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En el contexto de las toxoinfecciones intestinales, Bacillus cereus esta asociado a
dos sindromes principales: emético y diarreico, que por su corta duracion, en general,
transcurren sin que el individuo afectado concurra a centros asistenciales. Pero estos
cuadros clinicos pueden adquirir relevancia si ocurren en individuos de corta edad o en
ancianos.

La virulencia de Bacillus cereus ha sido atribuida tradicionalmente a varios factores
extracelulares y se ha sugerido la participacion de fendémenos de adhesion a las células
de epitelio intestinal, pero numerosos detalles de las interacciones relevantes quedan por
definir.

En el presente trabajo de tesis se efectiia un recorrido por diversos aspectos de la
interaccion entre Bacillus cereus y el epitelio intestinal a través de la utilizacién de un
sistema modelo constituido por enterocitos humanos en cultivo (linea Caco-2). Las
cepas utilizadas incluyen microorganismos aislados de leche maternizada, leche en
polvo, cepas de referencia y cepas aisladas de diferentes brotes.

El estudio consta de tres partes fundamentales:

1- Estudio de los factores extracelulares de Bacillus cereus
2- Estudio de infeccion de células epiteliales en cultivo por Bacillus cereus
3- Analisis multivariado de factores de virulencia

Se determina la accidn de sobrenadantes de cultivos sobre los enterocitos a través de
estudios morfoldgicos y de actividad deshidrogenasa mitocondrial. Posteriormente, en
los estudios de adhesién/invasion, se abordan aspectos relacionados con la interaccion
directa bacteria-enterocito y se realiza un andlisis critico de la determinacion de la
capacidad de invasion de Bacillus cereus.

A través de la utilizacion de inhibidores de diferentes vias de sefializacidn, se
realiza una diseccion de las sefiales desencadenadas por la infeccion.

Finalmente, mediante un analisis multivariado, se realiza un agrupamiento de cepas
teniendo en cuenta la presencia de secuencias relacionadas con los factores
extracelulares conocidos hasta el momento y la actividad biolégica de las cepas
estudiadas.

Los resultados contenidos en el presente trabajo constituyen un avance en el
conocimiento sobre los mecanismos de patogénesis de Bacillus cereus y plantean
interrogantes que dan lugar a diversas perspectivas para el estudio de este
microorganismo.
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I INTRODUCCION

I. 1. GENERALIDADES

Desde el comienzo de la humanidad,
el hombre ha convivido con el mundo
microbiano y se ha adaptado para hacer
frente a una gran variedad de microbios.
Esto es asi, ya que, si bien, muchos
microorganismos son beneficiosos o
bien neutrales para la salud del hombre,
otros son capaces de dafiarla.

De este ultimo grupo, la mayoria de
las bacterias causantes de enfermedades
infecciosas en el hombre, fueron
descubiertas a fines del Siglo XIX y

principios del Siglo XX: Koch en 1877
demostrd que el agente causal del antrax
era una bacteria (Bacillus anthracis) y
luego se descubrieron muchos de los
agentes etiologicos hoy conocidos
(Tabla 1). Desde aquellos tiempos las
investigaciones han continuado con un
importante avance en los ultimos afios
por el uso de las técnicas de biologia
molecular y celular.

Tabla 1: Bacterias causantes de enfermedades: afio de descubrimiento y autor del mismo.

Enfermedad o Agente causal Afo de Autor del descubrimiento

proceso patologico descubrimiento

Antrax Bacillus anthracis 1877 R. Koch

Formacion de pus Staphylococcus 1878 R. Koch

Gonorea Neisseria 1879 A.L.S.Neisser
gonorrhoeae

Fiebre tifoidea Salmonella typhi 1880 C.J. Eberth

Formacién de pus Streptococcus 1881 A. Ogston

Tuberculosis Mpycobacterium 1882 R. Koch
tuberculosis

Colera Vibrio cholerae 1883 R. Koch

Difteria Corynebacterium 1883 T.A.E. Klebs
diphtheriae

Tetanos Clostridium tetani 1884 A. Nicolaier

Diarrea Escherichia coli 1885 T. Escherich

Pneumonia Streptococcus 1886 A. Fraenkel
pneumoniae

Meningitis Neisseria 1887 A. Weischselbaum
meningitidis

Intoxicacion Salmonella enteritidis 1888 A.A.H. Gaertner

alimentaria

Gangrena gaseosa Clostridium 1892 W.H. Welch
perfringens

Peste bubdnica Yersinia pestis 1894 S. Kitasato/A.J.E. Yersin

Botulismo Clostridium 1896 E.M.F. van Ermengem
botulinum

Disenteria bacilar Shigella dysenteriae 1898 K. Shiga

Fiebre paratifoidea | Salmonella paratyphi 1900 H. Schottmiiller

Sifilis Treponema pallidum 1903 F.R. Schaudinn y E. Hoffman

Tos convulsa Bordetella pertussis 1906 J. Bordet y O. Gengou
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Nuestra relacion con estas formas de
vida microscépicas es permanente.
Existen mas de 1000 diferentes especies
que viven en las superficies epiteliales
del cuerpo humano, como comensales o
microbiota intestinal. Se estiman 10"
microorganismos sobre un total de 10"
células eucarioticas del hospedador
(Henderson et al., 1999%). Las
actividades humanas determinan su
interaccion con los microbios y asi
como eliminan ciertas enfermedades,
permiten la aparicion de otras que
mayormente son combatidas con los
antibidticos, cuya aparicion mejord
notablemente la calidad de vida del
hombre.

Desafortunadamente, el
descubrimiento de los antimicrobianos
generaliz6 el concepto de que eso era
suficiente para combatir las
enfermedades de origen bacteriano lo
que desencadend un uso indiscriminado
e irracional de los mismos provocando
la seleccion de cepas multirresistentes.

Dentro de los temas que
actualmente ocupan a la salud publica,
los asociados a agentes infecciosos se
encuentran en la vanguardia. Ellos
incluyen: enfermedades emergentes,
infecciones asociadas a brotes
alimentarios y del agua, infecciones
nosocomiales, bioterrorismo y
resistencia a antibi6ticos.

I. 2. MECANISMOS DE DEFENSA DEL HOSPEDADOR

El hombre ha desarrollado
mecanismos de defensa para poder
mantenerse libre de enfermedades, ya
que esta expuesto, en forma continua, a
microorganismos, a sus productos
metabolicos y a otras moléculas que le
pueden causar dafio.

El primer sistema de defensa es no
especifico (inmunidad innata o natural)
y esté representado por barreras
biologicas (inflamacidn, fagocitosis),
barreras quimicas (enzimas,
interferones, fibronectina,
complemento), barreras generales
(fiebre) y barreras fisicas (piel,
mucosas) (Prescott, et al. 1999b).
Comprende una gran variedad de
poblaciones celulares como las células
epiteliales, monocitos, macrofagos,
células dendriticas, leucocitos
polimorfonucleares (PMNs) y células
NK (natural killer) (Henderson, et al
19998).

El segundo sistema de defensa es
especifico (inmunidad adquirida) y lo
constituyen los linfocitos B y los
linfocitos T, que lo definen
esencialmente. Los linfocitos B van a
dar origen a los anticuerpos
(inmunoglobulinas) que neutralizan

toxinas, opsonizan bacterias y
participan en la activacion del
complemento por la via clasica (Salyers
and Whittt, 2002% Henderson et al.,
1999M.

Si bien ambos sistemas se clasifican
por separado, son dos partes
interdependientes de un sistema
inmunoldgico integral.

Los productos que surgen a raiz de la
activacion de la cascada del
complemento, promueven la respuesta
inflamatoria, facilitan y aumentan la
eficiencia de la fagocitosis, atraen
células (quimiotaxis) y estimulan la
secrecion de citoquinas que controlan la
respuesta inmune ya que determinan el
tipo de respuesta que se va a producir a
través de la induccion de diferentes
tipos de células T (Henderson et al.,
1999M).

El reconocimiento de
microorganismos patdgenos se lleva a
cabo por receptores especificos del
hospedador, denominados PRMs (del
inglés: pattern recognition molecules),
que reconocen moléculas expresadas
exclusivamente por los
microorganismos, denominadas
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patrones moleculares asociados a

patdgenos (PAMPs es su sigla en inglés:

pathogen-associated molecular patterns)
que son altamente conservadas.
Ejemplo de estas moléculas son los
lipopolisacaridos, flagelina,
peptidoglicano, lipoproteinas y ADN
bacteriano (Chamaillard, et al. 2004)

En cuanto a los PRM, los ejemplos
mas estudiados son los receptores tipo
Toll (TLRs) que se encuentran en la
superficie de células especificas. Otro
ejemplo son los receptores tipo Nod
(NRLs) que se hallan en el citoplasma
(Chamaillard et al., 2004, Fritz et al.,
2006; Marodi, 2006)

A nivel de la mucosa intestinal, la
respuesta innata provee la primera linea
de defensa contra los microorganismos
patégenos y determina la generacion de
sefiales para la respuesta adquirida
(Maldonado Galdeano and Perdigdn,
2006).

Las células epiteliales del intestino
modulan la respuesta inmunoldgica a
través de la secrecion de productos que
activan o inhiben las células inmunes
profesionales (Rumbo and Schiffrin,
2005). Dentro de este ultimo grupo se
hallan: macréfagos, células T y células
B que se encuentran en el tejido
linfoideo asociado al tracto
gastrointestinal que produce las IgA que
se halla en el mucus (Salyers and
Whittt, 2002%). En el intestino delgado
el tejido linfoideo asociado al sistema
digestivo esta representado por las
placas de Peyer y actimulos linfoideos.
Alli, las células M toman muestras de
los antigenos de la luz intestinal para
que sean procesados por los
macréfagos, quienes los presentan a los
linfocitos T CD4" que activan los
linfocitos B especificos que se
diferenciaran en células plasmaéticas
para dar anticuerpos especificos
(Prescott et al., 1999°). La presentacién
a linfocitos T CD8+ desencadena
respuestas importantes para el control

de patogenos intracelulares tales como
Listeria monocytogenes (Zaiss et al.,
2008).

La caracteristica particular de las
células epiteliales es que estan
estrechamente empaquetadas y unidas
unas con otras por estructuras llamadas
“uniones estrechas” y desmosomas
(Henderson et al., 1999%). De esta
manera se trata de evitar el transito de
bacterias a través del epitelio. Ademas
se hallan unidas a una membrana basal,
constituida por glicoproteinas. De esta
manera las células tienen una asimetria
en sus dominios apical y basolateral, lo
cual les confiere una caracteristica muy
importante como es la polarizacién.

Otros mecanismos de defensa
involucran la secrecidn géstrica, la
motilidad intestinal, la produccion de
lisozima, la secrecion pancreatica, la
bilis y la flora intestinal (Henderson et
al., 1999%).

En la mucosa intestinal se produce
una interesante paradoja: el sistema
inmune es capaz de responder ante
microorganismos patégenos
desencadenando una respuesta
inflamatoria y es tolerante ante los
microorganismos comensales, los cuales
se encuentran en cantidades importantes
(1x 10" a1x 10" ufc/gr de
deposiciones) (Sansonetti, 2006).

( Como es posible esto? Algunas teorias
sostienen que los microorganismos
patogenos son capaces de atravesar la
barrera del epitelio intestinal, entonces
de esta manera tienen acceso a los
receptores PRMs que se corresponden a
sus PAMPs. Los microorganismos
pertenecientes a la microbiota intestinal,
si bien mantendrian una reaccion
inflamatoria basal muy baja, no serian
capaces de acceder a los receptores que
desencadenan una respuesta nociva para
el hospedador (Sansonetti, 2006). De
cualquier manera, este sistema se
encuentra en un constante equilibrio
dindmico y numerosos aspectos quedan
aun sin aclarar.
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I. 3. FACTORES DE VIRULENCIA

Los microorganismos son capaces
de producir efectos adversos sobre el
hospedador a través de dos mecanismos
fundamentales:

= produccion de toxinas

= adhesion/invasion

En este contexto se describen una
gran variedad de moléculas y
estructuras que constituyen los llamados
factores de virulencia. Se han postulado
diferentes términos tales como:

adhesinas (responsable de la adhesion
de los microorganismos a los tejidos),
invasinas (responsables de la invasion a
los tejidos), agresinas (factores
bacterianos capaces de dafiar las células
o tejidos del hospedador), impedinas
(permiten a la bacteria eludir los
sistemas de defensa del hospedador y
modulinas (componentes bacterianos
que estimulan la sintesis de citoquinas
(Henderson et al., 1999%).

I. 3. A. TOXINAS

Las toxinas son sustancias
especificas, producidas por el
microorganismo, que dafian al
hospedador por interferir en los
mecanismos de sefializacion celular
(Prescott et al., 1999%)

Las toxinas existen tanto en
bacterias Gram positivas como
negativas (Henderson et al. 1999%).

El progreso en su estudio ha sido
considerablemente rapido en los ultimos
afios por el avance de la genética
molecular y la biologia celular, luego
aplicada a la biologia de las toxinas.

Se agrupan en dos grandes clases sobre
la base de la naturaleza quimica: no
proteicas y proteicas.

Las toxinas no proteicas,
endotoxinas, tienen un importante rol en
la patogénesis asociada a bacterias
Gram negativas. Estan constituidas por
la membrana externa de la pared celular
y su componente principal es el LPS
(Henderson et al., 1999f).

Las toxinas proteicas, de acuerdo al
sitio de accion, se clasifican en 4 grupos
(Rappuoli and Pizza, 2000), como se
observa en la figura 1:

1. Toxinas que actiian sobre la
superficie: producen su efecto por
activacion inapropiada de los receptores
celulares, que envia un mensaje erréneo
dentro de la célula, alterando las rutas
normales de comunicacion. Un ejemplo
caracteristico de este tipo de toxinas es
la STa de E. coli. STa se une guanilato
ciclasa de la superficie de la célula
epitelial. Como resultado de esto el
GTP se convierte en GTPc que activa
una proteina quinasa G que fosforila un
transportador de membrana provocando
la inhibicidén de la absorcién de sodio y
el aumento de la secrecion de cloruro.

2. Formadoras de poro: se insertan
como oligémeros dentro de la estructura
de la membrana plasmatica, formando
poros de distinto tamafio. Son capaces
de operar como mondémeros solubles en
agua y también como proteinas
hidrofébicas. Exponen sus residuos
hidrofébicos para que interactien con la
fase hidrofobica de la membrana,
formando asi un canal hidrofilico que
permite el eflujo de pequefias moléculas
y la interrupcién del potencial eléctrico
de membrana.
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Figura 1: Representacion esquematica de los 4 grupos de toxinas bacterianas
adaptado de Rappuoli and Pizza., 2000.

Las células tienden a reparar el dafio
producido, pero generalmente mueren
via apoptosis. Esto sugiere que las
toxinas quizas disparen una sefial
especifica que induce la apoptosis; o
bien permiten el ingreso al citosol de
moléculas que modifican funciones
celulares que desencadenan la via
apoptotica. Existen algunas toxinas
formadoras de poro que inducen la
produccion de citoquinas,
aparentemente sin relacion con la
formacion del poro.

Se describen dos subgrupos
importantes, dentro de las toxinas
formadoras de poro: a) RTX de
bacterias Gram negativas y b)
citolisinas tiol activadas que se unen por
colesterol, de bacterias Gram positivas,
como por ejemplo cereolisina O
producida por Bacillus cereus. Las

pertenecientes al subgrupo a) poseen
una estructura comun que incluye una
serie de nonapéptidos ricos en glicina.
La cantidad de estas estructuras
repetidas varia segun la toxina pero en
todas estan involucradas en sitios de
uni6n dependientes de Ca*? (Welch,
2001). Son secretadas al el medio de
cultivo y localizadas sobre la superficie
de la célula blanco para formar los
poros. Las pertenecientes al subgrupo b)
interactuan con el colesterol de las
membranas citoplasmadticas formando
poros. También inhiben la funcién de
las células B, inducen la liberacién de
citoquinas y estimulan la transduccidon
de sefiales (liberacidn de inositol
fosfatasa). Ejemplos conocidos de estas
toxinas son la estreptolisina O, la
cereolisina O, la perfringolisina O y la
listeriolisina O.
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Dentro de las toxinas que actian en
el citosol, hallamos las de tipo A/B y las
que ingresan por mecanismo de
secrecidn tipo 111

3. Las toxinas de tipo A/B, dafian las
células por varios mecanismos
enzimaticos, como resultado de la
inactivacion de los procesos esenciales
de la funcién celular.

La accidn de estas toxinas implica la
unidn inicial de la molécula de toxina a
la superficie celular, seguido por una
endocitosis y translocacion dentro del
citosol a través de las vesiculas
endociticas. Las toxinas poseen dos
dominios, A y B, que pueden ser dos
proteinas distintas o dos regiones de una
cadena polipeptidica. El dominio A es
la parte cataliticamente activa que actiia
dentro del citosol, y el dominio B es la
parte que se une al receptor superficial
de membrana y provoca la translocacion
de la toxina a través de la membrana.
Dentro del citosol ocurre una activacion
y el fragmento A adquiere actividad
enzimatica como ADP-
ribosiltransferasa, adenilatociclasa,
metaloproteinasa, ribonucleasa,
glucosyl-transferasa o deaminasa,
dependiendo de la naturaleza de la
toxina. Las toxinas tetanica, diftérica y
botulinica pertenecen al grupo en que el
componente A es secretado
directamente al citosol desde el
endosoma. Cuando el componente A es
transportado al aparato de Golgi y al
reticulo endoplasmico, para luego ser
liberado al citosol estamos ante toxinas
como de colérica y Shiga-toxina.

4. Toxinas que ingresan mediante el
sistema de secrecidn tipo lll. Este
sistema consiste en un complejo que
atraviesa la membrana bacteriana a
través del cual la bacteria puede
inyectar las proteinas, intactas,
directamente dentro del citoplasma de
las células eucarioticas (Plano, 2001;
Salyers and Whitt, 2002°%). La secrecion

es dependiente de contacto y esta
asociada a un ambiente de bajo
contenido de calcio (Salyers and Whitt,
2002%). ,

Los componentes del sistema
incluyen: generador de energia,
moléculas efectoras que inducen
cambios en algunas funciones de la
célula hospedador, chaperonas
citoplasmaticas, proteinas
citoplasmaticas y de la membrana
externa involucradas en el transporte de
las moléculas efectoras y proteinas
regulatorias. Este sistema esta
generalmente codificado en las islas de
patogénesis, que son regiones del
genoma que contiene genes de
virulencia que presentan transferencia
horizontal entre diferentes especies e
incluso géneros (Hacker and Koper,
1999; Henderson et al., 1999°).

La presencia de esta via ha sido
demostrada, por ejemplo, en Yersinia
spp. (Cowan et al., 2000), Salmonella
spp., Shigella spp., Escherichia coli
enteropatégena (EPEC) (Finlay and
Falkow, 1997).

Las bacterias Gram negativas
poseen otros sistemas de secrecion,
quizas por el hecho de que para enviar
sus productos al exterior deben sortear
la barrera que significa la membrana
externa. Ellos son, ademas del sistema
de secrecion tipo III, los sistemas de
secrecion tipo I, I, IV y V (Salyers and
Whitt, 2002°; Schesser et al., 2000).

El sistema de secrecion tipo I es
especifico para ciertas proteinas y esta
ubicado tanto en la membrana interna
como externa de las bacterias Gram
negativas. Secreta proteinas al medio
extracelular sin un paso intermedio en el
espacio peripldsmico. Consta de tres
proteinas: una ATPasa que provee la
energia para la formacion del poro y el
transporte de las proteinas a través de la
membrana, una proteina que expande el
espacio periplasmico que conecta la
membrana citoplasmatica y la
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membrana externa, y una proteina en la
membrana externa. Al igual que en el
sistema de secrecion tipo II1, las
proteinas se transportan intactas. Un
ejemplo de proteina transportada
mediante este sistema es la a-
hemolisina de E. coli (Schesser et al.,
2000).

El sistema de secrecion tipo II esta
compuesto por 12 a 14 proteinas,
denominadas secretinas que se hallan en
la membrana externa y forman poros.
Otros componentes se hallan en la
membrana citoplasmaética. Un ejemplo
es el sistema Xcp de P. aeruginosa que
exporta la exotoxina A y otras proteinas
(Sandkvist, 2001).

El sistema de secrecion tipo IV
forma una estructura en el espacio
periplasmico y alcanza las dos
membranas (Christie, 2001). Este
sistema tiene la particularidad de que
ademas de transferir proteinas puede
transportar ADN complejado con éstas
tanto entre bacterias como entre
bacterias y células eucaridticas
(Schesser et al., 2000). Y al igual que el
sistema de secrecién tipo III, puede
transferirlas directamente al interior de
las células del hospedador.

El sistema de secrecion tipo V es
similar al de tipo II, pero se diferencia
en el transporte de las proteinas a través
de la membrana externa. En este
sistema las proteinas se autotransportan

y la fraccién C terminal es removida
enziméticamente luego de que las
proteinas son liberadas al exterior de la
membrana externa. Entre las proteinas
secretadas por este sistema se encuentra
la IgA proteasa de Neisseria
gonorrhoeae.

Tanto en el sistema II como el sistema
V la fraccion N terminal y el dominio
hidrofébico permiten el reconocimiento
de la proteina a ser transportada y el
sistema de secrecion localizado en la
cara citoplasmaética de la membrana
interna. (Schesser et al., 2000).

Las bacterias Gram positivas
poseerian un sistema de secrecion que
podria ser el equivalente al sistema de
secrecion tipo IIT de los gérmenes Gram
negativos. Este sistema fue descripto
para Streptococcus pyogenes, donde se
propuso un modelo por el cual este
microorganismo translocaria un efector
(SPN: S. pyogenes NAD-
glicohidrolasa) a la célula del
hospedador a través del poro formado
en la membrana de la célula eucariética
por la estreptolisina O (SLO), una
citolisina dependiente de colesterol.
Este sistema de translocacion requiere
la adhesidn previa de la bacteria a la
célula del hospedador y para producir el
efecto citotoxico son necesarios tanto el
efector, SPN, como la SLO (Madden et
al., 2001)

1. 3. B. ADHESION

Otro de los eventos importantes en
las infecciones intestinales es la
adherencia de los microorganismos a las
células epiteliales (Henderson et al.,
1999%). Muchas veces la adhesion es
fundamental para la colonizacién del
tejido y eventualmente, para la invasion,
diseminacion, distribucién de toxinas y
para explicar los dafios en la célula
hospedadora que no estan asociados a
factores extracelulares.

El proceso de adhesion esta
compuesto por una serie de etapas o
factores que incluyen presentacion,
orientacion, accesibilidad a los
receptores del hospedador y de las
bacterias. Para ello hay ciertas facetas a
tener en cuenta: las fuerzas fisico —
quimicas involucradas, la especificidad
de los procesos de union, los efectos
sobre la célula del hospedador, los
eventos post-adhesion y los efectos
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sobre la bacterias (Henderson et al.,
19999,

En cuanto a las fuerzas
involucradas, las bacterias solo se
adhieren a superficies complementarias,
mediante interacciones idnicas o
coulombicas, por medio de puentes de
hidrégeno (Pool-Zobel et al., 1993), por
uniones hidrofébicas (Duncan-Hewit,
1990) o por medio de complejos de
coordinacion que involucran iones
metalicos multivalentes.

En algunos casos la adhesion es
especifica: el receptor de la célula del
hospedador reconoce al ligando de la
superficie bacteriana como una
estructura complementaria y forman una
union fuerte, que puede ser inhibida por
otras moléculas con idénticos sitios
receptores. En contraste es mucho
menos especifica en el caso de bacterias
hidrofébicas que pueden unirse a
moléculas hidrofébicas tanto del
hospedador como de superficies
inanimadas. (Busscher and Weerkamp,
1989).

Una amplia variedad de moléculas
pueden funcionar como receptores:
proteinas, polisacaridos, fosfolipidos,
moléculas de la matriz extracelular
glicoproteinas, glicolipidos y los
receptores de citoquinas, hormonas e
inmunoglobulinas (Finlay and Caparon.,
2000).

Las estructuras bacterianas
involucradas en la adhesion pueden ser:
fimbrias (o pili), flagelos, capsula o
capa S, que poseen adhesinas, que son
las moléculas responsables de la
adhesion. También la pared celular
posee moléculas que funcionan como
adhesinas como son el LPS, acidos
lipoteicoicos, acidos teicoicos y
proteinas de la membrana externa
(Henderson et al., 19997). Las lectinas,
ubicadas en los pili, capsula o sobre la
pared bacteriana son responsables de la
adhesion de las bacterias Gram (-),
generalmente, a las células de epitelio
intestinal, faringeo, bucal, tracto

urinario o eritrocitos por su interaccion
con los carbohidratos (Henderson et al.,
1999Y).

La adhesion de ciertas bacterias
afecta a las células del hospedador,
morfolégica y funcionalmente,
desencadenando muchas veces procesos
de apoptosis, reorganizacion del
citoesqueleto, disminucién de la
actividad enzimatica, aumento de
permeabilidad de membrana con
liberacién de fluidos e induccién de
liberacidn de citoquinas. Estos procesos
también pueden ser desencadenados por
toxinas, pero hay ejemplos donde basta
la interaccion directa con la célula
eucariotica para desencadenar
respuestas celulares. Este es el caso, por
ejemplo, de Escherichia coli
enteropatoégena (EPEC) (Goosney et al.,
1999).

Con respecto a la microbiota
intestinal, parece no existir un efecto
sobre la célula del hospedador, ya que
no provoca un efecto biolégico
aparente. La adhesion de
microorganismos comensales de
epitelio implica un mutuo
reconocimiento y aparentemente una
indiferencia de ambas partes; sin
embargo las bacterias de la microbiota
intestinal regulan la produccion de
moléculas antimicrobianas y la
liberacion de citoquinas de las células
epiteliales (Salyers and Whitt, 2002°).

La interaccion hospedador —
bacteria, también afecta a esta Gltima en
su estructura y funcién, ya que puede
estimular el crecimiento, inducir
estructuras adhesivas o promover la
secrecion de proteinas necesarias para la
invasion.

El estudio de la adhesion de
microorganismos utiliza diferentes
aproximaciones, que van desde el
empleo de superficies modelo, como
una interfase hidrocarburo — agua hasta
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sistemas in vivo. El avance en las
técnicas de estudio permitira
profundizar los conocimientos de los
mecanismos involucrados en la
interaccion hospedador - patégeno.
Entre las técnicas empleadas para la
cuantificacion de la capacidad de

adhesion de los microorganismos se
encuentran la microscopia electronica,
inmunoblotting, ensayo de ELISA,
marcacion fluorescente, medida de
metabolitos, marcacion radioactiva,
recuento microscopico y recuento de
microorganismos viables, entre otros.

I. 3. C. INVASION

Las bacterias patogenas capaces de
invadir las células eucariéticas no
fagociticas, previamente se adhieren a
ellas y desencadenan una serie de
sefiales que llevan a su internalizacion.
La invasidn de las células epiteliales es
el primer paso en el comienzo de
muchas infecciones.

La mayoria de las bacterias
invasivas acceden al interior celular por
induccion de rearreglos del
citoesqueleto. Ejemplos de bacterias que
utilizan este mecanismo son Yersinia
spp., Listeria monocytogenes,
Salmonella spp. y Shigella spp.
(Salyers and Whitt, 2002).

Todas las células eucaridticas
pueden cambiar su forma y permiten el
movimiento de las organelas y otras
estructuras, ya que poseen una red de
proteinas a través del citoplasma que
conocemos como citoesqueleto.
Ademas, el citoesqueleto, se halla
involucrado en los procesos de mitosis y
citoquinesis.

Los principales componentes del
citoesqueleto son: microtubulos,
filamentos intermedios y filamentos de
actina (microfilamentos) (Henderson et
al., 1999%).

Los microtubulos, formados por una
unica proteina globular, llamada
tubulina, permiten el movimiento de las
organelas y la citoquinesis (Henderson
et al., 1999%).

Los filamentos intermedios se
denominan asi, justamente porque su

diametro (10 nm) es intermedio entre el
diametro de los filamentos de actina (6
nm) y el de los microtibulos (23 nm).
Su principal funcién es permitir a la
célula resistir el estrés mecanico que se
produce durante la elongacion; esto lo
puede realizar por la gran fuerza de
tension que poseen estas proteinas
(Henderson et al., 1999°).

Los filamentos de actina son necesarios
para la locomocion celular, la
fagocitosis y la division celular. Se
hallan en alta concentracion en la
periferia de las células y determinan la
forma que éstas pueden tener. Estas
proteinas producen estructuras
celulares, como por ejemplo las
microvellosidades (Figura 2). Estas
estructuras estan involucradas en la
absorcién y en la interaccion con
microorganismos. Los haces de actina
se hallan unidos entre si por vilina, y a
la membrana plasmaética por estructuras
formadas por miosina I y calmodulina
(Henderson et al., 1999).

En una fotografia de microscopia de
fluorescencia pueden observarse las
zonas con fluorescencia verde que
identifican la actina distribuida en el
ribete en cepillo (Figura 3). En una
microscopia confocal de las células
epiteliales podremos observar la
continuidad de la red de actina en el
ribete en cepillo (Figura 4-A). En una
muestra, donde se halla alterada la red
de actina esta pierde continuidad
(Figura 4-B)
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Figura 2: Esquema de una célula epitelial con sus microvellosidades
(izquierda) y en detalle la estructura de una microvellosidad (derecha). Los
filamentos de actina se hallan unidos entre si por proteinas llamadas vilina y a
la membrana plasmatica por estructuras que contienen de miosina 1 y
calmodulina. (Adaptado de Henderson et al, 1999%)
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Figura 4: Integracion de imagenes de microscopia confocal mostrando un
plano lateral de células Caco-2. A: Células control. B: Células con la red

de actina alterada.
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La importancia de la actina del
citoesqueleto para las células
eucaridticas, y su participacion en una
amplia variedad de vias de
sefializacion, constituyen un blanco para
las bacterias patdgenas, quienes
producen una serie de cambios en el
citoesqueleto para su propio beneficio.

Dentro de los cambios que producen
las bacterias en el citoesqueleto para
favorecer su internalizacion, se han
descripto dos modelos: “zipper” y
“trigger” (McCallum and Theriot,
2000).

El primer modelo (zipper) es el
descripto para Listeria monocytogenes,
Yersinia pseudotuberculosis y Yersinia
enterocolitica. Se produce un aumento
de receptores en la interfase célula
hospedador-bacteria y transduccion de
sefiales lo que induce rearreglos en el
citoesqueleto que permite la formacién
de una vacuola que encierra a la
bacteria. Durante los primeros minutos,
la célula hospedador todavia exhibe un
aspecto normal y luego puede sufrir
profundas modificaciones.

El segundo modelo (trigger) se
ajusta al modo de invasion de
Salmonella y Shigella. El contacto de
las bacterias con la célula epitelial
implica la aparicion de sitios focales de
adhesion e induce un aparato de
secrecion (tipo II1) que permite el
ingreso de efectores (proteinas) que
inducen rearreglos en la red de actina
formando extensiones llamadas
pseuddpodos, que envuelven a la
bacteria y la internalizan en un
fagosoma.

Existen otras bacterias que utilizan
los microtibulos, como Campylobacter
Jjejuni, Porphyromonas gingivalis y
Klebsiella pneumoniae. (Henderson et
al., 1999°).

Para poder averiguar que proteina
del citoesqueleto se halla comprometida
en la invasion, se usan inhibidores de la

polimerizacion de los microfilamentos,
como la citocalasina, y de los
microtabulos, como la colchicina
(Henderson et al., 1999°).

Tal como ocurre con la adhesidn, la
invasion afecta a la célula hospedadora
y a las bacterias.

Los cambios en las células del
hospedador pueden ser desde apenas
perceptibles hasta la muerte celular. En
este amplio rango, hay efectos
intermedios que pueden ser transitorios,
o duraderos, dependiendo de la bacteria
invasiva. Algunos de los efectos pueden
ser liberacion de citoquinas, liberacion
de prostaglandinas y efecto sobre la
expresion de receptores.

Las células que responden mediante
liberacion de citoquinas, pueden activar
las defensas del hospedador o bien
beneficiar al patégeno, ya que la
superproduccion de estos mediadores de
la inflamacion puede derivar en
consecuencias adversas para el
hospedador.

La diarrea puede ser considerada
como un mecanismo de defensa del
hospedador, ya que es una manera de
expulsar los microorganismos del
intestino. Esta respuesta a la infeccion
es regulada por las prostaglandinas
(PG), como la PGE,, que son
reguladores de la secrecion
gastrointestinal muy importantes, por su
capacidad de inducir la secrecion de
agua y electrolitos desde las células de
la mucosa a la luz intestinal. Las
prostaglandinas derivan de la
prostaglandina H, que a su vez es
producida por la acciéon de la
ciclooxigenasa (COX) sobre el 4cido
araquidonico, un fosfolipido de
membrana. La actividad COX es el
producto de dos genes: uno constitutivo,
COX Iy otro inducible, COX II. Los
microorganismos invasivos, como
Yersinia enterocolitica 'y Shigella
dysenteriae aumentan la expresion de

11
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COX Il y la secrecion de PGE, y PGF,a
(Henderson et al., 1999°).

Si consideramos la muerte celular
como el maximo efecto que puede
producir una bacteria, esta puede ser
mediante necrosis o apoptosis.

La apoptosis, conocida como muerte
celular programada, es un proceso
natural por el cual se controla el nimero
de células. Al contrario de la necrosis,
la apoptosis es regulada por procesos
que involucran la activa participacion
de la célula y es controlada por
complejas vias de transduccion de
sefiales que estan mediadas por
proteinas llamadas caspasas. Se
caracterizada por una serie de cambios
como son la pérdida de la asimetria y
uniones de membrana, condensacién de
la cromatina, fragmentacion del ADN
cromosomal y una disminucion del
tamafio celular (Gavrieli et al., 1992;
Gorczyca et al., 1993)

Uno de los eventos tempranos de la
apoptosis es la traslocacion de la
fosfatidilserina de membrana desde el
interior de la célula hacia el exterior,
quedando expuesta al medio
extracelular. Una de las maneras de

poder observar este fendmeno es con
anexina V, una proteina con afinidad
por los fosfolipidos, en especial la
fosfatidilserina (PS). Si se utiliza
Anexina V conjugada con algin
fluoréforo, como FITC, permite la
observacion de este fendmeno por
microscopia de fluorescencia (Vermes,
et al., 1995).

La Anexina V se usa junto con un
colorante como el ioduro de propidio,
que tifie los nucleos de las células. Este
ultimo colorante va a poder trasponer la
membrana plasmatica cuando ésta haya
perdido su integridad, hecho que ocurre
en los estadios tardios de la apoptosis o
durante la necrosis. De esta manera al
observar las muestras al microscopio de
fluorescencia (Figura 5), se ven las
células necroéticas con el nucleo tefiido
de naranja (Figura 5-B), las células
apoptoticas se observaran de color
verde (Figura 5-C), y pueden observarse
células con doble marcado que también
serian necréticas (Figura 5-D). Las
células negativas para ambos
marcadores corresponden a células
viables (Figura 5-A).

g

Figura 5: Distintos ejemplos de monocapas de células Caco-2
tefiidas con Anexina V y Ioduro de propidio para diferenciar

distintas vias de muerte celular. Control (A), células necroticas
(B), células apoptéticas (C) y células necroticas pero con doble

marcado (D)
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La muerte de la célula por
cualquiera de las dos vias puede ser
considerado como una estrategia de
defensa ya que el microorganismo
invasivo pierde su ambiente de
crecimiento.

La bacteria, luego de invadir, debe
sobrevivir y crecer. Para ello puede
permanecer dentro de una vacuola, o
salir de ella y permanecer en el
citoplasma o bien salir de la célula y
mantener una existencia extracelular.

Cualquiera sea el camino que elija
debera adaptarse al nuevo ambiente.
Esto lo logra mediante la regulacion de
sistemas que responden a parametros
como: temperatura, pH, osmolaridad,
concentracion de oxigeno, CO; y
moléculas antibacterianas.

La gran mayoria de los
conocimientos que hoy tenemos de la
invasion bateriana a células eucarioticas
se han obtenido a partir de estudios en
modelos animales y células en cultivo.

I. 3. D. MODELOS DE ESTUDIO

Cada sistema de estudio utilizado
tiene sus ventajas y desventajas.

Los modelos animales tienen la
ventaja que presentan la situacion in
Vivo y se usan animales tales como el
raton, rata o conejo que son faciles de
manejar. Pero las desventajas son que
su fisiologia puede diferir de la del
hombre o animal blanco de la infeccion
en la naturaleza, la patofisiologia puede
ser distinta y los animales usados para
los estudios pueden no ser susceptibles
a las mismas cepas responsables de las
infecciones en el hospedador natural
(Henderson et al., 1999%).

Muchos de estos inconvenientes
pueden ser solucionados a partir de la
biotecnologia que es capaz de producir
animales con algunas caracteristicas
particulares.

En lo que se refiere al cultivo de
células eucarioticas, permiten los
estudios de invasidn a nivel celular y
molecular. La desventaja que presentan
es que, en algunos casos, las células no
estan polarizadas y por lo tanto no hay
diferencias entre los polos apical y
basolateral; ademas las condiciones de
crecimiento difieren de las halladas in
vivo, afectando la expresion de genes.

Sin embargo, aunque los cultivos de
células no reproducen en su totalidad
los procesos in vivo, constituyen una

excelente aproximacion experimental
para los estudios de infeccion.

También se ha avanzado en el uso
de los cultivos de células con relevancia
fenotipica para el patégeno, como es el
caso de las células derivadas del
intestino como modelos para patogenos
intestinales.

La linea Caco-2 (ATCC HTB-37),
constituye un buen modelo para el
estudio de las interacciones entre
células de epitelio intestinal humano y
bacterias entéricas, ya sean patégenas o
no (Fogh and Orfeo, 1977; Bernet-
Camard et al., 1996; Bibiloni et al.,
1999; Burns et al., 2001). Estas células
exhiben un patrdén de diferenciacion
estructural y funcional caracteristico de
los enterocitos naturales como por
ejemplo ribete en cepillo, uniones
estrechas funcionales y alto nivel de
enzimas asociadas al ribete en cepillo
como la fosfatasa alcalina, sacarasa
isomaltasa y aminopeptidasa (Pinto et
al., 1983; Chantret et al., 1994). Estas
caracteristicas las adquieren luego de la
confluencia. Esta etapa también se
caracteriza por la presencia de domos,
distribuidos al azar en la monocapa
celular indicando un cambio funcional
en la misma, ya que su formacion se
debe a la secrecion de sustancias a la
zona basolateral.

Un cultivo de células Caco-2 entre
los 2 y 6 dias va a crecer en cluster de

13
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células poligonales y luego, cuando se
halla confluente se caracteriza por dos
patrones de distribucion del ribete en
cepillo: alfombra gruesa (thick carpet
pattern) (Figura 6 A) o como ramilletes
de flores (flower-like pattern), cuyos
extremos parecen juntarse (Figura 6 B).
En el ribete en cepillo se observan las

microvellosidades proyectando
perpendicularmente a la superficie
(Figura 7). En esta foto de microscopia
de transmisién puede observarse la
polarizacion de la células caracterizada
por su asimetria (el ribete en cepillo
solo se localiza en la superficie apical).

Figura 6: Patrones de distribucion de células Caco-2 en confluencia:
alfombra gruesa (thick carpet pattern) (A) o como ramilletes de flores
(flower-like pattern) (B). Las barras indican tamafio.

Figura 7: Microscopia de transmision de
células Caco-2 incubadas en medio DMEM
durante 15 dias a 37°C en 5% CO». La
barra indica tamafio.

1. 4. Bacillus cereus

El grupo Bacillus cereus
(mayormente llamado Bacillus cereus
sensu lato) contiene siete especies muy
relacionadas: Bacillus anthracis,
Bacillus cereus (sensu stricto), Bacillus
thuringiensis, Bacillus mycoides,
Bacillus pseudomycoides, Bacillus

weihenstephannensis y Bacillus medusa
(Bavykin et al., 2004).
Tradicionalmente tres especies,
Bacillus anthracis, Bacillus cereus
(sensu stricto) y Bacillus thuringiensis
se diferenciaban por algunas
caracteristicas fenotipicas y pruebas
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bioquimicas, pero la homogeneidad del
grupo y la transferencia horizontal de
informacién genética hacen muy dificil
la identificacion, ya que ciertos
marcadores como la capacidad
hemolitica, presencia de capsula o
presencia de cristales parasporales estan
codificados en plasmidos (Sergeev et
al., 2005; Helgason et al., 2000;
Cardazzo et al., 2008). Por lo tanto,
cualquier movimiento de este elemento
genético, ya sea la pérdida o adquisicién
del mismo, hace indistinguible las
especies del grupo cereus (Slamti and
Lereclus, 2005). Algunos autores como
Helgason y colaboradores, sostienen
que son una misma especie, siendo B.
cereus la mas antigua de todas
(Helgason et al., 2000)

Microscopicamente Bacillus cereus
(sensu stricto) es un bacilo largo, Gram
positivo agrupado en cadenas o suelto,
movil por flagelos peritricos y
esporulado. Su capacidad de desarrollar
aerGbicamente y la presencia de la
enzima catalasa es lo que distingue a los
miembros de este género de
Clostridium (Schoeni and Wong Lee,
2005)

Crece en un amplio rango de
temperaturas, de 10°C a 50°C. Esporula
rapidamente en condiciones normales y
la germinacidn es altamente
dependiente de adecuadas condiciones
ambientales (Kotiranta et al., 2000).
Bajo condiciones de laboratorio, el
estado inicial de la germinacién del
esporo se produce en un amplio rango
de temperaturas, siendo 30°C la
temperatura optima, -1°C la temperatura
minima y 59°C la temperatura maxima
(Kramer and Gilbert, 1992).

Tanto la forma vegetativa como la
esporulada son frecuentes habitantes de
un amplio rango de ambientes. Dado
que no posee requerimientos
nutricionales muy complejos es posible
encontrarlos en tierra y arcilla,

sedimentos, cenizas, aguas naturales y
vegetacion. También lo podemos hallar
en varios tipos de alimentos, sobre todo
cereales y derivados, leche, alimentos
secos, especias, productos carneos y
vegetales (Kramer and Gilbert, 1992).
B cereus es habitante de la flora
intestinal de muchos invertebrados, y el
estado natural en ese hébitat pareceria
ser la forma filamentosa,
denominandose “estado intestinal”. Se
podrian suponer dos ciclos de vida: en
uno coexistirian en una relacion
simbidtica B. cereus con su hospedador
invertebrado; en segundo ciclo, no tan
frecuente, se produciria cuando las
bacterias comenzaran a multiplicarse
rapidamente e infectaria a su
hospedador (tanto vertebrados como
invertebrados) (Jensen et al., 2003).
Algunas cepas serian capaces de realizar
el ciclo completo en el hospedador
invertebrado, ya sea como patégeno o
como parte de la flora intestinal
(Stenfors Arnesen et al, 2008)

Los esporos son importantes para la
diseminacion de los bacilos y la
resistencia que ofrecen al calor y a los
rayos gamma constituyen un grave
problema para la industria alimentaria
por la contaminacioén que provocan en
sus productos, ya que por sus
propiedades hidrofébicas son capaces
de adherirse a distintas superficies
inanimadas, muy comunes en las lineas
de produccion (Husmark and Ronner,
1990; Wiencek et al., 1991). Ademas la
formacién de biofilm protege a los
esporos y formas vegetativas de la
accion de agentes desinfectantes
(Stenfors Arnesen et al., 2008)

El estudio de Bacillus cereus
adquiere importancia por estar
implicado en patologias intestinales:
cuadro emético y diarreico, y
extraintestinales, como endoftalmitis
(Beecher and Wong, 1994%),

endocarditis, osteomicelitis, infeccones
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en la cavidad oral (Kotiranta et al,
1998), septicemias, peritonitis y
meningitis (Rowan et al., 2001).

En las infecciones oculares
(endoftalmitis) este microorganismo es
capaz de producir desprendimiento de
la retina y necrosis, provocando una
pérdida de la vision permanente
(Beecher et.al., 1995).

Si bien las infecciones no intestinales se
han producido también en pacientes
sanos, mayormente han sido afectados
los pacientes inmunocomprometidos,
adictos o pacientes en convalecencia de
una cirugia (Rasko et.al, 2005; Slamti
and Lereclus, 2005; Schoeni and Wong
Lee, 2005).

En lo que respecta a los
toxoinfecciones intestinales, el
sindrome emético es asociado con el
consumo de alimentos como el arroz, en
la mayoria de los casos, pero otros
alimentos también estan asociados a
esta patologia, como leche y sus
derivados, pastas y férmulas infantiles
(Szabo, R. et al, 1991). Es producido
por una toxina preformada,
dodecadepsipéptido ciclico de un peso
molecular de 1.2 kDa que se denomina
cereulide y que esta estrechamente
relacionado a la valinomicina (Agata et
al., 1995%). Es una mitocondriotoxina
(Haggblom et al., 2002) producida
durante la fase estacionaria de
crecimiento y resistente a inactivacion
por calor, tripsina, pepsina o pH
extremos y de baja solubilidad en
soluciones acuosas (Kramer and
Gilbert, 1992; Notermans and Batt,
1998). Es capaz de inhibir las células
NK del sistema inmune (Paananen et
al., 2002).

La cereulide es producida por un
complejo multienzimatico no ribosomal
(NRPS segun sus siglas en inglés:
nonribosomal peptide synthetase) que
en el género Bacillus también sintetisa
otros péptidos como gramicidina,
bacitracina y surfactina (Horwood et al.,

2004). La secuencia del gen (ces) que
codifica la maquinaria enzimatica que
se requiere para la sintesis de cereulide
permitié comprobar que incluye los
genes para la sintesis de NRPS ademas
de genes que codifican enzimas para la
activacion e incorporacion de
mondmeros a la cadena peptidica, y
genes que codifican otras enzimas
(Ehling-Shulz et al., 2005"). Este gen se
encuentra sobre un megapldsmido,
similar a pXO1 de B. anthracis
(Ehling-Shulz et al., 2006).

El cuadro emético se caracteriza por un
proceso rapido de nauseas y vomitos
(ocasionalmente diarrea) que comienzan
0.5 — 6 hs. después de ingerido el
alimento y con una duracion de entre 6
y 24 hs (Stenfors Arnesen et al., 2008)
El pequefio tamaifio y la baja
antigenicidad que tiene la cereulide
dificultan su deteccion por métodos
inmunoquimicos. Para poder evaluar el
titulo de cereulide se utilizan ensayos
bioldgicos en los cuales se mide la
pérdida de movilidad de
espermatozoides de cerdo, ya que la
toxina bloquea la fosforilacion oxidativa
en las mitocondrias (Andersson et al.,
1998b); se determina la vacuolizacién
de las células Hep-2 (Agata et al.,
1995%); o se determina la actividad
deshidrogenasa mitocondrial utilizando
una sal de tetrazolio (MTT) en células
Hep-2 (Finlay et al., 1999). También se
ha desarrollado un ensayo que permite
determinar la concentracion de
cereulide por HPLC y espectroscopia de
masa, que ha demostrado tener buena
correlacion con el método bioldgico
(Haggblom et al., 2002). El
descubrimiento de la secuencia del gen
ces permite utilizar técnicas de
hibridacion como Southern blotting
(Ehling-Shulz et al., 2006) y PCR en
tiempo real (Fricker et al., 2007)

El sindrome diarreico asociado a B.
cereus se produce por la ingestion de
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microorganismos contenidos en
productos lacteos, vegetales o carnes y
la posterior produccion de factores
exocelulares en el intestino delgado
durante la fase exponencial de
crecimiento; tiene periodos de
incubacién de 8 a 16 hs., y se resuelve
entre 12 y 24 hs (Kramer and Gilbert,
1992). La dosis de infeccion se
encuentra entre 10° y 10® células o
esporos, pero dosis de 10° células
también han producido enfermedad
(Kramer and Gilbert, 1992). Aunque la
afeccion es generalmente de curso
benigno, con diarrea acuosa sin
evidencia de invasion de los tejidos o
leucocitos en la materia fecal, puede ser
particularmente severa en nifios de corta
edad y en ancianos (Beecher and Wong,
1994%

La bibliografia da cuenta de la
produccién de algunos factores
extracelulares que podrian estar
relacionados con el sindrome diarreico:
a.fosfolipasa C, con tres tipos de
especificidades diferentes y que
podrian estar asociadas al sindrome
diarreico: fosfatidilinositol,
fosfatidilcolina y esfingomielinasa
(Granum and Nissen, 1993; Beecher
et al., 1995; Beecher and Wong.,
2000)

b.hemolisina BL (HBL): una
enterotoxina tripartita que requiere de
los tres componentes (B, L1 y L2)
para lograr la méaxima actividad
(Beecher and Wong, 1994°; Beecher,
and Wong, 2000)

c.cereolisina O una citolisina tiol
activada que se une a colesterol y es
sensible al calor (Alouf, 2000;
Henderson et al., 1999f)

d.enterotoxina no hemolitica (NHE), un
complejo de 3 subunidades (Lund and
Granum, 1997)

e.enterotoxina FM, una proteina de 45
kDa producida por el gen entFM
localizado en el cromosoma de las
cepas de B. cereus (Asano, 1997).

f. enterotoxina S, es una proteina de 45
kDa codificada en el gen entS con una
identidad en la secuencia de 97% con
entFM. Este gen fue clonado a partir
de una cepa de B. thuringiensis
(Asano, 1997). Resultados posteriores
sugirieron que entFM y entS podrian
ser considerados un unico gen, y que
para su analisis son necesarios, al
menos, dos pares de primers (Ghelardi
et al., 2002).

g.enterotoxina T (bceT) es un
componente simple y con actividad
similar a las hemolisinas BL y NHE
(Agata et al., 1995%)

h.citolisina K (cytK) es una proteina de
34 KDa, necrotica, hemolitica y capaz
de formar poros en una bicapa lipidica
(Fagerlund et al. ,2004). Ademas es
muy téxica para células de epitelio
intestinal humano (Hardy et al., 2001)

i. hemolisina II que no es inhibida por
colesterol y pareceria ser similar a una
toxina letal para ratén de una cepa de
B. cereus aislada de una intoxicaciéon
alimentaria que caus6 vomitos en el
paciente (Shinagawa et al., 1991)

j. hemolisina III (Hly-III) que actaa
mediante la formacion de poros
transmembrana (Baida and Kuzmin,
1996)

k.hemolisina IV (HLy-IV), que muestra
un fuerte efecto sobre la membrana
plasmatica (Beecher and Wong, 2000)

1. proteasas que podrian tener un rol en
las infecciones no intestinales
producidas por B. cereus. (Kotiranta
et al., 2000)

Aislamientos de Bacillus cereus
provenientes de infecciones usualmente
son resistentes a los antibidticos
betalactamicos, incluyendo las
cefalosporinas de tercera generacion
(Drobniewski, 1993). Esto esta
relacionado con la produccién de tres
diferentes formas de betalactamasas:
betalactamasa I, II y III.

17



1L Introduccion

Para determinar la presencia de
alguno de los factores extracelulares
causantes del sindrome diarreico,
existen métodos inmunoquimicos como
el de TECRA y Oxoid. El test de
TECRA determina una proteina de 45
KDa que se corresponde con el
componente NHEA de la enterotoxina
no hemolitica (NHE), y el test de
Oxoid, mediante aglutinacién de
particulas de latex, detecta el
componente L2 de la toxina HBL
(Beecher and Wong Lee, 1994b).

Para estudiar la actividad toxigénica
de aislamientos de Bacillus cereus se
han empleado varios métodos, como por
ejemplo, hemoaglutinacién (Gorina,
1975); métodos inmunoloégicos
(Beecher and Wong, 1994°. Buchanam
and Schultz, 1992; Buchanam and
Schultz, 1994; Day, 1994); ensayos in
vivo (Agata, 19957 Beecher and Wong,
2000); PCR (Méntinen and Lindstrém,
1998); ensayos sobre células
eucaridticas en cultivo (Agata et al.,
1995% Gorina et al., 1975; Jackson,
1993; Lund and Granum, 1997; Mikani
et al., 1994; Szabo et al., 1991; Rowan
et al., 2007; Wijnands et al., 2007;
Virtanen et al., 2008; Moyer et al, 2008)

Asimismo, podrian existir otros
factores no conocidos auin, sugiriendo
algunos autores que la adhesion de los
esporos a los enterocitos podria
desempeifiar un rol en la virulencia
(Andersson et al., 1998%). Sin embargo
la unién de las formas vegetativas al
enterocito podria tener también efecto
biolégico.

Para poder examinar la diversidad
del grupo cereus son necesarios varios
métodos bioquimicos y moleculares,
que se complementen unos con otros,
como puede ser cultivos microbianos,
métodos bioquimicos, inmunoldgicos y
PCR, ya que se deben analizar una gran
cantidad de genes y marcadores

cromosomales para poder caracterizar a
este microorganismo.

La estrecha relacion entre los
miembros del grupo cereus ha sido
establecida a través de técnicas
moleculares como hibridacién de ADN,
por comparacion del fragmento de 16S
ARNTr o del 23S ARNr y por la region
espaciadora 16S-23S ARNr (Rasko et
al., 2005). También se han utilizado
otras técnicas que podrian ayudar a
discriminar entre las especies como el
analisis de la secuencia de los genes
constitutivos (Ko et al., 2004) y de
virulencia (Ehling-Schulz et al. 2005),
RAPD-PCR (Ghelardi et al., 2002) y
ribotipificacion (Grift et. al., 2003)

Con respecto a la tltima técnica
mencionada, el punto critico de este
sistema, sobre todo cuando se trata de
un grupo tan estrechamente relacionado
como el grupo B. cereus, es la decision
de cuéles y cudntas enzimas de
restriccion utilizar (Grift et. al., 2003).

Dado que los miembros del grupo
cereus poseen una similitud mayor del
99% en la secuencia del 16S ARNry
23S ARNTr, la utilizacion del ARNr es
limitada para diferenciar entre las
distintas especies. Entonces una
alternativa seria utilizar los genes de
virulencia. Para ello un grupo de
investigadores han desarrollado un
microarreglo que proveeria un método
especifico para la identificacion, ya que
cada cepa poseeria una distribucién
unica de los factores de virulencia
(Sergeev et al., 2005). La combinacion
de PCR y microarreglos provee
sensibilidad y especificidad, y permite
analizar varios genes de virulencia en
un solo ensayo (Sergeev et al., 2005)

El estudio de B. cereus ha avanzado
notablemente en los ultimos afios, sobre
todo en lo que refiere a la genética del
grupo. Diferentes factores extracelulares
han sido propuestos para explicar la
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virulencia de B. cereus pero, hasta el
presente, los mecanismos de patogenia
no son bien conocidos (Agata et al,
1994; Alouf, 2000; Beecher and Wong,
2000; Beecher and Lee Wong, 1994%;
Lund and Granum, 1997; Stenfors
Arnesen et al., 2008). Ciertos autores
han propuesto que la capacidad de los
esporos de adherirse a los enterocitos
podria constituir un factor de virulencia
adicional (Andersson et al, 1998%)

En la presente tesis se intenta
aportar al conocimiento sobre los
factores relevantes para la virulencia de
B. cereus. Con este objetivo general

planteado, se abordaran los siguientes
objetivos particulares:

1. Determinar la actividad bioldgica de
factores extracelulares de Bacillus
cereus.

2. Establecer los factores relevantes
para la interaccion entre Bacillus cereus
y células de epitelio intestinal humano
en cultivo, y sus efectos.

3. Analizar la correlacion entre la
actividad biolégica y la presencia de
secuencias de genes que codifican
factores de virulencia.
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II. Objetivos

II. 1. OBJETIVO GENERAL

Determinar, in vitro, los factores de virulencia relevantes de Bacillus cereus como
patodgeno intestinal.

II. 2. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Determinar la actividad bioldgica de factores extracelulares de Bacillus cereus.

2. Establecer los factores relevantes para la interaccion entre Bacillus cereus y células
de epitelio intestinal humano en cultivo, y sus efectos.

3. Analizar la correlacion entre la actividad biologica y la presencia de secuencias de
genes que codifican factores de virulencia.
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III. MATERIALES Y METODOS

CEPARIO DE TRABAJO DE Bacillus cereus

El cepario de B. cereus que se
utiliz6 para realizar esta tesis esta
compuesto por cepas aisladas en la

Eastern Regional Research Center,
Microbial Food Safety Research Unit,
Philadelphia, USA, y por la cepa

Catedra de Microbiologia de la Facultad B10502 que fue provista por el

de Ciencias Exactas de la UNLP, por

Laboratorio Central de Salud Publica de

cepas cedidas gentilmente por el Dr. R. la Provincia de Buenos Aires (Tabla 2).

Buchanan y el Dr. F. Schultz (T1, T2,
E2, Watertown y A7) del US

Departament of Agriculture, ARS glicerol al 10%.

Todas estas cepas se conservaron a
— 80°C en caldo BHIG adicionado de

Tabla 2: Origen de las cepas utilizadas en los
ensayos del presente trabajo de tesis

CEPA

ORIGEN

M2
2
3
M845
93
112
113
114
123
124
236
253
273
274
313
M74
B10502
12
18795
ATCC 10876

ATCC 13061

T1

T2

EZ
Watertown

A7

o000 M cC o0 oo o T oo oToooTooTR

(¢

a: Aislada de leche en polvo. Catedra de Microbiologia. Facultad de Cs. Exactas. UNLP.

b: Aislada de leche maternizada. Catedra de Microbiologia. Facultad de Cs. Exactas. UNLP.

c: Aislada de una intoxicacion alimentaria. Cedida gentilmente por el Laboratorio Central

de Salud Publica. Ministerio de Salud de la Pcia. de Buenos Aires.

d: Cepa de referencia ATCC

e: Cedidas gentilmente por el Dr. R. Buchanan y el Dr. F. Schultz del US Departament of
Agriculture, ARS Eastern Regional Research Center, Microbial Food Safety Research Unit,

Philadelphia, USA (Buchanan and Schultz. 1992)
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I11. 1. ESTUDIO DE LOS FACTORES EXTRACELULARES DE Bacillus cereus

OBTENCION DE SOBRENADANTES

Los ensayos para estudiar los
factores extracelulares de B. cereus se
realizaron con sobrenadantes de los
cultivos bacterianos que se incubaron en
las condiciones correspondientes para
cada ensayo.

Antes de obtener los sobrenadantes
los cultivos se neutralizaron con NaOH
5 N. Luego se centrifugaron a 900g
(Rolco, modelo 2636, Argentina)
durante 15 minutos, y los sobrenadantes
se filtraron por membrana de
nitrocelulosa de 0.45um.

IIL 1. A. DETERMINACION DE ENTEROTOXINA

La capacidad toxigénica de los
sobrenadantes de B. cereus se evalud
mediante inmunodeterminacion del
componente NHEA del complejo NHE
(ELISA, TECRA), y se procedi6 de
acuerdo a las especificaciones dadas por
el fabricante.

Los sobrenadantes se obtuvieron a
partir de cultivos en medio BHIG
incubados 16 hs a 32°C con agitacidon.

Los sobrenadantes se guardaron
congelados a —20°C, hasta el momento
de su uso.

IIL. 1. B. EFECTO BIOLOGICO DE LOS SOBRENADANTES

III. 1. B. 1. EFECTO HEMOLITICO

La capacidad hemolitica de las
cepas de B. cereus, se determind
enfrentando los sobrenadantes de las
mismas con glébulos rojos provenientes
de sangre humana. Los sobrenadantes se
obtuvieron a partir de cultivos en medio
BHIG incubados durante 16 hs a 32°C
con agitacién. A continuacion se
describe el procedimiento utilizado.

> Preparacion de la suspensién de
glébulos rojos:

* La sangre se recolecté en EDTA
(1mg/ml de concentracidn final).

= Se centrifugd 5 minutos a 2000 g.

= Se extrajo el plasma y se repuso el
volumen con PBS.

» El procedimiento anterior se repitio
3 veces.

* El paquete globular se resuspendi6
al 4% en PBS.

» Capacidad hemolitica

= En una placa de 96 fosas se
efectuaron diluciones seriadas del
sobrenadante desde 1/2 hasta 1/2000
en BHIG con volumen final de 100
pl y luego se agregaron 50 pl de
suspension de globulos rojos. Se
incluyeron controles de 0% y 100%
de hemdlisis. Este ultimo consistio
en una suspension de glébulos rojos
hecha en agua destilada estéril
(sustituyendo al sobrenadante).

= Seincubo durante 2 hsa 37°C y 16
hs a 4°C.

=  Se efectud la lectura visual y la
determinacion de la densidad dptica
a 540nm.

= El porcentaje de hemolisis se
calculd de la siguiente manera:
(Am/A100%) x 100,
Donde Aym = Absorbancia de la
muestra
Aj00% = Absorbancia del
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control 100% de hemolisis.

Experimentos de proteccion
osmotica

Para determinar el didmetro del poro

producido por las toxinas de B. cereus
en las membranas de los glébulos rojos,
se incubaron muestras de sobrenadantes
de cultivos de 16 hs en BHIG de
porcentaje de hemolisis conocido, con
igual cantidad de soluciones con
diferentes osmoprotectores y glébulos
rojos al 4%, 1 hs a 37°C. Luego se

IIL. 1. B. 2. EFECTO CITOPATICO

>

Determinacion de la integridad de
monocapas de enterocitos
humanos en cultivo mediante
coloracion con cristal violeta

Las monocapas de células Caco-2 se
lavaron 2 veces con PBS.

Los sobrenadantes (diluidos o no) se
incubaron sobre las monocapas a
37°C durante diferentes intervalos
de tiempo.

Transcurrido ese tiempo, se
retiraron los sobrenadantes y las
células que permanecieron
adheridas se fijaron durante 1
minuto con formol al 2% en PBS,
para luego ser coloreadas.

La coloracién se realizé con cristal
violeta (0.13%) durante 20 minutos.
Las células fueron lavadas
exhaustivamente con PBS
(cuidando de no daiiar la
monocapa), y se solubilizd el
colorante con etanol al 50%.

Se midio la absorbancia a 650 nm
Se determind el porcentaje de
desprendimiento:

P (%) = [(Am— Ap)/ (Ac- Ap)] X
100

Donde:

P = Porcentaje de desprendimiento
Anm = Absorbancia de la muestra

determind visualmente la presencia de
hemolisis.

Las soluciones usadas fueron las
siguientes:

Sacarosa: 40 mM

Rafinosa: 40 mM
Polietilenglicol 200: 40mM
Polietilenglicol 400: 40mM
Polietilenglicol 600: 40mM
Polietilenglicol 1000: 33mM
Polientilenglicol 1500: 27.5 mM
Dextrano: 500 mg/L

Ac = Absorbancia del control
(monocapa no expuesta al
sobrenadante)

Ap: Absorbancia del plastico (una
fosa sin monocapa).

> Estabilidad térmica de factores
extracelulares

= El efecto del calentamiento sobre
los sobrenadantes (30 minutos a
100°C) se cuantifico de igual
manera que en el item anterior..

»  Microscopia electrénica de
barrido

Se observo el efecto de los
sobrenadantes sobre las células Caco-2,
ensayando distintas diluciones de los
sobrenadantes y distintos tiempos de
incubacion.

= Las células Caco-2 fueron
cultivadas sobre vidrios en placas de
24 fosas, formando una monocapa.

= Los sobrenadantes se colocaron
sobre las células en distintas
diluciones (4/5, 3/5, 2/5, 1/5,0) a
37°C durante distintos tiempos (20
min. y 1 hs.).
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» Luego se retiraron las muestras y se
lavaron las cé€lulas 3 veces con
PBS.

= Se fijaron con glutaraldehido al
2.5% v/v a 4°C durante 16hs; luego
se deshidrataron con series de
concentraciones crecientes de
etanol, para finalmente efectuarles
punto critico con CO, (Modelo
CP30, Baltec), cubrirlas de una capa
de oro (Jeol FineCoat Sputter JFC-
1100, Jeol Ltd., Akishima Tokio,
Japan) y observarlas al microscopio
(Jeol JISM-T100, Jeol Ltd.,
Akishima Tokio, Japan).

»  Marcacién fluorescente de
citoesqueleto

Para observar el citoesqueleto se
prepararon placas con vidrios de 1 cm’
(Assistent, Kart Hecht KG, Sondhein,
Germany).

La monocapa de células Caco-2 se
traté con los sobrenadantes durante 60
minutos. Luego se efectud la marcacion
fluorescente (Liévin-Le Moal, 2002)
segun el siguiente detalle:

= Se lavaron las células 2 veces con
PBS.

= Se fijaron con p-formaldehido al 3
% durante 15 minutos.

= Las células se lavaron 3 veces con
PBS.

= Se dejaron durante 10 minutos a
temperatura ambiente con PBS-
NH4Cl (50 mM).

=  Se retird la solucion anterior y se
agregd Triton X-100 al 0.2%
durante 4 minutos.

= Se hicieron dos incubaciones a
temperatura ambiente de 10 minutos
con PBS y una con PBS-gelatina al
0.2%.

= Se retir6 todo el liquido y se
agregaron 20 pl de faloidina-FITC
(una dilucion 1/10 en PBS-gelatina

0.2% de una suspension de 5 ug/ml).

Las muestras se incubaron durante

45 minutos a temperatura ambiente
en camara himeda y en la
oscuridad.

Luego las células se lavaron 3 veces
con PBS.

Se efectud una incubacion de 10
minutos a temperatura ambiente con
PBS-gelatina 0.2 %.

Las muestras libres de agua se
montaron en glicerol 50% en PBS
adicionado con 0.1% de azida.
Cada monocapa se observo en el
microscopio de fluorescencia (Leica
DMLB equipado con una cdmara
Leica DC100. Leica Microscopy
Systems Ltd. CH Heerbrugg,
Switzerland).

La coloracidn de bacterias se realizé
de la siguiente manera, luego del
tratamiento con Triton X/100:

Las monocopas fueron incubadas
con anticuerpos monoclonales
contra acidos lipoteicoicos mAbs
113D2b3 y 116A3b3 (Granato, D.;
et al. 1999) diluidos 1:100 en
Albtimina bovina-PBS durante 45
minutos a 22°C.

Se lavaron 3 veces con PBS y se
incubaron con el anticuerpo anti-
ratén marcado con TRITC
(Molecular Probes) que se utilizé
como anticuerpo secundario,
durante 60 minutos en hiclo, y a
continuacion 30 minutos a 37°C.

Se realiz0 la tincién con faloidina-
FITC

Las preparaciones fueron montadas
como se indicé anteriormente.
Cuando fue necesario las muestras
se conservaron en la oscuridad a
4°C hasta su observacion.

Para las observaciones se utilizé un
microscopio confocal (modelo LSM
510 Zeiss), equipado con laser de
argon de 488 nm y laser de helio y
nedn de 543 nm acoplado con un
microscopio Axiovert 100M usando
objetivos de aceite Apochromat
63X/1.40. La integracion de las
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imagenes se efectud usando un
software Zeiss bajo Windows NT.

» Medicion de la actividad
deshidrogenasa mitocondrial

El ensayo se realizé con
sobrenadantes de cepas de B. cereus
sobre la linea celular Caco-2.

= Las células dispuestas en placas de
24 fosas, constituyendo una
monocapa, se lavaron 2 veces con
PBS (termostatizado a temperatura
ambiente).

= Se agrego 0.5 ml de cada muestra a
la fosa correspondiente y se incub6
a 37°C durante 1 hora. Se tomaron
todas las células y se colocaron en
un eppendorf.

= Las células se lavaron 2 veces con
0.5 ml de PBS.

= Seagregd la solucion de bromuro
de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2,1)2,5-
difeniltetrazolio (MTT)
(concentracion final: 0.5 mg/ml en
PBS) y se incubd 4 hs a 37°C.

= Luego se centrifugaron las muestras
a 14000 g por 1 minuto y se extrajo
el color del pellet con 1 ml de HCI
(0.1M en isopropanol) y se leyo la
absorbancia a 550 nm utilizando una
longitud de onda de referencia de
650 nm.

= Se calcul6 el porcentaje de actividad
deshidrogenasa con respecto al
control, usando la siguiente formula:
P= (AM/Ac) x 100
Donde:
Awm: Absorbancia de la muestra
Ac: Absorbancia del control.

» Marcacion de fosfatidilserina de la
membrana citoplasmatica.
Diferenciacion entre apoptosis y
necrosis.

K/

« Tincion con Anexina V

Se colocaron 0.5 ml de sobrenadante
sobre la monocapa de células Caco-
2 lavada 2 veces con PBS.

Se incubd la placa durante lhs a
37°C y luego se lavd dos veces con
binding buffer.

Se colocaron en cada fosa 100 pl de
una dilucién 1/10 de binding buffer
y 5ul de Anexina V (Pharmingen).
Luego de incubar la placa 15
minutos a temperatura ambiente, las
monocapas se lavaron dos veces con
binding buffer y se montaron en
glicerol 50%.

Se examinaron por microscopia de
fluorescencia (Leica DMLB
equipado con una camara Leica
DC100. Leica Microscopy Systems
Ltd. CH Heerbrugg, Switzerland).

Tincion con Ioduro de propidio

Se colocaron 0.5 ml de distintas
dosis de sobrenadante de las cepas
ensayadas sobre la monocapa de
células Caco-2 lavada 2 veces con
PBS.

Se incubd la placa durante lhs a
37°C y luego se lavo dos veces con
binding buffer adicionado con 0.2%
de gelatina.

Luego se coloco 100 ul de solucion
de ioduro de propidio (10ug/ml de
binding buffer).

Se incubd 15 minutos en hielo.

Se retir6 el liquido y se montaron en
glicerol 50% (vol/vol).

Se examinaron por microscopia de
fluorescencia (Leica DMLB
equipado con una camara Leica
DC100. Leica Microscopy Systems
Ltd. CH Heerbrugg, Switzerland).
Se calcul6 el porcentaje de necrosis
(PN):

PN=CN x 100/CT

Donde:

CN: células con nucleo tefiido de
naranja por fosa

CT: células totales por fosa.
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s Determinacion de la

concentracion de proteinas en los

sobrenadantes (Bradford, 1976)

»  Las muestras a las cuales se les
determind proteina eran los
sobrenadantes de los cultivos con
los cuales se determiné necrosis
(Ver punto anterior).

= El reactivo para la determinacion de

proteinas contenia 10 mg de
Coomasie Brilliant Blue G-250
disueltos en 5 ml de alcohol. Esta
solucién se mezclo con 10 ml de
acido fosforico 85%, se llevo a
volumen (100 ml) con agua
destilada y se filtro. Luego se

agregd 5 ml de hidréxido de sodio 1

M.

= Se realiz6 una curva de calibracion

con seroalbimina utilizando 5

diluciones de una solucidon stock de
1 mg/ml de tal manera de cubrir el
rango 0.1 mg/ml-1 mg/ml.

En tubo de vidrio se colocaron 20 pl
de muestra y 1 ml de reactivo. Se
mezclo cuidadosamente y se incubd
a Tamb durante 5 min.

Se leyd la absorbancia a 590 nm en
espectofotémetro.

Tanto la curva de calibraciéon como
la medida de las muestras se
realizaron por duplicado.

Se calcul6 la concentracion de
proteinas a partir de la ecuacion de
la recta de la curva de calibracién.

Para cada cepa se graficé el porcentaje
de necrosis en funcién de la
concentracion de proteinas en el
sobrenadante.

IIL. 2. ESTUDIO DE INFECCION DE CELULAS EPITELIALES EN CULTIVO

POR Bacillus cereus

> Infeccion de las células Caco-2

Para las técnicas que se describen a
continuacion, la infeccion de las células

Caco-2 con las cepas de B. cereus se

realizé de la siguiente manera:

= Los cultivos de las cepas se
efectuaron en medio BHIG
incubandolos a 32°C en agitacion
durante 3 hs o 16 hs.

= Luego se centrifugaron a 900 g
durante 10 minutos y se

resuspendieron en medio DMEM

complementado con cloranfenicol
(100 pg/ml).

Se ajusto la Agoonm= 1.

Las monocapas, en placas de 24
fosas, se lavaron 2 veces con PBS
termostatizado a temperatura
ambiente.

Se colocaron las suspensiones
bacterianas sobre las monocapas, a
razén de 1 ml/fosa.

Se incubaron a 37°C en ambiente de
5% de CO, durante 2 hs.

Luego se continué con el ensayo
correspondiente
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II1. 2. A. ASOCIACION DE Bacillus cereus A CELULAS DE EPITELIO

INTESTINAL HUMANO EM CULTIVO

III. 2. A. 1. PUESTA A PUNTO DEL SISTEMA PARA DETERMINAR
ASOCIACION

>

Relacion Aggonmy ufc/ml

Para determinar la relacion de la

absorbancia (Agoonm) Y las unidades
formadoras de colonias (ufc/ml) se
realizaron las curvas de calibracion para
cada cepa a 32°C con agitacion:

III.

Se realizo la curva de crecimiento:
Agoonm VS tiempo y ufc/ml vs
tiempo.

Para la fase de crecimiento
exponencial, se realizo la curva
Asoonm Vs log ufc/ml.

A partir de estas curvas se estima el
recuento a partir de 1a Agoonm
obtenida.

Determinacion de la dosis
bacteriana que desprende la
monocapa de enterocitos en
cultivo

Las cepas se incubaron durante 16
hs en medio BHIG a 32°C.

Se ajustd la Agoonm= 1.

Se efectuaron diluciones de los
cultivos %, Y, '/s, 1/16, l/32 y ez
Todas las muestras se colocaron por
triplicado sobre las células Caco-2
(en placas de 24 fosas) previamente
lavadas 2 veces con PBS.

La placa se incubd a 37°C durante 3
hs en atmoésfera de 5% de CO,.

Las células se lavaron 3 veces con
PBS y fueron tefiidas con el

colorante cristal violeta segun la
técnica descripta en el punto
III.1.B.2.

Determinacion de la CIM de
cloranfenicol en medio DMEM
para cepas de Bacillus cereus

Se utilizaron cultivos en fase
estacionaria temprana (16 hs de
cultivo a 32°C).

En una placa de 24 fosas se hicieron
diluciones seriadas 1/2 de una
solucién de cloranfenicol de 200
pg/ml en DMEM hasta llegar a 12.5
ng/ml. Se colocé un control de
medio DMEM sin antibiético.

A cada fosa se le agregod el mismo
volumen de la suspension
bacteriana, resultando con ello que
las concentraciones de antibidtico
ensayadas fueron de 6.25 pg/ml a
100 pg/ml.

La placa se incub6 durante 3 hs a
37°C en atmosfera de 5% de CO,.
La CIM (Concentracion inhibitoria
minima) de determiné como la
minima concentracién de antibidtico
donde no se observé viraje del
indicador del medio DMEM.

Las muestras fueron sembradas en
agar nutritivo para confirmar el
efecto bacteriostatico.

2. A. 2. CUANTIFICACION DE LA ASOCIACION

Se utilizaron cultivos de 3 hs y de
16 hs de incubacidn.

Se infect6 con una concentracion de
microorganismos estimada mediante
el valor de Agoo nm.

Las placas se incubaron a 37°C en
ambiente de 5% de CO; durante 2
hs o 3 hs (segun correspondiera).
Las monocapas se lavaron 3 veces
con PBS y se agreg6 1 ml de agua
destilada estéril, a razon de 1 ml por
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fosa (este paso se efectia para
provocar la lisis de las células). Las
placas se incubaron durante 1 hs a
37°C.

Se plaquearon diluciones seriadas en
agar nutritivo.

Todas las placas de agar nutritivo
(las del recuento inicial y las del
recuento luego de la infeccion) se
incubaron a 32°C durante 16 hs.
Luego se efectud el recuento de
colonias.

2. A. 3. ESTUDIOS POR MICROSCOPIiA ELECTRONICA

Microscopia de barrido

Se prepararon placas con vidrios de
1 cm? (Assistent, Kart Hecht KG,
Sondhein, Germany) por fosa para
el desarrollo de la monocapa.

Se realizé la infeccidn segun se
indic6 anteriormente. Para ello se
utilizaron cultivos de 3 hs de
incubacion.

Se procedié segin lo descripto en el
punto III. 1. B. 2.

Microscopia de transmision

Las células se crecieron sobre
membranas de colageno de 1 cm’
(MEMBRACEL, Lab. Celina,
Argentina).

Se realiz6 la infeccidn segun se
indico anteriormente utilizando
cultivos de 3 hs de incubacion.
Cada fosa se lavo 3 veces con PBS,
y se f1j6 con glutaraldehido al 2.5%
v/v a 4°C durante 16 hs.

La post-fijacion se realizd con
tetréxido de osmio al 1% durante 1
hora a 4°C y posteriormente, las
muestras se deshidrataron en una
serie creciente de alcoholes y se
incluyeron en resina epoxi.

Como orientacién para la seleccion
de las zonas a observar, se
realizaron cortes finos (2 pm) que se
colorearon con azul de toluidina y se
observaron en el microscopio
optico.

De las zonas seleccionadas se
efectuaron cortes ultrafinos (60 nm)
que se montaron en grillas de cobre.
Se tifieron con acetato de uranilo y
citrato de plomo y fueron
examinados en el microscopio
electronico de transmisién JEM
1200 EX II (Jeol Ltd., Akishima
Tokio, Japan) del Servicio Central
de Microscopia Electronica de la
Facultad de Ciencias Veterinarias,
UNLP.

IIL 2. B. INVASION A CELULAS CACO-2 POR CEPAS DE Bacillus cereus

II1. 2. B. 1. PUESTA A PUNTO DEL SISTEMA PARA DETERMINAR
INVASION

>

Proporcion de microorganismos
esporulados en cultives de
Bacillus cereus

Se obtuvieron cultivos en fase
estacionaria de las cepas a ensayar a
32°C

A partir de los cultivos anteriores se
efectuaron cultivos en medio BHIG

y se distribuy6 en 7 tubos para cada
cepa.

Los mismos se incubaron a 32°C
con agitacion y a distintos tiempos
(incluido el tiempo inicial) se
tomaron muestras para efectuar
recuento de viables y recuento de
microorganismos resistentes al
tratamiento térmico.
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= Recuento de microorganismos
viables: el recuento de ufc/ml se
efectud en superficie de agar
nutritivo.

= Recuento de esporos: al retirar el
tubo de la incubacidn se lo coloco
en un bafio de agua a 60°C durante
30 minutos, luego del cual se
efectud el recuento de bacterias
viables en agar nutritivo, en
superficie.

= Las placas de recuento de incubaron
a 32°C durante 16 hs.

> Determinacion de la efectividad
de la dosis de gentamicina

* Los cultivos de 3 hs a 32°C de las
cepas fueron centrifugados a 900 g

durante 10 minutos y luego
resuspendidos en PBS

Las muestras se estandarizaron
mediante medida de la absorbancia
a 600 nm de tal manera de obtener 1
x 10° ufe/ml.

Se efectuaron los recuentos iniciales
de cada cepa en agar nutritivo. Las
placas de agar nutritivo se incubaron
16 hsa 32°C.

Se adicionod gentamicina a las
suspensiones bacterianas de tal
manera de obtener una
concentracion final de 100 pg/ml.
Las muestras del punto anterior se
incubaron 1 hs a 37°C. Luego se
efectuaron los recuentos finales en
placas de agar nutritivo que se
incubaron 16 hs a 32°C.

III. 2. B. 2. CUANTIFICACION DE LA INVASION

= Para estos ensayos se utilizaron
cultivos de 3 hs de incubacion y se
estimo la concentracién de
microorganismos mediante medidas
de Agoonm.

= Se realizo la infeccién como se
indic6 anteriormente.

= Las monocapas se lavaron 3 veces
con PBS.

= A las fosas destinadas a determinar
asociacion (2 fosas por cepa), se les
agrego6 1 ml de agua destilada
estéril; y a las fosas destinadas a
determinar invasion (2 fosas por
cepa) 1 ml de solucidon de
gentamicina de 100 pg/ml de PBS.
La placa se incubd durante 1 hs a
37°C.

= A las fosas destinadas para
determinar asociacion, se les efectud
el recuento en agar nutritivo (AN),
en superficie, luego de lisar las
células eucaridticas con agua
destilada.

= Las fosas que contenian la solucion
de gentamicina se lavaron 3 veces

con PBS y se incubaron durante 1
hs a 37°C con 1 ml de agua destilada
estéril por fosa. Luego se efectud el
recuento de bacterias viables en agar
nutritivo.

Se realizaron los recuentos en
superficie de agar nutritivo de las
soluciones iniciales.

Todas las placas de agar nutritivo se
incubaron a 32°C durante 16 hs.
Determinacién de esporas:
paralelamente al recuento de
bacterias invasivas se tomaron 0.5
ml de las mismas fosas y se
colocaron durante 30 minutos a
60°C. Luego se efectuo el recuento
de bacterias viables, resistentes al
tratamiento térmico.

Con los datos obtenidos se
calcularon las bacterias invasivas.
Se consider6 que la invasion es
positiva cuando el numero de
esporas fué significativamente
inferior al nimero de bacterias
protegidas de la gentamicina.
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IIL 2. B. 3. LOCALIZACION DE LOS MICROORGANISMOS INVASIVOS
POR MICROSCOPIA

>

Microscopia confocal

Se realizé la infeccidon de las células
Caco-2 segun se describi6 en III. 2.
La tincién del citoesqueleto se

efectué como se describe en el
punto IIL. 1 B. 2.

»> Microscopia de transmision

Se realiz6 segtin lo descripto en el punto
III. 2. A. 3.

III. 2. C. FACTORES INVOLUCRADOS EN LA INTERACCION Bacillus
cereus-ENTEROCITO

I1I. 2. C. 1. EFECTO DE LA CONCENTRACION MICROBIANA

III.

Se utilizaron cultivos de 3 hs de
crecimiento de las cepas de B.
cereus.

Se estandarizo la concentracion
bacteriana por medida de la Agoonm ¥
se efectuaron suspensiones de
distinta concentracion en medio
DMEM con cloranfenicol (100

pg/ml).

El ensayo de asociacion se efectud
en c€lulas Caco-2 como se describe
en el punto III. 2. A. 3.

Se efectuaron recuentos en
superficie en agar nutritivo de las
suspensiones bacterianas utilizadas
para la infeccion.

Se graficé el numero de bacterias
agregadas (totales) versus el nimero
de bacterias asociadas.

2. C. 2. HIDROFOBICIDAD SUPERFICIAL

Los cultivos, luego de reactivarse en
caldo BHIG durante 16 hs a 32°C,
se incubaron en caldo BHIG a 32°C
durante 16 hs, con agitacion.

Los cultivos se centrifugaron
durante 1 minuto a 14000 g.

El pellet se resuspendié en 1 ml de
PBS, lavandose 2 veces con PBS

La muestra se coloc6 en tubo de
ensayo y se agregaron 2 ml de
buffer PBS.

Se igualaron todos los cultivos a 0.6
unidades de absorbancia (Asoonm)-

Se colocd, en un tubo conico de
vidrio, 2 ml de la suspension y 0.4
ml de xileno.

Se incub6 a 30°C durante 30
minutos, tapando los tubos con
Parafilm.

Luego se agit6 en vortex 120
segundos y se dejaro reposar 30
minutos para que se separen las
fases.

Se extrajeron 1.4 ml de la fase
inferior y se leyo la Agoonm-

El porcentaje de hidrofobicidad se
calculd usando la siguiente formula:

% H= Ai_—ALX 100

A
Donde:
A;: es la absorbancia de la fase
acuosa antes de la extraccion
Ay es la absorbancia de la fase
acuosa luego de la extraccion.
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III. 2. C. 3. NATURALEZA DE LAS ESTRUCTURAS INVOLUCRADAS EN LA
ASOCIACION

Se utilizaron cultivos de 3 hs de
incubacion.

A las suspensiones bacterianas (con
Asoonm=1) se les efectuaron,
previamente a la incubacion sobre la
monocapa de células Caco-2, los
siguientes tratamientos:

radiacién UV hasta no observar
colonias luego de sembrar 100 ul de
muestra en superficie de agar
nutritivo.

calentamiento en bafio de agua a
100°C durante 30 minutos.

tres lavados con PBS.

preincubacién 60 minutos a 37°C
con tripsina 2.5 mg/ml vy
quimotripsina 2.5 mg/ml. Luego la
enzima se inactivd con 20% de
suero fetal bovino 'y las
suspensiones bacterianas se lavaron
2 veces con PBS.

Se utilizaron cultivos de 3 hs de
incubacion de una cepa invasiva (2)
y otra no invasiva (B10502).

Se ajusto la concentracidén
microbiana a Agponm=2.

El sobrenadante del cultivo de la
cepa 2 se filtré por membrana de
0.45um y se realizaron diluciones

Y.

Las suspensiones bacterianas en
DMEM (Agoonm = 2), se diluyeron Y2
con cada dilucion del sobrenadante
de la cepa 2 de tal manera que todas
las muestras quedaron con Agoonm =
1 aproximadamente.

preincubacion con metaperiodato
50mM durante 30 minutos a Tamp.
Luego se lavaron 2 veces con PBS.
preincubacion con LiCl 5M durante
30 minutos a Tamp.. Luego se lavaron
luego 2 veces con PBS.

Los recuentos de las suspensiones
iniciales y de las bacterias asociadas
a las células epiteliales se efectuaron
mediante el método de Breed
(Meynell and Meynell, 1970): se
colocaron 10 pl de la dilucién
correspondiente en 1 cm? delimitado
en un portaobjetos. Se efectud
tincion con cristal violeta (5
minutos) y se contaron las bacterias
en todos los campos a lo largo del
recorrido de un extremo a otro del
cuadrado mediante microscopia
Optica.

El nimero de bacterias asociadas se
calculé como ufc/ml de suspension.

III. 2. C. 4. EFECTO DE FACTORES EXTRACELULARES SOBRE LA
ASOCIACION

Las muestras de ambas cepas se
colocaron por cuadruplicado sobre
células Caco-2 lavadas previamente
con PBS.

Se incubaron 2 hs a 37°C en
atmosfera de 5% de CO,.

Luego el ensayo se continué como
se describe en el punto III. 2. B. 2.
Se efectuaron recuentos en
superficie en placas de agar
nutritivo para obtener los valores
iniciales de las muestras.

La linealidad fue analizada mediante
el programa InfoStat (InfoStat
2004).

IIL. 2. C. 5. EFECTO DEL CALCIO SOBRE LA ASOCIACION

DMEM sin calcio con y sin agregado de
200 mg/L de CaCl,.

Estos ensayos se efectuaron como se
describe en el punto III. 2. B. 2., pero se
utilizaron 2 medios de infeccion:
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Antes de efectuar el ensayo las medio DMEM sin calcio y preincubadas
células fueron lavadas 2 veces con 1 hs con el mismo medio.

IIL. 2. C. 6. EFECTO DEL TIEMPO DE DIFERENCIACION CELULAR SOBRE
LA ASOCIACION

Estos ensayos se efectuaron como se utilizaron células de distinto tiempo de
describe en el punto III. 2. B. 2 y se cultivo, todas del mismo pasaje.

IIL. 2. D. DETERMINACION DEL DANO CELULAR PRODUCIDO A LAS
CELULAS CACO-2 POR LA INFECCION DE Bacillus cereus.

IIL 2. D. 1. ESTUDIO DEL CITOESQUELETO DE LOS ENTEROCITOS

= Se prepararon placas con vidrios de = Se realizo la tincion del
1 cm? (Assistent, Kart Hecht KG, citoesqueleto como se describe en el
Sondhein, Germany) por fosa para punto I1I. 1. B. 2.
el desarrollo de la monocapa. = También se determind la intensidad

=  Se realiz6 la infeccion de las células del color verde en las imégenes
Caco-2. utilizando el programa Image-Pro

= Se incubaron 30, 60 0 120 minutos a Plus (Media Cybemetics, Silver
37°C en atmosfera de 5% de CO,. Spring, MD, USA).
Para ello se utilizaron 3 placas = Este mismo ensayo también se
diferentes realizd usando el sobrenadante del

= Se lavaron 3 veces con PBS. medio de infeccion libre de

bacterias. Para esto, luego de la

= infeccidn, se extrajo el medio de 0.45 um y se incub¢ durante 2 hs a
cultivo cuidando de no tomar 37°C en 5% de CO; sobre una
células, se filtr6 por membrana de monocapa de 15 dias de incubacidn.

III. 2. D. 2. EFECTO SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR: APOPTOSIS-
NECROSIS

= Se prepararon placas con vidrios de y 100 pg/ml de RNAsa. Se incubo
1 cm? (Assistent, Kart Hecht KG, 15 minutos a temperatura ambiente,
Sondhein, Germany)) por fosa para protegido de la luz.
el desarrollo de la monocapa. = Las muestras se lavaron 3 veces con

= Se realiz6 el ensayo de infeccion. binding buffer y se montaron en

* Las monocapas se lavaron 2 veces portaobjetos sobre glicerol 50 %.
con binding buffer adicionado con = Se observaron en el microscopio de
gelatina al 2 %. fluorescencia (Leica DMLB

* De cada fosa se extrajo todo el equipado con una cadmara Leica
liquido y se agregaron 100 ul de DC100. Leica Microscopy Systems
binging buffer, 5 ul de Anexina V- Ltd. CH Heerbrugg, Switzerland).

FITC, 1 pg/ml de ioduro de propidio
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IIL. 2. E. ESTUDIO DE LA VIAS DE SENALIZACION INVOLUCRADAS EN
LA INFECCION DE CELULAS CACO-2 POR Bacillus cereus

III. 2. E. 1. ESTUDIO DEL CITOESQUELETO DE LAS CELULAS
EPITELIALES LUEGO DE LA INFECCION CON Bacillus cereus EN
PRESENCIA DE INHIBIDORES DE LAS VIAS DE SENALIZACION

= Se prepararon placas con vidrios de (0.009 ug/ml), dantroleno (5.8
1 cm? (Assistent, Kart Hecht KG, ug/ml), wortmanina (0.26 ug/ml),
Sondhein, Germany) por fosa para nocodazol (5.7 ug/ml), U73122 9.3
el desarrollo de la monocapa. ug/ml) y estaurosporina ( 37 ng/ml).

* Los inhibidores usados fueron los = El ensayo se realizé como se
siguientes: genisteina (49.5 ug/ml), describio en el punto III. 1. B. 2.
filipina III ( 14.4 ug/ml), = Las muestras consistian en: cepa,
ciclodextrina (7.3 ug/ml), calfostina cepa + inhibidor, y DMEM solo.

II1. 2. E. 2. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LAS ViAS DE LOS LiPIDOS
FOSFORILADOS SOBRE LA ADHESION-INVASION DE LA CEPA T1

Este ensayo se efectué como se Las muestras consistian en: cepa,
describe en el punto III. 2. B. 2 cepa + wortmanina (concentracion final:
realizando la infeccidn en presencia de 0.26 ug/ml), cepa + U73122
los inhibidores. (concentracion final 9.3 ug/ml) y cepa +

wortmanina + U73122.

1L 2. E. 3. EFECTO DE INHIBIDORES DE LAS ViAS DE SENALIZACION
POR LiPIDOS FOSFORILADOS SOBRE EL DESPRENDIMIENTO DE
ENTEROCITOS LUEGO DE LA INFECCION CON CEPAS DE Bacillus cereus

= Los cultivos se resuspendieron en = Todas estas muestras se colocaron
medio DMEM con cloranfenicol sobre las monocapas, a razon de 1
para obtener muestras de DO: 2, 1.6, ml por fosa.
1.2y0.8. = Laplaca se incubo a 37°C en

= Las células Caco-2 se lavaron dos ambiente de 5% de CO, durante 2
veces con PBS. hs.

= Se ensayaron distintas diluciones de = Luego las monocapas se lavaron 3
la cepa sin inhibidores, las distintas veces con PBS.
diluciones de la cepa + wortmanina = Se efectué coloraciéon de cristal
(0.26 ug/ml) 0 U73122 (9.2 ug/ml) o violeta como se describe en el punto
los dos inhibidores juntos, y DMEM III. 1. B. 2.
solo.

IIL. 3. ANALISIS MULTIVARIADO DE FACTORES DE VIRULENCIA

I11. 3. A. RIBOTIPIFICACION

La ribotipificacién se llevé a cabo Las bacterias fueron crecidas durante 16
siguiendo los métodos standard de un hs a 37°C en agar Tripticasa Soya
equipo automatico RiboPrinter System (Merck).

(Dupont Qualicon, USA) (Bruce, 1996).
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Los procesos automaéticos incluyen
lisis de las células bacterianas y corte
del ADN mediante la endonucleasa de
restriccion EcoRI.

Los fragmentos de ADN fueron
hibridizados con una sonda de ADN de
genes de las subunidades grande y
pequefia de rARN de Escherichia coli.

La calidad de ADN extraido se
controlé mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1% p/v (Invitrogen
Corp., California, USA) usando buffer
TAE 1x y bromuro de etidio (0.5
mg/ml).

El agrupamiento se realiz6 segin el
coeficiente de Dice que se define como
(Priest and Austin, 1993):

IIL. 3. B. PCR

El ADN cromosomal fue obtenido
mediante columnas de purificacién de
ADN (GFX Genomic Blood DNA
Purification Kit, Amersham Biosciences
Corp, New Jersey, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

En todas las cepas se ensayo la
presencia de los genes sph
(esfingomielinasa), bceT
(enterotoxinaT), entF'M (enterotoxina
FM), entS (enterotoxina S), pip/C
(fosfatidilinositol fosfolipasa C) y
componentes de los complejos NHE
(enterotoxina no hemolitica) y HBL
(hemolisina BL). Los primers y
temperaturas de hibridacion se
encuentran en la tabla 3.

Las amplificaciones del ADN se
llevaron a cabo en un equipo de
gradiente Eppendorf Mastercycler
(Eppendorf-Netheler-Hinz GMBH,
Hamburg, Germany). La mezcla de

Sp=_2a

2atb+c
Donde:
Sp: Coeficiente de Dice
a: Numero de resultados positivos en
todas las OTU (unidades taxonémicas
estudiadas).
b: Nimero de resultados no
coincidentes entre las OTU (positivo
para una OTU y negativa para la otra)
c: igual que b pero con los resultados
invertidos.

Con los valores obtenidos se
construyé el dendrograma utilizando el

método del ligamiento promedio
(UPGMA).

reaccidn contenia: buffer PCR, MgCl,
1,5 mM, dNTPs 0,2 mM de cada uno,
Taq DNA polymerase 1U (Invitrogen
Corp.), primers 1 uM de cada uno y 50
ng de ADN en 10 pl de volumen final.
La amplificacién de la PCR se llevd
a cabo bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion a 94°C durante 3 min,
30 ciclos de: desnaturalizacion a 94 °C
durante 30 s, hibridacion de los primers
a la temperatura correspondiente
durante 30 s, y extension del ADN a
72°C durante 30 s. La extension final se
realiz6 a 72°C durante 5 min.
Las amplificaciones fueron analizadas
mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% p/v durante 1 hs a 90V
usando marcador de PM de 100 a 400
bp (productos Bio-Ldégicos, Bernal,
Argentina).
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Tabla 3: Primers y temperaturas de hibridacion utilizados en los estudios de PCR de las cepas

de B. cereus.

Gen Primer

Secuencia del primer (5°- 3°)?

Temperatura de

hibridacion (°C)*

Sph Phl F CGTGCCGATTTAATTGGGGC 58
Ph2 F CAATGTTTTAAACATGGATGCG

BceT  ETF TTACATTACCAGGACGTGCTT 56
ETR TGTTTGTGATTGTAATTCAGG

EntFM ENTAF ATGAAAAAAGTAATTTGCAGG 52
ENTB R TTAGTATGCTTTTGTGTAACC

EnmtS TYI23F GGTTTAGCAGCAGCTTCTGTAGCTGGCG 60
TY125R GTTTCGTTAGATACAGCAGAACCACC

PiplC PCIOSF CGCTATCAATGGACCATGG 57
PC106 R GGACTATTCCATGCTGTACC

Nhed nheA 344S F TACGCTAAGGAGGGGCA 55
nheA 843A R GTTTTTATTGCTTCATCGGCT

NheB NheB 1500 SF CTATCAGCACTTATGGCAG 55
NheB 2269 AR ACTCCTAGCGGTGTTCC

NheC NheC2820SF CGGTAGTGATTGCTGGG 55
NheC 3401 SR CAGCATTCGTACTTGCCAA

HbiA HbIAF AAGCAATGGAATACAATGGG 56
HblA R AGAATCTAAATCATGCCACTGC

HbIB HbIBF AAGCAATGGAATACAATGGG 58
HbIB R : AATATGTCCCAGTACACCCG

HbIC HbICF GATACTAATGTGGCAACTGC 58
HbIC R TTGAGACTGCTGTCTAGTTG

HbID HbID F ACCGGTAACACTATTCTAGC 58
HblD R GAGTCCATATGCTTAGATGC

Referencias:

 Ghelardi et al, 2002; Guinebretiére et al, 2002. F : forward; R : reverse.

I1I. 3. C. RELACION ENTRE ACTIVIDAD BIOLOGICA Y PRESENCIA DE

LOS GENES DE VIRULENCIA

Con los resultados de PCR y
actividad biologica (desprendimiento
celular durante la infeccion y modelo de
desprendimiento celular) se efectud un
analisis biplot.

Los resultados de desprendimiento
celular durante la infeccion se
codificaron de la siguiente manera: 1
para las cepas que producen
desprendimiento y O para las cepas que
no producen desprendimiento. Los

resultados del modelo de
desprendimiento celular por efecto de
los factores extracelulares se
codificaron como 1 para las cepas de
alto desprendimiento celular; 0,5 para
las cepas de bajo desprendimiento
celular; y 0 para las cepas que no
producen desprendimiento.

Para el andlisis de los resultados se
utiliz6 el programa Infostat (InfoStat
2004).
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IV. RESULTADOS
IV. 1. ESTUDIO DE LOS FACTORES EXTRACELULARES DE Bacillus cereus

IV. 1. A. DETERMINACION DE ENTEROTOXINAS

La capacidad toxigénica de cepas de resultado positivo para todas las cepas
B. cereus de este estudio se evalu6 del presente estudio.
mediante ELISA (TECRA) que Al medir la absorbancia resultante
determina el componenete NHEA del luego de efectuar el ensayo (Figura 8)
complejo NHE (Fagerlund et al., 2007) todas las cepas dan un resultado igual o
Las determinaciones realizadas en mayor al control positivo, a excepcion
los sobrenadantes de los cultivos en de las cepas 313 y 93 que dan valores
BHIG en fase estacionaria dieron menores, pero igualmente resultan
positivas
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Figura 8: Absorbancia resultante luego de realizar el test de ELISA
(TECRA) a los sobrenadantes de las cepas de B. cereus
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IV. 1. B. EFECTO BIOLOGICO DE LOS FACTORES EXTRACELULARES DE

Bacillus cereus
IV.1. B 1. EFECTO HEMOLITICO
» Capacidad hemolitica

Los sobrenadantes de las cepas de
B. cereus obtenidos a partir de cultivos
en BHIG luego de 16 hs de incubacién a
32°C, resultaron ser todos hemoliticos
frente a glébulos rojos de origen
humano (100% de hemolisis para todas
las cepas). De hecho una de las
propiedades que definen al grupo B.
cereus y que fue utilizada para la
seleccion de las cepas utilizadas en esta
tesis es su capacidad hemolitica en &gar
sangre.

» Experimentos de proteccion
osmotica

Dado que algunos factores de
virulencia de B. cereus pertenecen al
grupo de las toxinas formadoras de
poro, se quiso estimar el tamafio de poro
producido por estas en las membranas
de los globulos rojos de origen humano.

Para ello se utilizaron soluciones de
distinta osmolaridad que se
corresponden cada una con un
determinado radio de difusion
hidrodindmico. Este se define como el
radio de una esfera rigida no cargada la
cual presenta el mismo comportamiento
hidrodinamico de un soluto en solucién
incluyendo las moléculas de agua de
hidratacién, que al encontrarse
estrechamente unidas al soluto, también
participan en el cambio de la viscosidad
de la solucién (Schultz and Solomon,
1961).

El radio hidrodinamico (Rh) de los
solutos esta dado por la siguiente
ecuacion, que tiene en cuenta la relacién
de viscosidad de Einstein y el tamafio

del soluto, que es muy similar al del
solvente (Schultz and Solomon, 1961;
Scherrer and Gerhardt, 1971;
Armstrong et al., 2004):

1/3

Rh=|3 [n]M (cm)
10N

Donde:

Rh: radio hidrodindmico

n: la viscosidad intrinseca del polimero
en soluciéon (ml/g)

M: peso molecular del polimero
(gr/mol)

N: niimero de Avogadro

Los Rh correspondientes a cada
solucidn son los siguientes: sacarosa,
0.46 nm; PEG 200, 0.56 nm; rafinosa,
0.57 nm; PEG 400, 0.68 nm; PEG 600,
0.80 nm; PEG 1000, 1.00 nm; PEG
1500, 1.2 nm (Scherrer and Gerhardt,
1971).

Luego de incubar el sobrenadante de
la cepa M2 obtenido de cultivos en
BHIG cosechado en fase estacionaria no
hubo proteccion frente a la hemolisis
con ninguno de los compuestos
ensayados (100 % de hemdlisis); las
muestras con los distintos protectores
osmoticos presentaban la misma
hemolisis que la muestra sin
protectores.

Idéntico resultado presenté la misma
cepa, M2, cuando se ensayo la
hemolisis con una solucién de dextrano
(PM: 3.8 10° Da) de 500 mg/L con un
radio de difusion hidrodindmico de 4.5
nm aproximadamente (Scherrer and
Gerhardt, 1971).
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IV. 1. B. 2. EFECTO CITOPATICO

> Efecto sobre la integridad de
monocapas de enterocitos humanos
en cultivo

Los sobrenadantes obtenidos a partir
de cultivos de 16 hs a 32°C de las cepas
de B. cereus que fueron incubados
sobre células de epitelio intestinal
humano de la linea Caco-2 durante 1 hs
a 37°C revelaron una accién citopética
que condujo al desprendimiento celular

(Figura 9). Excepto para las cepas
B10502 y 93, que no produjeron
desprendimiento significativo, en el
resto de las cepas se observo
desprendimiento. El control utilizado
fue medio de cultivo BHIG que no
produce alteraciones en las células. Es
importante sefialar que sobrenadantes
neutralizados de labtobacilos y
bifidobacterias no produjeron
desprendimiento celular.
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Figura 9: Desprendimiento de la monocapa de Caco-2 luego de 1hs de co-incubacion
a 37°C con los sobrenadantes de cultivos de 16 hs de B. cereus. Experimento
representativo de 3 ensayos independientes. Las barras indican la desviacion standard.

El estudio de las curvas de dosis-
respuesta permitio analizar el efecto que
producian diferentes concentraciones de
los sobrenadantes de cultivos de 16 hs
de incubacion de las cepas de B. cereus
sobre el desprendimiento celular. De
este analisis se definieron tres tipos de
curvas: cepas que producen un
desprendimiento total de las células
para al menos dos diluciones seriadas,
por ejemplo la cepa 3 (Figura 10 A),
que fueron denominadas de
“desprendimiento alto”; cepas cuya

capacidad de desprendimiento celular es
dependiente de la dilucidn aun a altas
concentraciones del sobrenadante, como
por ejemplo la cepa T2 (Figura 10 B),
denominadas de “desprendimiento
bajo”; y cepas que no producen
desprendimiento celular, por ejemplo la
cepa B10502 (Figura 10 C). Al analizar
el comportamiento de cada cepa las
mismas se pueden clasificar en alguno
de los tres grupos mencionados
anteriormente (Tabla 4).
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Figura 10: Curvas dosis-respuesta de desprendimiento celular producido por sobrenadantes de B.
cereus de cultivos de 16 hs luego de 1 hs. de incubacion sobre células Caco-2. En el grafico se
muestran ejemplos de los tres modelos encontrados: desprendimiento alto (A), desprendimiento bajo
(B) y sin desprendimiento (C). Experimento representativo de 3 ensayos independientes.

39



IV.1. Resultados

Tabla 4: Modelo de desprendimiento de los
sobrenadantes de cultivos de 16 hs a 32°C de las
cepas de B. cereus luego de 1 hs de incubacién
con células Caco-2. (DA: desprendimiento alto;
DB: desprendimiento bajo; NDp.: no desprende).

CEPAS MODELO DE
DESPRENDIMIENTO
M2 DB
2 DA
3 DA
T2 DB
253 DA
273 DA
ATCC 10876 DA
ATCC 13061 DA
B10502 ND
T1 DA
E2 DA
Watertown DA
113 DA
114 DB
313 DB
124 DA
93 ND
M845 DB
M74 DA

> Estabilidad térmica de los factores extracelulares

El tratamiento térmico afecto la
accidn toxica de los sobrenadantes
sobre la linea Caco-2 para todas las
cepas ensayadas (Figura 11). En el caso
de las cepas M2 la inactivacion fue
parcial ya que si bien el efecto fue
mucho menor que en las muestras sin
tratar, las muestras tratadas
térmicamente produjeron el
desprendimiento de un cierto porcentaje
de células. En cambio para las cepas
113, 2,253,273 y T2 esta inactivacion
parece ser total, ya que en todos los
casos las monocapas se observaban
intactas. Para las cepas 113, 2,273 y T2
se observan valores negativos de
desprendimiento: esto se debe a que se
obtuvieron valores de absorbancia mas

altos que el control, ya que las
monocapas presentaron una mayor
capacidad de retencion del colorante
respecto de la monocapa tratada solo
con BHIG, pero esto no representd una
diferencia significativa respecto al
control (p>0.05).

En este tipo de ensayos, como en
todos los ensayos biolégicos que
emplean células, existe una variabilidad
inter-experimento, lo que a veces resulta
en barras de error muy grandes cuando
se promedian 2 0 mas experimentos.
Este es uno de los motivos por los
cuales, en la mayoria de los graficos se
ha colocado una experimento
representativo de los resultados
obtenidos.
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Figura 11: Efecto del calentamiento (30 minutos a 100°C) sobre la actividad
biolégica de los sobrenadantes de cultivos de 16 hs de incubacion. Experimento
representativo de 3 experimentos independientes. Las barras indican desviacién
standard. *: p<0.05 respecto al control.

Referencias: ] gN s/tratamiento térmico
V7722 SN cltratamiento térmico

» Observacion mediante efectuaron a la misma temperatura que
Microscopia Electronica de en los ensayos de desprendimiento
barrido (MEB) celular pero a tiempos menores para

poder observar la condicién en la que se

Para la cepa M2 se corrobor6 el hallan las células antes de desprenderse.
efecto que producen sus factores Las imagenes demuestran un marcado

extracelulares sobre las células efecto citopatico cuando las células son

mediante la observacién por MEB de tratadas durante 20 minutos con 0.5 ml

diferentes muestras. L.os ensayos se de sobrenadante (Figura 12 A).

Figura 12: Microscopia electronica de barrido, de células Caco-2 tratadas
durante 20 minutos con  sobrenadante de la cepa M2 (A), y con medio de
cultivo BHIG (B). ®e: 1 um
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El control, efectuado coincubando
las monocapas con BHIG, muestra las
tipicas microvellosidades de las células
diferenciadas (Figura 12 B). Esto
contrasta con las células incubadas con
los sobrenadantes de cultivos de la cepa

> Efecto del sobrenadante sobre el
citoesqueleto de las células
eucarioticas

En los ensayos que se llevaron a
cabo para determinar si los factores
extracelulares de B. cereus eran capaces
de alterar de alguna forma el
citoesqueleto, se observé que los
sobrenadantes de los cultivos de 16 hs
de incubacion pueden afectar la red de
actina, ya que provocaron una
desorganizacién de la misma en las
células Caco-2, en relacion al control,
luego de 1 hs de tratamiento (Figura
13). En las células tratadas con BHIG
sin factores bacterianos (Figura 13 A)
puede observarse la monocapa
uniforme, con la F-actina localizada en
los bordes y en la superficie apical,
asociada a las microvellosidades. Otra
particularidad presenta el plano
basolateral de las mismas células
(Figura 13 B) donde se observan las
lineas de stress.

En cambio, en las células tratadas
con los sobrenadantes se observan
ciertas diferencias. Por ejemplo en el
plano apical de las células (Figura 13 C)
puede observarse en algunas de ellas la
falta la fluorescencia caracteristica de la
tincion de la F-actina, lo que resulta en
zonas oscuras. Otro detalle que se
observa es la forma redondeada de
ciertas células; y en aquellas que
conservaron las microvellosidades, éstas
se observan con menor nitidez. La
observacion del plano basolateral de las
mismas células demuestra una
marcacion muy fuerte de la F-actina en
la periferia (Figura 13 D).

M2, donde existen zonas donde las
microvellosidades han desaparecido y
los enterocitos se observan
redondeados. Esta morfologia seria un
estadio previo al desprendimiento
celular.

Cuando observamos otra muestra,
también tratada con sobrenadante
(Figura 13 E) se observan las mismas
caracteristicas descriptas anteriormente,
con las zonas oscuras, sin tincion de la
F-actina y la pérdida de la forma
caracteristica de una célula epitelial.

En la Gltima muestra observada
desde el plano apical, se encuentran
células que tienen disminuido la
concentracién de F-actina y otras donde
se la observa con distribucion normal
(Figura 13 F).

Cuando se analizan iméagenes
obtenidas mediante microscopia
confocal de enterocitos tratados de igual
manera, también se observan células
redondeadas con la parte central oscura,
y los borden intensamente tefiidos
(Figura 14 B). Si bien ambas cepas
provocan dafio (cepas 2 y M2), existe
una diferencia notable en la proporcién
en que lo producen: en el caso de la
cepa M2 (Figura 14 C) el dafio es
menor. El control (Figura 14 A)
presenta las células en una monocapa
uniforme, con la F-actina en los bordes
y en el ribete en cepillo.

El analisis de imé4genes resultantes
de la proyeccion de los planos focales
obtenidas mediante microscopia
confocal, nos permitié confirmar que las
zonas centrales de las células donde no
se observaba fluorescencia verde
correspondia a regiones sin F-actina y
no estaban originadas por problemas de
enfoque en la microscopia de
fluorescencia convencional.

En la galeria de imagenes (Figura
15) donde se observan todos los planos
focales se pudo observar que en el
control (Figura 15 A) la F-actina se
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distribuye en menos planos que en las las células tratadas con el sobrenadante
células tratadas con el sobrenadante de de la cepa 2, la fluorescencia se

la cepa 2 (Figura 15 B). Ademas en el encuentra distribuida en mayor nimero
control se observo la fluorescencia de planos focales que el control. Esto
homogéneamente distribuida en los indicaria una distribucion irregular de la
bordes, en los primeros planos, y en el red de actina lo cual esta de acuerdo con
ribete en cepillo, en los planos tomados lo observado en la Figura 14 que

a mayor distancia desde el polo muestra una proyeccion de planos
basolateral (Figura 15 A). En el caso de focales.

10 um 10 um

Figura 13: Tincion del citoesqueleto de células Caco-2 tratadas con sobrenadantes de cultivos
de B. cereus. Control plano apical (A), control plano basolateral (B), cepa 253 plano apical
(C), cepa 253 plano basolateral (D), cepa 2 plano apical (E), cepa 3 plano apical (F). e—e : 10
um. Experimento representativo de 3 ensayos independientes

Figura 14: Proyeccién de planos focales de microscopia confocal de células Caco-2
tratadas con sobrenadantes de cultivos de B. cereus y luego teflidas con faloidina.
Células incubadas con BHIG (A), células incubadas con sobrenadante de la cepa 2 (B)
y células incubadas con el sobrenadante de la cepa M2 (C). &—e: 10 um

Experimento representativo de 3 ensayos independientes
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Figura 15. Galeria de imagenes de microscopia confocal de células Caco-
2 tratadas con sobrenadante de la cepa 2 de B. cereus (B) y con medio
BHIG (A). La tincion se realizé con faloidina-FITC. Experimento
representativo de 3 experimentos independientes.
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» Actividad deshidrogenasa mitocondrial

La medicion de la actividad de la
deshidrogenasa mitocondrial es
considerada un indicador de la
viabilidad, y en este estudio se utilizé
para cuantificar la accion de los
sobrenadantes sobre las células Caco-2.
El bromuro de 3-(4,5-Dimetilltiazol-2,1)
2,5-difeniltetrazolio (MTT) es una sal
de tetrazolio soluble en agua, amarilla,
que se convierte a formazan, insoluble,
de color plrpura, por efecto de la
actividad deshidrogenasa mitocondrial.

En estos ensayos se utilizaron
sobrenadantes de 16 cepas de B. cereus
obtenidos a partir de cultivos a 32°C en
caldo BHIG en fase estacionaria y
coinubados durante 1hs a 37°C con las
células Caco-2.

Del total de cepas ensayadas, 15
disminuyeron la actividad
deshidrogenasa y solo la cepa T2 no
afect6 el parametro medido (Figura 16).

Las cepas que mas efecto
produjeron sobre la actividad de la
enzima de las células Caco-2
disminuyeron el porcentaje alrededor
del 90% respecto del control como es el
caso de las cepas Watertown, A7,
F45814/70, B4AC-2 y B4AC-1 (Figura
16). Descontando la cepa T2, que como
ya dijimos no afect6 la respuesta
enzimatica (aunque si di6 lugar a
desprendimiento), la cepa que menos
efecto produjo fue la 273 que solo
disminuy®6 la actividad enzimatica un
13%, observandose por lo tanto un 77%
de actividad residual (Figura 16). Para
medir la actividad enzimatica de todas
las células, y no tener el sesgo de medir
solo los enterocitos que no se
desprendian, luego del la incubacion
con los sobrenadantes, se desprendieron
todas las células y se continud el ensayo
con el total de las células.
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Figura 16: Medida del efecto sobre la actividad deshidrogenasa
mitocondrial de las células Caco-2 de la coincubacién con sobrenadantes
de cultivos en BHIG de cepas de B. cereus durante 1 hs a 37°C. Las barras
indican desviacién standard. Experimento representativo de 3 ensayos
independientes.
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Este método también se usé para
determinar el efecto que producia la
coincubacidn de los sobrenadantes de la
cepa M2, con la monocapa de Caco-2,
durante distintos intervalos de tiempo.
De esta manera se pudo observar que la
actividad deshidrogenasa es afectada

600

desde cortos periodos de tiempo,
logrando disminuir la actividad
enzimdtica en un 50% a los 30 minutos
de incubacion. Al cabo de 1 hs la
actividad remanente es un 25% de la
actividad del control (Figura 17).
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Figura 17: Cinética de la actividad deshidrogenasa mitocondrial
de las células Caco-2 con sobrenadantes filtrados de la cepa M2
provenientes de cultivos de 16 hs a 32°C. Las barras indican

» Marcacion de fosfatidilserina de la membrana citoplasmatica. Diferenciacion

entre apoptosis y necrosis

Uno de los eventos tempranos de la
apoptosis es la traslocacion de la
fosfatidilserina desde el interior de la
membrana célular hacia el exterior,
quedando expuesta al medio
extracelular. Una de las maneras de
poder observar este fendémeno es
mediante anexina V, una proteina con
afinidad por los fosfolipidos, en especial
la fosfatidilserina (PS). Si la Anexina V
se halla conjugada con un fluorocromo,

como FITC, permite la observacion de
este fendmeno por microscopia de
fluorescencia (Vermes et al., 1995).

Las células Caco-2 tratadas con
Anexina V-FITC que previamente
fueron incubadas con los sobrenadantes
filtrados de los cultivos de las cepas
M2, T2 y 273 muestran una
fluorescencia verde, indicador de la
unién de la proteina con fosfatidilserina
(Figura 18).
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Figura 18: Teiiido de células Caco2 con Anexina V-FITC. Las células incubadas
por 1hs con BHIG (A), sobrenadante filtrado de la cepa T2 (B), M2 (C) y 273 (D)
Experimento representativo de 3 ensayos independientes. &—e: 10 um

En control tratado con BHIG
(Figura 18 A) muestra la mayoria de las
células sin tincion fluorescente. En
cambio las células tratadas con los
sobrenadantes provenientes de las
distintas cepas: T2 (Figura 18 B), M2
(Figura 18 C) y 273 (Figura 18 D) estan
en su mayoria tefiidas de verde.

Esto podria indicar la induccién de
eventos tempranos relacionados con
vias de apoptosis, o eventos tardios
relacionados con ambas vias, necrosis y
apoptosis, ya que la Anexina V también
se une a la region interna de la
membrana en las etapas tardias de la
necrosis. Como este método no es
suficiente para definir el proceso
seguido por la célula, se tifieron las
células tratadas con ioduro de propidio.

Estos ensayos demostraron que el
sobrenadante de todas las cepas produce
necrosis (Figura 19). El control no
presenta los nucleos tefiidos de naranja
(Figura 18 A). En cambio las 3 cepas
que se muestran poseen su membrana
dafiada lo que permitié el ingreso del
ioduro de propidio: cepa T2 (Figura 19
B), cepa M2 (Figura 19 C) y cepa
B10502 (Figura 19 D).

Al tratar las células con diferentes
dosis de los sobrenadantes, pudo
observarse que el efecto es dependiente
de la cepa (Figura 20). Se muestran
ejemplos del comportamiento que
presentaron las cepas: respuesta lineal
(cepas T2 y 273); y respuesta con rango
de concentraciones de proteinas en el
que no se evidencia necrosis (cepa M2,
253y 114).
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Figura 19: Células Caco-2 tefiidas con ioduro de propidio luego de ser
tratadas con los sobrenadantes de cultivos en BHIG de las cepas T2 (B),
M2 (C) y B 10502 (D). El control (A) se traté con BHIG. Experimento
representativo de 3 ensayos independientes. &—e: 10 um
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Figura 20: Relacion entre la concentracion de proteina agregada con el
sobrenadante y el porcentaje de necrosis, luego de 1 hs de tratamiento, de
las células Caco-2 para cepas de Bacillus cereus cultivadas en medio
BHIG a 32°C durante 16 hs. Las barras indican desviacion standard.
Experimento representativo de 2 ensayos independientes
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IV. DISCUSION

V. 1. ESTUDIO DE LOS FACTORES EXTRACELULARES DE Bacillus cereus

Las bacterias patdgenas pueden
producir efectos sobre las células
eucarioticas, tanto en su anatomia como
funcion, por liberacion de factores
extracelulares y/o por interaccion
directa.

Hay microorganismos de alta
relevancia, en el campo de la salud
humana y la seguridad alimentaria, por
las toxinas que producen. Algunos
ejemplos son E. coli enterotoxigénica
(ETEC) y Vibrio cholerae.

B. cereus secreta una amplia
variedad de toxinas y enzimas que
podrian provocar dafio a las células
eucaridticas. Estas constituyen una gran
proporcion de las proteinas secretadas
por este microorganismo, y entre ellas
se encuentran proteasas, fosfolipasa C,
hemolisinas y otros factores
extracelulares.

Algunos de los factores de B. cereus
implicados en episodios de sindrome
diarreico son la hemolisina BL (HBL),
la enterotoxina no hemolitca (NHE) y la
citotoxina K (CytK) (Beecher and
Macmillan, 1991; Lund and Granum,
1997; Lund et al., 2000).

HBL y NHE son complejos
proteicos de 3 componentes (Beecher
and Macmillan, 1991; Lund and
Granum, 1997). El complejo HBL est4
formado por las proteinas B, L1 y L2
(Beecher et al., 1995) y el complejo
NHE esta formado por las proteinas
NheA, NheB y NheC (Schoeni and
Wong, 2005).

HBL produce un poro en la
membrana de los gldbulos rojos, lo que
determina la lisis del eritrocito. El poro
lo forman los 3 componentes, luego de
unirse cada uno en forma independiente
(Beecher and Wong, 1997).

Recientemente se ha determinado
que el complejo NHE es hemolitico y
que el efecto litico seria también por la

formacion de poros en la membrana
lipidica (Fagerlund et al., 2008). La
denominacion de “no hemolitico” le fue
otorgada en su momento por la baja
capacidad de hemdlisis que tiene si se lo
compara con el complejo HBL
(Stenfors Arnesen et.al., 2008).

La citotoxina K es una toxina
proteica que, ademas de formar poros
en bicapas lipidicas, es citotoxica para
las células Vero y Caco-2. Pertenece al
grupo de las toxinas formadoras de poro
con plegamiento barril 3 cuyos
exponentes mas conocidos son la toxina
o de S. aureus y la toxina C de C.
perfringens (Hardy et al., 2001). Estos
investigadores proponen que la
actividad citotoxica de cytK sobre
Caco-2 se debe a su habilidad de formar
poros; esta capacidad, que la
distinguiria de la toxina C de C.
perfringens (con la que esta
estrechamente relacionada) podria ser
explicada por las diferencias entre la
secuencia de aminoacidos entre ambas
toxinas (Hardy et al., 2001).

Los tres factores descriptos (NHE,
HBL y CytK) se hallan bajo el control
de PIcR, un regulador pleiotrépico,
dependiente de un sistema de quérum-
sensing (Osktad et al., 1999; Slamti and
Lereclus, 2005; Stenfors Arnesen et al.,
2008).

Otros factores citotoxicos de B.
cereus, serian producidos
independientemente del control de PlcR
(Moyer, et al. 2008). Un ejemplo estaria
dado por el factor HlylI (perteneciente
al grupo de las toxinas formadoras de
poro barril 88 ) que se encontraria
regulado por FUR (del inglés: Ferric
Uptake Regulator), y por un regulador
transcripcional, HlyIIR (Budarina et al.,
2004; Stenfors Arnesen et al., 2008).
Las proteasas serian otros de los
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factores independientes de PicR
(Callegan et al., 2003).

Existen reactivos comerciales para
la determinacion de algunos factores
extracelulares de B. cereus que
reaccionan con diferentes moléculas. El
test de Oxoid detecta el componente L,
del complejo HBL que muestra alta
actividad en ensayos de permebilidad
vascular; y el test de TECRA detecta el
componente NHEA del complejo NHE
(Beecher and Wong, 1994b).

El factor termoestable de B. cereus
es la toxina emética que se denomina
cereulide (Agata et al., 1994). Produce
vacuolizacion de las células Int 407,
Hep-2, Vero y MA-104, y redondeo en
las dos primeras lineas (Szabo et al.,
1991). La dosis efectiva de toxina
emética es diferente para cada linea
celular, asi como el tiempo de respuesta
(Szabo et al., 1991). Esta toxina no es
hemolitica (Mikami et al., 1994). Dado
su bajo peso molecular y baja
antigenicidad, los ensayos para
detectarla pueden resultar laboriosos y
complicados. Se ha desarrollado un
método colorimetro que resulta fécil de
realizar, y que utiliza el bromuro de 3-
(4,5-Dimetilltiazol-2,1) 2,5-
difeniltetrazolio (MTT) sal soluble en
agua, amarilla, que se convierte a
formazan, insoluble, de color parpura,
por metabolizacion celular (Finlay et
al., 1999).

Cereulide actiia como un ionéforo
de cationes y en particular de K*, por lo
que es capaz de inhibir la actividad
mitocondrial (Teplova et al., 2006;
Virtanen et al., 2008). Hasta el
momento cereulide es el unico iondéforo
de potasio encontrado en B. cereus
(Virtanen et al., 2008).

La esfingomielinasa seria otro factor
termoestable que ademads posee
actividad hemolitica (Granum, 1994)

En los ensayos que se presentan en
este trabajo de tesis, se ha demostrado
que cuando se tratan las monocapas de
Caco-2 con los sobrenadantes de B.

cereus, se afecta profundamente la
morfologia celular con el consiguiente
desprendimiento de la monocapa
(Figura 9). Este efecto no lo producen
los sobrenadantes filtrados de cepas no
patogenas como Lactobacillus spp. y
Bifidobacterium spp, por lo tanto, si
bien esto no descarta la posibilidad de
que estén actuando factores no
especificos, se podria asegurar que no
es un mecanismo general de dafio que
produciria cualquier sobrenadante
bacteriano.

La accion citopatica se mantuvo
parcialmente en presencia de suero fetal
bovino. Este resultado nos permitiria
descartar a las proteasas como Unicas
responsables del dafio, ya que las
proteinas presentes en el suero
inactivarian su accidn. De la misma
manera podriamos suponer que la
accion de cereolisina O no explicaria el
total del efecto observado. Esta toxina
es una citolosina activada por tiol,
perteneciente al grupo de las toxinas
formadoras de grandes poros, que se
une al colesterol de las membranas
(Rappuoli and Pizza, 2000); en este
caso se uniria al colesterol del suero, lo
que impediria su unidn al colesterol
presente en la membrana de los
enterocitos.

En experimentos de dosis-respuesta,
las cepas mostraron 3 modelos de
desprendimiento (Figura 10). Las cepas
que no desprenden forman un grupo
(NDp), y las cepas que desprenden los
hacen de dos modos diferentes: DA
(desprendimiento alto) y DB
(desprendimiento bajo). Esto podria
tener relacion con la composicion los
factores extracelulares y su
concentracion, inherente a cada cepa y
con un efecto de sinergismo y
cooperativismo. En B. cereus, el nivel
de virulencia observado en diferentes
cepas es muy variable (Stenfors
Armnesen et al., 2008) y los factores
complejos, como HBL necesitan una
relacion determinada entre sus
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componentes para producir su efecto
maximo (Beecher and Wong, 1994%).
Justamente este efecto concertado, es lo
que explica la hemolisis discontinua en
agar sangre que produce este factor
(Beecher and Wong, 1994%).

Otros factores extracelulares
proteicos de B. cereus como Hlyll a
determinadas concentraciones muestran
un periodo de latencia antes de producir
hemolisis en globulos rojos de origen
humano (Andreeva et al., 2007). Esto
tendria relacion con el mecanismo de
formacion del poro, especificamente
con el paso de apertura del poro. La
oligomerizacién es un proceso
cooperativo, que a bajas dosis de
proteina demandaria mas tiempo
(Andreeva et al., 2007).

En nuestros resultados, en las cepas
de desprendimiento bajo (Figura 10 B) a
dosis de sobrenadante bajas no hay
efecto citotoxico, condicidon que se
revierte a dosis mayores. La
composicion de los factores
extracelulares de estas cepas podria
estar dada por una mezcla de factores
citotoxicos para células Caco-2 que
podrian considerarse dentro de un
modelo de respuesta sigmoideo. Esto
puede explicarse si la unidn de los
primeros ligandos (o toxinas) cambia la
conformacion de los receptores de
manera que aumenta la afinidad de los
mismos por la toxina.

En las cepas de desprendimiento
alto, los sobrenadantes responderian a
un modelo de respuesta tipo asintético.
A baja concentraciones del
sobrenadante, el desprendimiento es
proporcional a la cantidad de factores
extracelulares agregada y luego, a
concentraciones mas altas, el efecto es
independiente de la concentracion del
sobrenadante por saturacion de
receptores. En las cepas estudiadas la
relacion es proporcional hasta que se
alcanza el efecto maximo, o sea 100%
de desprendimiento celular, por lo que
el agregado posterior de factores

extracelulares redunda en un
aplanamiento de la curva.

En este trabajo también mostramos
el dafio que sufre la superficie del
enterocito, con pérdida de las
microvellosidades (Figura 12). Este
efecto pudo ser observado a tiempos
cortos (20 minutos) y podria ser un
estadio previo al desprendimiento, que
segun nuestros resultados se produce
luego de 1 hora de incubacion con los
factores extracelulares. Estos hallazgos
correlacionan con la disminucién de la
actividad deshidrogenasa mitocondrial
(Figura 16).

Los factores extracelulares de B.
cereus fueron capaces de desorganizar
el citoesqueleto de las células Caco-2
(Figura 13, 14 y 15). Una posible
hipétesis seria que este efecto se deba a
la actividad de la fosfolipasa C que
desorganiza las membranas de las
células eucarioticas por hidrélisis de
fosfolipidos, llegando inclusive a alterar
la unioén entre las células (Henderson et
al., 19991

La suposicion de que las
fosfolipasas estén implicadas en el dafio
observado estaria avalada por los
resultados que se encontraron cuando se
caracterizaron las cepas, ya que todas
tuvieron actividad lecitinasa (Apéndice
I, Tabla 16). Esta actividad enzimatica
esta relacionada con la presencia de
fosfolipasa C en B. cereus (Kim, 2008;
Callegan, 1999).

El desprendimiento celular y el dafio
al citoesqueleto se relacionan mediante
una compleja red de sefializacion
intracelular, que involucra integrinas.
Estas son proteinas cuya funcién es unir
la célula a la matriz extracelular
(Henderson et al, 1999%). Las integrinas
agrupan proteinas de citoesqueleto para
producir sitios de adhesion focal donde
se localiza la actina. En este proceso
intervienen las proteinas Rho
(Henderson et al, 1999°). Asimismo, las
integrinas estan involucradas en vias de
sefializacion intracelular a través de la
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kinasa de adhesion focal (FAK), que a
su vez activard proteinas Raf'y Ras
(Henderson et al, 1999°).

Los sobrenadantes, al alterar la
unién de las células, estarian afectando
a las integrinas, y en consecuencia,
alterando las vias de sefializacion
implicadas en la polimerizacién y
despolimerizacion del citoesqueleto.

Hay que considerar que, dada la
cantidad de factores que coexisten en
los sobrenadantes de cultivos de B.
cereus, el efecto observado puede ser
debido a la interaccion de 2 o mas
toxinas. Por consiguiente, las
dificultades para establecer los factores
etiologicos responsables del sindrome
diarreico producido por B. cereus,
pueden ser un reflejo del caracter
multifactorial del efecto bioldgico,
donde varios factores contribuyen al
dafio celular observado (Stenfors
Arnesen et al., 2008).

Otra hipotesis que puede proponerse
para explicar los resultados
encontrados, es la posibilidad que estén
involucradas toxinas formadoras de
poro.

Se sabe que, ciertos factores, como
HBL, NHE, CytK y HlylI son capaces
de formar poros en las membranas de
células eucarioticas (Beecher and
Wong, 1997; Fagerlund et al., 2008;
Hardy et al., 2001; Andreeva et al.,
2007). Ademas ya se ha demostrado la
citotoxicidad de CytK y NHE en células
Caco-2 (Hardy et al., 2001; Fagerlund et
al., 2008). Otro factor que podria estar
involucrado es la cereolisina O, una
toxina formadora de grandes poros
(Rappuoli and Pizza, 2000).

La formacién de grandes poros en la
membrana de la célula eucaridtica
permite la salida de solutos y
macromoléculas que llevan a la muerte
celular (Rappuoli and Pizza, 2000). Esto
podria relacionarse con la necrosis de
las células Caco-2 luego del tratamiento
durante 1 hora con los sobrenadantes de
las cepas de B. cereus (Figura 18).

Dado los resultados que descartan la
apoptosis como posible via de muerte
celular, podria ser que la uni6n de la
anexina con fosfatidilserina (PS), que
permite observar la fluorescencia verde
(Figura 17), ocurra en la cara interna de
la membrana plasmética y no por una
translocacion de la PS. Esto seria
debido a un aumento de la
permeabilidad de la membrana.

Todas las cepas utilizadas en esta
tesis son hemoliticas, pero cuando se
incubaron los eritrocitos con los
sobrenadantes de las cepas estudiadas
en presencia de diferentes protectores
osmoéticos, no se encontrd un efecto
inhibitorio. Este resultado podria indicar
que estamos ante la presencia de
factores formadores de poro mayores
que 4,5 nm (radio correspondiente al
dextrano).

Para el complejo NHE se halla
descrito que la liberacion de lactato
deshidrogenasa (LDH) de las células
Vero se previene con polietilenglicol
(PEG) 8000 (radio aproximado de 4
nm) (Fagerlund et al., 2008). Otros
factores, entre los que se encuentra la
cereolisina O de B. cereus, pueden
llegar a formar canales de hasta 35 nm
de didmetro (o sea un radio aproximado
de 17 nm) (Rappuoli and Pizza, 2000).

Si consideramos el caracter
multifactorial de los efectos bioldgicos
de las cepas estudiadas, es posible que
existan en paralelo varios mecanismos
de accién. Por lo tanto, también seria
posible que la anulacién de uno de ellos
(como seria la formacion de poros en la
membrana de los glébulos rojos), no
fuera suficiente para anular el efecto
(hemdlisis en este caso en particular).

Segun la bibliografia, en la
endoftalmitis producida por B. cereus
se ha demostrado que el complejo HBL
contribuye a la virulencia pero no es el
unico responsable (Beecher et al., 1995)
y que las cepas mutantes respecto a un
solo factor (HBL, PC-PLC o PI-PLC)
producen un grado de destruccion
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similar en la retina que las cepas
salvajes (Callegan et al., 2008). Otros
investigadores, utilizando toxinas
purificadas, han observado proteccion
osmédtica (Zitzer et al., 1995; Beecher
and Wong, 1997; Andreeva et al.,
2007).

Podria ser posible, ademas, que
dada la complejidad que presentan los
factores extracelulares en B. cereus, la
utilizacién de una Unica linea celular o
un solo método de evaluacién de dafio
no permita observar todos los efectos
biologicos que esas cepas pueden
producir. En el caso de la citotoxina
CytK de B. cereus, Hardy y
colaboradores en el afio 2001,
encontraron que las cantidades de
proteina necesarias para inhibir el 50%
de la sintesis de proteinas en las células
Caco-2 eran cinco veces mas bajas que
para producir el mismo efecto en las
células Vero (Hardy et al., 2001). Para
el complejo HBL la hemélisis depende
del origen de los globulos rojos, y PC-
PLC (fosfatidilcolina fosfolipasa C) y
esfingomielinasa no lisan glébulos rojos
de origen humano y de cerdo, y si lisan
glébulos rojos de cordero (Beecher and
Wong, 2000).

En los experimentos realizados para
el presente trabajo de tesis, cuando
ensayamos sobrenadantes de la cepa T2,
los mismos desprendieron la monocapa
de las células Caco-2 (Figura 9). Estos
resultados son coincidentes con los que
obtuvieron otros investigadores, con la
misma cepa, con las células CHO
(Buchanan and Schultz, 1994).

Los factores extracelulares de esta
misma cepa (T2) no afectaron la
actividad deshidrogenasa mitocondrial
(Figura 15) aunque se utilizaron las
mismas células que para los ensayos de
desprendimiento.

Esta cepa podria ser un ejemplo de
la complejidad de las interacciones
involucradas en la virulencia de B.
cereus, los resultados obtenidos deben
analizarse con mucho cuidado.

La linea celular Caco-2 constituye
un modelo de células epiteliales de
intestino humano ampliamente
aceptado, que permite determinar
interacciones huésped-patdgeno tipicas
de tracto intestinal humano. Aun asi,
hay ciertas actividades que no se pueden
detectar con estas células. En nuestro
grupo de trabajo se estudio el efecto de
sobrenadantes de E. coli
enterohemorragica (EHEC),
encontrandose que éstos no afectaron la
integridad de la monocapa de células
Caco-2; en cambio si produjeron efectos
citopaticos sobre monocapas de células
Hep-2 (A. Hugo, comunicacion
personal 2008).

Para las cepas estudiadas, luego de
tratar los sobrenadantes 30 minutos a
100°C, la actividad biologica remanente
de la cepa M2 haria suponer la
presencia de factores resistentes al
calor, como podria ser cereulide.
También podria estar ocurriendo que el
modelo utilizado no sea capaz de
detectar la totalidad del efecto de todos
los componentes de los sobrenadantes.

Para aquellas cepas donde la
actividad biologica de los sobrenadantes
fue eliminada por completo por el
tratamiento térmico, se han observado
diferencias en la retencion de cristal
violeta en las células adheridas a la
placa. Este efecto fue dependiente de la
cepa. Esto podria ser el resultado de una
alteracion en la permeabilidad de las
membranas provocada por los factores
extracelulares pero que no es suficiente
como para provocar el desprendimiento
de la monocapa. Se puede relacionar
con lo que ocurre con el sobrenadante
de la cepa B10502 que no provoca
desprendimiento de la monocapa de las
células Caco-2 (Figura 9) en las
condiciones ensayadas, pero permite el
ingreso del ioduro de propidio en las
mismas células (Figura 18), lo que
indicaria una alteracion en la
membrana.
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Hasta aqui hemos considerado
ciertos factores de B. cereus que, segin
la bibliografia, integrarian el grupo de
toxinas formadoras de poros.

Otro tipo de toxinas son las toxinas
binarias (toxinas tipo AB). Muchas
bacterias Gram (+), formadoras de
esporos, producen toxinas de este tipo
(Barth, 2004). El componente B se une
a la superficie de la célula blanco y
actia como plataforma para el ingreso
al citosol del componente A que tiene
actividad enzimatica. Posteriormente, se
produce la interferencia de las funciones
normales de la célula (Barth, 2004).
Dentro de las toxinas que actfian de esta
manera se encuentra la toxina diftérica,
la exotoxina A de P. aeruginosa, la
toxina Shiga y dentro del grupo B.
cereus sensu lato, la toxina de B.
anthracis (Gordon and Leppla, 1994).

La toxina producida por B.
anthracis es de tipo A;B y estd formada
por un ligando de superficie llamado
antigeno protector (PA), y dos
subunidades enzimadticas: factor letal
(LF) y factor de edema (EF), que son
responsables de la modificacion
enzimatica de sustratos en el citosol
(Shannon, 2003). El LF posee actividad
enzimatica sobre MAPKK,
especificamente MEK1 (Kurzchalia,
2003).

Algunos autores postulan que el
factor NHE podria comportarse como
una toxina tipo AB (Lund and Granum,
1997, Stenfors Arnesen et al., 2008).

Si bien la expresion de los tres
componentes del complejo NHE no fue
estudiada en este trabajo de tesis, todas
las cepas fueron positivas para el
componente NHEA (Test de TECRA),
aunque con distinto nivel. La presencia
de este factor en todas las cepas seria un
resultado esperado, ya que se postula
que el compl<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>