -catiénica pero sin actividad

antimicrobiana (Faccone et al., 2014; Hollmann et al., 2016).

Debido a su propiedad cationica, caracteristica compartida con el quitosan, se
analizaron los péptidos antimicrobianos como posibles agentes anti-

bacteriofagicos.

Bacteriofagos en el cuerpo humano (Bacteriofagoma)

Muchos andlisis metagendmicos de microbiomas humanos muestran la
abundancia de bacteri6fagos, que generalmente es mayor que la de los virus
eucarioticos. Esto se ha demostrado en el analisis metagenémico de microbiota
pulmonar, vaginal, cutanea, oral e intestinal (Breitbart et al., 2003; Oh et al., 2014;
Virgin, 2014). Mas recientemente, se han encontrado bacteriéfagos infecciosos en
diferentes muestras clinicas, como liquido ascitico y orina (Brown-Jaque et al.,
2016). Se sugiri6 que podrian alcanzar la cavidad peritoneal después de la

translocacion desde el intestino (Gorski et al., 2006), donde son abundantes.

En animales se encontraron bacteriéfagos en suero (Keller y Traub, 1974), lo que

confirma su presencia en el torrente sanguineo. La translocacion de bacteriéfagos
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de la sangre a tejidos fetales de raton también se ha demostrado en ratones
gestantes (Srivastava et al., 2004).

A la luz de estos resultados, y como segundo nivel de estudio, algunos
investigadores han analizado Unicamente la fraccion de viroma de estos
microbiomas. Para hacer esto, han ideado métodos que permiten la discriminacion
de la fraccién viral, mientras descartan el ADN libre y bacteriano. Esos estudios
han arrojado algunos resultados sorprendentes; muchas particulas virales de
hecho llevan secuencias identificadas como ADN bacteriano. EI contenido genético
compartido se observa al analizar las fracciones de ADN fagico y bacteriano de la
misma muestra (Breitbart et al., 2003; Howe et al., 2016), incluidas las secuencias

gue pertenecen a los sistemas CRISPR-Cas (Dutilh et al., 2014).

Interaccion con el sistema inmune

No esta claro si los bacteriéfagos pueden ser detectados facilmente por el sistema
inmunoldgico o si interactian con €l. Debido a que el tamafio de las particulas de
bacteri6fago suelen ser mas grande que los virus eucariéticos, la activacion del
sistema inmunoldgico puede ocurrir como ocurre con otros virus. El deseo de usar
bacteri6fagos para tratar infecciones bacterianas ha llevado a explorar las
respuestas que los bacteri6fagos podrian causar dentro del sistema inmunitario

humano.

Poco después del descubrimiento de los bacteri6fagos, se observd que se
producian anticuerpos contra bacteri6fagos en humanos y animales (Jerne, 1952;
1956); y es factible generar antisueros de bacteri6fagos mediante la inmunizacion
de humanos o animales con lisados de fagos (Puig et al., 2001; Gorski et al., 2012;
Bacon et al., 2017). Los sueros de individuos no inmunizados (humanos o
animales) presentan anticuerpos contra bacteriéfagos, aunque en niveles bajos;
los llamados “anticuerpos naturales”. Por ejemplo, los anticuerpos contra los
bacteri6fagos T4 estan presentes de forma natural en el suero humano

(Dabrowska et al., 2014), presumiblemente como consecuencia de la presencia de
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bacteriéfagos en la microbiota humana (Gorski et al., 2006; Brown-Jaque et al.,
2016). Sin embargo, el origen de los anticuerpos naturales, generalmente de clase
IgM, con amplia reactividad cruzada y baja afinidad, no esta claro en la mayoria de
los casos.

El sistema inmunitario innato, en particular por medio de los componentes del
sistema reticuloendotelial (RES), podria ser un mecanismo para eliminar los
bacteriéfagos que circulan en el cuerpo humano (Gorski et al., 2012). A este
sistema se le atribuyd la eliminaciéon rapida del bacteriéfago lambda (A) de tipo
salvaje previamente administrado del sistema circulatorio en humanos, (Geier et
al., 1973). Ademas, diferentes mutantes del bacteriéfago A podrian inducir
diferentes respuestas del huésped. Cuando se usan ciertos mutantes del
bacteriofago A que fueron capaces de eludir la respuesta inmune RES, estos
mutantes prevalecieron durante mas tiempo en el torrente sanguineo que el

bacterio6fago de tipo salvaje (Merril et al., 1996).

Los datos sobre las respuestas celulares anti-bacteriofagicas son muy escasos en
comparacion con los datos sobre respuestas humorales. Un estudio mostré que la
permanencia de los bacteriéfagos en la sangre es la misma cuando se comparan
ratones inmunocompetentes con aquellos deficientes en las células T, lo que indica
gue no hay un papel especifico de la respuesta de las células T en la inactivacion
de los bacteri6fagos (Srivastava et al., 2004b). Cuando se administran junto con la
bacteria huésped, algunos estudios mostraron que los bacteriéfagos parecen
estimular la fagocitosis bacteriana, y esto se atribuye a cierta "opsonizacion"” de las
células bacterianas por los bacteri6fagos. Ademas, los bacteri6fagos pueden
permanecer activos e infecciosos cuando se adsorben sobre las bacterias en la
ingesta de los granulocitos. Por lo tanto, algunos autores han sugerido que durante
la fagocitosis, los bacteriéfagos contindan lisando las bacterias fagocitadas,
ayudando a la actividad de las células fagociticas. Este proceso esta limitado en el
tiempo y los bacteri6fagos ya no estan activos después de completar la fagocitosis

(Gorski et al., 2012). A pesar de estas descripciones, no hay evidencia definitiva de
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gue los bacteriofagos activen la fagocitosis por si mismos y, hace algunos afios, se
informo un resultado contrario (Kantoch et al., 1958).

Ademas, los bacteriéfagos purificados tienen efectos antiinflamatorios mediante la
supresion de la produccion de ROS (especies reactivas de oxigeno) y la inhibicion
de la actividad de NF-kB, que afectan la produccion de citoquinas (Gorski et al.,
2012). A pesar de esta evidencia, debe tenerse en cuenta que se han realizado
muchos experimentos con lisados de bacteri6fagos, que en muchas ocasiones
podrian contener restos de bacterias lisadas por los bacteriéfagos (Ej:
lipopolisacaridos) o fragmentos de la pared celular bacteriana del huésped
adherida a las colas del bacteri6fago. Esto hace que sea extremadamente dificil
determinar los componentes verdaderamente responsables de la modulacion de la

respuesta inmune.
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Cepas bacterianas y lineas celulares

- E. coli (ATCC 37197), Y1090, utilizada como cepa indicadora en la titulacion de
los bacteriofagos.

- E. coli C600 (ATCC® 23724™),

- E. coli 459, conteniendo el plasmido pACYC184 (Genbank X06403) con el gen de
resistencia a tetraciclina.

- E. coli C600:933W, contiene integrado el genoma del bacteriéfago 933W.

- E. coli C600:933W:pkd46, cepa C600:933W con el plasmido pkd46 (ver en
“Plasmidos”)

- E. coli C600:ATOX:GFP se obtuvo de la Dra. Weiss, de la Universidad de
Cincinnati (Gamage et al., 2003). E. coli C600:ATOX:GFP es una cepa C600
lisogenizada que contiene el bacteri6fago 933W en el que el gen stx fue

reemplazado por la secuencia gfp (Figura 11).

N E C C
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pSG039 - sTXx2-UP| GFP Cm® | STX2-DN

933W 4XP—| sTx24| sTX2B |—X

;
Atox 4|:| Grp | Cm:] —

Figura 11. Esquema del bacteri6fago GFP. (Gamage et al., 2003)

Dado que esta cepa no produce la toxina Stx, representa una opcién segura, lo
cual permitié, de manera simple, estudiar distintos parametros in vitro e in vivo.

- Cepa wild type, E. coli 0157:H7 (EDL933) conteniendo el bacteriéfago codificante
para la toxina Stx (Bacteriéfago 933W).

Para la titulacién de los bacteri6fagos se us6 como cepa indicadora a E. coli Y1090

resistente a ampicilina.
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Para crecer las bacterias se utiliz6 medio LB, Luria-Bertani, (10 g triptona, 5 g
extracto de levadura, 10 g NaCl, en 1 litro de agua destilada (dH20)), con la
adicion de antibiotico cuando correspondia, a 37°C y agitacion.

En los ensayos de interaccion bacteri6fago-células eucariotas, se utilizaron células
Vero E6 (ATCC® CRL-1586™), MiaPaca2 (ATCC® CRL-1420™) crecidas en
medio DMEM (Gibco) con 4.5gl1™ de glucosa, suplementado con 10 % de Suero
Fetal Bovino (Internegocios S.A), 100 U ml* de penicilina y 100 pg ml* de
estreptomicina (Gibco), y mantenidas a 37 °C y 5% CO..

Para los ensayos de adhesion e internalizacion las células fueron sembradas en
placas de 4 wells acopladas a portaobjetos (Nunc® Lab-Tek® Chamber Slide™

system), con medio DMEM completo, hasta una confluencia aproximada del 80 %.

PCR

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando un sistema GeneAmp PCR 2400
(Perkin-Elmer, PE Applied Biosystems, Barcelona, Espafia).

Para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizo la siguiente mezcla:

Componente Volumen (pul)

Polimerasa (Dream Taq Green PCR Master Mix, 125
Fermentas®)

Primer Fw. 30uM 0,5
Primer Rv. 30uM 0,5
H,0 bidestilada (H,0 bd) estéril 10,5
ADN 1
Volumen final 25

El programa de tiempos y temperaturas fue seleccionado en funcién de las
caracteristicas de los primers y la longitud del fragmento de ADN (30s por cada
500 pares de bases).

Primers:
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PfM1:5’'GGCGCGTTGTACTGGATTCGAACCAGTGACCGATTGCTCAGAAGGCAATTGCTCTGTCCGGT
GGAGTGGTGAATCCGTTAG3’
PrM1:5’GAAGCTGGCTGCGCGGGGTTCGAGTCCTCGATGGCGGTCCATTATCTGCATTATGCGTTGTTA
GCTCAGTCAGCCCCATACGATATAAGY’
Primutrev:5’ACAGGTGTTCCTTTTGGCTGAAGTAATCAGCACCAGACCCGGCGCAGATGGATCCAAG
GCCCGCAAAAGCGAGCC3’

gPCR para la cuantificacion del bacteriéfago

Se disefiaron dos primers y una sonda TagMan (situada entre ambos primers)
especificos del gen stx2. En cuanto al disefio, se buscaron las secuencias de las
variantes de cada gen utilizando la base de datos de Pubmed. Estas secuencias
se alinearon para conseguir una secuencia consenso con el programa BioEdit. A
partir de la secuencia consenso se utilizé el programa Primer Express para
encontrar el lugar indicado para los primers y la sonda, siguiendo las

recomendaciones que dicta el fabricante (Life Technologies).

Para las reacciones de gPCR se utilizé de siguiente mezcla.

Componente Volumen (pul)
Mix de primers y sonda Tagman 1 1 1
Enviromental TagMan® Master Mix 2.0 10 10 10
ADN 9 4 1
H,0 bidestilada (H,0 bd) estéril 0 5 8
Volumen final 20
Primers:

Forward: 5’ ACGGACAGCAGTTATACCACTCT3’
Reverse: 5CTGATTTGCATTCCGGAACGT3’
Sonda de union de surco menor: 5CCAGCGCTGCGACACG3’ con un FAM (6-

carboxifluoresceina) reportero y un NFQ (no fluorescente quencher).
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Extraccion de ADN

Tras la amplificacion, por PCR convencional, del inserto que se queria clonar, se
realizé la electroforesis de dicho fragmento de ADN en un gel de agarosa. Luego
de revelar el gel, y confirmar la presencia de una sola banda correspondiente al
fragmento amplificado (mismo tamafio) se realizé una purificacion por producto de
PCR mediante el Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen), segun instrucciones del
fabricante.

El ADN purificado se sembrd en gel de agarosa (0.8%) y se tifié con bromuro de
etidio. La concentracion del ADN se determiné usando el espectrofotometro
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Thermoscientifics, Wilmington, DE,
EE. UU.).

Geles de agarosa
Se prepar6 una solucién de 1,2%, 2%, dependiendo del tamafio del fragmento de
ADN, de agarosa en buffer TAE. Esta solucion se fundié en microondas y antes de
la colocacion en las camas, se le agregd bromuro de etidio. Se observo el ADN
mediante exposicion U.V..

Secuenciacion Sanger de muestras

Para la realizacion de este protocolo de secuenciacion se llevaron a cabo los

siguientes pasos:

1) Mezcla de ADN (100 ng por 1 kb de ADN molde) con el primer (3,2 - 5 pmoles,

siendo pM equivalente a pmol pl™*) en un tubo de PCR.
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Primer:

Prlrv: 5°CCAGTAACAGGCACAGTACC3’

2) Se dejo el tubo abierto y sec6 en un termociclador a 80°C hasta la total
evaporacion de la muestra.

3) Se tapo la muestra desecada y guardo a 4°C hasta su procesamiento

La secuenciacion se realizé con el kit de reaccion ABlI PRISM Big Dye Il v.1
Terminator Cycle Sequencing Ready (Perkin Elmer, Applied Biosystems, Espafia)
en un analizador de ADN ABI PRISM 3700 (Perkin Elmer, Applied Biosystems,
Espafia), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Toda la secuenciacion se

realizo por duplicado.

Plasmidos

El plasmido pKD46 (Genbank AY048746) se usO para la expresion de las
proteinas del sistema lambda red (Datsenko et al., 2000). El plasmido pACYC184
(Genbank X06403) (Hanahan et al.,, 1983) se usé para obtener el gen de

resistencia a la tetraciclina (tet).

Preparacion de bacterias competentes

El siguiente paso fue realizar la clonacion del inserto en la E. coli
C600:933W:pkd46.

A partir de un cultivo ON en medio SOB de E. coli C600 en fase estacionaria de
crecimiento, se realiz6 una dilucion 1:10 en SOB (2% p v™* triptona bacteriana,
0.5% p v extracto de levadura bacteriana, 10 mmol I* NaCl y 2,5 mmol I'* KCI)
mas 0,5% de arabinosa y se incubd en agitacion a 30°C. Cuando la densidad
optica (DOeoo) alcanzd una absorbancia de 0,3-0,5 se detuvo el crecimiento del

cultivo en fase exponencial dejandolo 10 minutos en hielo. Se centrifugé a 3000xg
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durante 5 minutos, se descarto el sobrenadante y se resuspendi6 en 400 ul de H>O
bd estéril fria.

Se realizé una centrifugacion a 16000xg durante 10 segundos para eliminar el
sobrenadante y se volvié a afadir 400 pl de H>O bd estéril fria. Este paso de
lavado se repiti6 de 4 a 5 veces.

Tras el dltimo lavado se resuspendio el pellet celular en 100 pl de H2O bd fria y se
afiadio el inserto purificado del producto de PCR.

Se introdujo en una cubeta de electroporacion fria y se procedio a electroporar (2,5
kV, 25 F, 200Q).

Tras la electroporacion, se inoculo la mezcla en 5ml de SOC (4,9 ml SOB + 100 ul
Glucosa 1M) que se incubaron a 30°C en estatico durante 2 horas. Luego, 100 pl
de mezcla se inocul6 en diversas placas de LB Tetra (5 ug ml™ tetraciclina) que se
incubaron a 30°C durante 18hs. Con los primers fw y rv se corroboré la correcta

insercion mediante PCR.

Inmunizacidén de ratones

Se inmunizaron 4 ratones BALB/c, por via intramuscular, con el bacteriéfago GFP
(50 pl de bacteriofago GFP (5x10°pfu totales) y 50 pl de adyuvante incompleto de
Freund). La inmunizacion y sangrados se realizaron de acuerdo al Esquema 2. La
sangre obtenida se centrifugé a 7000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente

para obtener el plasma, el cual se almacend a -20°C.
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Esquema 2. Linea de tiempo de la inmunizacion y sangrado de los ratones.

ELISA

Evaluacion de I1gG

El protocolo de ELISA fue adoptado del trabajo de Waddell y colaboradores
(Waddell et al., 2009). Se realizé el coating con 100 ul de buffer bicarbonato
conteniendo 107 pfu ml™. Se incub6 1h a 37°C. Se usaron wells control con 100 l
de buffer bicarbonato. Posteriormente, se lavo tres veces con 200 pl de PBS-
Tween 20. El bloqueo se realizé con 200 ul de PBS - 0.1% BSA. Al suero se le

hicieron diluciones seriadas al medio en PBS - 0.05% Tween 20-0.1% BSA.

Como control también se usaron las diluciones de suero normal en wells con y sin

coating. Se incubo 1 h a 37°C. Luego de la incubacién con los sueros, se lavo tres
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veces con 200ul dePBS-0.05% Tween 20. El anticuerpo secundario, de la marca
Pierce, anti-raton conjugado (dilucién 1:2000) se incub6é en PBS - 0.05% Tween
20-0.1% BSA durante 1 hora a 37°C. Posteriormente se lavo tres veces con 200 pl
de PBS - 0.05% Tween 20. Para el revelado se uso sustrato para HRP y se incubo
por 10 minutos a 37°C. Pasado este tiempo, la reaccion, se detuvo con 100 ul de
0,2 M H2S04. Se midi6 absorbancia a 450 nm.

Induccion y purificacién de bacteriofagos (colchon de
sacarosa)

Las cepas lisogenizadas E. coli C600:933W, E. coli C600:ATOX:GFP fueron
crecidas en medio (LB) mas 10 mM de CacCl,, cloranfenicol (Sigma) (15 ug mi™ de
concentraciéon final) y sin antibiético respectivamente, por 16 horas a 37°C con
agitacion. El cultivo ON se diluyé a DOeoo = 0,1 en LB mas 10 mM de CaCl, y

antibiético cuando correspondia.

La induccidén se llevo a cabo agregando ciprofloxacina (Ciprax 200, Roemmers) a
una concentracion final de 40 ng ml* (Zhang et al., 2000). Las bacterias se
incubaron durante 16 horas a 37°C con agitacion y los cultivos se centrifugaron a
3000 xg durante 15 minutos. El sobrenadante que contiene bacteriéfagos se
purific6 mediante ultracentrifugacion con colchdn de sacarosa al 36%.

El sobrenadante que contenia los bacteriéfagos se ultracentrifugé a 100.000 xg
(Beckman XL-70, Rotor J-20), a 4°C durante 2 horas con una solucién de sacarosa
al 36%. El sedimento se resuspendio en 1 ml de PBS, se filtr6 con filtros de 0,2 um
(MC-PES-02S, Microclar) y se mantuvo a 4°C hasta que se realizé el ensayo de

titulacion.
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Induccion y purificacién de bacteriofagos (cloruro de
cesio y dialisis)

Para los ensayos de internalizacion de bacteriéfagos en células eucariotas se llevd
a cabo otro tipo de protocolo para la induccién y purificacion de bacteriéfagos,
permitiendo obtener stocks mas limpios para realizar los ensayos de microscopia
confocal.

El siguiente paso consistié en la induccién con mitomicina C (Sigma) (1ug mi*
finales) de 75 ml de la diluciéon del cultivo ON de la cepa lisogenizada, con el
bacteriéfago de interés, cuando la misma alcanzé una DOeoo de 0,3-0,5.

A las 16 horas se centrifugd a 3000 xg durante 10 minutos. El sobrenadante (SN)

se filtré con filtros de 0,2 um (Millex GP 0,22 um PES membrane).

Precipitacion con polietilenglicol (PEG8000)

Al sobrenadante filtrado se le afiadié 1 pg ml* de DNAsa durante 1 hora a 37°C.
Se afiadié 0,0584 gr ml* de NaCl y se incub6 en hielo durante 1 hora para
precipitar restos celulares. Se centrifugé a 11000 xg durante 10 minutos a 4°C. Al
SN se le afadid6 PEG8000 (0,1 g ml* finales), se dejé disolver sin usar vortex y
almacend en heladera ON. El lisado se centrifugd a 11000 xg durante 10 minutos a
4°C. El SN se descarto y se dejé el recipiente invertido sobre papel para descartar

restos de liquidos, aproximadamente 5 minutos.

Para resuspender el pellet se utilizaron 2 ml de H,O bd estéril y almacené a 4°C.

Purificacidon de bacteriéfagos por gradiente de CsCl

Se afiadié 1 g de CsCl a los 2 ml de la suspension de bacteriéfagos y disolvié por

agitacion en vortex. En un tubo ultra-clear beckman, se afiadieron 2 ml de
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sacarosa 20% con una micropipeta por las paredes de la pipeta una pipeta Pasteur
de vidrio.

Luego se fueron agregando de a 1 ml las soluciones de CsCl empezando por la de
menor densidad (1,3 g mI™), siguiendo conlade 1,5gmltyel 1,7 g ml™.

Se retird la pipeta Pasteur con cuidado arrastrando sobre las paredes del tubo de
centrifuga y se afiadié la suspension de bacteriofagos + CsCl, preparada
previamente, sobre las paredes del tubo y cerca del gradiente de 1,3 g ml™ para no

mover el contenido.

Se centrifugé a 80000 xg durante 2 horas a 4°C (ultracentrifuga Beckman, rotor
SW41 de angulo variable).

Una vez finalizada la centrifugacion se obtuvo una banda gris-azulada, situada
entre las fases 1,3 g mI* y 1,5 g ml™. Se recuperé la banda pinchando con una

aguja hipodérmica y dejandola gotear sobre un eppendorf. Se guardo6 a 4°C

Con una pipeta se vertié la muestra de bacteriéfago dentro de la membrana de
dialisis y se la cerr6 con pinzas. Se dejé en agitacion durante 1 hora sumergida en
tampon de didlisis (Tris 0,1 M, EDTA 0,2 mM, pH 8) dentro de un vaso de
precipitado. Por ultimo se descart6 el tampdn de dialisis y se lo reemplazd por uno

nuevo para dejar la muestra en agitacion ON.

Titulacion

La cepa de E. coli Y1090 (ATCC 37197) se cultivd en LB mas ampicilina
(concentracion final de 0,05 mg ml™) durante la noche a 37°C en agitacién a 200
rpm. El cultivo se diluyé 1:100 en LB méas ampicilina (concentracion final de 0,05
mg ml™?) y se incub6 durante 2 horas adicionales a 37°C bajo agitacion. Al final de
la incubacion, se incubé 1ml de la cepa de E. coli con 100 pl la suspensién de
bacteriéfagos durante 30 minutos a temperatura ambiente. Al final de esta
incubacion, se agregaron 3 ml de Top Agar (triptona al 1%; NaCl al 0,5%; Agar al

0,7%) mas CaCl, (concentracion final 10 mM) y se colocaron en placas de agar
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LB-Amp. Las placas se incubaron a 37°C y las placas de lisis se contaron después
de 24 horas.

Estudio de la estabilidad de los bacterioéfagos

Para evaluar la estabilidad de los stocks de bacteriéfagos en el tiempo, cada 15

dias se realizaron titulaciones mediante conteo de placa de lisis.

Marcacion del bacteriéfago 933W

A 1 ml de suspension de bacteriofagos se anadieron 20 ul de Sybr Gold 100x
(Invitrogen, USA), se mezclé con vortex e incub6 durante 1 hora a 37°C en

oscuridad.

Se realizaron 4 lavados con MgSO4 10 mM para eliminar restos de Sybr Gold que
no se hayan unido a los bacteriéfagos. Para esto se utilizaron tubos de filtracién
Amicon Ultra 4 (Millipore, Estados Unidos). Se afiadieron 3 ml de MgSO4 a la
muestra y paso a una de los tubos. Luego se centrifugd a 1600 xg durante 1
minuto. Estos pasos se repitieron 4 veces hasta obtener un volumen final de 1 ml.

Se almacené a 4°C y oscuridad.

Procedimientos de PCR estandar

Las PCRs se realizaron con un sistema GeneAmp PCR 2400 (Perkin-Elmer, PE
Applied Biosystems, Barcelona, Espafia). Se amplificé un fragmento de 378 pb de
la subunidad Stx2-A a partir del ADN del bacteriéfago 933W utilizando los primers
UP378/LP378 ya descriptos por Muniesa y colaboradores (Muniesa y Jofre 1998).
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gPCR

Preparacion de curvas estandar

Para la generacion de estandares a utilizar en los ensayos de qPCR, se emple6
una construccion plasmidica. Un fragmento de 378 pb obtenido por PCR
convencional, se cloné con un vector pBAD-TOPO para la insercién de productos
de PCR, siguiendo las instrucciones del Fabricante (Invitrogen Corp., Barcelona,
Espafia). El constructo fue transformado por electroporacion en células

competentes.

Se prepararon células competentes para la electroporaciéon a partir de 10-50 ml de
cultivos en medio SOB (2% p v™* triptona bacteriana, 0.5% p v* extracto de
levadura bacteriana, 10 mmol I* NaCl y 2,5 mmol I KCI) y se concentré por
centrifugacién a 3000 xg durante 5 min. Luego fueron lavados en 2 ml de agua
semi congelada bi-destilada. Después de cuatro pasos de lavados, las células se
suspendieron en 15-100 ul de agua semi congelada bi-destilada. Las células se
mezclaron con la cantidad correspondiente de ADN plasmidico en un tubo frio, de
microcentrifuga y se transfirié a una cubeta de electroporacién de 0,2 cm (Bio-Rad,
Barcelona, Espafa). Las células fueron electroporadas a 2,5 kV con 25 F y 200 Q
de resistencia. Inmediatamente después de la electroporacion, 1 ml de medio SOC
(2% p v triptona bacteriana, 0,5% p v extracto de levadura, 10 mmol I* NaCl y
2,5 mmol I KCI, 10 mmol I MgCI2 y 20 mmol I"* glucosa) (Sambrook y Russell
2001) fue agregado a la cubeta. Las células fueron transferidas a un tubo de
polipropileno de 17x100 mm y recuperado en Medio SOC durante 1-4 h a 37°C,
sin agitacion. Las células se concentraron diez veces a partir de un cultivo de 1 ml
y se plaqued en agar LB con Ampicilina (100 Ig ml™). Las colonias fueron
seleccionadas por PCR convencional para evaluar la presencia del vector que
contiene el inserto. El vector conteniendo el inserto se purifico a partir de colonias
positivas con Qiagen Plasmid Midi kit (Qiagen Inc., Valencia, CA, EUA). La

presencia del inserto en el vector y su orientacion fueron evaluados por PCR
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convencional y secuenciacion, como se describié anteriormente, utilizando los
primers UP378/LP378 (Muniesa and Jofre 1998) y pBADf/pBADr (Invitrogen).

El constructo se cuantificd6 con un espectrofotometro NanoDrop ND-1000. El
producto de reaccion se linearizé por digestion con la endonucleasa de restriccion
EcoRV (Promega, Madison, WI, USA). El producto fue purificado y cuantificado
nuevamente. Para calcular el nimero de GC de la construccion, se utilizo la
siguiente formula: (concentracion de la construccion/peso molecular) x 6,023x10%

moléculas mol™ = n°® moléculas plI™* (Smith et al. 2006).

El peso molecular de la construccion se calcula con la férmula, longitud del
constructo x masa molecular dsDNA. La longitud del constructo fue de 4504 pb, la
masa molecular para dsDNA es 660 Da, por lo que el peso molecular es entonces
2,97 x 10° g mol™. La concentracion del constructo fue 290,5 x 10° g pl™?, por lo
tanto, el n°® de moléculas de constructo por pl calculado fue 5,89 x 10°. Como cada
molécula de constructo contiene una copia del fragmento stx, 1 yl de nuestro stock
contenia 5,89 x 10'° GC. Diluciones seriadas decimales de este stock (5,5 x 10°
GC ulI) fueron realizadas en agua bi-destilada para elaborar la curva estandar
para la qPCR. Las diluciones estandar se dividieron en alicuotas y almacenaron a -

80° C hasta su uso. Tres réplicas de cada dilucion se afadieron a la qPCR.

Cuantificacion por gPCR

Un conjunto de primers y sondas de Customer TagMan (Applied Biosystems)
fueron disefiados a partir de un fragmento de ADN del stx comdn para todas las
variantes de stx descriptas hasta ahora, excepto stx,r. Este conjunto se utilizé para

amplificar el gen stx, de nuestros lisados de bacteri6fago.

El primer forward (5-ACGGACAGCAGTTATACCACTCT-3’) y reverse (5'-
CTGATTTGCATTCCGGAACGT-3’) y una sonda de uniéon de surco menor (5 -
CCAGCGCTGCGACACG-3’) con una FAM (6-carboxifluoresceina) reportero y un

NFQ (quencher no fluorescente) se us6 en condiciones estandar en un sistema

80



Materiales y Métodos

Step One RT PCR (Applied Biosystems). Este set de qPCR es especifico para el
gen stxo y sus variantes 2c, 2d, 2e y 2g pero no detecta la variante Stxz. La
amplificacién se llevoé a cabo en una mezcla de reaccion de 20 ul con la PCR
Master Mix (Applied Biosystems). La reaccion contiene 9 ul de la muestra de ADN
0 ADN plasmidico cuantificado. Las condiciones del termociclador fueron una
configuracion inicial de 10 minutos a 95°C y cuarenta ciclos de 15 s de
desnaturalizacion a 95°C y 1 minutos de extendido a 60°C.

Todas las muestras se analizaron por triplicado asi como los controles estandares
y negativos. El nimero de GC se definio como el promedio de los datos obtenidos

por triplicado.

Marcacion para Citometria de flujo

Internalizacion del bacteriéfago (mediante el uso de anticuerpos).

Células Vero E6 (ATCC® CRL-1586™) y MiaPaca2 (ATCC® CRL-1420™) se
repicaron con tripsina EDTA 0,25% (EMEVE) durante 5 minutos a 37°C. Se
centrifugd 5 minutos a 300 xg y se resuspendieron en DMEM con Antibiético-
Antimicético (Gibco). Entre 10° y 5 x 10° células se agregaron a eppendorfs de 1,5

ml en 100 pl.

Se incubaron con bacteriéfagos durante distintos tiempos y a distintas MOI. Se
incubo a tiempo 0, 30 minutos y 1 hora.

Transcurridos los tiempos de incubacion las muestras se centrifugaron a 750 xg
durante 5 minutos seguido de lavados con PBS 1X 2% SFB. Se fij6 durante 10
minutos en hielo con Cytofix BD (50 ul pozo™), se centrifugd nuevamente y se lavo
con PBS 1X 2% SFB.
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Una vez fijadas las muestras, se procedio a la primera marcacion extracelular con
el anticuerpo policlonal anti-bacteriéfago previamente obtenido (Del Cogliano et al.,
2018). Se incubo6 30 minutos a 4°C y una dilucién de 1:300 en PBS 1X 2% SFB.

Se centrifug6 y lavé con PBS 1X 2% SFB y realiz6 la segunda marcaciéon con
anticuerpo anti-lgG mouse Alexa 488 (BD). Se utilizé una dilucion 1:800 en PBS
1X 2% SFB.

Se dej6 en heladera durante 30 minutos en oscuridad.

Para la marcacién intracelular se centrifugd y lavé con solucion de
permeabilizacibn Cytoperm BD 1X e incubé con anticuerpo anti-bacteriofago
(dilucion 1:300) durante 30 minutos a 4°C.

Se centrifug6 y lavé con solucion de permeabilizacién Cytoperm BD 1X, para luego
incubar con anticuerpo anti-IgG mouse Alexa 660 BD (1:500), durante 30 minutos
a 4°C. Por ultimo se centrifugd, lavé y resuspendié en 200 ul de medio PBS1X. Los
controles negativos fueron muestras sin anticuerpo primario y muestras sin

anticuerpos secundarios.

Internalizacion del bacteriéfago (mediante Sybr Gold)

A diferencia del protocolo previamente descripto, en este caso se utilizaron
bacteriofagos previamente marcados con Sybr Gold para evaluar su
internalizacion.

De esta manera, las células resuspendidas fueron incubadas con el bacteriéfago
933W marcado, durante distintos tiempos y a distintas MOI, luego se realizaron 2
pasos de lavado con PBS1X + 2%SFB y se fijaron con Cytofix BD durante 10
minutos a 4°C. Para finalizar, se lavaron nuevamente con PBS1X + 2%SFB y

resuspendieron en PBS 1X hasta su medicion.
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Integrinas

Las células MiaPaca2, Vero y K562 se resuspendieron y sembraron, en
eppendorfs, a una concentracion de 1.10°-5.10° por eppendorf en el medio
correspondiente para cada linea celular (DMEM para MiaPaca2 y Vero, y RPMI
para K562), sin suero fetal bovino. Se realizaron lavados con PBS1X+2%SFB. Las
muestras se fijaron con solucién fijadora Cytofix (BD), con 50 pl por muestra
durante 10 minutos a 4°C. Se lavé y marc6 con anticuerpo anti-integrin alpha V
beta 3, a 2 pug por cada 10° células durante 30 minutos a 4 °C. Se lavé y marcé con
50 pl por muestra de una dilucién 1:800 del anticuerpo anti-lgG mouse Alexa 488
(BD) durante 30 minutos a 4°C y oscuridad. Finalmente se lavé y resuspendié en
200 pl de buffer para citometria de flujo. Los controles negativos fueron muestras

sin anticuerpo primario y muestras sin anticuerpos secundarios.

Neutralizacidon de la entrada del bacteriéfago

Para evaluar el ingreso del bacteriofago mediante FACS se utilizé el mismo
marcado con Sybr Gold incubandolo con las células en DMEM sin suero durante

30 minutos y fijando las muestras.

Para esto, las células se repicaron con tripsina EDTA 0,25% (EMEVE) durante 5
minutos a 37°C. Se centrifugé 5 minutos a 300 xg y se resuspendieron en DMEM
con Antibiético-Antimicético (Gibco). Entre 10° y 5 x 10° células se agregaron a

eppendorfs de 1,5 mlen 100 pl.

Se incubaron distintas MOI (0,5 y 0,1) durante 30 minutos a 37°C. Se realizaron
lavados con PBS 1X y se fijaron con solucién Cytofix BD (50 ul muestra™) durante
10 minutos a 4°C. Por ultimo se realizdé un lavado con PBS 1X y resuspendio la
muestra en buffer Isoflow y conservaron a 4°C hasta su analisis en el citometro de
flujo (FACS Canto BD).
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Una vez optimizado el protocolo de internalizacion se testearon distintos

compuestos como potenciales neutralizantes del bacteriéfago.

Hidroxido de Bismuto

Se wusaron distintas concentraciones de Hidroxido de Bismuto (Chobet®,
Argentina) para pre-incubar con el bacteriofago 933W a 37°C ON.

Los bacteriofagos pre-incubados con el Hidroxido de Bismuto se incubaron con las
células en suspension previamente repicadas. Y se continu6é con el protocolo de
titulacion o “Internalizacion del bacteriofago (mediante Sybr Gold)” previamente

descriptos.

Motivos RGD

El péptido ARG-GLY-ASP (RGD) (Sigma-Aldrich) se utilizo para estudiar su efecto

en la internalizacion del bacteriéfago.

Células Vero se resuspendieron con tripsina EDTA 0,25% (EMEVE) durante 5
minutos a 37°C. Se centrifugé 5 minutos a 300 xg y se resuspendieron en DMEM
con Antibiético-Antimicético (Gibco). Entre 10° y 5 x 10° células se agregaron a
eppendorfs de 1,5 ml en 100 pl. Partiendo de un stock de 10 mg mI™ de RGD se
incubaron 5, 0,5y 0,1 mM durante 30 minutos y 37°C. Transcurrido este tiempo se
agregaron los bacteriéfagos a MOI=0,5. Como control positivo se utilizaron células

gue no fueron incubadas con RGD pero si con bacteriéfagos.

Microscopia Confocal

Para el analisis de la capacidad de internalizacion del bacteri6fago en células
eucariotas, las mismas fueron incubadas con los bacteri6fagos previamente

marcados con Sybr Gold (8 x 10° p.f.u) en medio DMEM a 37°C y atmdésfera con
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5% CO:. A los 30 minutos y 1 hora post-infeccion las células se lavaron con PBS
1X a temperatura ambiente y tifieron con 1 uM de Hoechst 33342 (Thermo Fisher,
USA) v 2,5 uyg ml-1 de CellMask Deep red plasma membrane (Thermo Fisher,
USA) durante 5 minutos a 37°C y oscuridad. Las células tefiidas se fijaron con
paraformaldehido 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente y finalmente
fueron montadas con Mowiol® 4-88 (Sigma-Aldrich) ON a temperatura ambiente.
Se tomaron imagenes de las células mediante microscopia confocal (Zeiss LSM
880), utilizando una lente objetivo de 63Xy 1,4 NA.

Usando el mismo microscopio se realizaron ensayos in vivo, sin fijar las células,

para poder tomar fotos en lapsos de 10 minutos hasta las 5 horas.

Modelo animal

Los ratones C57BL/c fueron criados en las instalaciones del Instituto de Medicina
Experimental (IMEX), Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires, Argentina.
Los ratones (17 a 20 dias de edad, 8 a 11 g de peso corporal) se mantuvieron en
un ciclo de luz/oscuridad de 12 h a 22 + 2 C y se alimentaron con dieta estandar y
agua ad libitum. Los experimentos realizados en este documento fueron aprobados
por el Comité de Cuidado Animal de la Academia Nacional de Medicina, estando
de acuerdo con los principios establecidos en la Guia para el Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio (National Institute of Health, 1985).

Después de 4 h de inanicion, los ratones destetados se dividieron en tres grupos.
Un grupo se inoculé por via intragastrica a través de una canula de acero
inoxidable (modelo 7.7.1, 0.38 mm 9 22G) (Harvard Apparatus, Holliston, MA) con
una dosis Gnica de 100 pl de E. coli C600:933W (2 x 10® UFC 100 pl* ratones™),
otro con una dosis unica de 100 pl de E. coli C600:933W:prl. El grupo control se

inoculé con la cepa E. coli C600 siguiendo el mismo protocolo.

Se administraron dos dosis de antibidticos a los 5 y 30 minutos después de la

infeccidon con una mezcla de 100 pg de ciprofloxacina (Roemmers) y 5 ug de
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mitomicina C (Sigma Aldrich). Luego de 4 horas de la inoculacién, se proporciono

alimento y agua a los ratones.

Preparacion de cepas e inoéculos

Cepas E. coli C600:933W, E. coli C600:933W:prl y E. coli C600 se cultivaron en
medio LB durante 16 horas a 37°C en agitacion. Los cultivos ON se centrifugaron a
3000 xg durante 15 min. El sedimento se lavd y se resuspendié en sacarosa al
20% a una dosis de 2 x 108 UFC 100 pl™ ratéon™.

La induccion de bacteriéfagos se realizd por tratamiento con una mezcla de
ciprofloxacina (100 pg ratén™) y mitomicina C (5 ug ratén™), que se inoculd

intragasticamente 30 minutos después de la infeccion.

Curva de crecimiento bacteriano

Las cepas se cultivaron durante la noche (ON) en medio LB a 37°C con agitacion.
Los cultivos ON se diluyeron 1:100 en LB en Erlenmeyers de 250 ml con un
volumen final de 50 ml. Las muestras se tomaron cada hora durante 6 h y ON
(TO=tiempo 0, T1=1h, T2=2h, T3=3h, T4=4h, T5=5h, T6=6h, TON=24 h) y se midi6

la densidad 6ptica a 600 nm de cada muestra.

Histologia

Para el andlisis histolégico, los ratones se sacrificaron 72 h después de la infeccion
y se sometieron a necropsia. Se perfundieron transcardialmente con PBS para
eliminar completamente la sangre, seguido de un 5% de tampoén-formaldehido. Se
tomaron los rifiones, intestino delgado, intestino grueso y cerebro, se seccionaron,
se fijaron en tampon-formaldehido al 5% y se colocaron en parafina. Las secciones

de dérganos de tejidos incluidos en parafina se tifieron con hematoxilina y eosina
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(H&E) y se examinaron mediante microscopia 6ptica. Otro grupo de ratones se

sacrificé para el analisis de inmunofluorescencia.

Los ratones se anestesiaron con pentobarbital (100 mg kg™) y se perfundieron
transcardialmente con solucion de NaCl al 0,9%, seguido de paraformaldehido al
4% en solucion de tampdn fosfato 0,1 M (fijador por peso del animal (ml g%)). Los
cerebros se extrajeron y fijaron posteriormente en la misma solucién fijadora
durante 2 h. Las secciones del cerebro se cortaron en un criostato. Se obtuvieron
cortes en serie de 20 ym de espesor en serie y se colocaron en una solucion de
tampdn de fosfato 0,1M. Las secciones del cerebro obtenidas se procesaron para

inmunofluorescencia de bacteriéfagos, Stx, GFAP o NeuN.

Inmunohistologia

Los cerebros se procesaron en un criostato y las secciones (20 um cada una) se
mantuvieron a 20°C en una solucion crioconservante (50% de PBS mas 30% de
etilenglicol mas 20% de glicerol) hasta el dia en que se realizaron los diferentes
ensayos de inmunofluorescencia. Después de varios lavados con PBS 10 mM, se
permeabilizaron secciones del cerebro con Triton X-100 al 0,1% y se bloguearon
con suero de cabra normal al 10% (Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.) Con la misma
solucion tampon durante 1 h, e inmediatamente incubado (a 4°C durante 48 h) con
diferentes anticuerpos primarios (1:500) anticuerpo anti-Stx2 de conejo (1:50; 1,35
mg ml?'), anti-bacteriéfago de ratén 933W, anti-NeuN de raton (Millipore,
Temecula, CA, EE. UU.), Anti-CC1 de conejo (Abcam, Cambridge, Reino Unido) o

proteina de &cido fibrilar antiglial de conejo (GFAP, Dako, Glostrup, Dinamarca).

Después de varios lavados con 10 mM PBS-X-100 al 0,025%, las secciones se
incubaron con los anticuerpos secundarios (1:500) IgG de cabra anti-conejo Alexa
Fluor 555 (Invitrogen Molecular Probes, Carlsbad, California, EE.UU.). Para Stx2,
bacteriéfago o Inmunofluorescencia GFAP, e IgG de cabra anti-raton/Texas Red

(Amersham, GE, Piscataway, NJ, EE. UU.) Para la inmunofluorescencia NeuN.
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Todos los anticuerpos secundarios se prepararon en el mismo buffer con Triton X-
100 al 0,3% y se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente. Finalmente, las
secciones se enjuagaron con PBS 10 mM y se montaron en portaobjetos. Los
controles se realizaron utilizando el mismo procedimiento pero sin agregar el
anticuerpo primario. Se agregd un control positivo para la inmunofluorescencia
Stx2; se analizaron cerebros de ratones tratados con Stx (1 ug por cada raton

inyectado por via intravenosa con un volumen final de 100 pl de una solucién de
0,01 g u).

Analisis de micrografias

Los datos se obtuvieron a partir de la medicion de las micrografias de ocho
secciones de cuatro cerebros independientes por tratamiento. Se utilizd un
microscopio biolégico de barrido laser confocal (Olympus FV10-ASW). Las
imagenes obtenidas se analizaron utilizando el software Image-J (NIH, ciudad, EE.
uu.).

El complemento de "contador de células" del software Image-J se empled para
cuantificar el numero de células inmunorreactivas Stx2 y la NeuN anormal. El
criterio para determinar el fenotipo de estrés neuronal fue el desplazamiento del
marcador nuclear al citoplasma. El ROl manager del software Image-J se empled
para cuantificar la expresion de GFAP y la presencia del bacteriéfago, y para
determinar los astrocitos reactivos y si los bacteri6fagos estaban presentes en el
parénquima cerebral. Para este proposito, los canales de color de las micrografias
se dividieron por el software, y se seleccioné el canal de color rojo (ahora en un
formato de escala de grises de 8 bits) para analizar el area de interés. Para
observar en qué células del SNC se localizaron los bacteriéfagos, al ensayo de
inmunofluorescencia de los bacteriéfagos se siguié con el de GFAP (astrocitos),

CC1 (oligodendrocitos), NeuN (neuronas) e IBA-1 (microglia).
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Se us6 Hoechst 33342 (Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.) (1 ug mi™* durante 10min)
para mostrar los nucleos celulares en todos los ensayos de inmunofluorescencia.
Los valores observados en todas las micrografias de control del anti-GFAP y del
antibacteriofago 933W se restaron de las micrografias de ratones tratados.

Estudio del efecto neutralizante del Hidréxido de
Bismuto in vivo

Estudio in vivo (2 dosis de bismuto)

De la misma manera que se llevaron a cabo los ensayos antes descriptos en la

seccidon en “Modelo animal”.

Después de 4 h de inanicion, los ratones destetados se dividieron en dos grupos.
Un grupo se inoculé por via intragastrica a través de una canula de acero
inoxidable (modelo 7.7.1, 0.38 mm 9 22G) (Harvard Apparatus, Holliston, MA) con
una dosis Unica de 100 pl de E. coli C600:933W (2 x 10® UFC 100 pl raton™).
Luego, se administraron dos dosis de antibioticos a los 5 y 30 minutos después de
la infeccion con una mezcla de 100 pg de ciprofloxacina (Roemmers) y 5 ug de
mitomicina C (Sigma Aldrich). Se llevaron dos grupos de ratones. El grupo sin
tratamiento y el grupo tratado con Hidréxido de Bismuto, los cuales recibieron dos
dosis de Hidroxido de Bismuto (10 mg ml™?) via intragastrica, 4 y 24 horas post-

infeccion.

Estudio in vivo (3 dosis de Bismuto)

Debido a que si bien se observo proteccion con dos dosis de Hidréxido de Bismuto
en el modelo animal, se realizé otro tratamiento utilizando 3 dosis con el fin de
evaluar si la proteccion mejoraba a nivel histolégico.

Se llevaron dos grupos de ratones. El grupo sin tratamiento y el grupo tratado con
Hidréxido de Bismuto, los cuales recibieron tres dosis de Hidroxido de Bismuto (10

mg ml') via intragastrica, 4, 24 y 48 horas post-infeccién. Los ratones se
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sacrificaron a las 72 h y se les tomd muestras de sangre para medicion de urea y

recuento de células sanguineas.

Generacion de mutante Apr1:933W

Se utiliz6 el método lambda red (Figura 12) para obtener dos E. coli C600
lisogénicas mutantes. Una primera, a la cual se le agreg6 un gen de resistencia a
tetraciclina (paso necesario para obtener el 2do mutante) y otra donde se
delecioné el motivo tata-box del promotor prl del gen de la toxina Stx del
bacteriéfago 933W (Figura 13)

A partir de una cepa E. coli 459 conteniendo el plasmido pACYC184 (Genbank
X06403) se obtuvo, con los primers PfM1 y PrM1, el gen de tetraciclina junto a las
secuencias de homologia con el genoma del bacteriéfago 933W en los extremos.

Perfil del ciclado: 94°C, 5 minutos, 94°C, 30 segundos, 57°C, 30 segundos, 72°C,

1 minuto y medio, y por ultimo 72°C durante 7 minutos.

Por otro lado se contaba con un cepa E. coli C600:933W conteniendo el
bacteriofago 933W integrado en su genoma, mas el plasmido pKD46 (Genbank
AY048746) con las enzimas del sistema lambda red (exo, bet, gam). El producto
lineal de tetraciclina, conteniendo las secuencias de homologia se transformo,

mediante electroporacion, en la E. coli C600:933W.
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Figura 12. Sistema de recombinacion Lambda Red. (Serra -Moreno et al., 2006).

Para la transformacion, al cultivo ON de la cepa C600:933W se agregd arabinosa
0,5% y ampicilina en medio SOB (2% w v triptona (20 g), 0,5% w v extracto de
levadura (5 g), 8,56mM NacCl (0,5 g), o 10mM NacCl (0,584 g), 2,5mM KCI (0,186
g), ddH.O 1000 mL, 10mM MgCI2 (anhidro 0,952 g) y 10mM MgSO4
(heptahidratado 2,467 g)) a 30°C.
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Figura 13. Andlisis in silico de la secuencia de Stx2. (A) Siete regiones (prl-7) con alto
puntaje para secuencias promotoras putativas eucariotas fueron encontradas. El sitio putativo
de inicio de transcripcién (TSS, +1) detectado con el server predictor de promotores se
encuentra remarcado en gris (B). Las regiones prl-pr7 estan indicadas con cajas negras sobre
el gen stx2. Los sitios de unién a factores de transcripcion putativos eucariotas se indican en
las secuencias correspondientes de las regiones prly pr7. (Bentancor et al., 2013).

Las colonias resultantes se seleccionaron por resistencia a tetraciclina en placas
de LB (5 ug ml-1 tetraciclina). Con los primers Tc5 (sobre tetra) + prl Rv (sobre

bacteri6fago) se comprobd la correcta insercion.

Perfil de ciclado: 94°C, 5 minutos, 94°C, 30 segundos, 57°C, 1 minuto 30

segundos, 72°C, 1 minuto y medio, y por ultimo 72°C durante 7 minutos.

A estas colonias lisogénicas se las llamo MUT1, conteniendo el bacteriéfago wild
type mas una resistencia a tetraciclina. Por ultimo, para la mutacién del prl (Figura
14), se generd un producto lineal mediante PCR, sobre la cepa lisogénica MUTL,

con los primers PfM1 y Primutrev (homologia con prl mas mutacion puntual).
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Se obtuvo un amplimero conteniendo al gen de tetraciclina y el promotor prl
mutado (secuencia TTTTAT de la region TATA por un sitio de restriccion BamH1).
De la misma forma que se procedié para la obtencion del MUT1, se transformaron
la cepa E. coli C600:933W, se seleccionaron los recombinantes mediante
seleccion positiva por resistencia a tetraciclina y luego se secuencio para confirmar

la mutacion en el promotor.

Reg. Reg.
-Amplificacion Hom1 Hom2 ,(h}
—» — — » enoma

Tetraciclina
L .Transformacién i C600:933W
-Secuenciacion  pytante 2 o Mutante 1 —
patx pl
s r
I - — -« T |
« up (448pb) - Resistencia - dwn\Lﬁazpb)- .Amplificacin * Up (448pb) —+ Resistencia .« dwn (532pb)~
Mutaciones del sitio TATA (sitio de restriccion .Transformacion en
BamH]I) C600:933W Secuencla

mutante

Figura 14. Estrategia de mutacion mediante el sistema lambda red.

Primers:

PfM1:
GGCGCGTTGTACTGGATTCGAACCAGTGACCGATTGCTCAGAAGGCAATTGCTCTGTCCGGTGGAGTG
GTGAATCCGTTAG

PrM1:
GAAGCTGGCTGCGCGGGGTTCGAGTCCTCGATGGCGGTCCATTATCTGCATTATGCGTTGTTAGCTCAG
TCAGCCCCATACGATATAAG

Primutrev:

ACAGGTGTTCCTTTTGGCTGAAGTAATCAGCACCAGACCCGGCGCAGAT AAGGCCCGCAAAA
GCGAGCC

TCS:

TCAGCCCCATACGATATAAG

Prlrv.:

CCAGTAACAGGCACAGTACC
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Péptidos catiénicos (CAMPS)

Cada péptido se sintetizd con la amidacion C terminal. Los péptidos se sintetizaron
y se obtuvieron con un grado de pureza de > 95% mediante HPLC (GenScript Co.,
Piscataway, NJ 08854, EE. UU.). Los péptidos catidénicos helicoidales alfa P5, P8,
P8.1, P2 y P6.2 se disefiaron previamente utilizando un enfoque combinado y
asistido por computadora, identificando regiones activas putativas cortas de las
bases de datos de AMP (Faccone et al., 2014; Maturana et al.,, 2017). Las

secuencias peptidicas son:

péptido 2: GLLKKWLKKWKEFKRIVGY; péptido 8.1: RIVQRIAKWAKKWYKAGK,
péptido 6.2: GLLRKWGKKWKEFLRRVWK; péptido 5: RIVQRIKKWLLKWKKLGY;
péptido 8: RIVQRILKWLKKWYKLGK. Omiganan (MBI-226): ILRWPWWPWRRK;
péptido random no-alfa helicoidal: MVVFSVPKFKSTVAKLLSSA.

La conformacién en rueda helicoidal puede observarse en la figura 15.
A partir de las 2 secuencias peptidicas ya analizadas se realizaron cambios
especificos en ciertos aminoacidos con el objetivo de mejorar la actividad

antimicrobiana y disminuir la hemolisis.

A partir de la secuencia del péptido 2 se realizaron cambios especificos para
mejorar la anfipaticidad como se muestran en los diagramas de helical wheel de la

figura 15 para obtener la secuencia 6.2

Al péptido 5 también se le realizaron 4 modificaciones que, como se puede
apreciar en la figura 15, la secuencia 8 crea dos caras bien diferenciadas, una
hidrofilica y otra hidrofobica al estructurarse el péptido como alfa hélice. A partir de
esta secuencia, se realizaron tres cambios, se reemplazaron las L por A, con el
objetivo de disminuir la hemdlisis, de acuerdo al trabajo publicado por Yin LMy

colaboradores (Yin, L.M. et al., 2012) generando el péptido 8.1.

94



Materiales y Métodos

- @
o NG ' [
o | o (U l
=)
W..v‘"wf".ﬁ "
Péptido 2 Péptido 6.2
0900, o %% o 00,
o7 Ne e o e Jo
AN ) v‘ r .': ‘Wj J pral ) :4 N | F™. .
l_(, D -
G/ 1"W ~ \_/ - 7
Péptido 5 Péptido 8 Péptido 8.1

Figura 15. Proyecciones en helical wheel. La flecha azul indica la serie de péptidos
modificados a partir del mismo péptido original. Los aminoacidos hidrofobicos se representan
en color amarillo y los hidrofilicos en rojo y azul. Las flechas verticales representan el momento
hidrofébico de cada péptido. Las proyecciones de los péptidos modificados se presentan sin la
identificacion de aminoacidos debido a que no se ha presentado aun la solicitud de patente de

estos péptidos. Fuente: http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParamsV2.py

Actividad Anti-Bacteriéfago

El bacteriofago GFP se incub6 con péptidos diluidos en 400 ul de PBS a una
concentracion final de 0,1 yg ml™, 5 ug mi™*, 10 ug mi™ o 50 ug mi* durante 16 h a
37 °C DO. Después de la incubacion, los titulos de bacteriéfagos se midieron como
se describe anteriormente. La cepa de E. coli (ATCC 37197), utilizada para el
ensayo de titulacion, se incubd con péptidos solos como control. Durante el ensayo
de titulacion, la concentracion final de péptidos en la suspension bacteriana fue de

1,4, 2,8y 14 ug ml, respectivamente.
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Potencial Z

El potencial Zeta medido en voltios () se calculd utilizando la ecuacion de
Smoluchowski: donde n es la viscosidad de la suspension a 20°C, D es la
constante dieléctrica de la solucién a 20°C y p es la movilidad electroforética de las
particulas (micrometros por voltio cm-1). El bacteri6fago se incubé con una
solucion que contenia el péptido 5 y Omiganan a una concentracion final de 5,7 ug
ml-1 durante 30 minutos a 25°C bajo agitacibn suave. Las mediciones se
realizaron en un analizador de particulas nano SZ100 (Horiba) a 25°C, cada valor
representa el promedio de dos lotes independientes y se obtuvieron 100

determinaciones individuales por lote.

Dispersion dinamica de la luz

Los experimentos de dispersion dinamica de la luz se llevaron a cabo en un
analizador SZ100 (Horiba) con una deteccion de retrodispersion a 173°C,
utilizando células de poliestireno desechables. Las suspensiones de bacteriéfagos
(con o sin péptido) se dejaron durante 15 minutos a 25°C. Las funciones de
autocorrelacion de intensidad normalizada se analizaron mediante el método
CONTIN (Provencher, 1982), lo que produjo una distribucion de los coeficientes de
difusion (D). D se utiliza para calcular el diametro hidrodindmico (Dw) a través de la
relacion Stokes-Einstein: (3) donde k es la constante de Boltzmann, T la
temperatura absoluta y n la viscosidad del medio. El valor de DH se calcul6 a partir
de un conjunto de 15 mediciones (~ 13 series cada una) para el bacteriéfago en
presencia del péptido p5 o solo. La Dy de la muestra se obtuvo del pico con la
mayor intensidad de luz dispersada (i.e, el modo) en distribuciones de intensidad

de dispersion de la luz.
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Analisis estadistico

La importancia de la diferencia entre las concentraciones se analizé utilizando el
software Prism 5.0 (software GraphPad), y el valor de P se indica mediante
asteriscos en las Figuras. Los datos corresponden a la media £ errores estandar
de la media (SEM) para cada concentracién utilizando triplicados. Las diferencias
estadisticas se determinaron mediante el analisis de varianza de una via (ANOVA).
Las comparaciones a posteriori entre los grupos se realizaron utilizando el andlisis

de prueba de comparacion multiple de Tukey.

Hidroxido de Bismuto

Se preincubd al bacteriéfago con Hidréxido de Bismuto (Chobet, Argentina) ON a
37°C. En tubos eppendorfs de 1,5 ml se pre-incubaron distintas concentraciones
de Hidroxido de Bismuto con cantidad de bacteri6fago suficiente para obtener
colonias cuantificables mas 12,5 pg mi™* de MgCl,, 25 pg mi™* de CacCl, y cantidad
suficiente de H20yq para llegar a un volumen final de 400 pl.

Como control de toxicidad se preincubd al bismuto sin bacteriéfagos y, control

positivo, tubos sin Hidroxido de Bismuto (Tabla 2).

1 mg/ml 1 mg/ml 5 mg/ml 5 mg/ml Bacteri 0,5 0.1
Sin fago Sin fago ofago mg/ml mg/ml
GHBio 9.3 9.3 47 47 - 4.65 0.93
(42,8
mg/ml)
Bacteriéfa 100 (100 ul 100 (100 ul 100 100 100

go(1,210"  (gjl-2) PBS 1X) (dil-2) PBS1X)  (dil-2)
pfu/ml)

CaCl; (1M) 6.8 6.8 6.8 6.8 6.8 6.8 6.8
(dil-2) (dil-2) (dil-2) (dil-2) (dil-2)

MgCl, 5.26 5.26 5.26 5.26 5.26 5.26 5.26
(950ug/ml)
H.0 (hasta 278.64 278.64 241 241 288 283.3 287
400 pl)

Tabla 2. Mix pre-incubacién gel bismuto més bacteri6fagos.
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A las muestras pre-incubadas, luego de 24hs se les agreg6é 1 ml de E. coli Y1090
en crecimiento exponencial siguiendo el protocolo de titulacion anteriormente
descripto. Por ultimo, se contaron las placas de lisis de los distintos tratamientos

con respecto al control positivo.

98



Resultados

99



Resultados

Estabilidad de los bacteriéfagos

Se indujo la escision del bacteri6fago GFP y el bacteriofago 933W a partir de los
cultivos bacterianos lisogénicos de E. coli C600:ATOX:GFP y E. coli C600:933W

respectivamente.

Sobre un cultivo over night (ON) de las cepas lisogénicas se realizé una dilucién
1:100 y se indujo la escision del bacteri6fago mediante el agregado de antibiético.

Una vez purificados, segun se detalla en “Materiales y Métodos”, se almacenaron a
4°C y se estudié su estabiliad mediante ensayos de titulacion. A tiempo 0 se
obtuvo un titulo en el orden de 10’ pfu mI* para ambos bacteriéfagos. Superado el
mes de almacenamiento a 4°C, el titulo se redujo en un érden de magnitud
llegando a 10° pfu mlI™* para el bacteri6fago GFP y se mantuvo estable hasta los 84

dias (méximo tiempo de prueba) (Figura 15).
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Figura 16. Estabilidad del bacteriéfago GFP a 4°C evaluada mediante conteo de placas de

lisis en funcion del tiempo.
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Por otro lado, luego de la purificacién, el titulo detectable del bacteriofago 933W

disminuy6 de 10’ pfu ml™* a 0 pfu mI* en una semana.

Si bien la Unica diferencia entre el bacteriéfago GFP y el bacteriéfago 933W es el
reemplazo del gen stx por gfp, la estabilidad varia sustancialmente.

Aungue aun no se comprenden las causas, Marinus y colaboradores demostraron
gue la estabilidad del bacteriofago 933W se pierde por completo al dia siguiente de
su purificacion (Marinus, et al., 2013).

Desarrollo de anticuerpos anti-bacteriofago GFP en
ratones

Para contar con anticuerpos anti-bacteri6fago que no estan disponibles
comercialmente, ratones BALB/c de dos meses de edad fueron inmunizados segun
el protocolo descripto en “Materiales y Métodos”. A los 54, 68 y 82 d.p.v. se

tomaron muestras de suero y se midio el titulo de anticuerpos mediante ELISA.

Evaluacidon de larespuesta inmune humoral sistémica
mediante ELISA

El ensayo de ELISA para detectar anticuerpos anti-bacteriéfago GFP se realiz
segun el protocolo descripto en “Materiales y Métodos”. En la figura 16 se muestra
la respuesta de anticuerpos de tipo IgG a 54 y 68 d.p.v., observandose que los
animales desarrollaron un titulo de anticuerpo anti-bacteriéfago de 5x10°.

Estos anticuerpos fueron la herramienta utilizada en los ensayos de
inmunohistoquimica y marcacion primaria en citometria de flujo para identificar los

bacteriofagos.
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Figura 17. Titulo de anticuerpo IgG anti-bacteriéfago GFP.

Bacteriéfago como target terapéutico

Se utilizaron distintos componentes como potenciales agentes terapéuticos contra
el bacteriéfago. Teniendo presente la capacidad de éstos de infectar otras
bacterias susceptibles en la flora comensal del intestino, amplificando la expresion
de toxina Stx y produccién de progenie viral (Gamage et al., 2003), la utilizacion de
compuestos capaces de neutralizar la capacidad infectiva de los bacteriéfagos
podria contribuir a tratamientos que controlen la infeccion y minimicen el riesgo de

desarrollar SUH.

Péptidos anti-microbianos

Para evaluar si los péptidos catibnicos podrian afectar la infeccibn por
bacterioéfagos, evaluamos siete cCAMPs disefiados previamente por el grupo del Dr.
Maffia (Faccone et al., 2014; Hollmann et al., 2016; Maturana et al., 2017) como
posibles agentes anti-bacteriofagicos. Para analizar el efecto de estos péptidos
sobre el bacteri6fago, evaluamos su capacidad de inactivar la infeccion en la cepa

E. coli Y1090, cepa utilizada para la titulacién de dicho bacteri6fago.
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Los siete péptidos mostraron diferentes eficiencias en la inactivacion. Los péptidos
6.2, 5 y 8 mostraron la mayor actividad de inactivacion, logrando neutralizar
significativamente a los bacteridfagos en las condiciones evaluadas (Figuras 18 y
19).

Como se describio en “Materiales y Métodos”, se evaluaron 2 grupos de péptidos.
El péptido 6,2 proveniene del 2, al cual se le realizaron modificaciones en su
secuencia para aumentar sus caracteristicas anfipaticas. Estos péptidos tuvieron

una capacidad de neutralizaciéon de un 60 y 90% respectivamente.
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Figura 18. Inactivacion de bacteriéfagos con péptido 2 y 6,2. Después de la preincubacion
de bacteriéfagos con diferentes concentraciones de péptidos, la inactivacién se midié mediante
la titulacion de E. coli Y1090, cepa (ATCC 37197). Se utilizé el software Prism 5.0 (software
GraphPad) para determinar la significacién estadistica entre diferentes muestras. Péptido 2: * p
<0,05, *** p <0,0001. Péptido 6.2: ** p <0.05, *** p <0.0001. (Del Cogliano et al., 2017).

Por otro lado, se analizaron los péptidos 5, 8 y 8,1. Tanto el péptido 8 como el 8,1
derivan del 5. En este caso, al péptido 5 también se le realizaron 4 modificaciones
gue lo hacen mas anfipatico, denominado péptido 8. A partir de esta secuencia, se

realizaron tres cambios para disminuir la hemdlisis, generando el péptido 8.1.

103



Resultados

1004 ¢ | —
100 | m—— 100

20 T |
NIESNES 0 i, ] o

o o S ®

Neutralizacion (%}
Neutralizacion (%)
8
Neutralizacion (%)}
g

—
i i
AL
—_
I

N o 2 S &
Péptido 8 (pg/ml) Péptido 8,1 (pg/ml)

Péptido 5 (pg/ml)

Figura 19. Inactivacion de bacteri6fagos por péptidos catidnicos. Después de la
preincubacién de bacteriéfagos con diferentes concentraciones de péptidos, la inactivacion se
midi6 mediante la titulacion de E. coli, cepa (ATCC 37197). Se us6 el software Prism 5.0
(software GraphPad) para determinar la significacion estadistica entre diferentes muestras
mediante el analisis de varianza de una via (ANOVA). Péptido 5: * p = 0,0313. Péptido 8: ** p
<0,005, *** p <0,0001. Péptido 8.1: * p <0.05, ** p = 0.008. (Del Cogliano et al., 2017).

Con el fin de analizar qué caracteristica de los cAMPs esta implicada en la

inhibicibn del bacteriéfago, se han analizado los controles con los péptidos
Random y Omiganan.

Por otro lado, los péptidos 2 y 8.1 mostraron menor capacidad de inactivacion
entre los cAMPs probados. Los péptidos Random y Omiganan no mostraron

capacidad de inactivacion de los bacteriofagos en las condiciones evaluadas
(Figura 20).
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Figure 20. Inactivacién de bacteriéfagos por los péptidos control. (A) Omiganan, un
péptido catidnico comercial con estructura beta. (B) Random, un péptido catidénico sin
estructura alfa helicoidal. Se us6 el software Prism 5.0 (software GraphPad) para determinar la
significacion estadistica entre diferentes muestras mediante el andlisis de varianza de una via
(ANOVA). Omiganan: ns. Aleatorio: ns. (Del Cogliano et al., 2017).
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Es importante notar que, segun el protocolo que usamos, después de la incubacién
de cada péptido con los bacteriéfagos, la mezcla péptido-bacteriofago se incubd
con la cepa E. coli indicadora (Y1090). Por esa razén, la actividad antimicrobiana
de los cAMPS sobre esta cepa de E. coli fue evaluada previamente, y no se
observé muerte bacteriana. Cabe mencionar que la concentracién final del péptido
gue afecta al césped bacteriano durante el ensayo de titulacion oscilo entre 1,4 y
14 ug ml*, que es significativamente menor que la actividad inhibitoria minima
(CIM) obtenida previamente para cada péptido en E. coli (p.2 = 56 mg ml™*, p.5= 56
mg ml*, p.8=56 mg ml™, p.8,1=56mg ml*, p.6,2=56 mg ml*) (Faccone et al., 2013;
Hollmann et al., 2016; Maturana et al., 2017).

Interaccion Bacteriofago-péptido

Con el fin de evaluar si una interaccion directa entre péptidos y bacteriéfagos esta
involucrada en la capacidad de inactivacion, se realizaron experimentos de

potencial zeta, utilizando el péptido 5 como modelo.

Observamos que el péptido 5 fue capaz de modificar la carga superficial de los
bacteri6fagos, al disminuir la carga negativa neta expuesta. Los resultados
sugieren que los péptidos cargados positivamente y los bacteriéfagos estan
interactuando a través de cargas electrostéticas (Figura 21). Se observo el mismo
comportamiento con el péptido Omiganan, aunque éste no mostré actividad

antibacteriofagica.

105



Resultados

3 control
B peptido 5
J om

I}
3]
1

—=
1
[ —

Potencial Z (mV)
2

-
(%]
1

*k

)
T

ek

Figura 21. Potencial zeta de los bacteriéfagos incubados con el péptido 5 u Omiganan
(OMI), o en solucién tampon (control). Cada punto representa la media de 2 lotes
independientes + SEM. ** P <0.01; ** P <0,001, ANNOVA de una via seguido de una prueba

posterior de Dunnett para comparaciones multiples frente al control. (Del Cogliano et al., 2017).

Utilizamos DLS (Dynamic light scatter) para evaluar si el tamafio del bacteriéfago
se modific6 como consecuencia de su interaccion con los péptidos. Este ensayo
también nos permite determinar si se genera efecto de agregacion luego de la
incubacion del bacteriéfago con los péptidos. Los resultados muestran que los

péptidos no afectan el diametro hidrodinamico del bacteriéfago (Figura 22).
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Figura 22. Diametro hidrodindmico promedio de bacteriéfagos incubados con el péptido

5 0 en solucién tampdn (control). Ns, no significativo, t-test (desapareado). (Del Cogliano et
al., 2017).
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Hidroxido de Bismuto

Ademas de los péptidos catidnicos, se utilizaron distintas concentraciones de

Hidréxido de Bismuto como potencial inhibidor de la infeccion (Figura 23).
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Figura 23. Capacidad neutralizante del Hidroxido de Bismuto. ** P <0.01; *** P <0,001,
ANNOVA de una via seguido de una prueba posterior de Dunnett para comparaciones
multiples frente al control.

El Hidroxido de Bismuto tiene actividad anti-bacteriofagica siguiendo una curva
dependiente de la concentracion. Estos resultados muestran la especificidad de la
neutralizacién, ya que a concentraciones bajas, la actividad anti-bacteriofagica
disminuye significativamente.
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Construccion del bacteriofago 933W mutado en el
promotor prl (C600:933W:prl)

A partir de resultados previos, donde se pudo determinar que el promotor putativo
eucariota prl es reconocido por la maquinaria eucariota y permite la transcripcion y
traduccion activa de toxina Stx, se reemplazd el motivo TATA box (secuencia
TTTTAT ) por un sitio BamH1 mediante el sistema lambda red recombinasa.

Al bacteriofago 933W se le agregd una resistencia a tetraciclina. Para esto se
generd un amplimero de 1472 pb, a partir de la cepa E. coli 459, del gen de
tetraciclina incluyendo fragmentos de homologia con regiones del bacteriéfago. La
amplificacién fue corroborada en un gel de agarosa 1,2% (Figura 24). A partir de
este primer mutante se pudo generar un amplimero conteniendo la resistencia a
tetraciclina y el sitio BamH1 para asi recombinarlo sobre el fragmento de ADN

blanco.

Una vez corroborada la correcta amplificacion, el amplimero se purific6 mediante el
uso de un kit de purificacion a partir del producto de PCR y la extraccién se

comprobé en gel de agarosa.

Teniendo el amplimero purificado, se transformo la cepa de E. Coli C600:933W
conteniendo el plasmido pkd46. Los primers Tc5 (sobre tetraciclina) + prl Rv
(sobre el bacteri6fago) se utilizaron para comprobar la correcta insercion en las

cepas resistentes a tetraciclina (Figura 25).
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Figura 24. Amplificacién del gen de tetraciclina + fragmentos de homologia. Calle 1:

amplificacion sobre E. coli 459 con los primers pfM1 y prM1. Calle L: se utilizé ladder de 1000

pb. Calle (-): control negativo sin molde.

Con los primers PfM1 y Primutrev (homologia con prl incluyendo la mutacion
puntual) sobre las cepas resistentes, se obtuvo un amplimero conteniendo al gen
de tetraciclina y el promotor prl mutado (secuencia TTTTAT de la regién TATA por

un sitio de restriccion BamH1) (Figura 26).
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1 2 345 6 7 8 9 101112 13 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 (L)

Figura 25. PCR para comprobar la correcta insercién del gen de tetraciclina en E. coli
C600:933W. Calle (1-24): amplificacion con los primers Tc5 y prl Rv sobre cepas E coli
C600:933W, transformadas con el gen de tatraciclina incluyendo los fragmentos de homologia,
numeradas del 1 al 24. Calle (L): ladder 1000 pb.

Figura 26. Amplificacion del gen de tetraciclina + mutacién en prl y fragmentos de
homologia. Calle (1-5): amplificacion sobre cepas resitentes a tetraciclina con primers pfM1 y
primutrev.Calle (L): ladder 100 pb.
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Se purificé el producto de PCR y se transformé en una cepa de E. coli C600:933W
conteniendo pkd46.

Se seleccionaron las cepas resistentes a tetraciclina, y se enviaron a secuenciar.
Asi, se pudo corroborar la correcta insercion de la mutacion en prl (Figura 28).
Luego se realizaron sucesivos pasajes en LB con tetraciclina para eliminar el
plasmido pkd46. Finalmente se armaron los stocks de la cepa mutante y se
mantuvieron a -80°C hasta su utilizacion.

En el esquema 3 se puede ver la secuencia del mutante, con el gen de resistencia
a tetraciclina, y la mutacion en prl.

TGAGCTGGAGAGCGGGCGTTTTGAGCAGACGGTCAGGGAAGTTCAGAATGTAGTCAG
TCAGAACGGATGATATTGCAGGATTAGTTACGTACCGTTATTATCCTGCGCCCGGCCCTTT
AGCTCAGTGGTGAGAGCGAGCGACTCATAATCGCCAGGTCGCTGGTTCAAATCCAGCA

AGGGCCACCATATCACATACCGCCATTAGCTCATCGGGACAGAGCGCCAGCCTTCGAAG
CTGGCTGCGCGGGGTTCGAGTCCTCGATGGCGGTCCATTATCTGCATTATGCGTTGTTAG
CTCAGCECGGACAGAGCAATTGCCTTCTGAGCAAT CGGTCACTGGTTCGAATCCAGTACA
ACGCGCCATATTTATTTACCAGGCTCGCTTTTGCGGGCCTTIRMMMIATCTGCGCCGGGTC
TGGTGCTGATTACTTCAGCCAAAAGGAACACCTGTATATGAAGTGTATATTATTTAAATGG
GTACTGTGCCTGTTACTGGGTTTTTCTTCGGTATCCTATTCCCGGGAGTTTACGATAGACT
TTTCGACCCAACAAAGTTATGTCTCTTCGTTAAATAGTATACGGACAGAGATATCGACCCC
TCTTGAACATATATCTCAGGGGACCACATCGGTGTCTGTTATTAACCACACCCCACCGGG

CAGTTATTTTGCTGTGGATATACGAGGGCTTGATGTCTATCAGGCGCGTTTTGACCATCTT
CGTCTGATTATTGAGCAAAATAATTTATATGTGGCCGGGTTCGTTAATACGGCAACAAATA
CTTTCTACCGTTTTTCAGATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGAC

Figura 27. Secuencia parcial del genoma 933W. En amarillo (NN) se remarca la secuencia
del promotor putativo prl. En verde oscuro (JIll) la region TATA box dentro de prl. Subrayado
(NN) el RBS putativo. En verde claro (NN) el promotor pStx2 y NN indica el inicio del ORF de la
subunidad A de stx2 (stx2A).
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5 de resistencia a
etraciclina

C CGGTCACTGGTTCGA
ATCCAGTACAACGCGCCATATTTATTTACCAGGCTCGCTTTTGCGGGCCT Tggatcc
ATCTGCGCCGGGTCTGGTGCTGATTACTTCAGCCAAAAGGAACACCTGTATATG
AAGTGTATATTATTTAAATGGGTACTGTGCCTGTTACTGGGTTTTTCTTCGGTATCC
TATTCCCGGGAGTTTACGATAGACTTTTCGACCCAACAAAGTTATGTCTCTTCGTT
AAATAGTATACGGACAGAGATATCGACCCCTCTTGAACATATATCTCAGGGGACC
ACATCGGTGTCTGTTATTAACCACACCCCACCGGGCAGTTATTTTGCTGTGGATAT
ACGAGGGCTTGATGTCTATCAGGCGCGTTTTGACCATCTTCGTCTGATTATTGAG
CAAAATAATTTATATGTGGCCGGGTTCGTTAATACGGCAACAAATACTTTCTACCG
TTTTTCAGATTTTACACATATATCAGTGCCCGGTGTGACAA

Figura 28. Mutante prl (C600:933W:pr1). En azul (M) se representa el gen de tetraciclina,
con verde (NN) el promotor pStx2, en amarillo (NN) el promotor putativo eucariota prl. La
secuencia mutante se indica en nn, dentro del prl. NN y NN representan el RBS putativo y el

inicio del ORF de stx2A respectivamente.

pStx pR1

«— up (448pb) —~ Resistencia <«—dwn (532pb)~

Esquema 3. Secuencia del mutante C600:933W:prl. En violeta: gen de resistencia a

tetraciclina. pStx: promotor stx del gen de la toxina shiga. Pr1: promotor prl putativo eucariota.
XXX: mutacion en el TATA box.

Curvas de crecimiento de cepas E. coli C600, E. coli C600:933W y
E. coli C600:933W:prl

Con el fin de evaluar los pardmetros de crecimiento de las cepas que se utilizaran
en los ensayos de infeccion, se realizaron las curvas de crecimiento
correspondientes. La figura 29 muestra que E. coli C600, E. coli C600:933W y E.
coli C600:933W:prl presentan un crecimiento similar entre 0 y 15 h. Las cepas

también mostraron un recuento de viabilidad sin diferencias significativas a las 16
horas (Figura 29).
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Figura 29. Curvas de crecimiento de E. coli C600, E. coli C600:933W y E. coli
C600:933W:prl. Ambas cepas presentan una curva de crecimiento similar sin diferencia
significativa entre los recuentos de viabilidad. Cada barra representa la media + SEM de 4-6

ratones por grupo.

Optimizacion de la dosis a ser utilizada in vivo

La dosis de bacteria a inocular en los ratones se optimiz6 en base a la sobrevida y
el dafio renal producido por E. coli C600:933W a las 72 y 120 hs post induccion

(Figura 30).

Se utiliz6 la medicion de urea plasmatica como parametro de dafio renal
(Fernandez et al., 2006; Keepers et al., 2006).
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Figura 30. Sobrevida y Dafio renal en ratones a 72y 120 h post-induccién. (A) Sobrevida.

(B, C) Dafio renal. En el eje Y se muestran las concentraciones de bacterias expresadas como

UFC por mililitro de cultivo. Cada barra representa la media + SEM de 4—6 ratones por grupo.

La dosis de 1.10° UFC por mililitro generé mayor dafio renal y muerte del 75% de

los ratones a las 72 horas. En funcion a esto, la dosis seleccionada para infectar

ratones fue la de 1x10° UFC por mililitro.
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Relevancia del bacteriofago 933W en el desarrollo del
Sindrome Urémico Hemolitico

Anteriormente reportamos la expresion de Stx2 por las células eucariotas in vitro e
in vivo. Debido a que los genes que codifican las dos subunidades de Stx se
encuentran en el genoma del bacteriéfago 933W, se evalud el rol de la induccién
del mismo en el desarrollo del SUH en ausencia del background de la cepa
patogénica E. coli O157:H7.

Los ratones infectados con E. coli C600:933W y E. coli
C600:933W:prl murieron a las 72 horas post- infeccion

Una vez seleccionada la dosis 6ptima de E. coli C600:933W, se procedié con los

ensayos para estudiar el rol del bacteriéfago en el desarrollo del SUH.

En este caso, los grupos analizados fueron ratones infectados, via oral, con la
cepa E. coli C600:933W, el mutante E. coli C600:933W:prl y la cepa E. coli C600

como control.

Los ratones infectados con la cepa C600 no patégena lisogenizada con
bacteriofago 933W (C600:933W) y la cepa mutante en prl (C600:933W:prl)
murieron 72 horas después de la infeccion (Figura 31). Los ratones control
infectados con la cepa E. coli C600 no patégena y sin el bacteri6fago 933W

permanecieron sanos durante 5 dias, después de lo cual se sacrificaron.
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Figura 31. Curva de sobrevida. Se muestran los porcentajes de sobrevida de ratones
infectados con E. coli C600:933W y E. coli C600:933W:prl. Los ratones infectados con E. coli

C600 se utilizaron como controles.

Los ratones infectados con E. coli C600:933W y E. coli C600:933W:prl mostraron
un aumento significativo en el nivel de urea en plasma en comparacion con los
ratones infectados con E. coli C600 (Figura 32). Esto nos indica que los ratones
presentan dafio renal debido a la induccion de bacteriéfagos y la produccion de
Stx. Los ratones infectados con la cepa mutante presentaron un incremento en los

niveles de urea (160 mg ml™) al igual que los tratados con la cepa sin mutar.
Estos ensayos deberian repetirse en animales germ free o con algun tratamiento

gue permita evitar la produccion de toxina Stx por parte de bacterias presentes en

el tracto intestinal.
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Figura 32. Dafio renal inducido por Stx. Los niveles de urea plasmética a las 72 horas

después de la infeccion se midieron como un parametro de dafio renal. Cada barra representa
la media = SEM de 4-6 ratones grupo-1. * P = 0,0095.

Histologia de rifidén e intestino de ratones infectados con E. coli
C600:933W, C600:933W:prly C600.

En otra serie de experimentos, los grupos de ratones se infectaron con E. coli
C600:933W, E. coli C600:933W:prl o E. coli C600 y se sacrificaron a las 72 horas.
Los rifiones, intestinos y cerebros de los ratones se extirparon para estudios

histolégicos.

Los rifiones de ratones infectados con E. coli C600:933W y E. coli C600:933W:prl
mostraron proliferacion mesangial (flecha negra en las Figuras 33A, B), necrosis y
desprendimiento de células tubulares (punta de flecha negra en las Figuras 33A),
asi como también dilatacion tubular (asterisco negro en las Figuras 33A, B). Los
ratones control infectados con E. coli C600 mostraron caracteristicas histolégicas

normales (Figuras 33C).

Los intestinos de ratones infectados con E. coli C600:933W y E. coli
C600:933W:prl mostraron signos de dafio, incluida la infiltracién linfocitaria en el
musculo, edema mucoso y submucoso en el intestino delgado (Figura 34), y
edema mucoso en el intestino grueso (Figuras 34A, B). Los ratones control

infectados con E. coli C600 no mostraron dafio intestinal (Figuras 34C).
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Figura 33. Histologia del rifidn. (A) Ratones infectados con la cepa E.coli C600:933W. (B)
Ratones infectados con la cepa E. coli C600:933W:prl. (C) Ratones control inoculados con la
cepa E. coli C600. Se observa proliferacibn mesangial en ratones infectados con E. coli
C600:933W y E. coli C600:933W:prl (flecha negra en A, B), asi como necrosis y
desprendimiento de células tubulares (punta de flecha negra en A) y dilatacion tubular
(asterisco negro en A, B). No se observé ningun efecto en ratones infectados con la cepa de
control E. coli C600 (C). Periodic acid shift (PAS). Ampliacién: 200 X.
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Figura 34. Histologia del intestino. (A-B) Ratones infectados con la cepa E. coli C600:933W.
(C-D) Ratones infectados con la cepa E. coli C600:933W:prl. (A, C, E) Intestino delgado. (B, D,
F) Intestino grueso. Se observa necrosis en microvellosidades intestinales (flecha negra, A, C)
del intestino delgado y en la cripta del intestino grueso (flecha negra en B, D). También hay un
edema marcado que rodea las criptas de la mucosa y las fibras musculares (asterisco negro en
B, D). (E-F) Ratones control, no presentaron lesiones. H&E. Ampliacién: 200 X.
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Deteccion de Stx2 en cerebro

Para evaluar la presencia de Stx2 en cerebro de ratones infectados con E. coli
C600:933W vy E. coli C600:933W:prl, se realiz6 un ensayo de inmunofluorescencia
con un anticuerpo policlonal anti-Stx2 (Tironi-Farinati et al., 2010). El area
analizada fue la corteza motora (Figura 35N). Se encontraron células
inmunopositivas para Stx2 en ratones infectados con E. coli C600:933W (Figuras
35G-I) mientras que no se detectd marca en los ratones control, infectados con E.
coli C600 (Figuras 35A-C) y E. coli C600:933W:prl (Figuras 35D-F). Ademas, los
ratones control positivo inoculados con 1 yg de Stx2 mostraron un mayor nimero
de células inmunopositivas para Stx2 (Figuras 35J-L) en comparacién con los
ratones tratados con E. coli C600:933W (17,73 £ 1,89 C600:933W vs. 56,6 = 2,46
células de control positivo, Figura 35M). La toxina Stx2 no fue inmunodetectada en

los controles negativos (Figura 350).

Deteccion de bacteriéfago 933W en cerebro

La presencia del bacteri6fago fue detectada mediante inmunofluorescencia

utilizando anticuerpos anti-bacteriéfago 933W.

Ademas, los anticuerpos anti-CC1, anti-GFAP, anti-NeuN y anti-IBA-1 se utilizaron
para identificar oligodendrocitos, astrocitos, neuronas y microglia, respectivamente,

para determinar qué tipo de célula fue marcada con el anti-bacteriéfago 933W.

Pudimos observar que el bacteriéfago 933W se inmunolocalizé en el parénquima
cerebral (Figura 36R) en oligodendrocitos de la sustancia blanca del cuerpo calloso
(Figuras 36E-H), y en astrocitos inmunoreactivos GFAP que forman el glia limitans
(astrocitos asociados con la lamina basal parenquimatosa que rodea el cerebro y
la médula espinal) del hipotalamo ventral (Figuras 36I-L). En los ratones tratados
con la cepa E.coli C600:933W:prl el bacteriéfago se limité a los vasos (Figura
36M, N, P). Finalmente, no se observé marca en ratones infectados con E. coli

C600 (Figuras 36A, C, D) ni en los controles negativos que omiten el anticuerpo
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primario (Figura 36B). La presencia del bacteriofago 933W en el parénquima
cerebral fue cuantificada, ver “Materiales y Métodos”: 0,00 C600 vs. 40,051 + 1.89
C600:6933W AU en IOD (Figura 36Q).
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Figura 35. Deteccidon de Stx2 en cerebros. (A—C) Seccién cerebral representativa de un ratén
control infectado con E. coli C600. (D-F) Seccion del cerebro de un raton infectado con E. coli
C600:933W:prl. (G-I) Seccién del cerebro de un ratén infectado con E. coli C600:933W. (J-L)
Seccion del cerebro de un ratén control positivo después de 4 dias de tratamiento con 1 ug de
Stx2. (O) Control negativo omitiendo el anticuerpo anti-stx (M) NOmero de células
inmunopositivas para Stx2 en la corteza motora del raton (mc) por micrografia. (N) El area
observada se encuentra en el ratébn en mc(*). La barra de escala en "O" se aplica a todas las

micrografias. * P <0.005 segun lo calculado por la prueba t de Student.
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Figura 36. Deteccién de bacteri6fagos. (A, B, C, D) Cerebro del raton control infectado con
E. coli C600. (E-L) Cerebro de raton infectado con E. coli C600:933W 72 hs después de la
inoculacién. (E-H) cépsula externa; (I-L) hipotdlamo. (B) Control negativo omitiendo el
anticuerpo secundario. (R) Se detectaron bacteriéfagos en el cuerpo calloso del ratén (cc) y el
hipotdlamo (hy). (Q) Cuantificacién de bacteri6fagos en el parénquima cerebral por densidad
Optica integral (I0OD). Iv, ventriculo lateral; gl, glia limitans. La barra de escala en "B" se aplica a
todas las micrografias. * P <0.005 segun lo calculado por la prueba t de Student.
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El bacteriofago 933W aumento la expresion de GFAP en astrocitos

Anteriormente, nuestro grupo de investigacion demostr0 que las células de
mamiferos pueden expresar Stx2 después de la transfeccion in vivo del plasmido
procariota pStx2, lo que llevo a un aumento de GFAP en los astrocitos (Bentancor
et al., 2013).

En el trabajo de tesis presente, se evalud si se observaba un aumento de GFAP a
partir de bacteriofago 933W libre, luego de la inducccion in vivo a partir de E. coli
C600:933W y E. coli C600:933W:prl. La expresion de GFAP fue significativamente
mayor en la capsula interna (Figura 37L) de ratones infectados con E. coli
C600:933W 72 hs post-infeccion (Figuras 37G-l) en comparacion con los ratones
infectados con E. coli C600 (Figuras 37A-C) y E. coli C600:933W:prl (Figura 37D-
F) (13,63 £ 2,209 C600 vs. 62,77 £ 9,102 C600:933W AU en IOD, Figura 37K).

En el mismo sentido, los ratones infectados con E. coli C600:933W:prl no
mostraron diferencia significativa de expresion de GFAP respecto a los controles
infectados con E. coli C600. No se encontré inmunofluorescencia correspondiente
a GFAP en los controles negativos donde se omitié el anticuerpo primario (Figura
37J).
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Figura 37. La expresion de GFAP aumentd en los astrocitos. (A-C) Seccidn del cerebro del
ratén control infectado con E. coli C600. (D—F) Seccion del cerebro del raton infectado con E.
coli C600:933W:prl. (G-1) Seccién del cerebro del ratén infectado con E. coli C600:933W. (J)
Control negativo omitiendo el anticuerpo secundario. (K) Expresion de GFAP medida por
densidad o6ptica integral (IOD). (L) el area observada se encuentra en la cdpsula interna del

raton (*). * P <0.005 segun lo calculado por la prueba t de Student.
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El bacteriéfago 933W produjo dafio neuronal

Previamente fue reportado que Stx2 induce toxicidad en las neuronas (Fuijii et al.,
1994; Goldstein et al., 2007). El marcador nuclear neuronal NeuN se usé para
determinar si el bacteri6fago 933W causa toxicidad en las neuronas. El criterio
utilizado para identificar las neuronas dafiadas fue la sub-localizacion celular
ectdpica de NeuN (Pinto et al., 2013). Un patron de inmunofluorescencia nuclear
conservado y homogéneo para NeuN confirmd neuronas sanas en ratones control
infectados con E. coli C600 (Figuras 38A-C) y E. coli C600:933W:prl (Figura 38D-
F).

En contraste, se observd un importante patrén de inmunofluorescencia perinuclear
0 citoplasmica neurodegenerativa en ratones infectados con E. coli C600:933W
(Figuras 38G-l) en comparacion con las neuronas conservadas en ratones
infectados con E. coli C600 (1,53 + 0,42 C600 vs. 5,68 + 0,66 C600:933W, figura
38K). No se observé inmunofluorescencia correspondiente a NeuN en los controles

negativos que omitieron el anticuerpo primario (Figura 38J).
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Figura 38. La infeccion por E. coli C600:933W produjo un patrén de dafio NeuN en las
neuronas del cerebro de raton. (A-C) Seccién del cerebro del ratén control infectado con E.
coli C600. (D-F) Seccién del cerebro de un raton infectado con E. coli C600:933W:prl. (G-I)
Seccion del cerebro de un raton infectado con E. coli C600:933W. (J) Control negativo
omitiendo el anticuerpo secundario. (K) La cuantificacion de NeuN que muestra un aumento
significativo en la cantidad de inmunolocalizacion celular anormal de NeuN en ratones tratados
con E. coli C600:933W (flecha en 1) en comparacién con un patrén de inmunofluorescencia
nuclear conservado y homogéneo en ratones tratados con E. coli C600 (asterisco en C). (L) El
area observada se encuentra en la corteza motora del ratén (*). * P <0.005 calculado por la

prueba t de Student.

126



Resultados

Estudio de la capacidad anti-bacteriofagica del

Hidroxido de Bismuto in vivo

Una vez evaluada la capacidad del Hidréxido de Bismuto de inactivar la infecciéon

in vitro, se estudio la capacidad neutralizante in vivo.

A los ratones infectados con la cepa E. coli C600:933W se los traté con 10 mg ml™
raton™ de Hidroxido de Bismuto a las 4 y 24 horas post-induccion para evaluar la

sobrevida y medir parametros tipicos del SUH.

Una vez estudiada la sobrevida y los parametros tipicos del SUH, se realizd otro
ensayo suministrando 3 dosis, con el fin de optimizar las dosis necesarias para

observar mayor proteccién a nivel histologico.

Estudio de sobrevida (2 dosis)

Se comenzo aplicando 2 dosis de Hidréxido de Bismuto post-infeccion.

En la figura 39A se puede observar que los ratones que recibieron el tratamiento
con Hidroxido de Bismuto, tuvieron una sobrevida del 100% respecto a los no

tratados, los cuales murieron a las 72hs post-infeccion.

Cabe destacar que el Unico ratdon que sobrevivié sin tratamiento fue un ratén que
habia sido marcado por que la segunda dosis de antibioticos para inducir la
escision del bacteriofago no fue efectiva. A los ratones se les tom6 muestra de
sangre y se realiz6 una medicion de urea plasmatica como parametro de dafio
renal. Tanto los ratones tratados con Hidroxido de Bismuto como el Unico raton
gue sobrevivid de los no tratados, presentaron una medicion de urea normal
(Figura 39B).
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Figura 39. Estudio de capacidad anti-bacteriofagica del Hidroxido de Bismuto in vivo. (A)
Sobrevida de los ratones tratados con Hidréxido de Bismuto vs. no tratados. (B) Urea

plasmatica como parametro de dafio renal.

Histologia de intestino delgado y grueso

En la figura 40 se pueden observar las histologias del intestino delgado y del

intestino grueso, de ratones no tratados y tratados.

Se observa que tanto el intestino delgado como el intestino grueso presentan
mucosa adelgazada con vellosidades acortadas y flexuosas. El epitelio se observa
con pronunciada disminucion de células caliciformes y enterocitos de bordes
irregulares. Ademas se observan paredes musculares adelgazadas (Figura 40A, C,
E, G).
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Figura 40. Intestino delgado e intestino grueso de ratones infectados con E. coli
C600:933W. (A, C, E, G) Ratones sin tratar. (B, D, F, H) Ratones tratados con Hidréxido de

Bismuto.
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En los ratones tratados, tanto el intestino delgado como el grueso presentaron
mucosa de espesor cuasi-normal y vellosidades alargadas y rectas. El epitelio
presentd una disminucibn moderada de células caliciformes y enterocitos de
bordes regulares. Ademas, las paredes musculares presentaron un espesor

conservado.

Histologia de riiidn

En la figura 41 se pueden observar microscopias representativas de riflones de
animales no tratados con Hidréxido de Bismuto (Figura 41A, C, E, G). Los mismos
presentan glomérulos con tamafios y formas irregulares, retraidos con aumento
relativo en las células mesangiales. El espacio de Bowman es minimo o
inexistente. Los glomérulos muestran zonas de adhesion entre las capa visceral y
parietal de la cipsula de Bowman. Los capilares estan ocupados por material
amorfo ligeramente eosindfilo. Ademas, los tubulos proximales se observan
dilatados y recubiertos por células epiteliales de citoplasma claro y bordes apicales
difusos con protuberancia de los nucleos. Los tabulos distales dilatados muestran

material fibrinoide adherido al borde apical y en ubicacién intraluminal.

En al figura 41 se pueden observar microscopias representativas de riflones de
animales tratados con Hidréxido de Bismuto (Figura 41 B, D, F, H). Los glomérulos
se observan moderadamente retraidos con un aumento regular en el nimero de
células mesangiales. El espacio de Bowman se muestra visible al microscopio con
pequefias zonas de adherencia entre las capas visceral y parietal de la capsula de
Bowman. Los tubulos distales se observan ligeramente dilatados y muestran, en
algunos de ellos, un escaso material fibrinoide. Los capilares glomerulares estan
ocupados por material amorfo eosindfilo. Ademas, los tubulos proximales,
levemente dilatados, se observan recubiertos por células epiteliales con citoplasma
eosindfilo y bordes apicales conservados. ElI espacio de Bowman es
microscépicamente visible sin zonas de adhesién y se observan capilares

glomerulares permeables.

130



Resultados

Figura 41. Rifion de ratones infectados con E. coli C600:933W. (A, C, E, G) Ratones sin

tratar. (B, D, F, H) Ratones tratados con Hidréxido de Bismuto.
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Estudio de sobrevida (3 dosis)

En este caso, se repitid el procedimiento del ensayo anterior, pero se agregé una
dosis adicional de Hidroxido de Bismuto con el fin de evaluar si se mejoraba la
proteccion a nivel histologico.

En la figura 42 se puede observar que los ratones tratados presentaron valores de

urea normales respecto a los valores observados en los ratones no tratados.
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Figura 42. Urea plasméatica como parametro de dafio renal. Se usé el software Prism 5.0
(software GraphPad) para determinar la significacién estadistica entre diferentes muestras
mediante el analisis de varianza de una via (ANOVA). Cada barra representa la media + SEM

de 4-6 ratones por grupo.

Recuento celular en sangre

Se tomaron muestras de sangre de los ratones y se realizé el recuento sanguineo
utilizando el equipo Abacus Junior Vet (Diatron). Este analisis se realizd para

determinar si hubo cambios en la neutrofilia.

Se observé una diferencia significativa en el porcentaje total de linfocitos y de

granulocitos entre los ratones tratados y sin tratar (Figura 43).
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El aumento en el nivel de neutrofilos circulantes es un marcador importante de la
gravedad del SUH en humanos (Van Setten et al., 1998; Fernandez et al., 2007) y
en varios modelos de ratones con SUH (Fernandez et al., 2006; Keepers et al.,
2006).

1007 201

% Linfocitos totales

% Granulocitos totales

Figura 43. Recuento en sangre entera. (A) Porcentaje de linfocitos totales (B) Porcentaje de
granulocitos totales. Se usé el software Prism 5.0 (software GraphPad). GR%, *p= 0.0265;
LY%, *p= 0.0370.

Aunque no suele observarse una disminucién de los linfocitos en pacientes con
SUH, algunos estudios con modelos murinos del SUH también han informado una
disminucion después de la infeccion con Stx2 (Sauter et al., 2008; Keepers et al.,
2007).

Histologia de intestino delgado e intestino grueso

Los ratones fueron sacrificados a las 72 horas post infeccion para poder analizar

los intestinos y rifiones a nivel histoldgico.

En las figuras 44 y 45 se pueden observar la histologia de intestino delgado e
intestino grueso, respectivamente. En el grupo de ratones no tratados se observa
gue el intestino delgado y grueso presentan una mucosa adelgazada y

vellosidades acortadas y flexuosas. El epitelio muestra una pronunciada
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disminucion de células caliciformes y enterocitos de bordes irregulares. Se
observan, ademas, paredes musculares adelgazadas.

En la figura 44 y 45 (B, D, F, H) se pueden observar los cortes histologicos de
intestino delgado y grueso de ratones tratados con Hidréxido de Bismuto.

Tanto el intestino delgado como el grueso presentaron mucosa de espesor cuasi-
normal y vellosidades alargadas y rectas. El epitelio presenté una disminucién
moderada de células caliciformes y de enterocitos de bordes regulares. Ademas,

las paredes musculares presentaron un espesor conservado.
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Figura 44. Intestino delgado de ratones infectados con E. coli C600:933W. (A-C-E-G)

ratones sin tratar. (B-D-F-H) ratones tratados con Hidréxido de Bismuto post-infeccion. (A)
Espesor de la pared disminuido (doble flecha roja). (C-E) Mucosa disminuida de espesor (doble
flecha roja), con vellosidades irregulares en forma y tamafios. (E-G) Epitelio hipo y amuciparo
(flecha negra).
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Figura 45. Intestino grueso de ratones infectados con E. coli C600:933W. (A, C, E, G)
ratones que no fueron tratados con Hidroxido de Bismuto post-infeccion. (B, D, F, H) Ratones
tratados. (A) Grosor total de la pared disminuido (doble flecha roja). (B) Mucosa disminuida de
espesor (doble flecha roja), con vellosidades irregulares en forma y tamafios (figura 3.C, E, G.)
Epitelio hipo y amuciparo (figura 3.E, G.). MALT (tejido linfoide asociado a las mucosas)
evidente (figura 3.C.E.).
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Histologia de rifién

En la figura 46 se pueden observar microscopias representativas de los rifiones de
animales infectados con E. coli C600:933W vy tratados con 3 dosis de Hidroxido de
Bismuto y sin tratar. En los ratones sin tratar los glomérulos se observan
moderadamente retraidos con un aumento regular en el nimero de células
mesangiales (Figura 46A). El espacio de Bowman es visible al microscopio con
pequefias zonas de adherencia entre las capas visceral y parietal de la capsula de
Bowman (Figura 46C).

Los tabulos distales se observan ligeramente dilatados y muestran, en algunos de
ellos, un escaso material fibrinoide. Los capilares glomerulares estan ocupados por
material amorfo eosindfilo (Figura 46C). Ademas, los tubulos proximales,
levemente dilatados estan recubiertos por células epiteliales con citoplasma

eosindfilo y bordes apicales y conservados.
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Figura 46. Efecto del Hidroxido de Bismuto en riflones de ratones infectados con E. coli
C600:933W. (A-C-E-G) ratones sin tratar. (B-D-F-H) ratones tratados con Hidréxido de
Bismuto. (A) Glomérulos (flecha negra), con tamafios y formas irregulares, retraidos con un
aumento relativo de las células mesangiales .El espacio de Bowman (punta de flecha negra) es
minimo o inexistente. (C) Los glomérulos muestran zonas de adhesién (flecha rojo) entre las
capa visceral y parietal de la cipsula de Bowman Los capilares (asterisco rojo) estan ocupados
por material amorfo ligeramente eosinofilo. (E) Tubulos proximales dilatados (asterisco)
revestidos por células epiteliales con citoplasma claro y bordes apicales difusos con protrusion
de los nucleos. (G) Los tabulos distales muy dilatados muestran material fibrinoides (asterisco
verde) adheridos al borde apical y con ubicacion intraluminal.
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Tanto los ratones tratados con 2 o 3 dosis de Hidréxido de Bismuto lograron
contrarrestar los efectos presentes en el grupo control sin tratar. Los ratones
tratados con 3 dosis presentaron caracteristicas histoloégicas normales.

Analisis in silico de la tail fiber protein del bacteriofago
933W

El mecanismo por el cual el bacteri6fago 933W ingresa a las células eucariotas es
desconocido. En base a reportes sobre el bacteriéfago lambda, uno de las
hipétesis plantea que el bacteridfago podria ingresar a la célula eucariota mediante
union a integrinas.

El ingreso de diversos virus a las células eucariotas mediante union a integrinas se

basa en la interaccion con motivos RGD y RGE presentes en las particulas virales.

Basados en estos antecedentes, se realizaron andlisis de las secuencias proteicas
del bacteriéfago 933W y se detectaron dos motivos RGD y diez motivos RGE en la

tail fiber protein (Figura 47).

MSVVVSGTLKSPDGEAISGANITLTALTVSPDALSGTSASAVTREGGYYGMTMDPGEYAVSVT
VKGKTAVYGRVRIEGTESTVTLNMLLRRSLVEVSIPGELLTDFRQIQNNVADDLATIRRLNEDTA
TKNTQATQSKESAAASAKSASDSAKTATSRAAEAGQKATDATEAATRAVTAAGNAEESSTRA
GESEKAAGADAEKARQHAEKARLAQESAGEILKRAEAATVSAEEARRMAENARGPRGPQGE
TGPKGDVGPKGETGPVGPQGPAGPKGERGDVGAQGAVGPAGPIIKGEQGERGPQGIPG
LKGDTGERGPKGDQGDMGPKGEKGDPGGPAGPQGPKGE[lIAGPaGPMGA TG
Pl G PAG PGP QGP P GPAGSAANVADATTAQKGIVQLSSATDSDDETKAA
TPKAVKAAMDVANEAKTKAEEAAAGGGVPGPKGDKGDTGPAGPAGPKGDKGERGDTGPV
GATGERGPAGDAGPAGPQGPKG DT GLTGNAGPQGPKGDTGAAGPAGPQGPKGE
TGAAGPVGATGPQGPKGDPGETQIRFRLGPGNIIETNSHGWFPDTDGALITGLTFLDPKDAT
RVQGFFQHLQVRFGDGPWQDVKGLDEVGSDTGRTGE

Figura 47. Motivos RGD y RGE de la tail fiber protein. Motivos RGD subrayados en amarillo.

Motivos RGE subrayados en azul.

Se realizo la prediccion de exposicion de estos motivos con el objetivo de evaluar

la posibilidad tedrica de interaccionar con integrinas. En la figura 48 se puede
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observar que los motivos RGD y RGE se encuentran expuestos, lo cual indicaria
gue la interaccion hipotetizada seria factible.

Figura 48. Analisis in silico de la tail fiber protein del bacteriéfago 933W. Usando modeller
se obtuvo el modelo de la estructura colagenoide que seria trimérica. Exposicion de los
residuos: en Rojo ARG(R) y en azul GLU(E).

Analisis de la presencia de integrinas en células
eucariotas

Una vez detectados los motivos RGD y RGE que podrian interaccionar con las
integrinas de tipo a5B3 (Matilainen et al., 2016) se analizé qué tipo de linea celular
podiamos seleccionar para evaluar la hipétesis de que el bacteriofago podria

ingresar a la célula eucariota por medio de unién a integrinas.

Se seleccionaron las lineas celulares Vero, K562 y MiaPaca2 para estudiar la
presencia respectiva de integrina a583 en superficie, mediante analisis por

citometria de flujo.

Un 100% de las células Vero fueron positivas para la integrina a5p3 en superficie
(Figura 49). Por esta razén y por ser susceptibles a la toxina Stx2, ésta linea
celular se utilizd como modelo de internalizacion por union a integrinas del

bacteriéfago 933W en las células eucariotas.
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Por otro lado, en las células K562 y MiaPaca2 se obtuvo un 7,6 y 1,1% de marca

positiva para la integrina a5B3 (Figura 49) respectivamente.
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Figura 49. Deteccion de integrina a5B83 en la superficie celular. Andlisis de citometria de
flujo de cultivos de células (A) Vero, (B) MiaPaca2 y (C) K562 marcadas con anticuerpos

monoclonales anti-integrina a5B3 y anticuerpos anti-lgG conjugados con Alexa fluor 488.

Ensayo de adhesidn e internalizacion

Mediante Marcacion con anticuerpos

Una vez comprobada la presencia diferencial de integrinas en la superficie de las
células Vero y K562, se decidi6 evaluar la adhesion e internalizacién del
bacteriéfago en las mismas. Para ello se realizaron ensayos de citometria de flujo,

en el laboratorio de desarrollo de vacunas de la Universidad de San Pablo (USP,
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Brasil), donde se incubaron células Vero y K562 con el bacteriéfago 933W durante
30 minutos, 1y 2 horas.

La adhesion e internalizacién fueron analizadas utilizando anticuerpos policlonales
anti-bacteriéfago. Para evaluar la adhesion, el anticuerpo secundario utilizado
estuvo conjugado al fluoréforo Alexa fluor 488, mientras que para la internalizacion

se utilizé un anticuerpo secundario conjugado a Alexa fluor 660.

Los resultados obtenidos evidenciaron adhesion e internalizacion del bacteriéfago
933W en células Vero, positivas para la integrina a5B3 (Figura 50).
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Figura 50. Adhesion e internalizacién del bacteri6fago 933W en células Vero. (A)
Adhesidn. Anticuerpos policlonales anti-bacteriéfago y anticuerpos anti-lgG conjugados con
Alexa fluor 488 fueron utilizados. (B) Internalizacion. Anticuerpos policlonales anti-
bacteri6fago y anticuerpos anti-lgG conjugados con Alexa fluor 660 fueron utilizados. Todas las
muestras fueron analizadas por citometria de flujo utilizando el equipo BD Fortessa. Los
resultados fueron analizados con FlowJoV10.

Por otro lado, se observé una disminucién del 90% en la adhesion e internalizacion

del bacteriéfago sobre células K562, las cuales solo un 7,6% de las mismas fueron

positivas para la integrina a583 (Figura 51).
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Figura 51. Adhesién e internalizacion del bacteriofago en células K562. (A) Adhesion.
Anticuerpos policlonales anti-bacteriéfago y anticuerpos anti-lgG conjugados con Alexa fluor
488 fueron utilizados. (B) Internalizacion. Anticuerpos policlonales anti-bacteriéfago y
anticuerpos anti-IgG conjugados con Alexa fluor 660 fueron utilizados. Todas las muestras
fueron analizadas por citometria de flujo utilizando el equipo BD Fortessa. Los resultados
fueron analizados con FlowJoV10.

Mediante marcacion del bacteriofago 933W con Sybr Gold

Estos ensayos preliminares se continuaron en Argentina. Se realizaron ensayos
con los bacteri6fagos marcados con sybr gold (Invitrogen), para no tener que usar
la doble marcacién con anticuerpos secundarios donde encontrdbamos cierta
variabilidad. En este caso, la internalizacion del bacteriéfago en células eucariotas,
se evalué mediante la deteccion de fluorescencia a 537 nm en ensayos de

citometria de flujo y microscopia confocal.

Se realizaron ensayos en células Vero y MiaPaca2 teniendo en cuenta la
diferencia en el porcentaje de integrinas en superficie que presentan ambas lineas
celulares.

Se observé internalizacion de bacteriéfagos a los 30 minutos a MOI de 0,5y 0,1
(Figura 52).
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Figura 52. Internalizacién del bacteri6fago 933W en células Vero y MiaPaca2. Se utilizo el
Prism 5.0 software (GraphPad Software) para analizar la significancia entre muestras. *p <
0.0007.

Si bien se detecté una tendencia mayor de las células positivas Vero sobre
MiaPaca2, las diferencias, a MOI=0,1, no fueron significativas. Sin embargo,
cuando miramos a la MOI=0,5 la diferencia de internalizacion entre células Vero y

MiaPaca2 resulto siginificativa.

A partir de estos resultados se continud con los ensayos utilizando células Vero y
una MOI=0,5.

Con el fin de evaluar la especificidad de la marca, en la figura 53 se muestran los
histogramas de las células Vero incubadas con el bacteri6fago 933W vy el control
negativo. De esta manera confirmamos que la sefial positiva fue debido al ingreso
del bacteriéfago y no por marcacion con sybr gold libre en el medio, que pudo
haber quedado excedente luego del protocolo de marcacién, ver “Materiales y

Métodos”, “Marcacion del bacteriéfago”.
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Figura 53. Internalizacién del Bacteriéfago 933W en células Vero. (A-C) Histogramas
representativos. En A y B se muestran los histogramas de células vero control, incubadas con
el sobrenadante de la induccién de una cepa C600 control (sin bacteriéfago) y de células con el
bacteriéfago 933W respectivamente. En C y D se representa lo mismo que en (A-B) pero con
una MOI 5 veces mayor. (C) control.

Las diferencias observadas entre Vero y MiaPaca podrian atribuirse a la presencia

diferencial de interginas a5B83 en superficie. A mayor MOI, las diferencias en el

ingreso fueron significativas.

A MOI=0,1 no se vieron diferencias significativas entre las distintas lineas
celulares. Esto podria explicarse debido a que el nimero de bateriéfagos
presentes en solucién es limitante para la internalizacién por medio de integrinas.
Se vi6 que el porcentaje de células MiaPaca2 positivas para el ingreso del

bacteriofago es de un 1%, el mismo que el de poblacién positiva para integrinas.

145



Resultados

Ensayos de microscopia confocal

De manera complementaria a los ensayos realizados por citometria de flujo, se
llevaron a cabo pruebas con microscopia confocal. En este caso, el bacteriéfago
fue incubado con las células adheridas y se tomaron imagenes a tiempo 0, 10
minutos, 30 minutos y 1 hora (Figura 54).

La presencia de bacteriéfagos dentro de las células aumenté con el paso del

tiempo, observandose mayor ingreso a 1 hora. (Figura 54).

Adicionalmente, se realizé un seguimiento in vivo (time laps) de las células
incubadas con el bacteriéfago 933W durante 5 horas. Se puede observar, en la
figura 55, (sobre el recuadro amarillo) el seguimiento de particulas bacteriofagicas
internalizandose en las células Vero. En este ensayo se utiliz6 el marcador
Vybrant™ Dil Cell-Labeling Solution, el cual marca de color rojo el citoplasma de
las células, Hoechst 33342 para el nacleo (color azul) y el bacteriéfago se observa
verde (Sybr Gold).

Figura 54. Internalizacion del bacteri6fago 933W en Células Vero fijadas. (A) Células
control sin bacteriéfago; (B) Células incubadas con el bacteri6fago 933W (30 minutos); (C)

Células incubadas con el bacteriéfago 933W (1 hora). Aumento: 1000X.

Los resultados obtenidos mediante microscopia confocal condice con los

descriptos en los ensayos de citometria confocal.
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Figura 55. Ingreso del bacteri6fago 933W a célula Vero. En la izquierda se encuentra el time
laps (minutos) de la zona remarcada en amarillo. La flecha azul sefiala la particula

bacteriéfagica en su ingreso a la célula.

147



Resultados

Estudio de la actividad anti-bacteriofagica en cultivo
celular

Hidroxido de Bismuto

Basados en los ensayos donde se observo internalizacion del bacteriofago 933W

en células eucariotas, utilizamos esta misma metodologia para evaluar si el
Hidréxido de Bismuto disminuia su internalizacion.

Se comenz6 evaluando 2 concentraciones de Hidroxido de Bisumto, 1y 5 mg mi*

(Figura 56). Se pudo observar que cuando las células se pre-incubaron con 5 mg
ml™, la neutralizacion fue total.
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Figura 56. Neutralizacion del ingreso del bacteriéfago con distintas concentraciones de

Hidroxido de Bismuto. Se utilizé el Prism 5.0 software (GraphPad Software) para analizar la
significancia entre muestras. ns.

A partir de estos resultados, se continué con los ensayos utilizando 5 mg ml* y se

estudié el porcentaje de células positivas para la marca del bacteri6fago 933W, lo
cual representa su internalizacion.
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En la figura 57, se observa una disminucion signifcativa en la internalizacion al
utilizar Hidroxido de Bismuto, respecto al control positivo. Ademas no se observo

marcacion en el control negativo (células + Hidroxido de Bismuto).
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Figura 57. Porcentaje de células positivas para el ingreso del bacteriéfago 933W. Analisis
estadistico. Se utilizé el Prism 5.0 software (GraphPad Software) para analizar la significancia

entre muestras. ***p < 0.0007.

Internalizacion del bacteriéfago 933W mediante union a Integrinas

A partir del analisis donde observamos que la tail protein del bacteriéfago 933W
tiene motivos RGD, se estudio la internalizacion del bacteriéfago 933W en células
Vero previamente tratadas con RGD. Las muestras se analizaron mediante

citometria de flujo.

Las células incubadas con 0,5 y 0,05 mM de RGD, lavadas y sin lavar,
internalizaron entre un 20 y un 40 % mas bacteri6fago en comparacion con el

control sin RGD (Figura 58).
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Figura 58. Porcentaje de células positivas para el ingreso del bacteri6fago Andlisis
estadistico. Se utilizé el Prism 5.0 software (GraphPad Software) para analizar la significancia

entre muestras. **p < 0.0007.

La internalizacion en las células pre-incubadas con RGD es significativamente

mayor en comparacion con las células sin RGD.

Al mismo tiempo se sumaron tratamientos lavando y sin lavar el RGD, luego de la
pre-incubacion con las células, con el fin de estudiar como afecta la presencia o
ausencia del mismo al momento de incubar las muestras de células pre-incubadas

con el bacteriéfago 933W.
Se encontr6 que efectivamente existen diferencias significativas entre estos

tratamientos. Tanto para 0,5 y 0,05 mM de RGD la internalizacion aumenté en las

muestras lavadas con respecto a las no lavadas.

150



Resultados

El RGD estaria teniendo un efecto promotor de la internalizacion promoviendo
interacciones de los bateridfagos con los receptores celulares.
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A partir de la hipotesis planteada (Esquema 4) y los resultados descriptos durante
el desarrollo de este trabajo, se pueden discutir los siguientes puntos centrales:

1) Bacteriofago como traget terapéutico

2) Internalizacion en células eucariotas

STEC Macréfago
: . ‘PYOfG\Q}\ Toxina Shiga (Stx)
4 J \ Bacteriofago
. < . N Integrinas
Lisogenia
\ Transcripciéon/Traduccion
Célula Stx
Eucariota
—_———
-~ P \/\\ 2
(DG ——.
~ e
Litico
\ Infeccién

Liberacién

E. Colicomensal

Esquema 4. Modelo de la hipétesis planteada. Durante infecciones con STEC se produce la
induccién del bacteriéfago. Este es capaz de infectar otras cepas bacterianas presentes en el
intestino y producir mas bacteriéfagos y toxina Stx. (1) Es en este punto donde deben pensarse
nuevas terapias que contemplen al bacteri6fago como target principal. (2) Ademas, durante el
ciclo litico, el bacteriéfago, podria estar siendo internalizado en células eucariotas a través de
diversos mecanismos, entre ellos mediante interacciones RGD-integrinas, donde la maquinaria
eucariota sea capaz de reconocer promotores putativos eucariotas y producir toxina

biolégicamente activa.
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Las cepas de E. coli productoras de toxina Stx han sido reconocidas durante
mucho tiempo como la causa principal del desarrollo del SUH (Richardson et al.,
1988; Karmali, 1989). Mas recientemente, se descubri6 que la induccién de
bacteriéfagos que codifican Stx presentes en el genoma de STEC es indispensable
para el desarrollo del SUH (Tyler et al., 2013). Ademas, también se informé que el
bacteriéfago podia infectar bacterias in vivo e in vitro (Schmidt, 2001; Cornick et
al., 2006).

En este trabajo se probaron distintos compuestos como potenciales inhibidores de
la infecciébn del bacteriéfago in vitro. Esto es debido a que hemos observado
previamente una disminucion significativa de la expresiéon de GFP in vivo en
ratones tratados con quitosan después de la infeccién con una cepa de E. coli no
patdbgena que contiene un bacteriofago mutante en el cual el gen stx fue
reemplazado por la secuencia gfp (Amorim et al., 2014). Esta disminucion de la
fluorescencia in vivo muestra la capacidad del quitosan de inactivar la infeccién del
bacteri6fagos en bacterias, tanto in vitro como in vivo, disminuyendo la potencial

expresion y liberacion de Stx.

Debido a que no fue demostrado el mecanismo por el cual el quitosan inactiva a
los bacteri6fagos, pero teniendo conocimiento de la carga catidnica neta del
mismo, se optd por analizar un grupo de péptidos catidonicos como agentes anti-
bacteriofagicos. En este trabajo, y por primera vez reportado, observamos que
siete CAMPs pudieron inactivar la capacidad del bacterié6fago de infectar bacterias
susceptibles. Cabe mencionar que en trabajos anteriores se observé que todos los
péptidos, excepto el péptido random, mostraron actividad antimicrobiana (Faccone
et al., 2014; Hollmann et al., 2016; Maturana et al., 2017). A pesar de que ambas
son secuencias catidnicas, el péptido Omiganan y random no mostraron
inactivacion del bacteriéfago. Con respecto a la estructura, a diferencia del resto de
las secuencias probadas, estos dos péptidos no se estructuran como alfa hélices

en contacto con las membranas lipidicas (Faccone et al., 2014).
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Es interesante observar que para los péptidos 2 y 6.2 observamos un
comportamiento en forma de curva de campana de la actividad neutralizadora del
bacteriéfago frente a la curva de concentracion. Este tipo de comportamiento es
comun entre algunas drogas. En este caso postulamos que la tendencia a generar
agregados, que tienen estos péptidos a altas dosis, debido a la gran cantidad de
aminoécidos hidrofébicos que albergan, podria ser responsable de este fenbmeno.
Esta tendencia a agregarse, que depende de la composicién de aminoacidos y la
estructura que muestra la secuencia de péptidos, es probablemente responsable
de la inactivacion del péptido a medida que aumentamos la concentracion y se

forman mas agregados.

El resultado obtenido confirmé una interaccién electrostatica entre péptido y
bacteriéfago. Sin embargo, el Omiganan, que no mostro actividad de inactivacion,

también mostro interaccién directa con el bacteriéfago.

Estos hallazgos nos permiten plantear la hipétesis de que las propiedades
catibnicas, probablemente responsables de la interaccidbn entre péptidos y
bacteri6fagos, son necesarias pero no suficientes para lograr una actividad de

inactivacion.

En general, nuestros resultados nos llevan a plantear la hipotesis de que la
interaccion especifica entre los cAMPs y las proteinas del bacteriéfago, después
de una primera interaccion impulsada por fuerzas electrostaticas, podria ser

responsable de la inhibicion de la infeccion.

Hipotetizamos que el complejo generado después de la incubacion bacteriéfago-
péptido podria ser responsable de prevenir la adhesion del bacteriéfago en la
pared celular bacteriana. Deben realizarse mas experimentos para analizar las
proteinas del bacteriéfago implicadas en la adhesion bacteriana que estarian

interactuando con los péptidos.
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Con el objetivo de contar con una terapia para disminuir el riesgo de desarrollo del
SUH, la inactivacion de bacteri6fagos por cAMPs podria ser una nueva estrategia
prometedora para la inhibicion de la replicacion de bacteridfagos y la expresion de
Stx.

En conjunto, estos resultados destacan que los péptidos catiénicos son candidatos
potenciales para futuras investigaciones en tratamientos alternativos para las

infecciones por STEC.

Otro compuesto evaluado fue el Hidroxido de Bismuto. Como resultado de la
actividad antidiarreica exhibida por el Hidroxido de Bismuto en el tratamiento de
diversas patologias asociadas con infecciones del aparato digestivo en humanos,
los posibles mecanismos de accion de estos compuestos han sido estudiados con
renovado interés. Subils y colaboradores estudiaron los efectos inhibitorios del
Hidréxido de Bismuto sobre la cepa E. coli EDL933 y su capacidad de contrarrestar
los efectos citotoxicos de la toxina Stx. En su trabajo demostraron una disminucion
significativa en la toxicidad de Stx en células Vero y una concentraciéon inhibitoria
minima de 10 mg ml?. (Subils et al., 2014). Ademas, distintos estudios han
confirmado la eficacia del tratamiento con Hidroxido de Bismuto para la prevencion
de la “diarrea de viajero”, en particular para una variedad de virotipos de E. coli,

Salmonella spp y Shigella spp (Steffen et al., 1986; DuPont et al., 1987).

Se encontré6 una respuesta dosis dependiente respecto a la capacidad
neutralizante del Hidréxido de Bismuto en ensayos in vitro.

Los resultados obtenidos en pruebas con Hidréxido de Bismuto, contra el
bacteriofago 933W libre son muy prometedores, con reducciones de 100 y 90% en

el titulo de fago, a concentraciones de 5y 1 mg ml™ respectivamente.
La inactivacion del bacteriéfago libre, causado por el Hidroxido de Bismuto,

inhibiria la replicacion del bacteriofago a nivel intestinal y de esta manera

disminuiria la expresion de Stx.
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Ademas de su eficiencia a nivel procariota, pudimos demostrar que, en un entorno
eucariota, donde el bacteriéfago es capaz de ingresar a células Vero, el Hidroxido
de Bismuto inhibio la entrada. Si bien se comprob6 su capacidad de proteger tejido
del intestino en ensayos in vitro (Mass6 et al., 2014) en este trabajo se puso a
prueba en un modelo animal in vivo. Los ratones infectados con la cepa E. coli
C600:933W y tratados con Hidroxido de Bismuto lograron contrarrestar los efectos

toxicos provocados en el grupo control sin tratar.

El Hidréxido de Bismuto se encuentra aprobado para el uso en humanos (DuPont
HI et al., 1987), por lo cual representa una opciébn econdmica y segura para ser
usada durante la etapa aguda en infecciones por STEC representando un

potencial tratamiento para evitar el desarrollo del SUH.

En los ensayos in vivo se utilizaron las cepas E. coli C600:933W, E. coli
C600:933W:prly la cepa E. coli C600 sin bacteriéfago.

La cepa E. coli C600 no tiene proteinas implicadas en la colonizacién, de esta
manera, todo parametro tipico de infeccion por STEC estara dado por la escision

del bacteriéfago y la consecuente expresion y liberacion de toxina Stx.

El modelo de ratén descripto se basa en uno desarrollado previamente por el
laboratorio de la Dra. Palermo para analizar el dafo renal, intestinal y la letalidad,
utilizando la cepa de E. coli tipo salvaje O157:H7 (EDL933) (Fernandez-Brando et
al., 2008). En ese trabajo, se encontré que la administracion bacteriana por via
intragastrica causa la colonizacion intestinal transitoria y sintomas de toxicidad

sistémica mediada por Stx2 en un porcentaje de los ratones inoculados.
Nuestro modelo fue adaptado para estudiar los efectos de la inducciéon del
bacteriéfago, a partir de bacterias no patogénicas lisogénicas, mediante la

administracién oral de antibiéticos.

Se usaron antibiéticos para causar la induccién del bacteriofago 933W, con su

consecuente replicacion, produccion y liberacion de Stx (Zhang et al., 2000;
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Wagner et al., 2002). La induccion de bacteriofagos in vivo usando antibioticos ha
sido reportada previamente por nuestro equipo (Amorim et al., 2014). Se observé

una respuesta letal en ratones infectados con E. coli C600:933W después de la
induccién de bacteriéfagos.

Los ratones infectados con E. coli no patégena portando el bacteriéfago productor
de Stx (E. coli C600:933W) y los ratones infectados con la cepa E. coli no
patdogena portando el bacteri6fago mutado en prl (E. coli C600:933W:prl)
desarrollaron dafio renal, intestinal tipico de la toxicidad de Stx después de la
infeccién por STEC (Fernandez-Brando et al., 2008). Ademas, en los tratados con
C600:933W se detectd dafio en cerebro.

Se demostré que el background patégeno bacteriano asociado a las cepas STEC

no es necesario para el desarrollo de sintomas fisiologicos tipicos del SUH.

Las infecciones por STEC producen dafio renal, con un aumento en el nivel de
urea y anormalidades glomerulares y tubulares (Zotta et al., 2008). Ambas
alteraciones correspondientes a la toxicidad de Stx se observaron en ratones
infectados con E. coli C600:933W y C600:933W:prl.

Ademas, el dafo intestinal y cerebral se estudi6 mediante ensayos histologicos e
inmunohistoquimicos respectivamente. Se observd edema en el intestino delgado
y grueso, como se informd previamente en ratones después de la infeccién por
STEC (Zotta et al., 2008).

Anteriormente informamos que los ratones inyectados con un plasmido que
expresa Stx2 desarrollaron una lesion en el SNC, que mostr6 una regulacion
positiva de la expresiéon de GFAP y una disminucién en la expresion de NeuN
(Bentancor et al., 2013). El dafio observado en el trabajo actual fue similar, pero
provocado por Stx expresada por el bacteriéfago en ausencia de un background

bacteriano patdégeno.
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La toxina Stx y el bacteriofago 933W se detectaron en cerebro por
inmunohistoquimica. Es también interesante notar que en los ratones infectados
con la cepa mutante la presencia del bacteri6fago se vié limitada a los vasos,
mientras el wild type se detecta en la microglia y en los oligodendrocitos. Un
estudio reciente demostrd que el bacteriéfago T4 fue internalizado por las células
endoteliales microvasculares del cerebro humano (hBMec) (Nguyen et al., 2017).
Aqui informamos por primera vez la presencia de bacteriofagos en cerebro
después de una infeccion intragastrica con una cepa no patdgena. En conclusion,
los resultados de este trabajo muestran que los bacteri6fagos que expresan
toxinas Stx (STB), en ausencia de otros factores bacterianos patdgenos,
provocaron dafos intestinales, renales y cerebrales asociados con el desarrollo de
SUH.

Es muy importante observar que se detectd el bacteriéfago 933W en los vasos del
cerebro de ratones tratados con la cepa E. coli C600:933W:prl, pero no toxina Stx.
El bacteriéfago contenido en esta cepa tiene mutado el promotor putativo eucariota
prl. De esta manera, la produccion de toxina debido a la maquinaria eucariota no
estaria ocurriendo. Esto podria estar, entonces, explicando la ausencia de toxina
Stx en los ratones tratados con la E. coli C600:933W:prl y la ausencia de dafio a
nivel neuronal. La marcacion con NeuN mostré patrones celulares normales, sin
diferencias significativas con respecto a los ratones control. Lo mismo ocurrié

cuando se analizé6 GFAP.

El nuevo modelo animal descripto en este trabajo se propone como una
herramienta Util para estudiar compuestos anti-bacteriofagicos como alternativa
terapéutica. Ademas, abre un enfoque innovador para tratar infecciones causadas

por bacteriéfagos que codifican toxinas.

Teniendo en cuenta futuros ensayos para evaluar el rol de la expresion de Stx por
células eucariotas, deberiamos poder contar con otro modelo germ free para evitar
la amplificacion del bacteridfago y expresion de toxina Stx por parte de bacterias

hospedadoras naturales suceptibles presentes en el intestino.
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Contando con el modelo animal desarrollado en este trabajo donde la
sintomatologia y pardmetros fisioldgicos se deben al bacteriéfago productor de
toxina Stx, pudimos evaluar los efectos del Hidréxido de Bismuto in vivo. Se pudo
observar una disminucion significativa del dafio provocado por el bacteriéfago en
los o6rganos blanco, en los ratones tratados con Hidroxido de Bismuto comparado
al control. Ademas el grupo tratado sobrevivié a la infeccion con la cepa E. coli
C600:933W mientras que el grupo control murié a los 3 dias post-infeccion.

Habiendo evaluado la capacidad de las células eucariotas de reconocer el
promotor de la toxina Stx in vitro e in vivo y observado que existen agentes anti-
bacteriofagicos que inhiben la capacidad del bacteri6fago de replicarse, resta

saber como el bacteriéfago es capaz de ingresar a las células de mamifero.

En base a reportes sobre el bacteriofago lambda, uno de los mecanismos
propuestos es que podria ingresar por union a integrinas, las cuales interactan
con los motivos RGD y RGE presentes en particulas virales (Matilainen et al.,
2006).

Mediante el analisis de las secuencias proteicas del bacteri6fago 933W
encontramos dos motivos RGD y diez motivos RGE en la tail fiber protein.

Lankes y colaboradores lograron aumentar la internalizacion celular del
bacteriofago in vitro y la transferencia de genes in vivo utilizando el péptido RGD

de union a integrina (Lankes et al., 2006) en la superficie del bacteriéfago.

En el estudio de la internalizacion del bacteriéfago en células Vero y MiaPaca2,
mediante citometria de flujo, se obtuvieron diferencias significativas a MOI de 0,5,
donde las células Vero mostraron una mayor internalizacién. Estas diferencias
podrian atribuirse a la presencia de mayor expresion de integrinas a5B3 en la

superficie de las células Vero.
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De manera contraria a lo esperado, las células Vero fueron capaces de internalizar
mayor porcentaje de bacteri6fago en presencia de motivos RGD. Caswell y
colaboradores demostraron que ligandos de RGD promueven el reciclado de
integrinas y su activacion (Caswell et al., 2008). Esto podria explicar porqué las
células, al ser expuestas a motivos RGD, fueron capaces de internalizar mayor

porcentaje de bacteriéfago.

Ha sido reportado que los bacteriéfagos son capaces de traspasar las barreras
epiteliales en el intestino y se estima que unas 31 billones, en promedio, de estas
particulas transitan a través de las células epiteliales del intestino del cuerpo
humano por dia (Nguyen et al., 2017).

Aunque no observamos directamente las particulas de bacteri6fago o el ADN
dentro del nucleo, investigaciones previas sobre el delivery de genes de
bacteri6fagos y la penetracion completa de las células epiteliales por parte de los
mismos (Tao et al., 2013; Merril et al., 1971) requieren mayor investigacion. Varios
articulos han abordado el tema de la transcitosis epitelial de bacteriéfagos. Sin
embargo se han realizado pocos intentos para validar experimentalmente si la
transcitosis se produce de forma natural, o por medio de qué ruta (Gérski et al.,
2006). Los mecanismos por los cuales los bacteriéfagos son internalizados en las

células eucariotas aln no son claros.

En conclusion, podemos citar que el bacteriéfago es internalizado por las células
eucariotas estudiadas (Vero, MiaPaca?2).

Cuando se evaluaron potenciales compuestos inhibidores de la infeccion del
bacteriéfago in vitro, en un entorno procariota, se demostrd6 que los péptidos
catiénicos antimicrobianos (CAMPS) lograron su inactivacion. Como perspectivas a

futuro habria evaluar su potencial in vivo.
Por otro lado, se prob6 en ensayos in vivo, que los bacteri6fagos que expresan

toxinas Stx (STB), en ausencia de otros factores bacterianos patégenos,

provocaron dafios intestinales, renales y cerebrales asociados con el desarrollo del
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SUH. Aqui también se informa por primera vez la presencia de bacteriéfago en
cerebro después de una infeccion intragastrica con una cepa no patdogena

De esta manera se pudo demostrar la importancia que tiene entender el rol que
juega el bacteriéfago en el desarrollo del SUH. Tanto para el desarrollo de nuevas
y eficientes terapias como para entender mas sobre su interaccion con los

sistemas eucariotas.
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