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Epitopos continuos y comunes presentes en las
fimbrias de Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC)

Yolanda Lopez-Vidal*

Resumen

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) es un
agente causal de diarrea ETEC cuenta con factores
antigénicos de colonizacion (CFAsy PCFs), que son
importantes en la virulencia LOS anticuerpos contra
los CFAs son producidos al término de la infeccion
por ETEC y han mostrado ser protectores contra la
enfermedad Sin embargo, los epitopos en CFA/L los
cualesinducen proteccién, no han sido caracterrzados
El objetive de este estudio es la deteccién de los
epitopos conhnuos y comunes en CFM de ETEC, a
nivel molecular, que conduzcan al desarrollo de mé
todos para la prevencrén de la enfermedad causada
por ETEC Se sintetizaron octapéptrdos contmuos
unidos a fase sélida que comprendian a toda la se-
cuencza de CFA/I por € método de Geysen para €
escrutimio, CON sueros de nifios infectados por ETEC,
con suerosde adultos de zona endémzca y no endémica
con e antzcuerpo monoclonal CFA/I 16 (Mab CFA/
116)y con los sueros hiperinmunes contra CFAs y
PCFs diferentes a CFA/I Los sueros de |0s nifios, de
losadultosde zona endémica y 10s Sueroshiperinmunes
reconocieron tres epitopos continuos y comunes en
CFM EIMabCF M I 6no reconocié ningiin epitopo
continuo

Palabrasclave: Eschencluacohenterotoxigénica, ETEC,
factoresantigénicos de colonzzaczon, CFA, PCF, entero-
toxinas, termoldbil, LT, termoestable, ST epitopo,
adherencia, anticuerpo.

Summary

Colonization factor antigens (CFAs and PCFs)
are rmportant virulence factors of Escherichia coh
(ETEC) diarrhea Antibodies to CFAs produced after
ETEC infection are protective, however, the CFA
epitopes Whrch induce protectzve antibodies have not
yet been characterized, TS study 1s the characterization
of the wmmune response to CFAs at molecular level
and identification of the epitopes assocrated wzth
inhibition of cell-adherence and protection that will
lead to the development of methods to prevent ETEC
infection and disease. The aim of this study was the
characterization Of the linear eprtopes of CFA/I that
react with sera from acute and convalescent phase of
ETEC-in-fected children, with adult serafrom endemic
and non-endemic areas, with monoclonal antibodies
(Mabs) and wrth hyperrmmune antiserum to CFAS
and PCFs different from CFA/I Three Irnear and
common eprtopes were recognized among the CFA/l
i child sera and adult sera from endemic areas and
with hypenmmune sera against other known CFAs
and putahve ETEC colonization factors

Key words: Enterotoxigenic Eschenchia coli, ETEC,
colonization factor ansigens, CFA, PCF, enterotoxms,
heat-labile enterotoxms, LT, heat-stable enterotoxin,
ST, linear eprtope, antibodies
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Introduccién

La Escherichia colienterotoxigénica(ETEC) es
una bacteria productora de enterotoxinas que in-
fectaa humanos, cerdos y terneras. Las cepas de
ETEC que son patégenas en los animales, gene-
ralmente no lo son en el humano. Un estudio ha
demostrado que sélo el 25% de los voluntarios
alimentado con una cepavirulenta de ETEC aisla-
dade cerdo, se enfermd.' La diarrea producida por
ETECtiene unaduraciénpromediode 3a7 dias; su
intensidad va de leve hasta sintomas parecidos a
los del célera, llevando a una severa deshidrata-
cion.2 Otros sintomas de la enfermedad produci-
dos por ETEC son: fiebre, nausea, dolor abdominal
y en ocasiones vomitos.

Importancia de ETEC

La Escherichiacoli enterotoxigénica es uno de
los agentes etiolégicos de diarrea de mas impor-
tancia en nifios menores de 5 afios. Segun estu-
dios realizados en nifios hospitalizados y de con-
sultaexternaen México, 16 al 83% de los episodios
de diarrea aguda han sido asociados a ETEC. El
pico estacional de esta infeccion es en el verano.?
Se calcula que en el mundo ocurren al afio 650
millones de episodios de diarrea, cercade 800 mil
terminan en defunciones.*La diarreapor ETEC es
menos frecuente en paises industrializados. Se
estima que entre del 30 al 50% de las diarreas del
turista que viaja a paises endémicos (en vias de
desarrollo) son causadas por ETEC. La mayor
proporcién de diarreas por este microorganismo
se presentan en América latina y la menor es en
Asia.®

Produccién de enterotoxinas

Se ha postulado que ETEC causa enfermedad
mediante la colonizacién del intestinodelgado, se-
guidaporlaproducciénde unaenterotoxinaestable
al calor (ST) y/o la produccién de la enterotoxina
labil al calor (LT).® En México hemos demostrado
que un nimero igual de capas de ETEC pertene-
cen a los siguientes perfilestoxigénicos LT+/TS+,
LT-/STy LT+/ST-2

Funcién de las fimbrias (también referido
como CFA)

Losdeterminantesantigénicosde losfactoresde
colonizacién en el humano (o fimbrias) de ETEC,
varian en su estructura; por ejemplo, CFNI es una
sola subunidad protéica homdloga de antigeno
fimbrial, mientras que CFNIly CFNIV estanforma-
dos por mas de un componente antigénico; estos
componentes son denominados componentes de
superficie estructurales, referidos como factores
CS. Las nomenclaturasde los factores CFAs y CS
no son sintomas, como se mencionamas adelante.
Las cepas de ETEC que expresanCFNII, general-
mente lo hacenconCS10CS2, encombinaciéoncon
CS30CS3sdlo.”8Enlosaislamientosde CFA/V se
expresanyasea CS4 o0 CS5juntoconelantigenono
fimbriadoCS6. Existeun niimero pequefiode cepas
de ETEC que s6lo expresan CS2, CS50 CS6.° Los
factores de colonizacién como el PCF09, corres-
ponden a estructuras fibrilares mas delgadas, las
cualestienden a agregarse formando grandes ma-
sas que se pueden observar con el microscopio
electrénico'®(Cuadro 1.

Los genes estructuralesde los factores de colo-
nizacion estan generalmente localizados en plds-
midos, con excepciénde CS1y CS2 de CFNII, los
cuales se encuentran en el cromosoma.® ' Las
expresionesde CS1, CS2 de CFNII, CFNI, CS4de
CFNIV, PCFO166'y elantigeno 2230, requierende
la presenciade los genes reguladoreslos cualesse
encuentran en estos plasmidos de alto peso
molecular.™

En la mayoria de ias cepas de ETEC, la adhe-
renciaa la mucosa intestinal esta mediada por las
fimbrias de la bacteria, que a su vez actiian como
antigenosde adherenciao adhesinas. La coloniza-
cién del intestinodelgado es un requisito indispen-
sable para que ETEC puedacausardiarrea. Es por
ello que las fimbrias son un factor de virulencia
importante en ETEC para la patogénesis de la
enfermedad.

Frecuencia e importancia de los factores de
colonizacion

Los factores de colonizacién méas frecuentes
identificadosen los turistasque viajan a México son
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CFNI(22%), seguido por CFNIV {18%).% Otros CFAs
encontrados en nifios son CFA/II.2"T CFA/IIL;™ los
factores putativos de colonizacién PCF0166,
PCF0159:H4"5y elantigeno 2230;'?losantigenosde
superficie CS7,'® CS17,'” PCF09" y el antigeno
8786." Estos cuatro Ultimos estan asociados con
otro 25% de los episodios de diarrea. Los CFAs
asociados con el 35% restante de los episodios de
diarreasonatin desconocidos.Svennerholmy col.*®
demostraronque losfactoresputativos de coloniza-
cién C57, PCF09 y CS17 son capacesde promover
la colonizacion en el intestino delgado de conejo,
mediante elmodelode RITARD. Los CFAs|, II, 11,1V,
PCF0166 y el antigeno 2230, han sido detectados
tanto en lapoblaciéninfantilcomoenlos turistas.*En
general podriamos concluir que, tanto los factores
de colonizaciéncomo la produccién de las entero-
toxinas, son caracteristicasde virulenciaimportan-
tes en ETEC, que se asocian a la evocaciénde la
respuestainmune del individuo, al estar expuestoa
los diversos fenotipos de ETEC.

r Cuadro I. Caracteristicas de los factores de
colonizacién, tamafio y morioloaja.
CFA Morfologia diametro P M Subunidad
CFA/ fimbria Nd 15074D
cs1 fibrilar 2-3nm 15246 D
cs2 fibrilar 7nm 15421D
CS3,C83A fibrilar, flexible 2-3nm 15112D & 15246 M
CFAII fimbria 7-8nm 253090
Ccs4 fimbria 6-7nm 14961 M
Cs5 fibrilar. flexible 5-6nm 186170
Gs1 fibrilar 2-3nm 15246D
Cs6 indeterminada ~ ---- 15058 D % 15877 D
cs7 fibrilar helicoidal 3.5-8.5nm 21500 P
csi7 fimbria 6-7nm 17500 P
PCFO9 fibrilar flexible ~p 27000 P
PCFO20 fimbria 7nm 25000P
PCFO148 fibrilar curva 3nm N)
PCFO159 fimbria 6-7nm 18600P
PCFO166 fimbria 6-7nm 15500 P & 17000 P
2230 indeterminada  ---- 16000P
8786 indeterminada ---- 15349D
LONGUS fimbria 7nm 22000 P
# Determinacion del peso molecular: D. calculado de la deduccion
de la secuencia de aminoacidos derivado de la secuencia de ADN;
M. Determinado por espectrometriade masa
(). P. estimado por SDS-PAGE
“ND. no determinada
¢ Indeterminada. detectadaen la superficie, postuladaa no ser
fimbriani fibrilar.
V.
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Union especificade los CFAs y los
componentes de superficie CS

Se ha postulado que el CFNI es capaz de unir-
se al acido sialico. tanto en su forma libre?® como
unido a glicoproteinas®" 2 y al gangliésido GM2.2
#Wadstrom y col.* reportan que el antigeno CS2
se une especificamenteal acido N-glicolil-neurami-
nico. También los componentes CS de CFNII y el
CS4deCFNIV, seunenal GM1-asialo encromato-
grafia de capa fina.?® Nessery col.?” sugieren que la
interaccion de CS3 es con determinantes de car-
bohidratopresentesen las moléculas de polilac-
tosaminoglicanos derivados del meconio huma-

En la actualidad se conoce que CS3 de CFNII
se uneaGM2, asialo GMI, y que launién es espe-
cificamenteinhibida por GalB-4Gal, presenteenlos
glicoconjugados. Es posible que los grupos de
CFAs se unan al mismo receptor de las células
epiteliales intestinales. Los CFAs de las cepas de
ETEC de los humanos s6lo reconocen glicoconju-
gadosenlasuperficiede lascélulasepiteliales. Tanto
glicopéptidos como glicoproteinas hansidoidentifica-
das como sitio de unién de CFNIy CFA/II?

De lamismamanera, se ha observado que CS1,
CS2y CS3 de CFNII, asi como CFNI, se unen a
una banda de 30-35 kDa con un identidad de
glicolipido y/o glicoproteina. Sin embargo, en los
ensayos de adhesion in vitro usando biopsias in-
testinales de humanos o células parecidas a los
enterocitos Caco-2, se ha demostrado la unién de
ETEC sélo en el borde de cepillo de estas célu-
| a ~ .AdeasHa inhibicién-de la adherencia
utilizandofactores de colonizacion purificadossu-
gierenque receptores similares estaninvolucrados
en cada factor de adhesion,?® (Cuadros Il y [11).

Una manera de estudiar la colonizacién del in-
testino es midiendo la presencia de la bacteriaen
las heces. Tales estudios han sido llevados a cabo
envoluntarios humanos®y en el modelo animal de
conejo con nudo reversible (RITARD).3° Este mo-
delo permite ademas estudiar la capacidad de
colonizacioény virulenciadelas cepas de ETEC. En
el modelo del RITARD, las cepas de E coli no
patégenas se mantienen en el intestinoy sélo son
excretadas por dos dias, hasta que se eliminan
completamente. Las cepas de ETEC que coloni-
zan el epitelio intestinal, estan presentes en las
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heces hasta 8 dias después de que se ha efectua-
do la infeccion experimental.®" %

Cuadro 1. Caracterisicas de_union de los factores de
colonizacién de Escherichia eoli enterotoxigénica.

PCF/CFA Hemaglutinacién® Tejido/Lineaceiuia”
CFNI HumaA, Bov, Pollo Ent. Hum. Caco-2
7] Bov. Ent. Hum. Caco-2
cs2 Bov. Ent. Hum.
C€S3,CS3a Bov. Ent. HUm.HT-29
CFAAN Negativa Ent.

Csa Bov, Hum A Ent. Hum.

css Hum A. Bov. Ent.

csé Negativa X Hela

cs7 Hum, Bov, G Ent. Hum.

Ccs17 Bov Ninguno

PCFO9 HmPolio Ent. HHM Epit. bucal
PCFO20 NO. Caco-2

PCFO148 negativa Ent.Hm
PCFO159 negativa N.D.

PCFO168 Hm Ent. Hum.

2230 negativa Ent. HIm Caco-2
8786 HmBov Ent. HM Caco-2

= Hemaglutinacion lESIStENtE a MBN0Sat Hum A Humano A HM
humano se desconoce el grupo; Bov.

" Ent. enterocitos humanos: caco-2 carcinoma de colon;
HeLa. carcinoma de laringe humano; E(I, bucal, epitelio bucal

4

—
Cuadro Ill. Componentes celulares involucrados
especificamente con los factores de colonizagion de ETEC.

Fimbrias Receptores Referencias
CFAI Acido _sidlico . 8
A 21
Gangliésido GM2 2,23 24
CS2de CFA/I Ac. 25
CFA/lly CS4de CFNIV  Asialo-GM1 26
CS3de CFA/I en polilacto
samino giicano 27
CFAAiyll Glicolipido o glicoproteina 28

Inmunogenicidadde los CFAs y otros
antigenos superficiales de ETEC

La respuesta inmune de ETEC esta dirigida
principalmente contra los CFAs, los lipopolisa-
caridos y la toxina termoldbil.* 7 % % | 3 toxina
termoestable (ST) no esinmunogénicadebidoasu
tamafio tan pequefio (19 aminoécidos). En un es-
tudio realizado en Bangladesh, en adultos hospita-
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lizados con diarrea por ETEC, se demostré que la
respuestainmunecontraelCFA delacepainfectante
fue de dos tipos: sistémicay local;* el 63% de los
pacientes presentaron anticuerpos IgA especifica,
medidos en lavados intestinales, 83% en leche
materna, 70% en salivay el 100%en suero. EI 70%
de los pacientes también tuvieron IgG. Existen
indicios de que lainfeccion por ETEC puede prote-
ger contrala reinfeccion. Posiblemente, la eviden-
cia més importante es la disminuciénen la propor-
cion enfermedad-infecciénen relaciéncon la edad,
en las areas endémicas de ETEC.3 5" Las altera-
ciones de las estructuras de la unién en el epitelio
intestinal,no parecen serimportantes en las infec-
ciones por ETEC en los humanos.” La inmunidad
protectoracontrala enfermedadpor ETEC, parece
requerir de exposicionesmultiplescon cepas dife-
rente~En las infecciones porcinas por ETEC,
mediadas por las fimbrias K88 y P987, los cerdos
adultos son resistentes a la enfermedad, debido a
laalteraciéndelos receptoresaniveldelas células
epiteliales de la mucosa intestinal.®

Existen estudios llevados a cabo en humanosy
en modelos animales, con el objetivo de definir si
los factores de virulenciapresentes en ETEC son
importantes en laproteccion contralaenfermedad.
Nosotrosy otros autoreshemosdemostradoque la
infeccioninicialcon unacepade ETEC que expre-
sa los factores de colonizacion|, 1l o 1V, protegen
contra los serotipos heterélogos de una cepa que
exprese el mismo CFA 3132383 Resultados simila-
res fueron obtenidos en humanos voluntarios.” *

Vacuna contra ETEC

Hoy dia no existe una vacuna contra ETEC en
humanos. En contraste, sélo en los Estados Uni-
dos, 32 vacunasde ETEC se registraron durante el
afio de 1992 y la mayoria se desarrollaron para
aplicarse en ganado porcinoy vacuno.* Todas las
vacunas contra ETEC disponibles para porcinos
estan destinadas a para proteger las infecciones
enloslechones mediantelainmunizaciénpasivaal
recibir unagran cantidad de anticuerpos maternos
de porcinos previamente inmunizados con las
fimbrias. Estos anticuerpos acttian bloqueando el
sucesodelacolonizaciénpor ETEC.* Desafortuna-
darnente es poco claro si la vacunacién es eficien-
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te, ya que no hay estudios suficientespara valorar
la eficacia protectora.®

Los estudios con vacunas han sido capaces de
provocar la inmunidad antitoxina, pero ésta no es
suficiente paraproteger contrala enfermedad oca-
sionadapor ETEC' Diversos grupos han tratado
de desarrollar formas inmundgenas contra la ST
paralos humanos, pero sin éxito.'* También se han
utilizado vacunas compuestas con fimbrias purifi-
cadas para los humanos, con resultados poco
satisfactorios.” La principalrazén de laineficiencia
es quelos CFAs, al seringeridos, se degradan por
la actividad de las enzimas proteoliticas del jugo
gastrico, ocasionando la pérdida de la antigenici-
dad.*" Otro esfuerzo més fue realizado por Evans;
con un grupo de voluntarios, usé una E. colipro-
ductora de colicina E2, que expresaba CFNIy las
enterotoxinasdeformainactiva. Aproximadamente
el 75% de los vacunados, al ser retado contra
ETEC con un CFA, homdlogo o heterélogo, no
presentd diarrea.*? La propuesta mas reciente de
una vacuna formada de cepas muertas de ETEC
que expresan CFAs mas la subunidad B de la
toxina de coléra, dej6 unainmunidad temporal.*®

En tiempos recientes, dos grupos informaron
del uso de vacunas orales con microcapsulas que
contenian CFNI y CFA/Il para el estudio de la
inmunogenicidad de las mismas.** % Algunos es-
tudioshanenfocado el desarrollode agentes profi-
lacticos para la prevencion de las infecciones por
ETEC enelturista. En un estudio mas se demostré
la protecciéon devoluntarioscon leche maternaque
contenia anticuerpos contra la enterotoxina
termolabil (LT) de E. coli. La protecciénpasiva con
calostro bovino contra la infeccién experimental
con ETEC en voluntarios también se ha demostra-
dO,AG

En conclusién, la capacidad de ETEC para
unirsey colonizar las células epiteliales en el intes-
tino, es el suceso inicial para la induccién de la
respuestainmune contralos antigenos presentes.

El objetivo de este trabajo es caracterizar los
epitopos y comunes en CFNI, que son reconoci-
dos con el anticuerpo monoclonal CFNI (Mabs
CFNI 1:6), usando sueros hiperinmunes contra
CFAs y PCFs diferentes de CFNI, con sueros de
nifios infectados naturalmente con ETEC que ex-
presan CFNI y por Ultimo con sueros de adultosde
zona endémica y no endémica de ETEC.
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Material y métodos
Cepas bacterianas

Se utilizaronlas cepas de referencia ETEC: H-
10407 que expresan CFNI, 1392-75 que expresa
CFA/ll, E8775 que expresa CFNIV, que fueron
suministradas por el doctor Alejandro Cravioto (Fa-
cultad de Medicina, Universidad Nacional Auténo-
ma de México).

Poblaciénen estudio

Lascepasde Escherichiacolienterotoxigénicas
fueronaisladas de unacohorte de 228 nifiosen la
comunidad de San Pedro Matrtir (Ciudad de Méxi-
co),® y las cepas aisladas de estudiantes estado-
unidenses que asistieron a la Universidad de
Guadalajara, Jal. durante el verano de 19872

Anticuerpos policlonalesy monoclonales

Los anticuerpos policlonales contralos factores
de colonizacion se obtuvieron inmunizando cone-
jos con bacterias formalinizadas. En principio se
inocularonen forma subcutanea, con un 50% de
adyuvante completo de Freund. Después se apli-
caron 4 inmunizaciones en forma semanal via
intravenosa.Al término del esquemade inmuniza-
cion, los conejosse sangraronen blancoy el suero
se almacené a - 20 °C.°

Purificacionde IgG a partir de los sueros hiperin-
munes obtenidos contralos CFAs

Se realiz6 la precipitacion de las inmunoglobu-
linas con sulfato de amonio al 50% y dos precipita-
ciones més al 30%. El precipitado final se dializé
contra solucién salina. El dializado se someti6 a
una columna de afinidad de sefarosa 4h, activada
con bromuro de ciandgenoy proteina A de Staphy-
lococcus aureus. La fraccion de elucion se logré
mediante el aumento de laconcentraciénde cloru-
ro de sodio y citratos a pH acido.™

Los anticuerposmonoclonalesse produjeronen
1988, durante mi tesis doctoral.*?-*' Para el uso en
este trabajo fueron donados por la doctora Ann-
Mari Svennerholm, (Departamento de Microbiolo-
gia, Universidadde Gotemburgo, Suecia).




Sueros humanos

Los sueros de los nifios menores de 5 afos pro-
venian de un estudio epidemiolégico de ETEC? Los
sueros de adultos se obtuvieron de &reas endémica
y no endémicade ETEC.

Sintesis de péptidos para las pruebas inmunold-
gicas

Elmétodo de Geysen es una variante del méto-
do tradicional para la sintesis de péptidos en fase
solida.??-% En estemétodose sintetizanlos péptidos
sobre palillos 0 “pins” de polietileno,alos que se les
adiciona polimero de &cido acrilico que tiene gru-
pos amino disponibles. Los péptidos sintetizados
(sintesisF-moc) quedan unidos covalentemente a
lafase sélida. Los "pins" quedanordenadosenuna
matriz paraque puedan entrar enlos pozos de una
placa de ELISA. Esto hace posible obtenerun gran
nimero de péptidos diferentes en forma simulta-
nea, los cuales se hacen reaccionar con el mismo
suero en unapruebainmunoquimicaenfasesélida
(ELISA). Como los péptidos estan unidos a la fase
sélida covalentemente, se pueden remover los
anticuerpos que se unieron durante la prueba sin
que se desprendan los péptidos, permitiendo
reutilizar los péptidos hasta sesenta veces, en
pruebas diferentes? ' Los octapéptidos tras-
lapados, que comprenden la secuencia de CFA/I
unidos covalentemente a "pins" de polietileno, al
principio fueron sintetizados en el laboratorio de
Microbiologiade laFacultadde Medicina, Universi-
dad Nacional Autbnoma de México. Esto se hizo
por duplicado, segln la secuencia descrita por
Karjalaineny col. y confirmadapor Casselsy col.? 14

Controlde la sintesis de péptidos

Elcontroldelasintesis de péptidosse realizé sinteti-
zando simultdneamentelos péptidos de CFNI y los
péptidos control positivo PLAQGGGG y el control
negativo GLAQGGGG. Lasintesiscorrectaseevalud
por medio de la capacidad del anticuerpo mono-
clonat para reconocer el control positivo.*®
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Sintesis de subsecuencias de CFA/l (péptidos
sintéticos solubles)

Se utilizéla sintesis tradicional de péptidos para
la obtenciénde péptidos necesarios de la secuen-
cia de CFNI, que fueron reconocidos por la res-
puestahumana. Posteriormente se realiz6 la puri-
ficacién por cromatografia en columna.®

PEPSCAN

Las pruebas de ELISA simultaneas con los 140
octapéptidos de CFA/I serealizaronsegln el méto-
do propuesto por Geyseny col (modificaciones: se
bloguearonlos “pins” con albiminaséricabovinaal
0.1% y/o ovoalbimina al 1% en solucién salina
amortiguadacon fosfatos 0.1M (pH 7.2), Tween 20
al 0.1% vy azida de sodio la 0,1% (PBS-Tween),
durante una hora a temperaturaambiente.

La solucién de bloqueo ademas contenia, en
algunos casos, suero bovino diluido 11625 ASB en
PBS-Tween. Al finalizar la reaccion del antigeno-
anticuerpo se procedi6 a eliminar el excedente.
Paradetectarlareaccion, se llevé acabolaadicion
de antinmunoglobulinas humanas marcadas con
peroxidasa, por un periodo de incubacion de una
hora. Alfinalizarseadiciondel sustrato ABTS (2-27-
azino-bis(3-etilbenz-tiazolin-6-sulfonato) con
peréxidode hidrégeno. La evaluaciénde laprueba
se realizé espectrofotométricamente a 405 nm.
Despuésdecadaprueba, se separaronlos anticuer-
pos unidos ala fase sélida mediante soluciones de
B-mercaptoetano! y SDS en solucién salina de
fosfatos.

Criterios para la seleccién de posibles
epitopos (PEPSCAN)

De los diez octapéptidos de mayor valor de ab-
sorbancia, se seleccionaronlos octapéptidos o sec-
ciones de éstos que estuvieran presentes entodas
las determinacionescon un mismo suero; de éstos
se seleccionaron los que también presentaban un
mayor valor de absorbancia en los ensayos con
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otros sueros; entre los Ultimos se seleccionaron
los epitopos que presentaban un aumento en el
valor de absorbancia; asociados al aislamiento de
ETEC CFA/+, superioral150% criteriode serocon-
version) y mayor al aumento en la media de todos
los valores del ensayo.

ELISA indirecto con adhesinas de ETEC o
con péptidos sintéticos solubles.

Se sensibilizaron los pozos de una microplaca
de ELISA con 100mL de antigeno CFA, a una
concentracion de 5 meg/mL en amortiguador de
bicarbonato/carbonato. La microplaca se bloqued
con albimina sérica bovina al 1% en PBS, treinta
minutos a 37°C. Se agregé 100m! del suero diluido
por una hora a 37°C. Se agreg6 en cada pozo
100ml de anticuerpo acoplado a peroxidasa (anti-
inmunoglobulinastotaleshumanas), diluidat/1000
en PBS-tween y se revel6 con el sustrato de la
enzimaO-fenilendiamina (4mcg/7.5mL), en amor-
tiguador de citratoscon peréxidode hidrégeno. Se
evalud espectrofotométricarnente a 492nm.°

Resultados

Epidemiologia. Frecuenciadelos factoresputativos
de colonizaciénen turistas ypoblacion infantil

Delas 60 cepasde ETECaisladasdelapoblacion
infantil, solamente 15 de ellas {6.2%), presentaron
algun factor putativo de colonizacion; de éstos, el
antigeno 2230 estuvopresente en 8 cepas (3.3%). El
PCFO166 en 6 cepas (2.5%), el PCF 0159 (inica-
mente se presenté en unade ellas (0.4%) y un 18.5%
delas cepas de ETEC no presentaronningunode los
PCFs estudiados (Figura 1). En las 18 cepas prove-
nientes de diarrea en nifios, la frecuenciadelos PCFs
presentesfueron,2230en un1.3%v el PCFO9enun
0.4%. En el grupode nifios asintomaticos, la frecuen-
cia de PCFs en las cepas de ETEC fueron 2230 y
0166 enun 2.0%y 2.5% respectivamente.Lascepas
de ETEC que expresaronel antigeno 2230, aisladas
de diarreaa compararse con las obtenidas de cua-
dros nodiarréicos,fueron estadisticamentesignifica-
tivas (p =0.006).
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Figura 1 Frecuencia de os factores PCFs y faciores p.tatvos oe
coon zacion {(CFAs y PCFs) en cepas ETEC a saoas oe mfios

En el grupo de los turistas se estudiaron 21
cepas de ETEC aisladas de cuadros agudos de
diarrea. Solamente en 11 cepas(7.5%) estuvopre-
sente algiin PCF. El antigeno 2230y el PCFO166
se presentaron en una proporcion de 3% y el
PCFO159 en 3 cepas (2%). En 10 de las cepasde
ETEC (7%), no se encontraron ningunode los PCF
estudiados. La frecuencia del CFA/IIl para ambas
poblaciones estudiadas fue nula (Figura 2).

2230 3%

2

o159 2%
No identificadas 7%

Cepas sin khantificar

a3 M reCUparadas

Figura 2. Frecuencia de los factores y factores putativosde colo-
nizaciénen cepas de ETEC aisladas de turistas.

Reactividadinmunolégicacruzadaentrelos CFAs

La reactividad inmunoldgica cruzada entre los
diferentes CFAs provenientesdediferentescepas,
determinada por el ensayo de ELISA inhibicién,
mostréhomologia entre los CFAy PCF ensuforma
purificaday desnaturalizada, con los anti-cuerpos
monoclonales contra CFNI, CS1, CS2 y CS3 de
CFA/llylos anticuerpos policlonales contra CFA/IH,
antigeno 2230, PCFO166y PCFO159. Losresulta-
dos estan expesados en porcentaje de inhibicién
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Adhesina  Secuencia de aminoacidos

CFA/I
cs1
€82
Cs4
0166

:8::8:

Posicién

VEK‘NITVTASVDPVIDLLQADGNALPSADKLA‘!SPASKTFBSYRVMTQVHTND - 53

:NSVA:T::::VNN: :AHTIN:V::::: - 53
- 20
- 20

- 25

Figura 3. AlineamientodelosextremosaminoterminaldeCFAJy otrasadhesinasdeEscherichia

coli enterotoxigénica.

de unién de los anticuerpos anti-CFA a la fase
sélida. Asi, encontramos que entre CFNI existe
unareactividad cruzadacon CS1y CS3 de CFNIl,

CS4 de CFNIV y PCFO168; entre CS1+CS3 de
CFNII encontramos una reactividad cruzada con
CFNI, CFA/Illy PCFO166; el anti-CFA/Ill reconoce
a CFNI, CS2y CS3 de CFNII, CS4 de CFNIV y
PCFQ166; el anti-CS4+CS6 de CFNIV reconocen
CFNI, CS1+CS3 de CFNII, el antigeno 2230 y el
PCFO166; el anti-2230reconocié en forma cruza-
da CFNI, CS1+CS3 de CFNIly PCFO168; el anti-
PCF0O166 cruz6con CFNI, CS1+CS3 de CFNIly
elantigeno 2230, lamayorhomologiaantigénicase
encontréentre CFNI, CS1+CS3de CFNII, CS4de
CFNIV y PCFO166 (Cuadro V).

[Quedio Iv.

Anticuerpos Monoclonales

Anticuerpos Policlonales

Antigeno 1 €81 CS2CS3CS4 CS6 1l 2230 0166 0159
CFNI 79 54 10 49 57 2334 35 73 O
CFNII

CS1+4C8352 69 30 99 36 068 33 60 o
CFAM

cs2 56 0 52 0 0 042 49 85 a
CFAMI 61 0 75 68 64 o 80 41 67 0
CFNIV

CS4+6 52 59 33 11 89 99 41 57 75 o
CFNIV

CS5+6 63 63 19 79 7 4 42 52 80 o
2230 46 66 0 99 36 036 52 80 0
066 61 44 41 99 48 038 55 89 0
0159 0 B85 43 90 50 oso 3 77 73

Los antigenos fueron desnaturalizados y ajustados a una con-
centracion de 40 pg/ml
Los niimerosindican porcentajedeinhibicién de la unién de los anti
CFAs ¢ anti-Cs a sus antigenoshomoéiogos o heteréiogos unidos
a fase sélida.

8 »
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Homologia en la secuenciaen los CFAs

Se encontré la subsecuencia KNITVTASV, co-
rrespondiente a las posiciones 3-11 del factor
antigénico de colonizacién | (CFNI). La subse-
cuenciase encontré presente en las subunidades
de CFNI, CS1yCS2de CFNIl, CS4de CFNIVyel
factor putativo de colonizacién 0166, con algunas
sustituciones (Figuras 3 y 4).

Utilizando los programas de PALIGN FSTP-
SCAN, se encontré que la subsecuencia mencio-
nada anteriormente, estaba presente con algunas
sustituciones en CS3 posiciones 68-73y 139-144.
Ademas, es similar aunaregién de homologiaentre
CS3de CFNIl'y CS5 de CFNIV.

La subsecuencia VEKNITVTASVDP de CFNI,
seencontréenunaregionconservadaenlas hema-
glutininasdelacepasdevirusinfluenzay enel ADN
genémico de Mycobacterium leprae, ademas se
comparé la CFA/II con los pilis BFP y longus,
encontrandose con este Gltimo una identidad del
100% en la secuencia aminoterminal (Figura4).

o

CFNI VEKNITVTASVDPVIDLLOADGNALPSAVK
c81 TS ™v S s NSA
[T} T4 X
PCFQ166 T1 N S

e A

€817 R KL

8

CFAill MILEV 11V LG 11 GT IAAGVY | LAQRAFDS
BEP. L 1 SAM ALAA VT MFYYS S

Figura4. (A) Secuencia aminoterminal de los grupos de factores
de colonizacién: CFNI, CS1, CS4, PCFQ168, CS2, CS17 de
Escherichiacoiienterotoxigénica Referenciade las secuencias;
CFA/I,"* CS1;%"' CS4,° PCF 0166, CS2’y CS17." Losespacios
en blanco indicanlaidentidadde los aminoécidos con CFA.  (B)
Secuencias amino terminales de las fimbrias tipo IV. Las
referencias de las secuencias: CFA/IIl."> Longus,® BFP.5
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cs1 - UEKTISW&SVDP’I‘VDLLQSDGSRLPNSVRLTYSFRVNNFEMIN’I‘V\FHTNDSD 55

CFA/I -VEKNITVTﬁSVDPVIDLLQAUGN.ﬁLPSADKLAYS'PhSKTFBS‘I’RW\H’ITNDRT 55

Cs1 - KGWVKLSADPVLSNVLNPTLQIPVSVNFAGKPLS'I’I‘GITIDSNDLNFASSGVNK 110

CFAl  -KKVIVKLADTPQLTDVLNSTVQMPI SVSWGGQVLS'I'I'AKEFEAAALGYSASGV'NG 110
cs1 - VSSTQKLS IHADATRV‘I‘GGALTAGQYQGLVSI ILTKST -148
CFAl - VSSSQELVI- SAAPKTAGTAPTAGNYSGWSLVMTLGS 147

Figura 5. Alineamiento de las secuencias de aminoacidosde las subunidades de CS1 de CFA/I
y CFA/I de Escherichia colienterotoxigénica ldentidad 75 (51%); similitud30 (20.4%)E1 nimero
de espaciosinsertados en CS1 es cero; niimero de huecos insertados en CFNI fue 1. La matriz
de comparacion: Estructura-genética. El caracter para indicar que dos residuos son idénticoses

*"; el caracter para indicar que dos residuos son similares es “”. Los amino&cidos que se
consideran similaresson: A, ST D,E; NQR K I,L,M V; F, Y. W

Control de la sintesis de los epitopos
lineales en CFA/

El control de la sintesis de los octapéptidosunidos
alafase sélida, fue comprobadocon el péptidocon-
trol positivoreconocido por el anticuerpomonoclonal
PLAQ por el método de ELISA (PEPSCAN).

Epitopos continuos reconocidos por sueros
de nifios

Lapoblaciéninfantilestudiadaconsistiédesiete
nifios los cuales sufrieron infeccién natural por
ETEC portadorade CFNI. Se analizaron los sue-
ros de las fases antesy despuésde lainfeccion por
PEPSCAN. Seobservéenlamayoriade lossueros
pertenecientes a la fase convalescente un incre-
mento en los valores de la absorbancia para todos
losoctapéptidos.El reconocimientofue mayorpara
tres regiones que comprendenlas posicionesde 33
ab6,98a105y120a139en CFNI (Figuras5y 6).

Epitopos continuos reconocidos por sueros
humanos de adultos

La caracterizaciénposterior de los epitopos linea-
lesen CFNIsehizocon suerosdeadultossanos(uno
deellosviviaenareanoendémica,Suecia, yelotroen
elareaendémica, México)(Figura 7) se reconocieron
3epitoposlinealesenlas posiciones 33a56,98a 105,
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120 a 139, mismos que fueron reconocidos por los
sueros de los nifios (Figuras 8a y 8b).

Epitopo lineal de CFA/l reconocido por el
anticuerpomonoclonal CFA/l 1:6

La busquedadel epitopo lineal en CFNI con el
anticuerpomonoclonalCFNI1:6 nofue demostrado
por PEPSCAN ni por el ensayo de ELISA indirecto.

cs3 94- NITLDKN css 108- TLSTAVEAA
053 43- NITLDSN TIPO1 39- ’;’A;U;Qiic;
Cs3 119- PLXF css 107- LTLSTAV
8786 13- :p::.vp cs1 31- LTYSDAV
c53 48- LSNTEI css 116- AKGEVA
e51 8g- Lsﬁm 8786 1- AVGDVA
cs53 39- SNTLVGY css 11- WoavVES
TIPO 1 95- SATNVGV CFAT 84- WIGQVLS
cs3 14- NVLS css 42- LNIT
2230 2- Vl\NILS (=11 3 LNIT
0166 21- NGSAL

css 125- NZQDL

Figura 6. Alineamiento de otras subsecuencias similaresmés cortas
enC81yCS3de CFA/I; CS4y CS5de CFA/IV; antigeno 8786; pilitipo
1; antigeno 2230 PCF 0 66. Los alineamientos se realizaroncon el
programa FASTASCAN de PCGENE, que sigue el algoritmo de
Neeldleman u Wunsch.®
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o Absorbancia (405 nm) .

Secuencia de Amnoacigos de CFA |
Pepscan con Suergs de adultos numanos.

. EC107 (suero sueco), = Espinosa (suero mexicano)

Fiaura7. Losresultadosde PEPSCANde CFA/I con sueros uno de zena endémicaMéxico (barras
claras]y e otro suero de no enaémica Suecta (barras oosc.ras) Caaa posic onenlasecuencaoc
amnoac dos de CFA corresponde a In octapéptioo cuyo arninoacioo N term nd ese am noaciao
de dichaposicion.Se graficé, paracada suero, el promedio de dos determinaciones de cada suero.

Epitopos continuos y comunes en CFA/l con
sueros hiperinmunes heterélogos

Los epitopos reconocidos por los anticuerpos
heterélogosfueran miltiplesy diferentesparacada
suero hiperinmune, por lo que la presentacién de
cada resultado es de forma independiente. Los
anticuerpos de conejo contra el CS1 del CFNII
reconocieron6 regionesdiferentes: 3a 15,22 a 38,
42a49,60a85,100a110y 115a 135 (Figura 9). El
suerohiperinmunecontraCS3 del CFNII reconocio
las siguientes dos subsecuencias:78 a 83 y 105 a
111 (Figura9). Los anticuerposanti CS4 en CFNIV
reconocieron6 regiones;3a 19,42 a48,70a78,84
a97,112a120y 138 a 144 (Figura9). El anticuerpo
contrael factor putativo de colonizaciénO 166 reac-
cion6 fuertemente con una subsecuencia de la
posicion 20 a 28 de CFNI (Figura 9); finalmente, el
suero hiperinmunecontraCS2 de CFNIV reconoci6
2 subsecuenciasde lasposiciones71a79y81a90.
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Discusion

Este es el primer estudio que muestra la fre-
cuenciade los factores putativos de colanizacion
(PCFs) de Escherichia coli enterocoxigénica en
una poblacién infantil y de turistas. La prevalencia
de los PCFs en estas poblaciones va del 6.2% al
7%, respectivamente. Los PCFs mas frecuentes
en ambas poblaciones son PCFO166, antigeno
2230 y PCFO159, lo que sugiere que se trata de
unaprevalenciareal, dado que el estudioinfantilse
efectuéenlaciudad de Méxicoy las cepasde ETEC
de los turistas a Guadalajara, Jal. provenientes de
Estados Unidos.

Existendos estudiosquedescribenlapresencia
de los PCFs (10, 68) realizados en cepas de
coleccionde ETEC aisladas de diarreas, enlosque
se informa una frecuencia de 13% a 17%. Si bien
las frecuencias son mayores, no reflejanla preva-
lencia de una comunidad.

Gac Méd Méx Vol. 133 No. 6




Se demostré que la prevalencia del antigeno Lareactividadinmunolégicacruzadaenalgunos
2230 se asoci6 con las cepas aisladas de nifios  de los CFAs y PCFs se logrd, pues al desnatura-
con diarrea, sugiriendo la participacion de este lizar las fimbrias y presentarlas en configuracion
antigenoen formaimportanteenla patogénesisde  primaria fueron reconocidas por los anticuerpos
ladiarrea. heterélogos;los de mayorhomologiafueron CFA/I,

wn

dbsorbancia (405 nmy

m

o Y e A LSRR BT I PR TSRS TR A SO PTG LA VU T S T R———

Secuencia de Aminoacidos de CENI

Absorbancia (405 nm)

Secuencia de Aminoéacidos de CFA/!

Fguras8ay8b Losres.ltados oe PEPSCANsone promedio de aos oeierm nacionesdecaaassero

nfanti ae fasesaguaa y convaleciente oe a nfeccon con ETEC que expreso CFA  La magen ae.
suero agudo (barras obscuras) y el suero convaleciente {barras claras). Cada posicién en la
secuencia de aminoécidos de CFA/I corresponde a un octapeptidocuyo aminoacido N terminales
el arninoacido de dicha posicion. Se grafic. para cada suero, el promedio de dos determinaciones
de cada suero.
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CS1y CS3de CFNII, CS4de CFNIV y PCFO166.
Estos resultados concuerdan con las observacio-
nespreviasrealizadaspor Mc Connelly col,®®donde
demuestran la presencia de reactividad cruzada.
En ambos estudios se mostré la reactividad in-
munoldgica cruzada, que sugiere la presencia de
los determinantes antigénicos comunes entre
fimbriasy fibrilasinvolucradas en la patogénesis y/
oprotecciéninmunoldgica contralas reinfecciones.
Estos hallazgos se reafirmanfuertemente al reali-
zar las comparaciones entre los grados de simili-
tud de los diferentes factores de colonizacion y
encontrar la presencia de algunas regiones con-
servadas que estan actuandocomodeterminantes
antigénicos comunes.®

Esta similitud secuencial es muy notable en
algunos casos, como el de CFA/I con el subcom-

VEKNITVTASVOPYI

QADGNALPSAVKLAYSPASKT
50 60 ]
FESYRVMTQVHTNDATKKVIVKLADTPQLT DVLNSTVG

80 %0 0o 1o
—————

e
MPISVSWGGOVLSTTAKEFEAAMALGYSASGVNGYSS

(F-] 130 1o

SQELVISAAPKTAGTAPTAGNYSGYVSLVMTLGA

Epitopos lineales de células B en CFAA Los diferentescaracteres Indican
diferentes epiiopos
Py humana

Valores altos con sueros adultos de zona endémica
e Epilopos compartidos con CS1

Epitopos compartidos con CS3

Epitopos compartidos con CS4

Posibdes epilopos commes con 0166

Posibles epitopes comunes con CS2

Figura 9. Epitopos continuos y comunes de CFA/l reconocidos con
sueros humanos {nifios y adultos). sueros hiperinmunes contra CS1,
CS2yCS3de CFA I PCFO166 Lasreg onesquJe presentandobieraya
nferor Son 0S epiropos reconoc 00s por SLeros ac.t10s ae zonas
endémicas; las regiones sefialadas con unaraya gruesa superior son
los epitopos reconocidos por anti-CS1 de CFA/II: los de unasola raya
nacan a reg ones reconocidas con anti-CS3 Los aster scos senalan
0s ep topos reconoc aes con ant -CS4 ae CFA V. en somoreado se
sefia a el un co epiiopocom.n conant - PCFO166 y con etras tdl cas
las regiones reconocidas con el anti-CS2 de CFA/I
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ponente CS1 de CFNII. Es bien conocido que las
subunidades de CFNI, CS1, CS2 de CFNII, CS4
de CFNIV y PCFO166 tienen extremos amino
terminales muy parecidos. Recientemente se ha
encontrado que a este grupo se le puede afiadir el
factor putativo de colonizacién0 166. Desafortuna-
damente, sélo se conoce la secuenciacompletade
algunas subunidades de adhesinas por lo que
todaviano esposible saber cual eslaextensiony el
porcentaje de identidad entre estas proteinas.
Girénycol.describenlasfimbriasendosgrandes
grupos; el primero es el aqui presentado ® ¢ y el
segundo lo define como E. coficon fimbriasdel tipo
1V.67Estas Gltimas no comparten homologiainmuno-
l6gica cruzada, ni secuencialcon los CFAs y PCF,
a excepcion de CFA/I, que comparte su region
aminoterminalcon el 100% de los pilis “longus”. En
este estudio se presento por primeravez el alinea-
miento de otras subsecuencias similares més cor-
tas para los CFNI 'y PCFs, utilizandose programas
de FASTSCAN y PCGENE.®?- % Probablemente
alguna de estas regiones compartidas pudiesen
estarinvolucradasen los fenémenos de reactividad
inmunologicacruzada, si bien, como ya se informé,
la subsecuencia VEKNITVTASVAP se encuentra
presente en la regién aminoterminalde CFNI, CS1
y CS2de CFNII, CS4 de CFNIVy PCFO166, Este
es el primerandlisisde comparaciénpor FASTA que
se encuentrapresenteen unaregiénconservada en
lashemoaglutininasde 40 aislamientosde cepas de
virusinfluenzay enunasecuenciaenunaseccionde
ADN genémicode M lepraetraducido. Estasubse-
cuenciabienpodriatratarsede unmotivoconalguna
funciénenlas proteinasenlas que se haencontrado.
La busquedade VEKNITVTASVDP en PROSITE y
PCGENEno fue reconocidacomo motivo en CFA/I;5
sinembargo, la asparaginacontenidaen dicha sec-
cién de la proteina es identificadacomo un posible
sitio de glicosilacion.Este es el primerreporteoficial
de estasubsecuenciade CFNI en México y el resto
delmundo, ya que al utilizarelprograma “motifs” del
paquete de Wisconsin no se le encontré.™
Esdificilasignarunafunciénposible a VEKNITV-
TASVDPYy quizasinvolucrarloen el eventoinicialde
la adherencia de las fimbrias de ETEC.% % Hasta
ahorasélose haninformadolos epitopos continuos
reconocidos con anticuerpos de un modelo de
simios inmunizados parenteralmente con CFNI
purificado.'5” Nuevamente, este es el primer infor-
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me en la busqueda de los epitopos continuos en
CFNIconsiete paresde sueros agudosy convales-
cientes de nifios, expuestos a ETEC que expresa
CFNI. Es importante sefialar que se observé un
aumento general en los valores de absorbancia
paratodoslos octapéptidoscon los sueros conva-
lescientes de los nifios los cuales se asociaronala
infeccionpor ETEC portadora de CFA/I. Sinembar-
go, al aplicar los criteriosde seleccién de epitopos
continuos, son sélo treslos que cumplen con ellos,
gue son los mismos epitopos reconocidos con los
sueros de adultos de zonas endémicas y que
quizéas se encuentren asociados a proteccion, ya
que los adultos pertenecientes a estas zonas, s6lo
ocasionalmentesufrendiarreas por ETEC. Lapro-
babilidad de que los tres epitopos lineales estén
asociados a proteccién es muy alta.

De los epitopos continuos de ETEC reportados
en el modelo de simio inmunizado con CFNI, se
reconocieron tres regiones que se comparten con
losresultadosobtenidospor nosotros enloshuma-
nos (nifios y adultos) y son la posiciones 33, 40 y
132 a 139. La tltimaregiénen la posicién 55, s6lo
fue reconocida por los sueros humanos y éste
hallazgo se podriaexplicar en parte por la especie
y en parte por la exposicion del hospedero al
antigeno.® %

Noexisteevidenciapreviaqueidentifiqueepitopos
continuos comunes con secuencias conocidas y
compartidascon CFNI, utilizandosesueroshiperin-
munes heterélogos. Si bien el resultadofue el espe-
rado, la explicaciéna ello es limitada, por el desco-
nocimiento de las secuencias completas de
aminoacidos en algunos CFAs y PCFs. Estos ha-
llazgos son la motivacién para conocer las secuen-
cias completasCFAsy PCFsy realizar estudios de
evolucion en las fimbrias de ETEC.
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